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RESUMO

O cha-mate é uma bebida muito consumida nos estados do Sul do Brasil, ndo s6
devido ao seu sabor e aroma, mas também por suas propriedades terapéuticas. Tais
propriedades estdo associadas a presenca de diversos constituintes quimicos em
sua composicdo, como polifendis, flavonoides, vitaminas e minerais. Esses minerais
podem ser essenciais ao organismo humano, ou altamente téxicos, dependendo da
forma e concentragdo. Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivos
determinar as concentragdes totais de Cd, Cu, Pb e Al em cha-mate comercial, bem
como o conteudo desses elementos em infusdes preparadas a temperatura
ambiente (frio) e a quente. As concentracdes de fendlicos em infusbes também
foram determinadas utilizando o método Folin-Ciocalteu. Além disso, avaliar as
fracOes bioacessiveis desses elementos e, ainda verificar se a adicdo de alguns
ingredientes as infusdes (canela, limdo, mel e acucar) pode influenciar na
biodisponibilidade do aluminio. As quantificacbes foram realizadas por
espectrometria de absorcdo atbmica com atomizacdo eletrotérmica em forno de
grafite e em chama. Para os teores totais a abertura de amostra, por via Umida
(otimizada por planejamento fatorial) apresentou os melhores resultados, em relacéo
a via seca. As concentragfes totais para as quatro marcas estudadas variaram: Cd
(0,08 & 0,320 pg g™); Pb (0,36 & 0,44 pg g*); Cu (10,3 2 12 ug g*) e Al (347 & 526
ug g?). Para as infusdes os teores superiores de Al e Cd foram encontrados nas
infusdes a quente, enquanto que para o0 Cu e o Pb os maiores teores foram nas
infusdes a frio. Com isso, a ordem de extracdo nas infusGes tanto a quente quanto a
frio foi Cd>Pb>AI>Cu. Com relacdo aos teores de fendlicos, as maiores
concentracdes foram obtidas nas infusdes a quente variando de 13 a 17 mg g™. Nos
estudos de bioacessibilidade in vitro empregando o método de simulacdo gastrica
(PBET) os elementos Cd e Cu foram os metais mais bioacessiveis, enquanto o Al foi
encontrado em forma relativamente inerte (baixa bioacessibilidade). Verificou-se
também que o consumo diario de 100 mL da bebida, por um adulto, ndo ultrapassa
os limites de ingestéo diaria desses metais recomendéavel pela Organizagdo Mundial
da Saude. Por fim, verificou-se que a adi¢cdo de ingredientes as bebidas, como o

acucar e mel podem diminuir os teores biodisponiveis de Al.

Palavras-Chave: Cha-mate, infusdes, bioacessibilidade e biodisponibilidade.



ABSTRACT

Yerba mate tea is a widely consumed drink in the southern states of Brazil, not only
because of its flavor and aroma, but also due to its therapeutic properties. Such
properties are associated with the presence of several chemical constituents in its
composition, such as polyphenols, flavonoids, vitamins and minerals. These minerals
may be essential to the human body, or highly toxic, depending on their form and
concentration. In this sense, this study aimed to determine the total concentrations of
Cd, Cu, Pb and Al in commercial mate tea, as well as the content of these elements
in infusions prepared at room temperature (cold) and hot; to determine phenolic
concentrations in infusions using the Folin-Ciocalteu method; to evaluate the
bioaccessible fractions of these elements and to verify whether the addition of some
ingredients to the infusions (cinnamon, lemon, honey and sugar) may influence the
bioavailability of aluminium. The quantifications were performed using atomic
absorption spectrometry with electrothermal atomization in graphite and flame
furnace. For total content analyses, the wet route (optimized by factorial planning)
showed the best results when compared to the dry route. The total concentrations for
the four brands studied varied: Cd (0.08 to 0.320 ug g™); Pb (0.36 to 0.44 pg g *); Cu
(10.3 to 12 pg g ) and Al (347 to 526 pg g ). Regarding infusions, the highest
contents of Al and Cd were found in the hot infusions, while cold infusion presented
the highest levels of Cu and Pb. Thus, the order of extraction in hot and cold
infusions was Cd> Pb> Al> Cu. With respect to the phenolic contents, the highest
concentrations were obtained in the hot infusions ranging from 13 to 17 mg g™. In the
in vitro bioaccessibility studies using the gastric simulation method (PBET) the Cd
and Cu elements were the most bioaccessible metals, while Al was found in relatively
inert (low bioaccessibility) form. It was also found that the daily consumption of 100
ml of the drink by an adult does not exceed the limits of daily intake of these metals
recommended by the World Health Organization. It was also verified that the addition
of ingredients such as sugar and honey to these beverages may decrease the

bioavailable levels of Al.

Key words: Tea mate, infusions, bioaccessibility and bioavailability.
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1. INTRODUCAO

Alimentos e bebidas sdo uma das principais fontes de espécies metalicas para
0s seres humanos. Esses elementos quimicos sdo uma classe de compostos de
amplo interesse, pois podem apresentam diversas fun¢des biologicas essenciais a
manutencao da vida ou podem apresentar efeitos toxicos dependendo da sua forma
e espécies (especiacdo quimica) e da sua concentracao (HE et al., 2016; PEREIRA,
et al., 2016).

Espécies metalicas tais como Ca, Fe, Cu, Mn, estdo envolvidos em diversas
funcdes bioldgicas como cofatores de enzimas, no equilibrio osmotico nas interfaces
de membranas biolégicas, na biossinalizacdo, como constituintes de biomoléculas,
entre outros (GUPTA e GUPTA, 2014; TOGNON, 2012). Contudo, a deficiéncia ou o
excesso desses elementos podem causar disturbio do sistema bioldgico.

Outros elementos como Pb, Cd, Hg, As, Al, ndo apresentam nenhuma funcéo
bioldgica conhecida e podem apresentar toxicidade ao organismo.

A presenca dessas espécies metalicas nos alimentos e bebidas pode ser
decorrente da propria quimica dos alimentos de origem vegetal ou animal ou
provenientes de processos de contaminacdo ambiental tais como mineracao,
emprego de agrotoxicos, entre outros; e industrial. Independente da sua origem, os
metais presentes nos alimentos e bebidas podem entrar na cadeia alimentar
exercendo carater nutricional ou toxico (PYTLAKOWSKA et al., 2012).

Por isso, € importante estudar a presenca de espécies metalicas em alimentos
e bebidas para garantir a seguranca alimentar, visto que a presenca desses
elementos, essenciais ou téxicos, € um fator que ndo é levado em conta no controle
de qualidade de produto e é de extrema importancia para a saide humana.

Normalmente, o controle de qualidade, as legislacbes e avaliagbes sobre
seguranca alimentar sdo baseados em teores totais. No entanto, para avaliar a
essencialidade ou a toxicidade desses elementos é necessério avaliar a sua
disponibilidade, ou seja, a capacidade do nutriente ou contaminante ser absorvido
pelo organismo humano (BOSSO e ENZWEILER, 2008). Porém, a concentracao
total ndo estad relacionada com a disponibilidade biolégica de um determinado
elemento.

Uma das formas de avaliar essa disponibilidade biologica € através de ensaios

com cobaias. No entanto, devido a diversos fatores, como ética (utilizacdo de
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animais como cobaias), custo, complexidade de andlise e tempo, os ensaios de
bioacessibilidade vém ganhando destaque. Os ensaios de bioacessibilidade séao
procedimentos de digestdao gastrointestinal in vitro, que empregam solucdes
artificiais bioquimicas que simulam o sistema gastrointestinal do organismo humano,
especificamente a digestdo no estdbmago e duodeno. Portanto, bioacessibilidade
refere-se a liberacdo de compostos da matriz alimentar no suco digestivo e intestinal
do sistema de digestdo. Esse parametro indica a quantidade maxima que um
composto podera ser absorvido pelo intestino humano apés digestao.

Varios trabalhos na literatura descrevem resultados da bioacessibilidade de
espécies metélicas em diferentes alimentos, contudo poucos trabalhos envolvem
infusBes de ervas ou cha.

Entre as bebidas amplamente consumidas no Brasil, especificamente na regido
Sul, estdo: o chimarrdo, o tereré e o cha-mate, provenientes de infusdes da erva-
mate. Através do beneficiamento industrial da erva-mate podem-se obter dois tipos
de produtos comerciais a erva verde, obtida dos ramos, e o cha-mate, das folhas
tostadas, da planta (TORMEN, 1995).

A erva-mate (lllex Paraguariensis) é popularmente conhecida devido as suas
propriedades benéficas e estimulantes. Porém, alguns estudos indicam que essa
erva pode conter elevados teores de aluminio, que € um elemento ndo essencial e
relacionado com doencas degenerativas como Alzheimer e Mal de Parkinson.

Alguns trabalhos descrevem a presenca de espécies metalicas em cha-mate,
porém ainda ndo existem estudos que avaliam a bioacessibilidade dos ions
metalicos nessas amostras. Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo
principal avaliar a presenca de metais traco como o Pb, Cd, Cu e Al no produto
comercial brasileiro, na bebida preparada na forma de infusdo. Além disso, tem-se
como meta a estimativa da bioacessibilidade in vitro desses elementos e a avaliacéo
da influéncia da adicdo de ingredientes nas bebidas como acgucar, canela mel e

limao.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral foi avaliar a presenca e a bioacessibilidade de espécies

metalicas tais como cobre, chumbo, cadmio e aluminio em bebidas preparadas com

cha-mate, para estimar o potencial nutricional ou téxico para a populacéo.

2.1. Objetivos Especificos

Implantar protocolo analitico para determinacdo de Cu, Al, Pb e Cd em
produto comercial de cha-mate empregando Espectrometria de Absorcao
Atbmica ap0s procedimento de abertura de amostra;

Determinar a concentracao total dos ions de Cu, Al, Pb e Cd em marcas
diferentes de cha-mate;

Determinar a concentracdo dos ions metalicos Cu, Al, Pb e Cd e
compostos fendlicos em bebidas de cha-mate preparadas na forma de
infusdo (quente e fria) de diferentes marcas;

Avaliagcédo da bioacessibilidade (digestao gastrointestinal in vitro) utilizando
o método PBET (physiologically based extraction test) dos ions metalicos
(Cu, Al, Pb e Cd) em infusbes preparadas com o produto comercial (cha-
mate);

Avaliar a influéncia na bioacessibilidade de espécies metalicas da adicdo
de ingredientes tais como acucar refinado, canela, liméo e mel no preparo

de bebidas de cha-mate.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os minerais estao presentes em todos os tecidos e fluidos do corpo humano.
Assim como a agua e as proteinas, sdo de extrema importancia para um
funcionamento adequado do organismo, pois participam de atividades metabdlicas
essenciais a manutencao da vida (GUPTA e GUPTA, 2014).

Esses minerais podem ser classificados como macronutrientes e como
micronutrientes dependendo das quantidades diarias necessarias para o
funcionamento do organismo. Os elementos sodio, potassio, calcio e magnésio sdo
exemplo de macronutrientes. Enquanto que ferro, zinco e cobre sédo micronutrientes.
Porém, dependendo da sua concentracdo e forma, os elementos que agem como
nutrientes também podem apresentar efeitos toxicos. Como por exemplo, o cobre, &
um componente de diversas enzimas envolvidas na produgdo de energia celular,
formacao de tecidos e producdo de melanina. A deficiéncia de cobre ndo é muito
comum, no entanto a falta dele pode ocasionar anemia, baixa pigmentacdo da pele,
deficiéncia no crescimento e no sistema imunolégico, aumentando a susceptibilidade
a infecgbes (FIORINI, 2008; GUPTA e GUPTA, 2014). Ja a intoxicacdo aguda por
cobre pode levar a disturbios gastrointestinais caracterizados por dor abdominal,
nauseas, diarreia e vomito (FRAGA, 2005).

Apesar da grande importancia desses elementos para saude humana, o
organismo nao € capaz de fabrica-los, sendo necessaria a ingestdo de alimentos e
bebidas que fornegam esses nutrientes (FIORINI, 2008).

Nos alimentos, principalmente os naturais, as espécies metélicas apresentam-
se na forma de ions livres, na forma de complexos inorganicos e complexos
organicos, e apenas uma pequena parte pode ser utilizada pelo organismo. Esses
elementos podem ser encontrados em uma variedade de alimentos, o calcio, por
exemplo, esta presente no leite e derivados, o cobre, em carnes, frutos do mar,
sementes e oleaginosas, o ferro, no espinafre, aspargo, salsa, batatas, lentilhas, etc.

No entanto, além das espécies essenciais, 0s alimentos e as bebidas podem
conter elementos que nao apresentam funcéo biolégica conhecida e, mesmo em
baixas concentracbes podem apresentar algum dano ao organismo. Pode-se citar o
chumbo, cadmio, arsénio, mercurio, aluminio, entre outros (HABAN et al, 2008). E,
portanto, podem apresentar efeitos toxicos ao organismo, mesmo presentes em

baixas concentracdes.
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Quando a exposi¢cdo ao chumbo é crénica, efeitos como aumento na pressao
arterial, danos nos rins, abortos espontaneos, degeneragao no sistema nervoso e
danos cerebrais, podem ser observados (BOSSO e ENZWEILER, 2008; CHERFI,
ABDOUN e GACI, 2014). A absorcdo do chumbo pelo organismo humano pode
ocorrer no estbmago ou no duodeno, em condi¢des favoraveis. O metal deve estar
solivel ou complexado com outros elementos como carboidratos e sais organicos
para ser transportado e entrar na corrente sanguinea, onde permanece por pouco
tempo, pois tende a se acumular nos 0ssos (BOSSO e ENZWEILER, 2008).

O Al é outro ion metélico que ndo apresenta funcdo biolégica conhecida e
varios estudos estdo sendo realizados sobre seu envolvimento em doencas como
encefalopatia, Alzheimer e o Parkinson (CAMPOS et al., 2014).

O Cd também é um elemento toxico, e uma exposicdo prolongada pode
acarretar doencas pulmonares crénicas, disfuncdo renal, e possivel cancer de
pulméo (PEREIRA, et al, 2016).

Héa ainda elementos, como o cromo, que pode apresentar-se sob duas formas
de oxidacédo, sendo uma delas essencial e outra téxica. O Cr(lll) atua em processos
biolégicos como ativador de enzimas e na estabilizacdo das proteinas e acidos
nucléicos, além de potencializar o papel da insulina, que é responsavel por captar a
glicose no sangue levando-a para dentro da célula. Enquanto que o Cr(VI) é
altamente toxico, devido ao seu alto potencial de oxidacdo, além de carcinogénico
(DOBROWOLSKI, PAWLOWSKA-KAPUSTA e DOBRZYNSKA, 2012).

Na literatura podem ser encontrados estudos que avaliam a presenca de
espécies metalicas, essenciais ou toxicas, em diferentes matrizes inclusive nos chas.

Pytlakowska et al. (2012), faz a determinacdo de 12 minerais e (Al, B, Ba, Fe,
Zn, Mn, Mg, K, Na, P, Cu, Sr e Ca) em ervas e suas infusdes consumidas para fins
médicos na Polbnia, como camomila, menta, melissa, sélvia, urtiga, tilia e erva de
S&o Jodo. Para a determinacdo da concentracéo total foi utilizado o pré-tratamento
das amostras via digestdo a seco e digestdo umida, em condi¢cbes otimizadas. As
concentracbes de elementos em ervas e suas infusbes foram determinadas por
Espectrometria de Emissédo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente — do inglés
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP-OES). O resultado
das concentracdes totais de elementos em folhas de ervas mostra que todas as
ervas contém a maioria dos elementos, exceto K e P, na faixa de pg g™. Além disso,

0s resultados mostraram que as concentragdes dos elementos variaram
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amplamente. Com base nos resultados experimentais para as eficiéencias de
extracdo, os elementos das infusbes de ervas foram classificados em trés grupos
especificos: altamente extraivel (> 55%) incluindo K; moderadamente extraivel (20-
55%) incluindo Mg, Na, P, B, Zn e Cu e pouco extraivel (<20%) incluindo Al, Fe, Mn,
Ba, Ca.

Vulcano e Colaboradores (2008) avaliaram os niveis de chumbo e cadmio, em
amostras de chas de camomila e cha-mate, industrializados e nao-industrializados,
na regido metropolitana de Belo Horizonte. A analise se deu na planta digerida e nas
infusBes dos chas. Os niveis de Pb e Cd foram determinados por espectrometria de
absorcdo atbmica com forno de grafite. Os teores médios dos metais encontrados
nas amostras de infusbes de camomila e cha-mate estavam abaixo dos valores
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (0,2 mg L?) e as
concentracbes nas amostras digeridas de camomila mantiveram-se na faixa
normalmente descrita pela literatura (0,15 pg g™ para Cd e de 0,42 ug g* de Pb) e
cha-mate (0,53 ug g* de Pb). JA os niveis de Cd na planta-digerida de erva-mate
(2,59 ug g1) estavam acima dessa faixa. Ndo houve diferenca significativa entre os
niveis de Cd e Pb nas infusdes, dos chas industrializados e ndo industrializados, em
ambas as plantas estudadas. As concentracdes dos metais nas plantas-digeridas
industrializadas, tanto de camomila quanto de erva-mate, apresentam-se superiores
aguelas encontradas nas plantas ndo industrializadas.

