Instituto Superior de
Engenharia do Porto

It

ISe

Teor mineral e capacidade antioxidante
em chas e infusdes 2013

Orientacao:
Doutora Maria
Andreia Marlene Castro Rocha Teresa Pereira
de Oliva Teles
Moreira






Teor mineral e capacidade antioxidante em chas e infusdes

Agradecimentos

Ao ISEP pela aprendizagem e oportunidades de crescimento.

Ao GRAQ (Grupo de Reacdo e Andlises Quimicas) pela cedéncia de condi¢bes para
projetar este trabalho, assim como, a todos os que fazem parte da equipa.

A Doutora Teresa Oliva Teles e a Doutora Fatima Barroso pelo tempo despendido na

orientacdo da minha tese.

Aos meus amigos do ISEP, sempre a par de todas as dificuldades pois também
passavam pelo mesmo, aos meus amigos da minha cidade minhota que permanecem na
minha vida ha largos e bons anos, aos meus amigos de trabalho da Colgquimica que
tiveram sempre uma palavra de a&nimo mesmo quando achava que ja ndo era possivel.

A minha quase-irma e amiga de todas as horas, Andreia Rodrigues, quem me conhece

melhor que ninguém.

E porque os ultimos sdo sempre os primeiros, a minha familia mas, primordialmente, aos
gque sdo 0 meu-mais-que-tudo, 0s meus pais € 0 meu irmao. Quanto a vocés, fico sem
palavras, é gracas a vVOcés que sou quem sou.

O meu muito obrigado.

‘Para ser grande, sé inteiro: nada

Teu exagera ou exclui.

Sé todo em cada coisa. P8es quanto és

No minimo que fazes.

Assim em cada lago a lua toda

Brilha, porque alta vive’

Andreia Rocha iii






Teor mineral e capacidade antioxidante em chas e infusdes

Sumario

O cha é uma das bebidas mais populares do mundo por causa do seu aroma atrativo e
sabor, sendo preparado a partir das folhas de um arbusto da espécie Camellia sinensis. A
composi¢do do ché varia com a época do ano, a idade da folha, o clima e préticas de
horticultura. No entanto, as industrias de bebidas lancam, com bastante regularidade, no
mercado Varios tipos de bebidas a base de infusdes de variadas ervas, plantas e
esséncias de frutas, com efeitos benéficos a nivel de salde e estética.

Considerando que o nivel de consumo destas bebidas cresceu e que estdo sempre a
surgir novas bebidas no mercado, a preocupacdo com a seguranga alimentar destes
produtos aumentou. Contudo, Portugal, e muitos outros Paises, ainda ndo tém legislacéo
especifica (associada a seguranca alimentar) para este tipo de produto. A real importancia
e perigos de certos metais pesados presentes nestas bebidas ainda ndo foram ainda
estudados e avaliados. Este trabalho visa essencialmente avaliar os teores minerais e
antioxidantes obtidos para as diferentes amostras, e correlacionar os teores obtidos com
os ingredientes existente nas respetivas amostras, como por exemplo, a presenca de cha,
de sene, ou algas. Pretende-se também esclarecer a populacdo, para além da qualidade
e caracteristicas nutricionais destas bebidas, o0s eventuais niveis de contaminacao
ambiental destes produtos naturais.

Neste projeto efetuou-se a analise de macro e microminerais e a avaliagdo da capacidade
antioxidante numa grande variedade de infusdes, obtidas a partir de chas, ervas
aromaticas ou misturas destas, comercializadas em Portugal em saquetas de doses
individuais. Foram quantificados o Na, K, Ca, Mg, Cu e o Cd por espetrometria de
absorcao atomica de com fonte continua; e o teor de fendis totais, de flavonoides totais,
atividade anti-radicalar, pelo método do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH+) e o
método do poder de reducao férrica (FRAP).

Por fim, conseguiu-se observar a influéncia de componentes como ervas, extratos de
frutos ou tipos de cha quer na concentragdo de minerais, quer na capacidade
antioxidante, na infusao final.

