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EVALUATION OF ALUMINUM LABILITY IN YERBA MATE INFUSIONS BY ADSORPTIVE CATHODIC STRIPPING
VOLTAMMETRY. Infusions of yerba mate obtained at different stages of industrialization were evaluated to determine the

bioavailable fraction of Al. Adsorptive Cathodic Stripping Voltammetry using DASA (complexing agent) was applied to determine
the labile fraction of Al at pH 5.0 and pH 8.0 for the total fraction of dissolved Al. The results indicate that on average 60% of Al
is complexed with organic compounds, minimizing their bioavailability; however, the labile fraction exceeds by up to 4 times the
maximum weekly intake recommended by the World Health Organization.
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INTRODUCAO

A erva-mate € um produto de origem natural conhecida cien-
tificamente como Ilex paraguariensis St. Hil., cultivada em paises
sul-americanos.'* A erva-mate apds processamento industrial é
consumida como bebida sob a forma de infusdo quente (chimarrao ou
chd-mate) e infusdo fria (tereré).!*>¢ A composi¢do quimica da erva-
-mate € bastante complexa e apresenta uma variedade de compostos
organicos e inorganicos. Considerando-se os inlimeros componentes
bioativos presentes na erva-mate, como os compostos fendlicos e fla-
vonoides, efeitos benéficos a saide humana podem ser atribuidos ao
seu consumo por apresentarem agao anticancerigena, antiflamatoria,
antiviral e diurética.">® A erva-mate também pode agir no combate
a radicais livres por meio da atividade antioxidante proveniente de
alguns compostos orgénicos presentes na planta.>$!!' Também pode
ser considerada uma fonte de minerais como Fe, Ca, K e Zn que
dependendo da sua forma e concentragdo podem ser essenciais ao
organismo humano.'>"® Porém, a erva-mate pode apresentar teores
mais elevados de espécies metdlicas. Por exemplo, para Al os teores
podem variar nas folhas de 254 a 616 mg kg™!, considerando o total,
enquanto que em infusdes da bebida os valores de Al solivel variam
de 0,5 a 3,75 mg L1121

O Al é um elemento que néo apresenta fungdo biol6gica conhecida
e pode estar relacionado com doengas neurotéxicas e comporta-
mentais como as doencas de Alzheimer, Parkinson e, ainda, encefa-
lopatia de didlise.'*'” Ainda ndo sdo conhecidos e estabelecidos os
mecanismos envolvidos na toxicidade do Al." Assim, estudos sobre
o conhecimento da composi¢do da erva-mate e suas infusdes ainda
s@o necessarios do ponto de vista nutricional e toxicolégico. Nos dias
atuais € conhecido que a determinag@o da concentracdo total de um
dado elemento néo fornece dados para a estimativa da disponibilidade
bioldgica e, consequentemente, dados sobre a toxicidade do mesmo.
Estudos que permitem essa estimativa devem ser baseados no estudo
da especiagdo do elemento, ou seja, da determinagdo das formas e
espécies quimicas presentes em uma dada matriz de interesse.?*

No que diz respeito a erva-mate e suas infusdes, o Al pode estar
presente em formas poliméricas e monomeéricas, especialmente na
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forma de {fons hidratados livres (Al*), complexados a compostos
organicos e inorganicos naturais."'®* Nem todas as espécies de Al
apresentam a mesma disponibilidade bioldgica. As espécies de maior
labilidade e toxicidade sdo as formas monoméricas, tanto os ions
hidratados livres, quanto os complexos cineticamente reversiveis,
normalmente o Al complexado por ligantes inorginicos. Entre as
formas poliméricas do Al, o AlO,Al,,(OH),,(H,0),,”* parece ser
a dnica forma téxica.'®!® Os compostos organicos da erva-mate,
principalmente os compostos fendlicos que incluem os flavonoides
possuem sitios disponiveis para a complexacdo do Al, reduzindo sua
toxicidade."'®!® Os procedimentos mais utilizados para a especia¢do
de elementos metdlicos sdo baseados em métodos espectrométricos e
eletroanaliticos.”'**?” A voltametria € uma técnica cldssica na andlise
de especiagdo, pois apresenta elevada sensibilidade, seletividade,
baixo custo e ainda possibilita avaliar a interagdo entre os ligantes de
uma amostra com os fons metélicos.?'?22° A determinagéo do Al por
voltametria empregando eletrodo de gota pendente de mercurio como
eletrodo de trabalho € dificultada devido a interferéncias causadas pe-
los fons H* e fons dos metais alcalinos e alcalinos terrosos.?>' Assim,
a sua determinag¢do pode ser realizada por meio da formacdo de um
complexo entre 0 Al e um quelante de caracteristica eletroativa como
o violeta de solocromo RS, 8-hidroquinolina, cupferron e o vermelho
de alizarina S ou DASA (do inglés - 1,2- Dihydroxyanthraquinone-3-
Sulfonic Acid), empregando Voltametria Adsortiva de Redissolucio
Cat6dica. 2303 Assim, o complexo eletroativo € adsorvido no eletro-
do de trabalho durante uma etapa de pré-concentragdo e realiza-se o
processo de redissolu¢ao do complexo adsorvido com a varredura do
potencial no sentido catédico. Nesta etapa, o complexo, o metal ou o
ligante sdo reduzidos. A determinagdo de Al por meio da voltametria
adsortiva de redissolucio aliada ao uso de um agente complexamente
ja foi descrita na literatura.?***¥ Contudo, estudos envolvendo a
especiacdo de Al por voltametria com eletrodo de mercirio ainda
sdo escassos. van den Berg ef al.,”® propuseram o uso do agente de
complexacdo DASA na especiacdo de Al em amostras ambientais e
Wang et al.,* estudaram a especiagdo do Al em amostras de dguas
naturais por voltametria usando violeta de solocromo RS como
agente complexante. Nestes dois trabalhos citados, os procedimentos
para especiacdo de Al se basearam na diferenca de afinidade entre
os agentes complexantes e as diferentes formas do Al em diferentes
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pH. Quando areacdo de complexacio ocorre em meio dcido (pH 4,0-
5,0), o ligante apresenta capacidade de complexar apenas as formas
monoméricas ldbeis de Al. Em condicdes alcalinas (pH 8,0-9,0), a
formacdo dos complexos € favorecida (cineticamente e termodina-
micamente) devido a uma competicio entre a matéria orginica e os
ligantes pelo Al, o Al total dissolvido € complexado pelo DASA ou
violeta de solocromo.*?*

Nesse contexto, a proposta desse trabalho foi otimizar e validar
um protocolo analitico voltado a especiacdo do Al em amostras
alimentares, especialmente em infusdes preparadas com erva-mate
utilizando a voltametria adsortiva de redissolugao catédica (VAdsRC)
empregando o DASA como agente complexante. Além disso, a la-
bilidade do Al foi avaliada em amostras de erva-mate provenientes
das diferentes etapas do processo industrial e também de infusdes
preparadas com erva-mate comercial.