O efeito provocado, pela ingestdo de alimentos com espécies metalicas pelos
humanos ira depender da quantidade, e forma quimica que o metal esta presente na
matriz de interesse e da sua acdo (VERSANTVOORT et al.,, 2005; BOSSO e
ENZWEILER, 2008).

Por isso, é fundamental conhecer as fontes de absorcdo dessas espécies,
sendo uma questédo de seguranca alimentar conhecer a composi¢ao nutricional e de
contaminantes dos alimentos, especialmente aqueles amplamente consumidos por
criancas e idosos.

Contudo, ainda ndo existem métodos analiticos oficiais que podem ser
aplicados a qualquer tipo de alimento e bebidas. Portanto, nos dias atuais ainda s&o
observados estudos que mostram o desenvolvimento de metodologias analiticas
empregadas na determinacdo total desses elementos nos mais diversos tipos de

alimentos.
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3.1. Determinacédo de espécies metalicas em matrizes alimentares

A referéncia oficial que estabelece métodos para as determinacdes de
espécies metélicas em matrizes alimentares é a Associaton of Official Analytical
Chemists (AOAC), que normalmente utiliza a Espectrometria Atdmica, na qual o
analito € atomizado por meio de uma chama (Espectrometria de Absor¢cdo Atbmica
em Chama — do inglés Flame Atomic Absorption Spectrometry (FAAS)), de um forno
(Espectrometria de Absorcdo Atdbmica com Atomizacdo Eletrotérmica em Forno de
Grafite — do inglés Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry (GF AAS)), ou
um plasma ICP OES (AOAC, 2006; HARRIS, 2012; VOGEL, 2002).

Além da escolha de uma técnica de determinacdo adequada para as espécies
metalicas, o tratamento da amostra também é fundamental. Uma forma de
tratamento de amostra consiste em destruir a matriz organica e facilitar a
determinacao do analito de interesse (PELLERANO et al., 2012).

Existem varios procedimentos de preparo de amostras que envolvem o0s
processos de digestdo descritos na literatura, entre eles, a decomposi¢cdo por via
seca e a decomposicao ou digestao por via imida (SOUZA e CAMPOS, 2015).

Parreira (2012) utilizou a decomposicdo por via seca para determinacdo dos
metais aluminio, cadmio, chumbo, cobre, cromo, arsénio e selénio em diferentes
tipos de cha da planta Camellia sinensis, comercializados em Portugal, provenientes
de agricultura tradicional e biolégica. A preparacdo de amostras foi realizada
utilizando temperaturas elevadas (450°C) em mufla durante oito horas, seguidas
pela digestdo acida com acido nitrico e peréxido de hidrogénio. As amostras foram
analisadas por Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica com Forno de Grafite e de
Geracao de Hidretos. As concentragdes obtidas para 0os metais de interesse ficaram
entre 0,2 e 20 ug g.

Ja Ramos et. al., 2017, avaliou as concentracdes dos metais Ca, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na e Zn em folhas e chas de Cecropia, planta medicinal da Amazonia,
obtidos da Embrapa Amazonia Oriental. As amostras foram digeridas por micro-
ondas com HNO3; e H,O, e analisadas por espectrometria de emissédo 6tica com
plasma indutivamente acoplado. Os resultados revelaram que ocorreu uma reduzida
transferéncia dos metais da matéria seca para os chas, e que os teores de minerais
nao excederam os limites maximos toleraveis pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS).
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Na decomposicéo por via seca ocorre a fusdo de compostos inorganicos em
altas temperaturas, normalmente realizadas em fornos do tipo mufla. O residuo
inorganico restante, denominado de cinzas, € constituido de o6xidos, silicatos,
fosfatos dos analitos e sdo solaveis em acidos (SOUZA e CAMPOS, 2015). Esse
tipo de digestdo, normalmente é descrita como procedimento padrdo em diversos
documentos oficiais para alimentos. Contudo, é conhecido algumas desvantagens
desse tipo de procedimento como, por exemplo, 0 tempo necessario € elevado e
podem haver perdas do analito por volatizacdo (SOUZA e CAMPOS, 2015).

J& a digestao por via Umida consiste ha decomposi¢cdo de compostos organicos
e inorganicos em seus elementos constituintes, utilizando &cidos minerais como
acido nitrico (HNO3), acido perclérico (HCIO,), acido sulfarico (H.SO,4) e oxidantes
como o peroxido de hidrogénio (H20-), além de uma combinacédo entre eles.

Os acidos atuam na decomposicdo da fracdo organica da matriz da amostra e
possuem alto potencial de oxidacdo. O HNOj3; é o acido mais utilizado, devido a
facilidade de encontra-lo com alta pureza e também por gerar produtos de reacéo
soltveis em meio aquoso (SOUZA e CAMPOS , 2015).

Como mencionado acima também podem ser utilizadas misturas de oxidantes
sendo que uma mistura bastante empregada é HNO3; e H,0O,, devido ao caréater
oxidante do peroxido de hidrogénio. Com isso ha um aumento na eficiéncia da
digestdo, e essa mistura pode gerar agua como produto da decomposicdo, 0 que
facilita o descarte dos residuos (SOUZA e CAMPOS, 2015).

Existem diversos tipos de procedimentos descritos na literatura com diferentes
condicdes e agentes oxidantes. Dessa forma, normalmente € necessario realizar
experimentos de otimizacdo para encontrar uma condi¢cdo experimental ideal para a
matriz e espécie de interesse. Porém, se o processo de digestdo umida for realizado
em recipientes abertos e sem controle de temperatura, problemas como perda do
analito ou a contaminacdo da solucdo podem ocorrer. A desvantagem pode ser a
necessidade do uso de grande quantidade de reagentes, aumentando a
possibilidade de contaminacdo da amostra. A grande vantagem desse tipo de
abertura de amostra em relagdo a digestédo via seca é a minimizagdo do tempo
necessario na digestdo, utilizacdo de temperaturas mais baixas, assim como, a
possibilidade de miniaturizacao.

A eficiéncia dos procedimentos de abertura de amostra € importante para

determinacdo das concentracfes totais dos metais em alimentos, especialmente
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aqueles que se encontram na forma sélida, no entanto, o conteudo total de uma
espécie metalica ndo revela realmente seu valor nutricional ou téxico, pois nem todo
elemento presente na matriz de um alimento/bebida é liberado para absor¢do no
organismo durante o processo de digestdo humana. Nesse sentido, é necessario
conhecer a forma que o elemento se encontra na matriz e estimar a forma que esta
diretamente relacionada com o processo de absor¢do e possiveis efeitos, sejam
toxicos ou nutricionais (TOGNON, 2012; BRANDON et al., 2006).

Para entender a real absorcdo dos nutrientes ou dos contaminantes pelo
organismo é necessario avaliar a biodisponibilidade dos mesmos, ou estimar essa

absorcéo através dos ensaios de bioacessibilidade.

3.2. Biodisponibilidade de espécies metalicas em alimentos

Para se estimar o efeito da presenca de espécies metélicas em alimentos, é
necessario avaliar a sua disponibilidade biolégica. Para isso, € necessario lembrar
como ocorre o0 processo de absor¢cao humana via digestao.

A digestdo de maneira geral é o processamento de substancias resultantes da
degradacdo de particulas e moléculas absorvidas pelo organismo.

O processo da digestdo quimica inicia-se na boca, pela acdo de enzimas da
saliva, onde a enzima principal é a amilase. Esta enzima catalisa a hidrolise de
polissacarideos como amido e glicogénio. No estbmago as glandulas presentes nas
paredes desse Orgdo fazem a sintese e a secre¢cdo de enzimas digestivas, como a
pepsina, que degradam as proteinas em peptideos, em pH acido (1-3). Neste local,
o bolo alimentar permanece de 2 a 4 horas. Em seguida, a partir dos movimentos
peristalticos estomacais o bolo alimentar € encaminhado para o intestino delgado
(SISTEMA DIGESTIVO).

No intestino delgado séo lancadas as secrecdes do figado (Bile) e do pancreas
(Suco pancreatico). A Bile é produzida no figado e armazenada na vesicula biliar,
gue através de um canal € lancada no duodeno (intestino delgado) e nao contém
enzimas digestivas. Possui sais biliares (glicolato e taurocolato de sodio) que
emulsionam as gorduras, facilitando a acdo das enzimas pancreaticas sobre o0s
lipideos.

Por fim, o suco pancreatico, que chega no duodeno, é altamente rico em

bicarbonato, que tem por finalidade neutralizar a acidez do bolo alimentar e garantir
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a acdo das enzimas pancreaticas em pH levemente alcalino e neutro. Essas
enzimas atuardo na digestédo de proteinas, carboidratos e lipideos.

No intestino grosso, o material que néo foi digerido, forma as fezes, que sao
acumuladas no reto e, posteriormente, empurradas por movimentos musculares ou
peristalticos para fora do anus.

Concluidas as etapas da digestdo, os nutrientes que chegam a circulacédo
sanguinea sao distribuidos as células e estdo disponiveis para serem utilizados pelo
organismo.

A disponibilidade biolégica ou biodisponibilidade pode ser definida como a
fracdo de nutrientes ou agentes toxicos provenientes de alimentos ou bebidas que
ao ser digerido atinge a corrente sanguinea e € responsavel por algum tipo de acdo
no organismo, seja efeitos nutricionais ou téxicos, provocados pela ingestdo desses
elementos (PEREIRA, et al, 2016; BOSSO e ENZWEILER, 2008). A
biodisponibilidade de um elemento € controlada pela forma que o metal se encontra
na matriz, ou seja, sua especiacao quimica (BATLEY, APTE e STAUBER, 2004).

A biodisponibilidade de espécies metalicas em alimentos, normalmente, é
avaliada em testes in vivo, onde uma dose dos alimentos a serem testados sao
administradas, em cobaias (ratos, coelhos), e a fracdo bioacessivel desses metais é
analisada a partir de amostras bioldgicas (pelos, unhas, sangue), ap6s a dieta
(TOGNON, 2012).

No entanto, por questdes éticas, laboratorios com estruturas adequadas e bem
equipados, equipes especializadas acabam tornando essa pratica inviavel, além de
um alto custo e maior tempo para obtencdo dos resultados. Por isso métodos
alternativos, como 0s ensaios in vitro, simples e eficazes vém sendo amplamente
estudados para substituir os ensaios in vivo (BOSSO e ENZWEILER, 2008; OOMEN
et al., 2002).

Assim a bioacessibilidade a partir de analises quimicas in vitro sdo uma
maneira de avaliar a biodisponibilidade de um elemento. Desta forma, a
bioacessibilidade é a fracdo sollvel do composto ou elemento, que € liberado da sua
matriz no trato gastrointestinal, e esta disponivel para a absorcdo pelo epitélio
intestinal (PEREIRA, et al., 2016).

Os testes in vitro fazem uma simulacdo do que ocorre no processo de digestao
humana gastrointestinal, utilizando solugdes artificiais que mimetizam o meio dos

compartimentos digestivos (estdbmago e duodeno), no entanto na auséncia de micro-
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organismos (INTAWONGSE e DEAN, 2006). Desta forma, estima-se a fragéo
bioacessivel de uma espécie quimica através de um procedimento de extracdo e
determinacao do metal, no final do processo através de uma técnica instrumental.

Existem dois métodos de digestdo gastrointestinal in vitro mais empregados
que séo (i) o método de extragcdo seletiva (SBET — sample bioacessibility extraction),
qgue simula as condi¢Bes géstricas, usando como suco gastrico uma solucao de pH
baixo (HCI), sem levar em consideracdo o compartimento do duodeno; (ii) 0 método
de simulacédo gastrica (PBET — physiologically based extraction test), que leva em
consideracdo tanto a digestdo no estdmago quanto a digestdo no intestino. No
SBET, utiliza-se apenas glicina, aminoacido mais simples produzido pelo corpo
humano, e acido cloridrico. A glicina tem férmula quimica C,HsNO; e tem a funcao
de atuar na producdo da Bile, que ira degradar gordura. Ja o acido cloridrico
proporciona um pH 6timo para a digestao protéica.

No método PBET, utiliza-se uma aliquota da amostra na qual é adicionada uma
solucdo gastrica, preparada com enzimas, tais como pepsina em acido cloridrico, e
esta solucdo é mantida em incubacéo durante horas, em temperatura de 37°C e com
agitacdo. Essas condicbes simulam a acdo do estdbmago com movimentos
peristélticos, pH baixo e temperatura similar a do corpo humano. J4 as enzimas,
pepsina, lipase gastrica e amilase gastrica, auxiliam na quebra de proteinas e
dissolucédo das amostras (INTAWONGSE E DEAN, 2006). Para a simulacao do trato
intestinal utiliza-se o suco intestinal constituido por enzimas tais como a pancreatina,
tripsina, entre outras, além de sais biliares e bicarbonato de sédio. Nesta etapa
ocorre a quebra de proteinas, polissacarideos e gorduras, fazendo com que as
espécies metdlicas figuem sollveis e suscetiveis a absorcdo (INTAWONGSE e
DEAN, 2006; RUBY et al., 1999).

Além desses, outro método que vém sendo aplicado é o método de
bioacessibilidade unificado (UBM - unified bioaccessibility method), desenvolvido
pelo Grupo de Pesquisa de Bioacessibilidade da Europa (BARGE - Bioaccessibility
Research Group of Europe). Esse método é similar ao método PBET, ou seja,
possui as etapas gastrica e intestinal, diferindo em alguns pontos, como tempo de
incubacédo e reagentes para ajustes de pH, etc. No entanto, apresenta uma primeira
etapa diferente, que é a digestdo na boca. Nessa etapa, a uma aliquota da amostra

€ adicionada um fluido salivar, contendo a enzima amilase que é responsavel por
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catalisar a hidrolise de polissacarideos como o amido, glicogénio e seus derivados
(TOKALIOGLU et al., 2014).

As enzimas que atuam na digestdo em fase intestinal e gastrica, desses
meétodos, sdo formadas por longas cadeias de aminoacidos que sofrem um
enovelamento formando as estruturas tridimensionais, que favorecem a interacéo
com o0s substratos. Essas enzimas sao conhecidas como catalisadores biolégicos
gue possuem a capacidade de aumentar a velocidade das reacdes bioquimicas,
tornando-as mais rapidas, sendo bastante especificas. Nesse caso as enzimas
digestivas reduzem os alimentos (substratos) em componentes menores que sao
mais facilmente absorvidos pelo organismo (LEHNINGER et al., 1995).

J& os sais biliares sdo compostos por glicolato e taurocolato de sédio, eles sédo
potentes detergentes que preparam os triglicerideos da dieta para a hidrdlise pela
enzima pancredtica através da sua acdo emulsificante, formando as micelas que
facilitam a absor¢éo desses compostos (MCDONALD et al., 2010).

Os estudos de biodisponibilidade, utilizando ensaios in vitro vém crescendo nos
ultimos anos. BERMEJO et al (2006), compararam a bioacessibilidade de Fe e Zn
em duas amostras de leite utilizados para alimentar recém-nascidos — o leite
materno e o leite de vaca em varias diluicdes. O tratamento envolveu duas etapas
enzimaticas (1) pepsina em pH 5 e (2) pancreatina em pH neutro. As determinagfes
dos elementos foram realizadas por FAAS e os resultados foram comparados aos
obtidos pela digestdo gastrica em pH 2, para um adulto. Em seus resultados
notaram que néo houve diferenca na disponibilidade de Fe entre os leites estudados,
no entanto para o Zn a disponibilidade no leite materno foi maior que a no leite de
vaca. STELMACH et al. (2014), por exemplo, avaliaram a bioacessibilidade dos
metais Ca, Mg, Mn e Fe, por espectrometria de absor¢cdo atdbmica com chama, em
infusdes de café, através de digestdo gastrointestinal in vitro com solu¢des de suco
estomacal e intestinal. O Mg foi o elemento mais bioacessivel 62%, seguido do Fe
(43%), Ca (42%) e Mn (27%). YANG e LIN (2016) fizeram a avaliacdo da
bioacessibilidade do aluminio em diferentes chas da Camellia Sinensis, utilizando a
digestao gastrointestinal. Em seus resultados a bioacessibilidade do metal foi alta na
etapa gastrica (>90%) e baixa na etapa duodenal (<5%).

No entanto, estes dados ainda s&o escassos para matrizes alimentares,
principalmente em bebidas. Por isso, torna-se interessante 0 estudo da

bioacessibilidade de elementos metalicos, presentes em bebidas como os chas que



22

sdo amplamente consumidos pela populagdo mundial, e desta forma contribuir para
a seguranca e a saude da populacédo (INTAWONGSE e DEAN, 2006).

3.3. Erva-Mate e Cha-Mate

O cha é uma bebida preparada exclusivamente da Camellia sinensis planta
originaria da China. A Camellia sinensis produz quatro tipos de chéas, que séo o
branco, verde, oolong e preto, sendo que a diferenca entre eles esta na forma de
processamento e oxidagdo das folhas (BRAIBANTE et al., 2014) . Porém, muitas
infusBes preparadas a partir de plantas popularmente sdo chamadas de chas, pois a
forma de preparo € simular da Camellia sinensis (BRAIBANTE et al.,, 2014). O
costume brasileiro é de ingerir diversos tipos de chd, pois podem possuir inGmeros
efeitos medicinais.

Uma planta que € bastante utilizada e consumida no Brasil especialmente na
regido Sul € a erva mate.

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.) € uma arvore da familia das
Aquifoliaceaes, originaria da regido subtropical da América do Sul, presente no sul
do Brasil, norte da Argentina, Paraguai e Uruguai (HECK de MEJIA, 2009,
BRACESCO et al., 2011).