No caso do cadmio, elemento que € avaliado como elemento toxico, apresentou niveis

elevados primordialmente em amostras contendo algas.
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Capacidade antioxidante total superiores foram obtidas principalmente em chés verdes,
enquanto que as capacidade antioxidantes totais inferiores obtiveram-se essencialmente
em infusdes de cavalinha.

De uma forma bastante simpldria, infusdes de cha verde e sene sédo equilibradas em
termos de capacidade antioxidante e teor mineral.

No entanto, todo este trabalho necessita de um estudo estatistico mais aprofundado para
se poder obter conclusbes mais rigorosas. Dever-se-a, também, obter valores de ferro e
zinco para as amostras, analises que nao foram totalmente concluidas por dificuldades

analiticas no equipamento.
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Abstract

Tea is one of the most popular beverages in the world due to its attractive scent and flavor
and it is prepared by a tree of species Camellia sinensis’ leaves. Tea composition varies
according to the season, leave’s age, climatic conditions and horticulture practices.
However, beverage industries shed quite regularly, in market, several drink infusions of
various herbs, plants and fruit essences, with beneficial effects on health and esthetics.
With this industrialization process, concern about the safety of these products increase.
However, there is still no legislation in Portugal, as in many other countries for this type of
product. The real importance and dangers of certain heavy metals have not been studied.
This study aims to assess the levels of minerals and antioxidants obtained for the different
samples and correlating the values obtained by the ingredients existing in the respective
samples, for example, the presence of tea, sene, or seaweeds. It’s also intended to inform
the population, in addition to the quality and nutritional characteristics of these drinks, any
environmental contamination levels of these natural products.

In this project there were analyzed macro and micro minerals and evaluated the
antioxidant capacity in a variety of infusions obtained from teas, herbs or mixtures of
these, marketed in Portugal in sachets of individual doses. It was quantified the Na, K, Ca,
Mg, Cu and Cd by atomic absorption spectrometry with continuum source, and the
phenolic content, total flavonoid and antiradical activity, by the method of radical 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH ¢) method and ferric reducing power (FRAP).

Finally, there were obtained important conclusions concerning the influence of certain
components as herbs, fruits extracts or different types of tea either in the concentration of
minerals, either in the antioxidant capacity in the final infusion.

In the case of cadmium, element that is related considered a toxic element, presented
higher levels in samples containing essentially seaweeds.

Higher total antioxidant capacity was obtained primarily in green teas, while the less total
antioxidant capacity was obtained in essentially horsetail infusions.

In a very simplistic way, green tea and sene infusions are equilibrated in terms of

antioxidant capacity and mineral content.
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However, all this work requires a more in-depth statistical study to be able to reach the

more stringent.
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1 Introducéo

Desde os tempos primordios, que o consumo de infusBes quentes preparadas a partir de
plantas colhidas ou, mais tarde, cultivadas foi gradualmente substituindo o consumo de
agua [1]. Em resposta as necessidades atuais do consumidor e conhecedores das suas
preferéncias, os industriais da alimentacdo e bebidas desenvolvem com frequéncia novos
produtos, com base nas infusdes, com fins nutricionais, medicinais, sensoriais e
dietéticos. Nesta gama de produtos lancados no mercado, pode-se referir as infusdes
como o chd, esséncias de frutas (tais como ananas e maca), de folhas, flores e raizes de
certas plantas, como o funcho, o dente de ledo, e o sabugueiro, e misturas de
componentes, nos quais se incluem as algas. O cha e as infusdes tém valor medicinal
reconhecido para prevencao e tratamento de varios problemas de saude. Alguns estudos
mostraram que o ch& pode diminuir o risco de doengas cardiacas, derrame e alguns tipos
de cancro como o de pancreas, oral e de prostata [2-7].