PARTE EXPERIMENTAL
Equipamentos e reagentes

O analisador voltamétrico utilizado foi o 757 VA Metrohm
controlado por microcomputador e software 757 VA Computrace.
A célula eletroquimica foi composta pelo eletrodo prata-cloreto
de prata (Ag/AgCl, preenchido com 3,0 mol L' de KCI) como
referéncia, eletrodo de platina como auxiliar e o eletrodo de gota
pendente de merctrio como eletrodo de trabalho. Para o ajuste de
pH foi empregado um potencidometro digital (Hamman, pH 21) e
um eletrodo de vidro combinado. As medidas espectrofotométricas
foram realizadas em um espectrofotometro de absor¢do molecular
(Varian Cary 50 Bio) com cubeta de quartzo com caminho 6ptico
de 1,0 cm. As determinagdes de Al total (Al;) foram realizadas em
espectrometro de absor¢do atdmica com chama (FAAS) — Varian,
modelo AA 220, equipado com lampada de cdtodo oco da marca
Varian e ldmpada de deutério como corretor de fundo. Para efetuar
as andlises, utilizou-se a técnica da curva de calibrag@o com solug@o
padrao de 1000 mg L.

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Todas
as solucdes aquosas foram preparadas com dgua ultrapura (TKA-
GenPure — Thermo Scientific). As solucdes dos fons de Al e Ca
foram preparadas por meio da dilui¢do de solucdes padrio de 1000
mg L (Biotec, Brasil). Solugdes de cloreto de amonio e de bromato
de potissio (Carlo Erba) foram utilizadas como eletrdlito de suporte
nos ensaios voltamétricos. Utilizou-se o agente complexante vermelho
de alizarina S - DASA (Reagen) e solucdes diluidas de hidréxido
de sédio e de 4cido cloridrico (Biotec) para ajustes de pH. Para as
medidas espectrofotométricas utilizou-se uma solugdo metandlica de
1 g L' de 4cido gélico (Vetec, 99%), uma soluc@o tamp@o saturada
com 1,89 mol L' de carbonato de sédio e 0,0425 mol L' de tartarato
de sédio em pH alcalino, o reagente Folin-Ciocalteu (Biotec, 2N),
solucdo metanodlica de quercetina 0,01% m/v (Sigma, 98%) e uma
solucdo metandlica de cloreto de aluminio 5% m/v.

Amostras de erva-mate

Amostras de erva-mate comercial (chimarrao, tereré, cha-mate)
e amostras obtidas em diferentes etapas de processamento industrial,
tais como in natura, sapeco e cancheamento foram coletadas em
uma inddstria ervateira na cidade de Guarapuava-PR (Brasil). As
amostras de erva mate in natura foram adquiridas no mesmo dia do
corte das plantas.

Amostras de um processo tipico de beneficiamento da erva-mate
foram coletadas nas etapas de sapeco (aquecimento de 500 °C, 10 a
180 s); secagem (100 °C, 1 a 24 h) e cancheamento (trituramento).

Quim. Nova

Ap6s o cancheamento realiza-se o ajuste da granulometria e 0 em-
pacotamento. Se o produto final desejado for o chd-mate, o material
ainda passa pelo processo de torrefacio, no qual a erva cancheada é
torrada obtendo coloragdo marrom caracterisitca do chd-mate.’ Para
minimizar possiveis fontes de contamina¢@o e/ou adulteracao das
amostras, procedimentos baseados em técnicas limpas foram adotados
em todos os experimentos envolvendo coleta, preparo e especiagao
do Al nas amostras.?'*

Procedimentos analiticos

Implantacgdo do protocolo analitico para especiagdo de Al por
VAdsRC

Inicialmente, o comportamento eletroquimico do complexo for-
mado entre o Al (1,9 pmol L') e DASA (41,0 umol L) foi avaliado
por voltametria ciclica. Nas medidas foi utilizada uma solu¢io aquosa
contendo NH,C1 (82,0 mmol L") como eletrélito de suporte. Adicoes
de Ca** (8,20 ug L") e KBrO, (8,2 mmol L") foram realizadas durantes
as medidas a fim de verificar a influéncia desses reagentes no com-
portamento eletroquimico. As condicdes voltamétricas empregadas na
voltametria ciclica foram o potencial de acumulacdo (E, ) de-0,85V,
varredura de potencial direta (E;) de 0,0 a-1,2 V, tempo de equilibrio
(T,,) de 5 s e velocidade de varredura de 25 mV s™.

Para a otimizagdo dos paradmetros voltamétricos utilizados na
andlise de especiagdo de Al por VAdsRC com pulso diferencial e
uso do DASA como agente complexante, foram utilizadas solucdes
aquosas contendo Al (24,4 ug L"), NH,Cl1 (4,38 g L), Ca>* (8,2 ug L)
e KBrO, (1,37 g L) e DASA (9,85 mg L) em pH 5,0 e pH 8,0. Os
parametros voltamétricos avaliados foram o potencial de acumulacio
(-0,7 a-1,0 V), tempo de acumulagdo (0 a 60 s) e tempo de equilibrio
(0220 s). As condigdes voltamétricas empregadas na voltametria de
pulso diferencial foram o potencial e tempo de acumulagdo (E, T,)
de -0,85 V e 3 s, respectivamente, varredura de potencial (E,) de -0,7
a-1,3'V, tempo de equilibrio (T,,) de 5 s e velocidade de varredura
de 25 mV s

