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RESUMO

Bruna Kauely de Campos. Avaliagdo da Labilidade do Aluminio em Infusdes de Erva-Mate
(llexparaguariensis St. Hil.) Empregando Voltametria Adsortiva de Redissolugdo Catddica.

A erva-mate ¢ uma planta muito consumida através de suas infusdes quente e fria,
conhecidas como chimarrdo e terer€, respectivamente. Estudos indicam que apesar da erva-
mate apresentar varias propriedades benéficas para a saide humana, pode conter elevados
teores de aluminio. O aluminio é um metal que ndo apresenta fungdo bioldgica conhecida e
pode estar relacionado com doengas neuroldgicas e comportamentais. Estudos de especiacdo
desse elemento possibilitam estimar a disponibilidade biologica desse eclemento ¢
consequentemente a sua toxicidade. Neste trabalho foi desenvolvido um protocolo analitico
para a analise de especiacdo de aluminio empregando voltametria adsortiva de redissolucao
catédica (VAdsRC) aliado ao uso de um agente complexante, o vermelho de alizarina S
(DASA). Nesse procedimento, o aluminio total presente na fracdo dissolvida de uma infusdo
foi determinado através da formag¢do de um complexo com o DASA em pH 8. Nessa
condicdo, o DASA ¢ capaz de sequestrar o Al ligado aos complexos orgénicos da erva-mate,
ou seja, compostos fendlicos ou acidos organicos. Em pH 5, 0 DASA ¢ capaz de complexar a
fragio labil do aluminio, ou seja, fons monoméricos livres (A’") e os complexos
cineticamente reversiveis do Al. Assim, o aluminio complexado aos ligantes organicos das
infusdes foi obtido pela diferenca entre os teores de aluminio total dissolvido (Al-Total) e
aluminio 1abil (Al-Labil). Os parametros voltamétricos empregados nas determinagdes do Al-
Total e do Al-Labil foram otimizados e validados através de testes de linearidade,
sensibilidade, precisdo, exatiddo e interferéncia. O procedimento analitico proposto se
mostrou adequado para a analise de especiacdo de Al nas infusdes de erva-mate, apresentando
elevada sensibilidade e baixo custo. O aluminio nas infusdes de erva-mate obtidas nas
diferentes etapas do processo industrial e comerciais encontra-se majoritariamente
complexado aos compostos organicos naturais da planta.Contudo o Al-Labil em algumas
amostras de infusdo ultrapassou as recomendacdes de ingestdo semanal da organizagdo
mundial da satde (OMS) nas amostras de erva-mate de chimarrao e cha-mate. Os compostos
organicos dissolvidos nas infusdes foram determinados qualitativamente e quantitativamente
por espectrofotometria de absorcdo molecular. Avaliou-se uma possivel correlagdo entre a
labilidade do aluminio com os compostos organicos presentes nas infusdes de erva-mate
através de ferramentas estatisticas. Acredita-se que a tendéncia de complexa¢do do aluminio
esteja relacionada com as melanoidinas.

Palavras-Chave: Especiacdao, Aluminio, Voltametria, Erva-Mate.



ABSTRACT

Bruna Kauely de Campos. Evaluation of the Labilityof Aluminium in Yerba Mate Infusions

(Ilex paraguariensis St. Hil.)Employing AdsorptiveCathodic Stripping Voltammetry.

Yerba mate is a plant widely consumed as hot and cold infusions, known as mate and
tereré, respectively. Studies show that although mate presents several beneficial properties for
human health, it may contain high levels of aluminium. Aluminium is anelemental that
doesn’t have known biological functions and can be associated with behavioral and
neurological diseases. Speciation studies allow to estimate the bioavailability of this element
and hence to its toxicity. In this study, an analytical protocol for the speciation of aluminium
in infusion employing adsortivecathodic stripping voltammetry (AdsCSV) using alizarin red S
(DASA) as ligand agent was developed. In this procedure, the total dissolved monomeric
aluminium in infusions was determined by AdsCSV through on the formation of a complex
with DASA at pH 8.0. DASA was able to sequester the Al organically bound by phenolic
compounds and organic acids. At pH 5.0, the complexes were formed between DASA and
labile Al fractions.Therefore, theconcentrationsofaluminiumcomplexed with organic ligands
in infusions wascalculated by the difference between the concentrations of total dissolved
aluminum and labile dissolved aluminium. The parameters operational employed in
speciation analysis we optimized. The method optimized was validated bytests of linearity,
sensitivity, precision, accuracy and interference. The proposed analytical procedure was
adequate for speciation analysis of Al in infusions of yerba mate, showing high sensitivity and
low cost. It was possible to verify that,aluminium in infusions of commercial yerba mate and
in samples from different stages of the industrial process is mostly complexed to natural
organic compounds from the plant. However the Al-Labile in some samples of infusion
exceeds the recommended weekly intake of world health organization (WHO) in samples of
mate and mate tea. The dissolved organic compounds in infusions were determined
qualitative and quantitatively by molecular absorption spectrophotometry. A possible
correlation between the lability of aluminiumand organic compounds in infusions of yerba
mate was evaluated through statistical tools. In general, it was observed the lability of
aluminium depends on the concentrations of melanoidins in infusions.

Keywords: Speciation, Aluminum, Voltammetry, Yerba Mate.
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1. INTRODUCAO

A erva-mate ¢ um produto de origem natural muito consumido na forma de infusdo
quente ou fria obtida através de suas folhas. Bebidas conhecidas como chimarrdo e tereré,
respectivamente. Outra forma de consumo é como cha, conhecido também por cha-mate,
obtido através da infusdo quente da erva-mate tostada (Furgeri et al., 2009). A erva-mate ¢é
conhecida cientificamente por [Ilex paraguariensis St. Hil,pertencentente a familia
Aquifoliaceae. Este produto tem grande papel na economia da regido sul do Brasil, onde sdo
produzidos anualmente cerca de 430 mil toneladas (IBGE, 2010).

O processamento industrial da planta pode variar dependendo da industria. E
constituido basicamente por quatro etapas, sendo elas: colheita, sapeco, cancheamento e
envelhecimento. As caracteristicas das proprias plantas, condigdes climaticas e as diferengas
no sistema de producdo determinam a qualidade do produto (Giulian ef al., 2009). Portanto os
produtos comerciais de erva-mate podem ser bastante variaveis com relagdo a composicao
quimica e faz-se necessario conhecer a influéncia do processo industrial em sua composigao.

A composi¢do quimica da erva-mate ¢ bastante complexa e caracteriza-se por uma
variedade de compostos organicos e inorganicos. Diversos fitoquimicos com fungdes
biolégicas diferentes tem sido estudados. Dentre eles, destacam-se os polifendis,
metilxantinas (cafeina e teobromina), seguidas pelos minerais ¢ vitaminas (Linares et al.,
2010). Os compostos fenolicos apresentam uma grande diversidade de estruturas simples e
complexas, dentre os quais se tém os flavonoides.

No que diz respeito aos componentes inorganicos da erva-mate, ¢ reconhecido uma
importante fonte de minerais, tais como o Fe?', zn*", Ca®", Na', K, Mg2+, entre outros (Dias
et al., 2009; Ducat e Quinaia, 2004; Giulian et al., 2007). Portanto, efeitos benéficos a satide
humana podem ser associados ao consumo de erva-mate através de suas infusdes devido a
presenga de inumeros compostos organicos, vitaminas ¢ elementos essenciais. Porém, alguns
micronutrientes essenciais dependendo da sua forma e concentracdo podem se tornar toxicos
ao organismo humano. Contrariando os efeitos benéficos da erva-mate, alguns estudos
indicam a presen¢a de elevados teores de aluminio em folhas e infusdes de erva-mate (da
Costa etal., 2009; Ducat e Quinaia, 2004).

O aluminio ¢ um elemento que ndo apresenta funcdo bioldgica conhecida e ¢
considerado um potente agente neurotdoxico que pode estar relacionado com doengas como
Parkinson, Alzheimeir e encefalopatia por dialise (Alberti et al., 2003; da Costa et al., 2009;
da Silva ef al., 1996). Ainda ndo sdo conhecidos e estabelecidos os mecanismos envolvidos na

toxicidade do aluminio (Alberti et al., 2003). Dessa forma, o conhecimento da composi¢ao



quimica da erva-mate e suas infusdes ¢ um aspecto relevante do ponto de vista econémico,
toxicologico e nutricional.

A avaliagdo da concentracdo total de aluminio em uma amostra de interesse
nutricional ndo indica a disponibilidade bioldgica do mesmo e consequentemente ndo estima
ou determina a sua toxicidade. Estudos que possibilitam realizar estimativas da toxicidade
devem ser baseados em especiagdo. Portanto, deve-se investigar a distribui¢do do aluminio
entre suas formas e espéciesquimicas (Templetonet al., 2000).

Nem todas as espécies de aluminio se mostram biodisponiveis e toxicas. As espécies
de maior labilidade, e consequentemente, maior toxicidade sdo as formas monoméricas do
aluminio, tanto os fons hidratados livres (AI’") quanto os complexos cineticamente
reversiveis, normalmente o aluminio complexado por alguns ligantes inorganicos (Street et
al., 2007; Wang et al., 2001). Entre as formas poliméricas do Al, o AlO4A112(OH)24(H20)127+
parece ser a unica forma toxica. Em plantas, as espécies de Al mononucleares, como o0s
complexos de Al com sulfato (SO4)e fluoreto (F) e os complexos formados com ligantes
organicos sdo considerados ndo labéis ou pouco labeis (Flaten et al., 2002; Street et al., 2007).

Os ligantes orgéanicos naturais presentes na erva-mate, principalmente os compostos
fenolicos possuem um grande numero de sitios de complexacdo, representados por hidroxilas
capazes de complexar o aluminio, reduzindo assim sua toxicidade (da Costaet al., 2009;
Flaten et al., 2002, Street et al., 2007).

Mesmo nos dias atuais, a analise de especiagdo ainda ¢ considerada um desafio
analitico devido a dificuldade de quantificar concentracdes traco e ultra-traco de todas as
formas e espécies de um elemento em uma matriz em particular (dos Anjos et al., 2010). Os
procedimentos mais utilizados baseiam-se nos métodos espectrométricos e eletroanaliticos.

Os métodos eletroanaliticos, voltamétricos e potenciométricos, sdo procedimentos
adequados para analise de especiacdo de metais, dado que possibilitam determinar uma
espécie em particular do metal. Além disso, a voltametria, por exemplo, proporciona
vantagens tais como baixo custo, elevada sensibilidade, seletividade ¢ consumo minimo de
reagentes (Bi, 2001; dos Anjos et al., 2010;Wang et al., 2001).

Nesse contexto, desenvolveu-se neste trabalho um protocolo analitico para a analise de
especiacdo do aluminio utilizando a voltametria adsortiva de redissolucdo catodica (VAdsRC)
em diferentes infusdes preparadas com erva-mate. Uma avaliagdo qualitativa e quantitativa de
compostos organicos nas infusdes de erva-mate também foi estudada. Além disso, aplicou-se
uma ferramenta estatistica aos dados obtidos a fim de avaliar uma possivel correlacdo entre a

labilidade do aluminio com os compostos organicos.



2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como proposta desenvolver um protocolo analitico voltado a analise
de especiacdo de aluminio em infusdes preparadas com erva-mate (Ilex paraguariensis St.
Hil.) empregando a voltametria adsortiva de redissolucdo catdédica (VAdsRC). Além disso,
avaliou-seo comportamento do aluminio em infusdes preparadas com erva-mate, simulando
bebidas amplamente consumidas na regido sul do Brasil, tais como chimarrdo, tereré e cha

mate. Como objetivos especificos teve-se:

1. Implantacdo e validacdo de um protocolo analitico voltado a analise de especiacdo de
aluminio empregando a VAdsRC aliada ao uso de um agente complexante;

il. Avaliacdo da especiacdo do aluminio em diferentes infusdes preparadas com amostras
de erva-mate obtidas em diferentes etapas do processamento industrial;
1. Especiacdo do aluminio em diferentes infusdes preparadas com erva-mate comercial

de chimarrdo, tereré e cha mate;

iv. Caracterizacdo da matéria organica dissolvida em infusdes de erva-mate.
V. Avaliacdo da influéncia da matéria organica na labilidade do aluminio em infusdes de
erva-mate.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Erva-Mate

Tendo sua origem na América do Sul, a llex paraguariensis St. Hil., (Figura 1)
pertencente a familia das Aquifoliaceae, ¢ uma arvore que pode atingir até 18 metros de altura
conhecida popularmente como mate ou erva-mate (Jaques et al, 2007). E encontrada
principalmente no Paraguai, Argentina e Brasil. No Brasil 80% de sua ocorréncia nacional
pertence aos estados brasileiros do Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e

Parana (Esmelindro et al., 2002).

Figura 1. Arvore da Ilex paraguariensis St. Hil. (erva-mate).

A maior parte da erva-mate produzida ¢ consumida na América do Sul. Em termos de
mercado brasileiro, 596 municipios da regido sul desenvolvem a atividade ervateira
envolvendo aproximadamente 710 mil pessoas, com uma producdo de 430 mil toneladas
(Esmelindro et al., 2002; IBGE, 2010). O estado do Parana ¢ responsavel por 65% da
produgdo anual brasileira. Desde o ano de 2003, a cidade de Guarapuava-PR vem se
destacando como a terceira maior produtora de erva-mate no estado, chegando a uma
producdo de mais de 22 mil toneladas por ano (SEAB, 2012).

Consumida tradicionalmente sob sua forma de infusdo quente chamada de chimarrdo,
a erva-mate faz até hoje parte da cultura, relagdes comerciais e caracterizacdo politica dos
estados da regido sul do Brasil (Mendes, 2005). E importante destacar que a erva-mate ja fazia

parte dos costumes dos indios brasileiros, que a utilizavam como tonico e estimulante em sua



regido de ocorréncia (Ducat e Quinaia, 2004).

No entanto, ainda hoje o consumo de erva-mate apresenta mercado limitado apenas
nas regides onde € produzida, além do uso dessa matéria-prima se dar apenas nas formas de
produtos tradicionais como o chimarrdo e tereré, por exemplo (Esmelindro et al., 2002).
Apesar disto, no final da ultima década do século passado, paises como Estados Unidos,
Alemanha e Japdo, comegaram a importar erva-mate em uma taxa de aproximadamente 1000
toneladas por ano (da Costa etal., 2009).

A erva-mate destinada ao preparo de bebidas ndo é consumida na sua forma natural,
tal como obtida apds a colheita. Ao invés disso é submetida a varias etapas de processamento

antes de ser empacotada e disponibilizada ao comércio e consumo.

3.2. Processamento Industrial da Erva-Mate

O produto comercial da erva-mate ¢ definido tecnicamente como constituido
exclusivamente pelas folhas e ramos secos na forma inteira ou moida, que podem ser
ligeiramente tostados (ANVISA, 2002). A erva-mate comercial pode apresentar variagdes na
qualidade e caracteristicas fisico-quimicas devido a influéncia de alguns fatores como idade
das folhas e ramos, tempo de colheita, sistema de producdo, processamento ¢ também o tipo
de erva, que pode ser nativa ou cultivada. A erva-mate nativa € aquela qual esta presente nas
produgdes mais antigas sem ser reflorestada, ja a erva-mate cultivada ¢ aquela qual o produtor
planta em uma regido de interesse, ou seja, considera-se uma erva-mate reflorestada (Streit et
al., 2008).

O processamento industrial da erva-mate se faz geralmente por quatro etapas que sao a
colheita, branqueamento, secagem e envelhecimento. Na primeira etapa ¢ realizado o corte
das folhas e ramos da arvore e o transporte até a induastria. Posteriormente, tem-se o
branqueamento, também chamado de sapeco, que consiste na pré-secagem da matéria-prima a
500 °C de 10 a 180 segundos. Essa etapa pode ser realizada em um sapecador aquecido com
auxilio de chama produzida pela queima de madeira ou por gas propano. Além da retirada da
umidade superficial, essa etapa tem como finalidade a inativacdo de enzimas da erva-mate
que causam a oxidag¢do do produto, que sdo a peroxidase e polifenoloxidade. Na terceira
etapa, as folhas e ramos s@o secos a temperatura média de 100°C em estufa de 1 a 24 horas.
Apobs a secagem, inicia-se a etapa de cancheamento, que consiste em separar as folhas dos
ramos para trituragdo em tamanho desejado e o peneiramento. O material coletado passa a ser

definido como erva cancheada que pode ser beneficiada através do soque para ajuste da



granulometria. A mistura entre os ramos e folhas ¢ realizada em diferentes propor¢des para
compor o tipo de erva-mate comercialmente desejada, e posteriormente tem-se o seu
empacotamento (Esmelindro et al., 2002).

O mate processado apos a etapa do cancheamento é empregado para o preparo do
chimarrdo (infus@o quente) e tereré (infusdo fria). Posteriormente, também pode ser tostado
sendo destinado ao preparo do cha-mate (Esmelindro et al., 2002).

A erva-mate depois de processada e empacotada pode ser encaminhada para
comercializacdo. No mercado o tempo util de prateleira pode chegar a 6 meses sem a
utilizagdo de conservantes. Porém, a induastria costuma recolher essas ervas antes desse
periodo, pois a umidade do ar faz com que o produto perca suas caracteristicas. Existem
diversos produtos comerciais oriundos da erva-mate destinados ao consumo de chimarrao,
tereré ou cha-mate. Muitos desses produtos contém aromatizantes artificiais com sabor limao,
canela, laranja, geralmente nas ervas de tereré e no cha-mate.

As etapas do processamento podem ser diferentes para cada industria em fungdo do
tempo e das temperaturas utilizadas. As caracteristicas das proprias plantas, condigdes
climaticas e as diferen¢as no sistema de producdo e beneficiamento determinam a qualidade
do produto (Giulian et al., 2009). A competitividade entre as indUstrias ervateiras brasileiras
tem estimulado uma melhoria no sistema de producdo e beneficiamento (da Costa, 2008).

Portanto se faz necessario conhecer os efeitos do processamento industrial sobre as
caracteristicas quimicas da erva-mate, visto que existem poucos estudos envolvidos nessa
tematica. O processamento da erva-mate inclui etapas que podem modificar e alterar sua
composi¢do quimica e o sabor do produto final. A etapa de armazenamento, por exemplo,
visa a formagdo de compostos aromaticos e a transformacdo da cor verde da erva-mate para
amarelada, em periodos que variam de 6 meses a 2 anos, podendo ser mantida sob condigdes
ambientais ou acelerada em camaras que mantem a umidade e temperatura controlada (Dutrae
Ribani, 2010).

Além disso, Giulian et al. (2009) observaram diferengas significativas entre os teores
de alguns minerais (Mn, Al e Si) logo apos as principais etapas do processo industrial, como o
sapeco ¢ a secagem. Provavelmente ocorreu uma contaminacdo devido a contaminantes
presentes na fumaga da madeira utilizada no processo de queima da erva-mate. Alguns
estudos indicam também, que a forma de preparo da bebida de erva-mate beneficiada interfere
na quantidade dos constituintes presentes (Flaten, 2002).

Assim, fica evidente que se faz necessario analisar a erva-mate, bem como suas

infusdes, para se conhecer sua composi¢cdo quimica.



3.3. Composi¢do Quimica da Erva-Mate

A erva-mate apos ser processada, deve obedecer alguns parametros segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2002) para seu beneficiamento e
comercializacdo, sendo eles as caracteristicas fisico-quimicas ¢ microbioldgicas.

Com relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, a erva-mate deve ser analisada de
acordo com sua umidade, residuo mineral, extrato aquoso e teor de cafeina. Porém aspectos
como teor de metais ndo sdo contemplados de acordo com a ANVISA. As caracteristicas
microbiologicas devem obedecer a quantidade de bolores e leveduras, bactérias de origem
fecal, salmonelas e outros microrganismos toxicos de origem microbiana.

No que diz respeito a sua composicao quimica, ndo ¢ conhecido e estabelecido uma
normativa qual estabeleca os teores maximos de minerais e/ou de compostos organicos.
Porém a erva-mate caracteriza-se por apresentar uma composi¢do quimica complexa. De uma
forma geral, os principais constituintes sdo a agua, celulose, glicose, substancias aromaticas,
albumina, cafeina, acido folico, acido caféico, entre outros (Rodrigues, 2009; Cardozo et al.,
2007). Apresenta também elevada concentragdo de compostos fenodlicos, flavonoides. E uma
rica fonte em minerais essenciais, os quais dependendo da sua forma e/ou concentra¢do
podem ser considerados toxicos (Cardozo et al., 2007; da Costa, 2008; da Costa et al., 2009;
Gnoatto et al., 2005).

3.3.1. Compostos Fendlicos e Flavonoides

Estudos indicam que a erva-mate apresenta efeitos benéficos para a satide humana
quando consumida sob sua forma de infusdo. Isto se d4, devido a erva-mate apresentar em sua
composicdo a presenca de alguns compostos quimicos organicos como 0s compostos
fenolicos e flavonoides, por exemplo, que agem no combate a doencas tais como obesidade,
acdo cardioprotetora e cancerigena (Cardozo et al., 2007; da Costa, 2008; da Costa et al.,
2009; Dutra e Ribani, 2010; Gnoatto et al., 2005).

Quimicamente, oscompostos fenodlicos pertencem a uma classe de compostos que
inclui uma grande diversidade de estruturas simples e complexas. Caracterizam-se por
apresentar em sua estrutura pelo menos um nulcleo aromatico contendo substituintes
hidroxilados e seus derivados funcionais (Simdes et al., 2004). A Figura 2 apresenta a

estrutura mais simples de um composto fenolico.
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Figura 2. Estrutura quimica do mais simples composto fenoélico.

Oscompostosfenolicosocorremamplamentenoreinovegetal e nosmicroorganismos. Nas
plantas esses compostos se enquadram em diversascategorias tais como os fendis simples
(Figura 2), acidos fenolicos, derivados deacidos benzoico e cindmico, cumarinas, flavonoides,
estilbenos,taninos condensados ¢ hidrolisaveis, lignanas e ligninas (Sousa et al., 2007; Simdes

et al.,2004). A Figura 3 mostra a estrutura dos acidos fenoélicos e seus derivados.
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Figura 3. Estruturas dos acidos fenolicos derivados do acido benzdico e acido cinamico. (A) acido p-hidroxi-
benzdico; (B) acido protocatéquico; (C) acido galico; (D) acido o-hidroxi-benzdico; (E) acido vanilico; (F) acido
siringico. Adaptado de Simdes et. al. (2004).

Dentre os compostos fendlicos encontrados na erva-mate, o mais conhecido € o acido
clorogénico, o qual apresenta forte atividade antioxidante e propriedades hipocolesterolémicas
(Cardozo Jr. et. al., 2007). O acido clorogénico pode ser hidrolisado a acido caféico e quinico
em plantas (Cardozo et al., 2005; Fernandes et al, 2001). A Figura 4 mostra a estrutura

quimica de um acido clorogénico.
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Figura 4. Estrutura molecular do 4cido clorogénico. Adaptado de Simdes et al. (2004).

Em estudo realizado por Cardozo Jr (2007) e colaboradores, os valores médios em
porcentagem de acido clorogénico atribuido a quatro diferentes ervas-mate da regido sul do
Brasil chegaram a 0,87 %. Outro estudo revela, que a concentracdo média de acido
clorogénico em massa seca de erva-mate dos estados brasileiros de Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, variaram de 0,73 a 1,27 % (Streit et al., 2008).

Os compostos fenodlicos sdo os compostos mais abundantes em folhas de cha, entre
eles, os flavonoides juntamente com os acidos clorogénicos constituem acima de 30% (Streit
et al., 2008).

Os flavonoides também representam um dos grupos fenolicos mais importantes e
diversificados entre produtos de origem natural. Sdoamplamente distribuidos nasplantas
medicinais, hortali¢as, sucos de frutas e em uma variedade de bebidas tais como chas,
café,vinhos, etc. Esses compostos apresentam em sua estrutura quimica quinze atomos de
carbono em seu nucleo fundamental, sendo duas fenilas ligadas por uma cadeia de trés
carbonos. Geralmente tem sua formula representada por C¢-C3-Cs. Flavonoides podem ter em
sua estrutura, substituintes hidroxilados(Ducat, 2009; Finger, 2009; Simdes et al., 2004). A

Figura 5 representa a estrutura quimica de um flavonoide.