A erva-mate apresenta varias classes de constituintes quimicos, entre eles,
polifendis, xantinas, flavonoides e vitaminas. Esses compostos podem ser 0s
responsaveis por acdes terapéuticas citadas na literatura tais como propriedades
antioxidantes, vasodilatodoras, reducdo de lipideos, efeitos mutagénicos e
antimutagénicos, reducdo no teor de glicose no organismo e reducdo de peso
(BASTOS et al., 2007; DE MEJIA, 2009; FILIP et al., 2010).

Segundo dados da literatura também foram detectados na erva-mate,
espécies metalicas, essenciais como Cu, K, Ca, Mn e toxicos como Pb, Al, Cd
(STAGG e MILLIN, D.J., 1975; HEINRICHS e MALAVOLTA, 2001; ZHANG, ZHOU e
HUANG, 2006). Esses metais podem fazer parte da composi¢cdo mineral da planta,
oriundas da contaminacdo dos solos e aguas pelo uso de fertilizantes, pesticidas,
emissOes veiculares, mineracéo, residuos urbanos e industriais. Independente da
sua origem, os metais sdo acumulados nas plantas e desta forma podem entrar na
cadeia alimentar (PYTLAKOWSKA et al, 2012).

Existem varios estudos na literatura que relatam a determinacdo das

concentracdes totais de alguns metais na erva-mate. Como exemplo, SAIDELLES et
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al. (2010) realizaram a determinacdo das concentracdes de metais essenciais e
toxicos na composicdo da erva mate comercializada e consumida nos estados do
Sul do Brasil, utilizando ICP OES. Os valores encontrados nesse estudo para Cd
variou entre 0,35 pg g e 1,21 pg g; para Cu entre 8,38 ug g* e 12,72 ug g*; para
Al variou de 3249,4 ug g* a 5232,8 pug g*; e no caso do Pb as concentracdes
ficaram abaixo do limite de deteccéo 0,3 ug g™.

MAIOCCHI et al. (2015) estudaram a composi¢ao e o valor nutricional das
plantas, “dumosa” (lllex Dumosa) e erva-mate (lllex Paraguariensis). A determinacao
realizada por ICP OES indicou que pelo menos 26 elementos ocorrem tanto na
dumosa, quanta na erva-mate. Na dumosa, a concentracédo de cobre foi de 15,4 mg
kg™, aluminio foi 296 mg kg™ e chumbo 0,83 mg kg™, enquanto que na erva-mate as
concentracdes foram 8,7 mg kg, 643 mg kg* e 2,9 mg kg™ para Cu, Al e Pb,
respectivamente.

Algumas legislacdes estabelecem um limite aceitavel de alguns metais: A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tras limites para os alimentos em geral, mas
ndo especifica quais os tipos de alimentos. Por exemplo, para o cadmio traz um
limite de 0,2 pg g*, para o chumbo até 10,0 pg g* e 20,0 pg g* para o cobre
(PARREIRA, 2012). Ja a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
estabelece um limite para chéas, erva-mate e outros vegetais utilizados para infusdes:
cadmio 0,4 pg g, chumbo 0,6 pg g™, cobre 0,9 pug g™ e para o aluminio 1,0 pg g™
(BRASIL, 2013).

Os trabalhos e as legislacdes, apresentados acima, baseiam seus estudos nas
concentracOes totais e como visto anteriormente as concentragfes totais nao
revelam o real teor de metal que estara disponivel para ser absorvido pelo
organismo e assim ser capaz de provocar algum efeito, seja ele nutricional ou téxico.

Existem poucos estudos que avaliam essa absorcdo utilizando ensaios de
bioacessibilidade e biodisponibilidade de elementos em matrizes como os chas. Por
isso, faz-se necessario o estudo dessa bebida, muito consumida no Brasil, em
especial o cha da erva-mate um produto de ampla produgdo, comercializacdo e
consumo nos estados do Sul do Brasil.

A partir do beneficiamento da erva-mate, podem ser preparadas bebidas

L1

chamadas de “chimarrao”, “tereré” e o “cha-mate”.
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Na Figura 1 sdo mostradas as etapas de beneficiamento da erva-mate que
envolve a producdo da erva-mate cancheada (erva in natura, seca e triturada), cha

mate queimado (torrado) e da erva-mate para chimarrdao e tereré.

Figura 1. Esquema do Processo de Beneficiamento da Erva-mate

CICLO DE BENEFICIAMENTO DA
ERVA-MATE

\

Colheita 2 Recepcdo 2 Sapeco & Secagem = Moagem = Peneiramento

™~ 4

Erva-Mate

/ Cancheada \
Estocagem Moagem
Moagem Mistura
Mistura Triturador
Torrefacéo Peneiramento

ERVA PARA
CHIMARRAQ E
TERERE

Fonte: Adaptado de Junior A. M. 2005.

Na etapa do sapeco as folhas de erva-mate colhidas passam por um
processo de deterioracdo natural associado a acdo de enzimas, que catalisam
reacdes de oxidacédo de fendlicos, causando mudanca na cor das folhas.

Como o sapeco ndo € suficiente para retirar toda a umidade da erva, é
necessario o processo de secagem, onde as temperaturas variam entre 80-110°C,
dependendo de cada procedimento. Essa etapa garante a estabilidade da erva.

Em seguida, a erva é triturada e peneirada até chegar no produto denominado

de erva-mate cancheada. Na préxima etapa a erva-mate cancheada, passa por
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novas operacdes até a obtencdo do produto final, que pode ser a erva-mate utilizada
para preparar o chimarréo e tereré e o cha-mate.

Para a erva-mate utilizada em chimarréo e tereré, a erva cancheada é moida,
misturada, peneirada, embalada e comercializada de imediato, garantindo assim a
coloracéo verde tao apreciada pela maioria do mercado.

No caso do chd-mate a erva cancheada passa por um periodo de
armazenamento de no minimo de seis meses para transformacdo do produto que
adquire coloracdo amarela, seguido de uma moagem e mistura para obtencédo da
granulometria desejada. Por fim, a erva é tostada passando por um sistema de forno
com fogo indireto, para entdo dar origem ao cha-mate tostado.

Assim como a erva-mate o consumo regular do cha-mate estd associado a
efeitos benéficos a saide humana como diminuicdo do colesterol, ajuda na protecao
do figado, estimulante do sistema nervoso central, diurético, antioxidante, entre
varios outros (BASTOS et al., 2007; DE MEJIA, 2009; FILIP et al., 2010). Essas
propriedades podem estar associadas a numerosos fitoquimicos ativos que foram
identificados no cha-mate como compostos fendlicos (catequinas e flavonoides) que
correspondem de 20 a 30% da composicdo dos chas, alcaléides (cafeina,
teobromina, teofilina, etc), éleos volateis, polissacarideos, aminoacidos, lipideos,
vitaminas, minerais, dentre outros (HECK e DE MEJIA, 2009; RODRIGUES V. C,
2015).

Os compostos fendlicos presentes nos chas se caracterizam, quimicamente,
por possuirem diversas hidroxilas (-OH) diretamente ligadas a um anel aromatico,
como mostra a Figura 2. (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997). Estes
compostos englobam desde moléculas simples até moléculas com alto grau de
polimerizacao, funcionando como sequestradores de radicais livres e até mesmo
como quelante de metais. Com isso, os produtos formados pela reacdo destes
compostos com os radicais livres sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia
com o anel aromatico, apresentada por estas substancias (RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA, 1997; VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).
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Figura 2. Exemplos de estruturas de compostos fendlicos encontradas em chas.

COOH COOH
HO OH OH
OH OH
Acido galico Acido

protocatecuico

Fonte: HACKE, 2017.

Acido vanilico

COOH

OH

Acido elagico

Desta forma, torna-se interessante avaliar o contetdo de compostos fendlicos

presentes no cha-mate, para verificar se a presenca desses compostos ir4

influenciar nas concentracdes das espécies metalicas em bebidas preparadas por

infusdes. Isto porque estes compostos podem complexar com metais e desta forma

carregar essas espécies para as infusées (CAMPOS et al., 2014).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Técnicas Limpas

Para evitar ou minimizar as contaminacgdes, procedimentos de técnicas limpas
foram adotados, visto que o trabalho envolveu determinagbes de metais trago
(CAMPOS, BENDO e VIEL, 2002; DE ANDRADE et al., 2014).

Desta forma, todos os objetos foram manipulados com luvas e o local de
preparo e manipulacdo das amostras foi limpo com detergente neutro, alcool e com
solucdo 0,1 mol L™ de 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA). O EDTA age como
complexante de espécies metalicas que podem estar presentes nas bancadas e
desta forma pode acabar contaminando as amostras e 0s reagentes.

Os materiais utilizados durante todas as etapas foram previamente lavados
com detergente neutro e enxaguados exaustivamente com agua corrente.
Posteriormente os materiais foram mantidos em banho de HNO3; 5% (v/v) por 24
horas. Concluida esta etapa, os materiais foram retirados do banho e lavados por 5
vezes com agua ultrapura (U.S. EPA, 1999). Para a secagem, estes foram deixados
em bandejas descontaminadas e cobertos com papéis. Por fim, guardados em sacos

plasticos.

4.2. Reagentes

Neste trabalho todos os reagentes utilizados foram de grau analitico ou
ultrapuros.

No preparo de todas as solu¢des foi utilizada agua ultrapura, do tipo Milli-Q
(Millipore - Gehaka). Para as etapas de pré-tratamento das amostras de erva-mate
(digestdo via umida e via seca) foram utilizados, &cido nitrico (Sigma-Aldrich) e
peréxido de hidrogénio (Sigma-Aldrich).

Na determinacgéo de fendlicos totais, o padrdo de acido galico e o reagente de
Folin-Ciocalteau foram adquiridos da Sigma-Aldrich e o carbonato de soédio foi
adquirido da Merck®.

No preparo das solugcdes gastrica e intestinal foram utilizados pepsina de
mucosa gastrica de suinos (2250 unidades/mg), pancreatina de pancreas de suinos
(adequado para a cultura de células, 4 x especificacdes USP), sais biliares e acido
cloridrico sendo todos esses reagentes adquiridos da Sigma-Aldrich, e o bicarbonato
de sodio da Biotec.
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Para obtencdo da curva analitica, as solu¢des padrées dos ions metalicos em
estudo, Cu®*, Cd**, A®* e Pb?*, foram preparadas a partir dos padrdes iniciais de
1000 mg L™ (SpecSol).

4.3. Equipamentos

Os equipamentos de grande porte utilizados no trabalho estdo situados no
Laboratério Multiusuarios (C-LABMU). Os equipamentos menores estdo localizados
no Laboratério de Pesquisa L-27 da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG), sendo eles: balanca analitica (Shimadzu AUY?220), lavadora ultrassénica
(Unique, modelo USC-2800A, 40 kHz), placa de aquecimento (SPLabor), estufa
(Nova Técnica, modelo NT 511), incubadora Shaker (SPLabor, modelo SP222),
pHmetro (Metrohm, modelo 827 pH Lab) e uma ultracentrifuga (Hitachi — Himac
CR21GlII) também foram utilizados no preparo das amostras.

As determinacfes de ions metalicos foram conduzidas em um Espectrémetro
de Absorcédo Atdmica com Chama (FAAS) (Varian, SpectrA 220). O fluxo dos gases,
6xido nitroso, acetileno e ar foram 6,0, 12,5 e 8 L min™, respectivamente. O outro
equipamento foi um Espectrometro de Absor¢édo Atdmica com Forno de Grafite (GF
AAS) (Varian, AA 240Z), equipado com corretor Zeeman para correcdo de fundo e
um auto-amostrador PSD 120. O argdnio foi empregado como gas inerte com vazao
de 0,3 L min™. Os tubos de grafite empregados na determinacéo dos metais traco
foram os piroliticos e as lampadas foram de catodo oco (Varian).

As absorbancias das amostras, para determinacdo de fendlicos totais, foram
registradas em um espectrofotdmetro de placas Biotek pQuant® (Synergy H1 Hybrid
Reader).

4.4. Amostras comerciais de cha-mate e amostragem.

As amostras de cha da erva-mate utilizadas nesse trabalho foram adquiridas
nos supermercados da cidade de Ponta Grossa, PR, sendo que para cada marca de
cha foram compradas quatro amostras de diferentes lotes. As marcas de cha-mate
adquiridas sdo produzidas em diferentes regiées do Parana e Rio Grande do Sul. As
marcas foram denominadas com letras diferentes, para as quatro amostras

avaliadas.
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As marcas estudadas e o seu local de origem s&do: Marca A — Almirante
Tamandaré - PR; Marca B — Fernandes Pinheiro-PR; Marca C — Nova Candeléaria —
RS e Marca D - Guarapuava - PR.

Para cada marca foi realizada uma amostragem separada. Os saquinhos de
cada um dos produtos comerciais (04) de uma mesma marca foram abertos e
misturados. Dessa amostra composta, em seguida foi realizado um quarteamento,
para obter homogeneidade da amostra. A Figura 3 mostra fotografias do processo

de amostragem das amostras a serem utilizadas nas analises.

Figura 3. Fotografias das etapas de amostragem conduzida por quarteamento de quatro amostras de
cha-mate de um mesmo fabricante.

Fonte: A autora.

4.5. Determinacao do teor de umidade das amostras comerciais

Para a determinacdo do teor de umidade das amostras de cha-mate, apos
guarteamento estas foram previamente pesadas em béqueres, aproximadamente
1,50 g (média obtida para a massa correspondente a cada saquinho, n=10) e em
seguida colocadas em estufa a 40°C por 20 minutos. Este procedimento seguiu-se
até obtencdo de massa constante. Apos resfriamento em dessecador, a massa das

amostras foi determinada e realizou-se o calculo de umidade.

4.6. Determinacdo dos teores totais de ions metalicos em amostras de cha-mate
comercial.

Para a determinacdo dos teores totais de Cd, Pb, Cu e Al, inicialmente
realizou-se um processo de abertura da amostra (por via seca ou via-uUmida) e
posterior determinacdo por espectrometria de absorcdo atbmica. As condi¢cbes de
decomposicdo das amostras por via-umida foram otimizadas por planejamento

fatorial.
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4.6.1. Abertura de amostra por via seca.

Para esse estudo foi utilizado a amostra da Marca A de cha-mate comercial. A
massa de 1,0 g da amostra foi transferida para um cadinho de porcelana e mantido
em contato com uma chama (bico de Bunsen) até obtencdo de cinzas. Em seguida,
o cadinho foi transferido para uma mufla para calcinacéo por 3 horas a 500°C. Apos
arrefecimento, colocou-se HNO3; concentrado para dissolugcdo do material calcinado
e transferiu-se a solucdo para um baldo de 10 mL, e o seu volume foi completado
com agua ultrapura. Os ensaios foram realizados em triplicata (PARREIRA, 2012).

As solugbes foram guardadas em frascos de polietileno, previamente
descontaminados e armazenadas em geladeira em uma temperatura de
aproximadamente 6°C para posterior analise por GFAAS e FAAS. Para melhor

visualizacéo a Figura 4, mostra as etapas da digestao por via seca.

Figura 4. Esquema das etapas do procedimento de abertura de amostra por via seca do produto
comercial de chd-mate para posterior determinacao dos metais por espectrometria atbmica.

Mufla 500 *C~3h
Pesou-se 10gda
amostra (cadinhos)
2 .
Queima 2 b’{
( ’ l w .
:) ’
s - ) Dissolucdo do
P~ 203 residuo - HNO,
5% baldo de 10
oA mi
Armazenar a 4°C -
‘ Guardar em frascos
' |
\

Fonte: A autora
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4.6.2. Abertura de amostra por via-umida em recipiente fechado

Pesou-se cerca de 0,100 gramas da amostra de cha-mate e esta foi
transferida para tubos plasticos de fundo conico. Apos adicdo de acido nitrico e
peréxido de hidrogénio, os recipientes foram fechados e colocados em banho-maria
em ebulicdo por uma hora, dentro da capela. Apds esse tempo os frascos foram
abertos, para eliminacdo dos gases e resfriamento. As amostras digeridas foram
transferidas para baldes de 10 mL e avolumadas com agua ultrapura (RIBEIRO et
al., 2016). Em seguida, foram guardadas em frascos de polietileno, previamente
descontaminados e, armazenadas em geladeira numa temperatura de
aproximadamente 6°C para posterior analise. A Figura 5 mostra as etapas

realizadas para o procedimento de abertura de amostra por via umida.

Figura 5. Etapas do procedimento de abertura de amostra por via imida do produto comercial de
cha-mate para posterior determinacéo dos metais por espectrometria atbmica.

Fonte: A autora.

Para otimizar esse procedimento, foi realizado um planejamento fatorial do tipo
2% com ponto central. Os fatores avaliados foram os volumes dos agentes oxidantes
em dois niveis. Os ensaios foram realizados em duplicata, com excecdo do ponto
central que foi realizado em triplicata. Na Tabela 1 encontra-se a matriz do
planejamento fatorial utilizado para encontrar a melhor condigéo experimental para a
resposta (concentracdo das espeécies metdalicas). Os volumes utilizados dos
reagentes HNO; (65%) e H,0O, (30%) foram baseados na literatura (DA COSTA et al.
2009). Para o tratamento estatistico utilizou-se o programa Statistic (Statsoft

software, version 13.0, 2014).
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Tabela 1. Fatores e niveis, avaliados na otimizacdo da etapa de abertura de amostra de cha-mate
comercial por via-imida, através de planejamento fatorial 2° com ponto central.

