UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CENTRO-OESTE - UNICENTRO

CAMILA KULEK DE ANDRADE

DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES TOTAIS E BIOACESSIVEIS DE IONS
METALICOS EM MATRIZES ALIMENTARES EMPREGANDO
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA

GUARAPUAVA
2018



CAMILA KULEK DE ANDRADE

DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES TOTAIS E BIOACESSIVEIS DE IONS
METALICOS EM MATRIZES ALIMENTARES EMPREGANDO
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA

Tese apresentada ao Programa de P6s-Graduagdo em
Quimica da UNICENTRO, como parte das exigéncias do
Curso de Doutorado em Quimica — Associagdo Ampla
UEL/UEPG/UNICENTRO, para a obtencéo do titulo de
Doutorado. Area de concentracdo: Quimica Analitica

Orientadora: Prof?. Dr?, Sueli Pércio Quinaia (UNICENTRO)
Co-orientadora: Prof?, Dr?, Vanessa Egéa dos Anjos (UEPG)

GUARAPUAVA
2018



Catalogagdo na Fonte
Biblioteca da UNICENTRO

ANDRADE, Camila Kulek de.
A553d Determinagdo das concentragdes totais e bioacessiveis de ions metalicos em
matrizes alimentares empregando espectrometria de absor¢do atdmica / Camila
Kulek de Andrade — Guarapuava, PR : [s.n], 2018.
174f1.

Orientador: Prof®. Dr®. Sueli Pércio Quinaia

Coorientadora: Prof'. Dr*. Vanessa Egéa dos Anjos

Tese (doutorado) - Programa de Pos-Graduagio em Quimica. Area de
concentragdo em: Quimica Analitica. Universidade Estadual de Londrina.
Universidade Estadual de Ponta Grossa. Universidade Estadual do Centro-
Oeste, PR.

1. Quimica analitica — tese. 2. logurte — chd mate. 3. Amostragem em
suspensdo. 4. Bioacessibilidade 1. Quindia, Sueli Pércio. II. Anjos, Vanessa Egéa
dos. III. UEL. IV. UEPG. V. UNICENTRO. VL. Titulo

CDD 543




CAMILA KULEK DE ANDRADE

DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES TOTAIS E BIOACESSIVEIS DE
[ONS METALICOS EM MATRIZES ALIMENTARES EMPREGANDO
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA

Tese apresentada a Universidade Estadual do
Centro-Oeste, como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduacdo em Quimica, para a
obtengdo do titulo de Doutora.

Aprovado em 19 dé fevereiro de 2018.

Prof. Dr. o Abate (UFPR)

Prof®. DF. Yohand/]’;{%:yes Torres — Unicentro

W) de Oliveira (UFPR)

Prof®. Dr®. Maria Lung (i ﬁ Felsner - Unicentro

0@.%% 3;
Prof®. Dr”. Vanessa Egea dos Anjos - Co? orientadora

Proft. Dr. Sueli Pé?@éuinéia - Orientadora

GUARAPUAVA-PR

2018



Dedico esta Tese a minha familia, meus pais Juarez e Maria, e minha irmd Jucimara, e

também aos meus amigos, que sempre estiveram me apoiando.



AGRADECIMENTO

A Deus, pela dadiva da vida;

A minha familia, meus pais Juarez e Maria, minha irma Jucimara, pelo carinho, apoio e
compreensdo em todos 0s momentos, e por me ajudarem a enfrentar todos os obstaculos e ndo
desistir;

A minha irma Jucimara um agradecimento especial, pois além do apoio familiar, me ajudou
incontaveis vezes durante os procedimentos experimentais, compartilhando as dificuldades e as
alegrias no laboratdrio e na vida;

As minhas orientadoras, Profé. Dr?. Sueli Pércio Quinaia e Prof®. Dr®. Vanessa Egéa dos Anjos,
pela amizade, conselhos, ensinamentos e especialmente pela dedicacdo em todos 0s momentos
do trabalho;

A Prof?, Dr?. Maria Lurdes Felsner e ao Prof. Dr. Eduardo Sidinei Chaves pelas grandes
contribuicgdes feitas durante o exame de qualificacdo deste trabalho;

A Profé. Dr?, Andrea Pinto de Oliveira, Prof®. Dr?. Yohandra Reyes Torres, Prof®. Dr. Maria
Lurdes Felsner e ao Prof. Dr. Gilberto Abate pelas importantes contribuigdes e sugestdes feitas
durante a defesa da tese;

Ao0s meus amigos, que estiveram sempre ao meu lado, principalmente durante esses Ultimos
anos, me apoiando e dando forca nos momentos mais dificeis, especialmente: Daniele
Seremeta, Elenice Caetano, Fernando Ratuchne, Francielli Monteiro, Irineo Kelte Filho,
Mariane Butik, Osmar Junior e Renata Martins;

As amizades que conquistei durante este periodo e com quem aprendi muito. Aproveito aqui
para deixar um agradecimento especial aos amigos do MUR Guarapuava, e as pessoas queridas
do GOU Seu amor é D+. A acolhida, a companhia e o0 abrago de vocés fizeram muita diferenca
e tornaram este Ultimo ano mais leve;

Aos amigos (alunos e professores) do LABGATI pelo apoio e pela amizade em todos esses
anos. Um agradecimento especial as alunas Jessika Almeida e Patricia Klack por me ajudarem
muito na etapa inicial deste trabalho;

Aos alunos e professores do L27 e L29 da UEPG, em especial ao grupo LEQQA, pela acolhida,
ajuda e apoio que me concederam no periodo em que estive em Ponta Grossa;

Aos colegas e amigos da turma de doutorado de 2014, pelo companheirismo e pelas risadas

compartilhadas;



Ao C-LABMU pela infraestrutura disponibilizada para a realizacdo das analises;

A Capes pela bolsa concedida;

A UNICENTRO e a UEPG pelo suporte fornecido;

A coordenacéo e secretaria do programa de P6s-Graduacio em Quimica da UNICENTRO, pelo
auxilio sempre quando necessario;

Enfim, a todos que de algum modo fizeram parte desta caminhada, meu mais sincero

agradecimento.



“Tenho a impressao de ter sido uma crianga brincando a beira-mar, divertindo-me em descobrir
uma pedrinha mais lisa ou uma concha mais bonita que as outras, enquanto 0 imenso oceano
da verdade continua misterioso diante de meus olhos”

Isaac Newton



RESUMO

Os alimentos e bebidas, a exemplo do iogurte e do cha-mate, sdo algumas das principais rotas
de ingestdo de ions metélicos que, dependendo da concentracdo e especiacdo na matriz
alimentar, possuem importantes func¢des bioldgicas no organismo. No entanto, a quantidade de
ingestdo destes elementos deve ser controlada, uma vez que a falta ou excesso dos mesmos
podem ocasionar efeitos adversos para os seres vivos. Normalmente, utiliza-se a concentracao
total de elementos em matrizes alimentares no controle de qualidade e seguranga alimentar.
Contudo, a bioacessibilidade de elementos metalicos em alimentos e bebidas deve ser avaliada,
uma vez que esse parametro estima a quantidade a ser absorvida dos mesmos ou a sua possivel
funcdo nutritiva ou téxica na rota de ingestdo-digestdo-absorcdo humana. Assim, o objetivo
deste trabalho foi, primeiramente, determinar a concentracéo total de Zn, Cu, Cr, Cd e Pb em
amostras de iogurte, propondo uma metodologia rapida e direta, atraves da amostragem em
suspensdo aliada a Espectrometria de Absorcdo Atdémica - AAS (FAAS e GF AAS). Para isso,
solucBes de HNO3z e HCI foram usadas como meio dispersor de iogurte para preparo das
suspensdes. Além da otimizacdo do programa de aquecimento do forno de grafite, realizado
para cada metal traco na matriz, 0 método proposto foi validado, sendo possivel obter
sensibilidade adequada, com precis&o e exatiddo. Os ensaios in vitro de digestdo gastrointestinal
foram realizados com base no método PBET (Physiologically Based Extraction) com a
simulacdo dos processos de digestdo humana usando suco gastrico (pepsina extraida de mucosa
gastrica de suinos e HCI) e suco intestinal (pancreatina extraida de pancreas de suinos, sais de
biles e NaHCO3). O processo de incubacdo foi realizado para as etapas de digestdo gastrica e
intestinal por 2 horas, a 37 °C e agitacdo (150 rpm) simulando as condi¢Bes humanas de
temperatura e movimentos peristalticos. As fracGes bioacessiveis foram obtidas apds
centrifugacdo (10000 rpm, 4 °C, e 20 min) e as concentracBes dos ions metalicos foram
guantificadas por curva analitica com padronizacdo externa empregando AAS. Foram
analisadas 25 amostras de iogurte de 6 marcas diferentes, com consisténcia e sabores variados.
Com relacdo a concentracdo total, Zn e Cu foram quantificados em todas as amostras, com
concentragdes médias de 7,2 + 7,5 ug gt e 103,4 + 151,5 ng g, respectivamente. Essas
concentragdes estdo concordantes com a literatura, e sdo comparaveis aquelas disponibilizadas
na Tabela Brasileira de Composic¢ao de Alimentos (TACO) — 200 ng de Cu em 1g de iogurte,
e 3a5 g de Zn por grama de iogurte. Cr, Pb e Cd foram quantificados em menos de 36% das
amostras, sendo que as concentragdes médias (ng g) para esses metais foram de 2,4 + 1,4 (Cd)
a 37,4 = 11,9 (Pb). Com relacdo as fracGes bioacessiveis, para elementos considerados
essenciais, observou-se a ordem Cr > Cu > Zn. Cr e Cu apresentaram as maiores fracoes
bioacessiveis a partir do iogurte, com médias de 102 + 12% e 87 + 18%, respectivamente.
Considerando as funcdes bioldgicas desempenhadas por metais como Cr(lll) e Cu, uma
bioacessibilidade elevada destes metais é desejavel. Apesar de Zn ser um elemento essencial,
baixos valores para fragcdes bioacessiveis (24 = 7%) foram observadas para o metal a partir do
iogurte. Para Pb e Cd, as fracdes bioacessiveis foram de 33 + 5% e 1,6 + 2,4%, respectivamente.
Menores fracOes bioacessiveis para esses metais sdo desejaveis, considerando sua toxicidade.
Através dos célculos de ingestdo dos metais presentes no iogurte, considerando a
bioacessibilidade dos mesmos, os valores médios em relagdo a ingestdo diaria recomendada
(IDR) ou limite toleravel para ingestdo de metais variaram de 0,003% (Cd) a 2,5% (Zn). Neste
caso, percebe-se que a ingestdo de iogurte é segura com relacdo a elementos toxicos como Pb
e Cd. No entanto, também nédo pode ser considerada uma fonte de elementos essenciais como
Cr, Cu e Zn. Para cha-mate, as concentracdes totais de Al, Zn, Cu, Cr, Cd e Pb foram



determinadas em decoc¢des preparadas com o aquecimento do produto comercial com agua
ultrapura, empregando AAS. A bioacessibilidade in vitro, foi realizada do mesmo modo que
para iogurte, utilizando sucos gastrico e intestinal. Os estudos foram conduzidos com 20
amostras de cha-mate (3 marcas), com diferentes sabores e/ou lotes, adquiridas no comércio
local. As concentracbes médias de ions metalicos determinadas nas decocc¢bes de cha-mate
variaram de 50 + 24 ng g* (Cd) a 60 + 18 pg g* (Al). A variabilidade entre as concentragoes
de metais e as amostras pode estar relacionada com o local de cultivo da erva-mate ou até
mesmo com o processo industrial envolvido na produgdo do cha. Os dados obtidos foram
analisados através da Analise de Componentes Principais (PCA) e foi observada uma separagéo
das amostras (com maior destaque para as marcas 1 e 2) em funcdo da marca do produto e da
concentracdo dos metais avaliados. Com relacdo a bioacessibilidade, a liberacdo dos metais
considerados nutrientes da bebida seguiu a ordem de Cr > Cu > Zn, representando de 41 a 85%
da concentracdo total dos elementos. Ja para 0s metais que ndo possuem atividade biolégica
conhecida, a ordem de bioacessibilidade foi Al >> Cd > Pbh. Apesar do Cd apresentar os menores
teores na decoccdo, a sua fragdo bioacessivel foi cerca de 52% da concentragdo total. Para Al e
Pb, as fracGes bioacessiveis foram de 100% e 19%, respectivamente. Portanto, o Al é um
elemento presente no cha-mate em concentragdes elevadas e na forma totalmente bioacessivel.
A partir dos valores de bioacessibilidade, foi realizado o calculo de ingestdo diaria dos metais,
sendo que os resultados indicaram que o consumo de decoc¢do do cha-mate fornece pequenas
guantidades de metais para o organismo, representando cerca de 0,008% (Pb) a 0,6% (Al) das
concentracOes aceitaveis para a ingestdo desses elementos. Portanto, a decoccdo de cha-mate
para as amostras avaliadas apresenta seguranca alimentar em relacdo as espécies metalicas
estudadas, ndo apresentando risco de toxicidade em relagcdo aos metais ndo-essenciais (Al, Cd
e Pb), e nem potencial nutritivo em rela¢do aos metais essenciais (Zn, Cu e Cr).

Palavras-chave: Cha-mate. logurte. Amostragem em suspensdo. Metais traco.
Bioacessibilidade. Absor¢do atdmica.



ABSTRACT

Food and beverages, such as yogurt and mate tea, are some of the main routes of ingestion of
metal ions that, depending on concentration and speciation in the food matrix, have important
biological functions in the organism. However, should be controlled the amount of ingestion of
these elements, since the lack or excess of them can cause adverse effects for living beings.
Normally, in quality control and food safety is used the total concentration of elements in food
matrices. However, should be assessed the bioaccessibility of metal elements in food and
beverages, since this parameter estimates the amount to be absorbed from them or their possible
nutritional or toxic function in the route of human ingestion-digestion-absorption. Thus, the aim
of this work was first to determine the total concentration of Zn, Cu, Cr, Cd and Pb in yogurt
samples, proposing a fast and direct methodology, by slurry sampling allied to Atomic
Absorption Spectrometry - AAS (FAAS and GF AAS). For this, as dispersion medium of yogurt
to prepare the suspensions were used solutions of HNOsz and HCI. In addition to the
optimization of the heating program of the graphite furnace, performed for each metal trace in
the matrix, it was validated the proposed method, being possible to obtain adequate sensitivity,
with precision and accuracy. Based on the PBET (Physiologically Based Extraction) method
with the simulation of human digestion processes using gastric juice (pepsin extracted from
porcine gastric mucosa and HCI) and intestinal juice (pancreatin extracted from swine pancreas,
bile salts and NaHCO3) were performed in vitro gastrointestinal digestion assays. The
incubation process for the gastric and intestinal digestion stages was performed for 2 hours at
37 °C and agitation (150 rpm) simulating the human conditions of temperature and peristaltic
movements. After centrifugation (10000 rpm, 4 °C, and 20 min) the bioaccessible fractions
were obtained, and the metal ion concentrations were quantified by analytical curve with
external standardization using AAS. Twenty-five samples of yogurt from 6 different brands
were analyzed, with consistency and varied flavors. Zn and Cu were quantified in all samples,
with mean concentrations of 7.2 = 7.5 ug g* and 103.4 + 151.5 ng g, respectively. These
concentrations are in agreement with the literature, and are comparable to those available in the
Brazilian Table of Food Composition (in Portuguese Tabela Brasileira de Composi¢do de
Alimentos - TACO) - 200 ng of Cu in 1g yogurt, and 3 to 5 pg of Zn per gram of yogurt. Cr,
Pb and Cd were quantified in less than 36% of the samples, and the mean concentrations (ng g
1) for these metals were 2.4 + 1.4 (Cd) at 37.4 + 11.9 (Pb). Regarding the bioaccessible fractions,
for the elements considered essential, it was observed the order Cr > Cu > Zn. Cr and Cu
presented the highest bioaccessible fractions from yogurt, with averages of 102 + 12% and 87
+ 18%, respectively. Considering the biological functions performed by metals such as Cr(l11)
and Cu, a high bioaccessibility of these metals is desirable. Although Zn is an essential element,
the metal from the yogurt presents low values for bioaccessible fractions (24 + 7%). For Pb and
Cd, the bioaccessible fractions were 33 £ 5% and 1.6 £ 2.4%, respectively. Lower bioaccessible
fractions for these metals are desirable considering their toxicity. Based on the metal intake
calculations, considering the bioaccessibility from the yogurt, the mean values in relation to the
recommended daily intake (RDI) or tolerable limit for intake of metals varied from 0.003%
(Cd) to 2.5% (Zn). In this case, yogurt intake is safe in relation to toxic elements such as Pb and
Cd. However, it cannot be considered a source of essential elements such as Cr, Cu and Zn. For
mate tea, total concentrations of Al, Zn, Cu, Cr, Cd and Pb were determined in decoctions
prepared by heating the commercial product with ultrapure water using AAS. Of the same
manner as for yogurt, using gastric and intestinal juices, it was performed the in vitro
bioaccessibility. The studies with 20 samples of mate tea (3 brands), with different flavors



and/or lots, acquired in the local commerce were conducted. The mean concentrations of metal
ions determined in mate tea decoctions ranged from 50 + 24 ng g* (Cd) to 60 + 18 pg g™ (Al).
The variability between the concentrations of metals and the samples may be related to the
place of cultivation of yerba mate or even to the industrial process involved in the production
of tea. Through Principal Component Analysis (PCA) were analyzed the data obtained, and a
separation of the samples was observed (with a greater emphasis on brands 1 and 2) according
to the brand of the product and the concentration of the evaluated metals. Regarding
bioaccessibility, the release of the metals considered nutrients of the beverage followed the
order of Cr > Cu > Zn, representing 41 to 85% of the total concentration of the elements. For
the elements that do not possess known biological activity, the order of bioaccessibility was
Al >> Cd > Pb. Although the Cd presented the lowest levels in the decoction, its bioaccessible
fraction was about 52% of the total concentration. For Al and Pb, the bioaccessible fractions
were 100% and 19%, respectively. Therefore, Al is an element present in mate tea in high
concentrations and in fully bioaccessible form. From the bioaccessibility values, the daily intake
of the metals was calculated, and the results indicated that the consumption of mate tea
decoction gives small amounts of metals to the organism, representing about 0.008% (Pb) to
0,6% (Al) of the acceptable concentrations for the ingestion of these elements. Therefore, the
mate tea decoction for the evaluated samples presents food safety in relation to the metallic
species studied, presenting no risk of toxicity in relation to non-essential metals (Al, Cd and
Pb), nor nutritive potential in relation to essential metals (Zn, Cu and Cr).

Keywords: Mate tea. Yogurt. Slurry sampling. Trace metals. Bioaccessibility. Atomic
Absorption.
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO

Os alimentos e bebidas sé&o as principais fontes de ingestdo de metais para 0s seres vivos.
Outras fontes podem ser por meio da ingestdo direta (fins medicinais e como parte da dieta) ou
sem intencdo (através de vegetais e demais alimentos provenientes da agricultura sem a devida
higienizacdo) de particulas do solo que contém inumeros elementos quimicos (INTAWONGSE
e DEAN, 2006). A presenca de espécies metalicas nos alimentos pode ser natural, ou
proveniente da contaminacdo ambiental e de processos de producdo dos alimentos
(industrializacdo) (VERSANTVOORT et al., 2005).

Os elementos séo fundamentais durante varios estagios da vida do ser humano, atuando
em diversas funcbes essenciais ao organismo (GUPTA e GUPTA, 2014). Elementos
considerados minerais, como Ca, Na, K e Mg, sdo elementos majoritarios essenciais.
Micronutrientes ou elementos minoritarios essenciais como Cu, Zn, Fe, Mn, Se, Cr (l11), entre
outros, também sdo encontrados em consumiveis (alimentos e bebidas), e no organismo
humano podem desempenhar fungdes primordiais dependendo da sua forma e concentracao.
Nos alimentos podem ser encontrados ainda elementos como Pb, Cd, Hg e As que néo
desempenham nenhuma fungdo no organismo humano.

Ao ingerir alimentos que possuem quantidades significativas de elementos quimicos, o
organismo fica sujeito a absorcédo e acumulacdo dos mesmos, o que a longo prazo, dependendo
do metal ingerido, pode causar sérios danos aos seres vivos. Mas nem todo elemento presente
em alimentos e bebidas esta disponivel para ser absorvido pelo organismo (VERSANTVOORT
et al., 2005; BRANDON et al., 2006; DA SILVA et al., 2013). Isso se deve, principalmente, a
forma como o metal esté presente na matriz alimentar.

Ao estudar a influéncia dos metais no organismo dos seres vivos, principalmente
aqueles com potencial toxico, é necessario avaliar métodos para determinagédo da concentragédo
total desses metais nas matrizes. Normalmente essa determinacdo das espécies metalicas é
realizada por técnicas espectrométricas de anélise baseadas em absor¢do (Espectrometria de
Absorcao Atdmica, do inglés Atomic Absorption Spectrometry — AAS) ou emissdo atdmica
(Espectrometria de Emissdo Atdmica, do inglés Atomic Emission Spectrometry - AES) (POHL,
2009; KORN et al., 2008; YUCEL e SULTANOGLU, 2012). Nesse caso, a Espectrometria de
Absorcdo Atémica com Atomizacdo Eletrotérmica em Forno de Grafite, do inglés Graphite

Furnace Atomic Absorption Spectrometry (GF AAS) e a Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica
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em Chama, do inglés Flame Atomic Absorption Spectrometry (FAAS), ganham destaque na
quantificacdo de metais em matrizes complexas, pois apresentam baixo custo (em relagdo, por
exemplo, a equipamentos de emissdo com plasma— ICP OES (Espectrometria de emisséo optica
com plasma indutivamente acoplado, do inglés Inductively coupled plasma optical emission
spectrometry) e ICP-MS (Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado, do
inglés Inductively coupled plasma mass spectrometry)), adequada sensibilidade e seletividade,
além de fornecerem resultados precisos e exatos (POHL et al., 2012a; YUCEL e
SULTANOGLU, 2012).

Geralmente, quando se realizam determinaces de espécies metéalicas em alimentos
utilizando AAS, é necessario que se realize um tratamento prévio da amostra, através de
procedimentos de digestdo por via seca e/ou por via Umida, que possam destruir a matriz
organica e facilitar a determinacao do analito em solugfes mais simples (KORN et al., 2008).
As vantagens destes procedimentos estdo relacionadas principalmente com a completa
solubilizacdo das amostras, possibilitando a determinacdo dos elementos quimicos com o
minimo de interferéncia. Porém, os procedimentos baseados em digestdo por via imida e por
via seca tém desvantagens, como 0 maior tempo de preparo das amostras, e 0 uso de reagentes
toxicos e perigosos em quantidades significativas. Além disso, 0 maior tempo de preparo da
amostra e as etapas de aquecimento envolvidas nos procedimentos, podem ter como
consequéncia a perda do analito por volatilizacdo ou mesmo a contaminacdo da amostra, 0 que
influencia toda a analise (MAGALHAES e ARRUDA, 1998; SARDANS, MONTES e
PENUELAS, 2010).

Nesse sentido, novas metodologias analiticas vém sendo desenvolvidas, como a
amostragem em suspensdo, que é uma alternativa para a determinacdo direta (sem etapas de
pré-tratamento de amostra) dos metais em diferentes matrizes alimentares e ambientais
(DOBROWOLSKI, PAWLOWSKA-KAPUSTA e DOBRZYNSKA, 2012; DE ANDRADE et
al., 2014). A amostragem em suspensao apresenta vantagens, pois reduz o tempo de preparo
das amostras, minimiza problemas das radiacbes de fundo na analise direta de solidos,
possibilita o uso de padrdes aquosos na calibragéo e minimiza problemas de contaminacéo ou
perda do analito (MAGALHAES e ARRUDA, 1998; KORN et al., 2008; DOBROWOLSKI,
PAWLOWSKA-KAPUSTA e DOBRZYNSKA, 2012; KRAWCZYK, 2014). Apesar deste
procedimento poder apresentar algumas desvantagens (problemas com a representatividade da
amostragem — falta de homogeneidade na distribui¢cdo dos analitos na amostra; dificuldade em

se obter tamanhos de particulas diminutos; dificuldade de encontrar materiais de referéncia para
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calibracdo — quando necessério; entre outros) (NOMURA et al., 2016), ele vem ganhando
destaque no preparo de diferentes amostras de interesse alimentar.

No entanto, a determinacao da concentracao total de ions metalicos em alimentos nédo é
o suficiente para avaliar a potencialidade nutricional ou toxica dos mesmos. Alguns metais tém
baixa disponibilidade por estarem complexados em formas pouco sollveis, sendo facilmente
excretados, e tendo assim uma baixa capacidade de absor¢do pelo organismo vivo
(DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010; VAZQUEZ et al., 2015). Em termos gerais,
€ necessario conhecer a bioacessibilidade — fracdo de um composto, no caso metais, que apos a
ingestdo, é liberado da matriz alimentar e é lancado no trato gastrointestinal, tornando-se
disponivel para a absor¢éo intestinal — e também a biodisponibilidade (toxicolégica) — fracdo
de ions metalicos que atinge a corrente sanguinea a partir do trato gastrointestinal, ou seja,
aquela fracdo que realmente é absorvida pelo organismo — dos ions metalicos presentes no
processo de ingestdo-digestdo de alimentos (OOMEN et al., 2002; INTAWONGSE e DEAN,
2006; BOSSO e ENZWEILER, 2008; HU et al., 2013; CARBONELL-CAPELLA et al., 2014,
HENDERSON et al., 2014; ABOLLINO et al., 2018).

Apesar de estudos de bioacessibilidade e biodisponibilidade terem aumentado nos
ultimos anos, na literatura brasileira os dados para estes testes sdo escassos. Sendo assim,
muitos alimentos, como iogurte e cha-mate, todos de amplo consumo nacional e/ou mundial,
merecem atenc¢do especial, principalmente na divulgacdo da quantidade bioacessivel de ions
metalicos nessas matrizes.

Nesse sentido, esforcos sdo necessarios a fim de melhorar ou desenvolver novas
metodologias analiticas que sejam féceis e rapidas na determinacdo de ions metalicos em
diferentes géneros alimenticios (alimentos e bebidas) e também para a avaliacdo das fracGes
bioacessiveis dos mesmos em diferentes amostras das matrizes alimentares, com o intuito de
contribuir com informacdes reais e relevantes para a sociedade em geral, em relacdo a funcéo

biol6gica dos metais no organismo humano.



24

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivos Gerais

Desenvolver, avaliar e validar diferentes metodologias analiticas para a determinagéo

de metais traco (Zn, Al, Cu, Cr, Pb e Cd) em matrizes alimentares como iogurte e cha-mate,

utilizando a espectrometria de absor¢do atdmica e ferramentas estatisticas. Além disso,

pretende-se verificar a bioacessibilidade destes metais no organismo, através de simulacéo, in

vitro, do processo de digestdo humana, a fim de verificar a contribui¢do nutricional e um

possivel potencial de toxicidade dos mesmos na rota de ingestéo-digestdo humana.

1.2.2 Objetivos Especificos

Vi.

Vil.

viil.

Realizar estudos prévios, a fim de avaliar o uso da amostragem em suspensao frente aos
métodos tradicionais de abertura de amostra (digestdo por via seca e por via Umida)
como uma metodologia rapida e eficiente na determinacéo de ions metéalicos em iogurte
por espectrometria de absor¢do atdmica com o uso de ferramentas estatisticas;
Otimizar metodologias analiticas, com auxilio de analise uni e multivariada, para a
determinacdo de metais (Cu, Zn, Pb, Cd e Cr) em iogurte, empregando técnicas baseadas
em Espectrometria de Absorgdo Atdmica em Chama (FAAS) e em Forno de Grafite
(GF AAS);

Validar as metodologias desenvolvidas através de parametros como limites de deteccédo
e quantificacdo, linearidade, precisdo e exatiddo, e com o emprego de ferramentas
estatisticas;

Aplicar as metodologias validadas em diferentes amostras comerciais de iogurte;
Implementar metodologias analiticas para a determinacdo da bioacessibilidade in vitro
de Cu, Zn, Pb, Cd e Cr em iogurte;

Determinar a concentracao de Pb, Cd, Cr, Cu, Al e Zn em decocc¢des de chas comerciais
(llex paraguarienses) utilizando a Espectrometria de Absorcdo Atdémica com
Atomizacdo Eletrotérmica em Forno de Grafite (GF AAS) e em Chama (F AAS);
Avaliar os resultados obtidos em relacéo as concentracGes de metais na bebida através
de ferramentas estatisticas como a Anélise de Componentes Principais (PCA);
Implementar metodologias analiticas para a determinacéo da bioacessibilidade in vitro
de Al, Cu, Zn, Pb, Cd e Cr em cha-mate.
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CAPITULO 2

FUNDAMENTACAO TEORICA

Os alimentos e bebidas sdo as principais fontes de ingestéo de diversos nutrientes para
0s seres vivos. E através do consumo dessas matrizes que o ser vivo pode se manter nutrido e
apto a realizar diversas atividades no seu dia a dia (RIBEIRO e COZZOLINO, 2007).

Além de serem responsaveis pela manutencéo da vida, fornecendo energia e nutrientes
necessarios aos seres vivos, alguns alimentos podem apresentar componentes especificos que
tem papel primordial no metabolismo, e por consequéncia, na saude dos seres vivos. Esses
alimentos sao considerados funcionais, e por defini¢do sdo alimentos ou componentes dietéticos
qgue podem proporcionar um beneficio para a sadde além da nutricdo basica (MORAES e
COLLA, 2006; WILDMAN e KELLEY, 2006; COSTA e ROSA, 2010). Em uma definicao
mais atual e especifica, alimentos funcionais sdo alimentos naturais ou processados que contém
compostos biologicamente ativos (conhecidos ou desconhecidos), que, em quantidades
definidas, ndo tdxicas, fornecem uma solucdo clinicamente comprovada e beneficios
documentados para a saude, na prevencao, gestdo ou tratamento de doencas crbnicas
(MARTIROSYAN e SINGH, 2015; JENZER et al., 2016; WILSON et al., 2017).

Para um alimento ser considerado funcional, os nutrientes presentes no mesmo devem
apresentar papel metabolico ou fisioldgico no crescimento, desenvolvimento, manutencéo e
outras funcbes do organismo (ANVISA, 2017). Nesse caso, esses alimentos sdo constituidos
por substancias ou nutrientes que podem auxiliar, por exemplo, no controle de triglicerideos,
no funcionamento do intestino, na reducdo da absorcdo do colesterol, no equilibrio da flora
intestinal, entre outros, associados também a uma alimentacdo equilibrada e habitos de vida
saudaveis (STRINGHETA, DE AQUINO e VILELA, 2010; JENZER et al., 2016; ANVISA,
2017). Geralmente os alimentos que possuem quantidades significativas de fibras, polifendis,
flavonoides, microrganismos probidticos e prebidticos, dmega 3, vitaminas, minerais, entre
outros, sdo alimentos com alto poder funcional para o organismo dos seres vivos, e por isso eles
vém sendo amplamente estudados (JENZER et al., 2016; WILSON et al., 2017).

Dentro dessa classe de alimentos, estdo presentes, verduras, legumes, frutas, diversos
tipos de chd, gréos, leite e derivados, e muitos outros alimentos e bebidas amplamente

consumidos pela populagdo mundial.
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2.1 IOGURTE

O iogurte € um produto lacteo, obtido da fermentacdo do leite através das bactérias do
acido latico, usualmente Lactobacillus bulgaricus (Lb. bulgaricus) e Streptococcus
thermophilus (S. thermophilus), as quais convertem o aglcar do leite (lactose) em &cido latico
(VEDAMUTHU, 2006; BRANDAO et al., 2010; LUIS et al., 2015). O iogurte possui uma
composicao similar a do leite, no entanto, com uma maior quantidade de compostos organicos,
tais como proteinas (principalmente a caseina), vitaminas, lipideos (&cidos graxos livres), além
de minerais (BRANDAO et al., 2010; WANG et al., 2013). Neste sentido, o iogurte pode ser
considerado uma excelente fonte de vitaminas A (Retinol), B (tiamina (B1), riboflavina (B2),
niacina (B3), &cido pantoténico (B5), piridoxina (B6), biotina (B7), acido félico (B9),
cianocobalamina (B12)), e C; e de elementos como Ca, Mg, P e Zn (MARTIN, 2002;
GAHRUIE et al.,, 2015). A composicdo do iogurte é variada entre produtos integrais e
desnatados. Para cada 100 g de produto, a quantidade de gordura, por exemplo, pode variar de
3,0 a 0,2 g, respectivamente. Ja as quantidades de carboidratos e proteinas sao similares entre
os diferentes produtos, sendo em meédia de 7,6 g e 52 (¢, respectivamente
(CHRYSSANTHOPOULOS e MARIDAKI, 2010). A Figura 2.1 apresenta a estrutura quimica

de alguns compostos comumente encontrados no iogurte.
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Figura 2.1. Estrutura quimica de alguns compostos organicos (vitaminas, acidos graxos e carboidratos)
comumente encontrados em iogurte
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Fonte: Adaptado de Fox et al. (2015).

O iogurte é um produto basico amplamente consumido pela populacdo mundial,
principalmente criancas e idosos (HEKMAT e MCMAHON, 1997; BRANDAO et al., 2010;
LLORENT-MARTINEZ et al., 2012). A popularidade desse alimento como parte da dieta
humana tem aumentado devido aos efeitos benéficos e continuas modificacBes realizadas no
produto, a fim de se obter ainda mais beneficios atraves do consumo do mesmo. Estudos relatam
que o iogurte, como um alimento funcional e probidtico (devido & presenca de microrganismos),
fornece inimeros beneficios aos seres humanos que o utilizam na dieta. Esses beneficios podem
estar associados, por exemplo, a acdo hipocolesterolémica (possivel reducdo na concentracdo
de triglicerideos (TG) e LDL - colesteroplasmaticos, bem como o aumento de HDL-
colesterosérico), diminuicdo do risco de cancer, auxilio na cura de infec¢des gastrointestinais,
atuacdo no controle da hipertenséo e da obesidade, entre outras (CHRYSSANTHOPOULOQOS e
MARIDAKI, 2010; MODANESI, MERCER e BERNARDI, 2016). A populagdo, em geral,
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apresenta maior aceitacdo do iogurte em relacdo ao leite, inclusive entre pessoas com
intolerdncia a lactose. Neste caso, 0 consumo de iogurte causa menos desconforto a estes
individuos quando comparado ao consumo de leite (CHRYSSANTHOPOULOS e
MARIDAKI, 2010).

Além disso, comercialmente existe uma variedade enorme de sabores, texturas,
consisténcia e incrementos (pedagos de frutas, cereais, entre outros) (LLORENT-MARTINEZ
et al., 2012; LUIS et al., 2015), o que colabora na divulgagéo e aceitacdo do produto pelos
consumidores. Em alguns casos, minerais e outros nutrientes sdo adicionados em alimentos
como o iogurte para minimizar a deficiéncia dos mesmos, intensificando assim, sua agéo no
organismo humano (WATZKE, 1998; SARACOGLU et al., 2007).

Assim como acontece com diversos alimentos, o iogurte também pode apresentar metais
em sua composicdo. Em relacdo aos macronutrientes, esse tipo de alimento é conhecido por
apresentar quantidades significativas de Ca, Mg, K, etc. (BRANDAO, MATOS e FERREIRA,
2011). Além disso, micronutrientes como Zn, Cu, Fe, Mn, entre outros também sdo encontrados
neste alimento (BRANDAO et al., 2010; KHAN et al., 2014). Elementos traco ndo essenciais
como Pb e Cd, por exemplo, sdo menos comuns em iogurte, porém eles podem ocorrer,
principalmente relacionados a contaminagdo ambiental ou industrial (KAYA, AKDENIZ e
YAMAN, 2008; KHAN et al., 2014).

Além de iogurtes produzidos com leite bovino (iogurtes regulares) ainda podem ser
encontrados, comercialmente, iogurtes produzidos com soja. logurtes de soja sdo produzidos
com leite de soja, bactéria do iogurte e alguns adocantes adicionais (LLORENT-MARTINEZ
et al., 2012). O uso do leite de soja pode reduzir a quantidade de gordura no iogurte, mas em
sua composi¢do ainda estdo presentes proteinas de alta qualidade, fibras dietarias, vitaminas e
varios elementos (JOOYANDEH, 2011). Assim, a determinacdo de metais neste produto
também é de grande interesse devido ao crescimento comercial deste tipo de alimento.

Llorent-Martinez et al. (2012) avaliaram a presenca de 20 micronutrientes e metais traco
em iogurte regular e de soja provenientes da Espanha. As amostras de iogurte foram digeridas
por radiagcdo de micro-ondas e os metais determinados por ICP-MS. Neste estudo, 0s autores
verificaram que os iogurtes de soja se destacaram em relacéo a concentragdo de Cu e Mn quando
comparados com iogurte produzido com leite bovino. Para Cu, por exemplo, as concentracoes
em iogurte produzido com leite bovino variaram de 35 a 180 ng g%, enquanto em iogurte de
soja, as concentragBes variaram de 300 a 1350 ng g. Por outro lado, foi observado que as

concentragdes de Zn foram similares entre os dois tipos de iogurte avaliados.
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Er, Senkal e Yaman (2013) determinaram niveis de Pb e Ni em amostras de leite e
iogurte da Turquia, por extracdo em fase sélida usando uma resina polimérica de aminotioazol.
As amostras foram preparadas através de digestdo via imida utilizando HNO3 e H20., e 0s
metais foram determinados por FAAS. Apesar dos autores nao conseguirem quantificar Ni nas
amostras, foi possivel determinar concentragGes de Pb entre 21 + 4 a 42 + 5 ng g em amostras
de iogurte.

Para iogurte brasileiro, Branddo, Matos e Ferreira (2011) avaliaram concentracfes de
Ca e Mg no alimento, sendo observado maiores concentracGes de Ca do que de Mg nas
amostras. Em outro estudo para iogurte brasileiro, Branddo et al. (2010) determinaram
concentracdes de Zn neste alimento, e os autores observaram que as concentragdes desse metal
nas amostras estdo de acordo com as concentra¢fes encontradas em iogurtes de outros paises.

Ao verificar a presenca de metais em um alimento amplamente consumido como o
iogurte, torna-se importante avaliar as concentracbes destes elementos no mesmo,
principalmente buscando um controle de qualidade do produto e seguranga alimentar para 0s

consumidores.

2.2 CHA-MATE

A erva-mate (llex paraguarienses A. St. Hil.), é uma espécie de grande importancia —
econbmica, social e cultural — para algumas regides do Brasil, Argentina e Paraguai (STURION
e RESENDE, 2010; BRAGANGCA, MELNIKOV e ZANONI, 2011; BORGES et al., 2017). No
Brasil, a exploragdo econdmica da erva-mate ocorre nos estados do Parand, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul e Mato Grosso, que concentram 0s maiores produtores e também, o maior
consumo das bebidas originadas pela erva. Essa planta pertence ao género llex, da familia das
Aquifoliaceaes, com mais de 600 espécies conhecidas, sendo que 68 destas ocorrem no Brasil
(STURION e RESENDE, 2010; BRAGANCA, MELNIKOV e ZANONI, 2011). A espécie
mais conhecida, e por isso amplamente utilizada é a llex paraguariensis, sendo que em infuséo,
a mesma apresenta propriedades estimulantes, diuréticas e digestivas, dentre as quais destacam-
se a atividade antioxidante, propriedades vaso-dilatadoras, redutoras de lipideos e de peso
(HECK e DE MEJIA, 2007; BRACESCO et al., 2011; DE OLIVEIRA et al., 2016; BORGES
et al., 2017). A presenca de cafeina soltvel pode atuar ainda em casos de depressoes e fadiga
cerebral, e facilitar o trabalho intelectual (STURION e RESENDE, 2010).
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A erva-mate é amplamente utilizada no Brasil para o preparo de bebidas tradicionais
como o chimarrdo e o tereré (BRACESCO et al., 2011; DE CAMPOS et al., 2014; BORGES
et al., 2017). No beneficiamento da erva para obtencao destes produtos, ela passa basicamente
por trés etapas: sapeco/branqueamento/pré-secagem (passagem rapida dos ramos com folhas
pelo sapecador), secagem (para retirar toda a umidade da erva) e cancheamento (trituragéo da
erva apés a secagem) (MATSUMOTO, 2008; DE CAMPOQOS, 2013). A erva cancheada, além
de ser usada para obtencdo do chimarrdo (ap0s o processo de soque), pode ser usada como
matéria-prima para a producdo do chd (DE CAMPOS, 2013). Nesta etapa, ela € processada
através da torrefacdo — sistema de forno com fogo direto — do mate verde (160 °C por
aproximadamente 12 min), para obtencdo do ch&-mate tostado (DA COSTA et al., 2009). Essa
bebida também é muito consumida no Brasil, principalmente nas regifes Sul e Sudeste do pais.

Este alto consumo, pode estar associado aos beneficios da erva-mate para a satde dos
seres vivos. Grande parte das caracteristicas benéficas apresentadas pelos chas, em especial o
cha-mate, se devem a sua composicdo. A presenca de compostos fendlicos (em niveis maiores
do que no cha verde e similares aos do vinho tinto), flavonoides, acidos clorogénicos, alcaloides
(metilxantinas — cafeina e teobromina), saponinas, vitaminas (A, complexo B, C e E), entre
outros, contribuem para a inibi¢éo dos radicais livres no organismo, para os efeitos estimulantes
do ch4, propriedades coleréticas, antinflamatérias, etc. (DE MORAIS et al., 2009; BRACESCO
et al. 2011; DE GODOY et al., 2013; LANZETTI et al., 2013). A Figura 2.2 apresenta as

estruturas quimicas de alguns componentes importantes do cha-mate.



Figura 2.2. Estrutura quimica de alguns compostos fenélicos e metilxantinas encontrados em cha-mate
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Fonte: Adaptado de HECK e DE MEJIA (2007); YANG et al. (2012); DE CAMPOS, 2013.

Vale ressaltar que o processo de torrefacdo, pelo qual o cha-mate passa, pode causar
modificacfes nos produtos devido a degradacdo térmica progressiva — perda de nutrientes e/ou
possivel diminuicdo do teor de compostos fenolicos. Contudo, existe uma minimizacdo deste
efeito causado pela formacdo de melanoidinas (produtos resultantes da reacdo de Maillard), as
quais possuem uma elevada atividade antioxidante, atuando também como complexantes de
especies metalicas (favorecida pela presenca de grupos carbonila de cetonas e hidroxilas dos
alcoois) (MATSUMOTO, 2008; DE CAMPQS, 2013). A Figura 2.3 apresenta uma proposta

de estrutura para as melanoidinas.
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Figura 2.3. Proposta de estrutura quimica de melanoidinas
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Fonte: DE CAMPOS, 2013.

Além disso, o cha-mate, assim como outros alimentos/bebidas, pode ser uma fonte
importante de metais para o organismo dos seres vivos (HECK e DE MEJIA, 2007). Estes por
sua vez, podem ser essenciais, a exemplo de Ca, Mg, K, entre outros (macronutrientes), além
de micronutrientes essenciais, como Zn, Se, Fe e Cu. Como se sabe, esses ions metalicos
apresentam beneficios aos seres vivos, sendo que a ingestao de altos niveis desses metais pode
favorecer o surgimento de problemas graves no organismo. Os chas podem ainda apresentar
teores de metais traco como Pb e Cd, que ndo desempenham nenhuma funcdo vital no
organismo dos seres vivos (KARAK e BHAGAT, 2010). A ocorréncia de metais em chas de
ervas ocorre, principalmente, devido a contaminacgdo do solo por fertilizantes ou pela agua de
esgotos poluidos, pelo ar atmosférico (que pode estar contaminado devido a emissdo de residuos
de indudstrias), ou durante a etapa de processamento dos chas (VULCANO, SILVEIRA E
ALVAREZ-LEITE, 2008). Essas diferentes caracteristicas de cultivo das ervas causam também
uma diferenca nas concentraces de metais em chas provenientes da mesma espécie de plantas
(HEVIA, ARANCIBIA e ROJAS-ROMO, 2015).

Grande parte dos estudos de perfil mineral de chéas esta relacionada com procedimentos
de extracdo das espécies metalicas presentes em diferentes partes das plantas (VULCANO,
SILVEIRA E ALVAREZ-LEITE, 2008). No entanto, estudos de quantificacdo de ions
metalicos vém sendo realizados em infusdes dos chas de interesse, a fim de verificar o quanto
realmente o organismo pode ingerir de espécies metéalicas, principalmente as toxicas como Pb
e Cd, por exemplo (KARAK e BHAGAT, 2010; SCHULZKI, NURLEIN e SIEVERS, 2017).

Para cha-mate estudos na literatura sdo escassos, principalmente em relacdo a presenca
de espécies metélicas na bebida. Dentre os estudos relatados, a maioria investiga a presenca de
metais no chimarrdo, umas das bebidas originadas pela erva-mate.