Validagdo do procedimento otimizado

O desempenho analitico da metodologia desenvolvida foi avaliado
por meio de estudos de linearidade, sensibilidade, limites de detecgao
(LD) e quantificagao (LQ) e de testes de precisdo e exatiddo. Curvas
analiticas foram construidas a partir da adi¢do crescente de Al (0 a
200 pg L. Os dados de linearidade das curvas de adi¢ao de padrao
foram validados pela andlise de varidncia (ANOVA). O LD foi cal-
culado através da multiplicagdo da estimativa de desvio padrdo por
trés, obtida por meio de 10 medidas consecutivas do controle ana-
litico, e posterior divisdo pelo valor do coeficiente angular da curva
analitica. O LQ foi obtido e calculado de forma semelhante, porém
o fator de multiplicag@o foi 10.% A precisdo foi avaliada pelos testes
de repetibilidade e precisdo intermedidria. A exatiddo do método
foi avaliada por meio dos testes de adi¢do e recuperacdo de padrio
em solugdes aquosas e em amostras reais nos pH 5,0 e 8,0 em um
nivel de forticagdo. Solugdo aquosa contendo 10,0 ug L' de Al** foi
preparada e aliquota dessa solucdo foi utilizada para a determinacao
de aluminio em valores de pH 5,0 e 8,0. Para os testes com infusio
de erva-mate (2 g L) foi preparada infusdo a quente e o teor de Al
total dissolvido foi determinado por VadsRC em pH 8 (32,0 + 1,8 ug
L"). Aliquota dessa infusdo foi fortificada com 10,0 ug L' de Al**e
por VadsRC foi determinado o teor de aluminio na amostra fortifi-
cada em pH 8,0. Esses ensaios foram realizados em triplicata. Para
a amostra real, os testes de exatiddo foram realizados apenas no pH
8.0, pois a adi¢do de Al** na infusdo pode alterar a especiacdo do Al.
Dessa forma, a precisdo da medida na determinag@o da fragdo labil
ficaria comprometida.
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Preparo das amostras de erva-mate e especiagdo de Al

As infusdes de erva-mate destinadas ao preparo de chimarrdo e
chd-mate foram preparadas pelo contato por 10 minutos de 0,1000 g
de erva-mate com 50 mL de dgua ultrapura na temperatura de
95 =5 °C. O preparo para simular a bebida tereré foi realizado pelo
contato por 10 minutos de 0,1000 g de erva-mate e 50 mL de dgua
ultrapura na temperatura de 5 = 2 °C. O sobrenadante das infusdes
foi utilizado para o estudo da especiagdo do Al.

A especiagdo do Al foi realizada por meio da determinacdo das
concentragdes de Al total dissolvido (Al,p), Al 1dbil (Al,) e Al com-
plexado (Al,,). O método de adi¢do de padrdo foi empregado nas
quantificagdes por voltametria. A determinagdo do Al empregando
VadsRC foi conduzida utilizando de 0,03 a 0,08 mL da infusdo de
erva-mate em pH ajustado para 8,0 em meio de Ca**, NH,Cl, e
KBrO;. A determinagdo do Al foi realizada de forma semelhante,
excetuando-se o pH que foi ajustado para 5,0. Os pardmetros vol-
tamétricos utilizados foram potencial de acumulagio (E,) -0,85V,
tempo de acumulagdo (t,.) 3 s e de equilibrio (T,,) 5 s, potencial inicial
e final de varredura (E,) e (E,) -0,8 e -1,3 V com amplitude do pulso
de 50 mA e velocidade de varredura de 25 mV s em modo pulso
diferencial. Os teores de Al,,,, foram determinados pela diferenga
das concentragdes entre Al; e Aly,.

Para a determinagdo dos teores totais de Al (Al;) por FAAS,
pesou-se 0,2000 g de amostra em cadinhos de porcelana previamente
pesados, carbonizou-se em bico de Bunsen até completa liberacio
de fumos e calcinou-se em forno mufla durante 5 h a 550 °C. Apés,
solubilizou-se as cinzas com 3 mL de solu¢do de HNO, 1:3 (v/v)
completando-se o volume com dgua ultrapura em baldo volumétrico
de 50 mL.3"3

Determinacdo de compostos orgdnicos nas infusoes de erva-mate

Para a determinacio dos compostos orgdnicos nas infusdes
quente e fria por espectrometria molecular na regido do ultra violeta-
visivel utilizou-se cerca de 2,0000 g de erva mate e 100 mL de dgua
ultrapura. A quantificacdo dos teores de fendis totais foi realizada
através do método de Folin-Ciocalteau e leitura de absorbancia
em comprimento de onda de 760 nm.'*3° A curva analitica foi pre-
parada com acido gdlico em metanol na faixa de 20 a 230 mg L.
Aliquotas de 0,3 mL dessas solugdes foram transferidas para baldo
volumétrico de 5,0 mL e foram adicionados 0,5 mL do reagente
Folin-Ciocalteau e 0,5 mL de solu¢do saturada de tampao. O volume
foi completado com agua. As leituras espectrofotométricas foram
realizadas apds 30 min. As andlises das amostras foram realizadas
em triplicata, em baldo volumétrico de 5,0 mL. Foram adicionadas
0,3 mL das infusoes diluidas (10 a 40 vezes), 5,0 mL de metanol,
0,5 mL do reagente especifico e 0,5 mL de tampao. O volume foi
completado com dgua. Para a determinag@o dos flavonoides nas
infusdes de erva-mate o método utilizado foi o de complexacio
por cloreto de aluminio.!®*#! As solu¢des utilizadas na calibragio
foram preparadas contendo concentragdes de cloreto de aluminio,
as quais variaram de 1,0 a 40,0 mg L. Aliquotas de 0,25 mL das
solucdes de cloreto de aluminio foram transferidas para baldes
volumétricos de 5,0 mL e foram adicionadas 0,5 mL da solu¢do
de quercetina. Os volumes foram ajustados com metanol. Apés
30 min realizou-se a leitura no espectrofotdmetro em 425 nm. Na
andlise, em triplicata, das infusdes de erva-mate foram utilizados
0,5 mL das infusdes diluidas (2 a 10 vezes) e 0,25 mL da solucdo
de cloreto de aluminio. As amostras foram preparadas em baldo
volumétrico de 5,0 mL e o seu volume foi ajustado com metanol.
Também foi realizada uma avaliacio qualitativa da presenca de
melanoidinas nas infusdes de erva-mate. Para tal, as infusdes foram
diluidas 100 vezes e realizaram-se medidas espectrofotométricas em
420 nm.'
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram realizados estudos na implantacio do proto-
colo analitico para andlise de especiacio de Al usando DASA como
ligante de complexacdo. O uso de um complexante na determinagao
voltamétrica com o eletrodo de gota pendente de mercirio deve-se ao
fato que o Al apresenta potencial de redugdo muito negativo e proximo
aos potenciais de reducdo dos fons Na e K e, ainda, sofre influéncia de
sinal de fundo devido ao hidrogénio. Assim, na andlise voltamétrica
¢ necessdrio empregar algum complexante eletroativo. O DASA
foi escolhido como complexante devido a rapidez da complexagdo
e auséncia de aquecimento. A corrente de reducdo na andlise por
VAdsRC deve-se ao ligante DASA do complexo adsorvido, AI-DASA
no eletrodo de trabalho.**?*3* O comportamento eletroquimico do
DASA e do complexo Al-DASA foi avaliado através da voltametria
ciclica (Figura 1).
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Figura 1. Estudo do comportamento eletroquimico do complexo formado
entre Al e DASA (A) Voltamogramas ciclicos do DASA e do complexo Al-
-DASA em pH 8,0 (B) Regido de interesse ampliada. Solu¢do do DASA em
meio de NH,CI, pH 8,0 em linha negra. Solug¢do de DASA em meio de Ca**
e KBrO, em linha pontilhada preta. Solugdo de DASA em meio de Ca** e
KBrO; e AP* em linha cinza