5 4

Figura 5. Estrutura quimica mais simples de um flavonoide. Adaptado de Simodes et al. (2004). A ¢ B
representam os grupos fenilas.



Diversas fun¢des podem ser atribuidas aos flavonoides nas plantas, dentre as quais se
destacam a prote¢do vegetal contra raios ultravioleta e visivel, protecdo contra insetos e
fungos, ac¢do antioxidante, inibi¢do de enzimas, etc (Simdes et al., 2004).

Devido as etapas do processamento industrial ou idade da planta, modificagdes fisicas
e quimicas importantes podem ocorrer em produtos de origem vegetal devido a degradagdo
térmica. Por exemplo, no beneficiamento da erva-mate que envolve a torrefagdo para a
obtengdo do cha-mate, devido a temperatura utilizada de 50°C por aproximadamente 30
minutos, dependendo da industria,pode ocorrer a degradacdo dos compostos organicos
bemcomo a possivel diminui¢do dos teores de compostos fenolicos. Contudo, esse efeito pode
ser minimizado pela formacdo de produtos antioxidantes originados da rea¢do de Maillard,
tais como as melanoidinas, que podem atuar como complexantes de espécies metalicas. A cor
marrom apresentada pela erva-mate depois da etapa de torrefacdo caracteriza a presenca das

melanoidinas (da Costa, 2008; Rodrigues, 2009).

3.3.2. Melanoidinas

As melanoidinas s3o originadas pela reacdo de Maillard responsaveis pela cor marrom
caracteristica de alimentos como: cacau, café, malte ¢ mel. A reagdo de Maillard é uma reagao
quimica que ocorre entre os grupos de aglcares redutores e aminoacidos, peptideos ou
proteinas, sob condi¢des de elevada temperatura. Desde a sua descoberta em 1912, a industria
alimenticia vem mostrando interesse nesses compostos devido estar associado a textura e¢ ao
sabor dos alimentos em questao.

A caracterizacdo quimica das melanoidinas e sua a¢do sobre a saude humana vém
sendo fonte de pesquisa para a industria de alimentos. Embora estudos venham sendo
realizados a mais de 20 anos, seu efeito sobre a satde ainda ndo ¢ bem estabelecido (Wang et
al., 2011). Contudo, sabe-se que as melanoidinas apresentam potente atividade antioxidante
(Rodrigues, 2009).

Apesar de inumeras tentativas de isolar e purificar as melanoidinas a partir de
alimentos como crosta de pao e café, pouco se sabe sobre as propriedades estruturais das

mesmas. A Figura 6 apresenta propostas de estruturas das melanoidinas.
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Figura 6. Proposta estrutural das melanoidinas. Adaptado de Wang et al. (2011).

Portanto, as melanoidinas podem apresentar na sua estrutura quimica grupos
funcionais como amina, éter, cetona, alcool, etc. A presenca das estruturas como as carbonilas
das cetonas e hidroxila dos alcoois nas melanoidinas, sdo as responsaveis pela sua capacidade
de complexar ions metalicos como o aluminio, por exemplo. O meio reacional ¢ muito
importante, pois em meio alcalino pode ser mais favoravel a desprotonacdo da hidroxila para
posterior complexacdo do ion metalico e em meio acido a complexagdo ¢ favorecida através
da carbonila.

As melanoidinas sdo encontradas principalmente em alimentos que demandem de
elevadas temperaturas para sua producdo, como exemplo o café, o qual necessita do processo
de torrefacdo para sua produgdo, bem como o cha-mate (Rodrigues, 2009). As melanoidinas
também podem ser encontras na erva-mate destinada ao consumo de chimarrdao, porém em
baixas concentracdes. Em estudo realizado por da Costa (2009), observou-se que as
melanoidinas soliiveis em conjunto com os compostos fenolicos soluveis tém influéncia
significativa sobre a porcentagem de aluminio soluvel em infusdes preparadas com cha-mate.

Portanto, os compostos organicos como os fendlicos, flavonoides, acidos
clorogénicos, melanoidinas, entre outros, fazem com que a erva-mate apresente um valor
terapéutico, agindo como anti-inflamatorio, tonico, estimulante, diurético, antioxidante, etc
(Filip et al., 2001; Gnoatto et al., 2005; Streit et al., 2008; Sun ¢ Tanumihardjo, 2007).

Estudos experimentais recentes demonstram que os compostos fendlicos e flavonoides
possuem efeitos benéficos a saide humana, devido principalmente a sua atividade
antioxidante. Bastos ef al., (2005) analisaram o teor de fenodlicos totais através do método do
Folin-Ciocalteau e a atividade antioxidante através do método do tiocianato férrico em
infusdes preparadas com erva-mate ¢ cha-mate. As infusdes foram preparadas através de 3,0 g
de mate em 250 mL de 4gua ultra pura a 95°C durante um periodo de 5 minutos. Foi
observado que tanto a erva-mate quanto o cha-mate tem a mesma eficicia antioxidante,

através principalmente de um composto fendlico conhecido como BTH de acordo com as
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condi¢des utilizadas em tal estudo. Esse resultado pode estimular o consumo de bebidas tais
como o mate.

A atividade antioxidante possui caracteristicas que desempenham um papel importante
na neutralizacdoou sequestro de radicais livres e quelagdo de metais de transi¢do, incluindo
também a propriedade de prote¢do cardiovascular, atividadeantineoplasica, antitlceras,
antialérgicas, antivirais e anti-inflamatérias (Hanasaki et al., 1994; Shaghaghier al., 2008;
Sousa et al., 2007).

Além dos compostos organicos presentes na erva-mate ¢ importante conhecer a

composi¢do inorganica da mesma.

3.3.3. Espécies Metalicas em Erva-Mate

Dentre os nutrientes necessarios a saude humana, os minerais ndao podem ser
sintetizados pelo organismo, e por isso devem ser obtidos através da alimentag@o.

No que diz respeito aos componentes inorganicos da erva-mate, ¢ reconhecido uma
importante fonte de minerais essenciais aos seres humanos, tais como o F e2+, Zn2+, Ca2+, Na',
K, Mg2+, entre outros. Portanto, o consumo de bebidas obtidas através da erva-mate se torna
uma importante fonte desses minerais (Ducat ¢ Quinaia, 2004; Malavolta ¢ Henrichs, 2001).

Malavolta e Henrichs (2001) estudaram o teor de minerais totais presentes na massa
seca de uma amostra de erva-mate. A amostra foi preparada por digestdo acida e a
quantificagdo dos ions metalicos realizada por espectrometria de emissdo atdmica com plasma
de argdnio. Os elementos que apresentaram elevada concentragio foram Mg™" e Ca®’,
chegando a 4,9 ¢ 6,3mg g, respectivamente. Também avaliaram o teor de minerais em
infusdo de erva-mate preparada com 70 g da planta em 1 L de agua fervente. A quantificagdo
também foi realizada por espectrometria de emissdo atomica. As maiores concentragdes
determinadas na infusio em ordem crescente foram Mg®", Na', AI’" e K*, que chegaram a
1,88; 3,23; 3,43 ¢ 6,83 mg L', respectivamente.

Em outro estudo a composi¢do mineral da erva-mate comercializada e consumida na
regido sul Brasil foi estudada. Através das técnicas de espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) e espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) foi realizada a quantificagdo de elementos metalicos
essenciais e toxicos como o calcio, cadmio, cobalto, cromo, cobre, ferro, potassio, magnésio,

sodio, niquel, chumbo, estroncio, vanadio, zinco. Observou-se que a concentracdo média de
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todos os metais analisados estd dentro dos limites toleraveis, porém as concentragdes
encontradas diferem de acordo com a regido de coleta da erva-mate (Bartz ef al., 2010).

Alguns elementos quimicos apesar de serem considerados essenciais ao organismo
humano, podem causar severos prejuizos para a saude, apresentando potencial altamente
toxico dependendo da sua forma e concentra¢do (Templeron, 2000).

A erva-mate também pode apresentar ions metalicos considerados toxicos ao
organismo humano. Marchisio et al. (2005) estudaram a concentracdo de chumbo na erva-
mate. O chumbo, que ¢é considerado um metal altamente toxico, penetra no organismo através
das vias alimentar e respiratoria. As principais fontes de contaminagdo deste metal sdo ar,
alimentos e bebidas. O estudo determinou uma concentragdo de 7,6 pg L™ de chumbo em
amostras de erva-mate.

Alguns estudos indicam também a presenca de elevados teores de aluminio em folhas
e infusdes de erva-mate (da Costa et al., 2009; Dias et al., 2009; Ducat ¢ Quinaia, 2004;
Giulian et al., 2007). Uma infusdo preparada com 5g de erva-mate em 150 mL de agua ultra
pura a 85°C durante 10 minutos apresentou 586 mg Kg'aluminio total dissolvido. Em outra
infusdo de cha-mate preparada da mesma maneira, determinou-se uma concentracdo de 612

mg Kg'aluminio total dissolvido (da Costa et al., 2009).

3.3.3.1. Aluminio

O aluminio ¢ um dos elementos mais abundantes da Terra compondo
aproximadamente 8% da crosta terrestre. Pode estar presente no ambiente através de fontes
naturais como a desagregacdo das rochas. Entre as fontes antropogénicas de contaminagéo por
aluminio destacam-se a emissdes atmosféricas, residuosefluentes, agua e residuos soélidos,
principalmente os associados com os processos industriais (ATSDR, 2012).

Um dos principais constituintes minerais do solo, o aluminio também esta presente
diariamente na vida dos organismos. Contudo, ndo apresenta qualquer funcdo biologica para
os seres humanos, caracterizando-se como um elemento ndo essencial (Poschenriederet
al.,2008).

Em plantas, o aluminio solivel presente em excesso em solos acidos, normalmente
limita seu crescimento devido a distarbios causados sobre as células das raizes. Porém, muitas
plantas sdo tolerantes ao aluminio em solos acidos (da Costa, 2008). Segundo Ghanatiet al.
(2005), o aluminio atua sobre o crescimento das plantas de chd, porque aumenta a atividade

das enzimas antioxidantes, melhorando a integridade das membranas celulares, e
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proporcionando um atraso do processo de envelhecimento dessas plantas.

Portanto, o Al pode agir beneficamente sobre algumas plantas de cha. O cha que por
sua vez ¢ muito consumido pelos seres humanos pode transferir o Al para o organismo, nao
apresentando nenhuma fung¢do bioldgica conhecida. O aluminio é considerado um potente
agente neurotoxico que pode estar relacionado com doengas como Parkinson, Alzheimeir ¢
encefalopatia por dialise (Alberti et al., 2003; Carvalho et al., 2005; da Costa et al., 2008; da
Silva et al., 1996).Além disso, esse elemento pode exercer toxicidade sobre os sistemas
esquelético e hematologico de pessoas com severos problemas renais (Zattaer al., 2003), pois
o rim € o principal 6rgao de elimina¢do do aluminio (Yokel e McNamara, 2001).

Ainda ndo sdo conhecidos e estabelecidos os mecanismos envolvidos na toxicidade do
aluminio (Alberti, 2003). E importante ressaltar que uma fonte de exposi¢do dos seres
humanos ao aluminio é por via alimentar através do consumo de chas e também através do
uso de utensilios domésticos no cozimento e preparo dos alimentos. De acordo com Yokelet
al. (2006), os alimentos e a agua potavel contribuemcom aproximadamente 95% ¢ 1-2% da
ingestao diaria de aluminio na dieta humana,respectivamente.

Ducat e Quinaia (2004) estudaram a presenca de ions metalicossobre os ramos e folhas
de erva-mate. As amostras foram preparadas em meio acido durante 10 minutos a 70°C com
posterior determinagdo por espectrometria de absor¢do atomica com chama. Os autores
observaram elevados teores de A" nos ramos e folhas de erva-mate com relacdo aos outros
elementos estudados como Ca*", Mg2+, Zn>", Fe*', etc. Os teores encontrados variaram de 9,9
mg g~ e 10,7 mg g’ nos ramos e folhas, respectivamente.

da Costa et al. (2009) observaram que em infusdes de erva-mate da regido paranaense
as concentracdes de aluminio total dissolvido encontradas variaram de 370 a 586,0 mg kg™
Wrobel et al. (2000), determinaram Al e Mn em infusdes de erva-mate eas concentragoes
obtidas foram de 369 pg g'1 e 2223 mg g'l,respectivamente.

Contudo, com a determinagdo da concentragao total de aluminio em uma amostra de
interesse nutricional ndo € possivel conhecer ou obter dados sobre a disponibilidade bioldgica
do elemento e consequentemente a sua toxicidade. Estudos que possibilitam realizar
estimativas da toxicidade de um elemento quimico devem ser baseados em estudos de
especiacdo do elemento. Portanto, deve-se investigar a distribuicdo do elemento entre suas

formas e espéciesquimicas (Templetonet al., 2000).
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3.4. Especiacao de Aluminio

Alguns elementos em niveis tragos apresentam importante papel e fungdo bioldgica,
desempenhando a¢do funcional e podendo ser considerado essencial ao organismo humano
(Goldhaber, 2003). Contrariamente, outros elementos podem causar sérios danos para a saude
humana mesmo em concentragdes baixas. Considerando-se a potencialidade de algumas
bebidascomo fontes de elementos trago essenciais e alguns outros considerados
toxicos,destaca-se o chimarrdo ¢ o cha-mate. Por isso, vale ressaltar a importancia de estudar
as infusdes de erva-mate, devido ao grande consumo e aos poucos estudos envolvidos nessa
tematica.

O conhecimento da concentracdo total de um elemento até alguns anos parecia ser
suficiente para qualquer conclusdo quimica ou bioloégica. Embora a determinacdo da
concentragdo total ainda seja muito valida, hoje, se faz necessario o conhecimento das formas
quimicas nas quais o elemento esta distribuido (de la Guardia et al., 2000).

Para estimar o risco envolvido, devido ao consumo de alimentos e¢ bebidas com
elevados teores de aluminio, é necessario avaliar a biodisponibilidade e consequente
toxicidade, que sdo dependentes da forma quimica que o elemento se apresenta.

Nem todas as espécies de aluminio se mostram biodisponiveis e toxicas. O aluminio
pode estar presente nas infusdes de erva-mate na forma de ion hidratado ou complexado a
compostos organicos e inorganicos. As espécies de maior labilidade, e consequentemente,
maior toxicidade sdo as formas monoméricas do Al, tanto os fons hidratados livres (AI’")
quanto os complexos cineticamente reversiveis, normalmente o Al complexado por alguns
ligantes inorganicos (Street et al., 2007; Wang et al., 2001). Entretanto, a toxicidade do
aluminio ndo ¢ totalmente esclarecida. Machado (1997) citado em Soares (2008) relatou que o
AI(OH)4 ndo causava toxicidade em plantas como o trigo, por exemplo. Neste mesmo estudo
atribuiu-se a toxicidade ao AI*".

Entre as espécies de Al mononucleares nas plantas, os complexos de Al com sulfato
(SOy) e fluoreto (F') e os complexos formados com ligantes organicos sdo considerados ndo
labéis ou pouco labeis (Flaten et al., 2002; Street et al., 2007).0s ligantes organicos naturais
da erva-mate, principalmente os compostos fendlicos que incluem os flavonoides possuem a
propriedade de complexagdo com metais. Os polifenois possuem um grande nimero de sitios
de complexagdo, ou seja, hidroxilas capazes de complexar o aluminio, reduzindo assim sua

toxicidade (da Costaet al., 2009; Flaten et al., 2002; Street et al, 2007). Ja entre as
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formaspoliméricas do Al ([AL(OH),(H,0)s]*", [Alg(OH)12]®", [AI(OH)»]*"e [Al;3(OH)30]’", 0
AlO4Al5(OH)24(H20)1,”" parece ser a tnica forma toxica.

Portanto, estudos de especiagdo possibilitam determinar informagdes sobre a real
essencialidade e toxicidade das diferentes espécies quimicas do aluminio em amostras de
infusdo de erva-mate. Vale ressaltar que a coleta e a preservacdo da amostra, visando a
especiacdo, requerem um planejamento cuidadoso. Pois € necessario manter o equilibrio
estabelecido entre as formas e espécies quimicas do elemento na amostra (Pereira, 2005).
Consequentemente, comouma forma de se ter acesso as diferentes espécies de um elemento,
torna-senecessario a adocdo ¢ a utilizagdo de procedimentos de preparagdo e separagdao
maisleves, que ndo utilizem condigdes oxidantes fortes por exemplo, comogeralmente faz-se
nas determinagdes de concentracdes totais (da Costa, 2008).

De acordo com Flaten (2002) em trabalho de revisdo sobre a determinagdo de
aluminio em amostras de infusdo de cha, existe uma grande divergéncia com o preparo da
infusdo como: quantidade de chd ¢ volume de agua a serem utilizados, tempo de infusio,
temperatura, origem da planta, solo, clima, entre outros. da Costa et al. (2009) prepararam
infusdes de erva-mate e cha-mate através de 5 g da planta em 150 mL de agua em temperatura
de 85°C durante 10 minutos, com posterior filtragdo em membrana de 0,45um para separagdo
do sobrenadante. Em outro trabalho, as infusdes de 29 tipos de cha, sendo 13 chas preto, 13
verde, 1 branco e 2 semi-fermentados, foram preparadas através de 1 g da planta em 50 mL de
agua quente durante, 5 e 60 minutos (Street et al., 2007). Alberti et al. (2003) estudaram
infusdes de cha preto e verde, preparados a partir de 10 g da planta em 1 L de dgua a 100°C
durante 5 minutos, o sobrenadante foi separado em filtro n® 42 e diluido em 1 L. Em
decorréncia das diferentes condi¢cdes de preparo das infusdes, na literatura existem
divergéncias em relacdo aos teores de minerais encontrado nos chas (Flaten, 2002).

Apo6s o preparo das infusodes, os estudos de especiacdo requerem que as diferentes
formas quimicas dos elementos sejam separadas, identificadas e quantificadas por técnicas
especificas. Contudo, mesmo nos dias atuais, a analise de especiagdo ainda é considerada um
desafio analitico devido a dificuldade de quantificar concentragdes trago e ultra-trago de todas
as formas e espécies de um elemento em uma matriz em particular. Além disso, buscam-se
abordagens que minimizam etapas prévias de tratamento da amostra a fim reduzir alteragdes
da amostra no momento de extrair e pré-concentrar o analito (dos Anjos et al., 2010).

Varias abordagens analiticas tém sido empregadas na analise de especiacdo de
espécies metalicas, e possuem a capacidade de detectar o analito de acordo com diferentes

propriedades tais como, tamanho, mobilidade, labilidade, estabilidade, etc (dos Anjos, 2010;
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Pesavento et al., 2009). Os procedimentos mais utilizados baseiam-se nos métodos
espectrométricos ¢ eletroanaliticos.

Métodos espectrométricos de analise baseados em absor¢do atdmica e emissdo
atOmica sdo utilizados na analise de especiagdo de metais muitas vezes através do
acoplamento com técnicas de separagdo, tais como os métodos cromatograficos, resinas de
troca-ionica, troca de ligantes, ultrafiltracdo, dialise, etc (dos Anjos ef al., 2010). Apesar da
seletividade e sensibilidade alcancada nesse tipo de abordagem, podem-se citar algumas
desvantagens que incluem o elevado custo da analise ¢ o grande numero de etapas de pré-
tratamento da amostra.

da Costaet al. (2009) realizaram a especiacdo de aluminio em diferentes infusdes de
erva-mate ¢ cha-mate através do uso da resina quelante,Chelex-100, e determinagdo por
espectrometria de absor¢do atomica em chama. Utilizando a resina, apenas ions hidratados
(AI*") e complexos de aluminio mais reversiveis sdo adsorvidos pela mesma, enquanto que as
formas ndo labeis sdo inertes ¢ permanecem em solucdo. Assim, os metais labeis sdo extraidos
da resina Chelex-100 e determinados por absor¢do atomica. Os autores relatam que cerca de
45% do aluminio nas infusdes estudadas encontrava-se na forma labil, e que possivelmente a
maior parte do Al encontrava-se complexado a compostos polifenolicos.

Dentre as abordagens analiticas utilizadas na andlise de especiagdo, os métodos
voltamétricos sdo procedimentos considerados adequados. Além de proporcionar vantagens
como baixo custo e elevada sensibilidade, também possibilitam determinar e quantificar

diferentes espécies do metal de interesse (Bi, 2001; dos Anjos et al., 2010; Wang et al., 2001).

3.4.1. Especiaciao de Aluminio por Voltametria

A voltametria ¢ um método eletroanalitico na qual as informagdes sobre o analito sdo
obtidas através da medida de corrente em funcdo de um potencial aplicado. A corrente gerada
¢ monitorada em fung¢do de uma varredura de potencial, proporcionando uma curva
(voltamograma). Historicamente, o campo da voltametria se desenvolveu a partir da
polarografia, que foi descoberto por Jaroslav Heyrovsky em 1920. A polarografia se difere
dos outros tipos de voltametria por utilizar o DME - do inglés dropping mercury electrode,
como eletrodo de trabalho.

Com relacdo aos eletrodos de trabalho utilizados em voltametria existem varios tipos,
variando o material empregado na sua constru¢do, morfologia e dimensdes (Silva, 2005). Para

aumentar o efeito depolarizacdo, os eletrodos de trabalho em voltametria
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possuempequenasareassuperficiais.Um eletrodo muito utilizado em voltametria ¢ o eletrodo
de mercurio, podendo ser empregado como eletrodo de gotaestatica de mercurio (SMDE, do
inglés Static Mercury Drop Electrode) ou como gotapendente de mercurio (HMDE, do inglés
Hanging Mercury Drop Electrode) na qual a gotapermanece imével na ponta do capilar ¢ o
voltamograma ¢ registrado nessa unica gota. Aindapode ser usado na forma de filme de
mercurio (MTFE, do inglés Mercury Thin FilmElectrode), sendo que, o filme édepositado
eletroquimicamente em superficies solidas, comoplatina e carbono vitreo (Silva, 2005; Skoog,
2002; Soares, 2008).

O emprego do eletrodo de merctrio ¢ restrito a regido catodica,nessa regido de
potencial ocorrem as reagdeseletrodicas da maioria dos ions metalicos e de grande numero de
espécies organicas, o que vemjustificar o seu amplo emprego como eletrodo de trabalho nas
ultimas décadas em diversas aplicagdes (Pereira, 2005).

Outros dois eletrodos compdem a cela voltamétrica, sdo eles: o eletrodo de referéncia
e o contra-eletrodo ou eletrodo auxiliar. O potencial do eletrodo de referéncia permanece
constante sob as condigoes de medida. A corrente ¢ medida entre o eletrodo de trabalho ¢ o
eletrodo auxiliar, que ¢ fabricado com uma substancia inerte tal como grafite ou platina e
possui grande area superficial. Os trés eletrodos ficam submersos em uma solugdo salina,
chamada de eletrolito de suporte. O eletrélito de suporte é uma solucdo inerte ao analito ¢
geralmente a sua concentracao ¢ cerca 100 vezes maior em relacdo a concentragdodo mesmo,
tendo por finalidade minimizar a corrente de migragao(Skoog, 2002).

Quando se aplica uma diferenca de potencial entre o eletrodo de trabalho e o auxiliar,
acorrente que aparece ¢ registrada em funcdo desta diferenga de potencial. Na presenca de
umaespécie eletroativa, a corrente aumenta ¢ se a diferenca de potencial for suficiente, o
analito ¢ reduzido ou oxidado. A concentrag@o da espécie eletroativa ¢ proporcional a corrente
limite que ¢ controlada por difusdo e ¢ obtida pela pela diferenca entre a corrente residual e a
corrente limite, representada por iz. A relagdo entre a corrente de difusdo (que ¢ do tipo
faradaica, ou seja, produzida por uma reagdo eletrodica) e a concentragdo da espécie

eletroativa em solugdo é dada pela equacdo de Ilkovic (Equacdo 1):
iq=607 nD'"? m**t"'° C Equagdo (1)
onde igrepresenta a corrente de difusdo (uA), n é a quantidade de matéria, m indica a

velocidade da vazdo de mercurio (mg s'l), t ¢ o tempo de gota (s) e C é a concentragdo em

nmol L.
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Além da difusdo, existem outros dois processos de transferéncia de massa entre a
solugdoe a superficie do eletrodo. Um desses processos ¢ a migra¢do de particulas carregadas
em umcampo elétrico. O outro € a convecgdo, que ocorre devido amovimentag¢do da solugdo.
O processo de migragdo em um campo elétrico ¢ minimizado pela adi¢do do eletrdlito de
suporte. O processo de convecgdo ¢ eliminado mantendo-se asolugdo em repouso, sem
agitacdo. Assim, apenas o processo de difusdo sera responsavel pelotransporte de massa, e a
corrente medida, pode ser efetivamente expressa como corrente dedifusdo (Aleixo, 2003;
Repula, 2009; Soares, 2008).