Braganca et al. (2011) avaliaram a presenga de elementos traco em diferentes bebidas

provenientes da erva-mate (chimarrdo e tereré) por GF AAS, sendo que eles observaram
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grandes diferencas nas concentragdes dos metais devido aos vérios fatores que envolvem a
cultura da erva.

Da Costa et al. (2009) verificaram o fracionamento de Al em erva-mate verde e tostada
(cha-mate) por FAAS. Foi possivel observar que a lixiviacdo de Al é maior em infusdo de mate
verde do que no mate tostado, sendo que para 0 mate verde, amostras com maior concentragéo
de compostos fendlicos facilitam a lixiviacdo do metal.

Outro estudo de labilidade de Al em infusGes de erva-mate verde e tostada também foi
realizado por Campos et al. (2014), utilizando, no entanto, voltametria adsortiva de redissolucao
catddica. Os autores observaram que os compostos polifendlicos contribuem na solubilizagao
do Al presente na erva-mate, sendo que a maior parte do Al presente nas infusdes da erva estaria
complexado com as melanoidinas, compostos fendlicos e flavonoides, minimizando a sua
biodisponibilidade.

Tendo-se a avaliacdo da concentracdo total dos metais em cha-mate, € necessario
verificar a seguranca alimentar dos mesmos, avaliando-se a contribuic¢éo nutricional e possiveis

efeitos toxicos dos metais presentes na bebida.

2.3 PRESENCA DE METAIS EM ALIMENTOS E BEBIDAS

Como se sabe, os alimentos e bebidas séo as principais fontes de ions metélicos para 0s
seres Vvivos, acompanhados de particulas do solo — ingestdo direta ou sem intencdo
(INTAWONGSE e DEAN, 2006; GHARIBZAHEDI e JAFARI, 2017). A presenca de espécies
metalicas nos alimentos pode ser natural ou proveniente da contamina¢do ambiental e industrial
(processo de producéo dos alimentos) (VERSANTVOORT et al., 2005).

Os elementos sdo fundamentais durante varios estagios da vida do ser humano, atuando
em diversas fungdes essenciais do organismo. Elementos como Ca, Na, K, Mg, ditos elementos
majoritarios essenciais, sdo encontrados em grandes quantidades nos alimentos e sdo
fundamentais em varios processos bioldgicos dos organismos vivos. O Ca, por exemplo, esta
envolvido em processos de coagulagdo sanguinea, fotossintese, divisdo celular, contracéo
muscular, e muitas outras fungdes essenciais a qualquer organismo vivo (DAMODARAN,
PARKIN e FENNEMA, 2010). Os alimentos s&o as principais fontes de Ca para a ingestdo
humana e sua quantidade de ingestdo adequada esta entre 1000-1300 mg/dia.
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Micronutrientes ou elementos minoritarios essenciais como Cu, Zn, Fe, Mn, Se, Cr,
entre outros, também sdo encontrados em alimentos e bebidas, e no organismo humano
desempenham funcées primordiais.

O Zn, por exemplo, age na estrutura e na catalise de metaloenzimas, além de ser
fundamental na regulacdo da expressdao genética (SCHERZ e KIRCHHOFF, 2006;
GHARIBZAHEDI e JAFARI, 2017). Porém, seus beneficios sdo adquiridos com ingestao
adequada, pois com ingestdo excessiva, 0 Zn pode prejudicar a absorcdo de Fe e Cu pelo
organismo dos seres vivos (SCHERZ e KIRCHHOFF, 2006; DAMODARAN, PARKIN e
FENNEMA, 2010). A ingestdo diaria recomendada (IDR) de Zn para adultos é de 8 e 11 mg
dia? para mulheres e homens, respectivamente (IOM, 2001; FAO/WHO, 2004; BRASIL,
2005).

O Cr(I11) pode ser considerado bioativo, pois sua presenca na dieta de seres vivos esta
relacionada com o metabolismo de glicose, lipideos e proteinas (QUINAIA e NOBREGA,
1999; 2000; DOBROWOLSKI, PAWLOWSKA-KAPUSTA e DOBRZYNSKA, 2012).
Contudo, a espécie Cr(V1) é considerada toxica, causadora de graves problemas respiratérios e
dermatites em geral, além de ser um agente -carcinogénico (DOBROWOLSKI,
PAWLOWSKA-KAPUSTA e DOBRZYNSKA, 2012). Um limite aceitavel para ingestdo
diaria de Cr é de 5 pg kg de peso corpéreo (BAARS et al., 2001).

O Cu é um elemento traco essencial e pode ser considerado vital para varias enzimas
(ELLINGSEN, HORN e AASETH, 2007). Além disso, o Cu pode ser associado ao
metabolismo do esqueleto, sistema imunoldgico e na prevencao de doencas cardiovasculares
(PEDROSA e COZZOLINO, 2007). No entanto, distarbios no metabolismo de Cu podem
causar graves problemas de saide, a exemplo das doencas de Menkes — defeito na absor¢éo
intestinal de Cu, provocando deficiéncia funcional grave do metal — e de Wilson — defeito na
excrecdo do metal pela bile, causando acimulo nos tecidos (PEDROSA e COZZOLINO, 2007;
ELLINGSEN, HORN e AASETH, 2007; BANDMANN, WEISS e KALER, 2015). O valor de
IDR para adultos é de 900 pg de Cu por dia (IOM, 2001; BRASIL, 2005). No entanto, em
relacdo a massa corpérea, um limite semanal aceitavel é de 500 pug de Cu por kg de peso
corporeo (FAO/WHO, 2014).

Muitas vezes os alimentos séo enriquecidos com esses elementos a fim de proporcionar
as pessoas um consumo diario adequado dessas espécies, ja que sua falta na dieta humana causa
problemas de satde (SARACOGLU et al., 2007). No entanto, a ingestao destes elementos deve

ser controlada, visto que excessos podem levar a graves efeitos toxicos no organismo
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(SARACOGLU et al., 2007; DEMIREL et al., 2008). E preciso também, considerar a forma
como esses elementos estdo presentes na matriz de interesse (formas sollveis, ions livres e
complexados — complexos soluveis e insoliveis) (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA,
2010).

Nos alimentos podem ser encontrados ainda elementos como Pb, Cd, Hg, As, entre
outros, que nio desempenham nenhuma fungdo no organismo humano (HERNANDEZ-
MARTINEZ e NAVARRO-BLASCO, 2013; CHERFI, ABDOUN e GACI, 2014), e podem
apresentar toxicidade dependendo da concentracéo e da sua forma — se o metal estiver soltvel,
na sua forma livre (por exemplo, Pb?*, Cd?*, etc.) ou complexado por aminoacidos, acidos ou
sais organicos e por componentes da bile (BOSSO e ENZWEILER, 2008).

O Pb, por exemplo, além de problemas renais, hepaticos, neuromusculares, entre outros,
é responsavel por causar, principalmente em criancas, danos neuroldgicos que podem refletir
na capacidade de aprendizagem das mesmas (SKERFVING e BERGDAHL, 2007; ER,
SENKAL e YAMAN, 2013). Deve-se ressaltar que os efeitos toxicos sdo referentes a forma
livre ou complexada do Pb, ambas sollGveis. Alguns complexos deste metal tém baixa
solubilidade e assim, baixa toxicidade (BOSSO e ENZWEILER, 2008). Atualmente, ndo existe
uma dose de ingestdo segura em relacdo a ingestdo do metal. J& o Cd, considerando uma
ingestdo a longo prazo, pode causar danos nos rins, figado, trato gastrointestinal, coracéo, vasos
sanguineos, além de enfraquecer a estrutura 6ssea dos seres vivos (WAALKES, 2003;
MAIHARA e FAVARO, 2007). Para Cd, considera-se toleravel um limite de 25 pg kg* de
peso corpéreo (FAO/WHO, 2014).

O Al também ndo é considerado um elemento com funcdo bioldgica conhecida, e
estudos relatam uma alta ingest&o deste metal através dos alimentos e bebidas (principalmente
ervas e plantas) (EFSA, 2008). Altas doses de Al no organismo vém sendo associados a
problemas neuroldgicos e doencas neurodegenerativas, dentre 0s quais pode-se citar a doenca
de Alzheimer (MOLLOY et al., 2007; DA COSTA et al, 2009; BARCENA-PADILLA et al.,
2011). O limite toleravel para este metal é de 2 mg kg™ de peso corporeo (FAO/WHO, 2014).

A determinagdo de espécies metalicas em alimentos e bebidas vem sendo bastante
estudada nos ultimos anos, principalmente com o0s crescentes casos de contaminagcdo de
alimentos, principalmente por metais toxicos. Na literatura podem ser encontrados estudos de
determinacéo de espécies metalicas toxicas em alimentos e bebidas como mel, gelatina, agucar,
leite, vegetais, vinho, entre outros (QUINAIA e NOBREGA, 1999; 2000; GARCIA et al., 2003;
GARCIA et al., 2005a; 2005b; AJTONY et al., 2007; AJTONY et al., 2008; DOBROWOLSKI
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et al., 2012). Nesse sentido, novas metodologias analiticas estdo sendo desenvolvidas visando

facilitar a quantificacdo de ions metalicos em géneros alimenticios.

2.4 DETERMINACAO DE METAIS EM ALIMENTOS

Como ja comentado, a presenca de espécies metélicas em alimentos e bebidas é muito
comum, e uma forma de avaliar a qualidade dessas matrizes é verificar a quantidade de metais
presentes nas mesmas.

Normalmente, a determinacdo de espécies metalicas presentes em baixas concentracdes
em alimentos é realizada por técnicas espectrométricas de analise baseadas em absor¢édo ou
emissdo atomica (POHL, 2009; BATISTA et al., 2012; YUCEL e SULTANOGLU, 2012).
Nesse caso, ganham destaque a Espectrometria de Absorcdo Atdmica em Forno de Grafite (GF
AAS) e a Espectrometria de Absorcdo Atdmica em Chama (FAAS) (POHL et al., 2012a). As
técnicas espectrométricas apresentam baixo custo, por exemplo quando comparadas a
equipamentos de emissdo com plasma — ICP OES e ICP-MS, alta sensibilidade e seletividade,
além de fornecerem resultados precisos e exatos (POHL, 2012a; YUCEL e SULTANOGLU,
2012).

Geralmente, quando se realizam determinacBes de espécies metélicas em alimentos,
utilizando AAS é necessario que a amostra sofra um tratamento que possa extrair o analito para
solucdes aquosas mais simples, para que 0 mesmo possa ser determinado (MENDES et al.,
2006; POHL, 2009). Isso é necessario devido a complexidade da matriz alimentar, que possui
muitos compostos organicos e demais substancias interferentes.

Nesse sentido, a aplicacdo de procedimentos com altas temperaturas e 0 uso de reagentes
oxidantes sdo necessarios a fim de destruir a matéria organica presente na matriz de interesse.
Para isso, geralmente, sdo utilizados procedimentos baseados na digestdo por via seca e/ou por
via Umida das amostras avaliadas.

Na digestdo por via umida sdo empregados acidos, geralmente nitrico e sulfurico, que
podem ser combinados com outros reagentes oxidantes como, por exemplo, peréxido de
hidrogénio, com a finalidade de destruir a matriz organica da amostra e extrair a espécie
metalica de interesse (MENDES et al., 2006; SARDANS, MONTES e PENUELAS, 2010;
BARIN et al., 2016). Brevemente, para este procedimento, a amostra com adi¢do desses
reagentes € aquecida em temperaturas brandas até sua decomposi¢do total. O uso de

temperaturas ndo muito elevadas é necessario para evitar perdas da solucdo e do analito. Esse
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procedimento, na maioria das vezes, é realizado em béquer aberto, ou com refluxo, através do
uso de vidro-relogio (0 que garante menor contaminacao e/ou perdas de amostra e analitos no
procedimento), como pode ser observado em relatos na literatura (BORGES et al., 2014). O
uso de tubos de vidro agquecidos em bloco digestor também é amplamente empregado para
digestdo de varios tipos de amostras (KHAN et al., 2014; FILHO et al., 2018).

Uma das alternativas para diminuir ainda mais a contaminacdo da amostra ou perdas
dos elementos de interesse, é fechar o sistema de digestdo. Sistemas fechados, vem sendo
empregados para mineralizacdo da amostra ha muitos anos. Eles demonstram eficacia na
digestdo de diferentes amostras, a exemplo do método de Carius (proposto em 1860 por Georg
Ludwig Carius), uso de frascos de PTFE pressurizados, etc. (BARIN et al., 2016). Ainda é
possivel adaptar frascos fechados em condicdes brandas de digestdo. Um exemplo disso, é o
uso de tubos criogénicos ou tubos tipo falcon, sendo que esse método é baseado na
mineralizacdo da amostra de interesse com uso de pequenos volumes de reagentes oxidantes
(HNOs, H203, etc.) e aquecimento brando (FILHO et al., 2018). Esse procedimento é muito
pouco utilizado em processos de abertura de amostra, porém pode apresentar vantagens tais
como rapida homogeneizacdo da amostra, reducdo no volume de reagentes (frente a métodos
tradicionais de abertura de amostra como a digestdo em béquer), e reducdo do risco de
contaminagdo da amostra ou perda do analito de interesse.

Outra forma eficaz de digerir uma amostra ¢ empregando um sistema fechado com
radiacdo de micro-ondas para aquecimento da mesma. Esse sistema comegou a ser empregado
no ano de 1975, ocorrendo um aumento exponencial de seu uso na década de 90 (DE MORAES
et al., 2016). Neste caso, a radiacdo eletromagnética é absorvida e convertida em energia
térmica, o que conduz ao aquecimento do meio reacional. Suas vantagens estdo relacionadas
com o aumento da velocidade das reac6es devido as altas temperaturas e pressdes empregadas;
reducdo da contaminacdo da amostra e perda dos analitos; e minimizacdo do volume de
reagentes empregados, frente ao método tradicional de abertura de amostra por via Gmida
(SANTELLLI et al., 2006; DE MORAES et al., 2016). Esse tipo de procedimento vem sendo
muito empregado para abertura de diferentes amostras, sejam elas alimentares, ambientais ou
bioldgicas (KAYA, AKDENIZ e YAMAN, 2008; KORN et al., 2008; DE PAULA et al., 2012)

Posteriormente, em todos os casos, a solu¢do ou residuo da digestdo é transferida para
frasco volumétrico, o qual é aferido com agua (geralmente ultrapura) até o volume desejado.

As vantagens desses procedimentos estdo relacionadas com a facilidade de manipulacéo e com
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a utilizacdo de curvas analiticas com padrdo externo, o que facilita as determinagdes dos metais
de interesse (SARDANS, MONTES e PENUELAS, 2010).

Ja as digestdes por via seca (ou por combustdo) sdo realizadas, mais comumente, por
procedimentos de calcinacdo, onde a amostra pode ser colocada em forno mufla empregando
rampas de aquecimento que variam entre 100 a 600 °C, dependendo do elemento a ser
analisado. Neste procedimento, a fragdo organica da amostra € carbonizada, restando apenas o
residuo inorgéanico na forma de cinzas (FLORES et al., 2016). A escolha da temperatura de
calcinacdo adequada ao analito € muito importante para evitar a perda do mesmo por
volatilizacdo. Neste sentido, esse procedimento acaba sendo mais empregado para a
determinacdo de espécies metalicas, visto que ndo-metais sdo facilmente volatilizados
(FLORES et al., 2016). Posteriormente, as cinzas obtidas sdo diluidas em solucdes acidas,
podendo conter um &cido ou uma mistura de acidos (POHL, 2009; SARDANS, MONTES e
PENUELAS, 2010).

Para iogurte, na literatura podem ser encontrados trabalhos que contemplam o uso de
procedimentos de digestdo para mineralizacdo da amostra e posterior determinacdo de metais
na matriz.

Khan et al. (2014), avaliaram a concentragdo de micronutrientes e elementos trago em
leite e iogurte por ICP-MS. Para digestéo, 1 a 2 g de amostra foram colocadas em tubos de vidro
com 25 mL de HNOgz 70% (m/m) e 2 mL de H20230% (m/v). As amostras foram digeridas em
bloco digestor, com aumento gradual da temperatura (50 a 160 °C). O tempo de digestdo
completa foi de 10 a 12 horas considerando a obtencdo de solugdes limpidas sem residuos da
amostra. Por fim, as soluces digeridas foram adicionados 7 mL de HNO3 e aferiu-se o volume
final com agua ultrapura. Neste estudo, os autores conseguiram empregar um procedimento de
digestdo das amostras com recuperagdes acima de 92% para os metais avaliados. Além disso,
foi possivel quantificar elementos minoritarios e elementos traco em leite e iogurte, sendo que
neste ultimo, metais toxicos como Pb e Cd puderam ser quantificados em ambas matrizes. As
concentragdes destes metais em iogurte variaram de 1,36 + 0,022 (Cd) a 24,50 + 0,034 ng g
(Pb).

Luis et al. (2015) verificaram a ingestdo de metais a partir de iogurte, empregando ICP
OES). A digestdo foi realizada por via seca, sendo que 20 g de cada amostra de iogurte foram
colocadas em cépsulas de porcelana, e foram dessecadas em forno a vacuo termorregulado a 70
°C, por 72 horas. A amostra foi entdo calcinada em forno mufla, aumentando-se a temperatura

gradualmente, até 450 °C, e mantendo-se nesta condicdo por 48 horas. As cinzas resultantes
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foram solubilizadas em HNO3 1,5% (v/v), e a solucéo foi aferida com agua ultrapura até volume
final de 25 mL. Neste caso, a exatiddo do método foi avaliada utilizando material de referéncia
certificado, sendo que as recuperacfes dos metais estudados foram maiores que 94,5%. Os
autores conseguiram quantificar a maioria dos elementos em amostras de iogurte (com e sem
sabor), sendo que dentre os micronutrientes, Zn apresentou as maiores concentracoes (até 3,10
+0,85 ug gb).

No entanto, os procedimentos baseados em digestdo por via seca ou por via umida
podem apresentar algumas desvantagens, como por exemplo: maior tempo de preparo das
amostras (a decomposicdo da amostra pode levar horas); uso de grandes volumes de reagentes,
0s quais, na maioria das vezes, sdo de alto grau de pureza, o que aumenta também o custo da
analise; e emprego de reagentes toxicos e perigosos. Como observado nos estudos citados para
mineralizacdo do iogurte, a quantidade elevada de reagentes e o longo tempo de digestdo,
deixam a analise dispendiosa e morosa. Além disso, 0 maior tempo de preparo da amostra e as
etapas de aquecimento envolvidas nos procedimentos, podem ter como consequéncia a perda
do analito por volatilizacdo ou mesmo a contaminagdo da amostra, o que pode influenciar toda
a analise (MAGALHAES et al., 1998; POHL, 2009; SARDANS, MONTES e PENUELAS,
2010; DE ANDRADE et al., 2014).

Com o intuito de diminuir a manipulacdo e o tempo de preparo das amostras, novas
metodologias analiticas vém sendo desenvolvidas. Uma dessas alternativas é o uso da
amostragem em suspensdao para a determinacdo direta (sem etapas de pré-tratamento de
amostra) dos metais em diferentes matrizes alimentares e ambientais (DOBROWOLSKI et al.,
2012; DE ANDRADE et al., 2014; DE ANDRADE et al., 2018). As suspensdes diferem das
solucBes aquosas, pois o0 tamanho da particula dissolvida é geralmente grande e por esse motivo
este tipo de dispersdo, sob efeito da luz, torna-se opaca, devido ao espalhamento da luz causado
pelas particulas. A amostragem em suspensao apresenta vantagens, pois reduz o tempo de
preparo das amostras, minimiza problemas das radiacdes de fundo (se comparada a andlise
direta de sélidos), possibilita 0 uso de padrdes aquosos na calibracdo e minimiza problemas de
contaminagio ou perda do analito (MAGALHAES et al., 1998; ALVES et al., 2001;
DOBROWOLSKI et al., 2012; NOMURA et al., 2016).

Um dos cuidados que devem ser tomados ao se trabalhar com amostragem em
suspensdo, é garantir a representatividade da amostra, levando-se em consideragdo a
estabilidade e homogeneidade da suspensio (LAJUNEN e PERAMAKI, 2004; DAMIN, 2009;

NOMURA et al., 2016). Nesse sentido, sdo comumente empregados agitadores mecanicos,
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agitacdo ultrassdnica, misturadores por efeito vortex, agentes estabilizantes (Triton X-100,
glicerol, emulsdo antifoam B, trietanolamina), entre outros, a fim de garantir a homogeneidade
das particulas em solucdo (NOMURA et al., 2016).

Considerando a natureza e caracteristicas das amostras, a extracdo de elementos
assistida por ultrassom ganha destaque, principalmente porque 0 processo proporciona a
extracdo parcial ou total de muitos analitos da fase s6lida para a fase liquida (MAGALHAES e
ARRUDA, 1998; KORN et al., 2016). A sonicacao envolve a extracdo das espécies quimicas
de interesse em diversos tipos de matrizes e amostras, uma vez que 0 processo de cavitacao
(gerac@o de microbolhas de gas no interior de uma solucéo) gera altas temperaturas pela acdo
mecanica entre particulas sélidas e liquidas, facilitando processos como a dissociacao, fuséo e
lixiviagdo (MENDES et al., 2006; PAES, 2007; BENDICHO et al., 2012). Neste caso, devido
a acdo de microjatos, pode ocorrer a desagregacdao do material; podendo ocorrer ainda a
diminuicdo do gradiente de concentragdo nas proximidades do material sélido, ou fusdo do
solido devido as altas temperaturas geradas pelo colapso das bolhas de cavitagdo, como
mencionado anteriormente (KORN et al., 2016). Na suspensao, a presenca do material solido
leva a deformacdo das bolhas de cavitacdo. No entanto, essa deformacdo faz com que, no
momento do colapso, 0s microjatos sejam direcionados para o material sélido, facilitando a
agitacdo da suspensdo (KORN et al., 2016).

Na literatura, sdo apresentados alguns trabalhos de determinagéo direta de metais em
matrizes alimentares. Diversas espécies metalicas foram determinadas diretamente em
alimentos como mel, iogurte, alimentos para bebé, leite, aclcar, gelatina, entre outros
(QUINAIA e NOBREGA, 1999; 2000; VINAS et al., 2000; GARCIA et al., 2003; POHL et
al., 2010; DE ANDRADE et al., 2014; DE ANDRADE et al., 2018).

No Brasil, alguns trabalhos utilizam a anélise direta para a determinagdo de metais por
técnicas espectrométricas. Trabalhos foram desenvolvidos utilizando a amostragem em
suspensédo aliada a GF AAS para determinacdo de metais em gelatina e mel, por exemplo
(QUINAIA e NOBREGA, 1999; DE ANDRADE et al., 2014).

Para iogurte, sdo poucos os trabalhos que relatam o uso da amostragem em suspensao
para determinacao de metais por AAS. Brandao et al. (2010) e Branddo, Matos e Ferreira (2011)
avaliaram a determinacdo direta de Zn, Ca e Mg em iogurte utilizando FAAS com fonte
continua de alta resolucéo. I1sso demonstra a necessidade em desenvolver novas metodologias

baseadas em analise direta de metais em iogurte aliada a AAS.
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Tendo-se a avaliacdo da concentracdo total dos metais em consumiveis, é necessario
verificar a seguranca alimentar dos mesmos, avaliando-se a contribui¢do nutricional e possiveis
efeitos toxicos dos metais presentes nos alimentos para os seres vivos. Na quantificacdo total
ndo sdo levadas em consideracdo as formas em que sdo encontrados 0s elementos. Sabe-se que
0s metais podem ser encontrados em alimentos na forma livre (na forma de ion) —em diferentes
estados de oxidacdo — ou complexados. A adicdo de agentes quelantes/complexantes em
alimentos € muito comum, principalmente para retencdo de metais, prevenindo acdes
indesejadas dos mesmos no organismo (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010). Caso
esses ions ou complexos metalicos sejam solUveis no trato gastrointestinal, a absor¢éo intestinal
torna-se possivel, e dependendo do metal, podem causar efeitos toxicos aos seres vivos. Casos
0s metais, principalmente os complexados, estejam fortemente ligados aos quelatos, ou esses
sejam insoluveis, eles ndo podem ser absorvidos pelo organismo, sendo assim excretados
(BOSSO e ENZWEILER, 2008; DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

Isso demonstra que nem sempre a quantidade de metais presentes nos alimentos esta
biodisponivel no organismo, ou seja, nem toda a quantidade de metais ingerida na alimentacéo
é realmente absorvida pelo organismo (VERSANTVOORT et al., 2005; BRANDON et al.,
2006). Nesse sentido, faz-se necessario avaliar a bioacessibilidade dos ions metalicos no

organismo dos seres Vivos.

2.5 AVALIACAO DA BIOACESSIBILIDADE DE [ONS METALICOS EM MATRIZES
ALIMENTARES

Como se sabe, os alimentos e bebidas sdo umas das principais fontes de ingestdo de
metais para a dieta dos seres vivos. No entanto, a quantidade ingerida de metais ndo esta
relacionada com a quantidade realmente absorvida pelo organismo humano, visto que a
interacdo destes com o alimento ou com as enzimas do processo de digestdo podem modificar
sua biodisponibilidade.

E importante definir de uma forma mais geral o termo biodisponibilidade como uma
fragéo da concentragéo total de um elemento presente em algum compartimento ambiental ou
alimento especifico que pode estar ou pode ficar disponivel para absor¢do ou ingestdo pelos
seres vivos (PEIJNENBURG e JAGER, 2003; BATLEY et al., 2004). Essa biodisponibilidade
vai depender, entre outros fatores, da especiacdo (forma quimica que metal se encontra - ion

livre ou complexado) e interacdo das espécies de interesse com a matriz.



42

Em termos de ingestdo oral de espécies metélicas por seres vivos, bioacessibilidade é
definida como a fracdo de um composto, no caso ions metalicos, que apds a ingestao, deixa a
matriz alimentar e é lancado no trato gastrointestinal, tornando-se disponivel para a absorcéao
intestinal (INTAWONGSE e DEAN, 2006; MACHADO, CESIO E PISTON, 2017;
ABOLLINO et al., 2018). Esta fracdo é considerada como um representativo da quantidade
maxima de um composto ou substancia disponivel para absorcdo intestinal em seres vivos
(PEINNENBURG e JAGER, 2003). J4 em relacdo a fracdo de ions metalicos que atinge a
corrente sanguinea a partir do trato gastrointestinal, ou seja, aquela fracdo que realmente é
absorvida pelo organismo, essa pode ser associada a fracdo biodisponivel dos ions metalicos
ingeridos (BOSSO e ENZWEILER, 2008). A bioacessibilidade e a biodisponibilidade de ions
metalicos dependem de varios processos como digestdo, absorcdo, transporte, utilizacdo e
eliminacdo dos elementos ingeridos (DOMINGUEZ-GONZALES et al., 2010).

A biodisponibilidade pode ser avaliada in vivo pela quantificacdo das espécies metalicas
de interesse presentes no sangue, em tecidos, 6rgaos, pelos e 0ssos de cobaias (geralmente ratos,
coelhos e porcos) (BOSSO e ENZWEILER, 2008). Os testes in vivo para avaliar a
biodisponibilidade de elementos sdo considerados confidveis, porém demandam por
profissionais especializados e com infra-estrutura especifica, muitas vezes indisponiveis para
pesquisas. Além disso, possuem alto custo e demandam de um longo tempo de pesquisa
(BOSSO e ENZWEILER, 2008; RODRIGUEZ-AMAYA, 2010; SOUZA et al., 2018). Esses
aspectos estimularam a busca por métodos alternativos, baseados em metodologias
simplificadas e eficazes, através de ensaios laboratoriais in vitro.

A bioacessibilidade pode ser avaliada por uma simulacao da digestéo gastrointestinal in
vitro, onde sdo simuladas as etapas de digestdo que ocorrem no estbmago com suco gastrico e
no intestino delgado com suco intestinal (KHOUZAM, POHL e LOBINSKI, 2011;
MACHADO, CESIO E PISTON, 2017). O suco gastrico é constituido basicamente de &cido
cloridrico que permite a dissolucao de 6xidos, sulfitos e carbonatos de metais labeis, e enzimas
que auxiliam na quebra de proteinas e na dissolucdo das amostras (INTAWONGSE e DEAN,
2006). Ja o suco intestinal € constituido por enzimas, sais de bilis e bicarbonato, que produzem
um efeito necessario para a quebra de polissacarideos, proteinas e gorduras, fazendo com que
estes (assim como as espécies metalicas) se tornem mais suscetiveis a absorgédo
(INTAWONGSE e DEAN, 2006). Por fim, a fragcdo do elemento disponivel para absorcao pode
ser quantificada (VERSANTVOORT et al., 2005; INTAWONGSE e DEAN, 2006; BOSSO e
ENZWEILER, 2008; POHL et al.; 2012b). A bioacessibilidade in vitro pode ser considerada
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uma alternativa rapida e de baixo custo em relacdo aos ensaios de biodisponibilidade in vivo
(HENDERSON et al., 2014; SOUZA et al., 2018).

No entanto, durante o procedimento de bioacessibilidade, alguns aspectos devem ser
levados em consideracdo a fim de manter a maior similaridade possivel com o processo de
digestdo humana (INTAWONGSE e DEAN, 2006):

i. A temperatura utilizada no procedimento deve ser de 37 °C, que é a temperatura normal do
corpo humano.

ii. E necessario utilizar alguma forma de agitacéo para simular a mistura gastrointestinal, a qual
deve ser mantida por um periodo de 1 a 4 (ou 5) horas em cada etapa do processo de digestao.
iii. Apesar da digestdo de alimentos iniciar pela boca, muitos estudos ndo demonstram a
importancia em simular o procedimento a partir deste compartimento. 1sso ocorre porque o pH
da saliva é proximo ao neutro, o que acaba ndo influenciando na dissolugcdo dos metais e outros
componentes dos alimentos. Na maioria das vezes as extracdes séo realizadas apenas com a
adicdo do suco gastrico e suco intestinal.

iv. A principal enzima envolvida no processo gastrico ¢ a pepsina (1,25 a 10 mg mL™). Para os
devidos fins, ela é preparada em solucdo de HCI (pH entre 1,1 a 4). Na etapa intestinal, a
composicédo principal do suco é feita com pancreatina e sais biliares, sendo que o pH do meio
é mantido entre 5 e 8.

v. Antes da quantificacdo dos elementos de interesse, & necessario separar 0s metais lancados
em cada etapa da digestdo simulada. Para isso sdo utilizados os procedimentos de centrifugacéo,
filtracdo e/ou dialise, sendo que cada um deve ser utilizado e abordado da maneira mais
adequada para a proposta de trabalho.

vi. Por fim, as fragdes soluveis dos metais sdo quantificadas por técnicas analiticas de absorcao
e emissao atdbmica.

Uma série de diferentes modelos in vitro levam em consideracdo as variaveis associadas
a simulacdo do sistema digestivo humano, incluindo a boca e os compartimentos gastrico e
intestinal. Cada abordagem é apropriada para o proposito especifico do trabalho a ser
desenvolvido: contaminantes avaliados, matriz, objetivo da triagem, entre outros. Alguns
modelos relatados na literatura sdo: teste de extracdo baseado na fisiologia (PBET -
physiologically-based extraction test) (RUBY et al.,1996); método gastrointestinal in vitro
(IVG - in vitro gastrointestinal method); Instituto Nacional Holandés de Saude Publica e
Método de meio ambiente (RIVM - Dutch National Institute for Public Health and the

Environment method); entre outros. Esses métodos sdo considerados simples, rapidos, de baixo
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custo e faceis de controlar (TOKALIOGLU et al., 2014). Além disso, esses procedimentos
levam em consideracao as fases gastricas e intestinal do sistema digestivo. Alguns estudos ainda
se utilizam do balan¢o de massa para obter um controle de qualidade do procedimento de
bioacessibilidade e ter uma estimativa mais precisa da biodisponibilidade dos ions metalicos.
Esses calculos sdo feitos com base no contetdo total do elemento e na soma das fraches
bioacessiveis e residuais para cada nutriente individual (HERRERA-AGUDELO, MIRO E
ARRUDA, 2017).

Na literatura existem inumeros procedimentos relatando a bioacessibilidade de ions
metalicos a partir de diferentes matrizes alimentares. A Tabela 2.1 apresenta alguns destes

procedimentos disponiveis na literatura.



Tabela 2.1. Diferentes procedimentos relatados na literatura para bioacessibilidade de metais a partir de alimentos
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Analito

Matriz

Técnica analitica

Condicdes de extracao

Resultados

Referéncia

Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn

Mel

FAAS

2,5 g de mel + 10 mL de suco gastrico (3,2 g
L de pepsina, 2,0 g L de NaCl e 0,08 mol
L de HCI) (37 °C, 2 horas) + 10 mL de suco
intestinal (10,0 g L™ de pancreatina, 12,5 g
L de sais de bilis e 0,07 g L* de K2HPO4
em NaOH 0,02 mol L) + (37 °C, 2 horas).

Bioacessibilidade de 80 a 100% de todos
0s metais determinados, o que indica que a
biodisponibilidade dos mesmos pode ser
alta também.

POHL et al., 2012b

Fe, Zn, Cue Mn

Alimentos para bebés

ICP-MS

6 mL de saliva para 3 g de amostra (37 °C, 5
min) + 12 mL de suco gastrico (37 °C, 2
horas, 55 rpm) + 12 mL de suco duodenal +
6 ml de bile + 2 mL de NaHCO3 (37 °C, 2
horas, 55 rpm).

Fracgdo bioacessivel de metais variou entre
as amostras, sendo que nenhum metal
apresentou bioacessibilidade total a partir
dos alimentos.

DA SILVA etal,,
2013

Cu, Fe, Mne Zn

Sementes de Soja

ICP OES

Método BARGE - 300 mg de semente
pulverizada + 4,5 mL de saliva + agitacdo
manual por 10 s + 6,75 mL de suco géstrico
+ (37 °C, 1 hora, 7 g) + 13,5 mL de suco
duodenal + 4,5 mL de fluidos biliares (37 °C,
4 horas, 7 g)

A fase géstrica apresentou maior
bioacessibilidade de micronutrientes do
que a fase intestinal, sendo que foram
observadas  diferengas entre  sojas
transgénicas e ndo-transgénicas.

HERRERA-
AGUDELO, MIRO E
ARRUDA, 2017

As, Cd, Cu, Fe, Ni, Pb e
Zn

Alcachofra

FAAS e ET AAS

0,5 g de amostra + 5 mL da solugdo géastrica
(3 g L* de pepsina e HCI 0,12 mol L) e
agitada em vortex por 2 min (banho-maria a
37 °C, 2 horas) + 5 mL de suco intestinal (2
g L de sais hiliares, 5 g L™ de pancreatina
e 0,016 mol L de NaOH) e agitada em
vortex por 2 min (banho-maria a 37 °C, 2
horas)

Alta bioacessibilidade de Cu a partir do
vegetal, demonstrando que a contribuigdo
nutricional do alimento é muito
significativa com relagéo a ingestéo diaria
recomendada (IDR) do metal.

MACHADO, CESIO
E PISTON, 2017




46

Apesar de estudos de bioacessibilidade e biodisponibilidade terem aumentado nos
ultimos anos, na literatura brasileira os dados para estes testes sdo escassos. No Brasil, podem
ser encontrados estudos de bioacessibilidade que ainda estdo sendo realizados em matrizes
como vegetais; sementes de linhaca, gergelim, soja, leite; chas; alimentos infantis; entre outros.
(FIOROTO, et al., 2013; JUNIOR e DANTAS, 2013; DA SILVA et al., 2013; DA SILVA et
al., 2015; SOUZA, 2015; DOS SANTOS, 2016; HERRERA-AGUDELO, MIRO E ARRUDA,
2017).

Devido a grande diversidade de alimentos e bebidas existentes no pais torna-se
necessario o desenvolvimento de metodologias que contemplem a avaliagdo da concentracdo
total e principalmente da bioacessibilidade de ions metalicos a fim de prover mais informacdes
sobre a atuacdo dos mesmos no organismo dos seres Vivos.

Portanto, neste trabalho buscou-se verificar a presenca de metais em diferentes amostras
de iogurte, empregando amostragem em suspensdo, e na bebida proveniente do cha-mate,
ambos comercializados no estado do Parana, bem como avaliar a porcentagem de ingestao
destes metais ap0s digestao enzimatica das matrizes de interesse. Vale ressaltar que estudos em
relacdo a concentracdo total (utilizando a amostragem em suspensao para preparo de amostra e
avaliacdo do cha na forma de bebida para consumo) e a fracdo bioacessivel de metais nestes
alimentos e bebidas sdo escassos. 1sso pode auxiliar na obtencdo de maiores informacdes destes
produtos, relacionados principalmente, com a qualidade e seguranga alimentar dos mesmos.

Como as matrizes avaliadas neste estudo sdo distintas e apresentam complexidades
diferentes em relacdo ao preparo de amostra e quantificacdo de metais, a parte experimental e
resultados e discussdo para iogurte e cha-mate, em relacdo a concentracdo total e as fragcdes
bioacessiveis, sdo apresentados em capitulos distintos.
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CAPITULO 3

IMPLANTACAO E VALIDACAO DE METODOLOGIAS ANALITICAS PARA
DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES TOTAIS E DAS FRACOES
BIOACESSIVEIS DE IONS METALICOS EM IOGURTE

O iogurte é um produto fermentado, que possui uma composicao similar ao leite, no
entanto, com uma maior quantidade de compostos organicos, tais como proteinas, vitaminas,
lipideos, além de minerais (BRANDAO et al., 2010; WANG et al., 2013). Sendo assim, 0
iogurte pode ser considerado uma boa fonte de nutrientes e minerais na dieta humana, além de
ser amplamente consumido pela populacdo mundial, principalmente criancas e idosos
(HEKMAT e MCMAHON, 1997; BRANDAO et al., 2010; LLORENT-MARTINEZ et al.,
2012). Esse elevado consumo de iogurte pode estar relacionado ao fato deste alimento ser
encontrado em diferentes sabores, texturas, consisténcia e incrementos (pedagos de frutas,
cereais, entre outros) (LLORENT-MARTINEZ et al., 2012; LUIS et al., 2015). Em alguns
casos, minerais e outros nutrientes sao adicionados em alimentos como o iogurte para minimizar
a deficiéncia dos mesmos, intensificando assim, sua agdo no organismo humano (WATZKE,
1998; SARACOGLU et al., 2007).

A determinacdo de metais em matrizes complexas como o iogurte, ndo é uma tarefa
trivial, sendo necessario destruir a matriz organica do alimento, através de procedimentos de
digestdo por via seca ou por via imida (KORN et al., 2008). Devido aos altos volumes de
reagentes e as altas temperaturas utilizadas nestes procedimentos, podem haver perdas dos
analitos de interesse ou contaminacdo da amostra e por isso, métodos alternativos como a
amostragem em suspens&o vém sendo estudados (SARDANS, MONTES e PENUELAS, 2010;
DE ANDRADE et al., 2018). Para iogurte, sdo poucos os trabalhos que relatam o uso desse tipo
de procedimento e abrangem apenas macro e micronutrientes (BRANDAO et al, 2010;
BRANDAO, MATOS e FERREIRA, 2011). Neste sentido, a viabilidade do uso das suspensdes
na determinacdo de metais traco é de grande importancia para manter o controle de qualidade
deste tipo de alimento de alto consumo populacional. No entanto, a determinacao do teor total
de ions metélicos em alimentos nédo é suficiente para avaliar a potencialidade nutricional ou
toxica dos mesmos. Para isso € necessario avaliar a bioacessibilidade dos elementos presentes
no iogurte, para assim verificar quanto desses metais pode realmente ser absorvido pelo

organismo Vivo.
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Por isso, neste capitulo serdo abordados o uso da amostragem em suspensdo na
determinacdo de metais em iogurte e a avaliagdo da bioacessibilidade in vitro dos mesmos a

partir desta matriz alimentar.

3.1 PARTE EXPERIMENTAL

3.1.1 Procedimentos de Técnicas Limpas, Reagentes e Instrumentagao para a Determinagao de

fons Metalicos em Iogurte

Todos os reagentes utilizados no trabalho foram de grau analitico. Procedimentos de
técnicas limpas foram adotados para minimizar possiveis contaminacfes ou adulteracbes de
solucgdes e amostras (CAMPOS, BENDO e VIEL, 2002; DOS ANJOS, 2006; DE ANDRADE
etal., 2014). De modo geral, os materiais utilizados foram previamente lavados com detergente
comercial neutro, escova, agua corrente e agua destilada. Posteriormente, os materiais foram
mantidos em banho de HNO3 5% (v/v), por um tempo minimo de 24 horas, e apds esse periodo
foram enxaguados com agua purificada. Por fim, os materiais foram secos e armazenados em
sacos plasticos (DE ANDRADE, 2013).

Durante 0s ensaios experimentais, a manipulacdo de reagentes, amostras e materiais foi
realizada com o auxilio de luvas de procedimento sem talco, em bandejas e/ou bancadas
previamente descontaminadas com solucédo de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mol
L e alcool (70% v/v).

Para as vidrarias utilizadas no preparo de suspensdes de iogurte foi necessaria uma
limpeza com solugdo de KOH 5% (m/v) em meio de etanol, a fim de retirar residuos de gordura
provenientes da amostra. Inicialmente, as vidrarias foram limpas com detergente e deixadas em
banho com a solucéo alcéolica por um periodo de 12 horas. Posteriormente, as vidrarias foram
novamente lavadas com detergente e deixadas em banho de HNO3z 5% (v/v) por um periodo
minimo de 24 horas.

Para preparar todas as solucdes utilizadas nos experimentos de determinacgdo de metais
em iogurte, foi utilizada agua ultrapura (TKA-GenPure - Thermo Scientific, Alemanha - e
Millipore — SIMPAKKR1). As solugdes padréo de trabalho de Zn, Cu, Cr, Pb e Cd foram
preparadas por diluicio de solucbes padrdo estoque de 1000 mg L (Biotec, Brasil). Acido
nitrico (Carlo Erba, 65% m/m), acido cloridrico (Sigma-Aldrich, 37% m/m) e peroxido de

hidrogénio (Biotec, 30% m/m), também foram utilizados no preparo de amostras.
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As determinacdes de Pb, Cd, Cu e Cr foram realizadas em um EspectrOmetro de
Absorcao Atdmica com Forno de Grafite (GF AAS) (Varian, AA 240Z), equipado com corretor
Zeeman para correcdo de fundo e atomizador GTA 120 conectado a um auto-amostrador PSD
120. Argodnio foi empregado como gas inerte com vazdo de 0,3 L min™. Tubos de grafite
piroliticos foram empregados na determinagdo dos metais traco.

As determinacg0es de Zn foram realizadas em Espectrometro de Absor¢do Atbmica com
Chama (FAAS) (Varian, SpectraA 220), sendo empregada uma chama ar-acetileno (oxidante)
com vazdes de 11 e 2 L min™ de ar e de acetileno, respectivamente. As medidas foram realizadas
considerando a integracdo do sinal de absorbancia, sendo que o tempo de leitura para cada
replicata de uma mesma amostra foi de 2 s.

Em todo o estudo foram utilizadas lampadas de catodo oco (Varian e Photron). Foi
empregada uma lampada multielementar operando a 213,9 nm, com uma corrente de 5 mA e
uma largura da fenda de 1 nm para Zn e 324,8 nm, com corrente de 4 mA e largura de fenda de
0,5 nm para Cu. Outra lampada operando a 357,9 nm, com uma corrente de 7 mA e uma largura
de fenda de 0,2 nm, foi utilizada para o Cr. E por ultimo, utilizou-se uma lampada
multielementar para Pb, operando em 283,3 nm, com uma corrente de 10 mA e largura de fenda
de 0,5 nm, e para Cd, operando em 228,8 nm, com corrente de 4 mA e largura de fenda de 0,5
nm.

Um banho ultrassom (Unique, modelo USC 2800, 40 kHz), placa de aquecimento
(Fisatom, modelo 753A), estufa (Odontobras) e mufla (Quimis) também foram utilizados no

preparo das amostras.