Nota-se na Figura 1A que o agente complexante DASA na
auséncia de Al apresentou uma redugdo reversivel com pico em
-0,62 V, concordante com a literatura.”” O pico reverso apresentou
um leve deslocamento para potencial de -0,58 V. Um segundo pico
irreversivel foi observado em -0,95 V, que pode ser decorrente de uma
diferenca de estabilidade dos grupos quinonas do DASA.?E conhe-
cido na literatura que a adi¢ao de Al em meio com DASA promove o
aparecimento de um pico irreversivel da redu¢ao do DASA devido a
adsor¢ao do complexo AI-DASA no eletrodo em potencial de -1,07 V.
Assim, o sinal de DASA livre pode interferir no sinal referente ao
complexo. Visando minimizar essa possivel interferéncia foi realizada
adi¢do de Ca** e KBrO,* conforme foi observado na Figura 1A.Com
essas adicdes nota-se um deslocamento do segundo pico de reducéio
do DASA para potenciais mais anddicos, permitindo uma melhor
separacio dos picos do complexo AI-DASA e DASA. E importante
mencionar que o descolamento do pico de reducao se deve a formagao
de um complexo do fon célcio com o DASA em potencial -0,88 V.
Herndndez-Brito ef al.*' sugerem que o Ca®* forma um complexo
com o excesso de DASA fazendo com que o mesmo seja deslocado
para potenciais mais anddicos, minimizando a interferéncia no sinal
de AI-DASA. Sugere-se que o KBrO, seja um reoxidante do DASA
no sistema. Ao introduzir Al ao meio reacional, € possivel observar
picos separados de reducdo do complexo AlI-DASA (-1,07 V) do
Ca-DASA (-0,88 V), salientando que o DASA livre na auséncia de
cdlcio apresentava potencial de (-0,95 V). A Figura 1 B representa
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aregido de interesse ampliada, na qual se nota o surgimento de um
discreto pico referente ao complexo Al-DASA em potencial -1,07 V
indicado por uma flecha na Figura A. Os dados obtidos justificam a
agdo do Ca** e KBrO,, que agiram no sentido de separar o pico do
DASA em excesso do complexo AI-DASA.

A otimizagdo dos pardmetros voltamétricos utilizados na deter-
minagdo de Al na fragdo total dissolvida e labil foi realizada com
solugdes contendo Al** com valores de pH em 8,0 e 5,0, respectiva-
mente. Nestes estudos foi avaliada a resolugdo do pico voltamétrico
referente ao complexo formado entre Al e o complexante DASA e
também foi observada a intensidade de corrente. Idealmente, buscou-
se obter os valores mais elevados de intensidade de corrente do pico
de interesse a fim de obter uma melhor capacidade de detectabilidade
do método. A faixa de potencial de acumulagéo (E,) do complexo
Al-DASA apresentada em outros trabalhos descritos na literatura
variou de -0,47 a -0,9 V para Al total.>***3! A faixa de E_ estudada
neste trabalho variou entre -0,7 e -1,0 V. Observou-se que os poten-
ciais de acumulagdo do complexo AI-DASA no eletrodo de trabalho
avaliados nio influenciaram no formato do voltamograma e também
na intensidade de corrente referente ao analito. A corrente média para
Al (pH 8,0) foi -1,45 = 0,07 nA para a faixa de potencial avaliada.
Para o Al; (pH 5,0) o valor médio de intensidade de corrente foi -3,3
+ 0,07 nA. Assim, foi escolhido o valor de -0,85 V como potencial
adequado para adsor¢io do complexo formado entre Al e DASA na
presenga de Ca** e KBrO,em pH 8,0 e 5,0. Observou-se que o pro-
cesso de acumulac@o do complexo Al-DASA no eletrodo de trabalho
ocorre de maneira rapida com a aplicag@o de potencial (-0,85 V) em
tempos inferiores a 5 s. O pico de redugio do complexo DASA-Al ndo
apresenta aumento na sua intensidade quando o tempo de acumulacio
excede 20 s, devido a saturacao da superficie da gota de merctirio com
o DASA livre e o complexo adsorvido. A literatura cita tempos de
acumulag@o de 3 min para determingdo de Al em dgua doce e de 40
s para dgua do mar.*3! Assim, neste trabalho o tempo de acumulagdo
otimizado foi 3s, enquanto que o tempo de equilibrio requerido para
a especiagdo do Al neste trabalho foi de 5 s. Os parametros relacio-
nados ao pulso diferencial tais como a amplitude e tempo de pulso
ndo foram otimizados neste estudo, pois os resultados obtidos com
valores fixos desses parametros ja foram adequados a especiacdo do
Al, especialmente devido aos sinais elevados, adequada resolugdo e
formato de pico. Deste modo, os parametros iniciais foram utilizados
como padrio no estudo.