As medidas voltamétricas podem ser afetadas pela corrente de fundo, conhecida
também como corrente residual. Para minimizar esse problema, processos de pré-
concentragdo do analito podem ser aplicados, chegando a limites de detecgdo inferiores a 107
—10® mol L™ (Skoog, 2002). Um grande numero de novos métodos voltamétricos tem sido
desenvolvido para suplementar a corrente continua convencional, s3o eles: pulso normal,
pulso diferencial, onda quadrada.

Dentre os métodos voltamétricos, os de interesse para analise de concentragdes trago
de espécies metalicas s@o os de redissolugao com o emprego do eletrodo de gota pendente de
mercurio como eletrodo de trabalho. Esse interesse baseia-se na elevada sensibilidade, pois
uma etapa de pré-concentragdo ¢ incluida seguida de uma etapa voltamétrica. Os métodos de
redissolu¢do podem ser anddico, catddico ou adsortivo.

Portanto, em uma primeira etapa conhecida por pré-concentracdo eletroquimica, o
analito ¢ depositado no eletrodo de trabalho durante um determinado periodo, nesse caso
aplica-se um potencial capaz de oxidar ou reduzir a espécie de interesse. Apos um periodo de
eletrodeposi¢do, tem-se a etapa de equilibrio e realiza-se uma varredura de potencial no
sentido anodico ou catddico. Durante a varredura o analito pode ser reoxidado ou sofre uma
reducdo durante a redissoluc@o, ou seja, a volta do analito eletrodepositado para a solugcao
(Skoog, 2002; Soares, 2008). Nos métodos de redissolugdo catddicos, o eletrodo de trabalho
comporta-se como o anddo durante a etapa de deposi¢do e como catodo durante a etapa de
redissolu¢@o, quando oanalito é reduzido de volta a sua forma original (Skoog, 2002).Na
redissolugdo adsortiva, o processo de pré-concentracdo do analito no eletrodo de trabalho

ocorre por adsor¢ao fisica e ndo eletrolitica.
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3.4.1.1. Voltametria Adsortiva de Redissolucdo

A voltametria adsortiva de redissolucdo foi desenvolvida recentemente, para superar
os limites impostos pela voltametria de redissolu¢do convencional, anddica ou catodica
(Skoog, 2002). A pré-concentracdo ¢ feita pela adsor¢ao da espécie eletroativana superficie do
eletrodo. No caso de metais isto ¢ feito através de seus ions complexos.Adiciona-se a solugdo
contendo o ion metalico um complexante adequado e o complexoformado (metal-ligante) ¢é
que sera acumulado junto a superficie do eletrodo. Dessa maneira apré-concentragdo nao
depende da solubilidade do metal no mercurio, como no caso davoltametria de redissolugdo
convencional, e metais pouco soluveis (no mercurio) poderdo serdeterminados (Silva, 2007,
Soares, 2008). A voltametria adsortiva de redissolugcdo também pode ser empregada na
determinagdo de substancias orgénicas, bastando que elas tenham superficie-ativa para que
possam ser adsorvidos no eletrodo de trabalho.

Os métodos voltamétricos adsortivos referente aos metais diferem entre si pela
maneira de complexagdo e mecanismo de acumulagdo. No caso mais simples, o analito forma
o complexo com o ligante e ¢ adsorvido na superficie do eletrodo. Porém, em outros casos, o
ligante é adsorvido na superficie do eletrodo e a formagdo do complexo ocorre na superficie
do eletrodo. Até que a superficie do eletrodo de trabalho se torne saturada a corrente de pico
aumenta linearmente com o tempo de acumulagdo e atinge um maximo.

O processo adsortivo comega quando o complexo formado entre o metal e o ligante ¢
adsorvido sob agitagdo na superficie do eletrodo de trabalho durante certo periodo de tempo.
Apoés essa etapa a solugdo fica em repouso para que o complexo adsorvido seja também
homogeneizado no eletrodo. Feito isso pode-se entdo ocorrer a redissolugdo, na qual o
complexo, o metal ou o ligante serdo reduzidos ou oxidados, e a corrente gerada sera
proporcional a concentracao do analito.

A voltametria de pulso diferencial ¢ um dos modos de varredura mais utilizados para
os métodos adsortivos de redissolugdo. Na voltametria de pulso diferencial, a corrente é
medida duas vezes, uma antes da aplicagdo do pulso (P;) ¢ outra ao final do pulso (P»),
representado pela Figura 7. A primeira corrente ¢ diminuida da segunda, e a diferenga entre os
valores ¢ colocada em um grafico versus o potencial. O voltamograma resultante contém um
pico cuja area é diretamente proporcional a concentragdo do analito, representado pela Figura

8 (Repula, 2009; Silva, 2007).
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Figura 7. Esquema representativo da aplicagdo do potencial em fungdo do tempo em voltametria de pulso
diferencial (Repula, 2009; Skoog, 2002).
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Figura 8. Esquema representativo de um voltamograma resultante de pulso diferencial (Repula, 2009).

O objetivo de se fazer duas leituras de corrente e de trabalhar a diferenca entre elas é
promover a corre¢do da corrente capacitativa. A corrente capacitativa, ¢ uma das principais
componentes da corrente de fundo e pode limitar a sensibilidade do método. Essa correcdo de
correntes permite atingir pelo modo de pulso diferencial limites de detec¢ao da ordem de 10°®
mol L™

No que diz respeito a determinagdo voltamétrica do aluminio empregando eletrodo de
gota pendente de mercurio como eletrodo de trabalho, sabe-se que a sua determinagdo direta €
dificultada por interferéncias causadas por ions H' e ions dos metais alcalinos e alcalinos
terrosos (Downard et al., 1996; Hernandez-Brito er al., 1994; Soares, 2008; Van den Berg et
al., 1986).
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Portanto, a determinacdo voltamétrica do Al utilizando eletrodo de merctrio como
eletrodo de trabalho necessita ser realizada de modo indireto, ou seja, através da sua
complexagdo com um ligante de caracteristica eletroativa através da voltametria adsortiva de
redissolug@o. Os agentes complexantes que sdo utilizados na determinagdo do aluminio sdo o
violeta de solocromo RS, catecol, hidroquinona, alizarina, entre outros (Brito et al., 1994;
Downard et al., 1996; Wang et al., 2001).

Dentre os inimeros complexantes que podem ser utilizados na analise voltamétrica
para determinagdo do aluminio, as alizarinas sdo corantes organicos que possuem
substituintes ligados a estrutura central de uma antraquinona. O 1,2-Dihidroxiantraquinona-3-
sulfonato de so6dio, também denominado deVermelho de Alizarina S ou DASA, é conhecido
como reagente analitico ha Dbastante tempo e pertence ao grupo dos
coranteshidroxiantraquinonas.

O poder de complexagdo de alizarinas como o DASA esta diretamente relacionado
com a presen¢a do grupo para-quinona ¢ hidroxilas em sua féormula molecular (Figura 9)

(Filho e Chierice, 1998).

0 OH
OH
0
S’//,
// e O‘ Na+
0

Figura 9. Formula estrutural do vermelho de alizarina S.

Alguns trabalhos na literatura indicam o uso do vermelho de alizarina S na
determinagdo voltamétrica do aluminio com eletrodo de mercurio, carbono e até mesmo
grafite pirolitico. Downard et al. (1996) estudaram o comportamento voltamétrico de
complexos de AlI-DASA e Al-Catecol. Nesse estudo o DASA foi escolhido como agente
complexante por ser um reagente que apresenta um comportamento eletroquimico limpo. Em
outro estudo, determinou-se a concentragdo do aluminio em agua do mar apds complexagao
com DASA por voltametria adsortiva de redissolucdo. Observou-se que o DASA tem rapida
complexagdo com o aluminio, dispensando o uso de aquecimento requerido por outros
agentes complexantes (Hernandez-Brito et al., 1994; Van den Berg ef al., 1986). Com isso, a

Figura 10 representa uma proposta do complexo Al-DASA.
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Figura 10. Proposta estrutural do complexo formado entre o Al e 0 DASA. Adaptado de Soares (2008).

Vale ressaltar que a determinagdo do aluminio através da voltametria adsortiva de
redissolugdo através do uso de um agente de complexante ja ¢ descrito na literatura (Downard
et al. 1996; Hernandez-Brito et al., 1994; Van den Berg et al. 1986; Wang et al., 2001).
Contudo, at¢é o momento, estudos envolvendo analise de especiagdo de aluminio por
voltametria ainda sdo escassos.

Nesse contexto, van den Berg ef al. (1986) descobriram que o DASA s6 poderia
capturar aluminio 1abil em agua em pH 5.0, pois em pH 9.0 a capacidade complexagdo do
DASA com o aluminio é aumentada e entdo o aluminio total é determinado. Em pH alcalino,
a formagdo de complexos de Al-corantes ¢ favorecida cineticamente e termodinamicamente
(Wang et al., 2001).

Wang et al. (2001) estudaram a especiagdo do aluminio em amostras de aguas naturais
porvoltametria adsortiva de redissolugdo através do uso do agente complexante violeta de
solocromo RS, o qual vai formar um complexo com o Al.Segundo Wang dois valores de pH
sdo otimos para a especiagdo de Al, ocorrendo empH acido (4 — 5) a determinacgdo da fragdo
1abil, ou seja, A", e formas monoméricas de Al inorganico (complexos com F-, OH", SO,%,
etc), e em pH alcalino (8 — 9) a fragdo monomérica total. Com o aumento do pH a capacidade
do complexante em sequestrar Alé tdo forte, que a complexagdo com a matéria organica da
matriz torna-se fraca, predominando o produto de hidrélise AI(OH)4".

O uso da voltametria adsortiva de redissolucdo aliada ao agente complexante DASA
em estudos de especiacdo do aluminio ainda € escasso ou inédito na literatura. Apesar de
estudos sobre a composi¢do quimica e terapéutica da erva-mate ja terem sido realizados, vale
ressaltar que o estudo da especiagdo do aluminio estima a presenca de espécies labeis de
elevada importancia toxicoldgica. Portanto, a analise de especiacdo em matrizes de interesse

econdmico, nutricional e toxicoldgico torna-se interessante.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes

Na realizacdo do trabalho foram utilizados reagentes de grau analitico. Todas as
solugdes foram preparadas com agua do tipo ultrapura obtida com sistema TKA-GenPure
(Thermo Scientific, Alemanha).

As solugdes dos fons metalicos (Ca>", A", Zn*", Fe*", Na', Pb*") foram preparadas a
partir da dilui¢do de solugdes padrio de 1000 mg L™ (Biotec, Fluka Analytical). Uma série de
solugdes foram preparadas semanalmente e mantidas sob refrigeragdo a 4°C para serem
empregadas nos ensaios voltamétricos. Solugdes aquosas de 1,0 mol L™de cloreto de aménio -
NH4CI (Vetec) em pH 5,0 e 8,0foram preparadas para serem utilizadas como eletrolito de
suporte. Solugdes 0,1 mol L' debromato de potassio- KBrOs (Carlo Erba) também foram
preparadas em meio aquoso. Solugdes aquosas de 5,0 mmol L' do agente complexante
vermelho de alizarina S ou 1,2-dihidroxiantraquinona-3-sulfato, do inglés 1,2-
dihydroxyanthraquinone-3-sulfonic (DASA) (Reagen) também foram preparadas e
permaneceram protegidas da luz. Utilizou-se solu¢des de NaOH e HCI (Biotec) no ajuste de
pH das solugdes.

Preparou-se no dia da medida espectrofotometrica, uma solugdo metandlica (Biotec)
de 1 g L' de acidogalico (Vetec, 99%), uma solugio aquosa saturada de carbonato de sédio
(20 g) e tartaratode sodio (1,2 g). Também foi preparada uma solucdo metandlica de
quercetina 0,01% m/v (Sigma, 98%)euma solugdo metandlica de cloreto de aluminio 5% m/v.
Uma solugdo de 40 pg L de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil, DPPH do inglés 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (Aldrich) foi utilizada e o reagente Folin-Ciocalteu (Biotec, 2N)foi utilizado

sem diluicao.

4.2. Equipamentos

Medidas voltamétricas envolvendo a analise de especiacdo do aluminio em amostras
de infusdo de erva-mateforam realizadas em um analisador voltamétrico 757 VA (Metrohm),
controlado por microcomputador e software 757 VA Computrace. A célula eletroquimica
utilizada foi a convencional de trés eletrodos. O eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3 mol L) foi
utilizado como referéncia, o eletrodo auxiliar foi um fio de platina e o eletrodo de trabalho foi
o de gota pendente de mercurio, do inglés hanging mercury drop electrode (HMDE). Em

todas as medidas de pH foi empregado um eletrodo de vidro combinado com referéncia
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interna Ag/AgCl conectado a um potenciometro digital (Hamman, pH 21).

As medidas espectrofotométricas realizadas através da espectrofotometria de absor¢ao
molecular foram realizadas em um espectrofotometro ultravioleta/visivel(UV-Vis) Varian
Cary 50 Bio. Cubetas de quartzo sem tampa, com caminho optico de 1 cm foram utilizados
nas medidas.

Os materiais normalmente utilizados foram uma balanca analitica com precisdo =+
0,0001 (Crystal, 200 SMI), estufa (Fornos Magnus), micropipetas (Micropipette) com

diversas capacidades e chapa de aquecimento (753 A, Fisiton).
4.3. Técnicas Limpas

Durante todo o trabalho, procedimentos baseados em técnicas limpas foram adotados
visando minimizar possiveis processos de contaminagdo ¢ adulteracdo das amostras (Campos
et al., 2002; dos Anjos et al., 2010). Os materiais foram lavados com detergente comercial,
esponja e agua corrente. Em seguida, os mesmos foram deixados imersos em banho de
HNO310% por no minimo 48 horas. A proxima etapa consistiu em enxaguar os materiais por
pelo menos trés vezes com agua ultrapura. Finalmente os materiais descontaminados foram
armazenados em sacos plasticos até seu uso (Campos et al., 2002; dos Anjos, 2006; dos Anjos
et. al., 2010).

Uma solucao 0,1 mol L'de 4cido etilenodiamino tetra-acético EDTA em pH 5, foi
utilizada na limpeza das bancadas utilizadas na manipulacdo das amostras. Durante o processo
de limpeza e manipulacdo dos materiais e vidraria,foram utilizadas bandejas plasticas

previamente limpas e luvas descartaveis de procedimentos.

4.4, Desenvolvimento do Protocolo Analitico Voltado a Analise de Especiacdo de

Aluminio Utilizando a Voltametria

Na andlise de especiacdo de aluminio em infusdes de erva-mate determinou-se as
fragoes de Al total dissolvido (Al-Total) e Al labil dissolvido (Al-Labil) empregando
voltametria adsortiva de redissolucdo catodica (VAdsRC) por pulso diferencial com o uso do
agente complexante vermelho de alizarina S (DASA). Na implantacdo do procedimento
analitico foram realizados experimentos para otimizar as condi¢des voltamétricas de analise
em pH 8.0 e pH 5.0. Nestes ensaios foram avaliados nos voltamogramas o formato e altura do

pico para a espécie de interesse.

25



A determinacdo do Al-Total empregando VAdsRC e curva de adi¢do de padrao foram
conduzidas utilizando 10,0 mL da amostra aquosa com pH ajustado para 8.0 em meio 8,2 pg
L de Ca’; 82,0 mmol L' de NH,CI; 8,2 mmol L™ de KBrO; e 41,0 pmol L' de DASA
(Metrohn, 2009).

A determinac¢do do Al-Labil foi realizada de modo semelhante ao Al-Total, com
exce¢do do pH ser 5.0. A concentracao de Al complexado a ligantes organicos presentes nas
amostras foi obtida pela diferenca entre Al-Total e o Al-Labil.

Determinagdes do Al-Total e Al-Labil foram realizadas empregando VAdsRC
utilizando DASA como agente complexante em diferentes amostras, tais como agua ultrapura
enriquecida com AI’", 4gua de torneira e infusdes de erva-mate de chimarrdo, tereré e cha-

mate.

4.4.1. Voltametria Ciclica

Estudos sobre o comportamento eletroquimico do ligante DASA e do complexo
formado por AlI-DASA foram realizados utilizando a voltametria ciclica (VC).

Em uma célula voltamétrica foram adicionados 41,0 pmol L™ de DASA e 82,0 mmol
L' de NH4Cl. As medidas foram realizadas em triplicata por VC. As condi¢des voltamétricas

utilizadas estdo resumidas na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros instrumentais utilizados nas analises por voltametria ciclica.

Pardmetros Valores
Eletrodo HMDE
Potencial de Acumulacao (E,.) -0,85V
Potencial Inicial de Varredura (E;) 0,0V
Potencial Final de Varredura (Ey) -1,2V
Tempo de Equilibrio (ty) 5s
Amplitude do Pulso 50 mV
Velocidade de Varredura 25mV s’
Tamanho da gota 4

Modo Ciclico

Posteriormente e separadamente, foram adicionados na mesma célula 8,2 mmol L' de
KBrOse 8,2 pg L™ de Ca”"e as medidas foram novamente realizadas. Por fim,adicionou-se 50

ug L'de A’ ¢ os voltamogramas ciclicos foram obtidos.
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4.4.2. Otimizagdo dos Parametros Voltamétricos Utilizados na VAdsRC por Pulso

Diferencial.

Com relagdo aos parametros voltamétricos empregados na VAdsRC de pulso
diferencial, estudou-se a influéncia do tempo de equilibrio (T.q), potencial e tempo de
acumulagdo do complexo AI-DASA no eletrodo de trabalho para a determinagdo do Al-Total
e Al-Labil (Metrohm, 2009).

Nestes ensaios foram utilizados uma solucio aquosa de 24,4 ug L''de Al*'em meio de
8,20 ug L' de Ca®’, 82,0 mmol L' de NH4Cl, 8,2 mmol L' de KBrOse 41,0 pmol L de
DASA em pH 8.0 e 5.0. Os voltamogramas foram obtidos em triplicata e analisados. Na
avaliagdo, foianalisado eaceito como 6timo a maior intensidade de corrente para o pico do
complexo AI-DASA juntamente com o melhor formato do pico.

O tempo de equilibrio estudado variou de 0 a 20 s nos dois valores de pH, 8.0 ¢ 5.0. O
potencial e o tempo de acumulacdo do complexo AI-DASA foi estudado entre os valores de -

0,7a-1,0 Ve 0a60 s, respectivamente, também nos dois valores de pH.

4.4.3. Otimizagaodo Tempo Utilizado na Complexagdo do Al pelo DASA

Um dos testes realizados na implantagdo do protocolo analitico utilizado na especiagdo
de Al por VAdsRC consistiu em avaliar o tempo necessario para que a complexagdo do Al
pelo ligante DASA fosse completa.

Inicialmente, realizou-se a determinacdo voltamétrica do controle analitico (meio
complexante) sem a presenca do analito. Posteriormente, 10,0 pg L' de AI’* foram
adicionados nomeio complexante ¢ realizou-se uma nova determinagdo. Nessa situacdo,
considerou-se o tempo de complexacdo de 0s. A solugdo ficou sem agitacdo por 120s e
realizou-se a determinagdo novamente. Apos mais 120s (240s no total), realizou-se nova
medida. Esse experimento foi realizado em pH 5.0 e 8.0, para os teores de Al-Labil e Al-

Total, respectivamente.
4.5. Avaliacdo do Procedimento Analitico Proposto
O desenvolvimento da metodologia analitica proposta e otimizada para a analise de

especiacdo de Al em infusdes de erva-mate foi avaliado através dos testes de linearidade,

sensibilidade, limite de detec¢do (LD), limite de quantificacdo (LQ), testes de interferéncia,

27



exatiddo e precisdo.
4.5.1. Calibracao Instrumental

Para os testes de linearidade e sensibilidade foram construidas curvas analiticas de
Al*"através de adigdo de padro. Para tal, foi sendo adicionado uma solugdo aquosa de Al**
separadamente nos dois valores de pH (8.0 e 5.0) empregando as condi¢des voltamétricas
otimizadas. As curvas foram construidas em uma faixa que variou entre 0,5 ug L™ ¢ 200 ug L°
"de AI'".

A linearidade foi avaliada através do valor do coeficiente de correlagdo da curva
analitica construida, o qual deve ser proximo de 1,0. Ja a sensibilidade foi avaliada através do
valor do coeficiente angular da curva analitica construida que, quanto mais proximo de 0,45,

mais sensivel sera.
4.5.2. Limite de Detec¢do e Quantificagcdo

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) foram obtidos através de
calculos que consideram a estimativa do desvio padrao determinadas nas analises
voltamétricas do controle analitico e do coeficiente angular de uma curva analitica.

O controle analitico para o pH 8,0 consistiu de 8,2 ug L de Ca’"; 82,0 mmol L' de
NH,CI; 8,2 mmol L' de KBrO; e 41,0 pmol L' de DASA. Para o pH 5.0 o controle analitico
foi idéntico ao utilizado em pH 8.0.Foram realizadas dez medidas voltamétricas consecutivas

do controle analitico em ambos os valores de pH.
4.5.3. Avaliac¢do da Precisdo e Exatidao do Método Proposto

Para a avalia¢do da precisdo do método foram realizados testes de repetibilidade e
precisdo intermedidria e para a avaliacdo da exatiddo foram realizados testes de adi¢do por
recuperagdo de padrao.

Para os testes de repetibilidade foram preparadas em um mesmo dia cinco solucdes
aquosas diferentes contendo 30 pg L' de AI’" em meio de 8,2 pg L de Ca®"; 82,0 mmol L™
de NH4CI; 8,2 mmol L de KBrOs e 41,0 umol L' de DASA. As andlises foram realizadas
por VAdsRC em pH 8.0 e 5.0 para a obteng@o das intensidades de corrente do pico referente

ao Al. Para os testes de precisdo intermediaria o mesmo ensaio foi conduzido, porém as
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amostras foram preparadas e analisadas em cinco dias diferentes e consecutivos.

Os testes de adi¢do por recupera¢do de padrdo foram conduzidos em meio de uma
solucdo aquosa de Al*'com8,2 pg L™ de Ca®"; 82,0 mmol L de NH4Cl; 8,2 mmol L de
KBrO; ¢ 41,0 pmol L' de DASA em pH 8.0 ¢ 5.0 para as determinagdes de Al-Total e Al-
Labil, respectivamente. A solu¢do aquosa foi enriquecida com 10,0 pg L' de AI*". Em
infusdes de erva-mate comercial preparadas com 2 g L a4 + 98°C (10 min) o teste foi
realizado apenas para Al-Total. As determinagdes de AI’" por VAdsRC foram realizadas para
cada pH através de adi¢@o de padrao.

Para a infusdo de erva-mate, primeiramente determinou-se por VAdsRC através de
adicdo de padrio o Al-Total, através da diluicdlo da mesma em solugdo aquosa.
Posteriormente, uma nova infusdo da mesma amostra foi enriquecida com 10,0 ug L™ de AI’",
e realizou-se novamente a determina¢do do Al-Total. Todas as amostras e quantificagdes

foram preparadas e realizadas em triplicata.
4.5.4. Testes de Interferéncia

Para avaliar a interferéncia de outros elementos metalicos na determinacdo Al-Total e

1**. A amostra

Al-Labil por VAdsRC utilizou-se uma solugdo aquosa contendo 15 pg L™ de A
foi preparada nos dois valores de pH 8.0 ¢ 5.0 e analisada por VAdsRC em meio de 8,2 pg L™
de Ca®"; 82,0 mmol L™ de NH4CI; 8,2 mmol L' de KBrOs e 41,0 pmol L de DASA. Foi
realizada a adigdo de 5 pg L™ de uma solugio aquosa de Na'e realizada a anélise voltamétrica.
Apods a analise, foi adicionada outra aliquota de Na* de 10 pg L'e novamente realizada a
analise por VAdsRC. Esse mesmo procedimento foi adotado para os fons de Pb*’, Fe" e

Zn*"todos na mesma solugdo de trabalho.