3.1.2 Amostras de logurte

Amostras de iogurte foram adquiridas em supermercados da cidade de Guarapuava —
PR, mantendo-se como critério, para otimizacéo e validacdo das metodologias de determinacdo
direta de metais na matriz de interesse, 0 uso de iogurte da mesma marca. Durante todo o estudo
foram utilizadas amostras de iogurte natural, sem sabor e integral (mais comum entre as
diferentes marcas disponiveis no comércio). As amostras foram mantidas em freezer (0 - 4 °C)

e em frascos plasticos fechados até a realizacdo das analises.
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3.1.3 Procedimentos Analiticos

3.1.3.1 Avaliacéo de diferentes procedimentos para preparo da amostra e determinacao de Cu

e Zn em iogurte

Em busca de métodos mais rapidos e de baixo custo para tratamento da amostra de
iogurte e posterior determinacgdo de ions metélicos na matriz, quatro procedimentos de preparo
de amostra foram avaliados: digestdo por via umida com refluxo em béquer (DU-B); digestédo
por via umida em tubo criogénico (DU-TC); digestdo por via seca (DS); e amostragem em
suspensdo (AS). Os procedimentos avaliados foram testados considerando-se o que vem sendo
reportado pela literatura para a matriz em questdo, tanto em relagdo aos métodos tradicionais
de digestdio de amostra por via Gmida (adaptado de BRANDAO et al., 2010) e por via seca
(ZENEBON, PASCUET e TIGLEA, 2008) quanto & amostragem em suspensio (BRANDAO
et al., 2010). Cu e Zn foram escolhidos como metais modelo para conducdo destes
experimentos, visto que trabalhos reportados na literatura ja contemplam a determinacédo destes
metais na matriz. Todos os procedimentos foram realizados com soluc@es (10 mL) constituidas
de 0,4 g de iogurte enriquecidas com Cu e Zn (50 pg g1). As condices para preparo da amostra

séo apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Avaliacéo de diferentes métodos para preparo da amostra de iogurte (40,0 g L™ enriquecidas com
Cu/Zn (50 ug gt))

Método? Condic6es de preparo de amostra Tempo de:
preparo (min)
DU-B®  HNOj3 (1,7 mol L) + H,02 (2,4%) + aquecimento em banho de areia (85 °C) 120
DU-TC®  HNO;z (1,7 mol L) + H20- (2,4%) + aquecimento em banho de areia (85 °C) 60

Secagem em estufa (210 min); secagem em banho-maria (160 min); secagem
DS em chapa de aquecimento (150 min); carbonizagdo em bico de Bunsen e 700
calcinagdo em mufla (180 min) + 3 mL de HNO3 (7 mol L)

AS HNO;3 ou HCI (1 mol L) + extragéo assistida por ultrassom 20

2DU-B: digestdo por via imida em béquer; DU-TC: digestdo por via imida em tubo criogénico; DS: digestdo por via seca; AS: amostragem
em suspensdo

bOs volumes de HNOs e H,0, utilizados na digestio da amostra de iogurte foram 1,2 e 0,8 mL, respectivamente (considerando um volume
final de 10 mL de solugéo)

A Figura 3.1 mostra o tubo criogénico utilizado no procedimento de DU-TC.
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Figura 3.1. Tubo criogénico utilizado no procedimento DU-TC

Fonte: A autora.

As determinacdes de Cu e Zn foram conduzidas por FAAS. Posteriormente, para as
metodologias que apresentaram melhores resultados, foi aplicado um planejamento fatorial para

verificar as condicdes Otimas de preparo de amostra.

3.1.3.2 Planejamento fatorial para determinacéo de Cu e Zn em iogurte

Um planejamento de experimentos foi realizado para a digestdo da amostra de iogurte
em tubo criogénico (DU-TC) e para a amostragem em suspensdo (AS). Isso foi necessario a
fim de encontrar as melhores condi¢des experimentais para a determinagdo de Cu e Zn nesta
matriz.

Para DU-TC foi realizado um planejamento com trés fatores (2%) com ponto central em
triplicata. Os fatores avaliados nesse caso foram: concentracao de HNOs, concentracéo de H20:

e tempo de digestdo. Os niveis avaliados no planejamento fatorial sdo mostrados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial 2° para DU-TC

Niveis HNOs (mol L) H202 (%) t (min)
Superior (+1) 2,3 3,0 120
Inferior (-1) 1,0 1,8 60
Ponto Central (0) 1,7 2,4 90

Para AS, realizou-se um planejamento com dois fatores (22) em duplicata, e com ponto
central em triplicata. Os fatores avaliados neste caso foram a concentracdo de HCI e tempo de
extragdo assistida por ultrassom. Os niveis avaliados neste planejamento fatorial sdo mostrados
na Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial 22 para AS

Niveis HCI (mol L) t (min)
Superior (+1) 0,2 5
Inferior (-1) 0 1

Ponto Central (0) 0,1 3
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Valores de concentragcdo e porcentagem de recuperacdo de Cu e Zn em iogurte foram
usados para avaliar as melhores condicGes experimentais. Os efeitos dos fatores sobre a resposta
para cada experimento foram avaliados pela aplicacdo de testes estatisticos, em um nivel de
confianca de 95%. Neste caso, testes como ANOVA, teste t e grafico de Pareto, foram utilizados
para verificar a significancia dos efeitos para os planejamentos experimentais estudados. Para
isso foi utilizado o software estatistico Action (free software, 2014).

3.1.3.3 Otimizacdo de metodologias analiticas para determinacdo de Cr, Cu, Pb e Cd em

suspensao de iogurte por GF AAS

Para Cr e Cu, testes de quantificacdo em iogurte por GF AAS foram conduzidos em
suspensdo de iogurte (40,0 g L) preparadas com 0,2 mol L de HCI e assistida por ultrassom
(1 min).

Para Pb e Cd, no preparo das suspensdes de iogurte (40 g L), concentragdes de 0,2 e
0,6 mol L de HNO; foram testadas a fim de verificar a melhor condico para determinacio
dos ions metalicos na matriz.

Para todos os metais foram injetados 20 pL da suspensdo de iogurte no tubo de grafite
para posterior analise por GF AAS.

Para avaliar os sinais de absorbancia e diminuir a interferéncia do sinal de fundo
(background - BG) nas analises por GF AAS, foi realizada a otimizacdo do programa de
aquecimento do forno de grafite. As suspensdes de iogurte, utilizadas nesses procedimentos,
foram enriquecidas com 12,5; 125,0; 250,0; e 500,0 ng g (0,5; 5; 10; e 20 ug L) de Cd, Cu,
Cr e Pb, respectivamente, na auséncia de modificador quimico. O programa de aquecimento
também foi otimizado para solucdes aquosas dos padrdes metalicos, sendo que neste caso 0s
metais - Pb, Cd, Cr e Cu - estavam presentes nas mesmas concentracGes utilizadas nas

suspensdes de iogurte.

3.1.4 Validacao In-house das Metodologias Analiticas Desenvolvidas para a Determinacao de
Zn, Cu, Cr, Pb e Cd em logurte por AAS

O estudo de validagéo foi realizado utilizando-se parametros como linearidade, limite
de deteccao (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), exatidao e precisdo (AOAC, 2012).
Para investigar a interferéncia da matriz organica do iogurte nas determinacdes dos ions

metalicos, as curvas analiticas foram obtidas de duas formas diferentes: em solucdes aquosas —
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padrdo externo (PE), e em matriz de iogurte — adigéo de padrdo (AP). Para cada metal foram
avaliadas diferentes faixas de concentracédo, visando possiveis niveis de concentragdo do metal
na matriz de interesse: Zn (0,2 a 1,6 mg L), Cd (0,2a 1,0 ug L), Pb (1,0 a2 40,0 ug L), Cu
(1,0a17,0ug L) e Cr(2,0a20,0 ug LY.

A linearidade das curvas analiticas foi investigada por meio de regressao linear com
andlise de variancia (ANOVA) e teste de falta de ajuste em um nivel de 95% de confianga,
utilizando o software estatistico Action.

Os valores de LOD e LOQ para cada metal foram calculados por meio das relacdes:

3 x SD/m e 10 x SD/m, respectivamente Equagdes (1 e 2)

sendo m a inclinacdo da curva analitica (de menor faixa de concentragdo) e SD o desvio
padrdo de 10 medidas consecutivas do controle analitico (HNOs ou HCI em meio aquoso,
considerando as concentracBes usadas no preparo das suspensdes de iogurte para cada metal
estudado) (RIBANI et al., 2004; ARAUJO, 2009; DE ANDRADE et al., 2014; DE ANDRADE
etal., 2018).

Os testes de repetitividade foram realizados com suspensdes de iogurte preparadas em
triplicata e enriquecidas com 12,5; 100,0; 125,0; e 250,0 ng g* (0,5; 4; 5; e 10 pg L™?) de Cd,
Cu, Cr, e Pb, respectivamente. A adi¢do dos elementos a suspensédo foi realizada para melhorar
o sinal analitico apresentado pelos mesmos. Para Zn ndo foi necessario enriquecer a amostra de
iogurte, utilizando-se como sinal a quantidade original do metal na amostra. Estas amostras
foram analisadas por AAS no mesmo dia.

No teste de precisdo intermediaria, as amostras de iogurte foram preparadas da mesma
forma que para os testes de repetitividade e analisadas por AAS durante cinco dias
consecutivos. Os resultados para a precisao dos métodos desenvolvidos foram expressos com
relacdo ao desvio padrdo relativo (RSD), desvio padrdo relativo (RSD,— repetitividade e RSDp;
— precisdo intermediaria) obtido pela ANOVA e o valor de Horrat (JAIN e ARNOLD, 2007;
GONZALEZ, HERRADOR e ASUERO, 2010; AOAC, 2012). Estes desvios foram calculados
como uma forma de verificar a confiabilidade da precisdo intermediaria estimada pela
metodologia proposta.

O RSD foi calculado através da equacao:
RSD% = j—c X 100 Equacio (3)
sendo s a estimativa de desvio padrdo das replicatas e x a média das replicatas

realizadas.
O RSD obtido pela ANOVA (RSDye RSDp)), pode ser calculado pelas equagdes:
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Sr

RSD, = = X 100 Equacéo (4)

RSDp, = Sxﬂ X 100 Equacio (5)

sendo sr 0 desvio padrdo para repetitividade e sp 0 desvio padrdo para precisao
intermediaria. x é a média global da concentragdo do ion metalico de interesse determinado na
precisao.

O valor de Horrat é dado pela equacao:

RSDp;
RSDy

sendo RSDp;i 0 desvio padréo relativo para analises em dias diferentes, e RSDn 0 desvio

Horrat = Equacéo (6)

padrdo relativo predito que é dado pela Equacdo 7:
RSDy % = 2¢~%15 Equacéo (7)

sendo C a concentracdo do analito (em gramas) adicionado na amostra para o teste de
precisdo (JAIN E ARNOLD, 2007).

No célculo do valor Horrat foi utilizado o software Gnumeric (Free statistics, 2012).

A exatiddo do método foi avaliada através de testes de recupera¢do com as amostras de
iogurte enriquecidas em diferentes niveis de fortificacdo para cada elemento de interesse: 25 g
gt(ImgL?)dezn, 100e300nggt(4el2pugLt)deCu, 125e375nggt(5e15ug L) de
Pb,25e125ngg! (1e5pugLY)deCr,7,5e17,5ng g (0,3¢e0,7 ug L) de Cd. Neste caso, a
adicdo da solucdo de padrdo metélico € feita antes do preparo da suspensdo (diretamente na
amostra), ficando previamente, por um tempo, em contato com o iogurte, para que
posteriormente ele possa ser dispersado em meio acido.

Os resultados de recuperacdo para os metais em iogurte foram obtidos considerando a
seguinte equacgéo:

Recuperacéo (%) = (Cr— Cj) x 100/Ca Equacéo (8)

sendo Cr = a concentracdo da amostra fortificada; Ci= a concentra¢do da amostra ndo
fortificada; e Ca = a concentracdo do analito adicionado & amostra (AOAC, 2012).

Para verificar a significancia estatistica dos valores de recuperacdo foi aplicado um
teste-t em um nivel de 95% de confianga, que foi calculado pela equagéo:

t = (valor recuperado — 100) x (n — 1)¥2/SD Equagc&o (9)

sendo n o0 nimero de medidas realizadas e SD o desvio padrdo das replicatas.
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3.1.5 Implantacio de Métodos Analiticos para Avaliagio da Bioacessibilidade In Vitro de lons
Metélicos em logurte

3.1.5.1 Reagentes e Instrumenta¢do

As solugdes padréo de ions metalicos foram preparadas por dilui¢do de solucbes estoque
de 1000 mg L (Biotec, Brasil). No preparo das solugdes utilizadas nos experimentos foi
utilizada agua ultrapura — 0,06 uS cm™ (Millipore, SIMPAKKR1). No preparo dos sucos
gastrico e intestinal foram utilizados pepsina de mucosa gastrica de suinos (> 250 unidades/mg),
pancreatina de pancreas de suinos (adequado para a cultura de células, 4 x especificacbes USP)
e sais biliares, todas adquiridas da Sigma-Aldrich. Acido cloridrico (Sigma-Aldrich, 37% m/m),
bicarbonato de sédio (NaHCO3) (Biotec), cloreto de sddio (NaCl) (Merck), fosfato de potassio
dibasico (K2HPOjy) (Biotec) e hidroxido de sodio (NaOH) (Vetec), também foram utilizados no
preparo de amostras.

Lavadora ultrassonica (Unique, modelo USC-2800A, 40 kHz), placa de aquecimento
(SPLabor), estufa (Nova Técnica, modelo NT 511), incubadora Shaker (SPLabor, modelo
SP222 e Tecnal, modelo TE-420), pHmetro (Metrohm, modelo 827 pH Lab) e uma
ultracentrifuga (Hitachi — Himac CR21GII) também foram utilizados no preparo das amostras.

As determinacGes de Cr e Zn foram realizadas por GF AAS e FAAS, respectivamente,
conforme descrito no item 3.1.1.

3.1.5.2 Amostras

Para os testes iniciais de determinacdo da fracdo bioacessivel de ions metalicos em
amostras alimentares, foram utilizadas amostras de iogurte natural, integral e sem sabor
adquiridas de supermercados da cidade de Ponta Grossa — PR. As amostras foram mantidas em

freezer (0 - 4 °C) e em frascos plasticos fechados até a realizacdo das analises.

3.1.5.3 Avaliacéo de procedimentos analiticos para determinagéo da bioacessibilidade in vitro

de Cu, Cr e Zn em iogurte

Inicialmente foram avaliados trés procedimentos para determinacdo de fragdes
bioacessiveis de ions metalicos em alimentos, conforme relatado na literatura (BERMEJO et
al., 2002; POHL et al., 2012b; STELMACH, POHL e SZYMCZYCHA-MADEJA, 2014). Zn,
Cu e Cr foram avaliados primeiramente devido as menores interferéncias observadas nas

determinac6es dos mesmos nas fracfes bioacessiveis das matrizes de interesse.


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p7000
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Para o procedimento 1 (P1) (adaptado de BERMEJO et al., 2002), 666,7 g L™ de iogurte
foram colocados em tubos de polipropileno (tubos Falcon) com capacidade de 50 mL. O pH do
meio foi ajustado a 2 (considerando o organismo de um adulto) com HCI 2 mol L™
Posteriormente, 0,5 mL de suco gastrico (pepsina (0,2 mg mL™) dissolvidaem HCI (0,1 mol L
1) foi adicionado a matriz. As solucdes resultantes foram levadas para incubacéo e agitagdo a
37 °C, 100 rpm, por 50 min. Apds esse periodo, as solucBes foram retiradas da incubacgdo e
colocadas em banho de gelo com o objetivo de parar a digestdo enzimatica. As solucgdes obtidas
foram neutralizadas (pH = 7) com adicdo de NaHCOs (1,5 mol L. Posteriormente, 0,5 mL de
suco intestinal (pancreatina (0,15 mg mL™?) dissolvida em NaHCOs (0,1 mol L1)) foi
adicionado as solucgdes resultantes. Estas por sua vez, foram levadas novamente a incubacéo a
37 °C, 100 rpm, por 30 min. Por fim, as solucdes foram retiradas da incubacéo e colocadas em
banho de gelo. Para analise da fracdo bioacessivel, as solu¢des foram centrifugadas a 4 °C (para
evitar a ativacdo das enzimas), 10000 rpm, por 20 min. O sobrenadante foi analisado por AAS
para quantificagdo dos metais de interesse.

Para o procedimento 2 (P2) (adaptado de STELMACH, POHL e SZYMCZYCHA-
MADEJA, 2014), 500 g L de iogurte foram colocados em tubo de polipropileno.
Posteriormente, 2,5 mL de suco gastrico (pepsina (0,2 g L) dissolvida em HCI (0,1 mol L))
foi adicionado a matriz. As solucdes resultantes foram levadas para incubagéo a 37 °C, 150 rpm,
por 2 horas. Apos esse periodo, as solugdes foram retiradas da incubacéo e colocadas em banho
de gelo, sendo posteriormente neutralizadas (pH = 7) com adi¢do de NaHCO3 (1,5 mol LY).
Posteriormente, 2,5 mL de suco intestinal (pancreatina (0,15 g L) e sais biliares (1,5 g L™?)
dissolvidos em NaHCOj3 (0,1 mol L1)) foram adicionados as solugdes resultantes. Estas por sua
vez, foram levadas novamente a incubagéo a 37 °C, 150 rpm, por 2 horas. Por fim, as solugdes
foram retiradas da incubacao e colocadas em banho de gelo. Para analise da fracdo bioacessivel,
as solucdes foram centrifugadas a 4 °C, 10000 rpm, por 20 min.

Para o procedimento 3 (P3) (adaptado de POHL et al., 2012b) 500 g L de iogurte foram
colocados em tubos de polipropileno juntamente com 30 mL de suco gastrico (preparado com
6,4 g L™ de pepsina, 4 g L' NaCl e 0,16 mol L™t de HCI). As solugdes foram incubadas & 37 °C,
100 rpm, por 2 horas. Apds esse periodo, as amostras foram retiradas da incubacéo e colocadas
em banho de gelo. Posteriormente, essas solugdes foram neutralizadas com 50 g L™ de NaHCOs.
Apos, as solucdes foram incubadas com 30 mL de suco intestinal (10,0 g L™ de pancreatina,
12,5 g L de sais de bilis e 0,07 g L de K;HPO4 em NaOH 0,02 mol L). Novamente as

solucBes foram incubadas a 37 °C, 100 rpm, por 2 horas. Ao final, as amostras foram retiradas
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da incubacdo e colocadas em banho de gelo para posterior centrifugagéo (4 °C, 10000 rpm, por
20 min).
Um resumo dos procedimentos testados na determinacdo das fragcdes bioacessiveis de

ions metalicos em iogurte € apresentado na Tabela 3.4.

Tabela 3.4. Condicbes de extracdo das fracBes bioacessiveis de ions metalicos de iogurte para os trés
procedimentos testados

Procedimento

Condicoes de Extracdo

Etapa géstrica

Etapa Intestinal

666,7 g L™ de iogurte — ajuste do pH =2 (2
mol L de HCI) + 0,5 mL de suco gastrico

pH =7 com NaHCO3 (1,5 mol L) + 0,5 mL
de suco intestinal (0,15 mg mL* de

P1 (0,2 mg mL* de pepsina e 0,1 mol L de pancreatina € 0,1 mol L de NaHCO3) =
HCI) - (37 °C, 100 rpm, 50 min) (37°C, 100 rpm, 30 min) > centrifugacdo (4
°C, 10000 rpm, por 20 min)
500 g L de iogurte + 2,5 mL de suco pH=7com NaHCO3 (1,5 mol L) +2,5mL
gastrico (0,2 g L™ de pepsina e 0,1 mol L de suco intestinal (0,15 g L™ de pancreatina,
P2 de HCI) = (37 °C, 150 rpm, 2 horas) 1,5gL'e 0,1 mol L de NaHCO3;) + (37 °C,
100 rpm, 2horas) > centrifugacdo (4 °C,
10000 rpm, por 20 min)
500 g L de iogurte + 30 mL de suco pH=7com NaHCO;3; (50 g L) + 30 mL de
gastrico (3,2 g L de pepsina, 2,0 g L' de suco intestinal (10,0 g L™ de pancreatina,
P3 NaCl e 0,08 mol L* de HCI) - (37°C, 100 12,5 g L de sais de bilis e 0,07 g L de

rpm, 2 horas)

K2HPO4 em NaOH 0,02 mol L) + (37 °C,

100 rpm, 2horas) > centrifugacdo (4 °C,
10000 rpm, por 20 min)

Porém, antes de avaliar a bioacessibilidade dos ions metalicos de iogurte, foi realizado
um estudo com diferentes curvas analiticas, a fim de verificar se as concentracfes de enzimas
utilizadas nos procedimentos poderiam causar alguma interferéncia na determinacao dos metais
por AAS. Para isto foram construidas curvas analiticas em diferentes meios para os trés
procedimentos investigados (BERMEJO et al., 2002; POHL et al., 2012b; STELMACH, POHL
e SZYMCZYCHA-MADEJA, 2014): 1) curva com padrédo externo (PE); 2) curva em meio de
suco gastrico + suco intestinal para o procedimento 1 (CP1); 3) curva em meio de suco gastrico
+ suco intestinal para o procedimento 2 (CP2); 4) curva em meio de suco gastrico + suco
intestinal para o procedimento 3 (CP3). As condicdes de preparo de cada curva sdo apresentadas
na Tabela 3.5.

Tabela 3.5. Avaliacdo de curvas analiticas preparadas em diferentes condi¢es para a determinagéo das fracoes
bioacessiveis de Zn, Cu e Cr em iogurte
Curva analitica

Condicbes de preparo

PE Padrédo aquoso de Cu/Cr/Zn

5,88 ug mL* de pepsina em suco gastrico + 4,41 pug mL* de pancreatina em suco intestinal
CP1

+ Cu/Cr/Zn
Cp2 18,5 mg L* de pepsina em suco gastrico + 13,9 mg L™ de pancreatina e 139 mg L de sais

biliares em suco intestinal + Cu/Cr/Zn
1,73 g L de pepsina em suco gastrico + 4 g L™ de pancreatina e 5 g L de sais biliares em

CP3 suco intestinal + Cu/Cr/Zn
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As curvas analiticas para Zn foram analisadas por FAAS, enquanto as curvas analiticas

para Cr e Cu foram avaliadas por GF AAS.

3.1.6 Implementacdo do Procedimento In Vitro para Determinacdo das Fracdes Bioacessiveis
de Zn, Cu, Cr, Pb e Cd em logurte

Ap0s a escolha do procedimento adequado a determinacéo das fracfes bioacessiveis de
ions metalicos em iogurte, alguns parametros relacionados a performance analitica do metodo
foram avaliados.

A linearidade das curvas analiticas foi investigada em dois meios diferentes para 0s 5
metais estudados. Avaliaram-se as curvas com padrdo externo (PE) e em meio enzimatico (18,5
mg L de pepsina em suco gastrico + 13,9 mg L™ de pancreatina e 139 mg L de sais biliares
em suco intestinal). As curvas analiticas foram avaliadas por meio de regressdo linear com
andlise de variancia (ANOVA) e teste de falta de ajuste em um nivel de 95% de confianca,
utilizando o software estatistico Action (free software, 2014).

Os valores para LOD e LOQ também foram calculados para cada metal através das
relacfes 3 x SD/m e 10 x SD/m, respectivamente, sendo m a inclinagdo da curva analitica e SD
0 desvio padrdo de 10 medidas consecutivas do controle analitico (RIBANI et al., 2004;
ARAUJO, 2009; DE ANDRADE et al., 2014).

3.1.7 Determinacéo da Concentracéo Total e Bioacessivel de fons Metalicos em logurte

O método para determinacao total, por amostragem em suspenséo, de metais em iogurte
e o procedimento para avaliacdo da bioacessibilidade destes ions, foram aplicados em 25
amostras de iogurte (6 marcas — A, B, C, D, E e F) — 24 amostras de iogurte regular (produzido
com leite) e 1 amostra de iogurte de soja - que foram adquiridas comercialmente na cidade de
Guarapuava, PR. A descricdo das amostras é apresentada na Tabela 3.6.



Tabela 3.6. Informagdes das amostras de iogurte utilizadas na determinacao total e bioacessivel de metais por AAS (informacdes do rétulo da embalagem comercial)

Amostra Marca Tipo? Descrigdo Consisténcia® Proteina (g) Gordura(g) Carboidrato(g) Ca(mg) Na(mg)
AlL1l A | Natural P 6,9 5 11 247 140
AlL2 A | Natural P 6,9 5 11 247 140

A2 A PD Morango P 5 2,8 28 188 93
A3 L1 A PD Morango - pronto para beber L 44 3 25 155 77
A3 L2 A PD Morango - pronto para beber L 4.4 3 25 155 77

Ad A D Morango 0 lactose P 4 3 27 142 75

A5 A | Baunilha com Geléia de maca e canela P 3,3 4 33 119 60

B1 B D Natural P 8 0 9 240 176

B2 B D Mel P 6 0 24 230 190

B3 B | Morango com mirtilo - grego P 45 4 19 80 80

C1 C D Natural P 6,5 0,9 9,4 280 102

C2 C | Polpa de ameixa P 49 52 25 179 71

C3 C | Pedago de lichia P 5 5,2 26 178 70

C4 C | Morango - grego P 3,2 6,1 16 118 48

C5 C D Morango - soja L 54 3,2 24 270 0

D1 D PD Mel P 6,1 4,8 26 206 107

D2 D | Morango enriquecido com Zn e Ca P 3 3 14 188 47

D3 D | Salada de frutas enriquecido com Zn e Ca P 3 3 14 188 47

D4 D | Macé e banana enriquecido com Zn e Ca P 3 3 14 188 47

El E | Creme/calda de frutas vermelhas - grego P 47 6,7 18 188 38

E2 E | Creme/calda de frutas vermelhas 0 lactose - grego P 4,7 6,7 18 188 38

E3 E D Creme e preparado de fruta P 53 7,6 15 207 41

F1 F | Morango P 3,1 2,8 13 130 50

F2 F | Frutas vermelhas - pronto para beber L 4 4 20 148 68

F3 F | Morango - pronto para beber L 3,8 5,7 25 150 70

2Tipo: | = Integral; PD = Parcialmente Desnatado; D = Desnatado
bConsisténcia: P = Pastoso; L = Liquido
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As amostras de iogurte que apresentaram frutas em sua composi¢cdo foram
homogeneizadas antes do preparo das suspensdes (n = 3). Para a marca A, as amostras 1 e 3
foram avaliadas em lotes diferentes a fim de verificar a influéncia deste pardmetro na
concentracdo total ou bioacessivel dos metais.

As amostras foram conservadas em ambiente refrigerado (4 °C) até o momento da

anélise.

3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1 Avaliacédo de Procedimentos de Preparo de Amostra para a Determinagéo de Cu e Zn em

logurte Empregando Espectrometria de Absor¢cdo Atémica

Neste trabalho, diferentes procedimentos de abertura de amostra foram empregados para
iogurte para posterior determinagdo de Cu e Zn por FAAS. Os métodos de abertura de amostra
para iogurte ja estabelecidos e utilizados na literatura incluiram a digestdo por via Umida com
refluxo em béquer (DU-B) e a digestdo por via seca (DS). Esses procedimentos sdo baseados
na destruicdo da matriz orgénica da amostra, facilitando assim a determinacdo dos analitos.
Além disso, procedimentos como a digestdo por via seca (calcinacdo), apesar de morosos, sao
geralmente utilizados como método de referéncia na quantificacdo de metais nas mais diversas
matrizes alimentares (ZENEBON, PASCUET e TIGLEA, 2008).

Outro método utilizado foi a digestdo por via umida empregando tubo criogénico (DU-
TC). Esse método se baseia na mineralizagdo da amostra de interesse com uso de pequenos
volumes de reagentes oxidantes (HNOs, H2O2, entre outros) utilizando tubos criogénicos
(capacidade maxima de 5 mL) fechados para a digestdo. Esse procedimento é muito pouco
utilizado em processos de abertura de amostra, porém pode apresentar vantagens tais como
rapida homogeneizacdo da amostra, reducdo no volume de reagentes (frente a métodos
tradicionais de abertura de amostra como a digestdo em bequer), e reducdo do risco de
contaminacgdo da amostra ou perda do analito.

Além desses procedimentos de abertura de amostra, nesse trabalho foi otimizado um
método de determinacgéo rapida de metais em amostras de iogurte empregando amostragem em
suspensdo (AS). A amostragem em suspensao se baseia no preparo de amostras sélidas ou semi-
solidas finamente divididas em meio liquido, e apresenta vantagens como a reducdo do tempo

de preparo das amostras, possibilita 0 uso de padrdes aquosos na calibracdo e minimiza
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problemas de contaminagdo da amostra ou perda do analito (DOBROWOLSKI,
PAWLOWSKA-KAPUSTA e DOBRZYNSKA, 2012; DE ANDRADE et al., 2014).

Nesse caso, as suspensdes de iogurte foram preparadas com diferentes acidos (HCI e
HNO3) com o intuito de auxiliar a eliminagdo da matriz orgénica do iogurte durante a
atomizacdao do analito na anélise da amostra por FAAS, facilitando assim a determinacdo dos
elementos de interesse. A Tabela 3.7 apresenta os dados obtidos apds a determinacdo de Cu e
Zn por FAAS em amostras de iogurte que foram preparadas por diferentes procedimentos

analiticos.

Tabela 3.7. Resultados da determinacéo dos ions metélicos (Zn e Cu) por FAAS em amostras de iogurte usando
diferentes métodos de preparo de amostra e aplicacdo de teste Tukey de comparagdo maltipla de

médias
Teste Tukey @
Método Zn (ug gb) % Recuperacdo  Cu(ugg?) % Recuperagdo Zn Cu
DU-B 48,310,1 97 44,6+0,4 89 B B
DU-TC 46,7+0,6 93 41,9+0,8 85 B C C
DS 45,6+0,8 91 42+1 84 C C
AS/HCI 51,6+0,2 103 46,1+0,3 92 A A
AS/HNO; 50,8+0,5 102 46,1+0,1 92 A A

@Valores médios de concentragdo que apresentam a mesma letra ndo apresentam diferengas significativas em nivel de confianga de 95%.

Na Tabela 3.7 € possivel observar que os valores de recuperacdo para Cu e Zn foram
adequados em todos os procedimentos de preparo de amostra, sendo que as concentracfes
obtidas para os metais ficaram proximas a concentragdo adicionada a amostra (50 pg g*). Em
todos os casos houve a subtracdo do controle analitico (branco) dos procedimentos avaliados.
As amostras sem enriquecimento também foram avaliadas a fim de verificar a presenca ou ndo
dos metais no iogurte, sendo que as concentracdes encontradas também foram utilizadas nos
calculos de recuperacdo. As porcentagens de recuperacdo para 0s cinco métodos avaliados
variaram de 84% a 103%, estando dentro dos limites aceitaveis (80-110%) para a faixa de
concentracdo avaliada (AOAC, 2012). Apesar de serem adequadas, nota-se que as menores
porcentagens de recuperacdo foram obtidas para a digestdo por via seca da amostra de iogurte.
Esse resultado pode estar relacionado com a perda dos elementos por volatilizagdo durante o
procedimento de calcinagdo da amostra. Esse comportamento ja € esperado, pois a digestao por
via seca utiliza altas temperaturas e longo tempo para calcinacdo da amostra, ocasionando a
perda de analitos como ja foi reportado em outros estudos (DEMIREL et al., 2008; KHAN et
al., 2013).
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Com a realizacdo de uma Andlise de variancia (ANOVA) e auxilio de um teste de
comparagdo multipla de medias (teste Tukey) em um nivel de 95% de confianca, foi observado
que as concentracdes obtidas para Zn em iogurte apos procedimento de abertura de amostra por
DU-TC foram similares as concentragdes obtidas com o uso da DU-B. Além disso, com a DU-
TC foi possivel obter concentra¢Ges de Zn similares aquelas obtidas através da DS. No entanto,
ao se aplicar um teste t para amostras dependentes observou-se uma diferenca da DU-TC em
relacdo a DU-B, com tcaiculado = 4,39. Considerando os graus de liberdade para este estudo (teritico
= 4,30) foi observada uma diferenca entre os dois métodos. Ao comparar-se a DU-B e a DU-
TC com a DS, ndo foram observadas diferengas entre os métodos, sendo que os valores de
tcalculado foram de 3,98 e 3,17, respectivamente. Considerando que a DS ainda é utilizada como
um procedimento padrdo para tratamento de amostras alimentares, esse resultado demonstra a
viabilidade no uso de procedimentos como a DU-TC, fornecendo resultados similares, com
maior frequéncia analitica e menor risco de contaminacgdo para a amostra. Para as suspensdes,
0 uso das solucdes de HNO3z ou HCI na dispersdo da amostra de iogurte néo interferiu
significativamente nos resultados de recuperacdo de Zn, sendo que ambas as suspensdes
apresentaram as maiores concentracdes do metal (proxima ao valor esperado — 50 pg gt), foram
similares entre si (tcaiculado = 1,00), e se distinguiram dos outros procedimentos analiticos de
abertura de amostra (teatculado > 4,43).

Para Cu, através da comparacdo multipla de médias (Tabela 3.7), a DU-TC e a DS séo
significativamente semelhantes em um nivel de 95% de confianca, sendo que a DU-B se
diferenciou de todos os procedimentos avaliados. Com o teste t para amostras dependentes,
foram obtidos valores de tcaiculado = 4,90 para DU-B em comparagdo com a DU-TC, mostrando
diferencas entre os procedimentos (tcritico = 4,30). Do mesmo modo que para Zn, concentragdes
de Cu foram consideradas similares comparando-se a DU-B e DU-TC com DS. Neste caso 0s
valores de tcaiculado foram menores que 3,79, estando abaixo do valor de teritico (4,30). Os
resultados obtidos na determinacdo de Cu através das suspensdes de iogurte, tiveram
comportamento similar ao observado para Zn. As suspensdes preparadas com HCI ou HNOs
apresentaram as maiores recuperagdes para o analito e foram semelhantes em um nivel de 95%
de confianca (tcaiculado = 0,18). Ao compara-las com os métodos tradicionais de abertura de
amostra observou-se que existem diferencas entre 0s mesmos, mostrando a viabilidade das
suspensdes na determinacdo de metais em iogurte.

De modo geral, observou-se que a DU-TC foi similar a DS para os dois metais avaliados.

Isso indica a possibilidade de uso dos tubos criogénicos em procedimentos de abertura de
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amostra (que é um método pouco descrito na literatura) proporcionando maior rapidez e menor
risco para a analise (perda do analito ou contaminagdo da amostra).

Para a suspensdo, o uso das solugdes de HNO3z ou HCI na dispersédo da amostra de
iogurte ndo interferiu significativamente nos resultados de recuperacdo dos elementos na
matriz, o que pode ser evidenciado pelo teste Tukey. Como HCI é um acido mais brando que o
HNOs (em relacdo a capacidade oxidante), escolheu-se trabalhar com HCI como &cido de
diluicdo para as amostras de iogurte na amostragem em suspensdo. Resultados similares sdo
encontrados em estudos de determinacdo direta de metais em iogurte, 0s quais demonstraram a
eficiéncia deste método na quantificacdo de espécies como Zn, Mg e Ca neste tipo de matriz
(BRANDAO et al., 2010; BRANDAO, MATOS e FERREIRA, 2011). No entanto, no presente
trabalho, foi utilizado um equipamento de absorcdo atdbmica com chama, comum em
laboratdrios de pesquisa, o que se diferencia dos trabalhos ja relatados na literatura que utilizam
equipamentos com fonte continua de alta resolugdo, menos comuns em analise de rotina de
amostras para a determinacgdo da concentracdo de metais.

A partir dos resultados obtidos, observa-se que DU-TC e AS se apresentam como
procedimentos eficientes e rapidos na determinacdo de elementos em matrizes complexas como
0 iogurte. Como ambos séo pouco relatados na literatura e apresentaram vantagens como menor
tempo e maior facilidade no preparo da amostra, resultados adequados de recuperagéo, pequeno
volume de reagentes, entre outros, eles foram melhor estudados. Para isto, planejamentos
fatoriais foram utilizados a fim de avaliar a influéncia dos parametros usados em ambos
métodos de preparo de amostra na quantificacdo de ions metalicos. Com isso, parametros como
volume de reagente e tempo de preparo de amostra poderiam ser reduzidos, facilitando a
determinacéo dos elementos de interesse.

3.2.2 Uso de Planejamento Fatorial na Otimizacdo das Condicdes de Tratamento de Amostra

para a Determinagéo de Cu e Zn em logurte por FAAS

Considerando a viabilidade apresentada neste trabalho e os relatos escassos da DU-TC
e AS nos procedimentos de abertura de amostras como iogurte, planejamentos fatoriais foram
realizados estudando os principais pardmetros para cada metodologia. Isso foi feito para
facilitar ainda mais o preparo das amostras e posterior determinagédo de Cu e Zn por FAAS.

Para DU-TC foi realizado um planejamento fatorial 22 com ponto central em triplicata,
sendo que os pardmetros avaliados foram a concentracéo de HNOz e H>O> e 0 tempo de digestado

do iogurte. Esses parametros foram escolhidos visto que eles podem influenciar no
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procedimento de digestdo, podendo assim afetar os valores de taxa de recuperacdo dos ions
metalicos de interesse em iogurte. A matriz do planejamento fatorial e os resultados para as

concentracdes de Cu e Zn obtidas através dessa metodologia sdo apresentadas na Tabela 3.8.

Tabela 3.8. Matriz do planejamento fatorial 2% com ponto central para o preparo de amostra de iogurte utilizando
DU-TC e resultados obtidos para concentragéo e taxa de recuperacéo de Cu e Zn por FAAS
Recuperagdo  Cu (ugg?') Recuperagédo

Ensaio  HNOs (mol L) H202 (%) t(min)  Zn(ugg?)

(%) (%)
1 10 (1) 30(+1) 120 (+1) 25,6 1024 485 97
2 1,0 (-1) 3,0 (+1) 60 (-1) 227 90,8 45,6 91,2
3 1,0 (-1) 1,8 (-1) 120 (+1) 243 97,2 47,1 94,2
4 1,0 (-1) 1,8 (-1) 60 (-1) 237 94,8 56,1 112,2
5 2,3 (+1) 30(+1) 120 (+1) 279 1116 51,3 102,6
6 2,3 (+1) 3,0 (+1) 60 (-1) 245 98 47,1 94,2
7 2.3 (+1) 1,8 (-1) 120 (+1) 26,6 106,4 51,1 102,2
8 2,3 (+1) 1,8 (-1) 60 (-1) 26,3 105,2 49,9 99,8
9 1,7 (0) 2,4 (0) 90(0) 26,001 104+ 0,4 51,0 +3,4 102 +7

Nota: valores entre parénteses representam os niveis do planejamento fatorial: superior (+1), inferior (-1) e ponto central (0)

Na Tabela 3.8 € possivel observar que para Zn os valores de concentracdo se situaram
proximos ao valor adicionado as amostras de iogurte (25 pg gl). As concentracdes
determinadas para este elemento variaram de 22,7 a 27,9 pug g*?, sendo que a faixa de
recuperacdo foi de 90,8% (Ensaio 2) a 111,6% (Ensaio 5). De modo geral, os ensaios realizados
forneceram taxas de recuperacdo de Zn adequadas (80-110%) em relacdo a concentracdo
avaliada (AOAC, 2012). Neste caso, apenas 0 ensaio 5 apresentou recuperacao para o metal
acima do esperado. Para Cu, também se observou uma similaridade entre as concentractes
obtidas em relagdo & concentragdo esperada (50 pg g), sendo que as mesmas variaram de 45,6
a56,1 pug gt. As taxas de recuperagio para 0 metal se situaram entre 91,2% (Ensaio 2) a 112,2%
(Ensaio 4). Neste caso, considerando a maior concentracdo avaliada para este metal, pode-se
verificar que todos 0s ensaios, com exce¢do do ensaio 4, apresentaram concentracfes adequadas
(100 £ 10%), e proximas do esperado. De modo geral, os resultados indicaram uma semelhanca
na concentracdo dos elementos estudados, considerando todos os pontos do planejamento
fatorial. Isso pode também estar relacionado com a proximidade numérica entre os pontos do
planejamento, indicando que pequenas variacbes nos parametros avaliados ndo causam
influéncias significativas na concentragdo dos metais na matriz de interesse.

A Tabela 3.9 apresenta os resultados dos efeitos dos fatores principais e suas interacées

para o planejamento fatorial proposto.
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Tabela 3.9. Efeitos principais e de interacio entre os fatores avaliados no planejamento 22 para DU-TC

Efeitos Zn (Estimativas * Erro padrao) Cu (Estimativas + Erro padréo)
Média global 252+0,3 50+1
Principais efeitos
HNO; 22+05 05+24
H.0> -0,05+0,54 29124
Tempo 18+0,5 -0,2+24
Efeitos de interacéo

HNO3xH,0; -0,2+0,5 16+24
HNO3zxTempo 0,05+ 0,54 29+24
H20,xTempo 1,4+05 37+£24
HNO3xH>0,xTempo 0,2+0,5 -22+24

A Tabela 3.9 apresenta os efeitos principais e de interacdo para os fatores avaliados
(HNOs3, H20- e tempo de digestdo) na determinagdo de Cu e Zn em iogurte por DU-TC. Para
Zn, como pode ser observado, os valores para os efeitos principais variaram de -0,05 a 2,2. Para
a interacdo entre os fatores, os valores variaram de -0,2 a 1,4.

A fim de verificar a significancia desses efeitos em um nivel de 95% de confianca, pode-
se aplicar um teste t de acordo com a seguinte equacio (BARROS NETO, SCARMINIO e
BRUNS, 2007):
t> x s(efeito) = 4,303 x 0,54 = 2,32 (Equacao 10)

Em que: t2 € 0 valor de teritico para os fatores e s(efeito) é o erro padréo para os efeitos.

Nesse caso, para um efeito ser significativo, ele deve apresentar valor superior a 2,32.
Assim, observando-se a Tabela 3.9, para as interagdes, ndo houve nenhum efeito significativo.
O mesmo pode ser observado para os efeitos principais, sendo que nenhum dos fatores
apresentaram significancia estatistica.

Para Cu, os valores dos efeitos principais variaram de -2,9 a 0,5, e de suas interagdes
variaram de -2,2 a 3,7. Nesse caso, fazendo-se o calculo para verificar a significancia dos efeitos
tem-se:
t> x s(efeito) = 4,303 x 2,4 = 10,3 (Equacéo 11)

Sendo assim, para Cu, nenhum dos efeitos principais ou de interacdo foram
significativos (Tabela 3.9) para o planejamento fatorial proposto.

A Figura 3.2 apresenta o gréfico de Pareto para recuperacdo de Zn e Cu em iogurte

obtidos através do planejamento fatorial 22 com ponto central.
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Figura 3.2. Graficos de Pareto para o planejamento fatorial proposto para determinacdo de Zn e Cu em iogurte,
considerando um nivel de 95% de confianca
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Nota: Valores em negrito (ao lado das barras em cinza) representam os valores de t dos efeitos padronizados para
cada um dos fatores e suas interacoes.
Legenda: Zn (A) e Cu (B).

Observando-se a Figura 3.2, é possivel observar que, pelo grafico de Pareto, nenhum
dos fatores, ou até mesmo a interacdo entre estes, apresentou significancia na concentracdo de
Zn (Figura 3.2A) e Cu (Figura 3.2B) determinados em iogurte, como ja se havia observado no
calculo de significancia dos efeitos.

Estes resultados sdo importantes considerando o tratamento de amostras por métodos
tradicionais, pois demonstram a eficiéncia dos tubos criogénicos na digestdo por via imida, 0
qual é um sistema fechado, e assim, fornece menores riscos de contaminacdo da amostra e/ou
perda do(s) analito(s) de interesse. Além disso, para iogurte, este procedimento pode ser
utilizado com um tempo de digestao reduzido (60 min), em comparacdo com outros métodos
para tratamento de amostra como o iogurte (SUTURQVIC” et al., 2014), representando assim,
um aumento na frequéncia analitica. Isso sugere que a introducdo de tubos criogénicos no
tratamento de amostras complexas pode ser efetiva para determinacdo de elementos de
interesse.

Para AS, foi aplicado um planejamento fatorial 22 em duplicata (considerando a
complexidade da matriz estudada), com ponto central em triplicata. Neste caso, a concentracdo
de HCI e o tempo de agitagdo ultrassénica foram os pardmetros avaliados no preparo das
suspensdes de iogurte, pois ambos poderiam influenciar na concentracdo dos elementos de
interesse. As concentracdes de acido utilizadas no planejamento diferiram daquelas utilizadas
em testes preliminares. Isso foi possivel pois verificou-se inicialmente que uma quantidade
menor de acido era eficiente na quantificacdo de Cu e Zn em iogurte, além de facilitar o preparo
de amostra, reduzindo o uso de reagentes e assim, diminuindo a possibilidade de contaminagéo
da amostra. A matriz do planejamento experimental e os resultados para as concentracdes de

Cu e Zn obtidas atraves da AS séo apresentadas na Tabela 3.10.