A Figura 2 apresenta os voltamogramas tipicos obtidos na analise
de especiagdo do Al em amostras de infusdo de erva-mate destinada
ao preparo do chimarrdo, com dilui¢do de 244 vezes para as deter-
minagdes em pH 8,0 e 5,0.

Na Figura 2 € possivel observar a presenga de um pico de redugio
do complexo formado entre o Al e DASA (pH 8,0) em potencial de
-1,07 V e do complexo formado com o Al e o agente complexante
(pH 5,0) em potencial -1,04 V. De modo em geral, nota-se pela reso-
lug@o do voltamograma uma auséncia de interferentes na andlise da
infusdo de erva-mate diluida. A intensidade da corrente de pico do
complexo aumentou proporcionalmente com as adigdes de padrdo
de Al na faixa entre 20,0 e 60,0 ug L.

Apds a otimizagdo e implantagdo do protocolo analitico para
andlise de especiacdo de Al em infusdes de erva-mate empregando
voltametria e agente complexante, foram realizados ensaios de ga-
rantia e controle de qualidade (QA/QC). Avaliou-se a linearidade,
sensibilidade, LD e LQ bem como a precisdo e exatiddo da metodo-
logia proposta, conforme Tabela 1.

Os valores de limite de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ)
obtidos foram abaixo de 5,0 pg L' utilizando um tempo fixo de
acumulag@o (pré-concentragdo) do complexo AI-DASA no eletrodo
de trabalho de 3 s. Os valores podem ser considerados satisfatérios
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Figura 2. Voltamogramas tipicos obtidos na andlise de especiagdo de Al em
infusoes de erva mate por VAdsRC. (A) Determinagdo de Al,,,, pH 8,0 ¢ (B)
Determinagdo de Al,, pH 5,0. (i) Infusdo diluida de erva-mate; (ii) Adi¢do
de 20,0 ug L' de AP+, (iii) Adigdo de 40,0 ug L' de AP*; (iv) Adi¢do de
60,0 ug L' de AP*

Tabela 1. Parametros de validacdo do método proposto para a especiacao
do Al por VAdsRC

Figuras de mérito pH 5,0 pH 8,0
LD (ug L") 1.5 0,5
LQ (ugLY) 49 1,7
Faixa Linear (ug L") 49-50 1,7 - 100,0
Repetibilidade — RSD (%) 1.5 79
Precisdo intermedidria — RSD (%) 4.4 9,8
Recuperagio em solugdo aquosa (%) 99+ 8 112+4
Recuperagao em infusio de Nio determinada 98+3

erva-mate (%)

para andlise de trago. Os valores de LD e LQ obtidos nesse estudo
foram menores do que os apresentados pela literatura em pH 8,0 com
valores de 1,0 e 3,0 pg L, respectivamente.*? No que diz respeito
a linearidade e sensibilidade, curvas analiticas de Al foram obtidas
em pH 5,0 e 8,0 até concentragio de 200,0 pg L' de Al. A partir da
ANOVA, observou-se que a relagdo entre a intensidade de corrente
com a concentragdo de Al foi linear até 50,0 ug L' para pH 5,0 e até
100,0 ug L' para andlise em pH 8,0, respectivamente. Os coeficien-
tes de correlacdo (R) foram iguais ou superiores a 0,99. Em pH 5,0
obteve-se a equacgdo daretaY = 0,09 (x0,01) + 0,122 (= 0,003) x X
e em pH 8,0 a equagdo foi Y = 0,3 (£ 0,14) + 0,161 (x£0,003) x X.
Nota-se pelos valores de coeficiente angular uma pequena diferenga
nas medidas realizadas em pH 5,0 e 8,0. Portanto, a sensibilidade
dos métodos foram similares com valor um pouco superior para a
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determinagdo em pH 8,0 para os teores de aluminio total dissolvido
(Al;p). As medidas realizadas para o Aly, podem ter apresentado
maior sensibilidade devido ao ambiente quimico ser mais favordvel
a complexacdo de fons metdlicos com DASA em pH 8,0. Nos ensaios
de precisdo (repetibilidade e precis@o intermedidria) os valores de
desvio padrdo relativo (RSD) foram abaixo de 10%, indicando que
o método apresenta uma a precisdo adequada para ambos os valores
de pH.*® As porcentagens de recuperacdo variaram de 99 a 112% em
ambos os meios estudados. Portanto, pode-se concluir que o método
proposto para especiagdo de Al por voltametria com o uso de ligante
de complexacdo apresentou detectabilidade, sensibilidade, precisdo
e exatiddo satisfatdria.

Avaliacao da labilidade do Al em infusées de erva-mate

A forma de beneficiamento da erva-mate pode influenciar na
composi¢do quimica do produto. Assim, foi avaliada a influéncia
do processamento industrial da erva mate nos teores de Al,, na
especiacio do Al e nos compostos orginicos. A Tabela 2 apresenta
os resultados desse estudo para infusdes obtidas com as amostras
de erva-mate obtidas em trés etapas do processamento industrial e
compara com trés produtos finais destinados ao preparo de chimarrao,
tereré e cha-mate. Contudo, os teores totais de aluminio (Al;) foram
determinados nas solugdes obtidas do processo de digestdo acida.