4.6. Aplicacao do Protocolo Analitico em Infusées de Erva-Mate

Apoés a otimizagdo e validagdo da metodologia analitica voltada a especiagdo do Al
empregando VAdsRC e agente complexante DASA, a mesma foi aplicada em infusdes
preparadas com 14 amostras de erva-mate.

4.6.1. Amostras de Erva-Mate

As amostras de erva-mate foram obtidas em uma empresa localizadas em Guarapuava-
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PR ou no comércio local. As amostras foram: 4produtos de marcas diferentes destinados ao
preparo de chimarrdo, 2 produtos destinados ao preparo do tereré e 2 produtos de cha-mate. A

Tabela 2 apresenta dados das amostras de erva-mate utilizadas no trabalho.

Tabela 2. Dados das amostras comerciais de erva-mate coletadas.

Amostra Bebida Sigla Cor Granulometria Folhas/Talos (%)
Erva-Mate 1 Chimarrao EM.C.1 Verde Grossa 70 —-67/30-33
Erva-Mate 2 Chimarrao EM.C.2 Verde Grossa 65—-63/35-37
Erva-Mate 3 Chimarrao EM.C.3 Verde Grossa 65—-63/35-37
Erva-Mate 4 Chimarrao EM.C4 Amarela Grossa 65/35
Erva-Mate 1 Tereré EM.T.1 Verde Grossa 60/ 40
Erva-Mate 2 Tereré EM.T.2 Verde Grossa 60/ 40
Cha-Mate 1 Cha CM.1 Marrom Grosso Nao Informado
Cha-Mate 2 Cha CM.2 Marrom Fino Somente folhas

Além das amostras comerciais de erva-mate, foram utilizadas no trabalho amostras
obtidas em diferentes etapas do processo industrial coletadas em uma mesma industria. As
amostras obtidas foram a in natura, sapeco e cancheada, PC (primeira coleta) e NC (nova
coleta). A Tabela 3 apresenta dados das amostras de erva-mate obtidas em diferentes etapas

do processamento industrial utilizadas no trabalho.

Tabela 3. Dados das amostras de erva-mate obtidas nas diferentes etapas do processo industrial.

Amostra Bebida Sigla Cor Granulometria  Folhas/Talos (%)

In natura Chimarrao/Tereré PC Verde Muito grossa 90/ 10

In natura Chimarrao/Tereré NC Verde Muito grossa 90/ 10
Sapeco Chimarrao/Tereré PC Verde Muito grossa 90/ 10
Sapeco Chimarrao/Tereré NC Verde Muito grossa 90/10

Cancheada Chimarrao/Tereré PC Verde Grossa 70/ 30

Cancheada Chimarrao/Tereré NC Verde grossa 70 /30

A Figura 11 mostra fotografias das folhas de erva-mate apds a etapa do sapeco ¢
posteriormente triturada manualmente em (A) e também as folhas apds a etapa do
cancheamento em (B). As amostras in natura e sapeco tem granulometria diferente (maior) da
amostra cancheada como ¢ mostrado na Figura 11, pois estas foram “trituradas” no laboratério

enquanto a amostra cancheada ¢ peneirada na industria.
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Figura 11. Amostras de erva-mate das etapas do (A) Sapeco e (B) Cancheamento.

As amostras foram coletas em duas diferentes épocas, sendo a primeira coleta descrita
como PC (primeira coleta) e a segunda coleta descrita como NC (nova coleta).Foram
realizadas duas coletas para avaliar se o tempo de colheita, solo e clima influénciam no
resultado das analises.

Na industria onde foram realizadas as coletas de erva-mate o processamento ¢
caracterizado por 5 etapas. A primeira delas consiste da chegada da matéria prima (folhas e
galhos da arvore de erva-matein natura) na indistria, a qual dentro de 24 horas deve ser
submetida a segunda etapa, que € o sapeco. A matéria prima ¢ entdo encaminhada para um
forno com temperaturas que chegam a 500°C por meio da queima de madeira durante 5 a 20
s. A terceira etapa ¢ a secagem das folhas e ramos de erva-mate em temperatura média de
100°C num periodo de 1 h. Apés a secagem, inicia-se a quarta etapa, que é o cancheamento,
onde as folhas serdo separadas dos ramos de erva-mate e serdo trituradas e/ou quebradas para
que na quinta etapa, chamada de moagem e erva-mate possa ser moida em granulometria
desejada, sendo fina ou grossa. E por fim, se dara inicio ao empacotamento, no qual a erva-
mate serd embalada e destinada ao fim comercial. Para a produg¢do do cha-mate, a erva
cancheada passa por outro processo chamado de torra ou torrefacdo em temperatura de 70°C

por mais 30 minutos.

4.6.2. Preparo das Infusoes de Erva-Mate

As infusdes de erva-mate foram obtidas com o uso de 50 mL de 4gua ultra purae 0,1 g
de erva-mate. As infusdes foram preparadas a quente (95 + 5°C) e a frio (5 £ 3°C), simulando
o preparo de bebidas como chimarrdo etereré, respectivamente. Erva-mate torrada foi
empregada no preparo do cha-mate, infusdo a quente 95 + 5°C.

As amostras foram pesadas e a agua foi aquecida separadamente. Posteriormente
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adicionou-se a agua quente junto a amostra formando uma infusdo. Essa infusdo permaneceu
durante 10 minutos sobre agitagdo natural (causada pela ebuli¢do da agua) em chapa de
aquecimento. O mesmo procedimento foi adotado para a infusdo fria, excetuando a agitacao.
A agua foi resfriada em banho de gelo. A infusdo também se manteve durante 10 minutos em
banho de gelo.

Apbs o tempo de infusdo, manualmente realizou-se a separacdo das folhas e da

infusdo. O sobrenadante das infusdes foi utilizado na determinagdo de interesse.

4.6.3. Andlise de Especiagdo de Al nas Infusées de Erva-Mate

As fracoes soluveis das infusdes obtidas com as diversas amostras foram utilizadas no
estudo da especiacdo de aluminio. As infusdes de erva mate foram preparadas no mesmo dia
da andlise voltamétrica. Aliquotas (0,03 — 0,08 mL) das infusdes foram utilizadas na
determinagdo dos teores de Al-Total e Al-Labil por VAdsRC.

Nas determinagdes as aliquotas foram adicionadas em meio de 0,1 mL de Caz+, 1 mL
de solu¢do 0,1 mol L' de KBrOs;, 1 mL de solugdo 1,0 mol L' de NH,Cl e 0,1 mL de solugao
5 mmol L de DASA.O pH da solucdo foi corrigido depois da mistura de reagentes.

Os parametros voltamétricos utilizados na determina¢do do Al-Total e Al-Labil estdo
descritos na Tabela 4. As quantificagdes foram realizadas através do método de adigdo
padrdo. Antes das medidas voltamétricas, o oxigénio das solugdesfoi retirado através do uso

da purga da solug@o com nitrogénio puro (99% pureza) durante 10 minutos.

Tabela 4. Parametros instrumentais empregados na andlise de especiagdo de Al por VAdsRC e DASA como
agente de complexacao.

Parametros Valores
Potencial de Acumulagao (E,.) -0,85V

Tempo de Acumulagao (t,.) 3s

Potencial Inicial de Varredura (E;) -0,8V

Potencial Final de Varredura (Ey) -1,3V

Tempo de Equilibrio (t.q) 5s

Amplitude do Pulso 50 mV
Velocidade de Varredura 25mVs’
Tamanho da gota 4

Modo Pulso Diferencial

4.7. Determinacdo da Umidade

A determinagdo da umidade das amostras de erva-mate foi realizada para que os

resultados das analises por VAdsRC e espectrofotometria fossem expressos por massa seca da
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planta. Primeiramente as amostras foram pesadas (m;) e deixadas em estufa a
aproximadamente 60°C durante 8 h. As amostras entdo foram resfriadas em um dessecador
até atingirem temperatura ambiente. Apds esse processo, as amostras entdo foram pesadas
novamente (m;). Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem. O calculo foi
realizado de acordo com a equagdo 2.

mi—m;

umidade = x 100 Equacdo (2)

mq

4.8. Caracterizacdo de Alguns Compostos Organicos Extraidos nas Infusdes de

Erva-Mate

Foram quantificados os teores de fendlicos e flavonoides nas infusdes de erva-mate
através da espectrofotometria de absor¢do molecular (UV-Vis). Além disso, analises
qualitativas de melanoidinas, acidos clorogénicos, compostos aromaticos e atividade
antioxidante também foram realizadas por UV-Vis.

Todas as amostras coletadas foram utilizadas, tanto as amostras comerciais quanto as

amostras obtidas nas diferentes etapas do processo industrial.

4.8.1. Preparo das Infusées de Erva-Mate Utilizadas na Caracterizagdo dos

Compostos Orgdnicos.

As infusdes de erva-mate foram obtidas com o uso de 100 mL de agua ultra purae 2 g
de erva-mate. Para as ervas mate do processamento industrial, as destinadas ao preparo do
chimarrdo e ao cha-mate, as infusdes foram preparadas a quente (95 = 5°C). As ervas

destinadas ao preparo do tereré foram preparadas a frio (5 £ 3°C) (explicado no item 4.6.2).

4.8.2. Quantificagdo dos Fendis Totais pelo Método de Folin-Ciocalteau

Para a determinagdo de fenolicos totais foi usado o método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteau que se baseia em uma reagdo de 6xido-reducdo. Nessa reacdo, o ion fenolato
¢ oxidado em meio alcalino, enquanto reduz o complexo fosfotingstico-fosfomolibdico na

solugdo reagente para umasolugdo azul, que absorve a 760 nm (Rossi e Singleton, 1965).
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Empregou-se uma solucdo estoque de 1 g L de 4cido galico em metanol, usada como
padrdo,uma solugdo saturada de carbonato de sddio (20 g) e tartarato de sodio (1,2 g) em 100
mL de agua em pH 11.0 £ 0.2, usada como tampao e o reagente Folin-Ciocalteau.

Para a curva de calibracdo foram usadas solucdes de concentracdo conhecida da
solucdometanolica de 4cido galico na faixa de 20 a 230 mg L. Dessas solu¢des foram
retiradas aliquotas de 300 pL emisturaram-se em baldes volumétricos de 5 mL. Nos baldes
foram adicionados 500 puL do reagente Folin-Ciocalteau e 500 pL desolugdo saturada do
tampao. Ajustou-se o volume do baldovolumétrico com agua ultrapura. Ap6s um periodo de
30 minutos, realizou-se a leitura da absorbancia das solugdes noespectrofotdometro de
absor¢ao molecular em comprimento de onda 760 nm. Todas as analises foram realizadas em
triplicata. O controle analitico (branco) foi uma solucdo de metanol. A absorbancia
determinada para o branco foi descontada das absorbancias das amostras.

Apos realizar as medidas das solugdes padrdo contendo acido galico, realizou-se as
determinagoes de fenois totais nas infusoes de erva-mate preparadas conforme item 4.8.1.

No preparo da solugdo da amostra, foram empregados volumes de 300 pL da infusdo,
500 pL de solugdo saturada de carbonato de sodio e tartarato de sodio e 500 pL do reagente
Folin-Ciocalteau. O volume foi preenchido com agua ultrapura até volume de 5 mL. As
amostras precisaram ser diluidas de 10 a 40 vezes, afim dos teores dos compostos fendlicos
ficarem dentro da faixa de concentragdo da curva analitica. Os resultados foram expressos

como equivalente de acido galico por grama de erva-mate.
4.8.3. Quantificagdo de Flavonoides por Complexa¢do com Cloreto de Aluminio

O método usado para a determinagdo de flavonoides foi através da complexacdo por
cloreto dealuminio e determinagdo por espectrometria de absor¢do molecular. O principio
dessa reacdo baseia-se na formacao de quelatos entre o aluminio e osflavonoides, levando a
um efeito batacromico do espectro de absor¢do dos flavonoides, comalteragdao da cor (Michel
& Saran, 1990).

Utilizou-se uma solu¢do estoque de quercetina 0,01% m/v em metanol como padrao.
Uma solugdo de cloreto de aluminio 5% m/v em metanol também foi empregada.

Para a curva de calibracdo foram usadas solucdes de concentracdo conhecida da
solucdo de cloreto de aluminio na faixa de 1,0 4 40,0 mg L. Dessas solucdes foram retiradas

aliquotas de 250 pL e foram misturada juntamente com 500 pL da solugdo de quercetina em

34



baldes volumétricos de 5 mL. Apos 30 minutos, fez-se a leitura daabsorbancia no
espectrofotometro de absor¢ao molecular em comprimento de onda de425 nm.

No preparo da solugdo da amostra, foram empregados volumes de 500 puL da infusdo
junto a 250 uL de cloreto de aluminio em baldo volumétrico de 5 mL. O volume foi
preenchido com metanol. As amostras precisaram ser diluidas de 2 a 10 vezes, afim dos teores
dos flavonoides ficarem dentro da faixa de concentracdo da curva analitica. As amostras
foram preparadas e analisadas em triplicata. A absorbancia do controle analitico foi

descontada da absorbancia das amostras.

4.8.4. Determinagdo da Capacidade Antioxidante por Ensaio de DPPH

A atividade antirradicalar das infusoes de erva-mate foiavaliada usando o 1,1-difenil-
2-picrilhidrazil (DPPH") pelo método proposto por Blois (2002), com modificagdes. A partir
de uma solugdo padrio estoque de DPPH (1000 mgL™) foi preparada uma solugdo de trabalho
de concentracdo conhecida (40 mgL™"). Dessa solucdo utilizou-se 500 pL e junto com
aliquotas 500 pLdas infusdes diluidas o volume foi ajustado para 3 mL diretamente na cubeta
de quartzo para determinacdo por UV-Vis. Metanol foiutilizado como branco e a absorbancia
foi medida em A = 515 nm. A capacidade antirradicalar das infusdes foi expressa através do
percentual de inibicdo. Para tal, utilizou-se da equagdo da porcentagem de inibigdo,

representada pela equacgdo 3
(%) =[(Ao - A1/Ap) x 100] Equacao (3)

onde Ay é a absorbancia inicial da solugdo de trabalho de DPPH em metanol (40 mgL™") na
auséncia de amostra e A; ¢ a absorbancia final dessa solugdo na presenca da amostra

(Sanchez-Morenoet. al., 1998).

4.8.5. Avaliagao Qualitativa da Presenca de: Melanoidinas, Aromdticos e Acidos

Clorogénicos.

As infusdes foram preparadas conforme descrigdo no item 4.8.1. Posteriormente foram
diluidas cerca de 100 vezes ¢ foi realizada as leituras das absorbancias das amostras utilizando
espectrofotometria de absor¢do molecular nos comprimentos de onda 280, 323 €420 nm, para
os aromaticos, acidos clorogénicos e melanoidinas, respectivamente.

Os resultados das analises foram expressos apenas pela absorbancia encontrada para

cada caso. Sem utilizar calculos e fatores de dilui¢do. O intuito desta andlise foi
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apenasrealizar uma avaliag@o qualitativa dos compostos organicos em questao.

4.9. Analise Estatistica

Os dados de todos os resultados obtidos neste trabalho sdo apresentados como média e
a estimativa de desvio padrao. Uma andlise de correlagdo entre os teores de Al-labil e dos
teores dos compostos fenolicos, flavonoides, acidos clorogénicos, aromaticos e melanoidinas
foi realizada. Para tal aplicou-se um feste-f no nivel de 95% de confianca afim deverificar se a
correlacdo entre estas variaveis eram significativas.Todas as analises estatisticas dos dados

foram realizadas usando o pacote estatistico Minitab for Windows v. 16.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizacao do Protocolo Analitico

Para a determinagdo voltamétrica doaluminio empregando eletrodo de gota pendente
de mercurio (HMDE) como eletrodo de trabalho ¢ necessirio o uso de um agente
complexante. Isso se justifica, pelo fato de que o Al apresenta potencial de redugdo muito
negativo e proximo aos metais alcalinos e alcalinos terrosos, impossibilitando sua
determinac¢do (Hernhdez-Brito et al., 2004, Soares, 2008, van den Berg et al., 1986). Com
isso a determina¢do do Al ¢ realizada de modo indireto através da voltametria adsortiva de
redissolugdo catddica (VAdsRC) com o uso de agentes complexantes.

Um complexante utilizado para a determinacdo de Al por VAdsRC¢ o vermelho de
alizarina S (DASA) (Almeida, 2000; Soares, 2008, van den Berg et al., 1986).A formula
estrutural do complexante DASA esta representada pela Figura 12, bem como a proposta do

complexo formado, Al com DASA (Soares, 2008).

(A) (B)

Figura 12. Férmulas estruturais para (A) DASA e (B) Complexo AI-DASA. Adaptado de Soares, 2008.

O DASA ¢ um corante pertencente a familia das alizarinas e ao grupo
hidroxiantraquinonas. Os corantes hidroxiantraquinonicos possuem duas hidroxilas ou dois
grupos fenolicos e por isso sdo capazes de formar complexos com metais. A Figura 12 B
mostra que a complexag@o ocorre de forma polidentada com o aluminio através dos grupos
hidroxilas ou fenolicos. O grupamento sulfonico ndo apresenta reatividade para a molécula,
apenas aumenta sua solubilidade (Almeida, 2000; Soares, 2008).

Com relacdo a determinacdo de Al por VAdsRC utilizando DASA como agente
complexante, inicialmente 0 DASA ¢ adicionado na solu¢do contendo o aluminio. A solugdo

fica sob agitagdo e o complexo formado ¢ adsorvido na superficie do eletrodo de trabalho com
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potencial de acumulagdo entre -0,3 a -0,9 V (Downard et al., 1996; Hernandez-Brito et al.,
1994; van den Berg et al., 1986). A adsor¢do ocorre durante um certo periodo, chamado de
tempo de acumulacdo ou tempo de pré-concentracao, entre 0 s a 60s (Downard et al., 1996;
Hernandez-Brito et al., 1994; van den Berg et al., 1986). Apos a etapa de pré-concentracdo, a
solugdo fica em repouso para que o complexo se homegenize na superficie do HMDE durante
um tempo de equilibrio, geralmente entre 1 s & 20 s. Entdo pode-se proceder a etapa de
redissolugdo na qual o ligante DASA que ¢ eletroativo através do complexo AI-DASA sera
reduzido ou oxidado em sentindo catddico ou anoddico, respectivamente. A intensidade de
corrente gerada no processo eletroquimico sera proporcional a concentragdo do aluminio(van
den Berger al., 1986). Assim a pré-concentracdo ndo depende da solubilidade do metal na
gota de mercurio, e sim da adsor¢ao do complexo metalico.

Para avaliar o comportamento voltamétrico do DASA e do complexo AI-DASA, foi

realizado um estudo empregando voltametria ciclica.

5.1.1. Avalia¢do do Comportamento Eletroquimico do DASA e do Complexo AI-DASA

A voltametria ciclica (VC) ndo ¢ utilizada com frequéncia na analise quantitativa de
espécies de interesse, mas sim no acompanhamento de reagdes de oxidacdo e redugdo e
também de produtos formados na superficie do eletrodo de trabalho (Skoog, 2002).

Neste trabalho, a VC foi empregada a fim de estudar o comportamento eletroativo do
agente complexante do aluminio, DASA, e seu respectivo complexo, AI-DASA. A Figura 13
mostra um estudo inicial que foi realizado com o DASA em meio de eletrélito suporte
(NH4Cl) em pH 8. A varredura de potencial foi realizada em sentido catodico (0,0 a -1,2 V) e

apos a inversdao em sentido anddico (0,0 a -1,2 V).

120

——DASA em meio de NH Cl
90

60

30+

I (-nA)

-30

T

00 -02 -04 06 -08 -0 -12
E (V) vs Ag/AgCI

Figura 13. Estudo realizado por voltametria ciclica no comportamento do DASA em meio de eletrolito suporte
em pH 8.0.
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Através da Figura 13nota-se que o DASA em meio de NH4Cl apresenta pico de
redugdo em potencial -0,62 V sendo observado no sentido direto ¢ em -0,58 V no sentido
inverso, mostrando reversibilidade. Esse fato esta em concordancia com o estudo realizado
por Filho e Chierici (1998) e van den Berg (1986), os quais estudaram por voltametria ciclica
o comportamento eletroquimico do DASA e observaram picos de redugdo e oxidagdo no
sentido direto e inverso, respectivamente. Acredita-se que um segundo pico observado
somente no sentido direto, em potencial -0,95 V represente uma segunda redugcdo do DASA.
Outros trabalhos na literatura mostram que o complexo AI-DASA e o DASA livre tém
potenciais de redugdo muito proximos, o que dificulta a determinag¢do do aluminio (Downard
et al., 1996; van den Berg et al., 1986). O complexo Al-DASA sofre redugdo em potencial -
1,07 V e como observa-se na Figura 13, o DASA livre sofre uma segunda redugdo em
potencial -0,95 V. Com isso, na determinacdo do aluminio, podera ocorrer uma sobreposicao
dos picos devido os potenciais serem muito proximos. Como alternativa a este problema,
neste trabalho adicionou-se na solucdo de trabalho Ca®" ¢ KBrO; com o intuito de deslocar o
sinal do DASA livre para potenciais mais anddicos, visto que Hernandez-Brito et al. (1994)
afirmam que o Ca®" deve ser adicionado na solucio de trabalho para a determinagdo de Al por
voltmetria através da complexacdo com DASA, devido a uma melhor resolu¢do do pico. A

Figura 14 representa esse estudo.

2804 ——DASA em meio de NH,ClI
Controle analitico
2104
E 140
70
04
0.0 -0.2 -0.4 -0.6 -0.8 -1.0 -1.2

E (V) vs Ag/AgCl

Figura 14. Estudos realizados por voltametria ciclica no comportamento do DASA em meio de eletrolito suporte
(NH4Cl)e controle analitico¥*em pH 8.0. *Controle analitico: DASA em meio de NH,Cl, Ca’" e KBrO;.

Através da Figura 14 observa-se que o controle analitico apresenta duas reducdes do
DASA, sendo a primeira em -0,6 V e a segunda em -0,9 V, mostrando reversibilidade apenas
para a primeira em 0,6 V. Nota-se também no controle analitico um aumento da intensidade
dos picos de reducdo do DASA. A segunda redugdo do DASA que agora esta complexado ao

Ca’" foi deslocada para potenciais mais anddicos em -0,9 V, devido a adicdo das solugdes de
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Ca®" e KBrOs. Com isso, a formagdo do complexo AlI-DASA em potencial proximo a -1,07 V,
ndo sofrerd interferéncias ou sobreposi¢do de picos. Sendo assim adicionou-se 50 pg L' de

AP’ a solugdo de trabalho como mostra a Figura 15.

140

320{—— DASA em meio de NH,CI (A) — DASA em meio de NH Cl B
Controle analitico 1204 Controle analitico ( )
Controle analitico com adi¢cdo de Controle analitico com adigéo de
240+ 50 ug L de AI** 100 50 ug L™ de A*
o —
< 160 E 80
60
80
40
04
T T T T T 20 T T T T
0.0 -0.2 -0.4 -0.6 -0.8 -1.0 -1.2 -0.7 -0.8 -0.9 -1.0 -1.1 -1.2
E (V) vs Ag/AgCI E (V) vs Ag/AgClI

Figura 15. Estudos realizados por voltametria ciclica no comportamento do DASA e do complexo AI-DASA em
pH 8.0. (A) Voltamograma ciclico do DASA em meio de NH,Cle A" controle analitico* e solugdo de
trabalho** (B) Regido de interesse. *Controle analitico: DASA em meio de NH,CI, Ca*" ¢ KBrO;.**Solugdo de
trabalho: DASA em meio de NH,Cl, Ca*", KBrO; e 50 ug L' de A",

A Figura 15 A mostra que com a adi¢io de AI’" na solugdo para a formagdo do
complexo, o pico referente a segunda redu¢io do DASA que estd complexado ao Ca®’ se
torna menos intenso, pois provavelmente o Al*'complexa mais facilmente com o DASA.
Possivelmente ocorre uma “competi¢io” entre 0 AI’" ¢ o Ca** na qual o AI’* ¢ favorecido para
a formagao do complexo. Por isso a intensidade do pico do complexo Ca-DASA diminui e
ainda ¢ deslocada para potenciais mais anodicos (-0,85 V). A intensidade do pico AI-DASA ¢
observada em potencial -1,07 V. Contudo, o DASA adicionado em excesso ainda assim esta
complexado ao Ca®". A Figura 15 B representa a regido de interesse ampliada, onde observa-
se um discreto pico referente ao complexo Al-DASA em potencial -1,07 V, mostrando que o
complexo foi formado, sem sobreposicdo de picos ou possiveis interferéncias. Esses
resultados justificam a acdo do Ca®" e KBrOs, que agiram no sentido de separar o pico do
DASA livre e do complexo AlI-DASA. E ainda que o KBrO; pode ser considerado um
reoxidante do DASA.