Niveis HNO;z (mL) H,O, (mL)
Superior (+) 3,00 0,75
Inferior (-) 1,00 0,25
Ponto Central (0) 2,00 0,50

Fonte: A autora
4.6.3. Determinacéo dos teores de Cd, Cu, Pb e Al por Espectrometria Atdbmica.
As condicbes de atomizacdo e as faixas da curva analitica dos elementos

determinados estdo demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2. Condi¢des de atomizacéo e faixa de trabalho para os metais determinados na erva-mate e
nas infusBes da erva-mate.

Equipamento  Metal Curva Chama T T I A
analitica * Pirélise Atomizacdo (mA) nm)
(°C) °C)
Al ** 0,5-20,0 Acetileno/Oxido - - 25 309,3
FAAS Nitroso
Cu 0,1-0,9 Ar/ Acetileno - - 4 324,8
Cu 2,0-20,0 - 800 1600 4 324,8
Cd 0,2-1,0 - 250 1800 4 228,8
GFAAS Pb 0,2-10,0 - 400 1000 10 283,3

* FAAS (mg L™) e GFAAS (ug L)
** Uso de KCI 1,0 mol L™ para construcdo da curva analitica e para analise das amostras

As quantificacbes dos metais Cd, Cu, Pb e Al em todas as etapas foram
realizadas através do método de calibracdo externa. A faixa de concentracdo da
curva analitica utilizada nas quantificagcbes dos metais foi escolhida de acordo com
os teores dos metais normalmente encontrados nos chas. No entanto, para o Cd nas
determinacdes das fracdes bioacessiveis foi utilizado o método de adi¢do de padrédo

para minimizar as interferéncias da matriz nas medidas.
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4.7. Preparo de infusbes de cha-mate para determinacdo do teor de metais,
fendlicos e ensaios de bioacessibilidade.

4.7.1 Preparo de infusBes das diferentes marcas comerciais de cha-mate

A forma de preparo foi similar a condicdo normalmente consumida pela
populacdo em geral. A Figura 6 mostra um esquema do modo de preparo das
bebidas por infusdes a quente e a frio.

No preparo da infusdo a quente, cerca de 1,50 g da amostra quarteada e seca
foi utilizada, massa que corresponde a média (n=10) do conteddo de um saquinho.
Para tal, foram aquecidos 100 mL de agua ultrapura até ebulicdo, aproximadamente
97°C, e transferida para um béquer contendo a massa de cha-mate. A infusdo foi
preparada com o contato durante 5 minutos.

O procedimento de infus&o a frio foi similar, no entanto a temperatura ambiente
da dgua no momento de preparo era de 18°C. Por ser uma temperatura bastante
inferior a outra forma de infuséo, foi utilizado o termo a frio.

AplOs o preparo, as solucdes obtidas foram filtradas em papel de filtro e
mantidas em refrigeracdo até andlise dos metais, da fracdo bioacessivel e dos
compostos fendlicos.

Figura 6. Esquema do modo de preparo das infusdes a quente e a frio

1, 50 g de cha-mate A Quente—97°C

a—

Infusdes 100 mL de dgua - 5 minutos

-

A Frio — 18°C

Guardar em frascos e e

armazenar na geladeira Filtrac3o ¢
ittracao

Fonte: A autora.
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4.7.2 Preparo de infusBes de cha-mate com adicdo de ingredientes.

Normalmente, as bebidas preparadas com cha-mate sdo consumidas com
adicdo de outros ingredientes. Como a forma de preparo utilizada no trabalho
tentava simular a condicdo normalmente consumida pela populacdo em geral, foram
adicionados nas infusbes separadamente acUcar refinado, mel, canela em pau e
suco de lim&o.

O preparo das infusbes a quente e a frio, seguiu 0 mesmo procedimento
descrito anteriormente. No entanto, foram realizadas adicfes de quatro ingredientes
de maneira individual um em cada infusdo, como mostra a Figura 7A e 7B. Os
ingredientes foram adicionados em 100 mL de cada uma das infusbes. Os
ingredientes adicionados foram a canela em pau (massa de 1,89 a 4,85 g), acucar
branco refinado (0,400 g), mel natural (0,883 g) e suco de limdo Taiti (5,0 mL).
Foram obtidas um total de 8 infusdes (4 quentes com ingredientes e 4 frias com
ingredientes).

Figura 7. Imagens das adi¢Bes de ingredientes (A) InfusGes a Quente e (B) Infusdes a Frio.

InfusGes a Quente Infusdes a Frio

Canela Limdo Agticar Mel Canela Agucar Limdo Mel

(A) (B)

4.8. Determinacao de Cd, Pb, Cu e Al em bebidas preparadas com cha-mate por
espectrometria atbmica
A determinacdo das espécies metalicas nas bebidas preparadas por infusbes
a quente e a frio, foi realizada de forma direta tanto por GF AAS, quanto por FAAS.
Para as determinagdes dos elementos Cd, Pb, e Cu por GF AAS utilizou-se
1,5 mL de amostra. Na determinacg&o do Al por FAAS, utilizou-se 10 mL de amostra.
O meétodo de calibracdo das curvas analiticas, para as duas técnicas, foi o de
calibracdo externa. As medidas foram realizadas nas quatro marcas estudadas em

duplicata.
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4.9. Determinacdo dos teores totais de compostos fendlicos por espectroscopia de
absorcdo molecular na regido ultra-violeta e visivel

Para a determinacéo do teor de compostos fendlicos totais para as amostras
de cha da erva-mate utilizou-se o método modificado de Folin-Ciocalteau como
descrito por Singleton et al. (1999).

Em uma placa de ELISA de 96 cavidades foram adicionados 5 yL das amostras
de infusédo a quente e fria de cha-mate, 100 yL do reagente de Folin-Ciocalteau 10%
(v/v) e 100 uL de solugao aquosa de Na,COj3; 7,5% (m/v). A placa foi incubada a
45°C por 15 minutos em estufa.

A determinacdo dos teores totais de compostos fendlicos nas amostras de
ch&a da erva-mate comercial foi realizada por meio de espectroscopia de absorcao
molecular na regido do UV-VIS em um espectrofotdmetro de placas Biotek yQuant®
(Synergy H1 Hybrid Reader). Para tal, foi empregando o reagente de Folin-
Ciocalteau, o qual consiste em uma mistura dos &cidos fosfomolibdico e
fosfotungstico e possui coloracdo amarela no complexo Na,MoO,4.2H,0 (Figura 8).
Este método € baseado na oxidacdo do composto fendlico em meio alcalino
(SHAHIDI; ZHONG, 2015), com a concomitante reducdo do ion complexo de
coloracdo amarela [Mo"'0,4]* ao complexo de coloracdo azul [(PMoYW1;04)]*, o qual
apresenta absorcao na faixa entre 620 e 740 nm (SHAHIDI; ZHONG, 2015).

Figura 8. Reacéo de oxirredugéo entre o &cido galico e o ion molibdato (VI) (um dos componentes do
reagente de Folin-Ciocalteau).

) OOH coor
Na;COs5
HO OH HO OH
OH OH
CoO0 COO
=
| + 2Mo"" + 2Mo™" + 2H'
OH 0

Fonte: Adaptado de Oliveira e colaboradores (2009).
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Apés esta etapa, foi calculado o teor de compostos fendlicos totais para as
amostras a partir da curva de calibracdo de &cido galico e o resultado foi expresso
em mg de acido galico (A.G) por g* de planta. As anélises foram realizadas em
triplicata.

Os dados foram analisados estatisticamente por ANOVA, utilizando o programa
GraphPad Prism 5.0, e as médias dos grupos foram comparadas pelo teste Student-

Newman-Keuls e p <0,05 considerado significativo.

4.10. Avaliacdo da bioacessibilidade de Cd, Pb, Cu e Al em infusdes a quente e a
frio utilizando digestao gastrointestinal in vitro (PBET)

Para os ensaios de bioacessibilidade foram utilizados 20 mL das infusdes a frio
e a quente de cha-mate (infus@o a quente e infusédo a frio, com e sem ingredientes).
Em seguida a amostra foi incubada a 37°C, 100 rpm, por 2h com 2,5 mL de suco
géstrico. Para o preparo do suco gastrico foi utilizado 0,2 g L™ de pepsina dissolvida
em HCI 0,1 mol L™. Apés esse periodo, as amostras foram retiradas da incubacéo e
colocadas em banho de gelo e neutralizadas com NaHCOs; 1,5 mol L™
Posteriormente, as solu¢gdes foram incubadas com suco intestinal com uma
concentracéo final em solucdo de 0,15 g L™ de pancreatina, 1,5 g L™ de sais de biles
e 0,1 mol L de NaHCOs. Ao final, as amostras foram retiradas da incubacéao e
colocadas em banho de gelo para posterior centrifugagéo (4°C, 10000 rpm, por 15
min.) O procedimento esta demonstrado de forma esquemaética na Figura 9. A fracao
dissolvida foi utilizada na determinacdo dos metais Cu, Cd, e Pb por GF AAS e Al
por FAAS (ADAPTADO de STELMACH et al, 2014).

Para a determinacdo das espécies metalicas Cd e Pb por GF AAS, foi
necessario a adicdo de HNO3 0,6 mol L™, em 1,5 mL da amostra, a fim de minimizar
possiveis interferéncias nas medidas. Além disso, para o Cd foi realizada curva de

adicdo de padrado devido as interferéncias da matriz nas analises desse elemento.
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Figura 9. Esquema representativo dos ensaios de bioacessibilidade realizados nas amostras de cha
da erva-mate.

1 o
‘ Suco Gastrico ‘ AjustedepH
_ NaHCO,

Pepsina 0,2 gL’
HCI 0,1 mol L'

|

2h, 150 rpm, 37 °C

J— Suco Intestinal ’

Pancreatina0,15gL!

Sais Biliares 1,5 gL'
NaHC0;0,1mol L - Incubagdo

20 min, 10000 rpm 4°C

2h, 150 rpm, 37 °C

Fonte: Adaptada de Dominguez-Gonzélez et al., 2010.

O procedimento foi implantado em trabalhos prévios do grupo de pesquisa
(DE ANDRADE, 2018). No entanto, foi realizado um teste de exatiddo do método por
teste de recuperacdo dos analitos na matriz de interesse, em triplicata.

Inicialmente, as amostras de cha-mate foram analisadas por AAS e 0s metais
de interesse (Cd, Cu, Pb e Al) foram quantificados. Posteriormente, as bebidas de
chad-mate, preparadas por infusdo a quente, foram enriquecidas com o0s ions
metalicos em diferentes concentracées: 0,4 ug L™ de Cd, 0,4 ug L™ de Pb, 3,0 ug L™
de Cu e 2,0 mg L™ de Al, para realizagdo das medidas por AAS.

4.11. Avaliagdo da fracdo bioacessivel de Al infusGes a quente e fria de cha-mate
enriquecidas com ingredientes utilizando digestéo gastrointestinal in vitro (PBET)
Para as determinacfes de aluminio, por FAAS, nas bebidas enriquecidas com
acucar e mel foi realizada uma diluicdo de 10 vezes para evitar interferéncias nas
medidas, devido a complexidade dessas matrizes. Para isso utilizou-se 1 mL da
amostra e agua ultrapura para completar o baldo de 10 mL até o menisco.
Nas bebidas enriquecidas com limdo e canela a determinacdo foi direta,

utilizando 10 mL de cada amostra.
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Para controle, foi realizada as determinacdes de Al no Branco (agua e
ingrediente - canela, mel, acucar, limédo), tanto nas infusées a frio, quanto nas
infusdes a quente.

Afim, de evitar interferéncias de ionizacdo, foi adicionado em todas as

amostras, inclusive nos brancos KCI 1 mol L™
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Determinagdo das espécies metalicas em cha-mate por Espectrometria de
Absorcao Atdmica

Neste trabalho, as determinacdes dos elementos Cd, Cu e Pb foram realizadas
por espectrometria de absorcdo atbmica com atomizacao eletrotérmica em forno de
grafite (GF AAS) e Al por espectrometria de absorcdo atbmica em chama (FAAS). A
escolha pela Espectrometria de Absorcdo Atdmica nas determinagbes se devem as
suas caracteristicas de seletividade, elevada sensibilidade, alta precisdo e exatidao
e baixo custo relativamente alcancado nas medidas, quando comparado a outros
métodos como o ICP OES (HARRIS D. C., 2012). A escolha da GF AAS para os
metais Cd, Cu e Pb foi baseada nas concentracbes dessas espécies normalmente
encontradas nos chéas, na ordem de pg L ™. J4 para o Al optou-se por trabalhar com
a FAAS, devido as altas concentracdes geralmente encontras na erva-mate desse
elemento (BRAGANCA et. al., 2011; CAMPOS et al., 2014).

As quantificagBes foram realizadas através do método de calibragéo externa,
gue consiste em obter o sinal da resposta, neste caso a absorbancia, em funcéo da
concentracdo conhecida do analito. Este método € utilizado para calibrar
instrumentos e procedimentos quando ndo ha interferéncia de componentes da
matriz na solucdo do analito. Nesse trabalho, era esperado que n&o houvesse
processos de interferéncias, pois as amostras in natura foram tratadas previamente
(digestéo via-umida), e foram realizadas infusdes a quente e a frio que minimizaram
a possibilidade de interferéncia quimica. Para os quatro elementos estudados, foi
realizada uma curva analitica representativa empregando GF AAS e FASS, como
mostra a Figura 10. As condicdes de analise foram utilizadas conforme indicacéo do

fabricante do equipamento e descritas na Tabela 2.
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Figura 10. Curvas analiticas representativas da determinacao dos ions métalicos em amostras de
cha-mate utilizando o GF AAS e FAAS. (A) Cd*" empregando GF AAS; (B) Cu®* empregando GF
AAS; (C) Pb** empregando GF AAS; (D) AI*" empregando FAAS.
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Fonte: A autora.

A Figura 10 mostra que para todos os elementos o sinal analitico das medidas
foi diretamente proporcional com a concentragdo dos analitos obtidos. Conforme
esperado, a concentragdo dos ions aumentou proporcionalmente com o sinal de
absorbancia. Observando as quatro figuras acima, nota-se que as curvas analiticas
obtidas, apresentaram coeficiente de correlacdo (R?) superior a 0,99 indicando uma
adequada relacdo entre absorbancia e concentracdo do padrao (r > 0,99) (AOAC,
2002).

Como os elementos estudados se encontram em niveis traco, foi necessario
conhecer a concentracdo do analito que pode ser detectado ou quantificado pelo
meétodo proposto. Os limites de deteccéo - do inglés Limit of Detection (LOD) e limite
de quantificacdo - Limit of Quantification (LOQ) foram determinados seguindo as
recomendacdes da International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC-

2000) a partir das equacoes (1) e (2).
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Lop = 3=8 Equacdo (1);
LOQ = 10;5 Equacéo (2);

Nas equagdes 1 e 2, o termo “s” representa a estimativa de desvio padrao das
medidas de controle analitico (branco) e “S” representa a inclinacdo (slope) da curva
analitica para a espécie de interesse.

Nesse trabalho, foram realizadas 10 medidas do branco, que consistiu em
solugdes com todos os reagentes, acido nitrico, perdxido, agua ultrapura, etc.,
utilizados em cada etapa, exceto a matriz de interesse, cha-mate. Na Tabela 3
encontram-se os valores de LD e LQ obtidos para a etapa de determinacdo dos

metais por espectrometria atbmica.

Tabela 3. Limites de detec¢éo (LD) e de quantificacdo (LQ) instrumentais obtidos para os elementos
Cd, Cu, Pb determinados por GF AAS e o Al determinado por FAAS

Elemento LD LQ
cd 0,04 (ug L™ 0,15 (ug L™
Cu 0,3 (ug L™) 1,0 (Mg L™)
Pb 0,09 (ug L™ 0,2 (ug L™
Al 0,3(mg L™ 1,0 (mg L™

Fonte: A autora.

O LOD é definido como a menor concentracdo do analito que pode ser
distinguido do ruido com um nivel de confianca, sendo encontrado valores que
variaram entre 0,04 ug L™ (Cd) e 0,3 mg L™ (Al).

O LOQ é definido como a menor quantidade de analito que pode ser medida
com exatidéo razoavel, os valores determinados nesse trabalho ficaram na faixa de
0,15 pg L™ (Cd) até 1,0 mg L™ (Al).

Esses teores sdo adequados quando se trabalha com matrizes alimentares
como o0s chds, pois normalmente as espécies metalicas presentes nessa bebida
estardo em niveis tracos e desta forma, poderdo ser quantificadas pelo equipamento

de maneira satisfatoria.
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5.2. Avaliacdo dos procedimentos de abertura de amostra para determinacdo dos
teores totais de metais por Espectrometria Atdmica

5.2.1. Pré-tratamento por via seca e determinacdo de Cu e Cd

Para determinacdo da concentracdo total de ions metalicos nas amostras
comerciais de chi-mate foi necessario realizar um pré-tratamento da amostra, com o
intuito de destruir a matéria organica, para que o analito pudesse ser quantificado.
Para isso testou-se a decomposi¢cdo por via seca para Cd e Cu (usado como
modelo) e na amostra comercial de Marca A, considerada modelo. Os dados obtidos
da determinacédo dos teores de Cd e Cu por GF AAS ap6s abertura por via-seca
estdo mostrados na Tabela 4. O pré-tratamento por via seca foi um teste inicial,
realizado apenas para os elementos Cd e Cu, para verificar se havia diferenca nas

concentracfes desses metais, quando se utiliza a abertura via seca ou via imida.