As concentragdes totais de Al apresentaram baixa variagdo para as
amostras obtidas em diferentes etapas do beneficiamento agroindustrial
da erva-mate, com teores entre 15 +5 e 27 + 6 mg g em massa seca,
enquanto, para as amostras comerciais, nota-se uma variabilidade nos
valores de Al (17 +2 a4l +2 mg g"). Essa diferenca de teores entre
as amostras comerciais pode estar relacionada com a composi¢ao
diferenciada do produto. A erva-mate apés cancheamento (trituracdo)
¢é peneirada e misturada em proporcdes de folhas, palitos e goma de
acordo com o produto desejado. No caso da amostra de chd-mate, ap6s a
etapa de cancheamento, o produto ainda € tostado. Além disso, os teores
de Al na erva-mate podem estar relacionados com a espécie, tempo de
colheita, teor de Al no solo e pH do meio de cultivo.'*

Normalmente os teores de Al encontrados em folhas de erva-
-mate podem variar entre 1 a 25 mg g' em média, pois € conhecido
que a erva-mate € uma espécie que tolera elevados niveis de Al. Para
muitas espécies de cultivares, o Al € téxico para o crescimento da
planta. Contudo, espécies que nascem em solos de baixa fertilidade
e elevada acidez toleram o Al, melhorando o seu crescimento.** A
erva-mate € um exemplo de espécie que tolera elevados niveis de Al
e pode apresentar elevados teores foliares deste elemento.*

Alguns trabalhos demonstram a influéncia do processo indus-
trial na composi¢do das folhas de erva-mate. Por exemplo, Giulian
e colaboradores observaram que as concentracdes de Mg, P, S, K e
Ca aumentaram nas folhas ap6s o sapeco e processo de secagem. Os
autores relatam que a queima da biomassa, a evaporagdo da dgua e
a presenga de contaminantes nos gases durante etapa de sapeco e
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secagem influenciaram no aumento dos teores, enquanto que para
outros elementos (Al, Si, Mn) foi observado um aumento nas con-
centragdes apds sapeco e uma diminuigdo apds a secagem.*

Com relagio aos teores soliveis de Al (Al,,), nota-se que as
concentragdes variam entre 0,33 +0,02 ¢ 9,5 + 0,8 mg g'!. Observa-se
que a infusdo a quente solubilizou entre 13 a 56% do Al em relagdo
ao teor total, enquanto a infusdo que simula o preparo do tereré com
temperatura de 5 °C solubilizou apenas 1% do Al. Porcentagens mais
elevadas do Al na fragdo dissolvida foram obtidas para os produtos ja
beneficiados destinados ao preparo de chimarrio e chd-mate (46-57%
de Al,). Esse comportamento pode estar relacionado com a influén-
cia do processo industrial na composi¢do quimica da erva-mate,
pois durante o beneficiamento os compostos organicos podem ser
degradados e/ou suas estruturas podem ser modificadas, influenciado
nos teores totais dissolvidos de Al presente nas infusoes. Costa et al.!
relatam que as concentragdes de Al em infusdes de erva-mate podem
depender dos teores de compostos organicos capazes de complexar
o Al, tais como &cido clorogénicos, taninos e outros compostos fe-
ndlicos. Neste trabalho, observa-se que as infusdes das amostras de
tereré que apresentou apenas 1% de Al foi a que apresentou menor
teor de compostos fendlicos (64,10 mg g'). A amostra que apresentou
maiores teores de compostos fenélicos (chimarrdo) também apre-
sentou a maior solubilizacdo do Al (56%). Portanto, a solubilizagdo
do Al depende da forma de preparo da infusdo, da granulometria da
erva-mate e sua composicao.

Os teores de Al; variaram entre 0,12 e 4,4 mg g para as amostras
avaliadas. Esses valores foram inferiores aos teores totais solubiliza-
dos nas infusdes, indicando que o Al encontra-se majoritariamente
complexado aos compostos organicos. A fragdo complexada do Al
variou entre 54 e 94% em relagio ao Al

Os teores dos compostos fendlicos e flavonoides variaram entre
64a200mg g'e3,6a4,7mg g, respectivamente. Esse resultado ja
era esperado, pois os flavonoides sdo um grupo pertencente a classe
dos fendlicos. Nota-se, na Tabela 2, que as concentragdes obtidas para
os organicos (fendlicos e flavonoides) na etapa do processamento
secagem foram inferiores se comparado com a amostra in natura.
Esse resultado estd em concordancia com a literatura.*

Na Tabela 2 também estdo apresentados os valores obtidos de ab-
sorbancia em 420 nm que se refere a uma avaliagdo semi-quantitativa
da presenga das melanoidinas nas infusdes de erva-mate. As mela-
noidinas sdo originadas pela reacdo de Maillard responsdveis pela
cor marrom caracteristica de alimentos como: cacau, café, malte e
mel. A reaciio de Maillard € uma reacéo quimica que ocorre entre 0s
grupos de agucares redutores e aminodcidos, peptideos ou proteinas,
sob condigdes de elevada temperatura.*® A presenga das melanoidinas
pode influenciar no comportamento do Al nas amostras de erva-mate.
Nota-se pelos valores bem baixos de absorbancia a auséncia das me-
lanoidinas nas infusdes das amostras in natura, apds sapeco e tereré.
Nas infusGes da etapa de processamento industrial, ji era esperado
a auséncia desses compostos, pois esses compostos sdo produtos de

Tabela 2. Concentracdes de diferentes formas de aluminio e compostos organicos nas infusdes de erva-mate obtidas nas diferentes etapas do processo industrial

Amostras Al Al Al Fendlicos Flavonoides Melanoidinas
(mg g") (mg g") (mg g") (mg g") (mg g") (absorbancia)

In natura 26+2 33+0,1 0,20 0,02 102,0 0,7 3,6+0,2 0,037

Processamento Sapeco 15+5 3,58 + 0,06 1,46 + 0,04 95+5 1,48 + 0,02 0,031

Cancheada 27+6 4,1+03 0,86 + 0,03 195+3 4,7+0,1 0,113

Chimarrao 17+2 9,5+0,8 44+0,1 200 +7 4,0+0,1 0,158

Produto Comercial Tereré 41+2 0,33 £0,02 0,120 + 0,001 64,10 £ 0,05 0,96 + 0,02 0,0312

Cha-mate 18+2 8,4+0,5 1,8+0,1 149+ 4 4,7+0,1 0,415
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de Campos et al.
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Tabela 3. Resultados da avaliac@o da especiacdo de Al e da presenca de compostos orginicos em infusdes preparadas com diversos produtos comerciais desti-
nados ao preparo de chimarrdao (CHIM), tereré (TERE) e chd-mate (CHA)