5.1.2. Analise de Especiac¢do de Al Empregando VAdsRC

Wang et al. (2001) descreveu um procedimento para a especiagdo do aluminio

utilizando voltametria adsortiva de redissolu¢do utilizando violeta de solocromo RS como
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agente de complexagdo. Segundo o autor, as determinagdes devem ser realizadas em
diferentes valores de pH 5,0 ¢ 8,0 para Al-Labil e Al-Total, respectivamente. A proposta do
presente trabalho foi realizar a andlise de especiagdo de aluminio através da voltametria
adsortiva de redissolugdo catddica (VAdsRC) com agente de complexagdao DASA. O DASA
foi escolhido por ser um reagente organico com comportamento eletroquimico limpo e ainda
por apresentarem varios sitios de complexacao que podem complexar o aluminio. A Figura 16
mostra resultados da determinagio de aluminio por VAdsRC na presen¢a de Ca®’, NH,CI,

KBrO; e DASA em solucdes aquosas em pH 8,0 e 5,0, respectivamente.

Controle Analitico (A)

184 - » 30 Controle analitico (B)
84— Adigdo de 10,0 ug L™ de Al
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Figura 16. Determina¢do de aluminio porVAdsRCe pulso diferencial empregando DASA como agente
complexante. (A) Voltamograma referente as medidas voltamétricas realizadas com controle analitico (branco) e
com adigdo de 10,0 pg L' de Al*em pH 8.0. (B) Voltamograma da determinagio de Al’’em 4gua de torneira
através de adigio de padrio em pH 8.0. (C) Voltamograma da determinagdo de AI*" em agua de torneira através
da adigdo de padrao em pH 5.0. Os pardmetros voltamétricos utilizados estdo de acordo com a Tabela 4.

A Figura 16 Amostra um voltamograma relativo ao controle analitico com pH ajustado
em 8. O controle analitico refere-se a solugdo composta com todos os reagentes utilizados na
determinagdo de aluminio, sem a presencga do analito. Na Figura 16 A foi possivel observar,

um pico em -0,95 V referente ao complexo Ca-DASA. A mesma figura mostra um
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voltamograma apos adigdo de solugdo padrdo de aluminio. Nota-se que a partir da adi¢ao de
AP’ surgiu um pico -1,07 V, potencial diferente ao do observado para o Ca-DASA. O pico
em -1,07 V foi referente a presenga do complexo formado Al-DASA. Além disso, nota-se
uma leve diminuigdo do sinal do Ca-DASA em -0,95V.

E importante destacar a auséncia de pico no controle analitico na regido de interesse
do complexo AI-DASA (-1,00 V a -1,10 V). Esse comportamento pode indicar que os
reagentes utilizados Ca>" e KBrOs agiram no sentido de separar o sinal do ligante (excessoem
solucdo) do sinal do complexo AlI-DASA. Outro aspecto a ser considerado, ¢ a auséncia de
contaminagdo no controle (branco) com aluminio, o que indica que cuidadospara minimizar
possiveis contaminagdesforam efetivos.

A Figura 16 B mostra os voltamogramas obtidos para uma amostra real em pH 8.0. E
possivel notar um aumento crescente na intensidade de corrente do pico do AI-DASA (E= -
1,05 V) em funcdo de adigdes de concentragdes crescentes de aluminio. Na mesma figura
nota-se a auséncia de um pico de AI-DASA na regido de -1,07 V indicando a auséncia de
concentracoes traco de aluminio no controle analitico.

A Figura 16 C apresenta os resultados obtidos a determinacao de AP* para a mesma
amostra em pH 5.0. De maneira similar ao pH 8.0, verifica-se que a intensidade de pico do
Al-DASA aumenta em fungdo da adi¢do de aluminio. Esse comportamento ja era esperado,
pois com o aumento de aluminio na solu¢@o, formou-se uma maior concentragao do complexo
AI-DASA. Com isso, o a intensidade do pico do complexo também sofre uma mudanga
crescente (van den Berg et al., 1986).

Com esse resultado, pode-se concluir que os cuidados para isentar a amostra de
qualquer tipo de contaminagdo por concentragdes trago de aluminio estdo sendo efetivos. As
determinagdes em pH 8.0 e 5.0 foram satisfatorias, visto que os picos do complexo AI-DASA
aumentaram com o aumento da concentracao do aluminio devido a adi¢do de padrao.

Na literatura existem alguns trabalhos que determinam aluminio em diferentes
matrizes através da VAdsRC e DASA, sem avaliar a especiagdo. As condigdes de trabalho e
parametros voltamétricos variam, bem como o potencial de identificagdo do complexo Al-

DASA (Almeida, 2000). A Tabela 5 exemplifica e resume esses resultados.
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Tabela 5: Caracteristicas dos procedimentos utilizados na determinagio de AI’* ap6s complexagio com 0 DASA
por VAdsRC, usando o HMDE (Almeida, 2000).

Tampio *Epico (AI-DASA)  **E, /T, Amostra Referéncia
BES' em pH 7 -1,16 V -0,9V/45s Salina van den Berg et al., 1986
BES' em pH 7 com Cca* -1,25V -0,9V/40s Salina Brito et al., 1994
-1,01V -0,9V/60s Hemodialise Carrera et al., 1993
Amoniacal em pH 8;8,3 -0,87V -0,7V/90s Ramos de arvores Opido, 1997
-0,47V -0,3V/40s Plantas medicinais Soares, 2008

70,01 mol L de BES = Acido N,N-Bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfonico. * Potencial de identifica¢do do
pico; ** Potencial de acumulagdo/Tempo de acumulagao.

A Tabela 5 mostra que a determinagdo de Al por VAdsRC pode ser realizada em
varias condi¢cdes experimentais. A literatura mostra diferentes formas para quantificar o
aluminio total presente em uma amostra, descreve apenas em condi¢des de pH alcalino ou
neutro. Para a especiacdo do aluminio, € necessario realizar a quantificagdo em pH 8.0 e 5.0,
ou seja, valores de pH alcalino e acido, respectivamente (Wang et al., 2011). Dessa forma, se
faz necessario avaliar de forma sistematica os pardmetros voltamétricos empregados na
analise por VAdsRC para a especiacdo de aluminio. Os parametros voltamétricos estudados

foram o potencial de acumulagdo (E,.), tempo de acumulacdo (T,) e tempo de equilibrio

(Teg)-

5.1.3.0timizagdo dos Parametros Voltamétricos a serem Empregados na Analise de

Especiagdo do Al

5.1.3.1. Potencial de Acumulagdo (E,.)

O potencial de acumulacdo empregado na determinacdo de Al por VAdsRC foi
otimizado afim de se obter um procedimento mais sensivel e seletivo. O E,. é aquele no qual
ira ocorrer uma melhor condi¢do de adsor¢do do complexo AI-DASA na gota do eletrodo de
trabalho.

Uma solugio aquosa contendo 24,4 ug L™ de AI’" que teve seu pH ajustado em 5.0 e
8.0 foi empregada no estudo da influéncia do potencial de acumulacdo na determinagdo do
aluminio. Os parametros voltamétricos utilizados estdo descritos na Tabela 4. Com excegdo
doE,., que foi estudado na faixa de -0,7 V a -1,0 V para ambos os valores de pH. Essa faixa
foi escolhida devido a evidéncias citadas na literatura (Hernandez-Brito et. al., 1994; van den

Berget. al., 1986).
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Para cada E,. estudado, as medidas foram realizadas em triplicata. Os resultados

obtidos nesses experimentos estdo dispostos nas Figurasl7 e 18, respectivamente.
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Figura 17. Estudo da influéncia do potencial de acumulagdo na determinagao de Al por VAdsRC em pH 8.0.(A)
Voltamogramas obtidos nos testes e (B) Grafico da relagdo entre intensidade de pico do complexo AI-DASA em
fungao do E,.com desvio padrao.
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Figura 18.Estudo da influéncia do potencial de acumulagdo na determinagdo de Al por VAdsRC em pH 5.0.(A)
Voltamogramas obtidos nos testes e (B) Grafico da relagdo entre intensidade de pico do complexo A-DASA em
fungao do E,. com desvio padrao.

Nas Figuras 17 A e 18 A observa-se que o potencial de acumulagdo nao influenciou no
pico relacionado ao complexo AI-DASA em pH 8.0 e 5.0, respectivamente, pois 0s picos
foram semelhantes nos diferentes potenciais estudados. Para os dois casos, nota-se que ndo
ocorreram alteragdes no formato do pico e nem deslocamento do pico para potenciais mais
anodicos ou catodicos que -1,07V.

As Figuras 17 B e 18 B mostram a relagdo entre a intensidade de corrente de pico do
complexto em funcdo do potencial de acumulagdo empregado na determinacdo do Al

porVAdsRC em pH 8.0 e 5.0, respectivamente. Para pH 8.0 a intensidade de corrente média
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para Al-Total foi -1,45 £0,07nA e para pH 5.0, a intensidade de corrente média para Al-Labil
foi -3,3+ 0,07nA. E possivel observar que os valores médios de corrente obtidos
apresentaram intensidades similares e as pequenas variagdes observadas encontram-se na
faixa da estimativa de desvio padrio.

Portanto, os resultados obtidos indicam que o potencial de acumulagdo nado influencia
de modo significativo na resposta voltamétrica do Al em pH 5.0 e 8.0. Esse comportamento ja
era esperado, pois muitas vezes o potencial de acumulagdo nao € necessario em VAdsRC, por
se tratar de um modo adsortivo e nao eletrolitico (Soares, 2008). Com esses resultados,
atribuiu-se o valor de -0,85V como potencial de acumulagdo em pH 5.0 e 8.0 por ser um valor
intermediario.

Soares (2008) estudou o efeito do potencial de acumulacdo sobre a intensidade de
corrente dos picos do complexo de AI-DASA na determinagdo voltamétrica do Al em plantas
medicinais. As determinagdes foram realizadas usando 0,199 mg L'de A, 0,4965 mg L' de
DASA ¢ tampédo amoniacal 0,10 mol L™ em pH 8.30. O autor verificou que a corrente atingiu
valor maximo em potencial -0,3 V, sendo este escolhido como valor de trabalho. Esse valor
foi escolhido, pois foi uma condicdo em que ocorreu uma maior acumulacao do complexo no
eletrodo de trabalhoe consequentemente uma maior sensibilidade. van den Berg et al. (1986)
também estudaram o efeito do potencial de acumulagdo sobre a determinagdo do Al em
amostras de agua de rio empregando DASA e VAdsRC. A intensidade de corrente em
amostra de agua de rio com 40 nmol L' de Al, 10° mol L' de DASA ¢ 0,01 mol L' de BES
foi superior quando utilizado -0,9 V como potencial de acumulacdo. Em outro estudo para a
determinagdo de aluminio em agua do mar utilizando DASA como agente complexante,
verificou-se que o potencial de acumulacdo que obteve maior intensidade de corrente de pico
também foi -0,9 V (Hernandez-Brito et al., 1994). Wang et al. (2001) determinaram a
concentracio de AI’" em aguas naturais através da voltametria adsortiva de redissolucao
catodica utilizando como agente complexante vermelho de solocromo RS e como eletrolito de
suporte acetato de amonio. Em pH 8.5 o potencial de acumulagdo utilizado foi de -0,47 V.

Os resultados desse trabalho com relagdo ao potencial de acumulacdo diferem com os
mencionados da literatura, isso se deve ao fato de que os reagentes como eletrolito de suporte
e as concentragoes utilizadas sao diferentes em cada caso, além de que os trabalhos citados
ndo usam como reagentes solucdes de Ca”" e KBrOs. Porém como o potencial de acumulagio
ndo influenciou o pico do complexo AI-DASA poderia ser escolhido valor similar aos

mencionados na literatura.
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5.1.3.2. Tempo de Acumulacdo (T,.)

O tempo de acumulagdo (T,.) refere-se a etapa de pré-concentracdo do analito na
analise voltamétrica empregando o método de redissolu¢do. Portanto, é um parametro
diretamente relacionado a sensibilidade do método.

Neste trabalho, o T, € o tempo no qual o complexo formado entre o Al ¢ 0 DASA
foipré-concentrado através da adsor¢aodo complexo na superficie do HMDE.

Portanto, para a determinagdo do aluminio por VAdsRC empregou-se uma solugdo
aquosa contendo 24,4 ug L de AI*" que teve seu pH ajustado em 5.0 e 8.0 para o estudo da
influéncia do tempo de acumulagdo. Os pardmetros voltamétricos utilizados estdo descritos na
Tabela 4. Com exce¢@o doT,, que foi estudado na faixa de 3 a 63 s para ambos os valores de
pH. Essa faixa foi escolhida devido a evidéncias citadas na literatura (Hernandez-Brito et. al.,

1994; van den Berg et. al., 1986). Os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 19.
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Figura 19. Voltamogras obtidos no estudo do tempo de acumula¢do na determinagdo de Al por VAdsRC de
pulso diferencial em (A) pH 8.0 ¢ (B) pH 5.0.

Na Figura 19 A nota-se que conforme hd aumento no tempo de acumulagdo do
complexo AlI-DASA no HMDE em pH 8.0 hda uma minimizacdo da resolugdo do pico
referente ao complexo (Epico: -1,07 V). Para valores superiores a 18 s, nota-se o deslocamento
para potenciais mais anodicos ou a auséncia do pico de interesse. Esse comportamento, pode
estar relacionado com a saturacdo da superficie do eletrodo, com o aumento da concentragdo
de espécies eletroativas em fungdo do aumento do tempo de pré-concentragdo. Portanto, para
o tempo de acumulacdo 3 s, nota-se que o pico do complexo AI-DASA apresenta adequada
resolug¢do. Este resultado indica que o processo de adsor¢do ¢é bastante rapido. Portanto, a
condi¢do otimizada em pH 8.0 foi de 3 segundos.

Na Figura 19 B pode-se observar que no tempo de 3 segundos o pico do complexo Al-
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DASA (-1,09 V) em pH 5.0 apresentou boa resolucdo. Nos tempos de acumulacio superiores
a3 segundos observa-se um deslocamento do pico do complexo em sentido anodico ou ainda
o mesmo nao ¢ formado, impossibilitando a medida. Portanto, em pH 5.0, também optou-se
por utilizar como tempo de acumula¢do 3 segundos.

Soares (2009) estudou o tempo de acumulagdo de 0 a 80 s, do complexo AI-DASA
através da VAdsRC para determinagdo de aluminio em plantas medicinais em pH 8.0, e
considerou como 6timo o tempo de 40 s, pois em tempos superiores o equilibrio adsortivo é
atingido, ou seja, ocorre saturacdo da gota do eletrodo de trabalho. Também por VAdsRC, van
den Berg et al. (1986) avaliaram o tempo de acumulacdo de 0 até 600s para o complexo Al-
DASA na determinagdo de aluminio em agua de rio, em pH 7.0. O melhor resultado foi
observado no tempo de acumulacdo de 3 min. Para a determinag@o de aluminio em agua do
mar utilizando voltametria e DASA como complexante, o tempo de acumulagdo requerido foi
de 40 s (Hernandez-Brito et. al., 1994).

Em outro estudo, o tempo de acumulag@o requerido para a determinacdo de Al com
agente complexante violeta de solocromo RS por voltametria adsortiva de redissolugdo foi de
10 min e a solucdo precisou ser aquecida, tornando o método de estudo lento e laborioso (J.
Wang et al., 1985). Almeida (2000) estudou o tempo de acumulagdo do complexo AI-DASA
por voltametria adsortiva de redissolugdo catddica por onda quadrada, e verificou que a
intensidade de corrente de redug¢do do complexo ndo ¢ influénciada pelo aumento do tempo de
acumulacdo, isso ocorre devido a saturagdo da gota no eletrodo de trabalho, pois quanto maior
o tempo de acumulagdo, maior sera a adsor¢d@o do complexo na gota.

Desse modo, a utilizagdo do DASA como agente de complexagdo mostra que o
método torna-se mais rapido do que se utilizado outro complexante. O resultado encontrado
para o estudo da influéncia do tempo de acumulagdo é diferente aos resultados apresentados
na literatura, pois alguns trabalhos indicam o uso do tempo de acumulacdo, excetuando
Almeida (2000). Esse resultado pode indicar que a capacidade de deteccdo do método, ou
seja, a intensidade de corrente do complexo AI-DASA, ndo pode ser aumentada com aumento
do tempo de acumulagdo, pois ha uma perda da resolugdo voltamétrica, pela saturagdo da
superficie da gota do eletrodo de mercurio. Vale ressaltar que at¢é o momento ndo se
encontram estudos descritos na literatura sobre o tempo de acumulagdo requerido para a

determinagdo de Al por VAdsRC em pH 5.0.
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5.1.3.3. Tempo de Equilibrio (T,,)

O tempo de equilibrio ¢ um parametro voltamétrico empregado na voltametria de
redissolugdo. Teq € um tempo requerido apds a etapa de pré-concentra¢do, na qual a solugdo
contendo o analito fica em repouso para que o complexo adsorvido se homogeinize na
superficie do eletrodo de trabalho.

Para esse estudo empregou-se uma solug¢io aquosa contendo 24,4 pg L™ de Al com
pH corrigido para 5.0 e 8.0. A determinacdo foi realizada por VAdsRC e os parametros
voltamétricos utilizados estdo descritos na Tabela 4. Com excec¢do doTeq, que foi estudado na
faixa de 0 a 20 s para ambos os valores de pH. A Figura 20 mostra os resultados obtidos para

o pH 8.0.
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Figura 20. Estudo da influéncia do tempo de equilibrio na determinagdo de Al por VAdsRC em pH 8.0(A)
Voltamogramas obtidos nos testes e (B) Grafico da relag@o entre intensidade de pico do complexo AI-DASA em
fungao do T, e desvio padrao.

Através da Figura 20 Apode-se observar que diferentes tempos de equilibrio ndo
influenciaram a resolucdo e formato do pico do complexo AI-DASA em pH 8,0. Em tempos
superiores a 5 s, observa-se um leve deslocamento para potenciais anddicos. A Figura 20 B
mostra a relagdo entre a intensidade de corrente de pico do complexo em fungédo do tempo de
equilibrio utilizado na determinac¢do do aluminio por VAdsRC. Os valores médios de corrente
obtidos apresentam intensidades similares para os tempos 0 e 1 s e as pequenas variacdes
observadas encontram-se dentro da estimativa de desvio padrdo. Os tempos de equilibrio de 5,
10 e 20 s também foram similares e as variagdes encontram-se dentro da estimativa de desvio
padrdo. Devido os tempos equilibrio de 5, 10 e 20 s apresentarem maior intensidade de
corrente, o tempo de 5 s foi escolhido para ser o tempo de acumulagdo em pH 8.0. A Figura

21 apresenta os resultados obtidos para o pH 5.0.

48



i O0s
201(A) 7o | 144(B)
5s
161 —10s 124
—20s
— 12 .
< =
c i
- _Q.
L]
4 81 =
0 6
-0.95 -1.00 -1.05 -1.10 -1.15 0 5 10 15 20

E (V) vs Ag/AgCl

eq

Figura 21. Estudo da influéncia do tempo de equilibrio na determina¢do de Al por VAdsRC em pH 5.0.(A)
Voltamogramas obtidos nos testes e (B) Grafico da relagdo entre intensidade de pico do complexo AI-DASA em
fungdo do T, e desvio padrao.

Na Figura 21 A observa-se que o tempo de equilibrio ndo influénciou no pico
relacionado ao complexo AI-DASA em pHS5.0. Nota-se que ndo ocorreram alteracdes no
formato do pico. Um leve deslocamento para potenciais anddicos é observado para tempos
superiores a 5 s. A Figura 20 B mostra a relagdo entre a intensidade de corrente de pico do
complexo em fungio do tempo de equilibrio. E possivel observar que a maior intensidade de
corrente foi obtida em tempo de equilibrio igual a 10 s. Entretanto, apesar do tempo de 10 s
apresentar corrente de pico mais intensa, optou-se por utilizar o tempo de equilibrio de 5 s
para as andlises para manter o mesmo padrdo utilizado nas condi¢des voltamétricas das

analises em pH 8.0.

5.1.3.4. Tempo de Complexagdo do Al pelo ligante DASA

O tempo de complexagdo ¢ aquele necessario para que o ligante DASA adicionado em
excesso complexe o Al presente na solugdo antes da andlise voltamétrica. Esse estudo foi
realizado com o intuito de garantir a completa complexagdo do Al pelo DASA durante o
tempo de complexacdo. Avaliou-se o sinal do complexo AI-DASA imediatamente apds o
contato do AI’" com o DASA, e apos 120 e 240 s. A Figura 22 mostra os resultados obtidos

nestes ensaios.
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Figura 22. Voltamogramas obtidos para o estudo do tempo de complexacdo entre o Al e o DASA na
determinagio de AI*" por VAdsRC e pulso diferencial em (A) pH 8.0 e (B) pH 5.0.

Na Figura 22 A nota-se que as intensidades de correntes obtidas em diferentes tempos
de complexacdo foram similares em pH 8.0. A intensidade média de corrente observada foi -
3,50 nAcom estimativa de desvio padrao de 0,09. Os diferentes tempos de complexagdo
empregados na analise voltamétrica da determinagdo do aluminio ndo influenciaram o
formato do pico do complexo AI-DASA em pH 8.0, o qual se mostrou bem definido sem
deslocamento para potenciais mais anodicos ou catddicos que -1,07 V.

Na Figura 22 B observa-se que o tempo de complexacdo também ndo influenciou as
intensidades de corrente para o complexo AI-DASA em pH 5.0,pois a intensidade média de
corrente observada foi -7,09+ 0,54 nA.Portanto, o tempo de 0 s foi escolhido para a realizagdo
das analises em ambos os valores de pH,ou seja, apés adicdo do complexante imediamente
realizou-se a determinacao voltamétrica do aluminio.

Um procedimento que ¢ recomendado pela empresa que comercializa o equipamento
indica que se espere 240 s para a complexacdo completa do Al pelo DASA em pH 9.2
(Metrohm, 2009). Com isso, os resultados obtidos para o tempo de complexacdo neste
trabalho diferem com os dados encontrados na literatura. Porém considera-se adequado pois
nao ¢ necessario esperar tempo algum e a analise se realiza de forma mais rapida. Vale
lembrar que at¢é o momento nido se encontram dados na literatura para o tempo de
complexacgdo do Al pelo DASA em pH 5.0.

Até aqui pode-se concluir que os parametros voltamétricos avaliados para o método na
determinagdo de Al com agente de complexagdo DASA por voltametria adsortiva de
redissolucdo catodica se mostraram adequados, apresentando baixo custo e rapidez.

Apb6s a otimizacdo dos pardmetros voltamétricos, foi avaliado as caracteristicas do

método proposto.
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5.2. Avaliacao das Caracteristicas do Método Proposto

O presente trabalho envolveu a quantificacdo de metais trago, ou seja, em niveis ug L’
1 . , , . . ey eqe . . - , .
. Assim ¢ necessario avaliar a sensibilidade, linearidade, bem como a concentra¢do minima a

ser detectada e/ou quantificada pelo método. Além da precisdo e exatiddo.
5.2.1.Linearidade e Sensibilidade

Inicialmente avaliou-se a linearidade e consequentemente a sensibilidade do método.
Para tal, foram constuidas curvas analiticas empregando método de adig¢do de padrao,VAdsRC
e DASA como agente de complexagdo para aluminio em pH 5.0 ¢ 8.0.Foi empregada uma
solugdo aquosa contendo A" e posterior adigio de AI’". A faixa de concentracio estudada

variou de 0 a 200 pg L. A Figura 23 mostra os resultados obtidos nesse experimento.