Tabela 4. Teores totais dos ions de Cd e Cu, obtidos apds abertura da amostra comercial de cha-
mate por via seca e determinacdo por GF AAS. (n = 3).

Ensaio Cd (ug g*) Cu (g g™)

1 0,29 +£ 0,012 8,76 £ 0,02

Fonte: A autora.

Na Tabela 4 é possivel observar que o teor de cadmio foi inferior ao teor de
cobre na amostra de cha-mate. Esse resultado é esperado, pois normalmente os
teores de cobre s&o superiores em amostras de plantas e também ambientais. E
importante destacar, que o cobre pode ser considerado um micronutriente e as
bebidas podem ser consideradas uma fonte desse elemento para os humanos.
Conforme Portaria 685 da ANVISA os niveis toleraveis de Cu variam de 0,1 a 10
ug.gt, em alimentos, mas ndo especifica valores para os chas, ervas, etc. De modo
oposto, o cadmio é um elemento sem atividades biolégicas conhecidas. Segundo a
ANVISA (2013) o limite maximo permitido de Cd para cha, erva-mate, e outros
vegetais para infusdo é de 0,4 ug g, indicando que nesta amostra o teor de Cd é
aceitavel, mesmo em se tratando da erva-mate beneficiada e tostada.

Analisando a Tabela 4, pode-se notar que para o Cd a concentragcédo
encontrada foi 0,29 pg g™, foi superior a dados relatados por MAIOCCHI et al., 2015.

Porém, esses autores analisaram a erva-mate (proveniente do Sul da Argentina).
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Neste estudo, foram encontradas concentracdes menores que 0,003 ug g‘l. Essa
diferenga pode estar relacionada as diferencas entre a erva-mate e o cha-mate e
também, diferencas decorrentes das caracteristicas do solo da regido, problemas de
contaminacdo ambiental ou industrial. Além disso, a temperatura utilizada por
Maiocchi (2015), para abertura da amostra da erva-mate (650 °C) foi maior que a
utilizada neste trabalho (500 °C), fator que pode influenciar nos teores, visto que o
Cd é um elemento volatil. Vulcano et al. (2008) determinaram o teor de Cd e Pb em
amostras de cha-mate comercializado na regido metropolitana de Belo Horizonte,
Brasil. Para amostras de cha-mate digeridos por via Umida, o teor médio de cadmio
encontrado foi 3 + 1,4 pg g, valores maiores dos encontrados neste estudo. Essa
diferenca pode estar relacionada a abertura de amostra escolhida, devido a
volatilidade do Cd em altas temperaturas como as utilizadas na digestdo por via
seca, diminuindo assim os teores desse metal.

No caso do cobre, a concentracdo encontrada de 8,76 nug g*, esta de acordo
com os dados obtidos por Maiocchi et al., 2015, que foi de 8,7 pg g, que também
utiliza a abertura via seca, para determinar o analito na erva-mate.

A digestdo via seca é normalmente aplicada para determinar componentes
majoritarios da matriz e apresenta vantagens como, ser aplicada para grandes
guantidades de amostras e para aquelas de dificil solubilizacdo em &cidos.
Entretanto, este método demanda tempo maior, se comparado a digestédo via Umida,
maiores chances de contaminacao, o que pode comprometer a exatiddo da analise,
e principalmente, ndo é recomendada para elementos volateis (SOUZA e CAMPOS,
2015). Devido a estas desvantagens foi testada a decomposi¢éo por via umida.

5.2.2 Pré-tratamento por via imida e determinacdo de Cu e Cd por Espectrometria
Atdmica
A fim de viabilizar uma condic&o de pré-tratamento das amostras de cha-mate

comercial por via umida em frasco fechado, o uso de planejamento fatorial foi
fundamental para otimizar as condi¢fes de digestdo, minimizando tempo, custo e
uso de reagentes. Inumeros trabalhos apresentam condi¢cdes diferentes para
abertura desse tipo de amostra. Assim, estudos de otimizacao foram necessarios.
Inicialmente, foi testada a realizagdo da abertura de amostra em tubos
criogénicos de 5 mL e em tubos do tipo conico (Falcon). Os resultados mais

reprodutiveis foram obtidos com tubos Falcon. Assim, optou-se por realizar a
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otimizagcdo por planejamento fatorial usando esse tipo de frasco. A escolha dos
agentes oxidantes, como o &cido nitrico foi para minimizar processos de
interferéncia nas medidas por GF AAS e do peréxido de hidrogénio por seu alto
potencial oxidante, favorecendo a destruicdo da matéria organica do cha-mate.

O planejamento fatorial utilizado foi do tipo 22 com ponto central em triplicata,
sendo que os fatores estudados foram o volume de HNO3 e o volume de H,O,, visto
gue esses fatores podem influenciar na eficiéncia da digestdo das amostras. Os
niveis escolhidos foram baseados em outro trabalho descrito na literatura (SANTOS
et al., 2002). A matriz do planejamento fatorial e os resultados obtidos estdo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Matriz do planejamento fatorial 2% com ponto central para o tratamento da amostra de erva-
mate comercial por via Umida e teores totais de Cd e Cu encontrados por GFAAS e FAAS,
respectivamente.

Ensaio V HNO; V H,0, Conc. Cd (ug g™) Conc. Cu (ug g™
(mL) (mL)
1 3,0 (+1) 0,75 (+1) 0,3092 0,2985 13,71 13,34
2 1,0 (-1) 0,25(-1) 0,647  0,1594 11,27 10,65
3 3,0 (+1) 0,25 (-1) 0,2031 0,2341 11,66 11,42
4 10(-1)  075(+1) 02115 02061 12,34 12,78
Ponto Central 2,0 (0) 0,50 (0) 0,235 + 0,0084 12,5 + 0,36

* Os ensaios foram realizados em duplicata e o ponto central em triplicata. * Os valores entre
parénteses representam os niveis do planejamento fatorial: superior (+1), inferior (-1) e ponto central
l(zogﬁte: A autora.

Observando a Tabela 5, pode se notar que tanto para o Cd, quanto para o Cu,
o Ensaio 1, no qual se utiliza o maior volume de &acido e de peroxido, foi o que
obteve a maior concentracdo das duas espécies. Para o Cd, as concentracdes
variam entre 0,1594 a 0,3092 nug g* e de 10,65 a 13,71 pg g™ para o Cu. A condicéo
1 (+ +) obteve os melhores resultados de concentragdo dos ions metalicos pelo fato
de se utilizar maiores volumes dos oxidantes, e desta forma a destruicdo da matriz
acaba sendo mais eficiente, facilitando a abertura da amostra.

O ponto central foi realizado para as duas espécies metdlicas, pois além de
ser uma condi¢cdo a mais a ser avaliada, também objetiva estimar o erro da analise.

Pode-se notar que tanto para o Cd quanto para o Cu, as concentra¢cdes encontradas
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estdo na faixa dos resultados obtidos quando se mudam os niveis dos fatores
(volume de &cido e de peréxido).

Através dos dados obtidos com o planejamento fatorial foram avaliados os
efeitos principais e os de interacdo entre os fatores avaliados. A Tabela 6 mostra os
resultados avaliados através da ANOVA, que mostra a adequagdo do modelo linear
para o planejamento proposto, obtida para o Cd através do programa Statistic
(Statsoft software, version 13.0, 2014).

Tabela 6. Resultados obtidos da analise estatistica ANOVA para os valores de efeito principal e de
interacdo do planejamento fatorial conduzido na otimizacdo de abertura de amostra por via Umida
para determinagédo de Cd por GF AAS em amostras comerciais de cha-mate.

ANOVA R?=0,955; R ajustado=0,9352

Fator SQ GL MQ F P

V HNO; 11481,53 1 11481,53 107,6359 0,000047
V H,0O, 8722,86 1 8722,86 81,7742 0,000102
V HNO; x VH,O, 742,79 1 742,79 6,9635 0,038600
Falta de ajuste 346,92 1 346,92 3,2523 0,121378
Puro Erro 640,02 6 106,67

Total SQ 21934,12 10

SQ- soma quadratica, GL- graus de liberdade, MQ- média quadratica, F- teste F (F calculado) P- falta de ajuste.
Fonte: Adaptado de Statsoft software, version 13.0, 2014.

Na Tabela 6, pode-se observar os valores para o Teste F obtidos com a
ANOVA para os valores de efeito principal e de interacdo. O teste F pode ser
empregado para verificar a precisdo do método. Os valores de Fcacuiado para os
fatores foram superiores ao valor Fiapelado (1,6) = 5,99. Portanto, a interacdo entre o
volume de &cido nitrico e perdxido de hidrogénio foi significativo, assim como os
fatores avaliados independentemente. Isso significa que aumentando os volumes de
HNO; e H,O,, maiores teores de Cd foram determinados nas amostras comerciais
de cha-mate. A Tabela 6 também mostra que ndo ha falta de ajuste do modelo
Linear, pois o F calculado para a falta de ajuste (3,25) € menor que o F (1,6)
tabelado, ou seja, esse modelo de primeira ordem explica satisfatoriamente o
planejamento estudado. Além disso, pode se notar um coeficiente de determinagéo,
R?, superior a 0,9, pois quanto mais perto de 1 estiver o valor de R? melhor é o
ajuste do modelo de primeira ordem as respostas observadas (BARROS NETO,
SCARMINIO e BRUNS, 2007). Assim no caso do Cd, o modelo explica com 93,5%,
(R ajustado) de chance de os dados serem satisfatorios, dentro dos 95,5%.
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Com relacao ao cobre, os dados obtidos nos ensaios do planejamento fatorial
(Tabela 5) foram utilizados no célculo dos efeitos principais e de interagbes. Para
esses dados, foi realizado a (ANOVA) para avaliar a significancia dos efeitos. Os

resultados obtidos com ANOVA para o Cu estdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados obtidos da analise estatistica ANOVA para os valores de efeito principal e de
interacdo do planejamento fatorial conduzido na avaliagdo do processo de abertura de amostra por
digestao via umida em frasco fechado para determinagéo de Cu por GF AAS em amostras comerciais
de cha-mate.

ANOVA; R?=0,886; R ajustado=0,838

Fator SQ Gl MQ F P

V HNO;3; 1,193513 1 1,193513 10,97118 0,016159
V H,0,; 6,426113 1 6,426113 59,07107 0,000254
V HNO;z; xV H,O, 0,074112 1 0,074112 0,68127 0,440726
Falta de ajuste 0,332564 1 0,332564 3,05704 0,130973
Puro erro 0,652717 6 0,108786

Total SQ 8,679018 10

SQ- soma quadrética, GL- graus de liberdade, MQ- média quadratica, F- teste F (F calculado) P- falta de ajuste.
Fonte: Adaptado de Statsoft software, version 13.0, 2014.

Analisando a Tabela 7 referente ao Cu, pode-se notar que os fatores
principais foram significativos, pois os valores dos Fcacuiados €Std0 acima do Frapelado
(1,6) = 5,99. No entanto, a interacao entre os fatores, volume de HNO3 e de H,0,,
nao foi significativa, pois 0 Fcacuiado €Sta abaixo do F (1,6) tabelado.

Na Tabela 7 também pode-se observar que o modelo Linear ndo tem falta de
ajuste, comprovado pelo teste F, que apresenta valor menor (3,057) que o F
tabelado(D,99). Desta forma, o modelo Linear explica satisfatoriamente o planejamento
estudado. Além disso, apresenta um coeficiente de determinacéo, R?, superior a 0,8.
Assim, o modelo do Cu explica com 83,8%, (R ajustado) de chance de os dados
serem satisfatorios, dentro dos 88,6%.

Com base nos dados obtidos para as duas espécies metalicas, pode-se
concluir que tanto para o Cd quanto para o Cu, os melhores resultados foram
guando se utilizou os maiores volumes de HNO3; e de H,0,. A partir dos dados
gerados, para as duas formas de decomposi¢cdo da amostra comercial de cha-mate,
foi possivel comparar os resultados obtidos para se optar pela melhor condicdo de

abertura da amostra.
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5.2.3. Comparagédo entre os procedimentos de pré-tratamento de amostra de cha-
mate

Apos realizar os procedimentos de abertura das amostras comerciais de cha-
mate por via seca e Umida e determinar os teores de Cd e Cu por GF AAS, foi
realizada uma comparacao dos resultados obtidos para escolher a melhor condicao
de abertura da amostra. A Figura 11 mostra os resultados obtidos, considerando a

melhor condicdo para a abertura por via umida.

Figura 11. Concentracées de Cd e Cu determinadas por GF AAS em cha-mate comercial apos
procedimento de abertura da amostra por via seca (=) € umida (m)
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Fonte: A autora.

Na Figura 11, € possivel observar que os teores determinados de cadmio na
amostra de cha-mate através da digestdo seca e Umida sdo bastante similares. Esse
resultado foi comprovado com o teste T, onde 0 Tcaculado fOi de 1,43, menor que o
Tiabelado que tem valor de 2,77. Portanto, os teores obtidos nas duas digestdes nao
diferem significativamente dentro de um intervalo de confianca de 95%.

Com relacéo ao cobre, na Figura 8 nota-se que o teor obtido com a digestao
acida (13,0 + 0,44 ug g™) foi superior ao teor obtido com digestéo seca (8,76 + 0,02
ug g). Os resultados foram comparados por teste T. Nesse caso, 0 Tcacuado (24,5)
foi superior que o valor Trapelado (2,77). Portanto, para o Cu, a diferenca entre os
métodos de abertura de amostra foi significativa num intervalo de confianca de 95%.
Esses resultados diferentes obtidos podem estar relacionados com a forma que o
cobre encontra-se na amostra de cha-mate (erva-mate processada e com

torrefacédo). Apesar de o cobre obter um alto ponto de ebulicdo, ele provavelmente
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encontra-se complexado com algum componente da matriz, por exemplo, compostos
fendlicos, e como esses compostos sdo destruidos na matriz, pode-se obter uma
perda do Cu durante a etapa de calcinacdo. Portanto, para o cobre a acdo conjunta
do &cido nitrico com peroxido de hidrogénio favoreceu a eliminacdo da matriz
organica sem perda do metal, pois temperaturas mais brandas foram utilizadas.

E importante destacar que para os dois procedimentos, amostras controle
foram analisadas para desconto do branco.

Portanto, a abertura de amostra por digestdo via umida em frasco fechado foi
a escolhida para ser otimizada para os elementos Pb e Al, isto porque para o Cd o
resultado da abertura (via seca e via umida) foi similar e para o Cu as maiores
concentracfes foram obtidas na digestdo por via Umida. Além disso, este
procedimento possui algumas vantagens em relacdo a digestdo por via seca tais
como a reducdo de custos, devido a reducdo do consumo de &cidos ultrapuros,
minimizacdo dos impactos ambientais, perdas por volatizacdo, e reducdo nas
contaminacdes e erros sistematicos, obtendo resultados mais exatos (SOUZA e
CAMPOS, 2015).

5.2.4 Otimizacdo através de planejamento fatorial 2° das condicées de
decomposicdo da amostra de cha-mate por via Umida em frasco fechado para os
metais Pb e Al

A fim de verificar as melhores condi¢cdes experimentais para os outros dois
metais de estudo, Pb e Cd, foi aplicado também o planejamento fatorial, cujos
resultados encontram-se apresentados na Tabela 8. Para esses metais ndo foi
aplicado o ponto central, visto que o planejamento obtido para Cu e Cd, mostrou que
as réplicas de cada experimento ja foram suficientes para estimar os possiveis erros
experimentais. Assim, minimiza-se o consumo de reagente e a geracao de residuos

acidos.
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Tabela 8. Matriz do planejamento fatorial 2° e as respostas obtidas para a avaliacdo das condigcdes
de pré-tratamento da amostra de cha-mate comercial por via imida e determinacéo de Pb e Al por
GF AAS e FAAS, respecitvamente.

Ensaio V HNO; V H,0, Conc. Pb (ug g™ Conc. Al (ug g™
(mL) (mL)

1 3,0(+1) 0,75 (+1) 0,224 0,245 291 300

2 1,0 (-1) 0,25 (-1) 0,264 0,229 289 278

3 3,0(+1)  025(-1) 0,184 0,165 232 248

4 10(-1)  075(+1) 0230 0,239 251 258

Fonte: A autora.

Com base nos valores da Tabela 8, pode-se notar que os fatores
influenciaram os resultados de modo diferente para o Pb e Al. Para o Pb, a condicao
do ensaio 1 (+ +) possibilitou determinar a concentracdo média de 0,23 + 0,01 pg g™,
valor muito similar para o ensaio 2 (- -) cuja concentracdo média determinada foi
0,25 + 0,02 pg g*. No caso do Al, as maiores concentracdes foram obtidas quando
se utiliza os maiores volumes de acido nitrico e peroxido de hidrogénio. Comparando
os resultados da Tabela 5 e 8, nota-se que a condi¢cdo considerada Otima para os
elementos Cd, Cu e Al, foi a mesma, ou seja, maiores volumes de acido e peroxido
de hidrogénio. Contudo, a resposta para Pb n&o ficou clara a melhor condicéo.
Idealmente, seria interessante que o processo de abertura de amostra seja igual
para todos os elementos. Dessa forma, optou-se por aplicar um modelo matematico
de normalizacao das respostas obtidas no planejamento (concentracdo das espécies
metalicas), conhecido como o método de respostas multiplas (BEZERRA et al,
2006).