67

Tabela 3.10. Matriz do planejamento fatorial 22 com ponto central para preparo de amostra de iogurte utilizando
AS, e resultados obtidos para concentragdo e taxa de recuperacdo de Cu e Zn em iogurte por FAAS

Ensaio HCI (mol LY)  t(min) Zn (g o) Recuperagdo (%) Cu(ugg?l)  Recuperagéo (%)
1 (duplicata) 0(-1) 1(-1) 269+0,3 108 + 1 446+0 89,27 +0,04

2 (duplicata) 0(-1) 5 (+1) 26,5+0,7 106 + 3 446 +0,1 89,3+0,3

3 (duplicata) 0,2 (+1) 1(-1) 26,4+0,3 106 + 1 51,5+0,4 102,9+0,8

4 (duplicata) 0,2 (+1) 5 (+1) 26,2+0,1 104,7 £0,6 50,7 + 0,4 101,3+0,9

5 (triplicata) 0,1 (0) 3(0) 259+0,1 103,6 £0,5 50,1 + 0,4 100,3+0,8

A Tabela 3.10 apresenta os resultados para Cu e Zn do planejamento fatorial proposto
para AS. Para Zn, observou-se que as concentragdes recuperadas em iogurte variaram de 25,9
a 26,9 (ug g). As concentragBes de Zn em iogurte, determinadas por AS, foram semelhantes
em todos os pontos do planejamento proposto. As porcentagens de recuperacdo para Zn
variaram de 103,6 + 0,5 (ponto central) a 108 + 1 (Ensaio 1), e foram adequadas considerando
a concentracao avaliada.

Para Cu, observou-se na Tabela 3.10, que as concentragdes recuperadas em iogurte
variaram de 44,6 a 51,5 + 0,4 (ug g). As porcentagens de recuperacéo neste caso, variaram de
89,27 + 0,04% (Ensaio 1) a 102,9 + 0,9% (Ensaio 3). Os ensaios 1 e 2 foram o0s que
apresentaram menores concentragdes de Cu, o que pode estar associado a néo utilizagédo de HCI
no preparo das suspensdes de iogurte. Para os demais ensaios, as recuperactes foram similares
e proximas dos valores esperados em relacdo a concentracdo de Cu adicionada as amostras. A
presenca do &cido, mesmo em baixas concentrac@es, pode auxiliar na liberacdo do metal da
matriz.

A Tabela 3.11 apresenta os resultados dos efeitos principais e de interacdo para 0s
fatores avaliados (HCI e tempo de agitacdo ultrassonica) na determinacdo de Cu e Zn em iogurte

por AS, para o planejamento fatorial proposto.

Tabela 3.11. Efeitos principais e de interacio entre os fatores avaliados no planejamento 22 para AS

Efeitos Zn (Estimativas + Erro padréo) Cu (Estimativas * Erro padrao)
Média global 26,5+0,1 479+0,1
Principais efeitos
HCI -0,4+0,2 6,6 £0,2
Tempo -0,3+0,2 -0,2+0,2
Efeitos de interacéo
HCIxTempo 0,1+0,2 -0,2+0,2

Na Tabela 3.11, para Zn, como pode ser observado, os valores para os efeitos variaram
de -0,4 a 0,1. Realizando-se o célculo para verificar a significancia dos efeitos principais e de
interacdo, tem-se:

te X s(efeito) = 2,447 x 0,2 = 0,49 (Equagéo 12)
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Nesse caso, observando-se a Tabela 3.11, ndo é possivel verificar algum efeito
significativo na determinacdo de Zn em iogurte, considerando que nenhum dos efeitos
principais ou de interacdo foram superiores ao valor de teritico. 1SS0 pode ser comprovoda pelo

gréfico de Pareto, como apresentado na Figura 3.3.

Figura 3.3. Grafico de Pareto para o planejamento fatorial proposto para determinacgéo direta de Zn em iogurte,
considerando um nivel de 95% de confianca
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Nota: Valores em negrito (ao lado das barras em cinza) representam os valores de t dos efeitos padronizados para
cada um dos fatores e suas interacdes.

Com relacéo a Figura 3.3, ndo se observa efeitos significativos na determinagdo de Zn
em suspensdo de iogurte, como mostrado pelos calculos de significancia dos efeitos. Assim,
pode-se sugerir que o método apresenta robustez para determinagdo de Zn em iogurte, visto que
pequenas alteracbes no método ndo causam mudancas significativas na concentracdo
determinada do elemento na matriz. Além disso, apesar dos pontos do planejamento fatorial
escolhidos em relacdo a faixa de concentracdo de HCI e o tempo de agitacdo ultrassdnica terem
sido proximos, estudos prévios para determinacdo de Zn em iogurte, ja demonstravam que o
uso de uma maior quantidade do &cido ndo influenciava na determinacéo do metal.

Para Cu, os valores dos efeitos principais variaram de -0,2 a 6,6. Sendo assim, através
do célculo de significancia dos efeitos tem-se:
te X s(efeito) = 2,447 x 0,2 = 0,49 (Equacéo 13)

Dessa forma, para Cu, observa-se que a concentracdo de HCI foi o Unico efeito
significativo no planejamento proposto (Tabela 3.11). Por ser um efeito positivo, pode-se
concluir que uma maior concentragdo de acido favorece a determinacdo de Cu em iogurte.

A Figura 3.4 apresenta o grafico de Pareto para recuperacdo de Cu em iogurte obtidos

através do planejamento fatorial 22 com ponto central.
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Figura 3.4. Grafico de Pareto para o planejamento fatorial proposto para determinacdo direta de Cu em iogurte,

considerando um nivel de 95% de confianca
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Nota: Valores em negrito (ao lado das barras em cinza) representam os valores de t dos efeitos padronizados para
cada um dos fatores e suas interacdes.

Em relacdo a Figura 3.4, é possivel observar pelo gréafico de Pareto, que a concentracao
de HCI é muito significativa na determinacdo de Cu em iogurte, confirmando o gque ja havia
sido observado pelo célculo de significancia dos efeitos. Estudos prévios em relacdo a
determinacdo do metal em iogurte, demonstraram que o uso de concentracdes mais elevadas de
HCI (acima de 0,6 mol L™) influenciava no resultado final, sendo que se observou uma
diminuicdo da recuperacdo de Cu em iogurte (proxima a 85%). Isso pode estar relacionado com
a caracteristica da chama, sendo que a adi¢do de mais acido no preparo da suspensdo, quando
presente na chama, poderia estar prejudicando a atomizacdo do metal. Assim, os pontos do
planejamento fatorial foram escolhidos considerando essa situagdo anteriormente observada,
sendo que mesmo estando proximos, ja se observa a influencia do HCI na determinacéo de Cu
em iogurte.

Apesar da DU-TC e AS apresentarem resultados adequados na determinacdo de Cu e
Zn em iogurte, o Ultimo procedimento se mostrou mais rapido e de menor risco de contaminagao
para a amostra e para o analista, ja que ndo envolve etapas de aquecimento e nem a manipulacéo
de grandes volumes de reagentes perigosos. Sendo assim, a AS foi escolhida para determinagéo
de elementos em iogurte.

A fim de se obter metodologias similares na determinacéo direta de ions metalicos em
iogurte, a condicdo 6tima de preparo de amostra escolhida para Cu e Zn foi: iogurte (40 g L™),
0,2 mol L de HCI (adequada taxa de recuperagdo para ambos os metais), sendo que a
homogeneizacdo da suspensao foi assistida por ultrassom (1 min). Posteriormente, esse método

foi validado a fim de garantir confiabilidade ao mesmo.
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Alguns estudos tém demonstrado uma relevante importancia no uso de amostragem em
suspensdo para o0 preparo de amostras complexas como iogurte. Branddo et al. (2010) e
Brand&o, Matos e Ferreira (2011) desenvolveram uma metodologia de determinacéo direta de
Zn, Ca e Mg em iogurte, usando FAAS com fonte continua de alta resolucdo. Nestes trabalhos,
suspensdes de iogurte (40 g L, 2,0 mol L de HCI e 20 minutos de agitacdo ultrassonica)
foram preparadas e comparadas com um método de digestdo tradicional (digestdo por via
umida). Os autores verificaram que as suspensdes apresentaram resultados similares ao método
tradicional. Em relacdo aos resultados alcancados no presente trabalho quando comparado aos
apresentados na literatura, houve uma diminuicdo da concentragdo de HCI (2,0 mol L para 0,2
mol L) e no tempo de homogeneizagdo por ultrassom (20 min para 1 min), aumentando a
frequéncia analitica do método.

Tendo-se estabelecido uma condigao 6tima de preparo de amostra, que € importante no
preparo da suspensdo e na determinacao direta de Cu e Zn em iogurte por FAAS, essa foi testada
na determinagdo de Cr, Pb e Cd por GF AAS na mesma matriz, a fim de verificar sua
aplicabilidade na quantificacdo destes ions metalicos. Como as concentragdes de Cu em iogurte
demonstraram serem inferiores ao LOQ do FAAS, a metodologia desenvolvida por FAAS foi
aplicada, otimizada e validada por GF AAS, a fim de melhorar a sensibilidade na quantificacao

do metal na matriz.

3.2.3 Determinagao de Cr, Cd, Cu e Pb em Suspensao de logurte por GF AAS

A determinacdo dos metais de forma direta, sem necessidade de procedimentos de
digestdo de amostras de iogurte, foi escolhida devido a facilidade de preparo e resultados
adequados. Foram utilizados os elementos Cu e Zn como modelos nesses estudos de
otimizagdo. Dessa forma, estudos foram conduzidos visando a aplicacdo do método otimizado
na determinacdo de Cr, Cd e Pb por amostragem em suspensdo de amostras de iogurte e
determinagdo por GF AAS. Devido as baixas concentragdes alcangadas para Cu em iogurte, a
metodologia desenvolvida para determinagao do elemento por FAAS foi também aplicada para
determinagdo do mesmo por GF AAS.

Inicialmente, a amostra de iogurte (40 g L) foi enriquecida com 12,5, 125,0, 250,0 e
500,0 ng ¢! (0,5; 5; 10; e 20 pg L") de Cd, Cu, Cr e Pb, respectivamente, e foi dispersa em
HC10,2 mol L', Apos anélise por GF AAS, foram obtidas recuperagdes de 50 £ 3%, 58 + 6%,
92 + 3% e 96 + 4% para Cd, Pb, Cr e Cu, respectivamente. Com base nos resultados observou-

se que as suspensdes com HCI ndo foram adequadas para a determinagdo de Pb e Cd. Isso
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provavelmente estd relacionado com problemas de interferéncia da matriz, sendo que o HCl
ndo foi eficiente na destruicdo da mesma, afetando a determinagao dos elementos. Para Cr e
Cu, elementos menos volateis, o uso de HCl 0,2 mol L' foi adequado para o preparo de
suspensoes de iogurte. Alguns estudos discutem o uso de HCI na determinacao de Cr por GF
AAS. Isso porque existe a possibilidade de formacdo de espécies volateis na presenca de
cloreto, o que pode causar perdas do analito ou problemas de interferéncia na quantificacao do
elemento (BAKER e MILLER-IHLI, 2006). No entanto, outros estudos relatam que a
determinagdo de Cr nao ¢ prejudicada pelo uso de HCI em preparo de amostras (DE PAULA et
al., 2012; PYRZYNTSKA, 1989). De Paula et al. (2012) usaram HCl na determinagéo de Cr e
Ni por GF AAS em amostras de formulacdo farmacéutica e matérias-primas usadas na
manufatura de medicamentos baseados em cefalexina e ciprofloxacina. Neste estudo os autores
verificaram uma melhor eficiéncia na extracao de Cr utilizando HCI. No presente trabalho, ndo
foi observada nenhuma perda de Cr na presenca de cloreto para o preparo das suspensdes de
iogurte. Isso pode estar relacionado as formas quimicas de Cr em iogurte (predominantemente
as organicas) e a propria composicdo da matriz. Alimentos como iogurte possuem
macronutrientes como Ca**, Na*, Mg?", etc. os quais podem agir como modificadores naturais
de matriz, minimizando perdas por volatilizacao.

Outros testes realizados com maior concentragdo de HCI (0,6 mol L), demonstraram
que nao houve diferenca nas recuperagdes para Pb e Cd, se comparado com os resultados para
menor concentragcdo do acido. Cd e Pb sdo considerados elementos volateis, sendo que o uso
de HCI na quantificacdo de metais pode auxiliar na formacao de compostos volateis com CI,
causando a perda do analito (CHAKRABARTI et al., 1981; IMAI et al., 1991; SARDANS,
MONTES, e PENUELAS, 2010). Além disso, o Pb pode ser precipitado com HCI, causando
interferéncias em sua determinagdo. Assim, a fim de verificar a influéncia do tipo de 4cido na
quantificagdo de Pb e Cd, testes foram conduzidos com suspensdes sendo preparadas em meio
de HNOs (0,2 e 0,6 mol L'"). Com o uso de 0,2 mol L' de HNO3, foram obtidas recuperacdes
de 44,9 + 3,9% e 40,3 £ 3,1% para Pb e Cd, respectivamente. Isso indica que nao houve uma
destruicdo eficiente da matriz organica do iogurte durante a etapa de pirdlise da amostra. Ja para
suspensdes em meio de 0,6 mol L' de HNO3, Pb e Cd apresentaram recuperagdes de 95,6 +
2,5% € 90,6 + 12,2%, respectivamente. Essas recuperagdes sdo consideradas adequadas (80-
110%), em relacao a faixa de concentragdo estudada (AOAC, 2012).

Assim, as determinagdes diretas de Cr, Cu, Cd e Pb por GF AAS foram realizadas
utilizando 0,2 mol L' de HCI para o Cr e Cu e 0,6 mol L' de HNO; para Cd e Pb, como a fase

liquida para o preparo das suspensodes de iogurte. Em todos os casos, foram obtidas suspensoes
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homogéneas e estaveis.

Posteriormente, estudos foram realizados para otimizar as condi¢des do programa de
aquecimento do forno de grafite para a determinagao de Cr, Cu, Pb e Cd por GF AAS, utilizando
a amostragem em suspensdo. Apesar das porcentagens de recuperagdo para todos os metais
serem adequadas, utilizando-se as temperaturas de pirdlise e atomizagdo indicadas pelo
fabricante, com a otimizagdo do programa de aquecimento buscou-se minimizar problemas
como os sinais de fundo (background - BG) da amostra. As condi¢des do programa de
aquecimento escolhidas estdao associadas com a simplicidade, sensibilidade, elevados sinais de
absorbancia, baixos sinais de fundo (BG), além do baixo custo de andlise. As curvas de pirdlise
e atomizagdo para os ions metalicos avaliados em suspensao de iogurte ¢ em padrao aquoso,

sdo apresentadas na Figura 3.5.
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Figura 3.5. Curvas de pirélise e atomizacao obtidas durante a otimizacdo do programa de aquecimento do forno
de grafite para suspensdes de iogurte (A, C, E e G) e padrdes aquosos (B, D, F e H) de Pb (A e B),
Cr(CeD),Cu(EeF)eCd(GeH)
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Pb(meo),Cr(eeo),Cu(AecA)eCd(Ve V).
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A Figura 3.5 mostra as curvas de pir6lise e atomizagao obtidas para os quatro metais
durante a otimizag¢do univariada do programa de aquecimento do forno de grafite. Os sinais de
absorbancia integrada sdo sinais analiticos médios obtidos através de réplicas (n=2). As curvas
de pirdlise foram obtidas fixando-se as temperaturas de atomizagdao em 2100, 1800, 2300 e
2600 °C para Pb, Cd, Cu e Cr, respectivamente. As curvas de atomizagao foram obtidas fixando-
se as temperaturas de pirdlise em 400, 350, 900 e 1500 °C para Pb, Cd, Cu e Cr,
respectivamente. A Figura 3.5 também apresenta os sinais de fundo (BG) para os elementos.

Para Pb (Figura 3.5A e B), a faixa de temperatura de pirolise avaliada foi de 400 a 700
°C. Para atomizagdo, variou-se as temperaturas de 800 a 2100 °C. Para a curva de pirdlise, em
suspensdo de iogurte, foi observado um sinal de absorbancia ligeiramente superior em 400 °C
(Figura 3.5A). Acima desta temperatura Pb ¢ volatilizado. O sinal de BG nesta temperatura foi
baixo, como pode ser visto na Figura 3.5A. J4 para a curva de atomizagdo, o maior sinal de
absorbancia foi obtido em 1000 °C. No entanto, o sinal de BG observado na Figura 3.5A foi
elevado nesta condicdo para a atomizacdo. O mesmo comportamento foi observado para o
padrdo aquoso (Figura 3.5B), com relacdo a temperatura de pirdlise (400 °C), com sinais de
absorbancia e BG adequados. Para atomizacao, no entanto, o mais elevado sinal de absorbancia
para Pb foi alcangcado em 2100 °C, onde se obteve baixo sinal de BG. Assim, objetivando-se a
escolha de temperaturas de pirdlise e atomizagdo para Pb, adequados aos dois meios estudados
(aquaso e suspensao de iogurte), as temperaturas escolhidas foram 400 °C para pirdlise e 2100
°C para atomizagdo. Essas foram as condigdes que apresentaram similaridade, em rela¢do ao
sinal de absorbancia, para as duas solucdes avaliadas, e consequentemente, apresentaram o
menor BG nos dois casos.

Para Cr, a faixa de temperatura avaliada para pir6lise foi de 1000 a 1700 °C e para
atomizagdo de 2200 a 2600 °C. Como mostrado na Figura 3.5C, para suspensao de iogurte, os
sinais analiticos foram constantes entre 1000 °C e 1400 °C para a curva de pirdlise. O maior
sinal de absorbancia foi obtido em 1500 °C, sendo que acima desta temperatura, o sinal de Cr
diminui, indicando perda do metal por volatilizagdo. Para atomizagdo, foi observado um
patamar para os valores de absorbancia de Cr. Um sinal ligeiramente superior foi observado em
2500 °C. Os sinais de fundo (BG) obtidos para Cr foram baixos em todas as faixas de
temperatura estudadas, como mostrado na Figura 3.5C. Assim, as temperaturas 6timas para Cr
foram 1500 °C e 2500 °C para as etapas de pirdlise e atomizagdo, respectivamente. Os
resultados indicaram que houve uma eliminac¢do eficiente da matriz organica do iogurte. Para o
padrdo aquoso, na Figura 3.5D, pode ser observado valores maximos de absorbancia entre 1500

e 1600 °C para pirdlise. Para estas temperaturas, os menores sinais de BG poderam ser
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observados em 1500 °C (Figura 3.5D). Para atomizagao, o maior sinal de absorbancia e menor
sinal de BG sdo alcangados em 2500 °C.

Para Cu, variou-se a temperatura de pirélise de 800 a 1400 °C e de atomizagao de 1700
a 2300 °C. Para pirdlise, observando-se a Figura 3.5E, ¢ possivel verificar que entre 800 e 1300
°C os sinais de absorbancia foram constantes, sendo que ap6s 1300 °C o sinal diminui, indicando
perda do metal por volatilizagcdo. Para a mesma faixa de temperatura, os sinais de BG foram
altos, com excecdao em 900 °C, sendo que esta temperatura foi escolhida como 6tima para a
etapa de pirdlise. Com relagdo a curva de atomizagdo, pode-se observar sinais de absorbancia
constantes entre 1900 a 2300 °C, diminuindo significativamente abaixo de 1900 °C (Figura
3.5E). Para a mesma faixa de temperatura, os sinais de BG foram constantes, sendo que em
2000 °C observou-se o menor sinal de fundo. Assim, 900 °C e¢ 2000 °C foram escolhidas como
temperaturas 6timas de pirdlise e atomizagdo, respectivamente, para Cu em iogurte. Para o
padrdo aquoso também foi observado que os sinais de absorbancia foram constantes para
temperaturas de pirdlise entre 800 e 1200 °C (Figura 3.5F). Para atomizagao, entre 1900 e 2400
°C foi observada similaridade dos sinais analiticos para Cu. Para estas temperaturas foram
observados valores semelhantes para os sinais de fundo (BG) (Figura 3.5F), sendo que do
mesmo modo que para a suspensao de iogurte, as temperaturas 6timas de pirdlise e atomizacao
foram 900 °C e 2000 °C, respectivamente.

Ja para Cd, variou-se a temperatura de pirolise de 250 a 550 °C. E a temperatura de
atomizagdo foi variada de 1300 a 1800 °C. Com relagdo a curva de pirdlise, para suspensao de
iogurte, o sinal de absorbancia diminuiu significativamente acima de 350 °C, indicando a perda
do analito antes da etapa de atomizagdo (Figura 3.5G). Baixo sinal de fundo (BG) foi obtido
para Cd nesta temperatura, indicando que nao existem efeitos de interferéncia da matriz nas
determinagdes do analito (Figura 3.5G). Em relagdo a curva de atomizacao, observou-se que
um elevado sinal de absorbancia ¢ obtido em 1300 °C (Figura 3.5G). No entanto, o sinal de BG
foi alto nesta mesma temperatura (Figura 3.5G), mostrando que pode existir alguma
interferéncia significativa da matriz na analise. Acima de 1300 °C, os sinais de absorbancia
foram constantes para a atomizacdo. Assim, a escolha da condi¢do oOtima foi baseada na
temperatura que apresentou o menor BG, neste caso, alcangado em 1600 °C para a temperatura
de atomizacdo. Para padrao aquoso de Cd, uma absorbancia maxima foi obtida em 350 °C
(Figura 3.5H) para pirolise. Para atomizacao, os valores maximos de absorbancia sdao obtidos
entre 1600 e 1700 °C. Em ambas temperaturas, foram obtidos os menores sinais de BG (Figura
3.5H) para o metal estudado.

E importante enfatizar que modificadores quimicos para Cr, Pb, Cu e Cd ndo foram
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necessarios, devido aos sinais relativamente elevados obtidos para os metais, e pela eficiente
correcao de fundo proporcionada pelo equipamento utilizado (corretor Zeeman). Além disso,
pode-se sugerir que a presenca de fons tais como Ca**, Na* e Mg?" no iogurte, podem atuar
como modificadores naturais de matriz, como ja foi observado em outros estudos (DE
ANDRADE et al., 2014).

O programa de aquecimento para GF AAS otimizado para a determinacgao direta de Cer,

Pb, Cu e Cd em iogurte esta apresentado na Tabela 3.12.

Tabela 3.12. Programa de aquecimento do forno de grafite, otimizado para determinacéo direta de Cr, Pb, Cu e
Cd em iogurte

Pb Cd Cr Cu Vazédo do
Etapa 160 Tempo (i) e Tempo (i) T60) Tempo (sb) oo Tempo (s) GéTs ) Leitura
R P R? P R? P R2 pb (L min™)
Secagem 1 85 5 2 85 5 2 85 5 2 85 5 2 0,3 Né&o
Secagem 2 95 40 1 95 40 1 95 40 1 95 40 1 0,3 Né&o
Secagem 3 120 10 1 120 10 1 120 10 1 120 10 1 0,3 Né&o
Pir¢lise 400 5 3 350 5 38 1500 5 42 900 5 3 03 Néo
Atomizagdo 2100 0,9 2 1600 08 2 2500 08 2 2000 08 2 0 Sim
Limpeza 2100 2 1 1600 2 0 2500 2 1 2000 2 1 03 Néo

"R =Rampa
P = Permanéncia

Ap0s otimizagdo dos procedimentos analiticos, os mesmos foram validados a fim de
garantir confiabilidade na determinacdo direta de Zn, Pb, Cd, Cr e Cu em iogurte por

Espectrometria de Absor¢ao Atomica.

3.2.4 Estudo de Validacdo para Determinacdo de Zn, Cr, Pb, Cu e Cd em Suspensado de logurte

As curvas analiticas para Zn, Cu, Cr, Pb e Cd foram construidas com solucGes de
padrdes metalicos sendo preparadas em meio aquoso (curva analitica com padrdo externo - PE)
e em matriz de iogurte (método de adicdo de padrdo - AP). Isso foi realizado a fim de verificar
se a matriz de iogurte poderia interferir na quantificacdo dos ions metalicos de interesse. Além
disso, a possibilidade de trabalhar com duas faixas de concentracédo foi avaliada para Pb, Cr e
Cu, porque estes elementos podem estar presentes em concentracdes distintas nas amostras de
iogurte. As curvas analiticas construidas para cada metal estudado sdo apresentadas na Figura
3.6.



Figura 3.6. Curvas analiticas para Zn, Cu, Cr, Pb e Cd realizadas por AAS
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Legenda: PE (curvas em preto) e AP (curvas em cinza);
Faixa de menor concentragio (m e m) e faixa de maior concentragio (e ¢ e).

As curvas analiticas representadas na Figura 3.6 apresentaram semelhancas, tanto em

uma faixa de concentragdo menor como em uma faixa de concentragdo maior dos elementos

estudados, se comparados os dois meios avaliados (aquoso e suspensdo de iogurte).

Os dados obtidos nas curvas de adi¢do de padréo e padrdo externo foram utilizados para

calcular o coeficiente de regresséo linear e de determinacio (R?) (Tabela 3.13). Modelos de
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regressdo linear foram avaliados por meio do teste F e teste de falta de ajuste no nivel de
confianca de 95%. Dados para linearidade dos métodos séo apresentados na Tabela 3.13.

Tabela 3.13. Parametros das curvas analiticas e dados de linearidade para Zn, Cu, Cr, Pb e Cd

. . Avaliagéo da linearidade
Parametros de regresséo

Calibracdo Regressdo Falta de ajuste

Equacdo R? Freg p Fraj p
Zn (01-16) PE A =0,0011(+0,0012) + 0,0879(x0,0011)XC3, 100,0 14520,8 0,000 557 0,070
AP A =0,0068(+0,0017) + 0,0864(+0,0015)XCz, 99,9 5158,4 0,000 2,66 0,184
Cu (10-40) PE A =-0,0003(+0,0006) + 0,0121(+0,0022)XCc, 99,7 3012,5 0,000 244 0,167
AP A =-0,0005(+0,0011) + 0,0124(+0,0004)xCc, 98,9 816,7 0,000 0,99 0,425
Cu (5.017.0) PE A =0,0013(+0,0015) + 0,0094(+0,0001)xCcy 99,7 5456,6 0,000 0,55 0,658
AP A =0,0046(+0,0111) + 0,0093(+0,0001)XCcy 99,9 9699,8 0,000 286 0,091
Cr (2,0-10) PE A =0,0014(+0,0009) + 0,0122(+0,0001)XCc, 99,9 8696,2 0,000 1,13 0,420
AP A =0,0091(+0,0034) + 0,0118(+0,0005)XCcr 99,0 4734 0,000 252 0,19
Cr (10,0-200) PE A =-0,0008(+0,0058) + 0,0106(+0,0004)XCc, 99,0 8635 0,000 195 0,241
AP A =-0,0113(+0,0023) + 0,0114(+0,0001)XCc, 99,9 6104,1 0,000 049 0,702
Pb (1,0-5.0) PE A =0,00130(+0,00043) + 0,00155(+0,00006)xCp, ~ 98,4 569,5 0,000 215 0,213
AP A =0,00131(+0,00058) + 0,00159(+0,00009)xCp, 97,3 3264 0,000 045 0,729
Pb (10,0-40,0) PE A =0,00392(+0,00138) + 0,00152(+0,00005)xCp, 99,2 902,7 0,000 233 0214
AP A =0,00315(+0,00097) + 0,00153(+0,00004)xCp, 99,6 1858,9 0,000 1,27 0375
Cd (0.2-1,0) PE A =-0,00009(+0,00171) + 0,0791(+0,0026)XCcq 99,0 9379 0,000 150 0,322
AP A =0,00074(+0,00148) + 0,0758(0,0022)XC 4 99,2 1156,9 0,000 456 0,068

Notas: Unidades das concentragGes para Zn é mg Lt e para Pb, Cd, Cre Cu é ug L
Valores entre parénteses correspondem ao intervalo de confianga dos coeficientes lineares e angulares
Feritico (1;6;0,05) para Regresséo = 5,99 e Feriico (2;4;0,05) para Falta de ajuste = 6,94 para Zn, Cu e Pb (faixa maior)
Feritico (1;8;0,05) para Regressao = 5,32 e Feriico (3;5;0,05) para Falta de ajuste = 5,41 para Cr (faixas maiores e menores), Pb (faixa menor) e Cd
Feritico (1;8;0,05) para Regressédo = 5,32 e Feriico (2;6;0,05) para Falta de ajuste = 5,14 para Cu (faixas menores)
Feritico (1;13;0,05) para Regresséo = 4,67 e Feritico (3;10;0,05) para Falta de ajuste = 3,71 para Cu (faixas maiores)

Em relacdo a Tabela 3.13, para os parametros de regressao, € possivel verificar que as
inclinagdes entre as curvas analiticas com padrdo externo (PE) e adi¢do de padrdo (AP) para
todos os metais avaliados, foram similares. Para as curvas estudadas em duas faixas de
concentracdo, Cu foi o que apresentou uma maior diferenca entre as faixas de concentracdo
avaliadas (menor e maior). No entanto, as inclina¢cfes das curvas de padrdo externo e adicdo de
padrdo foram similares nas duas faixas de concentracdo, como ja observado. Isso indica que a
curva analitica em solugdo aquosa pode ser usada na quantificacdo de Zn, Cu, Cd, Pb e Cr em
suspensdo de iogurte por AAS. Isto apresenta uma grande vantagem para 0 método, pois
aumenta a frequéncia analitica e o tempo de vida util dos atomizadores, além de diminuir os
custos das analises (DE ANDRADE et al., 2014). A Tabela 3.13, mostra também, o modelo de
regressio linear, o coeficiente de determinacio (R?), teste F e teste de falta de ajuste para as

curvas analiticas. Para R?, os valores variaram entre 97,3 para 100,0 (ou seja, parar - coeficiente
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de correlagdo — os valores variaram de 0,986 a 1,00), indicando uma relagéo linear entre o sinal
de absorbancia e as concentragdes dos elementos (ARAUJO, 2009).

Modelos de regressdo linear (Tabela 3.13) foram estudados utilizando teste F em um
nivel de confianga de 95%. Valores de Freg variaram de 473,44 a 14520,79, sendo que todos 0s
valores de Freg >> Feritico. EStes resultados indicam que a regressdo linear € significativa para
todas as curvas avaliadas. A linearidade das curvas analiticas pode ser confirmada através de
testes de falta de ajuste (Frj) em um nivel de confianga de 95%. Em todos os casos, os valores
de Frj (0,45 a 5,57) foram menores que os valores de Feritico, indicando que Fryj ndo foi
significativo no nivel de confianca adotado (p > 0,05). Assim, nao foi observada falta de ajuste
dos modelos lineares construidos, mostrando que a linearidade das curvas analiticas é aceitavel.

Neste estudo foram também calculados os valores para LOD e LOQ. A precisdo do
método foi avaliada pela repetitividade (r) e precisdo intermediaria (PI). Os resultados para

estes testes sdo mostrados na Tabela 3.14.

Tabela 3.14. Dados para LOD, LOQ e testes de preciséo para 0 método de determinagdo direta de Zn, Cu, Cr, Pb
e Cd em iogurte

Testes de precisdo?

LOD encontrado

LOD LOQ na literatura r Pl
(ng g™*)? Valor Horrat
RSDr RSDrp)
-1 0, [0)
ngg RSD% anova) RSP % (anova)
Zn 400,0 1300,0 100! 1,06 3,26 3,34 521 0,43
Cu 4,9 16,3 1,5a5,0%* 2,26 6,10 5,33 14,91 0,72
Cr 2,5 8,3 3,8a5,0%4 2,70 3,14 2,51 6,78 0,31
Pb 10,6 35,4 0,4a1,9% 4,59 6,30 4,86 7,92 0,40
Cd 04 14 0,4a15% 2,64 4,69 3,78 6,48 0,42

LOD: limite de deteccdo; LOQ: limite de quantificagdo; r: repetitividade; PI: precisdo intermediaria; DPR: Desvio Padréo Relativo; DPR, =
Desvio Padrdo Relativo para repetitividade obtido pela ANOVA; DPRp, = Desvio Padrdo Relativo para precisdo intermediaria obtido pela
ANOVA

2BRANDAO et al., 2010%; LLORENT-MARTINEZ et al., 2012% ER et al., 20133 LUIS et al., 2015*

Como pode ser observado na Tabela 3.14, os valores de LOD e LOQ para todos os
metais foram adequados em relacdo ao método proposto. Para Zn, Branddo e colaboradores
(2010), descreveram um método de determinacdo direta do metal em iogurte sendo fornecido
valores de LOD e LOQ de 100 e 320 ng g, respectivamente. Considerando que no estudo
citado € utilizado uma fonte continua de alta resolugéo (o que proporciona maior sensibilidade
as analises), e em nosso estudo nao é utilizada tal fonte, os valores obtidos no presente estudo

podem ser considerados adequados.
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Para Pb, Cd, Cu e Zn, valores de LOD e LOQ variaram de 0,42 10,6 nggte 1,4 a 35,4
ng g, respectivamente. Pb apresentou maiores limites devido a baixa inclinagdo da curva
analitica. A comparacdo dos limites obtidos no presente trabalho em relacdo a outros de
determinacéo direta destes metais em iogurte, ndo foi possivel por ndo existirem relatos na
literatura. No entanto, em outros trabalhos de determinacdo de metais trago em iogurte, foram
encontrados LOD para os metais de interesse neste trabalho, como mostrado na Tabela 3.14.
Os métodos apresentados nestes estudos sdo em maioria, realizados por ICP OES ou ICP-MS,
aliados a métodos tradicionais de abertura de amostra (digestdo por via tmida ou por via seca)
(LLORENT-MARTINEZ et al., 2012; ER et al., 2013; LUIS et al., 2015). Os limites de
quantificacdo encontrados variaram de 1,0 a 12,0 pg L™ (1,25 a 15,0 ng g*) para os quatro
metais traco estudados (LUIS et al., 2015). Essa diferenca entre os procedimentos e técnicas
utilizadas na determinacdo de metais em iogurte acabam influenciando nos valores de LOD e
LOQ para 0os métodos. Além disso, a forma como sdo calculados esses limites também pode
proporcionar diferengas significativas nos valores. Limites calculados apenas pelo desvio
padrdo do controle analitico (branco) podem apresentar menores valores, ou seja, apresentar
maior sensibilidade. Por outro lado, utilizando-se o desvio padrdo do controle analitico e a
inclinacdo da curva analitica para o metal de interesse, a sensibilidade diminui devido aos erros
experimentais relacionados a técnica utilizada no estudo.

Em relacdo ao teste de precisdo, os resultados foram expressos em termos de desvio
padrdo relativo (RSD), desvio padrédo relativo (RSD; e RSDp)) obtido pela ANOVA e valor
Horrat, como mostrado na Tabela 3.14. Para todos 0s metais avaliados, a faixa de RSD variou
de 1,06% a 4,59% nos testes de repetitividade (medidas no mesmo dia) e de 2,51% a 5,33%
para precisdo intermediaria (medidas em dias consecutivos). Valores de RSD entre 15-21% séo
aceitaveis na determinacdo de metais traco, considerando a faixa de concentracdo estudada
(AOAC, 2012).

Com arealizacdo de uma analise de variancia (ANOVA), foi possivel estimar um desvio
padréo relativo para a repetitividade (RSDy) e precisdo intermediaria (RSDpi). Neste caso, 0s
valores para os testes foram menores que 8% para repetitividade, e menor que 15% para
precisdo intermedidria, 0 que é considerado adequado ja que os limites sdo 16 e 32% para RSDy
e DPRp), respectivamente, considerando a faixa de concentracdo estudada (AOAC, 2012).

A precisdo intermediaria pode ainda ser estimada em termos de valor Horrat (AOAC,
2012). O resultado obtido para Horrat (Tabela 3.14) variou de 0,31 a 0,72 para os ions metalicos
estudados, e considerando que o valor aceitavel é <1,3 (GONZALEZ, HERRADOR e
ASUERO, 2010; AOAC, 2012), pode-se dizer que os valores obtidos sdo adequados. Assim,



81

através dos resultados obtidos neste estudo, pode-se sugerir que 0s métodos desenvolvidos para
determinacdo de ions metalicos em iogurte apresentaram precisdo adequada, com baixa
variabilidade entre as medidas realizadas no mesmo dia ou em dias diferentes.

A exatiddo dos meétodos desenvolvidos foi avaliada por testes de recuperacdo dos
analitos na matriz, em triplicata. Material de referéncia com concentracdes certificadas para
iogurte ndo estavam disponiveis para avaliacdo da exatiddo do método. Inicialmente, as
amostras de iogurte foram analisadas por AAS e 0s metais de interesse (Zn, Cu, Cd, Cr e Pb)
foram quantificados. Posteriormente, as amostras de iogurte foram enriquecidas com os ions
metalicos em diferentes concentragfes: 25 pg g para Zn; 7,5 e 17,5 ng g* para Cd; 100 e 300
ng g para Cu; 125 e 250 ng g™* para Cr; 125 e 375 ng g™* para Pb. Os resultados para exatiddo

sdo apresentados na Figura 3.7.

Figura 3.7. Recuperacéo de Zn, Cu, Cr, Cd e Pb em suspenséo de iogurte
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Legenda: m 25 g g* para Zn; 7,5 a 125 ng g* para Cd, Pb, Cre Cue = 17,5a 375 ng g para Cd, Pb, Cr e Cu.

Como pode ser observado na Figura 3.7, as recuperagdes para Zn, Cu, Cr, Cd e Pb em
iogurte variaram entre 95 + 7% e 112 + 6%. Para Zn foi avaliada apenas uma concentracdo para
recuperacdo ja que a faixa de trabalho para este metal é estreita. Esses resultados de
porcentagem de recuperacdo dos metais em iogurte sdo adequados, considerando um limite
aceitavel de 60-115%, levando-se em consideragdo a faixa de concentragdo avaliada (AOAC,
2012). Um teste-t foi realizado a fim de verificar a significancia entre os valores de recuperacao
observados e desejados para 0s metais em iogurte. Os valores de tcaiculado, €m relagéo a
porcentagem dos metais, variaram de 0,20 a 3,54. Os valores de teritico @ Um nivel de confianga
de 95% foram 4,303 para Cd e Pb e 12,706 para Zn, Cu e Cr. Assim, tcaiculado TOi inferior ao
teritico, INdicando que ndo houve diferenca significativa entre os valores de recuperacdo obtidos

para 0s metais em iogurte e o valor desejado.



82

3.2.5 Implementacdo de Procedimentos Analiticos para Determinagdo da Bioacessibilidade In
vitro de lons Metélicos em Matrizes Alimentares

Antes de apresentar os resultados obtidos neste estudo, vale ressaltar que durante as
etapas experimentais, alguns problemas foram observados na escolha dos procedimentos de
bioacessibilidade que seriam aplicados, visto que ndo existe um procedimento padrao para este
tipo de estudo. Nas etapas géstricas e intestinais dos estudos de bioacessibilidade, diversos
autores relatam quantidades diferentes de enzimas e sais biliares para o preparo dos sucos, 0
que acaba dificultando a adocdo de um procedimento especifico. Assim, neste estudo, 0s
procedimentos avaliados foram baseados no método PBET — testes baseados na extragdo
fisioldgica — o qual € muito utilizado para bioacessibilidade, e apresenta resultados adequados
(segundo a literatura) em relacdo as fracdes bioacessiveis obtidas para 0os componentes de
interesse nas matrizes avaliadas. Além disso, para escolha dos procedimentos de
bioacessibilidade, foi levado em consideracdo a possibilidade do uso dos mesmos em outros
estudos, como por exemplo, na area de especiacdo quimica. Neste sentido, 0 uso do
procedimento 3 para bioacessibilidade de iogurte foi impossibilitado. Os resultados para curva
analitica, controle analitico, e até mesmo das fragdes bioacessiveis dos ions metalicos foram
inadequados para o objetivo do estudo. A diferenga entre as inclinagdes das curvas em meio
aquoso e meio enzimatico, para 0 mesmo metal, foram muito diferentes. Em meio enzimético
observou-se uma diminuicdo significativa na inclinacdo das curvas para Cr, Cu e Zn. As
concentracdes obtidas para os controles analiticos foram elevadas para todos os metais, o que
resulta também em um maior erro nas analises e baixa sensibilidade. Para as fracdes
bioacessiveis, testes iniciais mostraram uma grande interferéncia das enzimas no processo de
digestdo, resultando em porcentagens muito maiores que 100%, ou até mesmo de fracdes muito
baixas para os metais da matriz avaliada. Além disso, em estudos paralelos, de especiacdo
quimica, devido a quantidade elevada de enzimas, observou-se uma precipitacdo das mesmas
durante o procedimento (ocasionada pelo meio &cido requerido nos estudos de especiacao). 1sso
impossibilitaria o uso deste procedimento de bioacessibilidade para o fim especifico.

Assim, considerando os aspectos observados acima, optou-se por trabalhar com os
procedimentos 1 e 2. Os dois procedimentos investigados nesse trabalho foram escolhidos
também, por apresentarem diferenca na composi¢do do suco intestinal. Para P1, os sais biliares
ndo estdo presentes no suco intestinal. J& P2 é o procedimento de bioacessibilidade mais
préximo aqueles apresentados na literatura, com suco intestinal mais complexo, sendo

composto por pancreatina, sais biliares e bicarbonato de sodio.
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Para estudos de determinacdo das fracdes bioacessiveis de ions metalicos em matrizes
alimentares, Zn, Cu e Cr foram primeiramente quantificados em fracGes bioacessiveis de cha-
mate e iogurte, visto que menores interferéncias foram observadas nas andlises destes ions
metalicos.

Para verificar a melhor forma de calibracdo, tentando minimizar qualquer efeito de
matriz das enzimas na determinagéo de Cr, Cu e Zn por AAS, foi realizado um estudo com 3
diferentes condicGes de preparo de curvas analiticas (Tabela 3.15). Os dados obtidos para
curvas de padrdo externo e em meio enzimatico foram utilizados para calcular o coeficiente de
regressdo linear e de determinagdo (R?) (Tabela 3.15). Modelos de regressdo linear foram
avaliados e um teste de falta de ajuste no nivel de confianca de 95% foi aplicado aos modelos.

A Tabela 3.15 apresenta os parametros de regressao das curvas obtidas para iogurte, em
cada condicao estudada e para cada metal de interesse.

Tabela 3.15. Pardmetros das curvas analiticas e dados de linearidade para determinacdo da bioacessibilidade de
Zn, Cu e Cr em iogurte

. B Avaliacgdo da linearidade
Parametros de regresséo

Calibracao Regressdo Falta de ajuste
Equagéo R? Fobs P Fraj P

PE A =0,0079(x0,0008) + 0,150(x0,001)XCz, 99,9 12896,9 0,000 521 0,077

Zn (0,2-0,8) CP1 A =0,0086(+0,0023) + 0,152(+0,004)XCz, 99,6 1807,6 0,000 6,77 0,052
CP2 A =0,0074(x0,0014) + 0,158(+0,002)XCz, 99,9 5241,0 0,000 6,22 0,059

PE A =0,0052(+0,0012) + 0,0084(+0,0001)xCcy 99,8 47737 0,000 153 0,316

Cu(3,0-150) CP1 A =0,0014(+0,0019) + 0,0080(x0,0003)XCcy 97,6 360,0 0,000 040 0,760
CP2 A =0,0068(+0,0008) + 0,0081(+0,0001)xCcy 99,9 10231,0 0,000 325 0119

PE A =0,0057(+0,0024) + 0,0234(+0,0004)XCc, 99,8 4093,1 0,000 214 0,213

Cr(2,0-100) CP1 A =0,0036(+0,0019) + 0,0221(+0,0003)XCcr 99,7 3136,8 0,000 505 0,057
CP2 A =0,0051(+0,0013) + 0,0223(+0,0002)XCcr 99,9 127125 0,000 315 0,125

Notas: Unidades das concentragdes para Zn é mg L e para Cre Cu é pg L
Valores entre parénteses correspondem ao intervalo de confianga dos coeficientes lineares e angulares
Feritico (1;6;0,05) para Regressdo = 5,99 e Feriico (2;4;0,05) para Falta de ajuste = 6,94 para Zn
Feritico (1;8;0,05) para Regressdo = 5,32 e Fritico (3;5;0,05) para Falta de ajuste = 5,41 para Cr e Cu
Em relacdo a Tabela 3.15, para 0os 3 metais avaliados, os parametros de regressao
mostraram que as inclinagdes entre as curvas analiticas com padrdo externo (PE) e em meio
enzimatico para os dois procedimentos de bioacessibilidade avaliados (CP1 e CP2) foram
similares. 1sso indica a possibilidade do uso da curva de padréo externo na quantificagdo das
fracOes bioacessiveis de Zn, Cu e Cr a partir do iogurte.
A Tabela 3.15, mostra também, o modelo de regressdo linear, o coeficiente de
determinacdo (R?), e os valores de Freg € Fraj para as curvas analiticas. Para R?, os valores

variaram entre 97,6 para 99,9 (ou seja, para r - coeficiente de correlacéo - valores variaram de
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0,988 a 0,999), indicando uma relacéo linear entre o sinal de absorbancia e as concentrac6es
dos elementos (ARAUJO, 2009).