324Y = 0,29 (+0,14) + 0,161 (+ 0,003) * X
R=0,99
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Figura 23.Curvas analiticas obtidas na determinag¢do de aluminio empregandoVAdsRCem pH 8.0() @ em pH
5.0(). Askcondigdes voltamétricas estdo de acordo com a Tabela 4.

Na Figura 23, & possivel observar que conforme hé aumento na concentracdo de Al**
ha um aumento na intensidade de corrente do complexo AI-DASA em ambos os valores de
pH. A relacdo entre intensidade de corrente e concentragdo de aluminio foi linear em uma
faixa de concentracdo, ou seja, a partir de certa concentracdo observa-se um desvio com
valores de intensidade ndo proporcionais ao aumento de concentragdo. A faixa linear para pH
8.0 foi de 0 a 100 pg L. Para pH 5.0, a faixa linear foi menor que pH 8.0, com valores na
faixa de 0 a 50 pg L.

Para a faixa linear, nota-se que a linearidade foi adequada com um coeficiente de

correlacdo (R) igual ou superior a 0,99. Nota-se que a partir de 50 ¢100 pg L™ de aluminio em
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pH 5.0 e em pH 8.0, respectivamente, as curvas analiticas perderam a linearidade devido a
saturacdo da gota de mercurio no eletrodo de trabalho com o complexo.

Na Figura 23 observa-se ainda diferengas na inclinagdo das curvas analiticas obtidas
na faixa linear de trabalho, indicando que existem diferencas na sensibilidade. Para a
determinacdo de AI’" realizada em pH 5.0 o coeficiente angular da equagdo da reta obtido foi
0,122 £ 0,003, enquanto que para pH 8.0 foi de 0,161 + 0,003. Portanto, como a inclinacao da
curva analitica obtida em pH 8.0 apresentou coeficiente angular estatisticamente superior
nota-se que a determinacdo de Al’'por VAdsRC em pH 8.0 é mais sensivel em relacdo a
determinagdo em pH 5.0.Essa diferenga entre as sensibilidades obtidas na determinagdo de Al-
Total e Al-Labil nos diferentes valores de pH ndo influenciou a determinagio do AI’".
Acredita-se que a determinagdo empH 5.0 seja menos sensivel devido a matriz(meio

L, . . . - . , + ~
quimico). Ou seja, a determinagdo em pH 5.0 apresentou mais ions H™ em solugdo

modificando a resposta eletroquimica.
5.2.2. Limites de Detec¢do eQuantificagdo

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentragdo que pode ser distiguinda
em certo nivel de confianga para um dado método (Skoog, 2006). Para o calculo do LD,
experimentalmente pode ser realizada medidas do controle analitico (branco) cerca de 10
vezes. Os dados obtidos sdo tratados estatisticamente para obter a estimativa de desvio
padrdo. Além disso, ¢ necessario utilizar o coeficiente angular da equacdo da reta de uma

curva analitica. O calculo do LD pode ser realizado através da equacao 4
D
LD =3 .S?Equag:ﬁo 4)

ondesD ¢ a estimativa de desvio padrdo do controle analitico e S € o coeficiente angular da
equacdo de reta obtida na parte linear da curva analitica para um dado tempo de pré-
concentragdo quando ¢ utilizado método voltamétrico de redissolucao.

O limite de quantificacdo (LQ) € a menor concentragdo a ser quantificada pelo método
com certo nivel de confianga (ANVISA, 2003). Para calcular o LQ, os mesmos critérios
utilizados no calculo do LD foram adotados, com excecdo do fator de multiplicagdo ser 10. A

equacdo 5 representa o calculo a ser realizado para o LQ
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LQ =10 .%Equagﬁo )

ondesD ¢ a estimativa de desvio padrdo do controle analitico e S € o coeficiente angular da
equacdo de reta obtida na parte linear da curva analitica para um dado tempo de pré-
concentragdo quando ¢ utilizado método voltamétrico de redissolucao.

Neste trabalho o controle analitico consistiu de uma solu¢ao aquosa contendo 8,20 pg
L' de Ca*", 82,0 mmol L de NH4Cl, 8,2 mmol L' de KBrO; e 41,0 pmol L de DASA. O
pH do controle analitico foi ajustado para 8.0 ¢ 5.0 separadamente, para serem realizadas 10
medidas voltamétricas consecutivas empregando os pardmetros descritos na Tabela 4. Os
resultados obtidos nos calculos de LD e LQ e a comparagdo com os dados da literatura

encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6.Resultados dos limites de quantificacdo e detecgdo obtidos para a determinagdo de aluminio por
VAdsRC e DASA como complexante e comparagao com valores presentes na literatura.

pH LD (ugL") LD - Literatura (ug L") LQ (ugL") LQ - Literatura (ug L")
5.0 1,5 Nao encontrado 49 Nao encontrado
8.0 0,5 1,0 * 1,7 3,0 %

0,03 **

*Metrohm, 2009; **van den Berg, et. al., 1986.

Os limites de quantificagdo, obtidos neste trabalho para a determinagdo de Al por
VAdsRC em pH 5.0 e 8.0 foram 4,9 ¢ 1,7 pg L™, respectivamente, indicando que o método
proposto pode quantificar concentragdes trago. Além disso, comparando-se com a literatura,
nota-se que o LD e LQ encontrado neste trabalho foram menores, se comparado com
Metrohm (2009). Isso indica que os valores obtidos no presente trabalho sdo satisfatorios. O
LD encontrado por van den Berg et. al. (1986) foi mais baixo, porém as condi¢des e o0s
parametros voltamétricos utilizados diferem deste trabalho.

A partir dos valores de limite de quantificagdo, pode-se obter a faixa dinamica de
trabalho para a determinagdo de A" por VAdsRC em pH 5.0 e 8.0. Para pH 5.0 a faixa variou
entre4,9 a 50 ug L'lenquanto que em pH 8.0 a faixa dinamica de trabalho variou entre 1,7 a

100 pg L.
5.2.3. Avaliagdo da Precisdo

A precisdo do método desenvolvido na analise de especiagdo do AI’" por VAdsRC foi
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avaliada através dos testes de repetibilidade e precisao intermediaria.

A repetibilidade representa a concordancia entre os dados de uma analise realizada em
um mesmo dia, pelo mesmo analista ¢ ainda pelo mesmo procedimento. Enquanto que a
precisdo intermediaria é realizada pelo mesmo analista, mesmo procedimento, mas em dias
diferentes (Skoog, 2002).

O estudo da repetibilidade e da precisao intermediaria do método foi realizado através
de 5 analises de uma solugdo aquosa contendo concentragdo conhecida de aluminio no mesmo
dia e em 5 dias diferentes, respectivamente. As analises foram realizadas por VAdsRC. Com
os valores de intensidade corrente obtidas nas determinacdes foram calculadas as estimativas
de desvio padrio e coeficiente de variacdo (CV) que normalmente ¢ chamado de desvio
padréo relativo — RSD (%), ou também chamado de coeficiente de variancia. Os valores de

RSD foram obtidos através da equagdo 6
RSD% = = x 100 Equagio (6)
onde sD representa a estimativa de desvio padrdo das replicatas e x ¢ a média das replicatas

realizadas (DOQ-CGCRE-008,2011). Os resultados obtidos para os testes de precisdo

encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7.Resultados dos testes de repetibilidade e reprodutibilidade.

pH Repetibilidade (RSD %)  Precisdo Intermediaria (RSD %)
5 1,5 4.4
8 7.9 9,8

Os valores de RSD obtidos para a determinagdo de AI’" por VAdsRC e DASA como
agente complexante para ambos os valores de pHforam satisfatérios, pois ficaram abaixo de
10%. O limite de RSD recomendado para analise de trago ¢ de 20% (Wo0d,1999). Os
resultados obtidos neste trabalho demonstram que o métododesenvolvido ¢ reprodutivel e
preciso. A maioria dos trabalhos descritos na literatura que envolve o emprego da voltametria
adsortiva de redissolugdo catddica para a determina¢do de aluminio ndo apresentam dados

sobre a repetibilidade e reprodutibilidade.

5.2.4. Estudos de Interferéncia

Neste trabalho, foi realizado um estudo para avaliar a influéncia de alguns ions
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metalicos na determinag¢do de aluminio em infusdes de erva-mate. Foram escolhidos alguns
fons metalicos que normalmente encontram-se nas infusdes sendo Na’, Pb*", Fe*" e
Zn2+(Ducat e Quinaia, 2004; Henrichs e Malavolta, 2001). Assim, determinagdes de Al foram
realizadas em pH 5,0 e 8,0 com solucdes aquosas através da VAdsRC. Posteriormente, foram
adicionadas, individualmente, concentracdes dos possiveis ions interferentes. Os resultados

estdo dispostos na Figura 24.

8 20
(A) (B)

6 15
??:?4- <)$: 104
T2 5.
0 0

102 -105 -1.08 -1.11 -1.14 095 100 105 -110 115

E (V) vs Ag/AgCI E (V) vs Ag/AgCl

Figura 24. Voltamogramas obtidos para o estudo deinterferéncia utilizando ions metalicosna determinagdo de Al
por VAdsRC e DASA como agente complexante em (A) pH 8.0 ¢ (B) pH 5.0. ( }Solugio aquosa 15 pg L de
AP, ( yAdigdo de 5 pg L™ de Na'™; ( 5-Adigdo de 10 pg L' de Na'; ( DAdigdo de 5 pg L' de Pb*"; (—)
Adigdo de 10 ug L™ de Pb*'; (— Adigio de 5 pg L' de Fe*'; ¢—)Adicdo de 10 pg L™ de Fe*'; (—) Adigdo de 5
pg L' de Zn®"; (—) Adigdo de 10 pg L™ de Zn*";

A Figura 24 A mostra a intensidade de corrente de pico no estudo de interferentes
metalicos com diferentes ions em solugdo. Nota-se que a adicdo de outros ions metalicos na
solu¢do de trabalho, ndo alterou ou modificou o formato do pico do complexo AI-DASA.
Além disso, a intensidade de corrente gerada para o complexo AI-DASA em pH 8,0 foi
similar para os diferentes ions metalicos estudados. O valor médio da intensidade de corrente
gerada foi de 1,6 £ 0,2nA. AFigura 24 B mostra que a intensidade de corrente do pico Al-
DASA também nao foi influenciada pela adi¢cdo de outros ions metalicos. O valor médio da
intensidade de corrente foi calculado € € 5,4 + 0,3nA.

Portanto, esses resultados mostram que a adi¢do de outros ions metalicos na solugdo
de trabalhocom aluminio parecem ndo apresentar qualquer tipo de interferéncia na
determinagdo do Al por VAdsRC, independente do pH.

Soares (2008) estudou possiveis interferéncias dos ions Mn?*, Zn**, Cu*" e Fe*', na
determinagdo voltamétrica do Al utilizando DASA como complexante. Os resultados obtidos

mostram que o Mn mesmo em concentragdo 200 vezes superior ao do Al ndo apresenta
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qualquer tipo de interferencia na intensidade de corrente do complexo AlI-DASA. Ja o Zn,
quando atinge uma concentragdo 162 vezes maior que a do Al, a intensidade de corrente para
0 Al comeca a diminuir. O Fe e o Cu mostraram interferéncia na intensidade de corrente do Al
em concentragdes superiores a 20 ¢ 60 vezes a do Al, respectivamente.

Carvalho et al. (2005) estudaram o efeito de interferentes metalicos na determinagdo
voltamétrica de Al e DASA como agente complexante em concentrado de dialise. Quatro ions
foram testados, sendo eles: Zn*>*, Sb*", Fe** ¢ Mn*". Destes, apenas o Zn*" foi considerado um
possivel interferente quando presente em concentracdes acima de 300 pg L™ frente a uma
amostra de concentrado de dilise com 8,5 pg L de Al.

A presenca de ions metalicos nas infusdes de erva-mate pode ser um aspecto relevante
a se levar em consideragao dependendo da sua forma e concentracao.

Este resultado difere de forma positiva aos resultados encontrados na literatura, pois
ndo apresentou interferéncia frente a outros elementos. Contudo, deve-se levar em
consideragdo que as adi¢des realizadas dos contaminantes metalicos foram inferiores aos

valores apresentados pela literatura e com ions metalicos diferentes.

5.2.5. Avaliagdo da Exatiddo

A utilizagdo de um método analitico para a determinacdo de metais trago exige alto
grau de confiabilidade.Aexatidio de um método normalmente pode envolver trés formas:
teste de adi¢do e recuperagdo, analise de uma amostra certificada e ainda a comparagdo com
um segundo método de determinacao (DOQ-CGCRE-008, 2011; Skoog, 2002).

Neste trabalho ndo era de interesse uma comparagdo com outro método ja que para
especiacdo ndo existe um método padrdo. Também a falta de uma amostra certificada
impossibilitou a realiza¢do desse teste. Entdo, foi realizado o teste de recuperacao de aluminio
em triplicata para avaliar a exatiddo do método. Para tal, foram utilizadas solu¢des aquosas

I** e também infusdo de erva-mate. Uma amostra de

contendo concentra¢des conhecidas de A
solucdo aquosa contendo 10 pg L' de AI*" foi preparada e analisada por VAdsRC e pulso
diferencial, empregando o método de adi¢do de padrao, em pH 5,0 e 8,0 e apenas em pH 8,0
para a infus@o de erva-mate. Todas as amostras e analises foram realizadas em triplicata.

Uma amostra de erva-mate comercial foi adquirida e utilizada como modelo.
Inicialmente foi preparada uma infusdo 2,0 g L' a quente e uma aliquota de 30 pL foi
utilizada na quantificacdo de Al total dissolvido (pH 8,0) por VAdsRC e pulso diferencial.

Nessa determinacdo a infusdo foi diluida devido aos teores elevados de aluminio.
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Posteriormente, fez-se uma nova infusdo de mesma concentracao, porém enriquecida com 10
ng L' de A", A quantificagio de aluminio por VAdsRC envolveu o uso de uma aliquota de
30 uL e foram realizadas em triplicata através do método de adi¢do de padrdo. Na infusdo
enriquecida ndo foi quantificado o Al-Labil (pH 5,0), pois poderiam haver interagdes do Al
adicionado com os compostos organicos naturais da amostra e acarretar em um erro
sistematico no resultado. Os resultados dos testes de recuperagdo de Al’* em solugio aquosa e

em infusdo de erva-mate estio mostrados na Tabela 8.

Tabela 8: Resultado do teste de adigdo e recuperagdo de Al em infusdo de erva-mate.

Amostra  pH Conc. Inicial Conc. Conc. Total Conc. Recuperacio
da amostra Adicionada da amostra  Determinada (%)
(rgL7) (gL (g L7 (gL?)
Solug¢do 5 0,0 10,0 10,0 9,9+ 0,8 99
aquosa
8 0,0 10,0 10,00 11,2+ 0,3 112
Infusdo de 8 32,0+ 1,8 10,0 42,0 41,3+ 0,9 98
erva-mate

As porcentagens de recuperagdo apresentadas na Tabela 8 variam entre 98,0 e 112 %,
para os dois meios avaliados. Os resultados obtidos foram satisfatorios, pois estdo dentro de
um limite aceitavel de 100 = 10 % em relagdo a grandeza da concentragdo estudada (Wood,
1999). Excetuando a solugdo aquosa empH 8,0 a qual obteve 112 %, porém este resultado
ainda assim foi considerado adequado devido execer apenas 2 % do aceitavel. Esses
resultados indicam que a diferenca entre o valor de recuperacao obtida esta de acordo com o
esperado.

O teste de recuperacio de AI’" em infusdo de erva-mate apresentou resultados
satisfatorios mostrando que o método pode ser considerado além de preciso, exato.

No que diz respeito a validacdo do método desenvolvido, pode-se concluir que os
resultados apresentaram precisdo, exatiddo, linearidade e limites de detecg¢do e quantificacao
satisfatorios, o que permite que o método para especiacdo de Al por VAdsRC com uso de
DASA como agente complexante seja considerado valido para aplicacdo em diferentes

amostras de interesse ambiental e erva-mate.

5.3. Especiacao de Aluminio em Infusées de Erva-Mate do Estado do Parana

A partir da defini¢do do protocolo analitico desenvolvido para a analise de especiagdo
de aluminio iniciou-se sua aplicagdo em amostras de erva-mate obtidas em diferentes etapas

do processamento industrial e amostras comerciais da regido de Guarapuava-PR. As
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condi¢des de analise empregada, bem como a forma de preparo das infusdes estdo
apresentadas nos itens4.6.1 a 4.6.3. Infusdes foram preparadas em temperaturas 95° C + 3° C
e 5° C + 2° C para simular o chimarrio, cha-mate e do tereré, repectivamente. As infusdes e a
solugdo de trabalho tiveram o pH ajustado para 5.0 ¢ 8.0, para as determina¢des do Al-Labil e
Al-Total, respectivamente. As infusdes com pH adequado foram diluidas, devido ao elevado
teor de aluminio ¢ realizaram-se as determinagdes da fragdode aluminio total dissolvido e
labildissolvido por VAdsRC de pulso diferencial e DASA como agente complexante. A

Figura 25 mostra voltamogramas tipicos obtidos na analise de infusdes de erva-mate.

- 40
164(A) Infus&o de erva-mate (B Infus&o de erva-mate
—— Adicdo de 20 pug L de A** —— Adig3o de 20 ug L de AI**
12/ —— Adicao de 40 ug L de AI* 301 Adicho de 40 ug L' de AP
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Figura 25. Voltamogramas tipicos obtidos na especiagdo de aluminio em infusdes de erva-mate diluidas
empregando VAdsRC e DASA como agente complexante (A) Determinagdo do aluminio presente na fragdo
labil, pH 5.0 e (B) Determinagdo do aluminio total dissolvido, pH 8.0.

Nas Figuras 25A e B observa-se que quando se adiciona Al nas solugdes de trabalho
contendo a infus@o de erva-mate tem um aumento proporcional da intensidade de corrente de
pico do complexo AI-DASA, tanto para pH 5.0 quanto para o pH 8.0. Nota-se um
comportamento similar dos voltamogramas com relacdo as solugdes aquosas sintéticas
utilizadas neste trabalho, dado que as infusdes foram diluidas. A diluigdo foi necessaria
devido a alta concentracdo de aluminio presente na erva-mate, além disso também favorece a
minimizagdo de possiveis interferéncias devido ao efeito de matriz. Para a quantificagdo de
A’ nas amostras de infusio foi utilizado o método de adigdo de padrio empH 5.0 e 8.0. As
Figuras 26 A e B mostram exemplos do método de adi¢do de padrio utilizado na
quantificagio do Al em pH 5.0 e 8.0 por VAdsRC. E importante destacar que as curvas

apresentadas sdo exemplo e ndo estdo relacionadas com a Figura 26.
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Figura 26. Graficos de adi¢ao de padrdo obtidos na determinacgao voltamétrica de Al-Labil (A) e do Al-Total (B)
em amostras de infusdo de erva-mate.

Observa-se pela Figura 26 A ¢ B que as curvas de adigdo padrdo para pH 5.0 ¢ 8.0,
apresentaram um comportamento linear com coeficientes de correlagdoadequados (0,99).
Além disso, nota-se que foram determinadas concentragdes baixas, na faixa de pg L™ de
aluminio. Os teores determinados de Al-Total dissolvido e Al-Labil na infusdo de erva-mate
foram 33,51¢ 16,08 e ug L respectivamente. Considerando as diluigdes realizadas os teores
de Al-Labil e de Al-Total foram 1,61 e 3,35 mg L respectivamente. Além disso,
considerando-se a massa seca de erva-mate utilizada no preparo das infusdes as concentragdes
de Al-Labil e Al-Total dissolvido foram 3,23 ¢ 6,73 mg g'l, respectivamente. Portanto, cerca
de 48 % do aluminio encontra-se em uma forma labil, aquela relacionada com a fragdo
biodisponivel do elemento.

Os teores determinados das diferentes fragdes de aluminio nas infusdes preparadas
com amostras obtidas nas diferentes etapas do processamento industrial estdo mostrados na
Tabela 9.E importante destacar que o teor de aluminio complexado a compostos organicos

(fracdo inerte) foi obtido através da diferenca entre os teores totais e labeis.

Tabela 9. Resultado da quantificacdo de Al nas infusdesdas amostras de erva-mate obtidas nas diferentes etapas
do processo industrial.

Amostras* Al Total Al Labil Al Complexado

Média (mgg')  RSD (%)  Média (mgg’)  RSD (%)  AIT—AIL (mgg’)
In natura (PC) 33+0,1 34 0,20 £ 0,02 10,0 3,1+0,1
In natura (NC) 3,0+£0,3 8,7 0,120 + 0,002 1,7 2,9+0,2
Sapeco (PC) 3,58 £ 0,06 1,7 1,46 £ 0,04 2,7 2,1+0,1
Sapeco (NC) 3,1+£0,1 3,6 1,3+0,1 53 1,7+£0,1
Cancheada (PC) 4,1+0,3 6,3 0,86 + 0,03 3,5 32+0,2
Cancheada (NC) 3,6£0,2 4.5 0,48 + 0,03 6,3 3,1+£0,1

*PC=Primeira Coleta; NC= Nova Coleta. RSD = Desvio Padrao Relativo.
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A Tabela 9 mostra os resultados obtidos na especiacdo do AP’" em amostras erva-
mate. E importante salientar que as concentragdes sdo baseadas na massa seca das ervas-mate.
A partir dos dados da Tabela 9, observa-se que as infusdes de erva-mate estudadas
apresentaram teores de Al-Total dissolvido que variaram de 3,0 34,1 mg g™

As amostras utilizadas neste trabalho apresentaram teores diferentes de aluminiototal,
fato ja esperado por se tratar de amostras com épocas de colheita, coletas e granulometria
diferentes. Todas as amostras obtidas no processamento industrial em uma segunda coleta,
apresentaram um teor inferior de Al-Total dissolvido com relagdo as amostras coletadas
primeiramente. Com excecdo da amostra /n natura, pois se considerarmos o desvio padrao as
amostras tem concentracdes similares.

Na Tabela 9 também ¢ possivel observar que os teores de Al-Total dissolvido nas
amostras seguiram a seguinte ordem: in natura < sapeco < cancheada. Portanto, nota-se que
teores totais de Al foram extraidos em maiores concentragdes nas infusdes com as amostras
de erva-mate que passaram pelas etapas de beneficiamento. Os dados sugerem um aumento
no teor de Al-Total nas amostras beneficiadas industrialmente. Contudo, deve-se levar em
consideragdo o fato que as amostras cancheadas apresentam uma granulometria menor,
consequentemente sua superficie de contato ¢ maior, e a extragdo do Al pode ser favorecida.

Os resultados obtidos estdo em concordancia com a literatura, pois as concentragdes
de Al-Total aumentaram apoés as etapas do processamento industrial (Giulian et al., 2008).
Giulian et al. (2008) estudaram a influéncia do processamento industrial sobre a composi¢ao
elementar das folhas de erva-mate através da técnica PIXE do inglés Particle-induced X-ray
emission (Emissdo de particulas induzidas por Raio-X). As concentragdes dos elementos tais
como Al, Mn, P, S, Si, Mn ¢ Rb aumentaram apds o rapido contato das folhas de erva-mate
com a chama durante a etapa do sapeco. Os autores justificam esse resultado, devido a
presenga de possiveis contaminantes presentes nos gases quentes utilizados no processo
industrial para secagem, originado pela queima da madeira.

Pode-se dizer também, que a época da colheita, bem como o solo e o clima de onde a
erva-mate ¢ coletada influenciam no teor de aluminio, visto que os resultados diferem da
primeira para a nova coleta.