5.2.5 Respostas Mdltiplas para padronizacdo da melhor condicdo experimental para
abertura de amostra por via Umida em frasco fechado para os metais Cd, Pb, Cu e
Al
Para os resultados obtidos no planejamento fatorial para os quatro metais foi
realizada uma normalizacdo utilizando respostas multiplas (RM) para avaliar as
melhores condi¢cbes de abertura de amostra e os efeitos principais e de interagbes
de cada fator nas repostas.
O valor da resposta multipla (RM) leva em consideracdo o valor de

concentracdo de cada elemento obtida no planejamento e a concentragdo maxima
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determinada no mesmo planejamento. A RM podem ser calculadas de acordo com a
Equacao 3 (BEZERRA et al, 2006).

Cca | Ceu Crp Ca

RM = 0,309 * 13,71 * 0,264 * 299,6

(Equacao 3)

Na equacédo 3, Ccq, Ccu, Cpp € Ca representam cada uma das concentragoes
das espécies metdlicas, Tabela 5 e 8, em pg g*. Os valores 0,309; 13,71; 0,264 e
299,6 sdo as concentracdes maximas de Cd, Cu, Pb e Al obtidas no planejamento
fatorial (Tabela 5 e 8), respectivamente. Apds obtencdo da RM, as condi¢des 6timas
do planejamento foram reavaliadas, assim como a influéncia dos fatores nas
respostas. A Tabela 9 mostra a matriz do planejamento e as concentracdes das

espécies metalicas (CEM) obtidas nos ensaios realizados.

Tabela 9. Matriz do planejamento fatorial 2° para digestdo da Marca A, avaliada pela (CEM) liberadas

do cha-mate (n=2).

Matriz planejamento CEM (ug g?)
Experimento  HNO; (mL) H.0O, Cd Cu Pb Al RM
(mL)

0,309 13,71 0,224  290,7 3,82
30(+1) 0,75 (+1)

1 0,300 13,34 0,245 2996 3,89
0,212 11,66 0,230  251,3 3,26
5 1,0 (-1) 0,75 (+1)
0,206 11,42 0239 2579 2,94
0,165 11,27 0,264 2885 3,32
3 1,0 (-1) 0,25 (-1)
0,159 10,65 0,229 2780 3,10
0,203 12,34 0,184 2315 3,04
4 3,0 (+1) 0,25 (-1)

0,234 12,78 0,165 248,4 3,14

Fonte: A autora.

Na Tabela 9 pode-se observar que o valor da multipla resposta variou entre
2,94 e 3,89. Considerando a média, nota-se que o valor superior da RM foi 3,855 +
0,049 obtido na condicdo + +, ou seja, maiores volumes de &cido nitrico e peroxido
de hidrogénio. Assim, avaliou-se os valores dos efeitos principais e de segunda

ordem (interagdo). A Tabela 10 mostra os resultados obtidos da aplicacido da analise
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de variancia (ANOVA) para os efeitos obtidos para as respostas multiplas, através

do programa Statistic (Statsoft software, version 13.0, 2014).

Tabela 10. Resultados obtidos da analise estatistica ANOVA para os valores de efeito principal e de
interagdo do planejamento fatorial para as Respostas Mdltiplas.

ANOVA; R?=0,937; R ajustado=0,890

Fator SQ Gl MQ F P

V HNO; 0,20161 1 0,20161 9,73386 0,03553
V H,0, 0,21451 1 0,21451 10,35667 0,03234
V HNO; x V H,0, 0,38281 1 0,38281 18,48220 0,01265
Puro erro 0,08285 4 0,02071

Total SQ 0,88179 7

SQ- soma quadrética, GL- graus de liberdade, MQ- média quadratica, F- teste F (F calculado) P- falta de ajuste.
Fonte: Adaptado de Statsoft software, version 13.0, 2014.

Analisando os dados da Tabela 10, pode-se notar que os dois fatores bem
como a interacdo entre eles sdo significativos, pois os valores dos Fcajculados €St80
acima do Frapelado (1,4) = 7,71.

Além disso, o0 modelo linear apresentou um bom coeficiente de determinacéao,
R?, superior a 0,9. Assim, o modelo com mdltiplas respostas explica com 89%, (R
ajustado) de chance de os dados serem satisfatérios, dentro dos 94%.

Para uma melhor visualizacdo desses dados avaliados estatisticamente, a

Figura 12 mostra o grafico de Pareto.

Figura 12. Gréfico de Pareto obtido a partir do programa Statistic, para as Respostas Multiplas

V HNO:x H20: x 044
Y HvO.v(mL)E | 0,33
v HNO-(mL]E | 0,32
p=05

Fonte: Statsoft software, version 13.0, 2014.

Analisando a Figura 12, pode-se notar que os fatores - volume de &cido nitrico

e volume de peroxido e a interagdo entre eles sdo significativos, na digestdo das
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amostras comerciais de cha-mate para a quantificacdo dos teores dos quatro metais
estudados. Sendo que o fator de segunda ordem apresentou maior significancia
para o planejamento, comprovando a necessidade de realizar estudos multivariados,
pois os dois fatores influenciam de maneira conjunta na resposta.

Desta forma o planejamento utilizando respostas mdltiplas mostra que o
volume de &cido nitrico, assim como o volume de peroxido de hidrogénio devem ser
ajustados nos niveis mais altos, dentro de um nivel de significancia de 95% para
obter as melhores respostas, ou seja, as maiores concentracbes dos metais
avaliados.

Assim, essa condicdo 6tima foi utilizada na determinacdo dos teores de Al,

Cu, Cd, e Pb em amostras comerciais de cha-mate de quatro fabricantes diferentes.

5.3. Determinacdo de umidade e concentracao total de Al, Cd, Cu, e Pb em
amostras comerciais de cha-mate
As quantificacbes de umidade e dos elementos Cd, Cu, Pb e Al foram

realizadas em quatro marcas de cha-mate, provenientes dos estados do Paranda e
Rio Grande do Sul, adquiridas nos supermercados de Ponta Grossa. Os teores de
umidade foram de 6,3 + 0,12% (Marca A); 4,8 £ 0,78% (Marca B); 5,9 + 0,76%;
(Marca C) e 6,1 £ 0,36% (Marca D). Esses teores estdo de acordo com a ANVISA,
gue recomenda no maximo 7% de umidade para chas comerciais (BRASIL, 2002).
Todas as digestdes por via umida em frasco fechado (condigdo otimizada)
foram realizadas em triplicata e as espécies metalicas foram determinadas por GF
AAS. A Tabela 11 apresenta as concentracdes médias totais dos elementos Al, Cd,

Cu e Pb obtidas para as amostras comerciais de cha-mate.
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Tabela 11. Teor médio das concentrac@es totais das espécies metalicas em amostras comerciais de
cha-mate obtidas com abertura de amostra por via Umida em fraco fechado e determinacdo por GF
AAS (n=10). Aplicacdo do Teste Newman-Keuls para verificar se as amostras diferem entre si nas
concentracdes dos metais.

Marca Cd(nggh)®* Cu(ugghH® Pbgg)®  Al(uggH)?®
A 304+ 4 13,5+ 0,15 0,388+ 0,003 347 + 78
B 3206 11,9 + 0,41 0,36 + 0,05 457 £ 7
C 76+ 8 11+ 1,44 0,44 + 0,04 526 + 60
D 280+ 4 10,3 £ 0,42 0,370,024 471 +41

*(a) — as amostras diferem estatisticamente na mesma coluna (Newman- Keuls a p < 0,05). (b) — ndo
diferem.
Fonte: A autora.

Na Tabela 11, pode-se observar que de modo geral a ordem de concentracéo
dos elementos € AlI>Cu>>Pb>>Cd. Nenhuma marca apresentou oS menores ou
maiores teores dos elementos, indicando que inumeros fatores podem contribuir
paras as concentragdes determinadas. Essas diferencas podem estar relacionadas a
diversos fatores como, localizacdo geografica do cultivo, caracteristica do solo,
processo de contaminacdo ambiental, uso de fertilizantes, pesticidas, emissdes
veiculares, minerag&o ou o processamento industrial.

Para 0 cadmio, os teores variarem entre 76 ng g™ (C) até 320 ng g* (B). O
valor médio determinado para as quatro amostras foi 200 + 11 ng g™. Portanto, nota-
se gue os teores diferem estatisticamente (Teste Newman-Keuls). Esses valores
estdo de acordo com valores encontrados por Heinrichs (2001) e Saidelles (2010)
gue também avaliam os teores de metais na erva mate, por abertura de amostra via
Uumida. Os teores para Cd estdo abaixo do valor recomendado pela ANVISA que é
de 0,4 pg g™ para erva-mate e outros vegetais para infusdo (BRASIL, 2013). Para as
normas Européias, o limite toleravel de Cd é de até 0,1 ug g*. (SAIDELLES et al.,
2010).

Para o chumbo como pode ser visto na Tabela 11, os teores variaram entre
0,36 pg g™ (B) e 0,44 ug g™ (C). O valor médio determinado para as quatro amostras
foi 0,39 + 0,04 pg g*. Portanto, nota-se que os teores foram bastante similares e néo
diferem estatisticamente (Teste Newman-Keuls). Wrébel (2000) e Saidelles (2010)
encontraram valores semelhantes. Segundo Anvisa (BRASIL, 2013) o limite
aceitavel é de 0,60 ug g de Pb em chas, erva-mate e outros vegetais para infuso.

Portanto, esses valores estdo abaixo do limite exigido pela legislacéo.
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Para o cobre, os teores variarem entre 10,3 pg g* (D) até 13,5 ug g* (B).
Onde o valor médio para as quatro amostras foi 11,1 + 0,71 pg g*. Os teores de Cu
diferem estatisticamente entre as amostras avaliadas (Teste Newman-Keuls). Esses
valores estdo de acordo com valores encontrados por Wrébel (2000) e Saidelles
(2010) que avaliam as concentracdes totais do metal na erva-mate. A legislacdo nao
tras um limite aceitavel de Cu para cha-mate, mas um teor diario recomendavel de
0,9 pug g(BRASIL, 2013), devido a essencialidade deste elemento no organismo.
Portanto, para o cobre os teores encontrados estdo acima do valor diario
recomendado.

Por fim para o Al, os teores variarem entre 347 pg g™ (A) até 526 ug g* (C). O
valor médio determinado para as quatro amostras foi 450 + 75 ug g*. Os teores de
Al diferem estatisticamente entre as amostras estudadas (Teste Newman-Keuls).
Essas concentracdes estdo de acordo com Wrobel (2000) e Da Costa (2009). No
entanto, estéo abaixo dos valores encontrados (18 + 2 mg g™*) por De Campos et al.
(2014), em cha-mate. Essas diferencas podem estar associadas a varios fatores
como, por exemplo, pré-tratamento da amostra, pois De Campos e colaboradores
utilizam a digestéao via seca em forno mufla, que pode ter favorecido a liberacdo do
metal da matriz organica, devido a alta temperatura utilizada (550°C), visto que para
este trabalho ndo foram comparadas as digestdes via seca e Umida para este
elemento. Além disso, outros fatores podem ter contribuido para essa diferenca,
como as condicdes ambientais e plantio da planta, as condi¢bes industriais de
preparo do cha-mate, como a etapa de torrefacéo, o uso de fertilizantes e herbicidas
durante o plantio, fatores climaticos locais, entre varios outros que acabam
influenciando nessas concentragdes (ABOU-ARAB et al., 1999; DE CAMPOS et al.,
2014; SAIDELLES et al, 2010).

As legislacGes ndo trazem limite aceitavel para o aluminio em ervas, folhas ou
chas.

Enfim, é interessante conhecer os teores totais dos elementos que estédo
presentes em determinadas plantas. No entanto, a populacdo ndo consome o cha-
mate na forma in natura, e sim como bebidas, que podem ser preparadas por
infusdes. Desta forma, é importante avaliar os teores desses elementos nas bebidas
de cha-mate consumidas pela populagdo em diferentes formas de preparo e assim

avaliar qual delas libera maiores teores desses elementos.
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5.4. Concentracdo de compostos fendlicos nas infusdes preparadas com amostras
de cha-mate

Como mencionado anteriormente, a erva-mate (llex paraguariensis) contém
uma diversidade de constituintes quimicos que incluem os polifendis (acidos
fendlicos e flavonoides) (CARDOZO; MORAND, 2016). Estes compostos sao
provenientes do metabolismo secundario das plantas e exercem uma variedade de
funcdes relacionadas ao crescimento, defesa e desenvolvimento das mesmas.

Os compostos organicos presentes na erva-mate, principalmente os
compostos fendlicos que incluem os flavonoides possuem sitios disponiveis para a
complexacdo de metais, devido a presenca de diversas hidroxilas (-OH) diretamente
ligadas a um anel aromatico (DE CAMPOS et al., 2014).

Os teores de fendlicos no cha-mate podem ser maiores do que 0s
encontrados na erva-mate, devido a diferenca no processamento industrial, pois
durante o beneficiamento do cha-mate, na etapa de torrefacdo, os compostos
organicos podem ser degradados, o que pode modificar suas estruturas e acabar
influenciando nos teores totais dos metais presentes nas infusbes (DE CAMPOS et
al., 2014).

Por isso, foi interessante fazer a quantificacdo desses compostos nas
infusbes (forma de consumo do cha-mate), visto que a presenca destes pode
interferir na absor¢céo das espécies metélicas no organismo (FLATEN, 2002).

Os teores de compostos fendlicos obtidos para as infusées preparadas com

as amostras comerciais de chad-mate estédo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Teores totais de compostos fendlicos (mg de acido galico por g de chd) presentes nas
infusBes a quente e a frio nas amostras de cha-mate estudadas

Conc. de fendlicos totais (mg g™)

Amostras = . .
Infusdo a quente Infusdo a frio

A 13+1,01b 78+0,32a

B 16 +1,24c 14+197b

C 17+1,25¢c 13+1,16b
D 12,0+£0,72b 13,0+ 0,85b

*Valores apresentados como a média + desvio padréo (n=3).

Médias seguidas por letras diferentes (a-c) diferem estatisticamente na mesma linha (Newman-Keuls
ap<0,05).

Fonte: A autora.

Os valores, mostrados na Tabela 12, indicam que a concentracdo de
compostos fendlicos € variavel ao comparar as infusdes preparadas a quente e a

frio, exceto para a amostra comercial D, em que ndo houve diferenca estatistica
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entre os teores. A diferenca entre os teores de compostos fendlicos para as infusdes
preparadas a frio e a quente pode ser explicada devido a maior temperatura
empregada na infusdo a quente, o que facilitou a extracdo destes compostos
(Hajiaghaalipour; Sanusi; Kanthimathi, 2016). Além disso, a diferenca entre o
contetdo de compostos fendlicos entre uma amostra e outra pode ser justificada
devido a fatores como o método industrial de secagem e ao local geogréfico de
coleta das folhas das plantas.

N&o houve diferenca estatistica entre o conteudo de compostos fendlicos das
infusdes preparadas a frio, exceto para a amostra de chd A, em que houve uma
diminuicdo na extracdo (p < 0,05). Além disso, de acordo com os resultados da
Tabela 12, as infusGes da amostra de cha D ndo exibiram diferenca estatistica entre
0s seus conteudos de compostos fendlicos, o que pode ser explicado devido a uma
maior termossensibilidade destes compostos para esta amostra de cha
(RODRIGUES et al., 2015).

Em um estudo recente realizado por Konieczynski, Viapiana e Wesolowski
(2017) foram determinados alguns compostos fendlicos como os acidos galico,
cafeico, p-cumario e ferulico, além de alguns flavonoides como a catequina, rutina e
guercetina nas infusGes de llex paraguariensis. O acido clorogénico parece ser o
composto fendlico presente em maior concentracdo nesta planta (COLPO et al.,
2016), o que pode justificar a sua alta atividade antioxidante. Além disso, Fernandes
e colaboradores (2016) demonstraram que os extratos metandlico e aquoso desta
mesma planta apresentaram altos teores de compostos fendlicos.

Além disso, os resultados mostram que as infusdes, preparadas a frio,
também exibiram teores de compostos fendlicos. Damiani e colaboradores (2014)
compararam as infusbes de Camellia sinensis preparadas a quente e a frio e
verificaram que as infusBes preparadas a frio também exibiram altos teores de
compostos fendlicos. Contudo, neste mesmo estudo, foi observado que as infusdes
preparadas a frio apresentaram um maior teor destes compostos comparado com
aquelas a quente. A diferenca pode ser explicada pelo fato de que estes autores
empregaram um maior tempo (2 horas) na extracdo destes compostos, enquanto
gue neste estudo, a infuséo foi preparada a partir da imerséao da planta em agua fria
por 5 minutos.

Assim, como observado neste estudo, Colpo e colaboradores (2016)

verificaram que o extrato aquoso obtido a partir de llex paraguariensis também
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demonstrou teores de compostos fendlicos em sua composi¢do. Além disso, tais
autores observaram diferenca estatistica no contetado de fendlicos entre amostras
de diferentes regifes. Isto sugere que fatores climaticos e geograficos possuem uma
influéncia direta no metabolismo secundéario da planta, e consequentemente, na

producdo de compostos fendlicos pela mesma.