Infusdes Al Al Algomp Fendlicos Totais Flavonoides Melanoidin.as

(mg g") (mg g') (mg g") (mg g") (mg g") (absorbancia)
CHIM 1 6,9+04 2,0+0,1 49+04 223 +8 44+0,1 0,189 + 0,001
CHIM 2 7,28 +0,04 33+0,1 40+0,1 231 +8 4,1+0,1 0,188 + 0,001
CHIM 3 9,0+0,4 24+0,2 6,6+0,3 248 = 1 4,6 £0,1 0,266 = 0,001
CHIM 4 9,5+0,8 44+0,1 51 200+ 6 4,0+0,1 0,158 + 0,001
CHA 1 33+0,2 0,90 £ 0,02 2,4+0,1 102+1 3,03 +0,01 0,248 = 0,004
CHA 2 84+0,5 1,8 +0,1 6,6 =04 149+ 4 4,7+0,1 0,415 + 0,001
TERE 1 0,32 0,02 0,120 + 0,001 0,20 = 0,03 64,1 0,5 0,96 + 0,02 0,0312 + 0,001
TERE 2 0,29 £ 0,01 0,100 = 0,003 0,19+0,01 52,804 1,2+0,1 0,0470 « 0,001

aquecimento e torrefacdo de amostras alimenticias.*® Para a amostra
tereré a auséncia de sinal em 420 nm deve-se a baixa solubilizag¢do
de compostos organicos com a extragao a frio que ocorre no preparo
do tereré. A infusdo de chd-mate apresentou sinal mais elavado de
melanoidinas, indicando maiores teores desse composto, conforme
era esperado devido a etapa de tostagem.

A especiacdo do Al e as medidas dos compostos organicos
também foram realizadas para infusdes preparadas com diferentes
amostras comerciais destinadas ao preparo de chimarrdo (amostras
denominadas de CHIM 1,2,3 e 4), de tereré (TERE 1,2) e cha-mate
(CHA 1, 2). Os resultados encontram-se na Tabela 3.

Os teores totais de Al soldvel nas infusdes dos produtos co-
merciais variaram entre 0,29 e 9,5 mg g"! de massa seca (Tabela 3).
Em termos gerais, nota-se que concentragdes mais elevadas foram
obtidas para as infusdes realizadas a quente (chimarrio e cha-mate)
em comparagdo com as infusdes que simulam o preparo da bebida
conhecida como tereré. A ordem de concentracdo de Al foi chi-
marrdo (6,9 - 9,5 mg g') > cha-mate (3,3 - 8,4 mg g') >> tereré
(0,29 - 0,30 mg g"). E possivel observar ainda que para uma mesma
classe de produtos, concentragdes diferentes foram determinadas
para Al,,, indicando que fatores como a granulometria, composi¢do
do produto em porcentagem de folhas e talos, e diferengas na forma
de armazenamento podem influenciar nos teores e nas formas de Al.
A infusdo preparada com erva-mate para chimarrio, denominada de
CHIM 4, apresentou a maior concentracdo de Al (9,5 mg g'). Esta
amostra se diferencia do restante pois apresenta uma coloragdo ama-
relada devido a alteracdes nas suas caracteristicas decorrente de um
tempo mais elevado de prateleira, possivelmente devido a oxidagdo
e degradagdo de compostos orginicos. Normalmente, a erva-mate
possui um tempo de prateleira, ou seja, um tempo de validade, de
2 anos.*” Apds esse periodo, o produto € retirado do comércio e na
indudstria passa novamente por uma etapa de secagem e assim volta
a ser embalado e comercializado na forma de erva-mate amarelada.
Esse processo de reembalagem e secagem pode ter contribuido para
o aumento dos teores de Al,. Além disso, na Tabela 3 observa-se que
essa amostra apresentou os menores teores dos compostos organicos
avaliados em relag@o as outras amostras de chimarrao.

O mesmo comportamento foi observado para as concentragdes
de Al, (0,1 - 4,4 mg g') e compostos fenélicos (52 - 248 mg g™).
Com esses dados, pode-se observar uma tendéncia de que quanto
maior a solubilizacdo do Al na infus@o, maior foi a concentra¢do do
Al (biodisponivel) e maior a concentragido de compostos fendlicos
soltveis. Dessa forma, pode-se afirmar que os compostos fendlicos
estdo relacionados com a presencga de Al nas infusdes. Esses dados
sdo concordantes com outros trabalhos da literatura.'

Com relacdo aos teores de flavonoides nas infusdes (Tabela
3) nota-se que as concentragdes variaram entre 0,96 e 4,7 mg g''.

Normalmente, as concentragdes de flavonoides encontradas em infu-
soes de 0,83 a 12,85 mg g'.** As concentragdes de flavonoides foram
similares para as infusdes de chimarrao e cha e conforme era esperado
as concentra¢des foram inferiores para a extracio a frio (tereré). Por
meio dos valores de absorbancia das infusdes pode-se estimar a con-
centracdes de melanoidinas nas amostras. Dessa forma, nota-se que
na infusdo realizada com dgua abaixo de 5 °C ndo h4 a presenca da
melanoidinas. Em média, valores mais elevados de absorbancia foram
encontrados para as infusdes preparadas com chd-mate que passou por
um processo de elevado aquecimento, formando estruturas bastante
complexas como as melanoidinas, indicativo de teores mais elevados
de melanoidinas. Assim, € importante avaliar a distribuicdo do Al
entre as formas labeis (biodisponiveis) e complexadas a compostos
organicos (formas inertes). A Figura 3 mostra a distribuicio do Al
para as infusdes preparadas com os diferentes produtos comerciais
e a sua relagdo com os compostos organicos.
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Figura 3. Especiacdo de aluminio nas infusoes das amostras comerciais de
erva-mate. (A) Distribui¢do relativa do Al entre as fragoes ldbil - Al, (cinza) e
(branco) nas infusdes de chimarrdo (CHIM), tereré (TERE)
e chd-mate (CHA). (B) Relagdo entre a fragdo ldbil do aluminio (Al,) e sinal
de absorbancia em 420 nm (melanoidinas) para as infusoes preparadas com
as mesmas condi¢bes experimentais (CHIM e CHA)
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A Figura 3 A mostra a distribui¢do do Al nas formas biodisponivel
(Al)) einerte (Al ) nas diferentes infusdes de erva-mate comercial.
E possivel observar que a fracio complexada do Al foi majoritdria
para todas as amostras, pois os valores variaram entre 54 a 79% em
relacdo ao Al