Modelos de regressdo linear foram estudados utilizando teste F em um nivel de
confianca de 95%. Valores de Freg variaram de 360,02 a 12896,94, sendo que todos os valores
de Freg >> Feritico. EStes resultados indicam que a regressao linear foi significativa para todas as
curvas avaliadas. A linearidade das curvas analiticas pode ser confirmada através de um teste
de falta de ajuste (Frj) em um nivel de confianga de 95%. Em todos os casos, 0s valores de Fraj
(0,07 a 6,77) foram menores que os valores de Feritico, iNdicando que Frj nédo foi significativo
no nivel de confianga adotado (p > 0,05). Assim, ndo foi observado falta de ajuste dos modelos
lineares construidos, mostrando que as curvas analiticas apresentaram linearidade em toda a
faixa de concentracdo investigada.

Com a avaliacdo e escolha da melhor forma de calibracdo para os metais de interesse no
estudo de bioacessibilidade, foi possivel calcular o LOD e LOQ para os mesmos. Os valores
obtidos para os metais estudados nas diferentes matrizes alimentares, pelos dois procedimentos

de bioacessibilidade avaliados, sdo mostrados na Tabela 3.16.

Tabela 3.16. Valores de LOD e LOQ (ng g*) obtidos para determinacéo da bioacessibilidade de Zn, Cu e Crem
iogurte para P1 e P2

logurte
fon metalico P1 P2
LOD LOQ LOD  LOQ
Zn 54,4 181,2 37,7 125,7
Cu 5,7 19,1 7,8 26
Cr 1,8 59 1,2 42

De modo geral, para bioacessibilidade de Zn, Cu e Cr a partir do iogurte, valores para
LOD e LOQ foram similares entre os dois procedimentos estudados. Considerando a
complexidade do meio extrator da fracdo bioacessivel, os LOD e LOQ podem ser considerados
adequados.

ApoOs a avaliacdo das curvas analiticas e dos LOD e LOQ, um estudo de
bioacessibilidade, prévio as analises em matrizes alimentares, foi realizado em meio aquoso, a
fim de verificar a interagco entre 0s metais e as enzimas presentes nos procedimentos avaliados.
Para isso, solucdes foram preparadas com solugdo de padrdo metalico — 0,5 mg L paraZne5
ug L para Cu e Cr - em meio aquoso. A Figura 3.8 apresenta o grafico da fraco bioacessivel
para Zn, Cr e Cu em solugé@o aquosa obtido para os dois procedimentos de bioacessibilidade
avaliados, P1 (BERMEJO et al., 2002) e P2 (STELMACH, POHL e SZYMCZYCHA-
MADEJA, 2014).
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Figura 3.8. Fracdo bioacessivel de Zn, Cu e Cr em solucdo aquosa (n=3), quantificada por AAS
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Com relacdo a Figura 3.8, na solucdo aquosa simulada (enriguecida com os ions
metélicos), para Cu e Cr ndo foram observadas diferengas entre os procedimentos de
bioacessibilidade avaliados, e as fragdes bioacessiveis foram proximas a 100%, indicando que
ndo existe interferéncia do meio enzimatico na bioacessibilidade destes metais. J& para Zn,
verificou-se que apesar de nao haver diferenca entre os procedimentos avaliados, para ambos,
a fracdo bioacessivel foi proxima a 50%, indicando que existe uma interacéo entre as enzimas
utilizadas nos procedimentos e o ion metélico de interesse. Isso ja é esperado, considerando que
0 Zn é conhecido por atuar como um fator de ativacdo de diversas enzimas (SCHERZ e
KIRCHHOFF, 2006). Provavelmente, essa caracteristica do Zn tenha contribuido para
diminuicdo da fracdo bioacessivel em solucdo, onde boa parte do metal torna-se indisponivel
para ser absorvido pelo organismo. Isso indica que nos calculos da bioacessibilidade de Zn em
alimentos, é necessario descontar essa fracdo que ndo € bioacessivel, demonstrando essa
interacao das enzimas com o “metal livre”.

Apds esse estudo com solugdo aquosa simulada, foi realizada a quantificacdo das fragdes
bioacessiveis de Cr, Cu e Zn em iogurte. Porém, antes de verificar a fracdo bioacessivel, os
metais foram quantificados em suspensdo de iogurte, conforme os estudos realizados neste
trabalho.

Brevemente, para iogurte, a suspensao foi preparada com 40 g L de iogurte, 0,2 mol L°
! de HCl e 1 min de agitac&o ultrassonica. A suspensao foi injetada diretamente no equipamento
para determinagdo de Zn por FAAS. Para determinagdo de Cu e Cr, 20 pL da suspensdo de
iogurte foi injetada diretamente no tubo de grafite para anélise por GF AAS. A quantificacdo
das fracOes bioacessiveis foi realizada por AAS utilizando as mesmas condicdes de anélise que

foram usadas para a determinagdo da concentracao total de metais em iogurte.
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Para iogurte, as concentragdes médias de Zn, Cu e Cr encontradas foram de 6,5 pg g,
60 e 9,7 ng g}, respectivamente. As fracdes bioacessiveis para iogurte apds procedimentos de
biocessibilidade in vitro sdo mostradas na Figura 3.9.

Figura 3.9. Fracdo bioacessivel de Zn, Cu e Cr do iogurte (n=3), quantificada por AAS
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Na Figura 3.9, observa-se que a bioacessibilidade para Cr de iogurte foi proxima a
100%, sendo similar entre os dois procedimentos avaliados. Para Cu, uma fracdo bioacessivel
maior foi observada para P2 (>46%) se comparado a P1 (préximo a 9%). Para Zn em iogurte
foi observada uma bioacessibilidade baixa (<16), sendo observada uma grande interferéncia da
matriz do iogurte nos procedimentos in vitro. Neste sentido, observando as diferencas entre os
procedimentos para bioacessibilidade de Cu em iogurte, e a interferéncia na bioacessibilidade
de Zn em iogurte, testes foram realizados reduzindo a quantidade de iogurte utilizada no
procedimento 1 de 666,7 para 133 g L e no procedimento 2 de 500 para 100 g L%, isso nas
solucdes iniciais, antes da realizacdo do procedimento de bioacessibilidade. O resultado para

este estudo é apresentado na Figura 3.10.
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Figura 3.10. Fracdo bioacessivel de Cu e Zn do iogurte (n=3), quantificada por AAS
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Observando-se a Figura 3.10, para Cu, verificou-se uma similaridade entre as fracGes
bioacessiveis obtidas pelos dois procedimentos in vitro avaliados.

Para Zn, pode-se verificar que para P1, uma menor quantidade das enzimas presentes
nos sucos gastrico e intestinal, ndo auxiliou na disponibilidade dos metais ao final da digestdo
enzimatica. Para este procedimento, a bioacessibilidade foi menor que 37%, sem considerar a
fracdo ndo disponivel apresentada pela solucdo simulada, como ja citado. A complexidade da
matriz do iogurte pode ter dificultado a atuacdo dos sucos gastrico e intestinal durante a digestdo
enzimatica, interferindo assim, na bioacessibilidade de Zn. O uso de um suco intestinal mais
simples (constituido apenas de pancreatina e NaHCO3) pode também ter influenciado neste
resultado.

J& para P2, as fracBGes bioacessiveis para Zn foram de 82%, muito maior do que a
apresentada para o metal anteriormente (em maior concentracdo de iogurte). Considerando a
diminuicdo deste valor em relagcdo ao controle obtido pela solucdo simulada (em meio aquoso)
para P2 (54%), a bioacessibilidade real do metal fica préxima a 28%. O uso de um suco
intestinal mais complexo (constituido de pancreatina, sais biliares e NaHCOs3), pode ter
contribuido para um aumento na fragdo bioacessivel do metal. Com base na literatura, sabe-se
que a presenca de sais biliares € importante para o processo de digestdo de alimentos pelo
organismo humano. A bilis atua na digestao de lipideos emulsionando gorduras alimentares em
pequenas gotas promovendo atividade da lipase pancredtica (GUERRA et al., 2012). Além
disso, o conjunto presente no suco intestinal (pancreatina, sais biliares e NaHCO3) é responsavel
pela quebra de polissacarideos, proteinas e lipideos, tornando-as mais favoraveis para absorgao
(INTAWONGSE e DEAN, 2006).
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Considerando os pontos citados e os resultados obtidos neste estudo, o procedimento 2
foi escolhido para determinacdo das fracdes bioacessiveis de ions metélicos em iogurte. Como
ja foi dito anteriormente, esse procedimento é mais complexo e mais préximo do processo
natural de digestdo humana. A maioria dos estudos sobre bioacessibilidade, apresentados na
literatura, utilizam o suco intestinal com pancreatina e sais biliares, considerando que isso
facilita a absorcdo de nutrientes para o organismo (WANG et al., 2011; HU et al., 2013;
TOKALIOGLU et al., 2014).

Ap0s a escolha do procedimento P2 para a determinacéo da bioacessibilidade de Zn, Cu
e Crem iogurte, ele foi testado na determinacdo das fracGes bioacessiveis de Pb e Cd na matriz.

Inicialmente, realizou-se o procedimento de bioacessibilidade para solu¢des aquosas
contendo o padrdo metalico dos elementos, a fim de verificar a interacdo das enzimas com 0s
metais livres em solugdo. Para isso, solugdes foram preparadas com 0,5 e 5 pug L™ de Cd e Pb,
respectivamente. No entanto, os resultados obtidos ndo foram adequados. O sinal de fundo (BG)
obtido na determinacdo dos metais era muito superior ao sinal analitico dos mesmos, indicando
um sério problema de interferéncia das enzimas na analise por GF AAS. Além disso, encontrou-
se muita dificuldade na construcdo da curva analitica para os metais. Mesmo sendo construida
na presenca das enzimas utilizadas no procedimento in vitro, as curvas ndo apresentavam sinais
adequados (tanto para absorbancia quanto para BG). A fim de tentar solucionar esse problema,
varios testes em relacdo ao programa de aquecimento do forno de grafite (temperatura e tempo
de rampa e permanéncia) foram realizados. No entanto, ndo foi observada nenhuma melhora
nos resultados. Por fim, resolveu-se testar a adigdo de HNOs (na mesma concentragéo otimizada
para determinagdo total de Pb e Cd em suspensao de iogurte — 0,6 mol L) na solugéo de iogurte,
apos o procedimento de bioacessibilidade, e nas curvas analiticas para cada metal. O uso de
HNOs poderia auxiliar na atomizacdo destes metais, considerando que no procedimento de
bioacessibilidade apenas HCI é utilizado, e como ja citado anteriormente esse &cido néo
favorece a atomizacdo de elementos volateis como Pb e Cd. O procedimento de
bioacessibilidade também foi modificado. Além do procedimento utilizando 2,5 mL de sucos
gastrico (SG) e intestinal (SI), um procedimento também foi testado utilizando 1,5 mL dos
sucos nas etapas da digestdo. Uma menor concentragao das enzimas poderia diminuir os sinais

de fundo para as amostras. Os resultados para estes testes sdo mostrados na Figura 3.11.
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Figura 3.11. Fracdo bioacessivel de Pb e Cd em solucdo aquosa (padrdo metalico) (n=3), quantificada por GF
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Na Figura 3.11 é possivel verificar que houve uma similaridade entre as fragdes
bioacessiveis para os dois metais avaliados, 0 que demonstra que a quantidade de enzima néo
influenciou no processo. Ou seja, a redugdo dos sucos gastrico e intestinal, ndo interferiu na
bioacessibilidade dos metais a partir da solucdo aquosa. Para Cd, as fracdes bioacessiveis foram
préximas a 55%, demonstrando que 45% do metal livre ndo estd disponivel para absorcéo
intestinal. Ja para Pb foi observada uma bioacessibilidade total (100%) em solu¢cdo aquosa.
Apesar de ndo ser observada diferenca entre as fracGes bioacessiveis dos metais em diferentes
concentragOes de enzimas do procedimento in vitro, o sinal de fundo (BG) para Pb foi
aproximadamente 2,5 vezes maior quando utilizado um maior volume de suco gastrico e
intestinal, ou seja, uma maior concentracao de enzimas no procedimento. Para Cd, esse aumento
foi de 1,7 vezes quando os sinais de BG para ambos procedimentos foram comparadas. Assim,
considerando a complexidade da matriz estudada, para Pb e Cd resolveu-se trabalhar com
adicdo de 1,5 mL de suco gastrico e intestinal para a digestdo enzimatica de iogurte.

Do mesmo modo que para Zn, Cu e Cr, as curvas analiticas com padrédo externo (PE) e
em meio enzimatico (PB) foram avaliadas a fim de verificar qualquer efeito das enzimas na
determinacdo de Pb e Cd por GF AAS. Os dados obtidos para as curvas analiticas foram
utilizados para calcular o coeficiente de regressio linear e de determinacio (R?). Modelos de
regressdo linear foram avaliados e um teste de falta de ajuste foi aplicado no nivel de confianga
de 95%. A Tabela 3.17 apresenta os parametros de regressdo das curvas obtidas para o
procedimento de digestdo enzimatica de iogurte, em cada condicao estudada e para cada metal
de interesse.
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Tabela 3.17. Parametros das curvas analiticas e dados de linearidade para determinacéo da bioacessibilidade de
Pb e Cd em iogurte por GF AAS

- - Avaliagdo da linearidade
Parametros de regressao

Calibracéo Regressdo Falta de ajuste
Equagdo R? Freg p Fraj p

Cd PE A =0,0005(+0,0008) + 0,0706(+0,0012)XCcq 99,6 3489,1 0,000 356 0,055

_ -1
(02101 L% PB A =0,0018(+0,0012) + 0,0928(+0,0019)XCcq 994 2450,8 0,000 026 0,851
Pb PE A =-0,00110(x0,0004) + 0,00197(+0,00007)XCps 98,7 839,2 0,000 047 0,643

. -1
(208019 LY PB A =-0,00093(+0,00019) + 0,00145(+0,00003)xCp, 99,4 1800,3 0,000 1,85 0,218

Nota: Valores entre parénteses correspondem ao intervalo de confianca dos coeficientes lineares e angulares
Feritico (1;10;0,05) para Regressao = 4,96 e Feritico (2;8;0,05) para Falta de ajuste = 4,46 para Pb
Feritico (1;13;0,05) para Regressao = 4,67 e Feritico (3;10;0,05) para Falta de ajuste = 3,49 para Cd

Para Pb e Cd, na Tabela 3.17, é possivel verificar que existe uma diferenca significativa
entre as inclinacdes das curvas analiticas em padrdo externo e em meio enzimatico. Em meio
enzimatico, para Cd, houve um aumento da inclinagdo da curva analitica se comparada a curva
com padrdo externo. J& para Pb, observou-se uma maior sensibilidade para a curva com padrao
externo em relacdo a curva em meio enzimatico. Isso indica que a quantificacdo destes metais
nas fracdes bioacessiveis de iogurte deve ser realizada em curva simulada com os sucos gastrico
e intestinal do procedimento estudado.

A Tabela 3.17, mostra também o modelo de regressdo linear, o coeficiente de
determinacdo (R?), e os valores de Freg € Fraj para as curvas analiticas. Para R2, os valores
variaram entre 98,7 para 99,6, indicando uma relacdo linear entre o sinal de absorbéancia e as
concentragdes dos elementos (ARAUJO, 2009).

Modelos de regressdo linear foram estudados em um nivel de confianca de 95%. Valores
de Freg variaram de 839,2 a 3489,1, sendo que todos os valores de Freg >> Feritico. EStes
resultados indicam que a regressdo linear é significativa para todas as curvas avaliadas. A
linearidade das curvas analiticas pode ser confirmada através de testes de falta de ajuste (Fraj)
em um nivel de confianca de 95%. Em todos os casos, os valores de Fr,j (0,26 a 3,56) foram
menores que os valores de Feritico, indicando que Fraj ndo foi significativo no nivel de confianca
adotado (p > 0,05). Assim, foi confirmada a linearidade das curvas analiticas, ndo sendo
observado falta de ajuste dos modelos lineares construidos.

Apos a avaliagédo das curvas analiticas, foi possivel verificar o LOD e LOQ para Pb e
Cd determinados em iogurte apos a digestdo enzimatica. Os valores para LOD foram 0,25 e
2,21 ng g* para Cd e Pb, respectivamente. Para o LOQ, Cd e Pb apresentaram valores de 0,83
e 7,36 ng g, respectivamente. Esses valores podem ser considerados adequados devido a

complexidade do meio extrator avaliado.
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Tendo-se definido as melhores condi¢des de quantificacdo das fragdes bioacessiveis de
Zn, Cr, Cu, Pb e Cd em iogurte, os procedimentos de bioacessibilidade puderam ser avaliados

na matriz de interesse.

3.2.6 Determinacédo da Concentragdo Total de Metais Trago em Suspenséo de logurte

O método de amostragem em suspensdo e 0s ensaios de bioacessibilidade in vitro foram
aplicados para a determinacéo de Zn, Cu, Cd, Cr e Pb em amostras de iogurte comerciais. Foram
utilizados diferentes tipos de iogurte, incluindo: iogurte natural, com sabor, integral, semi-
desnatado, desnatado, e de soja. Ao total, foram avaliadas 25 amostras de iogurte de 6 diferentes
marcas (ver Tabela 3.5). Os resultados obtidos para concentracdo dos ions metalicos de

interesse estdo apresentados na Tabela 3.18.



Tabela 3.18. Quantificacdo das concentracdes totais de Zn, Cu, Pb, Cd e Cr em iogurte (n=3), empregando amostragem em suspensao por AAS

Amostra Marca Tipo? Descricéo Zn(uggl) Cu(nggl) Cr(nggh® Cd(nggh® Pb(ngg™hP
AlLl A | Natural 5,62+0,02 64+1 <8,3 <14 <35,4
AlL2 A | Natural 6,2+0,2 67+10 <8,3 <14 <354

A2 A PD Morango 4,41+0,04 69+8 <8,3 1,6+0,3 <354
A3 L1 A PD Morango - pronto para beber 3,40+0,02 66+3 <8,3 5,0£0,2 3712
A3 L2 A PD Morango - pronto para beber 2,66+0,04 30+1 9,230+0,001 <14 <354

A4 A D Morango 0 lactose 3,7£0,3 58+1 <8,3 <14 <354

A5 A | Baunilha com Geléia de maca e canela 3,10+0,05 8313 <8,3 <l4 <354

B1 B D Natural 5,5+0,1 7412 <8,3 <14 <354

B2 B D Mel 4,76%0,05 7816 <8,3 <14 <354

B3 B | Morango com mirtilo - grego 6,19+0,06 11146 <8,3 <14 <35,4

C1 C D Natural 6,2+0,4 84,2+3 <8,3 <14 <354

Cc2 C | Polpa de ameixa 3,45+0,03 175+3 <8,3 <14 <354

C3 C | Pedaco de lichia 3,5+0,1 198+1 <8,3 <l4 <354

C4 C | Morango - grego 4,0£0,1 10245 9+2 <14 <354

C5 C D Morango - soja 3,7+0,2 806+13 9+2 1,740,2 <354

D1 D PD Mel 3,64+0,08 51+2 <8,3 <14 <354

D2 D | Morango enriquecido com Zn e Ca 25,6+0,5 59+10 14+4 1,7£0,1 <354

D3 D | Salada de frutas enriquecido com Zn e Ca 24,1+0,1 5745 13+2 <14 <35,4

D4 D | Maca e banana enriquecido com Zn e Ca 30,3+0,3 68+3 15,7+0,4 <14 <354

El E | Creme/calda de frutas vermelhas - grego 5,40+0,001 7516 <8,3 <14 <35,4

E2 E I Creme/calda de frutas vermelhas O lactose - grego  4,9+0,1 64+9 <8,3 2,16+0,02 <354

E3 E D Creme e preparado de fruta 6,93+0,08 4716 <8,3 <l4 <354

F1 F | Morango 4,05+0,02 40£3 9,0+0,7 <14 <354

F2 F | Frutas vermelhas - pronto para beber 2,53+0,02 36+2 9,99+0,01 <l4 <354

F3 F | Morango - pronto para beber 6,82+0,007 24+4 10,6+0,5 <14 <354

Média Geral 7+8 103+151 11+3 2+1 3712
LOQ 13 16,3 8,3 1.4 35,4

Tipo: | = Integral; PD = Parcialmente Desnatado; D = Desnatado
bA Média foi calculada considerando apenas as amostras que tiveram concentrag@es quantificadas de metais
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A Tabela 3.18, apresenta as 25 amostras avaliadas. Para a marca A foram avaliadas 2
amostras (Al e A3) em lotes diferentes a fim de verificar se havia, ou ndo, variaces em relagéo
a concentracdo dos metais ou nas fracdes bioacessiveis dos mesmos. Zn e Cu puderam ser
quantificados em todas as amostras avaliadas. Ja Cr, Cd e Pb foram quantificados em menos de
40% das amostras.

A Figura 3.12 apresenta o grafico das concentracBes de Zn quantificadas nas 25

amostras de iogurte.

Figura 3.12. Concentragdes totais de Zn determinadas em amostras de iogurte utilizando amostragem em

suspensdo e FAAS
35

= N N w
a1 o a1 o
IR I TR R

=
o
TR

Concentracéo de zZn (ug g*)
(63

o
-

S R FEPTPC VPP EFIPIOP G

Para Zn, as concentragdes em iogurte variaram de 2,66 + 0,04 a 30,3 + 0,3 ug g*. De
modo geral, as concentracdes médias foram muito préximas, sendo que a marca D foi a que
apresentou a média mais elevada (Tabela 3.18). Isso esté associado ao fato das amostras D2-
D4 serem enriquecidas com Zn (na forma de sulfato de zinco). Essa diferenca nas concentracdes
de Zn para as trés amostras da marca D, também foi evidenciada na Figura 3.12, onde as demais
amostras apresentaram certa similaridade para a concentracdo do metal. Segundo a tabela
nutricional disponivel para estas amostras, a concentracdo de Zn indicada é de 2,6 mg/100 g de
iogurte. Na quantificacdo realizada nestas amostras, as concentragfes de Zn encontradas
variaram de 2,41 a 3,03 mg/100 g de iogurte, pr6ximo ao valor tabelado. Para as amostras de
iogurte natural integral (A1 L1 e Al L2) as concentragOes foram similares. Essas concentragdes
também foram similares as apresentadas pelas amostras de iogurte natural desnatado (B1 e C1).
Para as amostras de iogurte do tipo “grego” (B3, C4, E1 e E2) as concentracOes variaram de
4,0+0,1a6,19 + 0,06 pg g e foram similares as apresentadas pelas outras amostras avaliadas

(iogurte integral ou desnatado). Estes dados séo concordantes com os apresentados na literatura.
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Brandé&o et al. (2010) encontraram concentracfes de Zn em iogurte brasileiro entre 2,12 e 4,82
ug g*. Llorent-Martinez et al. (2012) avaliaram amostras de iogurte da Espanha e encontraram
concentragbes para Zn na faixa de 1,5 a 4,5 pug g Essas concentragbes também s&o
comparaveis aquelas disponibilizadas na Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos
(TACO), sendo que para Zn, nas amostras avaliadas, foram encontradas concentragdes de 3 a
5 ug gt (NEPA, 2011). Assim, os resultados encontrados neste estudo indicam que a
amostragem em suspensdo foi um método eficiente para a quantificagdo de Zn em iogurte
utilizando FAAS.

Em relacdo aos metais traco, as concentracdes de Cu, Cr, Cd e Pb determinadas nas
amostras de iogurte variavam de <1,4 (Cd) a 806 + 13 ng g* (Cu), como mostrado na Tabela
3.18.

Assim como para Zn, Cu foi quantificado em todas as amostras de iogurte avaliadas. A

Figura 3.13 apresenta o grafico das concentra¢des de Cu quantificadas em iogurte.

Figura 3.13. Concentragdes totais de Cu determinadas em amostras de iogurte utilizando amostragem em

suspensdo e GF AAS
850

800

750

A\Y

200
150 -
100 -

Concentracéo de Cu (ng g'l)

a1
o O
[

vw@m@@;@m@gaQ,»@m@sQ»QmofbOvoﬁox,o%fbov@»&@@@@

As concentragdes de Cu em iogurte variaram de 24 + 4 a 806 + 13 ng g%, como mostrado

na Tabela 3.18. De modo geral, as concentragdes foram similares entre as marcas avaliadas,
sendo que a marca C foi a que apresentou amostras de iogurte com as maiores concentragoes
de Cu, tantos para as amostras saborizadas ou com adicéo de frutas, quanto para a amostra de
iogurte integral. Além disso, essa marca, se comparada as demais, foi a que apresentou maior
variabilidade entre as amostras avaliadas, como mostrado na Figura 3.13. Para esta marca,
ganha destaque a amostra C5 (iogurte de soja), a qual apresentou a maior concentracdo do
metal. Estudos como o proposto por Llorent-Martinez e colaboradores (2012), relatam que

iogurtes a base de soja podem apresentar concentragdes de Cu 7,5 vezes maiores do que iogurtes
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produzidos com leite (méaximo de 180 ng g de Cu em iogurte de leite e maximo de 1350 ng g
! de Cu em iogurte de soja). Isso se deve a grande disponibilidade deste metal na regido agricola
devido a sua presenca em fertilizantes e adubos em geral. No presente estudo, pode-se notar
concentracdes de Cu 13 vezes maiores em iogurte de soja, quando comparados com iogurte
produzido com leite bovino. Na literatura, para iogurte produzido com leite, séo apresentadas
concentragdes de Cu na faixa de 35,0 a 290,0 ng g* (LLORENT-MARTINEZ et al., 2012;
LUIS et al., 2015). De acordo com a Tabela Brasileira de Composicédo de Alimentos (TACO),
em amostras de iogurte podem ser encontradas concentra¢des de 200 ng de Cu em 1g de iogurte
(NEPA, 2011).
A Figura 3.14 apresenta o grafico das concentracfes de Cr quantificadas em iogurte.

Figura 3.14. ConcentracOes totais de Cr determinadas em amostras de iogurte utilizando amostragem em

suspensdo e GF AAS
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Para Cr, 36% das amostras de iogurte foram quantificadas, sendo que as marcas D e F
foram as que tiveram Cr presente na maioria das amostras avaliadas, como observado na Figura
3.14. De modo geral, as concentracdes do metal em iogurte foram préximas entre as amostras,
sendo que estas variaram de 8,5+ 2,1 a 15,7 + 0,4 ng g*. Para a marca D, as amostras de D2 a
D4 foram as que apresentaram maior concentragdo de Cr. Essas amostras sdo enriquecidas com
Zn e Ca, podendo sugerir que durante o enriquecimento das mesmas com estes nutrientes, pode
estar acontecendo algum processo de contaminacdo por Cr. Além disso, a matéria-prima de
origem destes iogurtes pode contribuir com essas concentracdes do metal. A amostra C5
(iogurte de soja), também apresentou quantidade significativa de Cr o que pode estar
relacionado com o cultivo da soja. O fato de Cr muitas vezes ser encontrado em fertilizantes

agricolas, e estes serem amplamente utilizados em culturas como a da soja, pode contribuir para
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acumulacdo do metal no produto e nos derivados do mesmo (JUNIOR, LUCHESE e LENZI,
2000; NACKE et al., 2013).

Para metais sem funcdo bioldgica conhecida, como Cd e Pb, também foi possivel
verificar a presenca dos mesmos em amostras de iogurte. A Figura 3.15 mostra as concentragdoes

de Cd quantificadas em amostras de iogurte.

Figura 3.15. Concentracdes totais de Cd determinadas em amostras de iogurte utilizando amostragem em
suspensdo e GF AAS
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Para Cd, apenas 5 amostras puderam ser guantificadas, sendo que as concentragdes
foram menores que 5 ng g* (Tabela 3.18). A maior concentracio do metal foi apresentada pela
amostra A3 L1 (Figura 3.15), que foi a Gnica amostra que apresentou Pb quantificavel em
iogurte. Novamente a presenca de metais toxicos, a exemplo de Pb e Cd, demonstra a
possibilidade de contaminacdo do alimento em alguma etapa da industrializacdo do mesmo. A
amostra C5, de iogurte de soja, também apresentou concentracdo quantificavel de Cd. Este tipo
de resultado tem sido observado em outros estudos, que indicam maior presenca de metais traco,
principalmente metais toxicos, em iogurtes produzidos com soja (LLORENT-MARTINEZ et
al., 2012). De maneira similar ao Cr, o Cd também pode ser encontrado em fertilizantes
agricolas, sendo que quantidades trago podem ser acumuladas nas mais diversas plantagdes, a
exemplo da soja, tornando-se assim, presente nos seus produtos derivados.

A concentracdo de Pb em todas as amostras estudadas ficou abaixo do limite de
quantificacdo do método proposto, com excecdo da amostra A3 L1, a qual apresentou
concentragéo de 37 +12 ng g*. A presenca de Pb em amostras de iogurte pode estar relacionada,
provavelmente, com a origem da matéria-prima do alimento, ou com processos de

contaminacdo durante a industrializacdo do mesmo. Quantificacbes de metais traco em
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suspensdo de iogurte, realizadas em outros periodos deste trabalho, demonstraram a presenca
de Pb em iogurte com concentragdes de até 114 + 8 ng g* (DE ANDRADE et al., 2018). Isso
sugere que pode existir algum processo de contaminacdo do iogurte por Pb, e que essa
contaminacdo pode ser sazonal, estando relacionada, possivelmente, com épocas em que 0 uso
de fertilizantes e/ou agroquimicos € mais intensificado em regides agricolas e pecuarias.

Na literatura, as concentra¢des de Pb, Cd e Cr em iogurte podem ser encontradas na
faixa de 1,0 a 126,0 ng g*; 0,1 a 118,0 ng g*; e 20,0 a 75,0 ng g%, respectivamente (KAYA,
AKDENIZ e YAMAN, 2008; ABDULKHALIQ et al., 2012; LLORENT-MARTINEZ et al.,
2012; ER, SENKAL e YAMAN, 2013; LUIS et al., 2015). A variabilidade na concentracdo dos
metais estudados em amostras de iogurte de diferentes paises pode ser explicada pela diferenca
na pecuaria e agricultura desenvolvida no pais, além do processamento do produto de interesse.

Devido a gquantidade significativa de amostras avaliadas, uma analise quimiométrica
mais aprofundada se faz necessaria a fim de verificar a relacdo entre as amostras e as

concentracdes dos metais avaliados.

3.2.7 Anélise Estatistica das ConcentracGes Totais de Metais em logurte empregando Analise

dos Componentes Principais (PCA)

A anélise dos componentes principais (PCA) € uma ferramenta quimiométrica baseada
em um projeto de dados multidimensionais que sdo dispostos em diferentes coordenadas de um
gréfico, dependendo da variancia maxima e da correlacdo minima entre esses dados. Os dados
experimentais podem ser transformados em graficos, conhecidos como gréaficos de escores,
dentro de coordenadas 2D ou 3D. No gréafico de escores, os grupos de valores formados podem
ser usados na classificacdo/separacdo de amostras com dados similares (WEI et al., 2010). A
PCA é um método que visa a analise exploratdria de dados, reduzindo a dimensionalidade de
um conjunto de dados, mas preservando ao maximo a variabilidade dos mesmos (JOLLIFFE e
CADIMA, 2016). Assim, os fatores principais (PCs) identificados devem melhor explicar a
variabilidade que possa existir na matriz dos dados (PELLERANO et al., 2012).

No presente trabalho, os parametros utilizados para a analise de componentes principais
foram as concentragdes de Zn, Cu, Pb, Cd, Cr, gordura, carboidrato, Ca e Na. Os parametros
gordura, carboidrato, Ca e Na foram designados a partir dos dados disponiveis nas tabelas
nutricionais correspondentes a cada amostra de iogurte estudada.

A partir dos parametros utilizados foi construida uma matriz de dados de dimensao que

corresponde aos nove parametros e seus respectivos valores obtidos para 25 amostras de
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iogurte. Os dados originais foram autoescalonados e utilizados para gerar o modelo de regresséo
multivariada.
A Figura 3.16 mostra os graficos de pesos e de escores para as duas primeiras

componentes principais.

Figura 3.16. Graficos de pesos (A) e de escores (B) para as componentes principais 1 e 2 das concentragdes totais
de metais obtidos com a analise multivariada dos dados de iogurte
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Com a PCA foi possivel obter uma explicacdo de 46,5% da variabilidade dos dados.
Considerando as diferentes origens do iogurte e as diferentes caracteristicas inerentes a cada
amostra, essa explicacdo pode ser considerada adequada. Na Figura 3.16A é possivel verificar
gue existem algumas relacdes entre as variaveis avaliadas. Pela primeira componente principal
(PC1) (eixo X), observa-se uma relacdo entre as variaveis Zn e Cr para as amostras de iogurte,
com coeficientes maiores que 0,51. Além disso, nota-se que ha uma relacdo inversa entre Zn e
Creas variaveis Cd, Pb e carboidrato, sendo estas as variaveis que apresentaram os coeficientes
de correlacdo mais significativos (entre -0,66 para Cd e -0,69 para Pb). Para a segunda
componente (PC2) os coeficientes de correlagcdo mais significativos foram para as variaveis Zn
e Cr (acima de 0,45), os quais foram inversamente correlacionados com as varidveis Ca e Na,
com coeficientes de -0,50 e -0,90, respectivamente. Metais como Cu, Cd e Pb, por exemplo,
além de se correlacionarem entre si, apresentaram também forte correlacdo com teor de gordura
e carboidrato presentes nas amostras de iogurte.

Avaliando-se a Figura 3.16B nota-se que a primeira componente principal foi
responsavel pelo agrupamento das amostras de iogurte em grupos distintos. Em rela¢do a PC1
(eixo X), a direita do gréafico (eixo positivo de X e negativo de Y), verifica-se que as amostras
de iogurte natural (Al L1, Al L2, B1 e C1) apresentaram forte relagdo com os parametros Ca

e Na. Neste grupo ainda foi possivel agrupar a amostra B2. Ainda no lado direito do grafico,
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mas no quadrante positivo de X e Y, foi possivel observar dois agrupamentos de amostras de
duas marcas (D2 a D4, e F1 a F3). Essas amostras demonstraram ter forte relacdo com as
concentracdes de Cr e Zn. As amostras de iogurte pertencente ao lado esquerdo do grafico (eixo
negativo de X) mostraram relacdo com o0s outros pardmetros avaliados. A maioria destas
amostras se correlacionaram com a concentra¢do de Cu e a quantidade de gordura. A amostra
A3 L1 foi a Unica que se destacou em relacdo ao Pb e Cd e quantidade de carboidrato.

Como Pb e Cd foram quantificados em poucas amostras de iogurte, uma nova PCA foi
realizada a fim de melhor correlacionar as amostras com as variaveis de interesse.

Os parametros utilizados para a nova anélise de componentes principais foram Zn, Cu,
Cr, gordura, carboidrato, Ca e Na.

A Figura 3.17 mostra os graficos de pesos e de escores para as duas primeiras

componentes principais.

Figura 3.17. Gréficos de pesos (A) e de escores (B) para as componentes principais 1 e 2 obtidas com a analise
multivariada dos dados de iogurte
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Notas: No gréfico de escores, letras e nimeros referem-se a identificacdo das amostras de iogurte.

Para essa PCA foi possivel obter uma explicacdo adequada de 56,4% da variabilidade
dos dados.

Na Figura 3.17A, é possivel observar pela primeira componente principal (PC1) que
novamente existe uma relacdo entre as variaveis Zn e Cr para as amostras de iogurte
(coeficientes > 0,68). O coeficiente de correlagdo para Na foi muito significativo (-0,79), no
entanto, ele apresentou relacdo inversa com Zn e Cr. Para a segunda componente (PC2) os
coeficientes de correlagdo com maior significancia foram apresentados pelas variaveis Zn e Ca,
com valores de 0,59 e 0,61, respectivamente. Observa-se também uma relagdo inversa destas

duas varidveis com o teor de gordura e carboidrato presentes nas amostras. Para estes dois
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ultimos, os coeficientes foram significativos, com valores de -0,60 para gordura e -0,74 para
carboidrato. Além disso, é possivel verificar uma relacdo das concentracbes de Cu com o teor
de gordura presente nas amostras.

Em relacdo a Figura 3.17B, pela PC1, as amostras de iogurte localizadas no quadrante
positivo em relagcdo ao eixo X e eixo Y, distantes da linha zero, apresentaram concentragfes
mais elevadas de Cr e Zn, como observado anteriormente. Consequentemente, as amostras
localizadas no quadrante positivo de X e negativo de Y, apresentaram concentracdes inferiores
para os dois metais. No entanto, neste quadrante, pode ser observado um grupo de amostras que
sdo similares em relagdo a quantidade de gordura, ou em relacdo as concentracdes de Cu
quantificadas. Em relagdo ao eixo negativo de X e Y, observa-se um grupo de amostras
relacionadas com o teor de carboidrato, sendo que grande parte das amostras da marca A foram
agrupadas em relacdo a esse parametro. J& em relacdo ao eixo negativo de X e positivo de Y,
verifica-se novamente que as amostras de iogurte natural (A1 L1, A1 L2, Bl e C1) e aamostra
B2 apresentaram forte relagdo com os parametros Ca e Na.

Em relacdo a PC2, pelo eixo positivo de X, observa-se uma separacdo das amostras
(principalmente de iogurte natural, ou enriquecidas com Ca e Zn) em relacdo as concentracfes
de elementos essenciais (Zn, Cr, Na e Ca). Ja em relacdo ao eixo negativo de X, pela CP2, a
maioria das amostras avaliadas foram agrupadas em relagdo a quantidade de carboidrato e
gordura presente nas mesmas.

Neste sentido, observa-se que mesmo se tratando de amostras com caracteristicas
distintas, observam-se semelhancas entre os iogurtes avaliados, em relacdo tanto com a
presenca de espécies metalicas, quanto com a composicao das amostras. Em alguns casos, foi
possivel verificar uma similaridade entre diferentes amostras relacionadas a composicéo
amostral e a presenca de algum elemento especifico nas mesmas.

Como o iogurte é um alimento de amplo consumo pela populacdo mundial,
principalmente criancas e idosos, e considerando a presenca de espécies metalicas neste
alimento, torna-se necessario avaliar se o produto € adequado para consumo humano atraves de

calculos de ingestédo diaria.
3.2.8 Grau de Ingestdo Humana de Zn, Cu, Pb, Cd e Cr em fun¢do do consumo de logurte
Ao considerar a ingestdo diaria de iogurte por seres vivos (160 g — 1 pote), pode-se

calcular a quantidade de Zn, Cu, Cr, Cd e Pb que foram ingeridos por uma pessoa de 70 kg, ou

por uma crianca de 20 kg. Esses resultados sdo mostrados na Tabela 3.19. Os valores foram
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calculados utilizando a média e a faixa de concentragao total dos metais em iogurte.

Tabela 3.19. Estimativa da ingestdo humana de Zn, Cu, Cd, Pb e Cr (ug por kg de peso corpéreo) para um adulto
(70 kg) e uma crianga (20 kg) que consome iogurte (160 g por dia)

Frequéncia Zn Cu Cr Cd Pb

de ingestdo Média Faixa Média Faixa Média Faixa Média Faixa Média

. Adulto 16,5 6,1 -69,3 0,2 0,05-1,8 0,03 0,02 -0,04 0,005 0,004 - 0,01 0,09

Diaria Crianga 57,6 21,3-242,4 0,8 0,2-6,5 0.09 0,07-0,13 0,019 0,01-0,04 0,30

Adulto 115,2 42,6 —484,8 1,7 04-129 0,2 0,14 -0,25 0,04 0,03-0,08 0,60

Semanal Crianga 403,2 149 - 1696,8 58 1,4-451 0,6 0,48-0,88 0,13 0,09-0,28 2,09

Adulto 493,7 182,4 - 2078 7,1 1,6 -55,2 0,8 0,58 -1,08 0,16 0,11-0,34 2,56

Mensal Crianga 1728 638,4 — 7272 24,8 5,7-193 2,7 2,04 -3,77 0,57 0,39-1,2 8,97

A Tabela 3.19, mostra que o nivel de ingestdo dos metais por seres humanos seguiu a
ordem de Zn > Cu > Pb > Cr > Cd. Considerando uma crianga que consome semanalmente 1,12
kg de iogurte, a ingestdo média de Zn, Cu, Pb, Cr e Cd seria 403,2; 5,8; 2,09; 0,6; ¢ 0,13 pg
kg!, respectivamente. Para um adulto, a ingestdo média seria 115,2; 1,7; 0,60; 0,2; e 0,04 ug
kg~!, para Zn, Cu, Pb, Cr e Cd, respectivamente. Devido a menor massa corporal apresentada
por criancas, é esperado que a ingestdo de metais seja maior por esses individuos. Considerando
0 amplo consumo de iogurte pelos infantes, isso demonstra a importancia de avaliar os niveis
destes metais neste tipo de alimento.

A JECFA (FAO/WHO) — Joint Food and Agricultural Organization/World Health
Organization Expert Committee on Food Additives — considera aceitavel, para Cd, uma
ingestdo mensal de até 25 ug kg de peso corpéreo (FAO/WHO, 2014). Para Pb, uma dose
semanal de 25 pg kg !, era considerada aceitavel. No entanto, atualmente este valor ndo tem
sido considerado seguro. Estudos mostraram que esta quantidade pode causar uma diminuicao
de 3 pontos de QI (quociente de inteligéncia) em criancas e um aumento de aproximadamente
3 mmHg (0,4 kPa) na pressdo sanguinea de adultos (FAO/WHO, 2012). Assim, ndo é possivel
estabelecer uma dose segura de Pb para a saude dos seres vivos. Para Cr, um limite aceitavel
para ingestdo diaria é de até 5 pg kg ' de peso corpéreo (ou 35 pg kg de peso corpdreo para
ingestdo semanal) (BAARS et al., 2001). Para Cu, €é aceitavel uma dose diaria de 0,5 mg kg™
de peso corporeo (500 pg kg! de peso corporeo) (FAO/WHO, 2014). Com relacdo a esses
limites maximos toleraveis, um célculo da porcentagem de ingestdo para os metais trago a partir
do iogurte, fornece valores de 2,8; 0,6; 0,4 e 0,2% para Pb, Cr, Cu e Cd, respectivamente. Todos
os valores de ingestdo frequente de metais calculados neste estudo, através do consumo de

iogurte, estdo abaixo dos valores limites permitidos para cada metal.
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Para Zn, se tratando de um micronutriente essencial para a dieta humana, a ingestdo
diaria recomendada (IDR) para criangas (4 a 8 anos) é de 5 mg dia™, e para adultos é de 8 e 11
mg dia, para mulheres e homens, respectivamente (I0OM, 2001; FAO/WHO, 2004; BRASIL,
2005). Com relacdo aos niveis de ingestdo superior toleravel de Zn, esses valores sdo de 12 e
40 mg dia’* para criancas e adultos, respectivamente (IOM, 2001). Considerando a concentragéo
média de Zn encontrada em amostras de iogurte (7,2 ug g1), a ingestéo diaria seria 1,15 mg do
metal. 1sso corresponde a 23% da dose diaria ideal de ingestdo de Zn para criancas e varia de
10,5 (homens) a 14,4% (mulheres), para adultos.

Para Cu, considerando também a sua essencialidade para a dieta humana, os valores de
IDR sdo de 440 ug dia™ para criangas (4 a 8 anos) e 900 pg dia™ para adultos (IOM, 2001;
BRASIL, 2005). Em relacdo a ingestdo maxima permitida do metal, os valores sdo de 3 e 10
mg dial, para criangas e adultos, respectivamente (IOM, 2001). A concentragdo média de Cu
em iogurte é de 103,4 ng g, o que corresponde a uma ingestdo diaria de 16,5 pg do metal. Isso
indica que a contribuicdo do iogurte para ingestdo de Cu é de 3,75% para criangas, e de 1,8%
para adultos.

No entanto, esses dados estdo relacionados com uma possivel ingestdo total dos ions
metalicos através do consumo de iogurte, e deve-se considerar a interagdo dos ions metalicos
com o organismo dos seres vivos. Alguns metais ou seus complexos, apds a ingestdo, podem
ter maior (ou menor) solubilidade e assim serem absorvidos mais (ou menos) facilmente
tornando-se (ou ndo) bioacessiveis para o organismo. Nesse sentindo, estudos de simulacao in
vitro podem fornecer resultados importantes com relacéo a ingestdo de ions metalicos na rota

de digestéo-absorcédo de alimentos pelos seres vivos.

3.2.9 Determinacéo da Bioacessibilidade de fons Metélicos em logurte

Os testes in vitro discutidos anteriormente, foram aplicados nas amostras avaliadas a
fim de verificar se os metais estudados poderiam estar disponiveis para absor¢éo intestinal a
partir do consumo de iogurte. As amostras foram separadas em relagdo a similaridade fisica:
amostras de iogurte natural foram avaliadas separadamente de amostras de iogurte saborizado
ou com fruta adicionada. Isso foi feito para melhor explicar os resultados, j& que anteriormente
verificou-se que iogurtes com caracteristicas semelhantes possuiam concentragdes similares de
metais.