A Tabela 9 mostra ainda que os teores de Al-Labil dissolvido variaram de 0,120a 1,46
mg g". Esse resultado mostra uma concordancia ja que os teores de Al-Labil foram inferiores
aos teores determinados para o Al-Total. Por se tratar de amostras diferentes, a diferenga nas
concentragcdes de Al-Labil entre as amostras ja era esperada. Novamente, as amostras PC

apresentam teores de Al-Labil maior do que as amostras NC. E possivel observar que os
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teores de Al-Labil nas amostras seguiram a seguinte ordem: in natura < cancheada < sapeco.
A amostra do sapeco foi a qual apresentou maior teor de Al-Labil, que chegou & 1,46 mg g
Esse fato ndo era esperado com relagdo a amostra cancheada devido a granulometria da
amostra do sapeco ser maior do que da amostra cancheada. Porém esta em concordancia com
a amostra in natura. Acredita-se que a amostra in naturapor nao ter sido processada pela
industria apresente um teor de orgdnicos naturais maior do que na amostra do sapeco e assim
o Al esteja menos biodisponivel, pois esta complexado aos organicos. Com isso, a
concentracao de Al-Labil obtida para a amostra do sapeco foi maior.

A Figura 27 apresenta um grafico com os resultados discutidos sobre a determinagdo

do Al-Total e Al-Labil nas amostras obtidas nas diferentes etapas do processo industrial.
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[ JAl-Total
77 Al-Labil
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Figura 27. Grafico representativo das determinagdes do Al-Total e Al-Lébil nas amostras obtidas nas diferentes
etapas do processo industrial.

Através dos resultados apresentados na Tabela 9 pode-se estimar a distribui¢ao do Al

entre as diferentes infusdes, que estdo mostrados na Tabela 10.

Tabela 10. Resultado da distribuicdo do Al nas infusdesdas amostras obtidas nas diferentes etapas do
processamento industrial de erva-mate.

Amostras Distribui¢do
Al — Labil (%) Al — Complexado (%)

In natura (PC) 6,0 94,0
In natura (NC) 4,0 96,0
Sapeco (PC) 41,0 59,0
Sapeco (NC) 43,0 56,0
Cancheada (PC) 21,0 79,0
Cancheada (NC) 13,0 86,0

Com os dados apresentados na Tabela 10 foi construido um grafico para facilitar a
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analise dos dados. O grafico estd apresentado na Figura 28.
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Figura 28. Gréfico representativo da distribuicdo do Al em infusdo das amostras obtidas nas diferentes etapas do
processamento industrial de erva-mate.

Através da Tabela 10 e Figura 28, pode-se observar que a distribui¢do do Al-Labil nas
amostras obtidas nas diferentes etapas do processamento industrial apresentou diferengas nas
etapas estudadas. A distribuicdo do Al nas fra¢des labil e complexada foram diferentes
quando compara-se os dados da primeira e segunda coleta. A diferenca no clima, solo e regido
de coleta pode ter influenciado nessa diferenga entre os teores de Al apresentados.

O Al-Labil variou entre 4,0 ¢ 43,0 % com relagdo ao Al-Complexado. Assim, o Al
nestas amostras encontra-se majoritariamente complexado a ligantes organicos naturais da
planta. As amostras in natura (PC e NC) apresentaram a menor porcentagem de Al-Labil
possivelmente porque nessa etapa a amostra ainda ndo passou por nenhum processo de
queima. Sendo assim os organicos naturais da planta continuam preservados e possivelmente
complexam o aluminio, deixando-o menos biodisponivel. Ja na etapa do sapeco o teor de Al-
Labil ¢ maior com relagdo as amostras cancheadas e in natura. Esse fato pode ser explicado
devido a amostra do sapeco ser tostada e/ou queimada no processo industrial, possivelmente
0s organicos naturais que complexam o aluminio sdo degradados, disponibilizando assim o
aluminio.

Usualmente a erva-mate nao ¢ consumida sob as condigdes das amostras estudas das
etapas do processamento industrial. O consumo da erva-mate ¢ preferencialmente realizado
com a erva processada pela industria. Vale ressaltar que até o presente momento ndo foram
encontrados trabalhos na literatura do estudo da influéncia do processamento industrial sobre
a composicdo e especiacio do AI’" em infusdes de erva-mate por voltametria.

Além das amostras de diferentes etapas do processo industrial da erva-mate, foram
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analisadas quatro amostras comerciais de erva-mate destinada ao preparo do chimarrdo, duas
amostras de erva-mate destinadas ao preparo do tereré e duas amostras de cha-mate. Os
resultados obtidos com relacdo aos teores de Al-Total e Al-Labil juntamente com a

distribuicdo do Al estdo dispostos na Tabela 11.

Tabela 11. Resultado da distribuicdo de Al em infusdo de erva-mate porVAdsRC utilizando como ligante o
DASA (média + desvio padrdo, n=3).

Amostras* Al-Total Al-Labil Al-Comp Distribuicdo (%)
Meédia RSD Média RSD Al-Labil ~ Al-Complex.

(mgg’) (%) (mgg") (%) (mgg?) (%) (%)

EM.C. 1 6,9+0,4 5,2 2,0+0,1 4,0 4,9+0,3 29,0 71,0

EM.C.2 7,28 £ 0,04 0,6 33+0,1 2,2 4,0+0,1 45,0 55,0

EM.C.3 9,0+0,4 4,2 24+0.2 7,2 6,6 £0,3 26,0 74,0

EM.C. 4 9,5+0,8 7,9 4,4+0,1 2,0 51+£0,7 46,0 54,0

EM.T. 1 0,32 + 0,02 6,3 0,120 + 0,001 0,8 0,20 + 0,02 39,0 61,0

EM.T.2 0,29 + 0,01 3,5 0,100 + 0,003 3,0 0,19+ 0,01 35,0 65,0

CM. 1 3,3+£0,2 4.8 0,90 +£ 0,02 2,2 2,4+0,1 27,0 73,0

CM.2 84+0,5 6,0 1,8+0,1 3,9 6,6 0,4 21,0 79,0

* E.M.C. = Erva-Mate destinada ao consumo de chimarrdo; E.M.T. = Erva-Mate destinada ao consumo de tereré; C.M. =
Cha-Mate

A Tabela 11 mostra que as infusdes de erva-mate de chimarrdo estudadas
apresentaram elevados teores de Al-Total, variando de 6,9 a 9,5 mg g'l. A amostra E.M.C. 1
foi a qual apresentou um menor teor de Al-Total entre as ervas estudadas, 6,90 mg g ,porém
ainda assim elevado. Mas considerando os valores de desvio padrdo a E.M.C. 1 ¢ similar a
E.M.C. 2 em termos de concentragdo de Al-Total. A amostra E.M.C. 4 apresenta o maior teor
de Al-Total, sendo 9,5 mg g”. Essa amostra ¢ considerada pela industria “amarelada”, pois é
uma erva que ¢ processada pela induastria mais de uma vez, devido ao tempo de prateleira
excedido. Com isso acredita-se que E.M.C. 4 sofra contaminagdo por ser submetida ao
processo industrial mais de uma vez. A idade da planta (envelhecida) também pode levar a
perda das suas caracteristicas quimicas. A ordem de concentragdo de Al-Total observado nas
ervas destinadas ao preparo do chimarrdo segue a seguinte ordem crescente: EIM.C. 1 <
EM.C. 2 <EM.C. 3 <E.M.C. 4. As diferencas observadas teores de Al-Total entre as ervas
destinadas ao preparo de chimarrdo ja era esperada. Apesar do preparo da extracdo ser
realizado da mesma maneira para todas as amostras, a forma de extracdo difere pois a
granulometria e a porcentagem de talos e folhas das mesmas sdo diferentes. As infusdes de
erva-mate de tereré apresentaram um teor de Al-Total de 0,32 ¢ 0,29 mg g'l, em EM.T. 1e
E.M.T. 2, respectivamente. As infusdes de cha-mate mostraram diferengas no teor de
aluminio pois sdo amostras com granulometria diferentes, sendo C.M.1 considerada grossa e

apresentando 3,3 mg g'de Al-Total e a C.M.2 considerada fina apresentando 8,4 mg g de
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Al-Total. A Figura 29 A e B representam essas diferengas. Com isso, a amostra considerada
fina, apresenta maior superficie de contato, e obtém uma extracdo mais efetiva, apresentando
um maior teor de Al-Total. As amostras de erva-mate destinadas ao preparo do tereré foram
as que apresentaram o menor teor de Al-Total dentre as amostras estudadas. Esse fato pode
ser explicado devido a infusdo ser preparada com agua fria, ou seja, obt€ém-se uma extragdo

menos efetiva (Furgeri ef al., 2009).

Figura 29. Amostras de chad-mate comercial com granulometria (A) grossa e (B) fina.

Todas as amostras apresentaram teores diferentes de aluminiototal, fato ja esperado
por se tratar de amostras diferentes. Cabe ressaltar, que os produtos comerciais de erva-mate
possuem variagcdes na sua composicao, devido a quantidades diferentes de folhas e ramos.
Além disso, pode ter uma diferenga do tipo de erva-mate utilizada, ou seja, do local e do
periodo de tempo de colheita (Street et al., 2007).

Em estudo realizado anteriormente por Ducat e Quinaia (2004), avaliou-se a
concentracdo de Al em folhas de erva-mate através da extracdo com HCI 0,12 mol/L durante
10 min e os resultados encontrados variam de aproximadamente 1,34 1,87 mg g da Costa et
al. (2009) determinaram a concentragdo de Al em infusdes de erva-mate de chimarrao e cha-
mate preparadas com 5 g de erva em 150 mL de agua, durante 10 minutos em 85°C de
temperatura. Os teores encontrados variam de 0,37 4 0,59 mg g”' de Al na erva-mate ¢ 0,25 a
0,61lmg g' no cha-mate. Em ambos os trabalho citados a erva-mate estudada é de origem
brasileira da regido Paranaense. O aluminio total foi determinado em 13 infusdes de cha
verde, oriundas de varios lugares do mundo. As amostras foram preparadas a partir de 1 g de
planta em 50 mL de agua durante 5 minutos com determinagdo por ICP-OES. As
concentragdes encontradas variaram de 284,0 2 9380,0 mg g™ (Street et al., 2007).

Os resultados obtidos neste trabalho diferem dos resultados apresentados na literatura

devido o modo de preparo da infusdo, tempo de extragdo e as amostras serem diferentes.
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Também deve-se levar em considerag@o a temperatura e o solvente utilizado na extracdo, bem
como a época de colheita, solo, regido da erva-mate, etc.

Vale lembrar, que apenas a concentracdo total do aluminio ndo indica os possiveis
efeitos toxicos do consumo do alimento e a ingestdo do Al, pois nas infusdes, 0 mesmo pode
encontrar-se complexado a ligantes organicos e inorganicos que minimizam sua
biodisponibilidade.

Com isso, a Tabela 11 mostra ainda que as amostras estudadas também mostraram
elevados teores de Al-Labil, chegando de 0,9 a 4,4 mg g'l, excetuando EM.T 1 ¢ 2, que
apresentaram teores inferiores. As amostras de erva-mate de chimarrdo apresentaram
concentragdes de Al-Labil na seguinte ordem crescente: EM.C. | <EM.C. 3 <EM.C. 2 <
E.M.C. 4. Por se tratar de amostras diferentes, a diferenca nas concentragdoes de Al-Labil ja
era esperada. As amostras E.M.T. 1 e 2 apresentaram as menores concentracoes de Al-Labil,
sendo 0,120 e 0,100 mg g'l, respectivamente. Esse fato pode ser explicado devido sua
extracdo ser realizada com agua fria. As concentragdes de Al-Labil nas amostras de cha-mate
foram 0,9 e 1,8mg g'1 para CM. 1 e C.M. 2, respectivamente. Novamente, a C.M. 2
apresentou um maior teor de Al-Labil devido a sua granulometria ser considerada fina e
consequentemente a extracdo ser favorecida. Todos os desvios padrdo relativo (RSD) das
analises realizadas em triplicata estdo abaixo de 8 %, sendo 20% considerado adequado para
analise trago (Wood, 2002).

da Costa et al. (2009) estudaram o fracionamento do aluminio em infusdes preparadas
com trés amostras de erva-mate e trés de cha-mate. O estudo foi realizado através da
separagdo com resina quelante e quantificagdo por espectrometria de absor¢ao atomica. As
infusdes foram preparadas com 5 g de erva em 150 mL de agua ultra-pura durante 10 minutos
em temperatura de 85°C. Os resultados obtidos mostram que nas infusdes de cha mate o
aluminio solavel chegou a 0,05 mg g”. Para as infusdes de erva-mate a concentracio de
aluminio solavel chegou a 0,08 mg g™'. Os resultados obtidos para o Al-Labil neste trabalho
sd0 maiores que os resultados reportados pela literatura. Vale lembrar, que as infusdes foram
preparadas de forma diferente.

A Figura 30 representa a distribuicdo do Al nas amostras de infusdo de erva-mate

estudadas, com os resultados apresentados pela Tabela 11.
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Figura 30. Distribui¢do do aluminio presente nas amostras de infusdo de erva-mate. E.M.C. = Erva-Mate
destinada ao consumo de chimarrdo, E.M.T. = Erva-Mate destinada ao consumo de tereré, C.M. = Cha-Mate.

Com relagao a distribui¢ao do aluminio nas amostras de erva-mate estudadas, observa-
se na Figura 30, que a porcentagem do Al-Complexado variou entre 54 ¢ 74% em relacdo ao
Al total dissolvido nas amostras E.M.C. A porcentagem de aluminio complexado observada
nas amostras de EM.T. 1 e 2 foram de 61 e 65 %, respectivamente. As amostras
C.M.mostram que 73 % do aluminio encontra-se complexado para a amostra 1 e 79% para a
amostra 2.

A similaridade observada entre as diferentes amostras pode estar relacionada com o
teor de compostos organicos naturais que cada uma apresenta. Acredita-se que quanto maior o
teor de compostos organicos, o aluminio esteja menos biodisponivel. Em estudo realizado por
da Costaet al. (2009), a especiacdo do Al em infusdes de erva-mate mostra que a maior parte
também estd complexada a compostos organicos naturais, chegando a 55% na erva-mate de
chimarrdo ¢ 45% no cha-mate, apesar das concentracdes encontradas serem menores com
relagdo a este trabalho.

A especiacao de aluminio apresentada neste trabalho mostra que a distribui¢do ¢
similar com a literatura, considerando-se o fato de que a maior parte do aluminio esta
complexada. Porém a média do aluminio complexado para as amostras de erva-mate de
chimarrdo estudadas neste trabalho foi de 64 % e para o cha-mate 76 %, diferindo dos
resultados apresentados pela literatura.

Avaliando os resultados obtidos, pode-se acreditar que o consumo de infusdes de erva-
mate ndo representa nenhum risco a saude humana, pois o Al encontra-se em formas pouco
biodisponiveis (complexadas a ligantes organicos). Apesar das concentragdes totais de
aluminio serem elevadas para as infusdes de erva-mate de chimarrdo, apenas em média, 37%
do metal apresenta-se biodisponivel e possivelmente tem mais chance de ser absorvido.

Contudo, de acordo com a organizagdo mundial da saude (OMS) a ingestao toleravel
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semanal de aluminio para adultos é de 2 mg Kg de peso corporal (FAO, 2011). Através dos
valores de Al-Labil apresentados na Tabela 11, calculou-se uma estimativa de ingestdo
semanal do aluminio das ervas-mate estudadas simulando o preparo de uma infusdo em uma
cuia de chimarrdo (recipiente utilizado para o preparo do chimarrdo). Os célculos foram

realizados de acordo com a equacdo 7

Estimativa = AlL (mg g™1) X mgy (g9) Equagio 7

onde AIL ¢é a concentracdo de Al-Labil e mg . ¢ a massa de erva-mate utilizada, nesse caso
20g. O resultado da equagdo 5 ¢ multiplicado por 7, pois a ingestdo ¢ semanal, ou seja, 7 dias
e dividido pelo peso corporal de um adulto, neste caso representado por 70 Kg. A Tabela 12

apresenta os resultados obtidos para esse calculo.

Tabela 12. Concentra¢des semanais ingeridas de aluminio 1abil nas infusdes de erva-mate considerando um
adulto de 70 Kg.

Amostras * Ingestio semanal (mg Kg™)

EM.C. 1 4,02
EM.C.2 6,52
EM.C.3 4,72
EM.C. 4 8,84
EM.T. 1 0,24
EM.T. 2 0,20

CM. 1 1,80

CM.2 3,58

* E.M.C. = Erva-mate destinada ao consumo de chimarrdo, E.M.T. = Erva-mate destinada ao consumo de tereré,
C.M. = Cha-Mate

A Tabela 12 mostra os resultados obtidos para a ingestdo semanal de aluminio 1abil
nas ervas-mate estudadas considerando um adulto de 70 Kg. Observa-se que a E.M.C. 4 foi a
qual ultrapassoud vezes as recomendacoes indicadas da OMS. Apesar da E.M.C. 1 apresentar
a menor concentragdo ¢ aluminio dentre as ervas destinadas ao consumo de chimarrdo, ainda
assim o consumo ultrapassa 2 vezes o toleravel. Todas as ervas-mate de chimarrdo estdo com
valores de ingestdo semanal de aluminio acima do aceitavel pela OMS. As ervas destinadas
para o consumo de tereré estdo dentro dos niveis aceitaveis. A amostra C.M. 1 apresenta
concentragdo permitida e a C.M. 2 também esta ultrapassando as recomendag¢des da OMS
(FAO, 2011).

As infusdes de erva-mate destinadas ao preparo do chimarrdo apresentam

concentragdo de aluminio que varia de 3,80 a 9,20 mg L"'na fragdo labil ou biodisponivel.
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De acordo com Flaten (2002) em trabalho de revisdo, a concentracdo de aluminio
eminfusdes de cha, com poucas excecdes, encontra-se na faixa de 1 — 6 mg L. Parainfusdes
de erva-mate destinadas ao preparo do chimarrao, Malavolta eHeinrichs (2001)citados em Da
Costa (2008) determinaram concentracdes de Al que chegam a 3,75 mg L™.

Portanto, os resultados obtidos nesse trabalho sdo semelhantes aos citados na
literatura, com algumas excegdes. Acredita-se que a labilidade do aluminio esteja relacionada
com o teor de compostos organicos presentes na erva-mate, ja que compostos organicos como
fenolicos e flavonoides tem capacidade de complexagdo e quelagdo (Flaten, 2002; da Costa
etal., 2009; Street et al. 2007). Sendo assim, realizou-se um estudo de quantificacdo de
compostos fendlicos e flavondides, juntamente com a avaliacdo da atividade antioxidante e
ainda uma andlise qualitativa dos compostos organicos como as melanoidinas, acidos

clorogénicos e aromaticos presentes nas infusoes.
5.4. Quantificacio de Compostos Fenolicos e Flavonoides

Rossi e Singleton (1965) propuseram o método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteau para a quantificagdo dos compostos fendlicos. Nesse método o ion fenolato ¢é
oxidado em meio alcalino, enquanto o complexo fosfotingstico-fosfomolibdico é reduzido
para umasolucdo azul, que absorve a 760 nm.A Figura 31 A representa a curva analitica
obtida no espectrofotdmetro UV-Vis em comprimento de onda 760 nm para a quantificagdo
dos compostos fenolicos que foi construida de acordo com o item 4.8.2. Do mesmo modo, a
Figura 31 B representa a curva analitica obtida na quantificacdo dos flavonoides de acordo

com o item 4.8.3.
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Figura 31. (A)Curva analitica obtida na quantificagdo dos compostos fendlicos e (B) curva analitica obtida na
quantificacao de flavondides. Ambas para amostras de infusdo de erva-mate.

As infusOes de erva-mate foram analisadas de acordo com os itens 4.8.2. € 4.8.3.
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Apartir dos valores de absorbancia obtidos para as infusdes de erva-mate foram calculadas as
concentragdes dos compostos fendlicos e flavonoidestotais utilizando-se das curvas analiticas.
A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos para a quantificagdo dos compostos fenolicos e

flavonoides para as amostras obtidas nas diferentes etapas do processamento industrial.

Tabela 13. Concentragdes obtidas de compostos fenolicos e flavonoides para as amostras de infusdo de erva-
mate das etapas do processamento industrial.

Amostras* Compostos Fendlicos Flavonoides
Média (mg g”) RSD (%) Média (mg g”) RSD (%)
In natura (PC) 124,46 + 0,04 0,03 3,600 + 0,002 0,42
In natura (NC) 102,0 0,7 0,7 1,450 = 0,004 2,64
Sapeco (PC) 91,9+ 0,3 0,3 1,48 +£0,02 1,35
Sapeco (NC) 94,9+ 4,6 48 1,0+£0,1 5,3
Cancheada (PC) 195,3+2,9 1,5 47+0,1 2,0
Cancheada (NC) 192,8 £ 6,1 3,2 32+0,1 1,6

* PC = Primeira coleta, NC = Nova Coleta

A Tabela 13 mostra que as amostras cancheadas foram as que mostraram as maiores
concentragdes compostos fenolicos chegando a 195,3mg g'. Fato que pode ser explicado
devido sua granulometria que ¢ menor que das demais amostras, podendo obter uma extragdo
mais efetiva (Figura 11). Nao observa-se diferengas significativas nas concentragdes de
compostos fendlicos entre as amostras cancheadas PC e NC. Com relacdo as amostras in
natura e sapeco, observa-se que as amostras da etapa do sapeco apresentaram o menor teor de
compostos fenolicos de 91,9 ¢ 94,9 mg g™, para PC e NC, respectivamente. Possivelmente, os
compostos fenodlicos estdo sendo degradados com o aumento da temperatura exigido nessa
etapa do processamento. As amostras do sapeco também ndo mostraram diferengas
significativas nas concentra¢des entre PC e NC.

A Tabela 13 mostra ainda que somente a amostra in natura apresentou diferenca
significativa entre os teores de compostos fenolicos para PC e NC. A ordem de concentragdo
obtida tanto para as amostras PC quanto para as amostras NC foi: sapeco > cancheada >in
natura. Esse resultado indica que o processo industrial pode estar degradando os compostos
fenodlicos presentes na erva-mate.

Os teores quantificados de flavonoides nas amostras de infusdo de erva-mate também
estdo apresentados na Tabela 13. Nota-se que as amostras coletas primeiramente sao
significativamente diferentes das amostras da nova coleta. Esse resultado pode indicar que o
solo, regido, clima e periodo no qual as amostras foram coletadas influenciam nos teores
desse composto. Novamente a amostra cancheada foi a qual apresentou as maiores

concentragdes de flavonoides. Na Figura 11 pode-se observar que a granulometria dessa
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amostra ¢ mais fina do que das amostras in natura e sapeco. Com isso a extracdo pode ser
mais efetiva.

A Figura 32 apresenta um grafico dos resultados dos teores de compostos fenolicos e
flavonoides para as amostras obtidas nas diferentes etapas do processamento industrial de

acordo com a Tabela 13.
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Figura 32. Teor de fenolicos totais e flavonoides quantificados nas infusdes de erva-mate obtidas nas diferentes
etapas do processamento industrial.

Através da Figura 32, verifica-se que as infusdes de erva-mate estudadas sdo mais
ricas em compostos fenolicos totais do que em flavonoides. Esse fato ja era esperado, visto
que os flavonoides sdo um grupo pertencente aos compostos fendlicos. As amostras NC
apresentaram um menor teor de flavonoides com relagdo as amostras PC. Isso se deve ao fato
de que a producdo de flavonoides nas plantas pode ser afetada devido a época de colheita ¢
idade da planta, pois em tecidos mais novos ha uma maior concentrag¢ao de flavonoides e uma
maior acumulacdo dos mesmos em tecidos superficiais, que age no sentido de proteger os
tecidos internos da planta da radiagao UV-B (Gobbo-Neto& Lopes, 2007).

O mesmo estudo de quantificagdo de fenodlicos totais e flavonoides foi aplicado nas
amostras comerciais de erva-mate de chimarrdo, tereré e cha-mate. Os resultados obtidos

encontram-se dispostos na Tabela 14 e Figura 33.
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Tabela 14. Concentracdes obtidas de compostos fenolicos e flavonoides para as amostras de infusdo de erva-
mate comercial.