5.5. Concentracbes de Cd, Pb, Cu e Al nas infusdes a quente e a frio preparadas
com amostras comerciais de cha-mate

Apds a determinacdo total das concentracbes dos metais nas amostras
comerciais do cha da erva-mate, foram preparadas infusfes a quente e a frio e em
seguida realizou-se a determinacao dos teores dos ions metéalicos Cd, Pb, Cu e Al
nessas bebidas utilizando AAS.

O preparo do cha-mate por infusGes (quente e fria) foi realizado a fim de
verificar se a forma de consumo pela populacdo ird influenciar nos teores das
espécies metalicas que podem ser absorvidas pelo organismo. A Tabela 13 mostra
os resultados obtidos nas andlises das bebidas preparadas com diferentes amostras
de cha-mate.



Tabela 13. Valores médios das concentracdes para ions metalicos determinados em infusdes a quente e a frio de cha-mate de diferentes marcas (n=3).

INFUSOES A QUENTE INFUSOES A FRIO
Marca Cd Pb Cu Al Cd Pb Cu Al
(Mg g™ (Mg 9™ (Mg g™ (Mg 9™ (Mg g™ (Mg g™ (Mg g™ (Mg g™
A 0,04 + 0,008 0,02 + 0,002 0,40 £ 0,09 30:2 0,02 + 0,004 <LO* 0,04 + 0,004 112
a a a a b b b b
B 0,050 + 0,004 012+005 0,247 +0,005 65+13 0,042 +0,009  029+0,01 0,368+0,002 404 0,42
a a a a a b b b
C 0,05 + 0,002 0,05 +0,01 0,69 +0,04 602 0,047 £0,002  0,02+0,0002 0,14+ 0,01 35+6
a a a a a b b b
D 0,054 + 0,001 <LQ* 0,247 0,002  38,9+093 | 0,045 +0,004 <LQ* 0,11 + 0,01 38+8
a a a a b a

*LQ — Limite de quantificacéo para o Pb = 0,013 (ug g™)
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Médias seguidas por letras diferentes (a-b), para a mesma marca e mesmo metal, modos de preparo diferentes, diferem estatisticamente segundo o teste T
de Student com 95% de confianca.

Fonte: A autora.



59

Com relacdo ao teor de metais determinados nos dois modos de preparo,
pode-se notar que, de maneira geral, concentracfes superiores das espécies
metalicas Cd, Pb, Cu e Al foram obtidas nas infusGes a quente. Esse fato pode estar
associado a temperatura mais alta (aproximadamente 97°C) utilizada nessas
infusdes, que acabou favorecendo a extracdo dos metais, visto que o tempo de
contato do cha com a agua foi o mesmo para ambas as infusdes.

As excecdes nas maiores concentracoes, nas infusdes a frio, foram para as
amostras B e C, para os metais Pb e Cu, respectivamente.

Analisando os dados obtidos para as amostras e cada metal, para poder
realizar comparacbes de modo mais facil, os dados da Tabela 13 foram
apresentados na forma de figuras. Além disso, foi realizado um estudo de correlacéo
linear (R?), para os quatro elementos em estudo, a fim de verificar se os teores de
fendlicos influenciavam linearmente no teor dos metais nas infusdes a quente e a
frio.

A Figura 13 mostra a concentracdo de Cd em pg g* nas infusbes e a
porcentagem de extracdo desse elemento, considerando o teor determinado na

amostra comercial de cha-mate.

Figura 13. Concentra¢gBes de Cd determinados nas infusdes a quente e a frio para as amostras de
cha-mate estudadas (A). Porcentagem de extracdo de Cd para cada amostra em relacdo ao teor de
Cd presente na amostra comercial (B).
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Fonte: A autora.

Na Figura 13A observa-se que as quatro marcas apresentam praticamente as

mesmas concentracdes de cadmio tanto nas infusdes a quente, quanto nas infusdes
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a frio, com excecdo da Marca A. Esses teores variam de 0,02 pg g* (Marca A —
infusdo a frio) a 0,054 pg g* (Marca D — infusdo a quente). Pela andlise estatistica
pode-se notar que as amostras A e D tiveram diferenca significativa nas extracoes
pelo modo de preparo, Tabela 13.

A presenca de cadmio no cha-mate pode estar relacionada a algum processo
de contaminacdo nas areas de plantio ou em etapas de industrializacdo e
processamento da erva, variando de regido para regido, onde a erva é cultivada.

Como ja mencionado anteriormente, o Cd ndo apresenta nenhuma funcao
bioldgica no organismo humano, sendo téxico e cumulativo. Os teores aceitos deste
elemento em folhas e raizes de plantas variam de acordo com algumas normas.
Para as normas Européias o limite toleravel é de até 0,1 pg g*(SAIDELLES et al.,
2010), enquanto que a ANVISA aceita até 0,4 ug g*(BRASIL, 2013). Analisando a
Tabela 14, nota-se que todas as amostras de cha-mate, preparadas por infusbes a
guente e a frio, apresentam concentragfes inferiores de Cd segundo as normas
Européias e normas da ANVISA. Vulcano (2008) relata valores de Cd de 0,07 pg g™
nas infusdes de cha-mate e Braganca (2011) indica o valor de Cd de 0,004 pg g*
em infusGes do cha-mate.

Analisando a Figura 13B, pode-se notar que a porcentagem de extracao nao
variou muito entre as infusdes a quente e a frio, com excecdo da amostra A.
Portanto, a forma de preparo néo influenciou significativamente. Além disso, apenas
a amostra A apresentou diferenca significativa entre os modos de preparo da bebida,
como mostrado na Tabela 13. Contudo, pode-se notar semelhancas nas
porcentagens extraidas de Cd para as amostras A, B e D, tanto nas infusdes a frio,
guanto nas infusbes a quente. Para a amostra C foram obtidas as maiores extracdes
nas duas infusdes, acima de 60%. Essa diferenca na extracdo da amostra C pode
estar relacionada com a composicdo da matriz visto que essa Marca em questéo é a
cultivada no Rio Grande do Sul, diferente das demais que sdo provenientes do
Parana. Além disso, essa amostra foi a que obteve os maiores teores de fendlicos,
nas infusdes a quente e a frio (17 e 13 mg g™, respectivamente). Neste caso, para 0
Cd quanto maior os teores de fendlicos maiores as concentragbes do metal, pois
estas espécies podem afetar a solubilidade, facilitando a sua liberacdo da matriz
(BEZERRA; TAKIYAMA; BEZERRA, 2009).
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De modo geral, para a infusdo a frio, quanto maior o teor de compostos
fendlicos maiores foram os teores de Cd com coeficiente de correlacao de 0,84.

Contudo, para a infusdo a quente, o comportamento observado foi diferente,
pois ndo se observou relacéo linear para o cadmio (R*= -0,106).

A Figura 14 mostra a concentracdo de Pb nas infusbes e a porcentagem de
extracdo do Pb, considerando o teor determinado na amostra comercial de cha-

mate.

Figura 44. ConcentracBes de Pb determinados nas infusdes a quente e a frio para as amostras de
cha-mate estudadas (A). Porcentagem de extracéo de Pb para cada amostra em relagédo ao teor de
Pb presente na amostra comercial (B)
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Fonte: A autora.

De acordo com a Figura 14A, para o metal Pb observa-se uma maior variacéo
entre as amostras. Sendo que o Pb néo foi detectado na infusdo a quente da marca
D e também n&o foi detectado nas infusdes a frio das marcas A e D. Para as marcas
A e C notam-se teores mais elevados dos metais nas infusdes a quente. Para a
amostra B, nota-se maior concentracdo de Pb na infusdo a frio. Pode-se observar
também que o teor do metal Pb na infusdo a frio foi praticamente o dobro do
encontrado na infusdo a quente. Esse resultado ndo era esperado, visto que o Pb
normalmente forma compostos de baixa solubilidade (BOSSO e ENZWEILER, 2008)
e em temperatura ambiente teria mais dificuldade de ser extraido. No entanto, nesta
amostra o chumbo pode estar formando complexos instaveis, e em uma temperatura

mais baixa tem-se uma maior solubilizacdo do mesmo na bebida.
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Assim como o cadmio, o chumbo ndo apresenta atividade biol6gica no
organismo humano e pode ser cumulativo trazendo sérios riscos a saude. Segundo
Anvisa (BRASIL, 2013) o limite aceitavel é de 0,60 ug g* de Pb em chas, erva-mate
e outros vegetais para infusdo. Na literatura Vulcano (2008) e Braganca (2011),
avaliaram infusdes de erva-mate e encontraram concentracdes de 0,09 ug g* e
0,004 pg g%, respectivamente.

Na Figura 14B, nota-se que a amostra B foi a que obteve as maiores
extracOes para os dois modos de preparo das bebidas, sendo que na infusao a frio
essa porcentagem foi duas vezes maior. Esse fato pode estar relacionado aos
compostos com que metal pode estar ligado, pois no caso de substancias volateis
ele pode acabar sendo volatilizado juntamente com elas em temperaturas altas,
como as utilizadas nas infusdes a quente, diminuindo a quantidade do metal na
bebida.

De modo geral, para a infusdo a frio e quente, a relacdo entre o teor de
chumbo presente nas infusdes e o teor dos compostos fendlicos ndo apresentou
comportamento linear (R?=-0,102 e 0,31).

A Figura 15 mostra a concentracdo de Cu nas infusdes e a porcentagem de
extracdo do metal, considerando o teor determinado na amostra comercial de cha-

mate.

Figura 15. Concentra¢gfes de Cu determinados nas infusdes a quente e a frio para as amostras de
cha-mate estudadas (A). Porcentagem de extracdo de Cu para cada amostra em relagcdo ao teor de
Cu presente na amostra comercial (B).
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Para o Cu, conforme Figura 15A as concentracdes apresentaram diferencas
significativas entre todas as amostras, variando de 0,04 pg g* (Marca A — infusdo a
frio) a 0,690 ug g*(Marca C — infusdo a quente). Essa variabilidade pode estar
relacionada, principalmente, com a composicdo do solo de cultivo da erva-mate,
bem como o uso de produtos quimicos, formado por compostos de cobre, que sao
utilizados no controle de pragas da erva (BRAGANCA, MELNIKOV e ZANONI,
2011).

O cobre, diferentemente dos outros metais (Cd e Pb), € um mineral essencial,
participante de diversas atividades metabdlicas e seu valor diario recomendavel,
segundo a ANVISA é de 0,9 ug g*(BRASIL, 2013).

Na literatura, Braganga (2011) estuda infusdes da erva-mate, do Mato Grosso
do Sul, e encontra valores que variam de 0,012 a 0,025 pg g*, dependendo da
regiao de plantio.

No caso da porcentagem de extracdo do Cu (Figura 15B), pode-se notar que
as extracbes do metal foram menores que 7% para as duas formas de preparo da
bebida. O cobre é um elemento essencial ndo s6 para os seres humanos, como para
as plantas também, por isso a baixa extracdo desse metal nas bebidas pode ser
explicada pela formagdo de complexos estaveis desse metal com outros
componentes da matriz em estudo, visto que apesar do cobre ser um metal presente
em altas concentracdes na erva, quando comparado com as concentragbes dos
metais Cd e Pb, por exemplo, como mostrado na Tabela 13, pouca guantidade
dessa espécie foi liberada na bebida.

A maior porcentagem de Cu extraida para a infusdo a frio, foi observada para
a marca B, que é a amostra que apresentou maior teor de composto fendlico em
relacdo a outras marcas. JA a maior porcentagem de Cu extraida para a infusdo a
guente, foi observada para a marca C, que é a amostra que apesentou maior teor de
composto fendlico em relacdo a outras marcas.

De modo geral, para a infusdo a frio, quanto maior o teor de compostos
fendlicos maiores foram os teores de Cu nessa infusdo, demonstrando uma forte
correlacéo linear entre esses elementos R?= 0,92.

A Figura 16 mostra as concentragfes de Al nas infusGes e a porcentagem de

extracdo do Al, considerando o teor determinado na amostra comercial de cha-mate.
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Figura 16. Concentracdes de Al determinados nas infusdes a quente e a frio para as amostras de
cha-mate estudadas (A). Porcentagem de extrac@o de Al para cada amostra em relagdo ao teor de Al
presente na amostra comercial (B)
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Fonte: A autora.

Por fim, para o metal Al, € possivel observar na Figura 16A que as
concentragdes variam de 11 pg g™ (Marca A — infusdo a frio) a 65 pg g™ (Marca B —
infusdo a quente). De maneira geral, para o aluminio também se observa uma
grande variabilidade entre os teores dependendo da amostra, onde o solo de cultivo
pode ser o grande responsavel por tal variacao, além das etapas de processamento
utilizadas na industrializacdo. Além disso, pode-se notar (Figura 16B) que nas
infusdes a quente os teores de aluminio liberados sdo maiores que nas infusdes a
frio. No entanto, esses teores extraidos sdo bem baixos (menos de 15%), dos teores
totais. Este fato pode estar associado a presenca de compostos fendlicos presentes
nas infusées que acabam complexando com o aluminio, diminuindo assim a sua
solubilidade. (CARR et al., 2003; BRAGANCA, MELNIKOV e ZANONI, 2011; DE
CAMPOS et al., 2014).

Segundo o Comité Internacional de Avaliagdo de Riscos de Contaminacédo em
Alimentos - o JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives da FAO/WHO), a
dose aceitavel de Al é de 2 mg por kg de peso corporeo por semana (CODEX
ALIMENTARIUS, 2014). Apesar de ainda nao ter sido comprovado a toxicidade
deste metal no organismo humano, ha varios estudos que relacionam altas doses de
ingestao de Al com o surgimento de doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer
(MOLLOY et al., 2007; DA COSTA et al, 2009).
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Na literatura, podem ser encontradas concentracdes em infusdes do chi-mate
que variam de 0,708 pg g* segundo Braganca (2011) e 78,60 ug g*, segundo
Wrébel (2000).

De modo geral, pode-se notar que as porcentagens de extracdo nas infusdes
a quente foram superiores em relagéo as infuses a frio, com excec¢do da Marca D.
Para a marca D, nota-se uma similaridade na porcentagem de extracdo na infusdo a
guente e a frio. Pode-se observar na Tabela 12 que os teores de compostos
fendlicos ndo diferem estatisticamente para a infusdo a quente e infusédo a frio para
marca D. Assim como para o cobre as extra¢cdes de aluminio nas bebidas também
foram baixas, visto que esse metal foi 0 que apresentou as maiores concentracoes
no cha-mate, em torno de 450 pg g*. Como ja discutido anteriormente a erva-mate
apresenta alta afinidade por aluminio, diferente de outras plantas, ela se desenvolve
melhor em solos que possuem elevados teores desse elemento (CARR et al., 2003;
BRAGANCA, MELNIKOV e ZANONI, 2011). Dessa forma, o aluminio deve formar
complexos estaveis e ndo é facilmente liberado para as bebidas nessas formas de
preparo.

De modo geral, para a infusao a frio, quanto maior o teor de compostos
fendlicos maiores foram os teores de Al nessa infusdo, demonstrando uma forte
correlacdo entre o Al e compostos fendlicos, com coeficiente de correlacdo de 0,98.
Para a infusdo a quente, também foi observada uma relacéo crescente, porém com
um coeficiente de correlacdo menor de 0,665.

Pode-se observar que a presenca dos metais nas infusdes depende de
inimeros fatores, desde a caracteristica do préprio metal até a composicdo do
produto. Nas amostras de cha-mate comercial, ao se preparar infusdo a quente,
maiores porcentagens de Cd>>Pb>AI>>Cu séo extraidos e dissolvidos em solucao.
Ja para a infusao a frio, nota-se Cd>Pb>>AI>Cu. Para os elementos Cu e Al, nota-se
gue pequenas porcentagens desses elementos sdo extraidas para as solugdes,
mesmo esses elementos serem encontrados em maiores concentracdes nos
produtos comerciais. Porém, as concentracoes de espécies metalicas presentes nas
bebidas, seja pelo preparo por infusdo a quente ou pelo preparo por infuséo a frio,
nao revelam os teores reais desses elementos que estardo disponiveis no

organismo para vir a agir como nutriente ou como contaminante. Por isso, foram
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avaliadas as fracdes bioacessiveis desses elementos utilizando ensaios de digestao

gastrointestinal in vitro.

5.6. Avaliacao da bioacessibilidade de Cd, Pb, Cu e Al nas bebidas preparadas com
cha-mate comercial
O procedimento experimental utilizado nesse trabalho para avaliar a

bioacessibilidade envolveu apenas a etapa gastrica e intestinal. A etapa de digestao
gue envolve a boca nao foi utilizada, devido ao alto custo da enzima amilase e
também por este trabalho envolver a digestdo de bebidas, sendo a passagem pela
boca muito rapida. Diversos trabalhos descritos na literatura utilizam diferentes
teores de enzimas, e outros reagentes. Assim, nesse trabalho o procedimento foi
baseado em no método de Stelmach, 2014, em ensaios validados por uma aluna de
doutorado do grupo de pesquisa (DE ANDRADE, 2018).

Assim, a precisdo e a exatiddao do procedimento utilizado nesse trabalho
foram avaliadas utilizando testes de recuperacdo, que consitiu na adicdo de
concentragfes conhecidas das espécies metalicas na matriz de estudo, cujos dados
encontram-se na Tabela 14.

Tabela 14. Teste de recuperacdo das espécies metalicas presentes nas infusdes a quente de ché-
mate (n=3).