A Figura 3.18 apresenta os dados referentes as concentracfes totais e fracoes

bioacessiveis de Zn a partir do iogurte.
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Figura 3.18. Concentragdo total e fracdes bioacessiveis de Zn em iogurte determinadas por FAAS
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Legenda: Concentragdo total - iogurte natural (A) e iogurte saborizado ou com adicéo de frutas (C);
Fracdo bioacessivel: iogurte natural (B) e iogurte saborizado ou com adigéo de frutas (D).

Em relacdo a Figura 3.18A, é possivel observar que existe uma similaridade entre as
amostras de iogurte natural, sendo que as concentragdes sdo proximas entre as mesmas. Ao
verificar a bioacessibilidade de Zn a partir destas amostras (Figura 3.18B), observa-se que essas
fracdes sdo diferentes e ndo ultrapassam os 30%. Como ja observado anteriormente, existe uma
interacdo de Zn com as enzimas do procedimento, diminuindo a fracdo bioacessivel do metal
(em solugdo aquosa). Para iogurte, com uma matriz complexa, essa diminuicao foi ainda maior.
Para as amostras da marca A, que se diferenciam apenas no lote, observou-se uma diferenca de
aproximadamente 13% na fracdo bioacessivel de Zn. Isso demonstra que mesmo, a principio,
elas tendo uma composicao similar, durante a digestdo enzimatica, a interacdo do metal com as
enzimas do processo modifica a bioacessibilidade de Zn. J& para as amostras B1 e C1, ambas
desnatadas, as fracdes bioacessiveis foram baixas (< 20%) e similares entre si.

As amostras de iogurte natural, em relacdo a tabela nutricional, apresentam quantidades
elevadas de proteina (acima de 6,5 g), 0 que também pode ser um fator determinante na baixa
bioacessibilidade de Zn apresentada por essas amostras. Apesar da ligacdo Zn-proteina
influenciar positivamente na absorcdo do metal (YUYAMA et al., 2007), para leite e derivados
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isso acaba influenciando negativamente. Isso ocorre porque a caseina, proteina majoritéria
nesses alimentos, dificulta a absorcéo de Zn, diferente do que € observado para outras proteinas
presentes em alimentos (MAFRA e COZZOLINO, 2004; BOSSU, 2009).

Para os iogurtes saborizados ou com fruta adicionada, pela Figura 3.18C, verifica-se
diferenga entre as marcas avaliadas, sendo que a marca C foi a Unica que apresentou
similaridade nas concentragGes de Zn. As maiores concentragdes do metal observadas nas
amostras D2 a D4, sdo devido ao enriquecimento dessas amostras com sulfato de zinco, como
jacomentado anteriormente. A amostra F3, apresentou uma concentracdo de Zn elevada quando
comparada as demais amostras da marca. E importante ressaltar que esta amostra é
especialmente indicada para consumo por criangas. Com relacdo as fracdes bioacessiveis
(Figura 3.18D), de modo geral, essas foram menores que 40%. Além disso, a variabilidade entre
as amostras foi significativa, sendo que amostras como a A3, avaliada em dois lotes distintos,
tiveram fracOes bioacessiveis muito diferentes (diferenca maior que 15%). Novamente, isso
indica que aparentemente a mesma composicao amostral ndo reflete a fragdo bioacessivel final
de Zn. Além disso, a amostra A3 L1 foi a que apresentou maior concentracdo de Cd entre todas
as amostras avaliadas, e também foi a que apresentou a segunda menor fracdo bioacessivel de
Zn (12,6 + 0,9%). Ao que se sabe, durante o processo de digestdo enzimatica, 0 Zn pode
competir com outros metais bivalentes, os quais podem ser complexados no trato
gastrointestinal, como por exemplo o Cd, e assim 0 Zn pode ser excretado (YUYAMA et al.,
2007; BOSSU, 2009). Ou seja, essa interacao diminui a biodisponibilidade de Zn no organismo
humano. A interacdo do metal com a matriz e durante o processo de digestdo influéncia no
resultado final para absorcdo intestinal. As maiores fracGes bioacessiveis de Zn foram para as
amostras A5 (integral) e D1 (parcialmente desnatada), sendo ambas saborizadas, e com
elevadas quantidades de carboidrato (Tabela 3.5). A amostra D1, apesar de ndo ser enriquecida
com Zn como as outras amostras da mesma marca, apresentou a maior fracdo bioacessivel do
metal (35,8%) dentre as amostras do grupo. Mesmo contendo a maior concentragdo de Zn, as
amostras D2 a D4, ndo apresentaram uma bioacessibilidade elevada. A menor fragédo
bioacessivel de Zn foi apresentada pela amostra C5, de iogurte de soja. Justamente o fato deste
iogurte ser produzido com soja pode ter contribuido para esse resultado. As dietas baseadas em
produtos vegetais geralmente contém inibidores da absorcdo de minerais, como &cido fitico ou
fitatos, polifenois, oxalatos e fibras (LAZARTE et al., 2015). Neste caso, os fitatos sdo
conhecidos como os principais inibidores da absor¢do de Zn em alimentos a base de plantas.
Além de amendoim, arroz, milho e outros cereais, a soja também apresenta contetdo

significativo de fitatos. Portanto, a menor fracao bioacessivel de Zn apresentada pelo iogurte
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de soja pode estar relacionada com a presenca de inibidores como fitatos, que atraves da ligagcdo
com Zn em um complexo insoltvel no trato gastrointestinal, reduz a quantidade do metal
disponivel para absorcdo. Além disso, a amostra C5 apresenta, segundo dados nutricionais
(Tabela 3.5), quantidade significativa de proteina de soja (5,4 g em média) e de Ca (270 mg).
Estudos relatam que a relagdo entre os fitatos e a proteina da soja, ou até mesmo a concentracéo
de Ca e os fitatos, podem reduzir significativamente a absor¢do de Zn, reduzindo assim sua
biodisponibilidade (LONNERDAL, 2000; SANDSTEAD e AU, 2007; LAZARTE et al., 2015).

Para Cu, os resultados para concentracdo total e bioacessibilidade sdo mostradas na
Figura 3.19.

Figura 3.19. Concentracdo total e fracOes bioacessiveis de Cu em iogurte determinadas por GF AAS
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Legenda: Concentracdo total - iogurte natural (A) e iogurte saborizado ou com adicédo de frutas (C);
Fracdo bioacessivel: iogurte natural (B) e iogurte saborizado ou com adicédo de frutas (D).

Para as amostras de iogurte natural, através da Figura 3.19A, percebe-se que as
concentragfes de Cu para as amostras de marca A, de lotes diferentes, foram similares. As
amostras B1 e C1, de iogurte desnatado, apresentaram concentra¢6es maiores de Cu quando
comparadas as amostras da marca A (iogurtes integrais). Com relacdo a bioacessibilidade

(Figura 3.19B), observou-se que a maioria das amostras apresentaram fracGes bioacessiveis
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préximas a 100%, com exce¢do da amostra Al L2, que apresentou uma fracdo de 78,7 + 3,8%.
Novamente, amostras semelhantes, mas de lotes diferentes, apresentaram fracdes bioacessiveis
distintas, o que pode estar relacionado com a composicao da amostra avaliada.

Considerando amostras de iogurte saborizadas ou com frutas adicionadas, foram
observadas diferencas nas concentracdes de Cu (Figura 3.19C). As maiores concentracoes
foram observadas para as amostras da marca C, com grande destaque para o iogurte de soja
(C5). Para uma mesma amostra, porém de lote diferente (A3), as concentracdes de Cu
apresentaram diferencas significativas, o que pode indicar que a origem ou industrializacdo da
amostra influencia na concentracdo de metais neste tipo de alimento. Com relacdo a
bioacessibilidade (Figura 3.19D), as porcentagens para Cu variaram de 52,120 + 0,007% (C2)
a 114 + 4% (F3). Com excecdo da amostra C2, todas as outras amostras apresentaram fracoes
bioacessiveis acima de 60%. Ainda em relacdo a marca C, todas as outras amostras, exceto a
C2, apresentaram uma bioacessibilidade total (100%) de Cu a partir do iogurte. Considerando
a elevada concentracdo do metal apresentada pela amostra C5, e sua total bioacessibilidade,
torna-se importante avaliar esse tipo de alimento e verificar sua contribuicdo nutricional em
relacdo a metais como Cu. Alguns estudos relatam que amostras com maiores concentracoes de
Zn diminuem a biodisponibilidade de Cu (CABRERA et al., 1996; YUYAMA et al., 2007,
GHARIBZAHEDI e JAFARI, 2017). Observando as amostras D2 a D4, as quais apresentaram
as mais elevadas concentracGes de Zn, as fracdes bioacessiveis de Cu em iogurte variaram de
69,6 + 0,6% a 73 = 7%. Se comparada as outras amostras, realmente se observa uma menor
bioacessibilidade do metal nas mesmas. No entanto, esse comportamento nao é regra entre as
amostras, e a composicdo amostral pode influenciar significativamente nas fracoes
bioacessiveis de Cu.

Para Cr e Cd, menos de 40% das amostras de iogurte apresentaram concentracfes
guantificaveis dos mesmos. Os resultados para concentracao total e bioacessibilidade de Cr em

iogurte sdo mostrados na Figura 3.20.
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Figura 3.20. Concentracdo total de Cr (A) e suas respectivas fragdes bioacessiveis (B) em iogurte determinadas
por GF AAS
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Para Cr, as concentracdes totais (Figura 3.20A) foram menores que 16 ng g™, e apenas
amostras saborizadas ou com adicdo de frutas apresentaram quantidades significativas do metal.
Dessas amostras, a maioria era de iogurte integral. Com relacdo as fragdes bioacessiveis de Cr
a partir de iogurte (Figura 3.20B), a faixa observada variou de 76 £ 2% a 112 + 9%, sendo que
para a maioria das amostras (que apresentaram concentracdes quantificaveis de Cr) o metal tem
capacidade total de ser absorvido pelo organismo dos seres vivos. A absorcdo de Cr depende
basicamente de trés fatores: estado de oxidagdo do metal; forma (complexado ou néo); e
conteddo intestinal (DA SILVA e COZZOLINO, 2007). Geralmente a absorcéo intestinal de
Cr é baixa (menor que 5%), sendo que 0os compostos organicos de Cr (por exemplo, na forma
de nicotinato ou picolinato de cromo) sdo mais facilmente absorvidos do que 0s compostos
inorganicos (por exemplo, na forma de cloreto de cromo) (ESFA, 2014). No iogurte, 0 que pode
estar favorecendo a absor¢do de Cr é a presenca de acido nicotinico na composi¢do da matriz
(GAHRUIE et al., 2015). Estudos relatam que a presenca dessa substancia em alimentos facilita
a absorcdo de Cr pelo organismo, devido a formacdo do nicotinato de cromo (altamente
absorvido pelo organismo), elevando assim sua biodisponibilidade (DISILVESTRO e DY,
2007; EFSA, 2014). Neste sentido, a variacdo na composic¢ao da amostra pode influenciar na
disponibilidade do metal.

A Figura 3.21 apresenta os resultados para concentragdo total e bioacessivel de Cd em

iogurte.
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Figura 3.21. Concentracéo total de Cd (A) e suas respectivas fracdes bioacessiveis (B) em iogurte
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Para Cd, 5 amostras analisadas apresentaram quantidades significativas do metal (Figura
3.21A), sendo que a maior concentracdo ndo ultrapassou 5 ng g!. Em relagdo a
bioacessibilidade (Figura 3.21B), as fracGes bioacessiveis de Cd foram muito baixas, o que
pode ser considerado adequado, visto a toxicidade apresentada pelo metal para o organismo
humano. O metabolismo do Cd possui caracteristicas especificas, sendo que esse metal
apresenta forte competicdo com metais bivalentes, o que indica que um aumento na
concentracdo de Cd pode diminuir a absorcao intestinal de Zn e Ca, por exemplo. Além disso,
0 Cd tem baixa capacidade de absorcdo pelo organismo (geralmente variando de 3 a 8%)
(MAIHARA e FAVARO, 2007), como pode ser observado para iogurte.

Para Pb apenas uma amostra foi quantificada, como observado anteriormente (37,4 £
11,9 ng g ). A bioacessibilidade apresentada pela amostra foi de 33 + 5%, que pode ser
considerada relativamente baixa. Segundo a literatura, a absorcao alimentar de Pb é geralmente
baixa (menor que 10%), sendo que isso pode variar de acordo com a idade, com a dieta adotada,
entre outros (MAIHARA e FAVARO, 2007). Além disso, dietas ricas em elementos como Ca,
P, Fe, Cu e Zn, podem auxiliar na diminuicao da absorcéo de Pb (SKERFVING e BERGDAHL,
2007). Tendo-se em vista 0 potencial acumulativo de Pb no organismo, principalmente de
criancas, essa baixa fragdo bioacessivel é desejavel, diminuindo os riscos de ingestdo aguda do
metal por seres Vvivos.

Considerando o significativo nimero de amostras avaliadas, uma PCA foi construida
buscando correlacionar as amostras com parametros importantes, bem como com as
porcentagens bioacessiveis dos metais avaliados. Como Pb e Cd foram quantificados em poucas
amostras de iogurte, a PCA foi realizada apenas com a bioacessibilidade dos metais que mais

se destacaram para as amostras.



109

Os parametros utilizados para a nova andlise de componentes principais foram as
fracOes bioacessiveis de Zn, Cu, Cr, e quantidade de gordura, proteina, carboidrato, Ca e Na.

A Figura 3.22 mostra os graficos de pesos e de escores para as duas primeiras
componentes principais.

Figura 3.22. Graficos de pesos (A) e de escores (B) para as componentes principais 1 e 2 obtidas para as fracdes
bioacessiveis de metais com a analise multivariada dos dados de iogurte
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Notas: No grafico de escores, letras e nimeros referem-se a identificacdo das amostras de iogurte.
Legenda: Marcas: e A; e B; e C; e D; o E; o F.

Em relacdo a PCA, pela Figura 3.22, foi possivel explicar 57,5% da variabilidade dos
dados, o que é considerado adequado tendo-se em vista as diferentes variaveis e amostras
avaliadas.

Na Figura 3.22A, observa-se, pela primeira componente principal (PC1), que as
correlacdes mais significativas foram apresentadas pelos parametros proteina, Ca e Na (>-0,75),
sendo que essa correlacdo foi inversa a apresentada pela porcentagem bioacessivel de Cr (0,52),
que também foi significativa. Além disso, verificou-se uma relacdo entre as fracGes
bioacessiveis de Zn e a quantidade de carboidrato. A bioacessibilidade de Cr também
apresentou uma relacdo com a quantidade de gordura presente nas amostras. Para a segunda
componente (PC2) o coeficiente de correlacdo com maior significAncia foi apresentado pela
fracdo bioacessivel de Cu (-0,76), a qual esta inversamente correlacionada com a variavel
carboidrato (0,57).

Em relagdo a Figura 3.22B, pela PC1, as amostras de iogurte localizadas no quadrante
positivo em relagdo ao eixo X e eixo Y, apresentaram uma maior correlagdo com a porcentagem
bioacessivel de Zn e com a quantidade de carboidrato presente nas mesmas. Neste quadrante,
grande parte das amostras da marca A puderam ser agrupadas. Por outro lado, as amostras

localizadas neste quadrante apresentaram correlacdo inversa em relacdo a porcentagem
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bioacessivel de Cu e quantidade de Ca. Ja as amostras localizadas no quadrante positivo de X
e negativo de Y, apresentaram fracGes bioacessiveis de Zn e quantidades de carboidratos
inferiores. Contudo, neste quadrante, pode ser observado um grupo de amostras que Sdo
similares em relacdo a quantidade de gordura, ou em relacdo a bioacessibilidade de Cr. Todas
as amostras da marca F e 75% das amostras da marca D (D2 a D4), puderam ser agrupadas em
relacdo a estes parametros. Observando-se 0s eixos negativos de X e Y, verifica-se algumas
amostras sendo influenciadas pela bioacessibilidade de Cu ou quantidade de Ca. Duas amostras
de iogurte natural (A1 L1 e C1) foram agrupadas em relacdo ao teor de Ca. Observa-se também
que a amostra C5, a qual apresentou menor fracdo bioacessivel de Zn, foi influenciada pela
bioacessibilidade Cu e quantidade de Ca presente na amostra, indicando, como citado
anteriormente, aquele efeito negativo da ligacao Zn-fitato-Ca, que diminui a disponibilidade de
Zn. As outras duas amostras de iogurte natural foram separadas em relacdo ao teor de Na e
proteina (Al L2 e B1), ficando agrupadas no quadrante correspondente aos eixos negativo de
X e positivo de Y.

Em relacdo a PC2, pelo eixo positivo de X, observa-se uma separacdo das amostras em
relacdo a bioacessibilidade de Zn, carboidrato, Na e proteina. Nesses quadrantes,
aproximadamente 86% das amostras da marca A foram influenciadas por esses parametros. Ja
em relacdo ao eixo negativo de X, pela PC2, as amostras foram separadas em relagcdo a
bioacessibilidade de Cu e Cr, quantidade de gordura e Ca.

Conhecendo-se as fracGes bioacessiveis dos metais em iogurte, € possivel estimar a
ingestdo dos mesmos com o consumo frequente do alimento. Considerando o consumo diario
de 160 g, pode-se calcular a quantidade de Zn, Cu, Cr, Cd e Pb que seriam ingeridos por uma
pessoa de 70 kg, ou por uma crianca de 20 kg, em relagdo a quantidade bioacessivel, ou seja,
que poderia ser absorvida pelos seres vivos.

Esses resultados s&o mostrados na Tabela 3.20. Os valores foram calculados utilizando

a média e a faixa de concentragdo dos metais em iogurte.

Tabela 3.20. Estimativa da ingestdo humana de Zn, Cu, Cd, Pb e Cr (ug por kg de peso corpdreo), com relagdo a
bioacessibilidade, para um adulto (70 kg) e uma crianca (20 kg) que consome iogurte (160 g por

dia)

Frequéncia Zn Cu Cr Cd Pb
de ingestdo Média Faixa Média Faixa Meédia Faixa Média Faixa Média

Didria Adulto 3,9 1,9-16,3 0,2 0,05-1,8 0,03 0,02 -0,04 8x10° 0-5,7x10* 0,03

Crianca 13,5 6,8 57,2 0,7 02-6,5 0.09 0,07-0,13 3x10* 0-2,3x10° 0,1

Semanal Adulto 27,1 13,6 —114,4 1,5 04-129 0,2 0,14 -0,25 6x10* 0—4,6x10° 0,2

Crianca 94,8 47,5 —-400,4 5,0 1,4-451 0.6 0,48 — 0,88 2x10°° 0-0,016 0,7

Adulto 116 58,2 —490,4 6,1 1,6 -55,2 0.8 0,58 - 1,08 2,6x10° 0-0,019 0,8

Mensal - —cionca 406 2086-1716 215 57-193 27  204-377  9x10° 0-0,068 3,0
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A Tabela 3.20, mostra que o nivel de ingestdo média dos metais por seres humanos
seguiu a ordem de Zn > Cu > Pb > Cr > Cd. Em relacéo aos valores obtidos para ingestao de
acordo com a fracdo bioacessivel para cada metal, nota-se que houve uma diminuigéo
significativa na ingestao de Zn, Cd e Pb, devido as menores bioacessibilidades apresentadas por
esses metais. Desse modo, a Tabela 3.21 apresenta os valores de ingestdo, com relacdo a
bioacessibilidade, dos metais estudados a partir do consumo de iogurte, comparados aos valores
recomendados ou permitidos para cada metal.

Tabela 3.21. Porcentagem de ingestdo de metais a partir do iogurte, com relacdo a bioacessibilidade, comparados

ao valor recomendado ou permitido para cada metal estudado
Metais Valor de ingestdo  Valor de ingestdo (bioacessibilidade)  Valor referencial % Ingestdo

Zn 1,15 mg dia’* 0,27 mg dia* 11 mg dia* (adulto) 25
Cu 1,7 pg kg* 1,67 pg kgt 500 pg kg 0,3
Cr 0,2 pug kg'? 0,2 pug kg'* 35 ug kgt 0,6
Cd 0,04 pug kg 0,0007 g kg* 25 ug kgt 0,003
Pb 0,6 pg kg'* 0,23 ug kgt 25 ug kgt 0,9

Observando-se a Tabela 3.21, para Cu e Cr, como a bioacessibilidade é quase total, a
ingestdo destes metais com o consumo de iogurte € total. Isso indica que para Cu, por exemplo,
a contribuicdo para a IDR com o consumo de iogurte é de 3,75% para criangas, e de 1,8% para
adultos, como foi observado nos calculos teéricos de ingestdo. Levando-se em consideragao 0s
limites maximos permitidos para ingestdo de metais traco com relacdo a massa corporal dos
individuos, as porcentagens calculadas, considerando a bioacessibilidade, foram de 0,9; 0,6;
0,33; 0,003% para Pb, Cr, Cu e Cd. Esses valores sdo significativamente menores para alguns
metais como Pb e Cd, devido as baixas fracGes bioacessiveis observadas a partir de iogurte,
qguando comparados aos valores calculados anteriormente (antes da realizacdo da
bioacessibilidade) (Tabela 3.21).

Para Zn, como ja indicado anteriormente, a ingestdo diaria recomendada (IDR) para
criangas é de 5 mg dia®, e para adultos varia de 8 a 11 mg dia® (IOM, 2001; FAO/WHO, 2004;
BRASIL, 2005). Considerando a concentragcdo média de Zn encontrada em amostras de iogurte
(7,2 ug g1) e a bioacessibilidade média do metal (23,5%) a partir deste alimento, a ingestéo
diaria seria 0,27 mg do metal. Isso corresponde a 5,4% da dose diaria ideal de ingestdo de Zn
para criangas, e de 2,5 (homens) a 3,4% (mulheres) para adultos. Com relacdo aos célculos
teoricos de ingestdo (Tabela 3.21), observou-se uma diminuicdo de 17,6% da contribuicdo do
iogurte para ingestdo de Zn por criancas. Para adultos a diminuicéo é de 8 e 11% para homens
e mulheres, respectivamente. Isso demonstra que o iogurte ndo pode ser considerado uma fonte
adequada de Zn, visto que a contribuicdo nutricional do alimento em relacdo as doses do metal,

€ muito baixa.
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Todos os valores de ingestdo frequente de metais através do consumo de iogurte
avaliados neste estudo, estdo abaixo dos valores limites permitidos para cada metal. Isso
demonstra que ndo existe chance de ocorrer exposicao aguda de seres vivos a estes metais com
o consumo frequente de iogurte. Também, pode-se sugerir que esse alimento ndo pode ser
considerado uma fonte nutricional suficiente de outros elementos essenciais como Zn, Cu e Cr
(se na forma trivalente). Estudos tem demonstrado que a contribui¢do nutricional de Cr através
do consumo de iogurte é baixa (LUIS et al., 2015). Igualmente, Cu tem um baixo potencial
nutricional considerando o consumo de leite e demais produtos lacteos (ELLINGSEN et al.,
2007).

3.3 CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizacdo deste estudo, foi possivel verificar que a amostragem em suspensao
se apresenta como uma metodologia rapida para a quantificacdo de Cu e Zn em iogurte, se
comparado as metodologias tradicionais (digestao por via seca ou por via imida) de preparo de
amostra. Verificou-se que o uso de HCI ou HNO3 foi adequado no preparo das suspensdes de
iogurte, e consequentemente, na determinacdo de Zn, Cu, Cr, Cd e Pb por AAS. A adicdo de
acidos nas suspensdes foi eficaz na destruicdo da matéria organica do iogurte, fato este,
observado, principalmente, pelos baixos sinais de fundo (BG) apresentados nas determinacdes
dos metais tracos por GF AAS. Para todos 0s metais, a determinacdo em suspensao de iogurte
pode ser realizada utilizando curva analitica com padrdo externo, o que diminui custos e
aumenta a frequéncia analitica do método. Além disso, a amostragem em suspensdo se mostrou
adequada na determinacdo rapida de Zn, Cu, Cr, Cd e Pb em iogurte por AAS, visto que todos
os parametros de validacdo foram adequados se comparados aos valores aceitaveis estipulados
por artigos, ou 6rgdos de regulamentacdo para métodos analiticos. Isso indica que os métodos
podem ser aplicados em diferentes amostras de iogurte para quantificacdo direta de elementos
traco. Consequentemente, pode ser fornecida uma alternativa rapida e de baixo custo na
avaliacdo destes metais na matriz, considerando o consumo significativo deste alimento pela
populagéo mundial.

Com relacdo as 25 amostras de iogurte avaliadas neste estudo, foi possivel verificar que
Zn e Cu foram quantificados em todas as amostras, com concentracdes médias de 7 + 8 ug g
e 103 + 152 ng g}, respectivamente. Para Cr, Cd e Pb, menos de 40% das amostras foram
quantificadas, no entanto, a presenca destes elementos em iogurte, pode estar relacionada com

contaminac&o industrial ou ambiental, provenientes também da matéria-prima (leite bovino ou
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de soja) utilizada na producgdo do alimento. Com a realizacdo de uma Analise de Componentes
Principais (PCA), verificou-se que amostras de iogurte natural se correlacionam com
quantidades de Ca e Na presentes no mesmo. Ja as concentraces de Cu puderam ser
correlacionadas com a quantidade de gordura existentes no iogurte. Calculos teoricos de
ingestdo dos metais com 0 consumo deste alimento mostraram que para metais essenciais, 0S
valores de ingestdo diaria recomendada sdo mais significativos para Zn, onde a contribuico
nutricional do iogurte para esse metal pode chegar a 23% para criancas, e ficar acima de 10%
para adultos. Ja para Cu, a contribuicdo do iogurte para ingestdo do metal ficou abaixo dos 4%
para criangas e adultos. Em relacdo aos metais traco, Pb, Cd e Cr, a quantidade ingerida ficou
abaixo dos 3%, 0 que ja sugere um baixo potencial nutritivo, no caso de Cr (se na forma
trivalente), ou toxico, em relacédo a Pb e Cd.

Com relacéo a avaliacdo da bioacessibilidade de ions metalicos a partir do iogurte, foi
possivel estabelecer um procedimento in vitro adequado em relagdo aos valores de LOD e LOQ,
precisdo e linearidade. A quantificacdo das fracdes bioacessiveis pode ser realizada com curva
com padrdo aquoso para a maioria dos metais, exceto para Pb e Cd, onde as fracdes devem ser
determinadas com curva em meio enzimatico. Com a realizacdo de testes in vitro de simulagéo
gastrointestinal para as 25 amostras de iogurte, foi possivel observar que para metais essenciais
como Cu e Cr(lll), a bioacessibilidade foi relativamente alta (> 60%) para a maioria das
amostras, chegando a 100% em alguns casos. Apesar disso, como as concentracdes totais desses
elementos sdo relativamente baixas em iogurte, a quantidade ingerida dos metais é baixa
também (< 4%), o que diminui o potencial nutricional desse alimento para os seres vivos em
relacdo a estes metais. Para Zn, devido a baixa bioacessibilidade a partir do iogurte (< 40%), a
ingestdo diaria para adultos e criancgas se torna baixa (< 6%) através do seu consumo, indicando
gue esse alimento ndo se apresenta como uma fonte nutricional para este elemento. No entanto,
uma possivel absorcdo de metais toxicos como Pb e Cd é baixa ou até mesmo, em alguns casos,
nula com o consumo de iogurte, 0 que, do ponto de vista nutricional, € muito importante. Com
a realizacdo de uma PCA, verificou-se algumas correlagdes para bioacessibilidade dos metais
avaliados com alguns constituintes das amostras do iogurte. Por exemplo, fragcdes bioacessiveis
de Zn se correlacionaram positivamente com a quantidade de carboidrato presente em amostras
de iogurte. J& a porcentagem bioacessivel de Cr apresentou certa relacdo (positiva) com a

quantidade de gordura existente em algumas amostras.
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CAPITULO 4

DETERMINACAO TOTAL E BIOACESSIVEL DE IONS METALICOS EM CHA-
MATE (ILEX PARAGUARIENSES)

O cha-mate (llex paraguarienses) ¢ amplamente consumido no Brasil, principalmente
na regido Sul do pais. Este alto consumo, pode estar associado aos beneficios da erva-mate,
dentre as quais destacam-se a atividade antioxidante, propriedades vaso-dilatadoras, redutoras
de lipideos e de peso (HECK e DE MEJIA, 2007; BRACESCO et al., 2011; LINCK, DE SA e
ELISABETSKY, 2014; BORGES et al., 2017). Além disso, 0o ch&-mate, assim como outros
alimentos/bebidas, pode ser uma fonte importante de metais para o organismo dos seres Vivos
(HECK e DE MEJIA, 2007).

Grande parte dos estudos de perfil mineral de chas esta relacionada com procedimentos
de extracdo das espécies metalicas presentes em diferentes partes das plantas (principalmente
folhas e talos) (VULCANO, SILVEIRA E ALVAREZ-LEITE, 2008). No entanto, a
quantificacdo de metais na bebida originada pelas diferentes ervas, através de infusdo ou
decoccgéo, vem sendo realizada em estudos relatados na literatura (KARAK e BHAGAT, 2010;
SZYMCZYCHA-MADEJA, WELNA e POHL, 2012; CHEN et al., 2014). Mesmo assim, para
cha-mate, estudos séo escassos, principalmente em relacdo a presenca de espécies metalicas na
bebida. A maioria dos estudos, ainda tem focado a bebida extraida do mate verde, no caso o
chimarrdo (BORGES et al., 2017).

Considerando uma possivel presenca de metais essenciais e de metais toxicos no cha-
mate, torna-se importante determinar as concentragdes totais e bioacessiveis dos mesmos, a fim
de verificar o potencial nutricional ou toxico destes elementos para os seres vivos a partir do
consumo deste tipo de bebida.

Neste capitulo serd4 abordada a quantificacdo de metais em cha-mate de diferentes
marcas e sabores, bem como a avaliagdo da bioacessibilidade destes elementos a partir da

bebida através de procedimentos de simulacéo gastrointestinal in vitro.
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4.1 PARTE EXPERIMENTAL

4.1.1 Amostras de Cha-mate

As amostras de cha-mate utilizadas nesse estudo foram adquiridas no comércio da
cidade de Guarapuava-PR. Para testes iniciais escolheu-se, aleatoriamente, uma marca e um
sabor de cha (Marca 1, sabor natural) como amostra modelo. Para quantificacdo dos ions
metalicos de interesse, a fim de verificar o perfil dos chas comercializados na regido, foram
adquiridas, ao total, 21 amostras, contemplando 3 marcas diferentes de cha-mate: Marca 1 -
Fazenda Rio Grande- PR (natural, laranja, péssego, liméo, canela, doce de leite e chocolate e
caramelo); Marca 2 - Guarapuava-PR (natural, laranja, péssego, limédo, canela, morango,

guentdo e macd com canela); e Marca 3 - Chapec6-SC (natural, péssego, liméo e canela).

4.1.2 Determinagdo do Teor de Umidade (%) das Amostras de Cha-mate

Inicialmente realizou-se a determinacdo do teor de umidade das amostras de chas. As
amostras foram retiradas dos saquinhos, e na forma de pé foram aquecidas em estufa (a
temperatura de 50 °C), em varios ciclos de 10 min cada, até se obter massa constante. Foi
utilizado uma estufa (Odontobras) com controle de temperatura adequado.

4.1.3 Preparo da Amostra

A fim de verificar as melhores formas de preparo dos chas, foram comparados os
procedimentos de infusdo e decoccdo. Para ambos os procedimentos, utilizou-se cha-mate na
forma de pd (aproximadamente 1,65 g — massa seca) em um volume de 100 mL de agua
ultrapura.

Alguns parametros experimentais foram investigados para o preparo das bebidas através
do uso de um planejamento fatorial 22 com ponto central. Os fatores escolhidos foram tempo
de infusdo e temperatura. Esses fatores foram escolhidos, pois eles podem influenciar a
quantidade dos metais de interesse na bebida final. A matriz do planejamento fatorial proposto
¢ apresentada na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Fatores e niveis avaliados no planejamento fatorial 22 com ponto central, para infusdo de cha-mate

Niveis Temperatura (°C) t (min)
Superior (+1) 05 10
Inferior (-1) 50+5 3

Ponto Central (0) 70+5 7

Ap0s o preparo das bebidas realizaram-se as medidas de concentracéo de Cr e Zn por
GF AAS e FAAS, respectivamente.

As decoccdes foram realizadas em chapa de aquecimento (Fisatom) com temperatura
controlada, até ebulicdo (90-94°C) e permanéncia por 5 min. Apds isso, as amostras foram
guardadas em recipientes de plastico descontaminados, embaladas em sacos plasticos (para
evitar contaminacdo externa), e reservadas em geladeira (0 - 4 °C) para conservagdo, até o
momento da analise.

Uma amostra de cha-mate foi escolhida aleatoriamente para verificagdo da
representatividade da amostragem. Foram adquiridos 4 lotes diferentes de cha-mate de mesma
marca e mesmo sabor (Marca 1, sabor natural). Foi realizado um quarteamento, a fim de se
obter 3 por¢oes independentes da amostra, com massa proximaa 1,75 g. Essas foram preparadas
conforme citado anteriormente.

Os elementos determinados, as condi¢Ges de atomizacgéo e as faixas utilizadas para a
curva analitica, sdo mostradas na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. CondicOes de atomizagdo e faixa de trabalho para cada metal determinado em decoc¢do de cha-mate

Equipamento  Metal ar?aliirt\i/(?aa Chama T(Po'g')'se TAt(%“gZ)a@a" (ml A) (n;;n)
FAAS Zn 0,2-1,6 _ Ar/Aget.iIeno_ - - 50 2139
Al° 0,1-2,0 Acetileno/Oxido Nitroso - - 10,0 309,3

Cr 1,0-10,0 - 1000 2600 7,0 357,9

Cu 1,0-15,0 - 800 1600 4,0 3248

GFAAS Pb 1-10,0 i 400 1000 100 2833
Cd 0,2-1,0 - 250 1800 4,0 228,8

2As unidades de concentragdo para Zn e Al estdo em mg L, e para Cr, Cu, Pb e Cd estdo em ug L™
bPara Al foi utilizado KCI (3,35 mol L) para construcio da curva analitica e analise das amostras de cha (0,335 mol L™ de KCI em solugéo),
devido ao carater refratario do metal.

Os dados obtidos para concentracdo de Zn, Al, Cu, Pb, Cd e Cr nas amostras de cha-
mate foram avaliados com auxilio de ferramentas quimiomeétricas a fim de melhor relacionar
as amostras com os teores de metais encontrados. Para tal, a Analise de Componentes Principais

(PCA), foi empregada na analise dos dados, utilizando-se o software Action.
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4.1.4 Avaliacdo de Procedimentos Analiticos para Determinacdo da Bioacessibilidade In vitro

de Cu, Cr e Zn em Cha-mate

Inicialmente foram avaliados trés procedimentos para determinacdo de fraches
bioacessiveis de ions metalicos em cha-mate, conforme apresentado para iogurte (item 3.1.5.3).
Para essa bebida, Zn, Cu e Cr também foram avaliados primeiramente devido as menores
interferéncias observadas nas determinagfes dos mesmos nas fragdes bioacessiveis.

Para o procedimento 1 (P1) (adaptado de BERMEJO et al., 2002), 20 mL de decoccéo
de cha-mate foram colocados em tubos de polipropileno (tubos Falcon). O procedimento de
bioacessibilidade foi realizado conforme descrito no item 3.1.5.3. Brevemente, no
procedimento, inicialmente o pH do meio foi ajustado a 2 com HCI (2 mol L™1). Posteriormente,
0,5 mL de suco gastrico foi adicionado a matriz. As solugdes resultantes foram levadas para
incubacédo e agitagdo a 37 °C, 100 rpm, por 50 min. Apds esse periodo, as solugdes foram
retiradas da incubacdo e colocadas em banho de gelo. As solugdes obtidas foram neutralizadas
(pH = 7) com adicdo de NaHCOs. Posteriormente, 0,5 mL de suco intestinal foi adicionado as
solucdes resultantes. Estas por sua vez, foram levadas novamente a incubacéo a 37 °C, 100 rpm,
por 30 min. Por fim, as solucGes foram retiradas da incubagéo e colocadas em banho de gelo.
Para analise da fragdo bioacessivel, as solu¢des foram centrifugadas a 4 °C, 10000 rpm, por 20
min.

Para o procedimento 2 (P2) (adaptado de STELMACH, POHL e SZYMCZYCHA-
MADEJA, 2014), 20 mL de decoccdo de cha-mate foram colocados em tubo de polipropileno.
Posteriormente, 2,5 mL de suco gastrico foi adicionado a matriz. As solugdes resultantes foram
levadas para incubacdo a 37 °C, 150 rpm, por 2 horas. Ap6s esse periodo, as solucdes foram
retiradas da incubacdo e colocadas em banho de gelo, sendo posteriormente neutralizadas com
adicdo de NaHCOs. Posteriormente, 2,5 mL de suco intestinal foi adicionado as solucdes
resultantes. Estas por sua vez, foram levadas novamente a incubacéo a 37 °C, 150 rpm, por 2
horas. Por fim, as solu¢des foram retiradas da incubacéo e colocadas em banho de gelo. Para
andlise da fracdo bioacessivel, as solucées foram centrifugadas a 4 °C, 10000 rpm, por 20 min.

Para o procedimento 3 (P3) (adaptado de POHL et al., 2012b) 30 mL de decocgéo de
cha-mate foram colocados em tubos de polipropileno juntamente com 30 mL de suco gastrico.
As solucdes foram incubadas a 37 °C, 100 rpm, por 2 horas. Apds esse periodo, as amostras
foram retiradas da incubacédo e colocadas em banho de gelo. Posteriormente, essas solucoes

foram neutralizadas com NaHCOg, e incubadas com 30 mL de suco intestinal (37 °C, 100 rpm,
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2 horas). Ao final, as amostras foram retiradas da incubacdo e colocadas em banho de gelo para
posterior centrifugacgéo (4 °C, 10000 rpm, por 20 min).

Um resumo dos procedimentos testados na determinacdo das fragcdes bioacessiveis de
ions metalicos em cha-mate é apresentada na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. CondicOes de extracdo das fragdes bioacessiveis de ions metalicos de decocgdo de cha-mate para os
trés procedimentos testados

Procedimento

Condicbes de Extracdo

Etapa gastrica

Etapa Intestinal

20 mL de decoccdo de cha-mate — ajuste do
pH =2 (2 mol L de HCI) + 0,5 mL de suco

pH =7 com NaHCO; (1,5 mol L) + 0,5 mL
de suco intestinal (0,15 mg mL*? de

P1 gastrico (0,2 mg mL™ de pepsina e 0,1 mol pancreatina e 0,1 mol L' de NaHCOs;) >
L de HCI) = (37 °C, 100 rpm, 50 min) (37°C, 100 rpm, 30 min) > centrifugacdo (4
°C, 10000 rpm, por 20 min)
20 mL de decoccéo de cha-mate +2,5mL de  pH =7 com NaHCOs3 (1,5 mol L) + 2,5 mL
suco gastrico (0,2 g Lt de pepsinae 0,1 mol de suco intestinal (0,15 g L* de pancreatina,
P2 L de HCI) = (37 °C, 150 rpm, 2 horas) 1,5gL'e0,1 mol L de NaHCOs3) + (37 °C,
100 rpm, 2horas) - centrifugacdo (4 °C,
10000 rpm, por 20 min)
30 mL de decocgéo de cha-mate + 30 mL de pH =7 com NaHCO; (50 g L) + 30 mL de
suco gastrico (3,2 g L™ de pepsina, 2,0 g L' suco intestinal (10,0 g L de pancreatina,
P3 de NaCl e 0,08 mol L de HCI) - (37 °C, 12,5 g L de sais de bilis e 0,07 g L de

100 rpm, 2 horas)

K2HPO4 em NaOH 0,02 mol L) + (37 °C,

100 rpm, 2horas) > centrifugacdo (4 °C,
10000 rpm, por 20 min)

Porém, assim como para iogurte, antes de avaliar a bioacessibilidade dos ions metalicos
a partir de cha-mate, foi realizado um estudo com diferentes curvas analiticas, para verificar se
as enzimas presentes nos procedimentos poderiam influenciar na quantificacdo dos elementos
por AAS. As curvas analiticas foram construidas na presenca das enzimas dos procedimentos
de bioacessibilidade investigados (BERMEJO et al., 2002; STELMACH, POHL e
SZYMCZYCHA-MADEJA, 2014): 1) curva com padrdo externo (PE); 2) curva em meio de
suco gastrico + suco intestinal para o procedimento 1 (CP1); 3) curva em meio de suco gastrico
+ suco intestinal para o procedimento 2 (CP2); 4) curva em meio de suco gastrico + suco
intestinal para o procedimento 3 (CP3). As condicdes de preparo de cada curva sdo apresentadas
na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Avaliagdo de curvas analiticas preparadas em diferentes condi¢cdes para determinacdo das fragdes
bioacessiveis de Zn, Cu e Cr em decoc¢do de cha-mate
Curva analitica Condicbes de preparo

PE Padrédo aquoso de Cu/Cr/Zn

5,88 ug mL* de pepsina em suco gastrico + 4,41 pug mL* de pancreatina em suco intestinal
CpP1

+ Cu/Cr/Zn

18,5 mg L* de pepsina em suco gastrico + 13,9 mg L de pancreatina e 139 mg L de sais
CP2 - ; .

biliares em suco intestinal + Cu/Cr/Zn
CP3 1,73 g L de pepsina em suco gastrico + 4 g L™ de pancreatina e 5 g L™ de sais biliares em

suco intestinal + Cu/Cr/Zn
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As curvas analiticas para Zn foram realizadas por FAAS, enquanto as curvas analiticas
para Cr e Cu foram feitas por GF AAS.

4.1.5 Implementacdo do Procedimento In Vitro para Determinacdo das Fracdes Bioacessiveis
de Al, Zn, Cu, Cr, Pb e Cd em Cha-mate

Ap0s a escolha do procedimento adequado a determinacéo das fracfes bioacessiveis de
ions metalicos em decoccdo de cha-mate, alguns pardmetros relacionados a performance
analitica do método foram avaliados.

A linearidade das curvas analiticas foi investigada em dois meios diferentes para os 6
metais estudados. Avaliaram-se as curvas com padrdo externo (PE) e em meio enzimatico (18,5
mg L de pepsina em suco gastrico + 13,9 mg L™ de pancreatina e 139 mg L de sais biliares
em suco intestinal). As curvas analiticas foram avaliadas por meio de regressdo linear com
andlise de variancia (ANOVA) e teste de falta de ajuste em um nivel de 95% de confianga,
utilizando software estatistico Action (ACTION, free software, 2014).

Os valores para LOD e LOQ também foram calculados para cada metal através das
relacfes 3 x SD/m e 10 x SD/m, respectivamente, sendo m a inclinagdo da curva analitica e SD
é o desvio padrdo de 10 medidas consecutivas do controle analitico (RIBANI et al., 2004;
ARAUJO, 2009).

4.1.6 Determinacdo da Concentracdo Total e Bioacessivel de fons Metélicos em Cha-mate

O procedimento de bioacessibilidade in vitro foi aplicado em 20 amostras de cha-mate
de 3 marcas disponiveis comercialmente: Marca 1 - Fazenda Rio Grande- PR (natural (dois
lotes), laranja, péssego, limdo e canela); Marca 2 - Guarapuava-PR (natural, laranja, péssego,
limao, canela e capuccino); e Marca 3 - Chapec6-SC (natural, péssego, limdo e canela — dois
lotes para cada sabor). A escolha das amostras para o estudo de bioacessibilidade foi feita
levando-se em consideragdo a disponibilidade comercial, e assim, a maior facilidade de
consumo pela populagdo. Antes da avaliacdo das fragdes bioacessiveis, as decocg¢bes de cha-

mate foram preparadas e quantificadas por AAS conforme procedimento j& descrito.
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo da forma de obtencdo do cha através do preparo da sua infusdo ou
decoccdo, optou-se por utilizar uma mesma amostra de cha-mate adquirida aleatoriamente e
definida como amostra “modelo”. A infusdo ou a decocg¢do do ché foi realizada com a amostra
em “pd” em um volume de 100 mL de agua ultrapura. A Tabela 4.5 apresenta a matriz e 0s
resultados do planejamento fatorial obtidos para os elementos Zn e Cr quantificados em
infusdes de cha-mate empregando AAS, além dos valores de efeito principal e interacdo entre

os fatores avaliados.