Amostras* Compostos Fendlicos Flavonoides
Média (mg g”) RSD (%) Média (mg g”) RSD (%)

EM.C. 1 223,4+38,2 3,7 44+0,1 2,2
EM.C.2 231,1 £8,3 3,6 4,1+£0,1 2,2
EM.C.3 247,6 +1,3 0,5 4,6 +£0,1 3,0
EM.C. 4 199,9 +6,7 3,4 4,0+0,1 1,5
EM.T. 1 64,1+0,5 0,8 0,96 + 0,02 1,80
EM.T. 2 52,8+0,4 0,8 1,2+0,1 4,2

CM. 1 102,1+1,0 1,0 3,03+0,01 0,19

CM.2 149,4 +3.9 2,6 4,7+0,1 2,0

* E.M.C. = Erva-Mate destinada ao consumo do chimarrdo; E.M.T. = Erva-Mate destinada ao consumo de
tereré; C.M. = Cha-Mate
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Figura 33. Grafico representativo da concentragdo dos compostos fenolicos totais em (A) e flavonoides em (B)
nas infusdes de erva-mate comerciais. E.M.C. = Erva-Mate destinada ao consumo de chimarrdo; E.M.T. = Erva-
Mate destinada ao consumo de tereré; C.M. = Cha-Mate.

Através da Figura 33 pode-se observar que em todas as infusdes de erva-mate a
concentragdo de compostos fendlicos foi superior que a concentracdo de flavonoides. Esse
fato ja era esperado devido os flavonoides pertencerem ao grupo dos compostos fendlicos.
Observa-se também que as infusdes de erva-mate destinadas ao consumo do chimarrao
obtiveram maiores concentragdes tanto de fenolicos quanto de flavonoides, com relacdo a
amostra de erva-mate destinadas ao consumo de tereré. A amostra EM.C. 4 foi a que
apresentou o menor teor de fendlicos entre as ervas de chimarrdo. A E.M.C.4 ¢ uma erva que
passa mais de uma vez por todo o processo industrial, com isso, acredita-se que ocorra
degradagdo dos compostos fendlicos devido ao processo de queima e também devido ao
tempo ou idade da erva, que pode acarretar nas perdas de suas caracteristicas. As duas
infusdes com erva-mate destinadas ao consumo de tereré foram as que apresentaram um
menor teor de fendlicos e flavonoides, pois seu preparo ¢ realizado com agua fria (Furgeri et

al., 2009). As amostras C.M. 1 e C.M. 2 apresentam diferenga em suas concentragdes pois a
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granulometria das mesmas ¢ diferente, sendo uma considerada grossa e a outra fina,
respectivamente (veja Figura 29). As amostras C.M. apresentaram um teor menor de
compostos fenolicos em relagdo as amostras E.M.C., pois estas sdo amostras torradasno
processo industrial, as quais sofrem um processo de queima a mais que a E.M.C., e com isso
acredita-se que ocorra degradagdo dos fenolicos.

da Costa (2008) estudou o teor de polifenois totais em infusdes de erva-mate e cha-
mate preparadas a partir de 5,0 g da planta em 150 mL de agua fervente durante 10 minutos.
As concentragdes encontradas para infusdes de erva-mate de chimarrdo variaram de 42,0 a
46,7 mg g e as infusdes de cha-mate variaram de 14,0 a4 30,3 mg g'. As amostras estudadas
por da Costa sdo da regido Paranaense. Em outro estudo, as concentragdes de compostos
fenolicos encontrados em infusdes de erva-mate para chimarrdo e cha-mate preparadas com
agua fervente durante 5 minutos, também da regido Paranaense, foram de 94,2 ¢ 59,2 mg g'l,
respectivamente (Bastos et al., 2006). Valores de concentragdes de polifenoistotais variaram
de 77,6 a 81,2 mg g, e de 103,4mg g, para infusdes de cha-mate e¢ deerva-mate de
chimarrdo, respectivamente, obtidos por Bravoet al. (2007). As amostras foram previamente
filtradas e preparadasutilizando agua em ebulicdo (150 mL) por 5 min. Em tais trabalhos
citados, foi empregado o método de quantificacdo de Folin-Ciocalteau por espectrofotometria.

Comparando os resultados obtidos neste trabalho com os estudos citados, nota-se uma
diferenga significativa entre os mesmos. As concentragdes de compostos fendlicos obtidas
neste estudo sdo maiores considerando um tempo de extracdo de 10 minutos. No que diz
respeito as infusdes de erva-mate de tereré, ndo se encontram dados na literatura até o

momento.

5.5. Avaliac¢ao da atividade antioxidante das infusdes preparadas com erva-mate

As substancias antirradicalares presentes nas amostras de erva-mate reagem com o
radical livre DPPH,convertendo-o nol,1-difenil-2-picril-hidrazina, através da transferéncia de
um atomo de hidrogénio. Essa reacdo émonitorada pela mudanga de coloragdao, mudando do
violeta para o amarelo (Bondet, Brand-Williams & Berset, 1997). A Figura 34 mostra uma
foto referente a essa mudanga de cor provocada na reagdo do radical livre DPPH com as

substancias antirradicalares presentes nas infusdes de erva-mate.
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Figura 34. Foto representativa da mudanga de coloragdo provocada pela reacdo das substancias antirradicalares
presentes nas infusoes de erva mate com o radical livre DPPH.

Portanto, quanto maior o indice de substancias antirradicalares presentes nas infusdes
de erva-mate, maior sera sua atividade antioxidante e consequentemente a porcentagem de
inibi¢do frente ao radical livie DPPH também sera elevada.

As analises foram realizadas de acordo com o item 4.8.4. Os resultados obtidos para a
avaliag@o da atividade antioxidante das infusdes de erva-mate obtidas nas diferentes etapas do
processamento industrial estdo dispostos na Tabela 15. Bem como os resultados obtidos para

as amostras comerciais de erva-mate estio dispostos na Tabela 16.

Tabela 15. Avaliagdo da atividade antioxidante das infusdes de erva-mate obtidas nas diferentes etapas do
processo industrial.

Amostras* Atividade Antioxidante
(%) RSD (%)

In natura (PC) 37,9+23 6,2
In natura (NC) 27,4+ 1,2 4,5
Sapeco (PC) 553+1,9 3,6
Sapeco (NC) 92,5+0,3 0,3
Cancheada (PC) 93,64 +£0,03 0,03
Cancheada (NC) 93,53+ 0,03 0,03

* PC = Primeira Coleta; NC = Nova Coleta
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Tabela 16. Avaliac¢do da atividade antioxidante das amostras de infusdo de erva-mate comerciais.

Amostras Atividade Antioxidante
% RSD (%)

EM.C. 1 92,9+0,2 0,2
EM.C.2 92,7+0,2 0,2
EM.C.3 91,8+£0,6 0,6
EM.C. 4 92,4+0,1 0,1
EM.T. 1 444+20 4,5
EM.T. 2 446+ 1,6 3,6

CM. 1 81,1 1,2 1,5

CM.2 91,4+0,2 0,2

* E.M.C. = Erva-Mate destinada ao consumo de chimarrdo; E.M.T. = Erva-Mate destinada ao consumo de
tereré; C.M.= Cha-Mate.

Os resultados apresentados nas Tabelas 15 e 16 permitiram a construcao de graficos. A
Figura 35 A representa um grafico da avaliagdo da atividade antioxidante das infusdes de
erva-mate obtidas nas diferentes etapas do processo industrial. Bem como a Figura 35 B

representa a avaliacdo da atividade antioxidante das infusdes de erva-mate comercial.
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Figura 35. Avaliacdo da atividade antioxidante das infusdes de erva-mate do processamento industrial em (A) e
comerciais em (B). PC = primeira coleta; NC = nova coleta. E.M.C. = Erva-Mate destinada ao consumo do
Chimarrao; E.M.T. = Erva-Mate destinada ao consumo do Tereré; C.M. = Cha-Mate.

Nota-se na Figura 35 A que a inibicdo foi elevada e variou de 55 a 94 % para as
infusdes preparadas com as amostras de erva-mate obtidas em diferentes etapas do processo
industrial, excetuando as amostras in natura. Além disso, observa-se que as duas primeiras
etapas do processo industrial (in natura e sapeco) apresentaram baixo potencial antioxidante
se comparado com as amostras cancheadas, excetuando a amostra do sapeco (NC) que obteve
inibi¢do similar. Vale lembrar, que a granulometria das mesmas ¢ diferente.

Na Figura 35 B observa-se que o potencial antioxidante das amostras comerciais de

erva-mate de chimarrdo e cha-mate foram similares e bastante elevado, passando de 90% de
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inibicao. Para as amostras de erva-mate de tereré a inibi¢ao com o radical livre DPPH mesmo
sendo inferior que das amostras de cha e chimarrdo, chegou a 50%, lembrando que sua
extragdo pode ser menos efetiva devido o preparo da infusdo ser realizado com agua fria. Com
isso, pode-se avaliar que todas as amostras de erva-mate destinadas ao consumo através do
chimarrdo, tereré e cha, possuem alta capacidade antioxidante, agindo possivelmente no
combate de radicais livres presentes no organismo humano, promovendo o combate ao
cancer, envelhecimento, etc.

A atividade antioxidante pode estar relacionada com o teor de alguns compostos

organicos como fendlicos, flavonoides e acidos clorogénicos.

5.6. Avaliacao Qualitativa da Presenca dos Compostos Organicos Melanoidinas,

Acidos Clorogénicos e Aromaticos nas Infusdes de Erva-Mate

Os resultados das medidas espectrofotométricas molecular na regido visivel das
infusdes de erva-mate obtidas nas diferentes etapas do processo industrial nos comprimentos
de onda 280 nm, referente aos compostos aromaticos em geral, 325 nm referente aos acidos
clorogénicos ¢ 480 nm referente as melanoidinas, que se originam pela reacdo de Maillard,
estdo dispostos na Tabela 17.

A quantificagdo das melanoidinas, acidos clorogénicos e aromaticos nao foi realizada
nesse trabalho, pois o intuito era apenas conhecer se tais compostos estavam presentes nas
infusdes de erva-mate. De acordo com os valores de absorbancia obtidos nos testes pode-se
estimar a presenca dos mesmos, em altas ou baixas concentracoes.

O teste estatistico de Tukey ¢ utilizado com frequéncia para a analise das médias dos

resultados. Esse mesmo teste foi aplicado para a avaliagdo dos resultados obtidos.

Tabela 17. Medidas espectofotométricas para as infusdes de erva-mate das diferentes etapas do processo
industrial (Média + desvio padrao, n=3).

Amostras Absorbancia
280 nm 325 nm 480 nm

In natura (PC) 0,483 + 0,001° 0,565 + 0,001° 0,037 +0,001°
In natura (NC) 0,1001 + 0,0001 ° 0,1080 = 0,0004 ° 0,0216 + 0,0001 °
Sapeco (PC) 0,2962 + 0,0003 © 0,3325 + 0,0004 0,0309 £ 0,0002 ©
Sapeco (NC) 0,4258 + 0,0004 ¢ 0,4849 + 0,0004 ¢ 0,0329 + 0,0004 ©
Cancheada (PC) 0,683 + 0,001° 0,824 + 0,003 © 0,1133 +0,0004 ¢
Cancheada (NC) 0,532 + 0,003 0,624 + 0,002 0,0852 + 0,0001 °

PC = Primeira Coleta; NC = Nova Coleta. Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Nota-se através da Tabela 17 que as absorbancias determinadas para os compostos
aromaticos, acidos clorogénicos ¢ melanoidinas nas amostras obtidas nas diferentes etapas do
processamento industrial se mostraram significativamente diferentes num nivel de 95% de
confianga. Apenas as amostras do sapeco (PC e NC) apresentaram resultados que nao tem
diferenga significativa para as melanoidinas (480 nm). As duas amostras cancheadas (PC ¢
NC) apresentaram absorbancias maiores em relagdo ao restante das amostras do
processamento em todos os comprimentos de onda. Isso pode ser explicado devido ao fato da
amostra cancheada obter uma extragdo mais eficiente, pois sua superficie de contato com a
solucdo extratora (4gua) ¢ maior (veja Figura 11).

Observa-se ainda pela Tabela 17, que as absorbancias no comprimento de onda 325
nm para todas as amostras sdo superiores em relagdo aos comprimentos de onda 280 e 480
nm, ou seja, pode-se considerar que as infusdes de erva-mate sdo ricas em acidos
clorogénicos. Os compostos aromaticos (280 nm) apresentaram absorbancia inferior aos
acidos clorogénicos (325 nm) possivelmente devido sua degradagdo nas etapas de queima da
erva-mate durante o processo industrial. Ja esperava-se que as melanoidinas (480 nm)
apresentassem uma absorbancia inferior com relacdo aos acidos clorogénicos (325 nm) e
aromaticos (280 nm). A formacdo das melanoidinas ¢ evidenciada através do processo de
torrefacdo da erva-mate pela industria para a produ¢do do cha-mate. As amostras estudadas
obtidas nas diferentes etapas do processo industrial, ainda ndo passaram por esse processo.

Do mesmo modo, as analises espectrofotométricas foram realizadas para as infusdes
de erva-mate comerciais de chimarrdo, tereré e cha-mate. Os resultados estdo dispostos na

Tabela 18.

Tabela 18. Medidas espectrofotométricas para as infusdes de erva-mate destinadas ao preparo do chimarrao,
tereré e cha-mate (Média = desvio padrdo, n=3).

Amostras * Absorbancia
280 nm 325 nm 420 nm

EM.C. 1 0,637 + 0,003 0,774 + 0,003 ° 0,189 + 0,001°
EM.C.2 0,587 + 0,001° 0,705 + 0,002 ° 0,1875 + 0,0002 *
EM.C. 3 0,6089 + 0,0002 © 0,729 £ 0,001 0,2663 + 0,0002 °
EM.C. 4 0,617+ 0,001° 0,745 £ 0,002 ¢ 0,1580 + 0,0004 *
EM.T. 1 0,173 +0,001¢ 0,2073 + 0,0004 © 0,0312 + 0,0001 °
E.M.T.2 0,176 +0,001¢ 0,210 + 0,001 0,047 £ 0,001°

CM. 1 0,3127 +0,0001 ° 0,308 + 0,001 0,248 + 0,004 °

CM.2 0,410 + 0,001" 0,414 + 0,001 & 0,4150 + 0,0003 ¢

* E.M.C. = Erva-Mate Chimarrdo; E.M.T. = Erva-Mate Tereré; C.M. = Cha-Mate. Médias seguidas por letras diferentes
na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P<0,05).

Através da Tabela 18 nota-se que as leituras realizadas no comprimento de onda 280
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nm, nao mostraram diferenga significativa para as amostras de erva-mate de tereré e as ervas-
mate de chimarrao 3 e 4. Vale lembrar, que as diferengas nas absorbancias nesse comprimento
de onda para um mesmo tipo de infusdo (erva-mate de chimarrdo e cha-mate) podem estar
relacionadas com a diferenga na composi¢ao quimica de cada erva, levando em consideracdo
a porcentagem de talos presentes, a granulometria (grossa ou fina), etc. As medidas nesse
comprimento de onda s3o uteis para avaliar a quantidade total de compostos aromaticos
soltiveis presentes nas infusdes de erva-mate. Pode-se observar também que as infusdes de
erva-mate de chimarrdo apresentaram maior absorbancia em 280 nm em relacdo ao tereré e
cha-mate. Esse resultado indica um maior carater aromatico nas infusdes de chimarrdo.
Provavelmente devido a degradagdo ou transformacao dos compostos aromaticos ocorridas no
processo de torrefacdo, o cha-mate apresenta absorbancia inferior. A erva-mate de tereré
apresentou absorbancia inferior devido sua infusdo ser preparada com agua fria.

da Costa (2008) observou que a erva-mate de chimarrdo apresenta maior absorbancia
em 280 nm em relagdo ao cha-mate. De acordo com Bekedam er al. (2006) citado em da
Costa (2008), compostos polifendlicos e portanto aromaticos sdo degradados ou
transformados quando submetidos ao processo de tostagem. Portanto, os resultados obtidos
nesse trabalho para a analise qualitativa dos compostos aromaticos em erva-mate de
chimarrdo estdo em concordancia com a literatura.

As leituras realizadas no comprimento de onda 325 nm, referente aos acidos
clorogénicos, mostraram diferenca significativa para todas as amostras de erva-mate
estudadas, excetuando as ervas de tereré. Essa mesma erva foi a qual apresentou menor valor
de absorbancia, devido o preparo da sua infusdo ser realizado com agua fria. As ervas-mate de
chimarrdo apesar de se mostrarem significativamente diferentes, obtiveram maiores valores de
absorbancia em 325 nm se comparado com o cha-mate e tereré. Novamente, esse resultado se
explica devido ao processo de torrefacdo em que o cha-mate ¢ submetido, podendo assim,
degradar os acidos clorogénicos. da Costa (2008) observou que a erva-mate de chimarrdo
apresenta valores de absorbancia superiores em comprimento de onda 325 nm se comparado
com o cha-mate. Portanto, os resultados obtidos nesse trabalho para a analise qualitativa dos
acidos clorogénicos em infusdes de erva-mate estdo em concordancia com a literatura.

Com relagdo aos resultados obtidos nas analises qualitativas das infusdes de erva-mate
comercial em 480 nm, nota-se na Tabela 10 que as amostras de erva-mate para chimarrdo
(E.M.C.) ndo sdo significativamente diferentes, excetuando a E.M.C. 3. As ervas-mate de
tereré ndo apresentaram diferenca significativa e ainda obtiveram a menor absorbancia.

Contrariamente aos resultados obtidos nos comprimentos de onda 280 e 325 nm, nos quais o
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cha-mate apresenta menor absorbancia com relagdo a erva-mate de chimarrdo, em 420 nm o
cha-mate apresenta absorbancia superior. Isso ¢ explicado pelo fato de que as melanoidinas
sdo formadas pela reagdo de Maillard no processo de torrefacdo ao qual o cha-mate é
submetido. E ainda, compostos fendlicos e portanto aromaticos juntamente com acidos
clorogénicos tem suas concentragdes diminuidas em fungdo do aumento de temperatura ou

torra (Santos et al., 2007).

5.7. Relacdo Entre a Labilidade do Aluminio com Compostos Organicos em

Infusoes de Erva-Mate

Os resultados apresentados até agora, podem explicar a especiacdo do aluminio em
infusdes preparadas com erva-mate. Para uma amostra com alta concentragdo de Al-Labil,
espera-se obter uma menor concentracdo dos compostos organicos, como os fendlicos, por
exemplo, devido a uma possivel complexagdo entre 0s mesmos.

Para avaliar essas relagdes, entre os teores de Al-Labil determinados com os
compostos organicos (fenodlicos, flavonodides, acidos clorogénicos, aromaticos e melanoidinas)
ferramentas estatisticas foram empregadas, tal como uma analise de correlacdo linear. A
analise foi aplicada no nivel de 95% de confianca, através do software MINITAB 14. Os
resultados encontrados encontram-se na Tabela 19.

Esse teste foi aplicado apenas para as amostras comerciais de erva-mate, pois estas sdo
destinadas ao consumo e ainda para as amostras que sofreram o mesmo tipo de extracdo,
portanto as amostras de erva-mate de tereré nao foram utilizadas. Lembrando que o interesse ¢
saber se o aluminio estd complexado aos compostos organicos naturais da erva-mate. Para
isso, o teor de Al-Labil deve ser inversamente proporcional ao teor de organicos, ou seja,
quanto maior o teor de Al-Labil dissolvido espera-se um menor teor de compostos organicos e

vice-versa. Para isso a analise de correlacdo realizada deve apresentar um R negativo.

Tabela 19. Avaliacdo da correlacdo entre o Al-Labil com os compostos organicos.

Correlacio p R
Al-Labil versus Fenolicos 0,015 0,563
Al-Labil versus Flavonoides 0,349 0,235
Al-Labil versus Aromaticos 0,001 0,696
Al-Labil versus Acidos Clorogénicos 0,001 0,700
Al-Labil versus Melanoidinas 0,030 -0,512

p<0,05 = correlag@o significativa, R<0 = correlacdo linear negativa, R>0 = correlagao linear positiva.

A analise da Tabela 19 mostra que todas as correlagdes se mostraram significativas em
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um nivel de 95% de confianca, excetuando Al-labil versus Flavonoides. Isso pode ser
comprovado através do valor de p que é maior que 0,05. De acordo com os resultados obtidos
no teste-t, observa-se uma correlagdo linear positiva para todas as variaveis. Esse resultado
indica que o aumento do teor de Al-Labil aumenta com o teor de fendlicos, flavoinoides,
aromaticos ou acidos clorogénicos. Apenas o Al-Labil versus melanoidinas apresentou
correlacdo linear negativa. Portanto, acredita-se que o aluminio apresenta tendéncia a se
complexar com as melanoidinas. Uma melhor correlagdo (R) poderia ser observada se a
variabilidade entre as amostras também fosse estudada e ainda se um maior nimero de
amostras fosse analisado.

A formacdo de complexos do aluminio com as melanoidinas pode ser explicada com o
auxilio da teoria de acidos e bases de Pearson, que considera o aluminio um acido duro com
afinidade para formar complexos estaveis com bases duras, as quais devem possuir
grupamentos hidroxilas e carboxilicos ionizaveis e ndo ionizaveis (da Costa, 2008; Flaten,
2002). Segundo Painter (1998) citado em da Costa (2008), ions metalicos trivalentes como o
AP’ formam ligagdes mais fortes com as melanoidinas do que os fons metalicos divalentes ou
monovalentes.

Porém esse resultado ndo indica que o Al ndo complexe com os outros compostos
organicos naturais da planta, pois os compostos fendlicos e flavondides, bem como os acidos
clorogénicos apresentam sitios favoraveis a complexacdo em sua estrutura (Alberti et al.,
2003; da Costa, 2008; da Costa et al., 2009; Street et al., 2007).

A Figura 36 mostra um grafico referente a uma correlagdo entre o Al-Labil e os
flavonoides das amostras comerciais de erva-mate de chimarrdo. Foram escolhidos os
flavonoides para esse estudo devido a evidéncias citadas na literatura (Alberti et al., 2003; da

Costa, 2008; da Costa et al., 2009; Street et al., 2007).
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Figura 36. Avaliacdo entre a porcentagem de aluminio 1abil com flavonoides nas infusdes de erva-mate de
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chimarrio.

Nota-se através da Figura 36, que a labilidade do aluminio ¢ diminuida quando se
aumenta a concentragdo de flavonoides. Bem como quando a porcentagem de aluminio labil é
aumentada, um menor teor de flavonoides é observado. Dessa forma, é possivel sugerir que
provavelmente o aluminio esteja se complexando a esse composto organico.

Considerando que os compostos fendlicos juntamente com os flavonoides possuem
sitios de complexacdo de metais através de suas hidroxilas, pode-se considerar que tal
sugestdo seja valida (Alberti et al., 2003; da Costa et al., 2009; Street et al., 2007).

Portanto, a ingestdo de infusdes de erva-mate da regido de Guarapuava-PR ndo
apresentam valores de aluminio mais alarmantes devido ao processo de complexacdo do
mesmo com alguns compostos organicos naturais da planta.

Neste sentido, acredita-se que a melhor maneira de se consumir a erva-mate ¢ através
das infusdes frias conhecidas como tereré, pois apresenta baixa biodisponibilidade do
aluminio. As infusdes de cha-mate podem ser uma alternativa para o consumo de erva-mate

através de infusdo quente.
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6. CONCLUSOES

O desenvolvimento do protocolo analitico voltado a analise de especiagdo de aluminio
por voltametria adsortiva de redissolugdo catddica e pulso diferencial empregando vermelho
de alizarina S (DASA) como agente complexante, mostrou-se promissor para a analise em
concentragoes traco de aluminio.

Os pardmetros voltamétricos foram otimizados, o que permitiu a obtencao de elevada
sensibilidade do método. A validagdo do método proposto mostrou que o protocolo analitico
pode ser aplicado em amostras de infusdo de erva-mate com adequada precisdo e exatiddo.
Além disso, algumas vantagens podem ser relatadas tais como o baixo custo das analises, e
rapidez, além da auséncia de procedimentos de pré-tratamento da amostra.

As amostras de erva-mate mostraram que a biodisponibilidade do aluminio ultrapassa
as recomendacdes semanais de consumo de acordo com a OMS. Excetuando a erva-mate de
terer€.

Pode-se dizer que a erva-mate possui concentragdes elevadas de compostos fenolicos e
flavonoides. A erva-mate também apresenta potente inibicao contra radicais livres através da
atividade antioxidante.

Sugere-se que o aluminio presente nas infusdes de erva-mate esteja complexado com
as melanoidinas, bem como aos compostos fendlicos e flavonoides. Com isso, a toxicidade do

mesmo pode ser reduzida.
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