As folhas de um arbusto da espécie Camellia sinensis originaram uma das bebidas mais
populares do mundo, o cha, por causa do seu aroma e sabor atrativos. A composicdo do
cha varia com a época do ano, a idade da folha, o clima e praticas de horticultura. [8, 9] A
planta do cha é cultivada em mais de 45 paises, incluindo Portugal (Acores), distribuidos
por todos os continentes, exceto na América do Norte, dentro da faixa latitudinal de 45 °N
até 34 °S. E uma planta que cresce melhor em areas tropicais e subtropicais com chuvas
adequadas, em solos de boa drenagem e acidos [10]. O cha é um dos produtos mais
importantes no comércio internacional, sendo a india um dos principais paises envolvidos
na producdo e exportacdo de diferentes variedades de ché [9]. Sdo comercializados trés
tipos de chas: os ndo fermentados (cha verde e cha branco), os parcialmente fermentados
(cha vermelho e cha oolong) e completamente fermentado (cha preto) [11]. Os chéas verde
e preto sdo os dois tipos mais populares. O cha preto é a bebida mais comercializada no
Ocidente [2, 11]. O consumo diario de cha é considerado seguro, ndo sendo conhecidos
efeitos adversos na saude humana. A maioria dos efeitos benéficos do cha verde sdo
atribuidos as suas carateristicas antioxidantes por serem ricas em flavonoides, vitaminas
(C, E), carotenoides e minerais. Estes compostos sdo essenciais para a saude humana,

cuja deficiéncia pode causar doencas e ser prejudicial para a saude.
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Infusbes de misturas contendo algas marinhas (entre 0,2% a 25%) sdo atualmente
comercializadas. Dos dois tipos principais de algas, as microalgas (por exemplo, as
verdes azuladas) e as macroalgas (incluiu algas verdes, algas castanhas e algas
vermelhas), sdo as algas castanhas as mais utilizadas a nivel alimentar [12-14], com fins
essencialmente estéticos, medicinais e/ou nutricionais. Sao reconhecidos os seus efeitos
drenante, adelgacante e eliminador de celulite. De um ponto de vista nutricional, as algas
sdo caracterizadas por possuirem concentracdes elevadas de fibras (33-50%), de
minerais (8-40%), por terem um conteldo de gordura baixo, e elevados niveis de
proteinas e hidratos de carbono [14-16]. Além disso, as algas marinhas tém vindo a ser
reconhecidas pelo seu elevado conteddo em vitaminas (A, B1, B2 e C) e compostos
antioxidantes [8]. Considerando estes fatores nutricionais citados, as algas podem
efetivamente contribuir para uma dieta completa tornando-se benéficas para a salde
humana [17]. Contudo, a intensificacdo das atividades industriais (com inicio na revolucéo
industrial), a extensa extragcdo de minérios e o aumento exponencial da populacéo
mundial, gerou elevados niveis de contaminacao pela introducdo de elevadas quantidade
de contaminantes, tais como, compostos organicos e metais ho meio ambiente (terreste,
aéreo e aquatico) [18]. A reconhecida bioacumulacdo de metais por organismos marinhos,
como € o caso das algas, tem sido objeto de grande interesse e preocupacao nos ultimos
anos. Os frequentes niveis elevados de metais nos meios aquaticos, séo
insuficientemente controlados e podem ter efeitos prejudiciais sobre os organismos

marinhos e, indiretamente, sobre o ser humano, quando estes organismos contaminados.

1.1 Minerais

Os minerais encontram-se na natureza e alguns s&o componentes essenciais dos
ecossistemas globais. Estdo presentes no meio ambiente nos varios estados de oxidagao
e numero de coordenacgdo, sendo essas formas relacionadas com a sua toxicidade [1].
Por conseguinte, os minerais estdo presentes nos alimentos, uns em niveis vestigiais
(microminerais, tais como o Cu, Fe e Zn) e outros, 0s macrominerais (tais como, Na, K,
Ca, Mg) que existem naturalmente em concentracdes mais elevadas, que ndo sdo