Tabela 4.5. Matriz e resultados para planejamento fatorial 22 com ponto central para determinacdo de Zn e Crem
cha-mate, e valores de efeitos principais e de interagdo entre os fatores avaliados

Ensaio I%Tr?)o Temperatura (°C) Zn (ug gb) Cr(ngg?)
1 (duplicata) 3(-1) 50 (-1) 02+0,1 25,4+ 16,3
2 (duplicata) 10 (+1) 50 (-1) 16+0,4 3721
3 (duplicata) 3(-1) 90 (+1) 0,9+0,3 3316
4 (duplicata) 10 (+1) 90 (+1) 1,6+0,9 479+26
5 (duplicata) 7 (0) 70 (0) 0,7+0,4 33,3
Efeitos Zn (Estimativas £ Erro padrdo) Cr (Estimativas £ Erro padréo)
Média global 1,06 + 0,18 31,1+38
Principais efeitos
Tempo 1,08 +0,36 22,3+7,6
Temperatura 0,36 + 0,36 18,4+7,6
Efeitos de interacéo
TemperaturaxTempo -0,36 £ 0,36 -7,2+7,6

A Tabela 4.5 mostra os resultados para Zn e Cr em cha-mate obtidos pelo planejamento
fatorial 22 com ponto central. Pelos dados da Tabela 4.5 foi possivel verificar que tanto para Zn
quanto para Cr, quando h4 aumento do tempo de preparo das infusbes, hd um aumento na
concentracdo do metal na infusdo, como ja é esperado.

A Tabela 4.5, apresenta também os valores de efeitos principais e de interacdo obtidos
no planejamento proposto para Zn e Cr em infusdes de cha-mate. Para Zn os efeitos variaram
de-0,36 a 1,08. Ao calcular a significancia dos efeitos principais e de interagdo do planejamento
fatorial, tem-se: ts = 2,571 x 0,36 = 0,92, 0 que demonstra que apenas o tempo mostrou ser
significativo na determinacdo de Zn em infusdo de cha-mate, j& que o valor para este efeito
(1,08) foi superior a 0,92. Para Cr, os efeitos variaram de -7,2 a 22,3. Através do célculo de
significancia dos efeitos tem-se: ts = 2,571 x 7,6 = 19,5. Para Cr, considerando que os efeitos
devem ter valor superior a 19,5 para serem significativos, também foi possivel observar que o
tempo foi o Unico fator que influenciou na determinacéo do metal em infusdo de cha-mate, visto

que o efeito (22,3) para 0 mesmo foi significativo no planejamento proposto. Esses resultados
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comprovam aquilo que foi observado anteriormente, mostrando que um aumento no tempo de
infusdo favorece a extragdo de Zn e Cr de cha-mate.

A decoccdo do cha-mate também foi realizada a fim de verificar a quantidade de metal
que é extraida através deste procedimento. Para Zn, a concentracdo média obtida foi de 4,6 +
0,5 ug g*. Para Cr foi observada uma concentragdo média de 45 + 4 ng g.

Comparando-se os dados para infusdo e decoc¢do de cha-mate, percebe-se que as
concentracdes de Zn e Cr obtidas para o chd na decoccdo foram maiores do que as
concentracdes determinadas na infusdo do mesmo. Isso é esperado, devido a maior temperatura
e maior tempo de extracdo da bebida, o que influéncia também na maior extracdo dos metais
presentes no cha. Além disso, os desvios das replicatas das infusGes para as concentracdes de
Zn e Cr, foram maiores que os desvios das replicatas para decoccao dos chas. Isso pode indicar
um maior controle analitico neste ultimo procedimento, considerando o preparo das solucdes e
quantificacdo do metal de interesse por Espectrometria de Absorcdo Atdmica. Isso garante
também uma maior confiabilidade nas anélises.

Por esse motivo, optou-se por trabalhar com a decocgéo a fim de se conseguir melhores
resultados de concentracdo para ions metalicos, além de maior repetitividade no preparo de
replicatas dos chas e assim maior facilidade e confiabilidade no preparo da bebida.

As quantificacbes de Zn, Al, Cr, Pb, Cd e Cu foram realizadas, inicialmente, em 21
amostras de cha-mate provenientes dos estados do Parana e Santa Catarina, e adquiridas
comercialmente na cidade de Guarapuava — PR. Esses metais foram avaliados considerando o
possivel efeito nutricional ou tdxico que eles podem causar aos seres vivos, dependendo da
quantidade ingerida dos mesmos na alimentacdo. Todos os chas foram preparados em triplicata,
utilizando a massa seca de cha para preparo das decocgdes.

A Tabela 4.6 apresenta os teores de umidade e as concentracdes médias obtidas nas
decoccgdes de cha-mate para todas as amostras, além dos limites de quantificacdo (LOQ) para
cada metal estudado. O LOQ foi calculado através da relacdo 10 x SD/m, sendo m a inclinagao
da curva analitica e SD é o desvio padrdo de 10 medidas consecutivas do controle analitico
(RIBANI et al., 2004; ARAUJO, 2009).
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Tabela 4.6. Valores médios de umidade, e concentracdo para metais (n=3) determinados por AAS, em decoc¢des de cha-mate de diferentes marcas e sabores

Marca Umidade (%0) Zn (ug gb) Al (ug gb) Cr(ngg?) Pb (ng g?}) Cd(ngg?) Cu(ngg?
M1CC 26+0,1 158+0,4 521 304 £ 16 114 +7 435 761 £ 22
M1DL 25+0,2 201 45+2 231 +£10 273 £ 17 61+4 530 +£10
MillLa 1,2+0,2 152+0,3 43+4 250 + 22 139+ 20 31+4 508 £ 8
M1C 1,0£0,3 16,5%£0,2 64 £2 443 £ 22 210+ 20 47+ 2 616 £ 18
MING 22,3+0,6 23,3+0,8 46 5 180 + 12 <28,1 374 508 + 28
M1P 3,7£0,3 11+1 20,0 0,2 168 +8 8714 312 505+4
M1Li 2,7+£0,2 17,0£0,3 18+4 2257 737 375 442 £19
M1N 20£0,1 17,1+0,3 50x1 160+ 2 535 29+3 414 +£19
M1QTO 22+0,1 17,2+0,1 51%4 161+ 11 769 312 4038
M2N 3,7£0,3 92+0,2 23+2 46 + 12 74,105 172 714 £ 11
M2Q 29+£0,2 94+£0,2 201 37,4102 607 211 519 +13
M2MC 3,7£0,1 9+1 13,5£0,6 383 1097 19+£2 620 + 14
M2M 3604 20,2+0,2 49+4 104 7 8l1+4 29+2 769 £ 19
M2La 29+0,1 8,6£0,3 9+1 382 N0+7 20,2+0,8 32312
M2Li 3,0£0,3 8,3+£0,8 11+£2 395 62,8 0,3 14+£2 609 +£5
M2C 42+0,2 12,4 +£0,6 12+1 161+11 78 +£2 8,7+0,7 476 +£8
M2P 3,7£0,2 122+0,4 71 126 + 8 806 19+1 798 + 14
M3N 20+£0,1 371 71+4 142 +5 52+9 685 429 + 33
M3P 1,8+£0,3 106 £ 0,4 53x5 963 119+ 24 29+2 322 £21
M3L 1,9+£0,7 211 68 £ 10 204 £4 125+ 16 626 278 £ 22
M3C 1,6+0,2 61 128 +11 717 35,2+0,6 19+1 299 + 20
LOQ - 0,9 6,3 11,7 28,1 1,4 16,8

M1CC (Marca 1, chocolate e canela); M1DL (Marca 1, Doce de Leite); M1La (Marca 1, laranja); M1C (Marca 1, canela); MING (Marca 1, natural granel); M1P (Marca 1, péssego); M1LI (Marca 1, liméo); M1N (Marca
1, natural); M1QTO (Marca 1, quarteamento); M2N (Marca 2, natural); M2Q (Marca 2, quentdo); M2MC (Marca 2, maga com canela); M2M (Marca 2, morango); M2La (Marca 2, laranja); M2Li (Marca 2, liméo); M2C
(Marca 2, canela); M2P (Marca 2, péssego); M3N (Marca 3, natural); M3P (Marca 3, péssego); M3L (Marca 3, limao); M3C (Marca 3, canela); LOQ (Limite de quantificacdo).
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De acordo com a Tabela 4.6 pode-se verificar que em relagéo ao teor de umidade das
amostras de cha-mate, este variou de 1,0 + 0,3 a 22,3 + 0,6%. No geral, estes teores foram
similares em todas as amostras, com excecdo da M1NG. Esta amostra ndo é embalada
individualmente (em saquinhos), o que pode ser um dos motivos do maior teor de umidade
apresentada pela mesma.

Em relacdo a concentracdo de metais, calculados com relagdo a massa seca de cha-mate,
destaca-se primeiramente, a amostra proveniente do quarteamento (M1QTO). Observou-se que
as concentracdes de metais encontradas nessa amostra foram muito préximas as concentracoes
encontradas na amostra M1N, da mesma marca e sabor. Ou seja, 0 uso de apenas um lote de
amostra na quantificacdo de ions metalicos, pode ser considerado representativo para 0s outros
lotes do produto.

Para Zn, as concentracBes variaram de 6,0 + 0,9 a 37 + 1 ug g. A maior e menor
concentragdo do metal foram apresentadas por amostras da marca 3, o que pode indicar
problemas de uniformidade no beneficiamento da erva-mate para producgéo de cha, ou uso de
erva proveniente de diferentes locais de cultivo. Além disso, a variabilidade de Zn existente
entre todas as amostras pode estar associada a diferenca no teor do metal em solos, ou pelo uso
de aditivos que podem alterar a concentracdo do metal no produto (MARCHI et al., 2009). Esse
metal é considerado um micronutriente essencial, se ingerido em doses adequadas, pois atua na
estrutura e na catalise de metaloenzimas, além de agir na regulacdo da expressdo genética
(SCHERZ e KIRCHHOFF, 2006).

Para Al foram encontradas concentragdes em cha-mate de 7 + 1 a 128 + 11 g g*. Essa
grande variabilidade pode estar relacionada, principalmente, com a composic¢do do solo de
cultivo da erva-mate. Estudos relatam que esse tipo de planta apresenta alta afinidade por Al,
principalmente se cultivada em solo acido (CARR et al., 2003; BRAGANCA, MELNIKOV e
ZANONI, 2011). Além disso, os maiores teores do metal no cha-mate podem estar associados
com o fato de que os solos onde sdo cultivados a erva-mate, desde o Norte do Rio Grande do
Sul até o Nordeste do Parana, sdo solos com alto teor de matéria organica e com altas
concentragfes de Al trocavel (STURION e DE RESENDE, 2010). Considerando que as
amostras avaliadas sdo provenientes de dois estados do Sul, isso pode indicar uma justificativa
para as significativas concentragdes do metal encontradas na bebida proveniente do mate.

O processamento do cha-mate, também pode ser um fator importante para a diferenca
no teor do metal, visto que a marca 3 foi a que apresentou maior concentragdo e maior
variabilidade no teor de Al em suas amostras. A Figura 4.1 mostra a semelhanca/diferenca entre

as marcas de cha-mate avaliadas neste estudo com relagéo ao teor de Al quantificado.
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Figura 4.1. Concentracdo média total de Al nas trés marcas de cha-mate estudadas
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Com relacdo a Figura 4.1, na qual sdo apresentadas as concentracdes de Al para as 3
marcas de ch&-mate avaliadas, pode-se observar que a marca 3 foi a que apresentou maior
concentracdo e maior variabilidade no teor de Al em suas amostras. Isso pode ser um indicativo
de problema no processamento do cha, como ja comentado, ou tambem, pode ter origem da
prépria &rea de cultivo da erva-mate, a qual foi utilizada na industrializacéo do cha.

Geralmente, as concentragOes deste metal encontradas em folhas de erva-mate podem
variar em 1 a 25 mg g* em média (DE CAMPOS et al., 2014). Na literatura, podem ser
encontradas concentracbes de 78,60 pg g* de Al em infusdes de erva-mate (WROBEL,
WROBEL e URBINA, 2000). A dose de Al considerada toleravel pelo Comité Internacional
de Avaliacdo de Riscos de Contaminacdo em Alimentos - 0 JECFA (Joint Expert Committee
on Food Additives da FAO/WHO), é de 2 mg por kg de peso corpdreo por semana (FAO/WHO,
2014). Alguns estudos apontam que altas doses de ingestdo de Al podem estar relacionadas com
doencgas neurodegenerativas, como o Alzheimer (MOLLOY et al., 2007; DA COSTA et al,
2009; MIRZA et al., 2017). No entanto, ainda ndo existe uma comprovacao entre essas doengas
e a concentracdo de Al presente no cérebro (BONDY e CAMPBELL, 2017).

Para Cu, a concentragdo em cha-mate variou de 278 + 22 a 769 + 19 ng g%, sendo que
as maiores concentracdes foram observadas nas amostras pertencentes as marcas 1 e 2.
Elevados teores deste metal em cha-mate podem estar relacionados com a concentracéo do
mesmo no solo de cultivo de erva-mate. A ingestdo diaria recomendada de Cu é de 0,9 pg g
(900 ng g1) (BRASIL, 2005). Na literatura, infusdes de erva-mate apresentam concentragdes
para Cu de 9,02 pg g* (9020 ng g*) (WROBEL, WROBEL e URBINA, 2000).

Para Cr verificou-se que a concentragdo variou de 37,4 + 0,2 a 443 + 22 ng g™. Como

Cr é encontrado naturalmente no ambiente, além de poder ser encontrado em fertilizantes
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agricolas, isso pode sugerir uma possivel explicacdo para a grande variabilidade deste metal em
ch&-mate (MARCHI et al., 2009; NACKE et al., 2013). De acordo com a recomendacao diaria
de Cr prescrita pela Agéncia de Alimentos dos Estados Unidos (Food and Drug Administration-
FDA) o limite é de 0,12 pug g* (120 ng g*) do metal (FDA, 2013; MILANI, MORGANO e
CADORE, 2016). Com base em algumas amostras avaliadas neste estudo, pode-se dizer que
existe algum processo de contaminacdo ambiental, ou até mesmo industrial, que influencia na
concentracdo do metal em cha-mate. Na literatura, infusbes de erva-mate apresentam
concentragdes de Cr de 1,07 pug g* (1070 ng g) (WROBEL, WROBEL e URBINA, 2000).

O Pb ndo exerce funcdo no organismo humano, porém ele pode ser cumulativo,
tornando-se assim, precursor de diversos danos a saude: problemas no sistema nervoso, na
medula 6ssea e nos rins, podendo ainda agir como promotor de alguns tipos de cancer
(SCHIFER, JUNIOR e MONTANO, 2005; SKERFVING e BERGDAHL, 2007). As
concentragdes deste metal em cha-mate variaram de <28,1 a 273 + 17 ng g*. Essa variabilidade
pode estar relacionada com alguns processos de contaminacgéo no cultivo da erva-mate (regides
préximas a industrias ou de intenso trafego de veiculos) ou durante o processamento do produto.
A Anvisa considera como limite aceitavel 0,60 pug g* (600 ng g*) de Pb em chés, erva-mate e
outros vegetais para infusdo (BRASIL, 2013). Vulcano et al. (2008), avaliaram infusbes de
erva-mate e encontraram concentrages de 1,8 + 0,1 ug L™ (90 ng g?) de Pb nas infusdes.

A concentracdo de Cd nas bebidas provenientes das amostras de cha variou de 8,7 + 0,7
a 68 + 5 ng g. Foi possivel verificar que novamente as amostras da marca 3 apresentaram a
maior variabilidade na concentracdo do metal, o que pode sugerir algum processo de
contaminacdo. O Cd ndo exibe fung¢bes primordiais no metabolismo dos seres vivos, sendo até
mesmo toxico e cumulativo (WAALKES, 2003). Segundo as Farmacopéias Alema e Européia,
os teores aceitos de Cd em vegetais (folhas, frutos e raizes) é de 0,1 ug g* (100 ng g?)
(SAIDELLES et al., 2010). A Anvisa tolera limites de 0,40 ug g* (400 ng g*) de Cd em chas,
erva-mate e outros vegetais para infusdo (BRASIL, 2013). Para Cd, nenhuma das amostras de
ché avaliadas ultrapassaram esse limite. Na literatura podem ser encontrados concentracdes de
Cd de 1,4 + 1,0 pug L (70 ng g) em infusBes de erva-mate (VULCANO, SILVEIRA E
ALVAREZ-LEITE, 2008).

Devido ao grande numero de amostras e a variabilidade nas concentracdes dos metais,
foi realizado uma Analise de Componentes Principais (PCA).

No presente trabalho, os parametros utilizados para a anélise de componentes principais
foram as concentracgdes de Zn, Al, Cu, Pb, Cd e Cr para decocgdes de cha-mate. A partir desses

parametros foi construida uma matriz de dados de dimensdo que corresponde aos seis



126

parametros e seus respectivos valores obtidos para 21 amostras de chad-mate dos Estados do
Parand e Santa Catarina.
A Figura 4.2 mostra os graficos de pesos e de escores para as duas primeiras

componentes principais.

Figura 4.2. Graficos de pesos (A) e de escores (B) para as componentes principais 1 e 2 obtidas com a analise
multivariada dos dados para decoccéo de cha-mate
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Legenda: e Marca 1; e Marca 2; e Marca 3.

Pela Figura 4.2, observa-se que a 12 e 22 componentes principais foram suficientes para
explicar 68,07% da variabilidade dos dados, sendo que a 1° componente foi responsavel por
explicar 44,04% da relacdo existente entre as amostras no que diz respeito as variaveis
consideradas. A explicacdo de 68% da variancia dos dados € satisfatoria, pois 0s parametros
utilizados dependem de aspectos relacionados com posicao geogréfica, atividades antrdpicas,
etc.

Pela Figura 4.2A, é possivel observar pela primeira componente principal (PC1) que a
menor correlagdo € apresentada pela varidvel Cu. Todas as outras variaveis apresentaram
elevados coeficientes de correlagdo (> -0,52), sendo inversamente correlacionadas a
concentracdo de Cu. Para a segunda componente (PC2) o coeficiente de correlagdo mais
significativo foi apresentado pelo Cu (-0,78), seguido pelo Pb (-0,59). Inversamente
correlacionado a estas variaveis esta o Al, com o coeficiente positivo mais significativo (0,57).

Avaliando-se os dados contidos na Figura 4.2B nota-se que a primeira componente
principal foi responsavel pela separacdo das amostras de cha-mate em fungdo do fabricante
(Marca). Comparando-se os dois graficos, é possivel verificar que as amostras de cha
localizadas no eixo positivo de X e nos eixos negativo e positivo de Y em relagdo a CP1, séo
amostras da Marca 2 de diferentes sabores, as quais foram separadas devido a concentragéo de

Cu. A maior concentracdo deste metal nas amostras pode estar relacionada a algum tipo de
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contaminac&o industrial, proveniente, principalmente, dos equipamentos da industria. Ou ainda,
essa concentracdo pode estar relacionada com o cultivo da erva-mate, sendo que o solo de
origem pode apresentar altas concentracdes deste metal.

As amostras localizadas no eixo negativo de X e Y, pertencentes a marca 1,
apresentaram forte correlacdo com os teores de Pb e Cr. Além disso, as amostras in natura
(M1IN, M1QTO e M1NG), para essa mesma marca, e que estdo localizadas no eixo negativo de
X e positivo de Y, apresentaram maiores concentracfes de Cd, Zn e Al, fato observado para as
amostras natural e com sabor laranja da marca 3 (M3N e M3L).

A marca 3 foi a que apresentou maior disparidade entre as suas amostras, com relagao
a concentracdao dos elementos, sendo que o cha sabor péssego (M3P) e sabor canela (M3C),
foram as amostras que apresentaram a menor concentracdo de todos os metais estudados. Com
relacdo a aparéncia visual, essas amostras da marca 3, se comparadas as outras 2 marcas,
apresentam diferentes coloragdes e acimulo de material sélido extra-fino ndo assemelhado a

erva-mate, como pode ser observado na Figura 4.3.

Flgu ra4.3. Aspecto fisico das amostras de cha-mate pertencentes as Marcas 1, 2 e 3 (da esquerda para a dlrelta)

Fonte: A autora.

Portanto, com a andlise de componentes principais, nota-se que a caracteristica das
amostras de cha-mate avaliadas, em termos de metais, pode estar relacionada com o local de
processamento do produto (neste caso, se observou uma maior uniformidade para a marca 2),
ou com o local de cultivo da erva-mate (amostras que apresentaram maior teor de metais traco,
podem estar sujeitas a algum tipo de contaminacdo, provavelmente de origem antropica).

As concentracBes de metais apresentadas por alguns chas avaliados apontam para a
necessidade de verificar a seguranca alimentar do produto para os seres humanos, avaliando o
grau de ingestdo destes metais pelo consumo frequente da bebida.
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4.2.1 Grau de Ingestdo Humana de Zn, Al, Cu, Pb, Cd e Cr em Fungdo do Consumo de Cha-

mate

Foram calculados os teores de ingestdo de metais considerado o consumo de 1,75 g de
ché&-mate, na forma de decocgdo. A Tabela 4.7 apresenta os valores de uma estimativa de dose
de ingestdo dos metais. Foram utilizados os teores médios dos metais obtidos nas 21 amostras

do Parana e Santa Catarina.

Tabela 4.7. Estimativa da ingestdo de Zn, Al, Cu, Pb, Cd e Cr através do consumo frequente de chd-mate

Frequéncia de Zn (ug) Al (1g) Pb (ug) Cd (Hg) Cr (ug) Cu (ng)

ingestéo
Diariamente 27,19 73,16 0,18 0,06 0,28 0,93
Semanalmente 190,32 512,10 1,25 0,40 1,93 6,51
Mensalmente 815,65 2194,69 5,38 1,73 8,29 27,88

Com base na Tabela 4.7 é possivel observar que o teor de ingestdo humana dos metais
seguiu a ordem de Al > Zn > Cu > Cr > Pb > Cd. O Al, que segundo estudos ja relatados na
literatura, parece estar relacionado com algumas doencas graves para 0s seres vivos, foi o que
apresentou maior teor de ingestao considerando o consumo frequente de cha-mate.

Em relacdo a ingestdo da bebida por uma pessoa adulta de aproximadamente 70 kg, foi
calculado uma estimativa de ingestdo dos ions metalicos através do consumo frequente do
produto. A Tabela 4.8 apresenta os dados obtidos para diferentes frequéncias de consumo do
cha-mate por um adulto.

Tabela 4.8. Estimativa da ingestdo humana de Zn, Al, Cu, Pb, Cd e Cr (ug por kg de peso corporeo) para um
adulto (70 kg) que consome cha-mate frequentemente (1 saché - 1,75 g por dia)

Frequéncia de

. ~ Zn Al Pb Cd Cr Cu
ingestao
Diariamente 0,388 1,045 0,0026 0,0008 0,0039 0,013
Semanalmente 2,719 7,316 0,0179 0,0058 0,0276 0,093
Mensalmente 11,652 31,353 0,0768 0,0247 0,118 0,398

Em relagdo & ingestdo humana de metais pelo consumo frequente de cha-mate (Tabela
4.8), um consumo semanal de 12,2 g de cha-mate fornece concentragdes médias (ug kg™ de
peso corporal) ingeridas significativas para Al (7,316), Zn (2,719), Cu (0,093), Cr (0,0276), Pb
(0,0179) e Cd (0,0058). A JECFA (FAO/WHO) - Joint Food and Agricultural
Organization/World Health Organization Expert Committee on Food Additives - considera

aceitavel uma dose semanal de 25 pg kg™ por peso corpéreo para Pb (apesar de atualmente esse
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valor ndo ser mais aceito e ndo sendo segura nenhuma dose de ingestdo do metal); e 2 mg kg™
por peso corpéreo (2000 pg kg?) para Al. A dose mensal considerada aceitavel para Cd é 25
ug kg por peso corporeo (FAO/WHO, 2014). Para Cr, em relacio ao limite de ingestdo humana
diaria, considera-se aceitavel 5 pg kg por peso corpéreo (35 pg kg por peso corporeo
semanalmente) (BAARS et al., 2001). Para Zn e Cu, sdo considerados dose diérias aceitaveis
de 1 e 0,5 mg kg™ por peso corpéreo (FAO/WHO, 2014).

Observando-se os dados obtidos neste trabalho, todos os valores de ingestdo dos metais
através do consumo de cha-mate na forma de decoccdo estdo abaixo do limite aceitavel. No
entanto, € necessario a realizacdo de testes experimentais que demonstrem a real
bioacessibilidade ou até mesmo a biodisponibilidade toxicoldgica de ions metalicos através do
consumo de bebidas como o cha-mate. Isso é necessario visto que a interacdo das enzimas, que
atuam na digestdo dos alimentos, com os ions metalicos de interesse, pode modificar a absor¢édo

dos mesmos pelo organismo vivo.

4.2.2 Implementacao de Procedimentos Analiticos para Determinacdo da Bioacessibilidade In

Vitro de lons Metalicos em Cha-mate

Como comentado no capitulo anterior (para iogurte), a grande variedade de estudos para
avaliacdo da bioacessibilidade de metais e outros nutrientes em alimentos, acaba dificultando a
implementacdo de um procedimento para a simulacdo in vitro. Nos testes iniciais com os trés
procedimentos para avaliacdo da fracdo bioacessivel de ions metélicos a partir de decoccédo de
cha-mate, o uso do procedimento 3 (P3) foi impossibilitado. Como ja comentado anteriormente,
além deste procedimento ndo ser adequado para aplicacdo em estudos de especiagdo, por
exemplo, os resultados para curva analitica, controle analitico, e até mesmo das fracGes
bioacessiveis dos ions metélicos ndo foram adequados para o objetivo do estudo. A diferenca
entre as inclinagBes das curvas em meio aquoso e meio enzimatico foram significativas, sendo
que em meio enzimatico observou-se uma diminui¢do na inclinacéo das curvas, tanto para Cu
quanto para Zn, e um aumento significativo na inclinacdo da curva para Cr. Os controles
analiticos foram elevados para todos os metais. Ja para as fragdes bioacessiveis, testes iniciais
mostraram uma interferéncia das enzimas (em quantidade elevada neste procedimento), no
processo de digestdo, resultando em uma baixa bioacessibilidade para os metais da matriz
avaliada. Assim, do mesmo modo que para iogurte, apenas os procedimentos 1 e 2 foram

investigados na determinacdo da bioacessibilidade de ions metélicos a partir de cha-mate.
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Para estudos de determinacdo das fracGes bioacessiveis, Zn, Cu e Cr foram
primeiramente quantificados em fraces bioacessiveis de chd-mate, considerando que foram
observadas menores interferéncias nas analises destes elementos.

Antes da quantificacdo das fracdes bioacessiveis de ions metalicos na bebida, foi
realizado um estudo das curvas analiticas, a fim de verificar possiveis interferéncias das
enzimas utilizadas nos procedimentos de bioacessibilidade na quantificacdo dos metais por
AAS. Para isso, foram avaliadas 3 curvas analiticas, contemplando as condicGes de preparo das
amostras por digestdo enzimatica nos dois procedimentos investigados, e a curva com padrédo
externo. Para Zn, como a condicdo de anélise da decoccdo de cha-mate por FAAS foi a mesma
utilizada para quantificacdo do metal em suspensédo de iogurte, ndo foi necessario verificar a
linearidade das curvas de interesse ja que anteriormente (para bioacessibiliade de metais de
iogurte) foi observado que ndo existe interferéncia das enzimas na quantificacdo do metal nas
fracOes bioacessiveis.

Os dados das curvas de padrdo externo e em meio enzimatico foram utilizados para
calcular o coeficiente de regressio linear e de determinacio (R?) (Tabela 4.9). Modelos de
regressao linear foram avaliados e um teste de falta de ajuste foi aplicado no nivel de confianca
de 95%. A Tabela 4.9 apresenta 0s parametros de regresséo das curvas para determinagédo de

elementos em decoccdo de cha-mate, em cada condi¢do estudada e para cada metal de interesse.

Tabela 4.9. Pardmetros das curvas analiticas e dados de linearidade para determinacéo da bioacessibilidade de Cu
e Cr em chi-mate

. . Avaliacgdo da linearidade
Parametros de regressao

Calibracao Regressdo Falta de ajuste

Equagio R? Freg p Fraj p
cu PE A =0,0056(+0,0015) + 0,0079(+0,0002)xCcy 99,7 26424 0,000 356 0,103
(3,050 g L) CP1 A =0,0014(0,0019) + 0,0080(0,0003)xCc, 97,6 360,0 0,000 040 0,760
CP2 A =0,0086(+0,0014) + 0,0076(+0,0001)xCcy 99,7 30784 0,000 2,25 0,200
or PE A =0,0092(0,0023) + 0,0214(+0,0004)XCc, 99,8 3679,3 0,000 0,33 0,805
(2,0-10,0 g LY CP1 A =0,0036(+0,0019) + 0,0221(+0,0003)XCcr 99,7 3136,8 0,000 505 0,057
CP2 A =0,0072(x0,0011) + 0,0219(+0,0002)XCc, 99,9 15893,3 0,000 221 0,205

*Valores entre parénteses correspondem ao intervalo de confianga dos coeficientes lineares e angulares;
Feritico (1;8;0,05) para Regresséo = 5,32 e Feriiico (3;5;0,05) para Falta de ajuste = 5,41 para Cr e Cu

Em relagdo & Tabela 4.9, para os 2 metais avaliados e para os dois procedimentos
estudados (P1 e P2), os parametros de regressdo mostraram que as inclinag¢6es entre as curvas
analiticas com padréo externo (PE) e em meio enzimatico (CP1 e CP2) foram similares. I1sso
demonstra a possibilidade do uso da curva de padrdo externo na quantificacdo das fracOes

bioacessiveis de Cu e Cr em decocgdo de cha-mate.
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A Tabela 4.9, mostra também, o modelo de regressdo linear, o coeficiente de
determinacéo (R?), e valores de Freg € Fraj para as curvas analiticas. Para R?, os valores variaram
entre 97,6 para 99,9 (ou seja, para r - coeficiente de correlacdo — os valores variaram de 0,988
a 0,999), indicando uma relacéo linear entre o sinal de absorbancia e as concentraces dos
elementos (ARAUJO, 2009).

Modelos de regressdo linear foram estudados utilizando teste F em um nivel de
confianca de 95%. Valores de Freq variaram de 360,0 a 15893,3, sendo que todos os valores de
Freg >> Feritico. EStes resultados indicam que a regresséo linear é significativa para todas as
curvas avaliadas. Testes de falta de ajuste (Fraj) em um nivel de confianga de 95% foram
utilizados para confirmar a linearidade das curvas analiticas. Em todos os casos, foram
observados valores de Fi, (0,33 a 5,05) menores que os valores de Feritico (5,41), indicando que
Fraj ndo foi significativo no nivel de confianca adotado (p > 0,05). Assim, a linearidade das
curvas analiticas € aceitavel, ndo sendo observado falta de ajuste dos modelos lineares
construidos.

Com a avaliacao e escolha da melhor forma de calibragédo (neste caso curva com padrdo
aquoso) para 0s metais de interesse no estudo de bioacessibilidade, foi possivel calcular o LOD
e 0 LOQ para os mesmos. Os valores obtidos para 0s metais estudados pelos dois procedimentos
de bioacessibilidade avaliados, s&o mostrados na Tabela 4.10.

Tabela 4.10. Valores de LOD e LOQ (ng g*) para determinaco da bioacessibilidade de Zn, Cu e Cr em decoccéo
de cha-mate para P1 e P2

Ché-mate
Metal P1 P2
LOD LOQ LOD LOQ
Zn 64,7 216 449 149,7
Cu 6,2 20,7 9,39 31,3
Cr 1,7 5,7 1,3 4.4

De modo geral, para bioacessibilidade de Zn, Cu e Cr a partir da decoc¢do de cha-mate,
valores para LOD e LOQ foram similares entre os dois procedimentos estudados. Para Zn e Cr
foi observado que maiores valores de LOD e LOQ foram encontrados para o P1, sendo que para
Cu observou-se o contrario, P2 forneceu maiores valores para limites de deteccdo e
quantificacdo. Considerando a complexidade do meio extrator da fracéo bioacessivel, os limites
de deteccdo e quantificacdo podem ser considerados adequados.

Com os estudos de bioacessibilidade realizados anteriormente, foi possivel verificar que
testes em solucdo aquosa contendo os ions metalicos de interesse, demonstraram que ha uma

interacdo de Zn com as enzimas do procedimento, reduzindo a fracdo bioacessivel, para
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aproximadamente 50% nos dois procedimentos avaliados. Para Cr e Cu, as fracgoes
bioacessiveis foram proximas a 100%.

Com base nestes resultados em solucdo aquosa simulada, foi realizada a quantificacao
das fracdes bioacessiveis de Cr, Cu e Zn em decoccao de cha-mate. Porém, antes de verificar a
fracdo bioacessivel, os metais foram quantificados na bebida, conforme os estudos realizados
neste trabalho.

Brevemente, as decocgbes foram preparadas com aproximadamente 1,65 g de cha
(massa seca) e agua ultrapura (100 mL), sendo levadas a fervura em chapa de aquecimento, e
permanéncia nesta condi¢do por 5 min. A decocgéo foi injetada diretamente no equipamento
para determinag¢ao de Zn por FAAS. Para determinagdo de Cu ¢ Cr, 20 pL da decoccédo foi
injetada diretamente no tubo de grafite para analise por GF AAS. A quantificacdo das fracdes
bioacessiveis foi realizada utilizando as mesmas condicGes de analise para a determinacdo da
concentracdo total de metais em decoccdo de cha-mate por AAS (ver Tabela 4.2).

Para decoccéo de cha-mate, foram encontradas concentrag@es de 22, 0,4 e 0,28 pg g
de Zn, Cu e Cr, respectivamente. As fracdes bioacessiveis para ambos metais nas matrizes de

interesse apds procedimentos de biocessibilidade in vitro sdo mostradas na Figura 4.4.

Figura 4.4. Fracdo bioacessivel de Zn, Cu e Cr em decoc¢es de chd-mate determinadas por AAS
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Como pode ser observado na Figura 4.4, Cr e Cu apresentaram fragGes bioacessiveis
proximas a 100% a partir das decoc¢Oes de chd-mate. Além disso, P1 e P2 apresentaram uma
bioacessibilidade similar para os dois ions metalicos. Para Cu as fracGes bioacessiveis médias
foram de 99 + 2% e 103 £ 5%, para P1 e P2, respectivamente. J& para Cr as fracdes bioacessiveis
foram de 93 £ 2% e 97 + 2% para P1 e P2, respectivamente. Isso indica que a composi¢édo dos
sucos gastrico e intestinal ndo influenciou na bioacessibilidade dos metais avaliados. Com

relagdo ao Zn, para P1 e P2, as fracOes bioacessiveis foram de 46 = 4% e 37 = 1%,
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respectivamente. A menor bioacessibilidade de Zn em decoccdo de cha-mate pode estar
relacionada com o fato deste metal interagir com as enzimas presentes no processo de digestéo
tornando-se indisponivel para a absor¢do humana.

Considerando os resultados deste estudo, o procedimento 2 foi escolhido para
determinacdo das fracdes bioacessiveis de ions metélicos em decocgdo de cha-mate. Como ja
foi dito, o procedimento 2 é mais complexo e mais préximo do processo natural de digestdo
humana.

Ap0s a escolha do procedimento (P2) para a determinacéo da bioacessibilidade de Zn,
Cu e Cr em cha-mate, ele foi testado na determinacéo das fracGes bioacessiveis de Al, Pb e Cd
na bebida.

Para Al, assim como feito anteriormente para 0s outros elementos, foi realizado um
estudo de bioacessibilidade prévio as analises em matrizes alimentares. O objetivo era verificar
a interacdo entre o metal e as enzimas presentes no procedimento avaliado. Para isso, solucdes
aquosas foram preparadas com padrdo metalico de Al (1,0 mg L). A fim de verificar se a
concentracdo das enzimas influenciava no procedimento de bioacessibilidade para o metal,
foram testadas duas condicdes de digestdo enzimatica: 1) uso de 1,5 mL; 2) uso de 2,5 mL de
sucos gastrico e intestinal. Para um menor volume de sucos, ou seja, menor concentracdo de
enzimas, a bioacessibilidade média foi de 99 * 2%. Para o maior volume de sucos
gastrointestinais, de acordo com o procedimento ja realizado para Zn, Cr e Cu na matriz de
interesse, a fracdo bioacessivel média de Al foi de 108 + 8%. Em ambos 0s casos a
bioacessibilidade de Al foi total. Assim, o uso do procedimento com maior concentracdo de
enzima poderia ser utilizado para avaliacdo da bioacessibilidade do metal em decocc¢éo de cha-
mate.

Para Pb e Cd, considerando as dificuldades encontradas na determinacao de metais em
solucdes resultantes do procedimento de biacessibilidade, para solugdes aquosas de ions
metalicos, como apresentando no Capitulo anterior, alguns testes foram realizados para
verificar a melhor forma de determinacdo destes metais em decocc¢do de cha-mate. Para esta
matriz também foi utilizado HNO3z na solucéo digerida e nas curvas analiticas, a fim de auxiliar
na atomizagdo destes metais. A concentragdo das enzimas nos procedimentos de
bioacessibilidade também foram avaliadas, variando-se o volume de sucos gastrico e intestinal
(25mLel5mL).

Para decoccgédo de cha-mate, tanto para Pb quanto para Cd, ndo foi observada diferenca
nas fragcdes bioacessiveis em relacdo & concentracdo das enzimas (bioacessibilidade proxima a

65% para Cd e 40% para Pb), ndo sendo verificada também diferenca entre os sinais analiticos
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e sinais de fundo (BG) para os metais determinados por GF AAS. Em relacdo ao BG, este foi
muito baixo para os dois metais e similar em ambas concentra¢des do meio enzimatico. Neste
caso, 0 uso do procedimento com adicéo de 2,5 mL de sucos gastrico e intestinal, poderia ser
aplicado para os 6 metais de interesse (Zn, Cu, Cr, Pb, Cd e Al) na avaliacdo das fracOes
bioacessiveis de decocgdo de cha-mate.

De mesmo modo que para Zn, Cu e Cr, as curvas analiticas com padrdo externo e em
meio enzimatico foram avaliadas a fim de verificar qualquer efeito de matriz na determinacéo
de Al, Pb e Cd por AAS. Os dados obtidos para as curvas analiticas foram utilizados para
calcular o coeficiente de regressdo linear e de determinacéo (R?). Modelos de regressdo linear
foram avaliados e um teste de falta de ajuste foi aplicado no nivel de confianca de 95%. A
Tabela 4.11 apresenta os parametros de regressdo das curvas obtidas para bioacessibilidade de
cha-mate, em cada condicdo estudada e para cada metal de interesse.

Tabela 4.11. Pardmetros das curvas analiticas e dados de linearidade para determinacdo da bioacessibilidade de
Al, Pb e Cd em decoccdo de cha-mate

Avaliacgdo da linearidade

Parametros de regressédo

Calibragéo Regressédo Falta de ajuste
Equacgéo R? Freg p Fraj p

Al PE A =0,0020(+0,0002) + 0,0031(+0,0001)xCa 98,2 588,0 0,000 0,20 0,821

-2 Lt
(0520MgLD by A=00018(+0,0002) + 0,0032(:0,0002)xCs 96,9 3448 0000 065 0546
Cd PE A =-0,0009(+0,0007) + 0,0563(+0,0011)xCcq 99,5 2702,9 0,000 0,50 0,692

_ -1
0210MgLY) o) A -0,0002(0,0006) + 0,0555(0,0010)xCcq 99,6 3353,6 0000 127 0338
Pb PE A =-0,00110(+0,0004) + 0,00197(+0,00007)xCpy, 98,7 839,2 0,000 0,47 0,643

_ -1
(2.0-801g L) P2 A =-0,00110(+0,00016) + 0,00162(+0,00003)xCpp, 99,7 3137,2 0,000 0,58 0,581

Nota: Valores entre parénteses correspondem ao intervalo de confianca dos coeficientes lineares e angulares
Feritico (1;10;0,05) para Regressao = 4,96 e Feriico (2;8;0,05) para Falta de ajuste = 4,46 para Pb e Al
Feritico (1;13;0,05) para Regressao = 4,67 e Feriico (3;10;0,05) para Falta de ajuste = 3,49 para Cd

Para Al e Cd, na Tabela 4.11, é possivel verificar que ndo existe diferenca entre as
inclinacBes das curvas analiticas em padrdo externo (PE) e em meio enzimatico (P2). Isso
demonstra que a determinagdo dos metais nas fracdes bioacessiveis de decocgdo de cha-mate
podem ser realizadas utilizando curva analitica com padrdo externo. Para Pb, em meio
enzimatico, houve uma diminuicdo da inclinagdo da curva analitica se comparada a curva com
padrdo externo. Isso indica que a quantificacdo deste metal nas fragdes bioacessiveis de
decoccéo de cha-mate deve ser realizada em curva simulada com 0s sucos gastricos e intestinais
do procedimento estudado.

A Tabela 4.11, mostra também o modelo de regressdo linear, o coeficiente de

determinagéo (R?), e valores de Freq & Fraj para as curvas analiticas. Para R?, os valores variaram
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entre 96,9 para 99,7, indicando uma relacdo linear entre o sinal de absorbancia e as
concentragdes dos elementos (ARAUJO, 2009).

Modelos de regressdo linear foram estudados em um nivel de confianca de 95%. Valores
de Freg variaram de 344,82 a 3353,61, onde Freg >> Feritico, indicando que a regressdo linear é
significativa para todas as curvas avaliadas. A confirmacdo da linearidade das curvas analiticas
foi realizada através de testes de falta de ajuste (Frj) em um nivel de confianca de 95%. Em
todos os casos, 0s valores de Frj (0,20 a 1,27) foram menores que os valores de Feritico, indicando
que Ft,j ndo foi significativo no nivel de confianga adotado (p > 0,05). Assim, a linearidade das
curvas analiticas € aceitavel, ndo sendo observado falta de ajuste dos modelos lineares
construidos.

Apbs avaliacdo das curvas analiticas, foi possivel calcular o LOD e LOQ para Al, Pb e
Cd determinados em decoccdo de cha-mate apds digestdo enzimatica. Os valores de LOD
obtidos para Al, Cd e Pb variaram de 0,47 ng g (Cd) a 2,4 g g (Al). Para LOQ, foram obtidos
valores entre 1,57 ng g* (Cd) e 7,99 pg g™* (Al). Considerando a complexidade do meio extrator,
com a presenca de diferentes enzimas, os limites de deteccdo e quantificacdo para os metais
estudados podem ser considerados adequados.

Tendo-se definido as melhores condi¢des de quantificacdo das fragdes bioacessiveis de
Zn, Al, Cr, Cu, Pb e Cd em decoc¢do de cha-mate, os procedimentos de bioacessibilidade

puderam ser avaliados na matriz de interesse.

4.2.3 Determinacéo da Concentracdo Total de fons Metélicos em Decoccéo de Cha-mate

A concentracdo total e os ensaios de bioacessibilidade in vitro foram aplicados para a
determinacéo de Zn, Al, Cu, Cd, Cr e Pb em decoc¢bes de cha-mate. Apesar de anteriormente
ter sido realizada uma quantificacdo de metais na bebida, aqui as determinacfes foram
realizadas em novas amostras e em diferentes condi¢Ges. Nas analises anteriores (Tabela 4.6),
buscou-se avaliar o perfil da bebida na sua forma de consumo, em relagdo a presenca de metais
essenciais ou com potencial toxico. Para o presente estudo, foram utilizados cha-mate de 3
marcas diferentes (as anteriormente avaliadas), com sabores diferentes e lotes diferentes. Ao
todo, avaliaram-se 20 amostras de cha. Para as marcas 1 e 3, algumas amostras foram avaliadas
em lotes diferentes. Isso foi realizado para verificar variacbes em relacdo a concentracdo dos
metais ou nas fragdes bioacessiveis dos mesmos. Para a marca 3 optou-se por avaliar todas as
amostras em lotes diferentes devido a maior variabilidade que as mesmas apresentaram em

estudo anterior, em relagdo a concentragdo de metais.
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A Figura 4.5 apresenta as concentragdes de Al determinadas em decoccéo de cha-mate.

Figura 4.5. Concentragdes de Al determinadas em decocc¢des de chd-mate empregando FAAS
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Para Al, as concentraces variaram de 23 + 1 a 95 + 2 ug g*. Para a marca 1 observou-
se uma variabilidade significativa entre as amostras, inclusive para a M1N avaliada em dois
lotes diferentes. A maior variabilidade ainda ocorreu em amostras da marca 3, sendo que para
0 cha de mesmo sabor, diferentes lotes apresentaram diferencas significativas. Essa maior
variabilidade para esta marca, em relagdo a concentracdo de Al, j& havia sido observada no
estudo realizado anteriormente (Tabela 4.6).

Para Zn, as concentracBes encontradas em decocc¢des de cha-mate sdo apresentadas na

Figura 4.6.