A porcentagem do Al variou de 54 a 73% em relag@o ao
Al nas amostras de chimarrdo, 63% a 66% para as infusdes de
tereré, e de aproximadamente 73 a 79% nas infusdes de chd-mate.
Acredita-se que a presenca de compostos organicos minimiza a
biodisponibilidade e consequente toxicidade do Al. Para as amos-
tras de tereré que apresentam os menores teores de Aly, a fragdo
1abil foi similar as amostras com teores mais elevados de Al (chi-
marrdo). Portanto, a estimativa da biodisponibilidade e risco de
consumo devido a presenca de algum elemento metdlico ndo deve
ser apenas avaliada por meio da concentracdo total do elemento e
sim em termos da fragdo cineticamente reversivel (1abil). Costa et
al.! avaliou o fracionamento do Al em frag¢do ndo inerte e inerte
em infusdes preparadas com erva-mate (chimarrio) e cha-mate por
meio de uma resina (Chelex-100). Os autores descreveram que o
Al se encontrava em formas inertes (50-70%), especialmente nas
infusdes de cha-mate.' Nota-se uma semelhanga na especiagio do
Al nas infusdes de chd-mate 1 e 2. Comportamento similar pode
ser observado para infusdes tereré 1 e 2. Para as amostras de chi-
marrdo, a especiacdo de Al foi similar para a amostra 2 e 4, e para
as amostras 1 e 3. Esse comportamento pode estar relacionado com
a granulometria e a composi¢do mais similar entre as amostras em
termos de quantidade de folhas e talos.

E importante observar que a amostra de chimarrdo amarela
(CHIM 4) foi a infus@o que apresentou a maior labilidade do Al (46
+ 1% em relacdo ao Al,,) e foi a amostra, entre as de chimarrdo, que
apresentou menores teores de polifendis, flavonoides e melanoidinas.
Assim, a presenca desses compostos pode controlar a labilidade do Al
nas infusdes de erva-mate. Esse comportamento pode ser verificado
na Figura 3 B que relaciona a fragdo 1abil em termos percentuais
com os valores de absorbancia em 420 nm indicativos da presenga
das melanoidinas para as infusdes preparadas de modo semelhante.
Nota-se que conforme hd uma diminuicéo dos teores de melanoidinas
existe um aumento da fragdo 14bil (biodisponivel) de Al. Portanto,
acredita-se que o Al, apresenta tendéncia a se complexar na presenca
de melanoidinas oriundas do processo de secagem e torrefacdo da
erva-mate. A formacao de complexo entre o Al com as melanoidinas
é favorecido pela presenca dos grupamentos hidroxilas e carboxilicos
ionizdveis e ndo ionizdveis deste composto orginico.!*18

Assim, nota-se que a erva-mate estudada de origem da regido
de Guarapuava (PR) apresenta teor elevado de Al e que a presenga
de compostos organicos favorece a solubilizagdo do Al nas infusdes
preparadas especialmente com dgua quente. Nota-se também que os
mesmos compostos organicos dissolvidos contribuem na regulacao da
labilidade desse elemento nas infusdes preparadas, sendo que a maior
parte do Al encontra-se na forma inerte (complexada). Contudo, os
teores labeis (mais toxicos) de Al nas infusdes podem ser considerados
elevados. Para estimar a absorc¢ao do Al (biodisponibilidade) por meio
do consumo semanal de uma infusdo de erva-mate foi calculada uma
estimativa das concentra¢des de Al, ingerida por um adulto de 70 kg
que consome uma massa seca de 20 g de erva-mate.

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saide (OMS), a in-
gestdo tolerdvel de Al para adultos € 2,0 mg de Al por peso corporal
em kg.* Os valores calculados de ingestdo semanal para as infusdes
de chimarr@o 1, 2, 3 e 4 foram 4,0; 6,5; 4,7 e 8,8 mg Al kg'!, respec-
tivamente. Para o consumo do chid-mate 1 e 2 a ingestao estimada
de Al foi 1,8 e 3,6 mg Al kg e para tereré foi de 0,2 mg Al kg,
respectivamente. Portanto, a ingestdo de Al pode ser considerada
tolerdvel pelo consumo semanal de tereré comparando com o valor
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maximo permitido pela OMS, enquanto que o consumo da erva-mate
na forma das bebidas quentes (chimarrdo e chd-mate) ultrapassa o
limite recomenddvel de ingestdo de Al pela OMS. Para a amostra de
chimarrdo amarelada, o valor encontrado ultrapassou quatro vezes o
valor recomendado. Assim, apesar do Al estar presente majoritaria-
mente complexado a inimeros compostos organicos nas infusdes de
erva-mate, a fragdo biodisponivel € elevada e pode ser considerada
preocupante para a populaciio que consome semanalmente as bebi-
das chamadas de chimarrdo e chd-mate, devido a presenga do Al, .
E importante destacar que esse tipo de bebida ¢ bastante consumido
pela populacdo brasileira, especialmente no Sul do Brasil. Esses
dados encontrados indicam que outros estudos mais completos de-
vem ser realizados com um niimero maior de marcas comerciais de
erva-mate e com uma caracterizacao da presenca de outros agentes
complexantes de Al.

CONCLUSAO

O método de especiacdo de Al a partir da voltametria adsortiva
de redissolugdo catddica usando o DASA como agente complexante
mostrou-se promissor para andlise em nivel trago. Os parametros
voltamétricos otimizados permitiram elevada sensibilidade, precisdo
e exatiddo do método. Os resultados sugerem que 0s compostos
polifendlicos contribuem na solubilizacdo do Al presente na erva-
-mate (folhas e talos) e que os teores soliveis de Al em infusdes sio
mais elevados quando sdo preparadas bebidas quentes com a erva-
-mate (chimarrdo) e chd-mate (erva-mate processada com etapa de
torrefacdo). Além disso, a maior parte do Al presente nas infusdes de
erva-mate encontra-se complexado com as melanoidinas, compos-
tos fendlicos e flavonoides, minimizando a sua biodisponibilidade.
Contudo, a fracéo 1abil do Al presente nas infusdes a quente de erva-
-mate pode ser superior ao limite tolerdvel de consumo semanal de
Al que € 2,0 mg kg' para adultos com 70 kg de acordo com a OMS.
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