necessariamente consequéncia da contaminacao antropogénica [19].
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Os seres humanos necessitam de mais de 22 minerais sendo alguns deles necessarios
em grandes quantidades e outros em quantidades residuais. [20] De acordo com o
conhecimento atual, o grupo de elementos essenciais, em que 73 tém como fonte os
alimentos, incluem: célcio (Ca), cobre (Cu), magnésio (Mg), potassio (K) e o sodio
(Na).[21]-Existem certos elementos, como por exemplo o cAdmio, que é encontrado em
varias matrizes ambientais, como resultado de emissdes e que ndo desempenham uma
funcao biolégica no nosso organismo [22].

A ingestdo de minerais em quantidades excessivas, de macrominerais ou microminerais,
pode ter efeitos prejudiciais sobre a salde, apesar de serem necessarios para diversas
fungbes corporais (essenciais) [23, 24].

A contaminacdo ambiental (ar, &gua e solos) reconhecida e frequente em muitos meios
agricolas e marinhos justifica a importancia do controlo destes produtos alimentares
comercializados, para uma melhor seguranga e prevengdo alimentar. A populagdo em
geral esta exposta a metais pesados, principalmente, através da ingestdo de alimentos e
agua contaminados [25]. A seguranca dos alimentos é uma preocupacao importante na
nossa sociedade, quer por parte dos consumidores quer por parte de profissionais de
saude e autoridades da seguranca alimentar.

Ha uma grande variedade de infusbes disponiveis no mercado contendo ingredientes de
naturais e que ndo estdo a ser controlados. Para controlo nutricional é fundamental
conhecer o teor mineral de todos os alimentos e das bebidas ingeridas. Tém sido
reportados estudos de avaliacdo de minerais em folhas de cha [5, 26-28] e em solu¢bes
(infusBes) [29-34]. A maioria dos trabalhos analisa as infusbes de cha (preto, verde,
vermelho), camomila e menta e avaliam os teores em Na, K, Ca, Mg, Fe, Zn e Cu [45, 48,
50, 53, 61]. Neste projeto, pretendeu-se contemplar a seguranca alimentar e a nutricao,
pelo que foram analisadas infusdes e os resultados obtidos foram correlacionados com o0s

Seus componentes.

1.2 Antioxidantes

Define-se como antioxidante, qualquer composto que, quando presente em baixas
concentracdes, comparativamente ao substrato oxidavel, é capaz de impedir ou retardar

danos provocados pela oxidacdo. Uma outra propriedade importante destes compostos

Andreia Rocha 3



Teor mineral e capacidade antioxidante em chas e infusdes

prende-se com o facto de, apds a inibi¢cdo do radical livre, originarem um novo radical que
néo é téxico para o organismo humano [35].

Os radicais livres sd@o espécies produzidas durante a respiracdo aerdbia, como
consequéncia da reducdo incompleta da molécula de oxigénio, e estdo diretamente
relacionadas com diversas doencas, tais como a esclerose, cancro, € mesmo 0
envelhecimento. O organismo humano tem a capacidade de inibir a acdo de radicais livres
por meio de enzimas reguladoras. No entanto, como este sistema de regulacdo néo é
completamente eficaz, os organismos vivos utilizam os compostos antioxidantes
existentes na dieta alimentar para tornar o sistema de defesa mais eficaz [36].

Variados fatores podem afetar os valores estimados de capacidade antioxidante e é dificil
de avaliar cada componente antioxidante separadamente e / ou as interagdes entre os
diferentes componentes antioxidantes nas amostras. A avaliagdo da capacidade
antioxidante pode ser classificada em dois grupos: ensaios baseados na inibicdo da
oxidacdo da lipoproteina humana de baixa densidade ou aqueles baseados na
capacidade de eliminagéo de radicais livres de oxigénio.