Figura 4.6. Concentracdes de Zn determinadas em decoc¢8es de chd-mate empregando FAAS
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Para Zn, as concentracdes na bebida variaram de < 0,9 a 44,0 + 0,1 pg g*. De modo
geral, as marcas 1 e 2 apresentaram a menor variabilidade entre as amostras em relagdo a
concentracdo do metal. Para a marca 3, a variabilidade na concentracdo de Zn das amostras
avaliadas foi muito significativa, o0 que pode indicar algum problema de contaminacgéo
industrial ou de origem da erva utilizada no processamento do cha.

Na Figura 4.7 sdo mostradas as concentragdes de Cu encontradas no cha-mate.

Figura 4.7. Concentragdes de Cu determinadas em decoc¢des de cha-mate empregando GF AAS
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Para Cu, as concentracBes variaram de 275 + 6 a 1049 + 7 ng g*. As concentragGes
médias para cada marca foram diferentes, onde observou-se menor variabilidade para a marca
1. As maiores diferencas foram observadas para a marca 2, onde algumas amostras
apresentaram concentracfes elevadas do metal. No estudo realizado anteriormente para esta
marca (Tabela 4.6), observou-se que as maiores concentraces de Cu eram apresentadas pelas
amostras desta industria, indicando que isso pode ser uma caracteristica do solo de cultivo da
erva-mate utilizada no processamento. Para a marca 3, houve uma grande diferenca na
concentracdo de Cu para amostras iguais, mas de lotes diferentes, como vem sendo observado
para outros metais nessas amostras.

Para Cr, as concentracOes encontradas em decocgdes de cha-mate sdo apresentadas na

Figura 4.8.



Figura 4.8. Concentracdes de Cr determinadas em decocg¢des de chad-mate empregando GF AAS
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A concentracdo de Cr nas amostras avaliadas variou de 43 + 3 a 426 + 9 ng g

Novamente a marca 1 foi a que apresentou menor variabilidade entre as amostras. Para a marca

2, com excec¢do da amostra M2Cap, as concentractes de Cr foram similares entre as amostras.

A amostra M2Cap € a Unica com sabor diferenciado dos outros chés, e apresentou a menor

concentracdo de quase todos os metais avaliados. Para a marca 3, novamente observou-se uma

diferenca entre as amostras avaliadas, indicando algum problema de controle de qualidade.

As concentracfes de metais toxicos, a exemplo de Cd e Pb, foram significativas em

decoccbes de cha-mate. A Figura 4.9 apresenta as concentragdes de Cd encontradas na bebida.

Figura 4.9. Concentragdes de Cd determinadas em decoc¢des de cha-mate empregando GF AAS
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Para Cd, todas as amostras puderam ser quantificadas, e a faixa de concentracdo

encontrada na bebida foi de 13,8 + 0,1 a 121 + 6 ng g*. Observou-se também que a diferenca
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na concentracdo média do metal para as amostras em relagdo a marca seguiu a ordem de Marca
1 < Marca 3 < Marca 2. Novamente, a menor variabilidade na concentracdo de Cd entre as
amostras da marca 1 pode ser um indicativo de maior controle de qualidade durante o
processamento do ché, diferente do que é observado para a marca 3.

Para Pb, as concentragdes encontradas em decocgBes de chd-mate sdo apresentadas na
Figura 4.10.

Figura 4.10. Concentracfes de Pb determinadas em decoc¢fes de cha-mate empregando GF AAS
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Para Pb, quase todas as amostras apresentaram concentracfes do metal, sendo que as
menores concentracdes foram apresentadas pelas amostras da marca 3, apesar de a variabilidade
entre as mesmas ser bastante significativa. As concentracBes para as amostras avaliadas
variaram de <28,1 a 152 + 6 ng g*. Para Ph, a menor variabilidade foi apresentada pela marca
2, onde as concentracGes também foram baixas. A marca 1 foi a que apresentou maior
concentracdo do metal nas amostras avaliadas (como ja observado em estudos anteriores para
amostras desta marca — Tabela 4.6). A presenca de metais como Cd e Pb, pode estar relacionada
a processos de contaminacdo ambiental, ou até mesmo devido ao processamento industrial do
cha.

Os resultados para concentragdo dos ions metalicos de interesse em decocgdo de cha-

mate estdo apresentados na Tabela 4.12.
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Tabela 4.12. Quantificacdo de Al, Zn, Cu, Pb, Cd e Cr em decocc¢do de cha-mate (n=3), empregando AAS
Amostra  Al(ugg') Zn(ugg') Cu(ngg!) Cr(ngg') Cd(ngg') Pb(ngg?)

MIN L1 59+0,9 26,8+ 0,6 322 +16 312 + 46 58 +0,4 71+4
MIN L2 47+1 232+05 331+38 206 £ 15 67+3 87+6
M1C 95+2 249+09 277 +12 298 +10 53 %5 152+9
MlLa 58 +2 252+09 275+6 298 + 34 68 +5 106 + 2
M1Li 714 239+01 389+ 10 272 +16 50+3 110+5
M1P 83+4 32,7+0,3 2792 302+ 31 70+5 110+8
Média 69 + 18 26 4 312 + 45 281 +39 61+9 94 + 39
M2N 72+1 16,3+0,3 730 + 62 128 +3 40+3 44 +5
M2C 612+0,1 22+72 565 + 26 177 5 55,8+0,2 <28,1
M2La 82+1 21,4+05 956 + 41 136 + 16 53,6+0,5 52+38
M2Li 79+5 11,5+09 1049 +7 129+ 4 28+3 50 +6
M2P 77 +2 13,94 + 0,02 643 + 39 139+ 15 60 +6 66 +4
M2Cap 41+1 11,1+09 317+72 43 +3 22%1 35+10
Média 69 + 15 16 +5 710 £ 267 125+ 44 43 £16 41 £ 23
M3N L1 49,6 +£0,9 44+0,1 877+19 243+ 7 121+6 49 +5
M3N L2 231 23+0,7 328+6 273+5 58 +2 48 + 8
M3C L1 46 +2 6,6+0,1 434 £ 17 92+5 30+0,2 <28,1
M3C L2 371 <0,9 2830 68 +11 21,2+09 38+2
M3Li L1 721 24+2 383 +22 426 +9 103 %9 51+4
M3Li L2 50+4 <0,9 574 +3 87+ 18 29+6 33+1
M3P L1 55+1 8,7+0,2 388 +12 105,5+0,5 517 48 +4
M3P L2 46 + 3 <0,9 4472+0,8 80+2 13,8+0,1 <28,1
Media 47 £14 13+16 464 + 188 172 £129 47 £ 34 34 +22

Média geral 60 + 18 18 +12 492 + 241 191 + 106 50 £ 24 54 + 38

M1N L1 (Marca 1, Natural, Lote 1); MIN L2 (Marca 1, Natural, Lote 2); M1La (Marca 1, laranja); M1C (Marca 1, canela); M1Li (Marcal,
limao); M1P (Marca 1, péssego); M2La (Marca 2, laranja); M2Li (Marca 2, limao); M2C (Marca 2, canela); M2P (Marca 2, péssego); M2Cap
(Marca 2, Capuccino); M3N (Marca 3, natural); M3P (Marca 3, péssego); M3L (Marca 3, limao); M3C (Marca 3, canela)

Devido a guantidade significativa de amostras avaliadas, uma analise quimiométrica
pode possibilitar uma melhor visualizacdo das semelhancas/diferencas entre as amostras e as
concentracOes dos metais. Para isso, uma analise de componentes principais foi realizada, sendo
que as concentracdes de Al, Zn, Cu, Pb, Cd e Cr obtidas para decoccdo de cha-mate foram
utilizadas como variaveis para construcao da matriz de dados.

A Figura 4.11 mostra os graficos de pesos e de escores para as duas primeiras

componentes principais.
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Figura 4.11. Graficos de pesos (A) e de escores (B) para as componentes principais 1 e 2 obtidas com a analise
multivariada dos dados de decoccéao de cha-mate
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Com a PCA, observando-se a Figura 4.11, foi possivel obter uma explicacdo de 74,3%
da variabilidade dos dados. Somente a primeira componente foi responsavel pela explicacédo de
mais de 50% da variabilidade dos dados. Considerando as diferentes origens do cha-mate e as
diferentes caracteristicas das amostras, essa explicacdo é adequada.

Pela Figura 4.11A, é possivel observar pela PC1 que existe uma correlagdo entre as
variaveis Zn, Cr, Cd, Al e Pb para as decoc¢des de cha-mate, sendo que estas apresentaram
coeficientes de correlacdo significativos (> -0,51). Para a segunda componente (PC2) os
coeficientes de correlagdo mais significativos foram observados para as variaveis Al e Cu,
sendo de -0,56 e -0,95, respectivamente.

Avaliando-se a Figura 4.11B nota-se que a primeira componente principal foi
responsavel pelo agrupamento das amostras de cha em relacdo as marcas avaliadas. Pela PC1
(eixo X), a direita do grafico (eixo positivo de X e negativo de Y), verifica-se que as amostras
de cha-mate pertencentes a marca 2 foram agrupadas em relacdo a concentracdao de Cu, como
ja havia sido observado em estudos anteriores para as amostras dessa marca. Essa elevada
concentracdo do metal pode estar relacionada com o cultivo da erva-mate, onde o solo pode ser
rico nesse nutriente, ou com o processamento do cha. Essas amostras sao provenientes da cidade
de Guarapuava-PR, sendo que os cultivares da erva-mate também sdo provenientes da regiéo,
gue vem se consolidando como uma forte produtora desse tipo de arvore. A Gnica amostra da
marca 2 que néo foi agrupada com as outras da mesma marca, foi a M2Cap, que apresentou a
menor concentracao de todos os metais. Essa amostra mostrou-se similar a maioria das amostras
da marca 3, que foram agrupadas no quadrante dos eixos positivo de X e Y. Mesmo sendo

observada uma similaridade entre as amostras da marca 3, observou-se ainda que as mesmas
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apresentaram maior variabilidade, sendo que amostras como M3N L1 e M3Li L1 ndo pertencem
a esse grupo, se destacando em relagdo as concentraces de metais como Al, Cr e Pb. Outro
agrupamento é observado para as amostras da marca 1, localizadas no quadrante dos eixos
negativo de X e positivo de Y. Essas amostras se correlacionam fortemente com os teores de
Pb, Cr, Cd e Zn. Essas amostras, como j& conhecido, sdo processadas na cidade de Fazenda Rio
Grande, na regido metropolitana de Curitiba. As informacGes sobre essa marca, disponiveis no
site da empresa, sdo de que a erva utilizada no processamento do ché é proveniente de diferentes
localidades da regido Sul do Brasil. A empresa responsavel pelo processamento preza por um
controle adequado de producdo da erva-mate, tendo fornecedores que seguem padrdes pre-
estabelecidos para poderem vender a sua producdo. Talvez os fertilizantes e agroquimicos
usados na plantacdo tenham contribuido na presenca de metais traco nessas amostras. Como o
padrdo de cultivo é similar entre os produtores, sendo acompanhado pela empresa, a
variabilidade entre as amostras € menor e as mesmas apresentem concentragdes de metais
similares.

Como a bebida proveniente do cha-mate é amplamente consumida no Brasil, e em paises
Sul-americanos, e considerando a presenca de espécies metalicas na mesma, torna-se necessario
avaliar se o produto é adequado para consumo humano através de calculos de ingestdo diéaria.

Ao considerar a ingestdo diaria de cha-mate por seres vivos (1,75 g - 1 saché), pode-se
calcular a quantidade de Al, Zn, Cu, Cr, Cd e Pb que foram ingeridos por uma pessoa de 70 kg.
Esses resultados sao mostrados na Tabela 4.13. Os valores foram calculados utilizando a média

e a faixa de concentracao dos metais encontrados em decoc¢ao de cha-mate.
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Tabela 4.13. Estimativa da ingestdo humana de Al, Zn, Cu, Cd, Pb e Cr (g por kg de peso corpéreo) para um adulto (70 kg) que consome cha-mate (1 saché - 1,75 g por dia)

Frequéncia de Al Zn Cu Cr Cd Pb
ingestao Média Faixa Média Faixa Meédia Faixa Média Faixa Média Faixa Média
Diaria 151 0,57 -2,38 0,45 0-11 0,012 6,9x10°-0,026  4,8x10° 1,1x10° —-0,01 1,3x10°®  3,5x10%*-3x10° 14x10° 0-3,8x10°3
Semanal 10,6 4,0-16,7 3,2 0-7,7 0,086 0,048 -0,18 0,03 7,5x10° - 0,07 8,8x10°  2,4x10° —-0,021  9,4x10° 0-0,03

Mensal 453 171-714 13,5 0-33 0,37 0,21-0,79 0,14 0,03-0,3 0,04 0,01-0,09 0,04 0-011
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A Tabela 4.13, mostra que o nivel de ingestdo dos metais por seres humanos seguiu a
ordem de Al > Zn > Cu > Cr > Pb > Cd. Considerando um adulto que consome cha,
semanalmente, a ingestdo média seria 10,3; 3,2; 0,086; 0,03; 9,4 x 103;e8,8 x 10° pug kg,
para Al, Zn, Cu, Cr, Pb e Cd, respectivamente.

Para Zn, se tratando de um micronutriente essencial para a dieta humana, a ingestéo
diaria recomendada (IDR) para adultos varia de 8 a 11 mg dia, para mulheres e homens,
respectivamente (IOM, 2001; FAO/WHO, 2004; BRASIL, 2005). Considerando a
concentracio média de Zn encontrada em decoccio de cha-mate (18 pg gt), a ingestdo diaria
seria 0,032 mg do metal. Isso corresponde a 0,4% da dose ideal diéria de ingestdo de Zn para
mulheres e 0,3% para homens. Isso mostra que essa bebida parece ndo ser uma boa fonte
nutricional do metal. Em relacdo a massa corpérea, a concentracdo permitida é de 1 mg de Zn
por kg de peso corporeo (FAO/WHO, 2014), o que esta bem acima dos valores tedricos obtidos
neste estudo.

Para Al, Cu e Cd sdo aceitaveis doses de ingestdo semanal de 2 mg kg™ (2000 pg kg™?),
0,5mgkg ! (500 ngkg'), e 25 ug kg ! de peso corporeo, respectivamente (FAO/WHO, 2014).
Para Cu, considerando também a sua essencialidade para a dieta humana, o valor de IDR € de
900 pg diat para adultos (IOM, 2001; BRASIL, 2005). Em relagdo a ingestdo maxima
permitida do metal, o valor é de 10 mg dia® para adultos (IOM, 2001). A concentragdo média
de Cu em cha-mate é de 492,4 ng g%, o que corresponde a uma ingestdo diéria de 0,86 pg do
metal. Isso indica que a contribuicdo desta bebida para ingestdo de Cu é de 0,1% para adultos,
sendo muito baixa.

Para Pb, atualmente ndo existe dose segura de ingestdo. A normativa mais recente
considerava aceitavel a ingestdo semanal de até 25 ug kg! (FAO/WHO, 2014). Para Cr, um
limite aceitavel para ingestdo diaria é de 5 pg kg™ ! de peso corpéreo (ou 35 pg kg ™! de peso
corporeo para ingestdo semanal) (BAARS et al., 2001).

De acordo com os dados obtidos na Tabela 4.13, todos os valores de ingestéo frequente
de metais através do consumo de cha-mate calculados neste estudo, estdo abaixo dos valores
limites permitidos para cada metal.

No entanto, esses dados sdo teodricos, e sabe-se que alguns metais ou seus complexos,
apos a ingestdo, podem ter maior (ou menor) solubilidade e assim serem absorvidos mais (ou
menos) facilmente pelo o organismo. Desse modo, estudos de simulacdo in vitro podem
fornecer resultados importantes com relacdo a bioacessibilidade de ions metalicos na rota de

digestdo de alimentos pelos seres vivos.
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4.2.4 Determinacéo da Bioacessibilidade de ions Metalicos em Decocgdo de Cha-mate

Considerando os testes in vitro discutidos anteriormente, eles foram implementados nas
amostras de cha-mate, preparadas na forma de decoccdo, a fim de verificar se os metais
estudados poderiam estar disponiveis para absorcao intestinal. As amostras de cha-mate foram
separadas em dois grupos: amostras de cha-mate natural (in natura) e cha-mate com sabor. 1sso
foi feito para verificar semelhancas ou diferencas entre amostras de mesma caracteristica fisica.

A Figura 4.12 apresenta os dados referentes as concentracGes totais e fracdes

bioacessiveis de Al a partir da decocgdo de cha-mate.

Figura 4.12. Concentragdo total e fracdo bioacessivel de Al em decocgdo de cha-mate determinadas por FAAS
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Legenda: Concentragdo total: cha-mate natural (A) e cha-mate com sabor (C);
Fracdo bioacessivel: chad-mate natural (B) e cha-mate com sabor (D).

Em relacdo a Figura 4.12A, verifica-se que para uma mesma amostra, existe uma
variabilidade na concentracdo de Al para lotes diferentes, como observado para as marcas 1 e
3 (sendo mais evidenciado nesta ultima). No entanto, em relacdo a bioacessibilidade (Figura
4.12B), existe uma similaridade entre as fracGes, onde nota-se que a possibilidade de absor¢édo

intestinal do Al seria total a partir do consumo da bebida. Para os chds com sabor, a
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concentracdo de Al também apresentou variabilidade entre as amostras (Figura 4.12C). Mesmo
assim, a bioacessibilidade a partir da bebida foi total (proxima a 100%), indicando que o Al é
facilmente extraido na digestdo enzimatica, tornando-se disponivel para absorcéo intestinal.
Apesar de alguns estudos relatarem que a disponibilidade de Al em infusGes de cha, de uma
forma geral, é baixa (< 10%) (MEHRA e BAKER, 2007), a forma em que se encontra o metal
na bebida influencia na absor¢cdo do mesmo pelo organismo. Geralmente, as formas organicas
do Al (especialmente as ligacdes Al-fendlicos) sdo mais comuns em chas (inclusive o mate),
sugerindo que essa interacdo pode facilitar a absorcdo de Al no trato gastrointestinal, se
comparado a sua forma livre.

A Figura 4.13 apresenta as concentrages totais e fracdes bioacessiveis de Zn a partir da

decoccdo de cha-mate.

Figura 4.13. Concentragdo total e fracdo bioacessivel de Zn em decocg¢do de cha-mate determinadas por FAAS
50 100

A)

90{(B)

80
704
60
50 4
404
30
20
10

Concentracao de Zn (ug g™)

Fracdo Bioacessivel de Zn (%)

MIN L1 MIN L2 M2N M3N L1 M3N L2 MINL1 MIN L2 M2N M3N L1 M3N L2

35 100

(©) 00 1(D)

30

25

20

15

10

5

Concentracao de Zn (ug g*)
Fracdo Bioacessivel de Zn (%)

o

0

J > \‘)/ >
@’L & &o "b\’ & &
Legenda: Concentracdo total: cha-mate natural (A) e cha-mate com sabor (C);

Fracdo bioacessivel: cha-mate natural (B) e chad-mate com sabor (D).

S F o & E e

O
Nt > & > &@

Em relacdo a Figura 4.13A, é possivel observar que a menor concentracdo de Zn foi
observada pela amostra M2N, e que na comparagéo entre diferentes lotes para uma mesma
amostra, a maior variabilidade foi apresentada pela marca 3. Do mesmo modo que observado
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para 0 Al, independente da concentracdo, a bioacessibilidade de Zn para chi-mate natural
(Figura 4.13B), foi similar entre as amostras, sendo que as fragdes variaram de 44,2 + 1,4% a
50 + 1%. Com relacdo as amostras de cha-mate com sabor (Figura 4.13C), para a mesma marca
se observaram diferencas nas concentracdes de Zn, sendo que estas foram mais evidentes para
a marca 3. A maioria das amostras do lote 2 dessa marca, nem apresentaram concentragoes
quantificaveis de Zn. Para as fragBes bioacessiveis (Figura 4.13D) observou-se uma
similaridade entre as amostras de uma mesma marca, o que pode indicar que a composic¢édo do
cha, em relacéo a adicdo de aromatizantes ou até mesmo cascas de laranja, liméo e canela, pode
influenciar na bioacessibilidade do metal a partir do consumo da bebida. Além disso, a presenca
de &cidos organicos no cha-mate pode facilitar a bioacessibilidade de Zn (MAFRA e
COZZOLINO, 2004).

Para Cu, os resultados para concentracdo total e bioacessibilidade sdo mostradas na
Figura 4.14.

Figura 4.14. Concentracdo total e fracdo bioacessivel de Cu em decocgdo de cha-mate determinadas por GF AAS
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Fracdo bioacessivel: chad-mate natural (B) e cha-mate com sabor (D).
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Para as amostras de cha-mate natural (in natura), pela Figura 4.14A, foram constatadas
diferencas nas concentracdes de Cu entre as marcas avaliadas. No entanto, a marca 1 apresentou
para a mesma amostra, mas de lotes diferentes, concentracfes similares do metal. Novamente
a marca 3 foi a que apresentou maior disparidade entre amostras iguais, mas processadas em
diferentes periodos. Para bioacessibilidade destas amostras (Figura 4.14B), as fragdes variaram
de 66,4 + 0,6% a 114 *+ 1%. Para a marca 1, a bioacessibilidade foi similar entre as amostras
avaliadas. No entanto, para as amostras da marca 3, observou-se uma diferenca nas fracoes
bioacessiveis para o metal. Essas amostras, como comentado anteriormente, apresentaram um
aspecto mais “sujo”, com a presencga de material particulado muito fino que nao se assemelha
a erva-mate. Isso pode influenciar nesses resultados de extracdo enzimatica. Para as amostras
com sabor (Figura 4.14C), verifica-se que as amostras da marca 2 se destacam em relacéo a
concentracdo de Cu. No entanto, em relacdo a bioacessibilidade (Figura 4.14D), essas amostras
foram as que apresentaram as menores fragfes, com excec¢do da amostra M2Cap. Para a marca
1, as amostras com canela e laranja apresentaram bioacessibilidade total, enquanto que as
amostras com lim&o e péssego apresentaram fracdes menores que 70%. Essa marca adiciona
cascas das frutas para conferir sabor ao cha. A presenca destas cascas pode influenciar na
bioacessibilidade destas amostras. Para a marca 3, da mesma forma como para as amostras de
chéa natural, observou-se uma variacdo nas fracbes de Cu obtidas a partir das amostras de cha
com sabor.

Para Cr, os resultados para concentracdo total e bioacessibilidade em decoccéo de chéa-

mate sdo mostrados na Figura 4.15.
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Figura 4.15. Concentrago total e fragdo bioacessivel de Cr em decoccdo de chd-mate determinadas por GF AAS
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Para Cr, as amostras de cha natural, apresentaram concentrac@es diferenciadas do metal
(Figura 4.15A). Neste caso, a maior variabilidade na concentracdo de Cr foi apresentada pela
marca 1. A amostra M2N foi a que apresentou menor concentracdo do metal na bebida,
considerando apenas as amostras naturais. Em relacéo as fragdes bioacessiveis (Figura 4.15B),
para as marcas 1 e 3, elas foram maiores que 90%. Apenas o cha natural da marca 2 apresentou
bioacessibilidade menor que 80%. Para os chas com sabor, verificou-se uma similaridade nas
amostras das marcas 1 e 2, sendo que a maior variabilidade foi apresentada pelas amostras da
marca 3 (Figura 4.15C). Para bioacessibilidade (Figura 4.15D), as fracGes variaram de 27 £ 5%
a111,6 £ 0,8%, sendo que também foi observada maior variabilidade nas amostras da marca 3.
Para as marcas 1 e 2, observou-se uma similaridade na bioacessibilidade de Cr, sendo que
diferengas ténues podem estar associadas a composi¢do dos chés avaliados, com relacdo a
adicdo de sabor as mesmas. Assim como observado para iogurte, a presenca de compostos
organicos no cha-mate pode facilitar a absorcdo de Cr. Isso indica que as baixas fracGes

bioacessiveis dos metais podem estar relacionadas com a composi¢do das amostras, onde
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provavelmente a forma inorgénica é majoritaria, diminuindo a absor¢cdo do metal pelo
organismo.

Para Cd, os resultados para concentracdo total e bioacessibilidade sdo mostrados na
Figura 4.16.

Figura 4.16. Concentracdo total e fracdo bioacessivel de Cd em decocg¢do de cha-mate determinadas por GF AAS
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Legenda: Concentracdo total: chd-mate natural (A) e cha-mate com sabor (C);
Fracdo bioacessivel: chad-mate natural (B) e chd-mate com sabor (D).

Para Cd, nas amostras de cha-mate natural (Figura 4.16A), observou-se novamente que
a amostra da marca 2 apresentou menor concentracdo do metal. As amostras da marca 3
apresentaram a maior concentracdo media, e também a maior variabilidade entre as amostras
de uma mesma marca. No entanto, para a bioacessibilidade (Figura 4.16B), observou-se uma
similaridade entre as fracfes, sendo que estas variaram de 49,2 + 0,1% a 66 + 8%. Para as
amostras com sabor (Figura 4.16C), as concentracdes de Cd apresentaram variabilidade entre
amostras de uma mesma marca e de marcas diferentes. Para as fracdes bioacessiveis de Cd,
observou-se uma variagao entre as amostras analisadas (Figura 4.16D), principalmente para a
marca 3. A faixa bioacessivel encontrada foi de 27 + 7% a 68,5 + 6,8%. Para Cd, era esperado

que a fracdo bioacessivel fosse baixa (<5%), como foi observado para o iogurte. No entanto, é
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relatado que formas inorgénicas de Cd sdo muito mais absorvidas se comparado as formas
organicas do metal (VAZQUEZ et al., 2015). Isso sugere que em cha-mate deve prevalecer as
formas inorgénicas, as quais podem estar relacionadas com processos de contaminacdo
ambiental, o que acaba facilitando a ingestao e absorcao do metal pelo organismo.

Para Pb, as concentraces totais e bioacessiveis em decocgdo de cha-mate sdo mostradas

na Figura 4.17.

Figura 4.17. Concentrago total e fracéo bioacessivel de Pb em decoccéo de chd-mate determinadas por GF AAS
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Legenda: Concentragdo total: chd-mate natural (A) e cha-mate com sabor (C);
Fracdo bioacessivel: chad-mate natural (B) e chad-mate com sabor (D).
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Para Pb, as concentracdes apresentadas pelas amostras de cha natural das marcas 2 e 3
foram similares, sendo que a maior diferenca foi apresentada pelas amostras da marca 1 (Figura
4.17A). Em relagdo a bioacessibilidade (Figura 4.17B), observou-se uma similaridade entre as
amostras das marcas 1 e 2, e uma maior diferenca entre as amostras de lotes diferentes da marca
3. Ja para as amostras de cha com sabor, as concentra¢fes também foram variadas entre as
amostras, sendo que para algumas ndo foi possivel quantificar o metal (Figura 4.17C). Para a
bioacessibilidade (Figura 4.17D), as fracdes variaram 0 a 48,3 + 1,8%. Neste caso, a marca 1

foi a que apresentou menor bioacessibilidade para Pb, e a maior variabilidade foi apresentada
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pela marca 2. A marca 3 foi a que apresentou maior similaridade entre as fragdes bioacessiveis
de Pb, sendo que apenas a amostra M3P L2 ndo apresentou fragdo quantificAvel do metal. Em
geral, as fracOes bioacessiveis foram baixas para Pb a partir da decoccdo de cha-mate.
Considerando o potencial cumulativo do metal no organismo, principalmente de criancas, essa
baixa fracdo bioacessivel € desejavel, diminuindo os riscos de ingestdo aguda do metal por seres
VIVOS.

Considerando o significativo nimero de amostras avaliadas, uma PCA foi construida
buscando correlacionar as amostras com 0s parametros de interesse, a exemplo das
concentrages totais e porcentagens bioacessiveis dos metais avaliados.

Os parédmetros utilizados para a andlise de componentes principais foram as
concentracgdes totais e porcentagens bioacessiveis de Al, Zn, Cu, Cr, Pb e Cd.

A Figura 4.18 mostra os graficos de pesos e de escores para as duas primeiras

componentes principais.

Figura 4.18. Graficos de pesos (A) e de escores (B) para as componentes principais 1 e 2 obtidas com a analise
multivariada dos dados de concentracéo total e fracdo bioacessivel de ions metalicos para decocgao
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Legenda: @ Marca 1; e Marca 2; e Marca 3.

Em relacdo a PCA, pela Figura 4.18, foi possivel obter uma explicagdo de 58,7% da
variabilidade dos dados, o que é adequado considerando o grande nimero de variaveis e as
diferentes amostras avaliadas.

Pela Figura 4.18A, é possivel observar pela primeira componente principal (PC1) que
existe uma forte correlagdo entre as varidveis Zn, Cr, Cd, Pb, %Bio Zn, %Bio Al, %Bio
Cr, %Bio Cu e %Bio Cd, sendo que os coeficientes para as mesmas foram elevados (> -0,62).

Para a segunda componente (PC2), os coeficientes de correlagdo com maior significancia foram
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apresentados pelos parametros Al, Cu, %Bio Al e %Bio Pb (> -0,57), indicando uma forte
correlagéo entre 0S mesmos.

Em relacdo a Figura 4.18B, pela PC1, as amostras de cha-mate (marca 3) localizadas no
quadrante positivo em relacdo ao eixo X e eixo Y, ndo apresentaram correlacdo com nenhuma
das variaveis estudadas. Ja as amostras localizadas no quadrante positivo de X e negativo de Y,
apresentam forte correlacdo com as fracOes bioacessiveis de Al e Pb, e com as concentracfes
totais de Al e Cu. Essas amostras pertencem a marca 2, e a correlagdo das mesmas, mostra uma
similaridade na composicao e comportamento das amostras. Observando-se o lado esquerdo do
grafico, referente ao eixo negativo de X, verifica-se um agrupamento das amostras da marca 1,
sendo estas influenciadas pelas variaveis concentracdo total de Zn, Cr, Cd, Pb e
bioacessibilidade de Zn, Al, Cr, Cu e Cd. Essa similaridade caracteristica das amostras da marca
1, demonstram que existe um padrdo na composi¢do das mesmas, o que ¢ indicado pela politica
de cultivo da erva-mate adotado pela empresa.

Em relagcdo a PC2, pelo eixo negativo de X, observou-se uma separacdo das amostras
da marca 2 em relacdo a bioacessibilidade de Al e Pb, e pela concentracdo de Cu.

Ao considerar a ingestdo didria de cha-mate por seres vivos (1,75 g - 1 sache), pode-se
calcular a quantidade de Al, Zn, Cu, Cr, Cd e Pb que foram ingeridos por uma pessoa de 70 kg
em relacdo a quantidade dos mesmos que realmente pode ser absorvida pelo organismo. Esses
resultados sao mostrados na Tabela 4.14. Os valores foram calculados utilizando a média e a

faixa de concentracdo dos metais na bebida.
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Tabela 4.14. Estimativa da ingestdo humana de Al, Zn, Cu, Cd, Pb e Cr (ug por kg de peso corpdreo), em relacdo a bioacessibilidade, para um adulto (70 kg) que consome cha-

mate (1 saché - 1,75 g por dia)
Frequéncia de Al Zn Cu Cr Cd Pb
ingestdo Média Faixa Média Faixa Média Faixa Média Faixa Média Faixa Média Faixa
Diaria 1,51 0,57 -2,38 0,2 0-05 85x10° 6,9x10°-0,02 4,1x10° 1,1x10° -0,01 6,7x10*  1,3x10*-1,5x10°  2,6x10* 0-5,7x10°
Semanal 10,6 4,0-16,7 1,3 0-34 0,06 0,048 - 0,12 0,02 7,5x10° - 0,07  4,6x10°3 8,9x10* - 0,01 1,8x10°  0-4,5x10*
Mensal 453 171-71,4 5,6 0-148 0,26 0,21 -0,54 0,12 0,03-0,3 0,02 3,7x10%-0,04 7,5x10%  0-1,7x103
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A Tabela 4.14, mostra que o nivel de ingestdo dos metais por seres humanos seguiu a
ordem de Al > Zn > Cu > Cr > Cd > Pb. Nesse caso, observa-se que considerando as fragdes
bioacessiveis dos metais, a absor¢cdo de Cd foi maior que a de Pb, diferente do que foi observado
anteriormente quando se considerou a absorcéo total da quantidade ingerida dos metais. Para
um adulto que consome ché, semanalmente, a ingestdo média seria 10,3; 1,6; 0,06; 0,02; 4,6 x
103;e1,8x 10° ug kg, para Al, Zn, Cu, Cr, Cd e Pb, respectivamente.

A Tabela 4.15 apresenta os valores de ingestdo, com relacdo a bioacessibilidade, dos
metais estudados a partir do consumo de iogurte, comparados aos valores recomendados ou
permitidos para cada metal.

Tabela 4.15. Porcentagem de ingestéo de metais a partir da decoccédo de cha-mate, com relacéo a bioacessibilidade,

comparados ao valor recomendado ou permitido para cada metal estudado
Metais Valor de ingestdo  Valor de ingestdo (bioacessibilidade)  Valor referencial % Ingestdo

Al 0,011 mg kg* 0,011 mg kg* 2 mg kgt 0,6
Zn 0,032 mg dia* 0,013 mg dia* 11 mg dia* (adulto) 0,1
Cu 0,086 ug kg 0,069 pg kg* 500 pg kg 0,01
Cr 0,03 ug kgt 0,03 pg kgt 35 ug kg 0,09
Cd 0,008 pg kgt 0,005 pg kgt 25 ug kgt 0,02
Pb 0,009 ug kgt 0,002 g kg* 25 ug kg 0,008

Observando-se a Tabela 4.15, para Zn, a ingestdo diaria recomendada (IDR) para
adultos é de 8 mg dia™ para mulheres e 11 mg dia® para homens (I0OM, 2001; FAO/WHO,
2004; BRASIL, 2005). Considerando a concentragdo média de Zn encontrada em decoccdo de
cha-mate (18 pug gb), e a fragdo bioacessivel média para o metal a partir do cha-mate (41,3%),
a ingestdo diaria seria de 0,013 mg do metal. Isso corresponde a 0,2% da dose diaria ideal de
ingestdo de Zn para mulheres, e 0,1% para homens. Em comparacdo com o calculo realizado
para a concentracgdo total, a dose de ingestdo de Zn bioacessivel € 40% menor do que o esperado.
Com base nos valores experimentais, pode-se sugerir que essa bebida ndo é uma boa fonte
nutricional do metal.

Para Al, Cu e Cd séo aceitaveis dose de ingestdo semanal de 2 mg kg (2000 pg kg™),
0,5mgkg! (500 pgkg ™), e 25 ug kg ! de peso corpdreo, respectivamente (FAO/WHO, 2014).
Para cha-mate, a porcentagem de ingestdo destes metais, em relacdo aos valores de referéncia
acima citados, € baixa, variando de 0,6% (Al) a 0,01% (Cu) (Tabela 4.15). Visto que Cu possui
essencialidade para a dieta humana, o valor de IDR ¢ de 900 ug dia™ para adultos (IOM, 2001;
BRASIL, 2005), sendo que a ingestdo maxima permitida do metal por dia é de 10 mg para
adultos (IOM, 2001). Considerando a concentracdo média de Cu em cha-mate (492,4 ng g1), e
a bioacessibilidade média do metal a partir da bebida (71%), a ingestdo diaria de Cu a partir do

ché seria de 0,61 pg do metal. Isso corresponde a uma contribuicdo para ingestdo de Cu de
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0,07% para adultos. Em relacéo ao célculo tedrico, a reducdo na contribuigdo do cha-mate para
ingestdo de Cu pode chegar a 70%. Isso indica que, do mesmo modo que para Zn, essa bebida
ndo pode ser considerada uma fonte nutricional para Cu.

Para Pb, a normativa mais recente considerava aceitavel a ingestdo semanal de até 25
ug kg ! (FAO/WHO, 2014), sendo que atualmente, ndo existe dose segura de ingestéo do metal.
Para Cr, um limite aceitavel para ingestdo semanal é de 35 ug kg™! de peso corporeo (BAARS
et al., 2001). Em relacdo a estes valores, a porcentagem de ingestdo para Pb e Cr a partir do
cha-mate foi de 0,008 e 0,09%, respectivamente (Tabela 4.15).

De acordo com os dados obtidos nas Tabelas 4.14 e 4.15, todos os valores de ingestéo
frequente de metais através do consumo de decocgdo de cha-mate calculados neste estudo, estdo
abaixo dos valores limites permitidos para cada metal. I1sso é considerado bom em relacdo a
metais como Al, Cd e Pb, que ndo possuem funcdo bioldgica, demonstrando que nédo existe
possibilidade de ocorrer ingestdo e absorcao excessiva destes metais pelo organismo dos seres
vivos. No entanto, para metais com bioatividade como Zn, Cu e Cr (se na forma trivalente), a
contribuicdo nutricional destes elementos para a dieta humana, a partir do consumo de ché-

mate, é muito baixa.

4.3 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, foi possivel verificar que as decoccbes de cha-mate (llex
paraguarienses) apresentam quantidades significativas de ions metalicos. Dentre estes se
destaca o Al, que por apresentar toxicidade aos seres vivos, necessita de monitoramento,
principalmente em alimentos e bebidas de elevado consumo como o cha-mate. A grande
variabilidade de Pb, Cd e Cr em amostras de cha de uma mesma marca, demonstra que pode
existir algum processo de contaminacdo industrial ou ambiental, que pode ser responsavel pelo
aumento na concentracdo destes metais na matriz de interesse. Com o uso da Analise de
Componentes Principais (PCA), considerando as duas etapas de quantificagao de elementos em
decoccdes de cha-mate, verificou-se que existe uma separacdo das amostras de cha em relagdo
a marca, fato evidenciado principalmente para as marcas 1 e 2. I1sso pode demonstrar uma maior
uniformidade no processo industrial, ou até mesmo uma diferenga mineral na origem das
plantas de erva-mate, ocasionando esses agrupamentos distintos. A marca 3, avaliada em
diferentes sabores e lotes, mostrou a maior variabilidade na concentracdo de metais na bebida.
Isso pode estar relacionado com algum problema durante o processamento do cha, ou até

mesmo nos cultivares da erva-mate utilizada na producao.
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Com relagdo a bioacessibilidade, metais como Al, Cu e Cr demonstraram ter elevada
absorcdo intestinal nos testes in vitro a partir do chd-mate (fragdes bioacessiveis médias acima
de 71%). Considerando a toxicidade de Al, por exemplo, isso é preocupante devido as varias
fontes de exposicdo ao metal para os seres vivos. Zn e Cd apresentaram fragdes bioacessiveis
intermediéarias (entre 41 e 52%), sendo que se esperava baixa absorc¢do de Cd pelo organismo
dos seres vivos. No entanto, a formas inorganicas do metal, as quais podem estar relacionadas
com problemas de contaminacgéo, podem ter contribuido para a sua maior bioacessibilidade. As
fracdes bioacessiveis de Pb foram as menores na bebida (em média 19%), e considerando a
toxicidade do metal, esse resultado torna-se importante. Ao realizar-se calculos de ingestao
diéria, apesar de alguns metais apresentarem uma bioacessibilidade elevada, observou que para
cha-mate, nenhum dos metais apresentou potencial nutricional ou téxico com o consumo
frequente da bebida. Isso pode ser observado através das porcentagens de ingestdo dos metais,
com relacdo a valores méaximos permitidos ou recomendados, sendo que estas foram menores
que 0,6%. Com a realizacdo de uma PCA, buscando uma relacéo entre as concentragdes totais
e fragdes bioacessiveis de ions metalicos a partir da decoccdo de cha-mate, observou-se uma
correlacdo entre os fatores, sendo que estas correlagcdes levaram a uma separacdo das amostras
avaliadas. Isso pode ser melhor evidenciado para as marcas 1 e 2, como ja havia sido observado

anteriormente apenas para as concentragdes totais.
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CONCLUSAO

Com a realizacdo deste trabalho, de modo geral, foi possivel verificar diferengas na
quantificacdo das concentracdes totais e bioacessiveis de iogurte e decocg¢des de cha-mate.

Com relacdo ao iogurte, foi possivel estabelecer um procedimento de determinacgéo
répida de metais traco na matriz, utilizando amostragem em suspenséo aliada a Espectrometria
de absorcdo atdmica. Com o método otimizado e validado, demonstrando ser preciso e exato,
foi possivel quantificar Zn, Cu, Cr, Cd e Pb em 25 diferentes amostras de iogurte. Como
esperado, Zn e Cu foram os metais encontrados em maiores concentragdes nas amostras, sendo
que ambos foram quantificados em todas as amostras avaliadas. Ja para Pb, Cd e Cr, nem todas
as amostras apresentaram concentracdes quantificaveis destes metais. No entanto a presenca
dos mesmos, principalmente Pb e Cd, pode estar condicionada a processos de contaminacéo
ambiental ou industrial do produto. Nos ensaios de bioacessibilidade in vitro, alguns
procedimentos foram testados e modificados, a fim de se implementar um método adequado
para avaliacdo das fracOes bioacessiveis dos elementos de interesse a partir do iogurte. Para as
amostras avaliadas, foram observadas diferentes fracdes bioacessiveis entre 0s metais, e entre
as amostras para um mesmo metal. Para iogurte, a bioacessibilidade de Cr e Cu foi mais elevada,
0 que pode estar relacionada com a forma do metal presente na matriz. Para Zn, no entanto, as
fracOes bioacessiveis foram baixas, o que também pode estar relacionada com a composicao do
alimento, e com as possiveis interacdes de Zn com outros componentes da matriz alimentar. Ja
para Pb e Cd, a bioacessibilidade foi baixa, ou até mesmo nula, o que € desejavel, considerando
a toxicidade apresentada por essas espécies para 0s Seres Vivos.

Para decoccdo de cha-mate, primeiramente, foi possivel avaliar a presenca de Al, Zn,
Cu, Cr, Cd e Pb em amostras comerciais de diferentes marcas e sabores. De modo geral, as
concentragOes de metais na bebida seguiram a ordem de Al>Zn>Cu>Cr>Pb>Cd. Considerando
a toxicidade de Al, avaliar a concentracdo deste elemento neste tipo de bebida torna-se
importante, visto que dentre os metais avaliados, os niveis de Al foram os mais elevados na
decoccdo de cha-mate. A presenca desses elementos neste tipo de bebida pode estar relacionada
com os cultivares da erva-mate, devido a composicdo do solo ou uso de fertilizantes e
agrotoxicos; condi¢es ambientais que podem levar a processos de contaminagao; ou processos
industriais que podem contribuir para a concentragdo de elementos toxicos como Al, Pb e Cd
no cha-mate. Foi possivel verificar também que algumas marcas, neste caso as marcas 1 e 2,
apresentaram maior similaridade entre as diferentes amostras, mostrando um maior controle de

qualidade para o produto. Em relacdo a bioacessibilidade, elevadas fracdes bioacessiveis foram
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observadas para Al, Cu e Cr a partir do cha-mate. Assim, como para iogurte, essa elevada
bioacessibilidade pode estar relacionada com a forma na qual o elemento esta presente na
matriz. Para Zn e Cd, as fracOes bioacessiveis foram intermediarias, sendo que, ao serem
comparadas com o iogurte, essas fragdes foram maiores na bebida. Para Zn, considerando sua
essencialidade, esse aumento é importante. No entanto, para Cd, uma bioacessibilidade
significativa ndo é desejada devido ao seu potencial tdxico. Isso também pode indicar um
processo de contaminacdo das amostras, visto que as formas inorganicas de Cd sdo mais
bioacessiveis que as organicas. Para Pb, a bioacessibilidade média das amostras foi baixa, o que
é considerado interessante em relagdo a seguranga alimentar.

Levando-se em consideracdo os dados de bioacessibilidade para iogurte e cha-mate, os
calculos de ingestdo de metais com o consumo frequente de ambas matrizes, demonstram que
a quantidade ingerida dos metais é muito baixa, sugerindo que nem o iogurte e nem o cha-mate
podem ser considerados fontes nutricionais de elementos essenciais, como Zn, Cu e Cr(lll), e
nem alimentos/bebidas que apresentem risco a salde devido a presenca de metais nao essenciais
como Pb, Cd e/ou Al.

Tendo como base todos os resultados obtidos neste estudo, verifica-se a importancia em
avaliar as concentracdes totais e, principalmente, as fraces bioacessiveis de ions metalicos em
alimentos de amplo consumo como o iogurte, e em bebidas tipicas em diversos paises, como o
cha-mate, mostrando que ambos podem apresentar concentragfes indesejaveis de metais
toxicos como Al, Pb e Cd. Além disso, esses metais podem apresentar elevado potencial de
absorcéo pelo organismo, o que pode causar algum prejuizo aos seres vivos, principalmente em
relacdo a quantidade ingerida das matrizes de interesse. Esse estudo sugere também a
necessidade de melhor avaliar as interagdes entre os alimentos ou adicdo de diferentes
componentes ou ingredientes a estes alimentos, a fim de verificar se a bioacessibilidade dos

metais pode ser alterada em diferentes condi¢fes de consumo dos mesmos.
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