Metal Conc. adicionada Conc. determinada Recuperacao
(Mg L) (g L) (%)
Cd 0,4 0,46 £ 0,07 102
Pb 0,4 0,38 £ 0,04 96
Cu 3,0 2,42 £ 0,06 81
Al 2000 1840 + 50 90

Fonte: A autora.

Como pode ser observado na Tabela 14, as recuperacdes para Cd, Pb, Cu e
Al em cha-mate variaram entre 81% e 102%. Esses resultados sdo adequados,
considerando um limite aceitavel de 80-120%, levando-se em consideragéo a faixa
de concentracao avaliada (AOAC, 2012). Desta forma, pode-se confirmar a exatiddo
do método e que este pode ser utilizado para os ensaios de bioacessibilidade. A
repetibilidade do método também foi eficiente devido aos baixos desvios

apresentados nas réplicas das medidas. Os testes foram realizados apenas para
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comprovar a exatiddo do método nas infusdes, visto que este procedimento ja foi
validado em outros trabalhos do grupo de pesquisa (DE ANDRADE, 2018).

Assim, foram realizados os testes de bioacessibilidade dos metais Cd, Pb, Cu
e Al, nas bebidas preparadas por infusdes a frio e a quente. A comparagao entre a
bioacessibilidade das espécies metalicas no consumo do cha-mate, preparado por
infusdo a quente ou por infusdo a frio, € interessante para verificar se 0 modo de
preparo da bebida ird influenciar na quantidade de metal absorvido pelo organismo,
visto que de maneira geral, as quantidades de metais presentes nas infusdes
preparadas tanto por infusbes a quente, quanto por infusdes a frio ndo diferiram
significativamente entre as amostras estudadas.

Os valores determinados dos metais na solucao final obtida do procedimento
de digestdao gastrointestinal in vitro foram utilizados para calcular a porcentagem
bioacessivel em relacdo ao teor presente na infusdo. Os resultados de
bioacessibilidade dos elementos Cd, Pb, Cu e Al para as amostras de infusdes do

cha-mate estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Fracdes bioacessiveis dos metais, Cd, Pb, Cu e Al, nas infus6es a quente e a frio para as
amostras avaliadas.

(%) Bioacessivel (%) Bioacessivel
Infusdes a Frio Infusbes a Quente

Amostras Cd Pb Cu Al Cd Pb Cu Al

A 95+8 <LQ 35+5 305 87+13 835 88+%11 33+4

B 49+ 11 <LQ 68+11 68+11 | 7710 <LQ 90+11 89zx15

C 86+11 85+13 44+ 6 44+ 6 94+8 777 90x14 <LQ

D <LQ <LQ 48+8  48+8 <LQ <LQ 8122 32%6
LQ (ugg™) | 0,01 0,01 0,07 70 0,01 0,01 0,07 70

Fonte: A autora.

Com relacdo a Tabela 15, pode-se notar que de forma geral a ordem das
fracOes bioacessiveis nas infusdes a frio foram Cd>>Cu>AlI>>Pb. Sendo que para o
Pb somente a amostra C apresentou fracdo bioacessivel. Para as infusdes a quente
a ordem foi Cd>Cu>Pb~Al. Neste caso considerando a média das quatro amostras o

chumbo apresenta praticamente a mesma fracéo bioacessivel que o Al.



68

Os dados obtidos para as amostras e para cada metal foram apresentados na
forma de figuras para melhor visualizacéo.

As Figura 17A e 17B mostram as % bioacessiveis das espécies metdlicas
(Cd, Pb, Cu e Al), para as quatro marcas nas infusdes do cha-mate preparadas a frio

e a quente, respectivamente.

Figura 17. Fracdo bioacessivel dos metais nas infus6es a frio (A) e a quente (B) em relagdo ao teor
presente nas infusdes. Marca A (m), Marca B (m), Marca C (m) € Marca D (m)
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Fonte: A autora.

Com base nas Figuras 17A e 17B, pode-se notar que para o Cd a
porcentagem bioacessivel foi similar entre as amostras A, C e D, havendo diferenca
significativa apenas para a amostra B nos modos de preparo da bebida por infusao a
guente e a frio, pois Tcalculado = 3,21 foi maior que o T tabelado (4) = 2,77, dentro
de um intervalo de confianca de 95%. Essas porcentagens variaram entre 0 % (para
a Marca D, nas duas infusdes (quente/frio)) e 95% para a Marca A. Além disso, é
possivel perceber que apesar do cadmio estar presente em baixas concentracdes
nas infusbes, como mostrado na Tabela 13, ele apresenta potencial para ser
praticamente todo absorvido pelo organismo. Esse dado é muito interessante, uma
vez que esse elemento € um contaminante bioacumulativo e pode causar efeitos
toxicos aos humanos, como ja mencionado anteriormente. Segundo a literatura,
Versantvoort (2004) estudou a bioacessibilidade de Cd em alface e rabanete em trés
campos contaminados com o0 metal, e em seus resultados obteve uma
bioacessibilidade de 56 - 68%. Cwers (1985) estudou em cereais, carnes, peixes e

vegetais e obteve fracdes bioacessiveis de 0 — 110%.
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Para o metal chumbo, pode-se notar que nas infusdes preparadas a frio
(Figura 17A), apenas a amostra C obteve o metal disponivel e em uma fracéo alta
(85 + 13 %) e foi praticamente a mesma que a obtida nas infusdes a quente (77 £ 7),
considerando os desvios. Essa € a Unica amostra cultivada em outra regido e este
fator pode estar relacionado a forma com que o metal estd ligado a outros
componentes da matriz, facilitando a absorcdo pelo organismo apds 0 processo
digestivo. A amostra A preparada por infusdo a quente (Figura 17B), também obteve
uma fracdo bioacessivel consideravel para o Pb (85 + 5). Além disso, essa amostra
apresenta maiores teores de fendlicos 13 + 1,01 mg g* (Tabela 12) nas infusées a
guente, favorecendo a bioacessibilidade. Na literatura, os dados variam com a
matriz, por exemplo, em cereais, carnes, peixes e vegetais, as porcentagens variam
de 0 — 40%, e em cacau em po e licor esses valores variam de 5 — 10% de acordo
com uma revisao realizada por Intawongse e Dean, 2006.

Para o Cu praticamente ndo houve diferenca significativa nos teores
bioacessiveis pelos modos de preparo das infusdes variando de 72% a 90%. Com
excecdo da amostra A que apresentou apenas 35% de biodisponibilidade do metal
no modo de preparo da bebida por infusdo a frio. Segundo a Cwers (1985) as
fracOes bioacessivies de cobre variam entre 5 e 90% em alimentos como cereais,
carnes, peixes e vegetais. Pool (2012) estudou a bioacessibilidade do metal em mel
de abelha comercial e obteve fragcdes em torno de 96%.

A alta bioacessibilidade do cobre pode ser explicada pela baixa tendéncia
desse metal complexar com elementos como polifendis, proteinas e peptideos
(POHL et al, 2012).

Por fim, para o aluminio as variagBes de bioacessibilidade entre os modos de
preparo da bebida ndo foram significativas entre as amostras avaliadas, apenas para
a amostra C, infusdo a quente, na qual ndo houve bioacessibilidade. Mais um
resultado em que a amostra C, que possui regido diferente de plantio da erva-mate,
diverge das demais amostras. Além disso, com base nos teores de compostos
fendlicos apresentados na Tabela 12, pode-se notar que nessa amostra, no modo de
preparo da bebida por infusdo a quente, foram determinadas as maiores
concentracdes de compostos fendlicos 17,4 mg g* planta. Isso mostra que a
bioacessibilidade do aluminio é afetada pela presenca desses compostos, pois

guando estes estdo presentes em altas concentracdes, ndo ha bioacessibilidade
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para 0 metal (no caso da amostra A), pois estes compostos tendem a formar
complexos estaveis com o aluminio, devido a presenca de grupos hidroxis que
fornecem inimeros sitios para essa complexacao (FLATEN, 2002). Desta forma, se
esses polifendis fossem degradados no intestino, o Al estaria mais biodisponivel.

Segundo revisdo de Intawongse e Dean, 2006, em um estudo de
bioacessibilidade de Al em comidas prontas feitas com carne bovina, de frango e
peixes as fracbes bioacessiveis ficaram entre 0,85 e 2,15%. Ja em outro estudo
realizado para verificar o conteldo e bioacessibilidade do aluminio em dietas
duplicadas no Sul da Espanha, foi verificado que as quantidades de Al absorviveis
nas dietas variaram de 0,30% a 17,26% (CABRERA-VIQUE e MESIAS, 2013).

Com base nas fracGes bioacessiveis dos metais estudados Cd, Pb, Cu e Al foi
possivel calcular a dose de ingestao dessas espécies por um adulto de 60 Kg que
consome regularmente (1,5 g em 100 mL) dessa bebida. Para os calculos de
ingestdo de cada espécie metalica foram consideradas as médias das
concentracfes obtidas nas infusbes e as médias das fracdes bioacessiveis das
amostras (A, B, C e D) nas formas de preparo por infusdo a quente, geralmente a
forma mais consumida entre a populacdo. Os dados obtidos estdo mostrados na
Tabela 16.

Tabela 16. Estimativa da ingestdo humana de Cd, Pb, Cu e Al (ug por kg de peso corpdéreo) para um
adulto que consome cha-mate preparado por infusdo a quente com frequéncia.

Frequéncia de Cd (ug kg™ Pb (ug kg™) Cu (ug kg™ Al (ug kg™
ingestao
Diaria 0,0011 0,0012 0,0087 0,625
Semanal 0,0077 0,0084 0,0061 4,375
Mensal 0,0330 0,036 0,261 18,75

Fonte: A autora.

Analisando a Tabela 16, pode-se notar que um consumo semanal dessas
amostras de cha-mate, fornece teores médios ingeridos para Cd, Pb, Cu e Al de
0,077; 0,0084; 0,0061 e 4,375 ug por kg de peso corporal, respectivamente. A
Organizacdo Mundial da Saude estabelece uma ingestéo diaria aceitavel de Al de 1
mg kg™ de peso corpéreo e de Cu de 0,5 mg kg™, sem causar efeito nocivo & satde.
Para o Pb a dose semanal é de 25 pg kg™ por peso corpéreo (WHO, 2014).
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A CODEX ALIMENTARIUS traz para o Cd uma dose mensal aceitavel de 25
ug kg™,

Com base nos dados obtidos, pode-se observar que os valores encontrados
estdo todos abaixo dos limites aceitdveis. No entanto, essas legislacbes ndo séo
especificas para chas e quando realizam esses célculos de ingestdo, em estudos de
seguranca alimentar, se baseiam nos teores totais presentes nos alimentos, o que
nao reflete a real absor¢cdo do nutriente ou do contaminante. Além disso, metais
como Pb e Cd sdo biocumulativos e podem causar efeitos nocivos e irreparaveis a
saude humana mesmo que seja a longo prazo.

A fim de aprofundar o estudo e tentar chegar o mais préximo possivel do
modo de consumo do cha-mate pela populacdo, foram realizados ensaios com a
adicdo de alguns ingredientes a bebida para verificar se a absor¢céo das espécies
metélicas pode ser alterada com a presenca desses elementos.

5.7. Bioacessibilidade do Al nas bebidas preparadas por infusbes com adicdo de
canela, liméo, acucar e mel

Algumas pessoas tem o costume de adicionar algum componente ao cha para
gue consumo da bebida se torne mais prazeroso. Dentre esses componentes
podemos citar limdo, canela, acucar, mel, etc. Desta forma, torna-se interessante
estudar se a bioacessibilidade de uma espécie metélica é alterada com a adicdo de
algum desses elementos.

Baseado nisso, foi escolhida a amostra A e o metal Al, que obteve as maiores
concentracfes nas bebidas, para estudar a influéncia na bioacessibilidade apés a
adicao de liméo, canela, mel e acucar.

Os resultados obtidos na bioacessibilidade do Al, apés a adicdo desses

compostos nas infusdes (quente/frio) estdo mostrados nas Figuras 18A e 18B.
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Figura 5. Fracdo bioacessivel do Al nas infusdes a frio (A) e a quente (B) apés adicdo de liméo,
canela, mel e agucar no preparo da bebida.
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Fonte: A autora.

Com base na Figura 18A, pode-se notar que a percentagem bioacessivel, nas
infusdes a frio, do aluminio aumentam quando foi adicionado lim&o no preparo. Esse
fato pode ser explicado devido a diminuicdo no pH da bebida, o que contribui para
degradacdo dos compostos fendlicos, aumentando a disponibilidade do metal (DE
CAMPOS et al., 2014). Na infusdo a quente, Figura 18B, a bioacessibilidade n&o
apresenta diferencas, em relacdo a amostra sem aditivos, isso porque
provavelmente as altas temperaturas utilizadas nas infusdes a quente ja degradaram
0s compostos fendlicos, sendo neste caso o pH baixo irrelevante.

A adicdo de canela, tanto nas infusbes a quente quanto nas infusdes a frio,
nao apresentaram diferencas nas fracdes bioacessiveis, ou seja, esse elemento
guando adicionado na bebida ndo ira influenciar na absorcdo do metal pelo
organismo.

J4 o mel e aclcar quando adicionados as bebidas nas duas formas de
preparo, diminuem a bioacessibilidade do aluminio, como mostrado nas Figuras 18A
e 18B. Isso pode estar relacionado a complexidade dessas matrizes, que possuem
diversos constituintes quimicos, como carboidratos, proteinas, vitaminas, entre
outros, que podem complexar com o aluminio, diminuindo assim essa
disponibilidade.

Desta forma, pode-se observar, de maneira geral, que a forma com que a
populacdo consome a bebida pode ou néo influenciar na bioacessibilidade de

determinada espécie quimica, neste caso o0 aluminio. Além disso, a
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bioacessibilidade das espécies metalicas, sejam elas essenciais ou toéxicas, ira
depender do funcionamento de cada organismo, uma vez que cada organismo se
comporta de uma forma diferente.

Por fim do ponto de vista alimentar pode-se dizer que, neste estudo, a melhor
forma de consumo da bebida, que possui menores teores bioacessiveis de Al sédo
nas infusdes a quente com a adicdo de mel e acucar, visto que o aluminio € um
elemento que ndo apresenta funcao biolégica conhecida e pode estar relacionado
com doencgas neurotoxicas como o Alzheimer, Parkinson e, encefalopatia de dialise
(CAMPOS et al., 2014).
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6. CONCLUSOES
Com a realizacao destes estudos foi possivel verificar que a digestédo por via

Uumida foi o pré-tratamento mais adequado, para determinacdo total das espécies
metalicas Cd, Pb, Cu e Al, que a digestdo por via seca, devido vantagens como a
reducdo de custos, reducdo do consumo de &cidos ultrapuros, minimizacdo dos
impactos ambientais, perdas dos metais por volatizagdo, e reducdo nas
contaminacdes e erros sistematicos, obtendo resultados mais exatos.

O planejamento fatorial mostrou, a partir da analise estatistica dos dados, que
a melhor condicdo de abertura das amostras, padronizada por respostas multiplas
para os metais Cd, Pb, Cu e Al, foi obtida quando se utilizou 3,0 mL de &cido nitrico
e 0,75 mL de peréxido de hidrogénio.

Com relacdo a comparacdo entre as concentracdes das espécies metalicas,
presentes no cha-mate e o teor liberado apés o preparo do ch& observou-se que de
maneira geral, as maiores concentracfes das espécies metdlicas foram nas infusbes
a quente.

As determinacdes dos compostos fendlicos totais serviram para mostrar que a
presenca desses compostos pode interferir nos teores das espécies metalicas
liberadas nas infus@es, devido a presenca de inUmeros sitios de ligacbes presentes
em suas estruturas que podem favorecer a complexacdo com 0s metais.

Com relacao a bioacessibilidade dos outros metais pode-se notar que o Cd,
apesar de estar presente em baixas concentracdes nas infusfes ele é praticamente
todo biodisponivel, e desta forma, pode vir a causar efeitos nocivos a salde de
guem consome essa bebida. O Pb ndo apresenta bioacessibilidade na maioria das
amostras estudadas, principalmente nas infusdes preparadas a frio.

JA o cobre, um elemento essencial ao organismo, apresenta alta
biodisponibilidade para a maioria das amostras e, de maneira geral, ndo hé
diferenca na bioacessibilidade deste elemento quanto ao modo de preparo da
bebida.

Além disso, pode se verificar que quando é adicionado algum elemento como
limdo, canela, mel e acgucar, na hora de preparo do cha, estes compostos podem
acabar interferindo na bioacessibilidade de determinada espécie, como o aluminio,
seja aumentado, no caso do limao, ou diminuindo, no caso do mel e do agucar, essa

fracdo bioacessivel do metal.
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Desta forma, considerando a bioacessibilidade das espécies metalicas toxicas
como Cd, Pb e Al a melhor maneira de consumir o cha-mate é a partir de infusdes a
frio, pois a disponibilidade desses elementos na corrente sanguinea sera menor.

Por fim, este trabalho mostrou-se muito relevante, pois diferente de estudos ja
descritos na literatura, apresentou desde as concentracdes totais das espécies
metalicas até os teores que realmente estardo disponiveis, podendo contribuir para
cobranca de legislacbes mais espécificas que levem em conta as fracbes
bioacessiveis que realmente irdo agir como um nutriente ou como um contaminante

no organismo.
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