Atualmente, os métodos in vitro para a avaliacdo da capacidade antioxidante tem como
base o principio da inibicdo da oxidacdo de um substrato adequado. Apds a oxidacdo do
substrato, em condi¢cdes normais, a extensao da reacao é determinada num tempo fixo ou
numa gama que € caracteristica de o radical livre gerado. Para esta determinacao podem
utilizar-se métodos cromatograficos, espetrofotometria UV-vis ou quimiluminescéncia, por
exemplo [37].

O interesse em compostos fendlicos aumentou notavelmente na Ultima década, por causa
da sua elevada capacidade de eliminacdo de radicais livres associada com varias
doencas [38]. Os flavonoides sdo uma sub-classe dos compostos fendlicos. S&o
caraterizados por ter uma estrutura (Figura 1.1) baseada no esqueleto de carbono do
difenilpropano (C6-C3-C6) com varios grupos hidroxilo, cujo numero influencia
diretamente o teor da capacidade antioxidante. Compostos como a catequina (Figura 1.2)

e a epicatequina (Figura 1.3) pertencem a esta familia de flavonoides [39].
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Figura 1.1 - Estrutura genérica de um flavonoide[40].
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Figura 1.2 - Estrutura genérica de uma epicatequina [11].

catequina.[11].

Varios estudos publicados descrevem a determinacao e a avaliagdo do perfil antioxidante
para infusGes de chas e outros ingredientes [11, 41-43]. O conhecimento da capacidade
antioxidante destas bebidas e, em particular a identificagdo dos ingredientes responsaveis
pela valorizacdo nutricional do produto alimentar, auxilia os industriais na preparagéo e
comercializacdo de novas bebidas e fornece informag&o nutricional aos consumidores (a
partir dos rétulos). Para além disso, apoia os agentes de saude e de nutricdo na
elaboragéo de dietas alimentares.

Os chas e as infusbes sdo reconhecidos como uma boa fonte de antioxidantes,
principalmente em catequinas (constituem mais de 30% dos sélidos em peso do chd) e os
seus derivados. As catequinas do ch& verde tém sido relatadas como possuidoras de
vérias propriedades fisiologicas e farmacologicas [44, 45]. A (-)-Epigalocatequina-3-galato
(EGCQG) foi identificada como sendo a catequina mais abundante no cha verde [38].

Os estudos tém incidido na bebida, de modo a avaliar o nivel nutricional [11, 36, 39, 42,
46-49]. A capacidade antioxidante tem abordado maioritariamente os valores medidos de
teor de fendis totais (método colorimétrico de Folin-Ciocalteu) [11, 39, 46-48], da atividade
anti-radicalar (método DPPH) [11, 39, 46-49] e poder de reducédo férrica (método de
FRAP) [36, 42].
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1.3 Legislacao

A contaminacdo por metais € um aspeto que pode condicionar a seguranga dos alimentos
e em particular alimentos ou bebidas contendo algas, mas ha poucos estudos sobre
contaminantes inorganicos em preparacdes comercialmente disponiveis de algas [16]. A
legislacdo da Comunidade Europeia (CE) s6 regula os teores de chumbo (Pb), cadmio
(Cd) e mercurio (Hg) nos géneros alimenticios, no que respeita a limites de minerais [50].
As algas, sendo organismos com elevada capacidade de bioacumulagdo de espécies
metalicas, sdo géneros nao contemplados, embora haja indicadores que a Comissao de
Peritos da Comissdo Europeia esteja a criar uma regulamentagdo especial [51]. Os
Estados Unidos de América, a Australia e a Nova Zelandia estabeleceram regras
especificas para elementos toxicos em algas comestiveis [16]. A Franca foi o primeiro
pais europeu a estabelecer regulamentos sobre o uso de algas para consumo humano
como alimentos néo tradicionais. Nesta legislacdo, 24 algas sdo permitidas, entre algas
castanhas, vermelhas, verdes e trés microalgas, desde que ndo ultrapassem os valores
limites de certos minerais, como o arsénio, o cadmio e o mercurio [51, 52].

Em Portugal, ndo existe legislacdo especifica para chas e infusdes de ervas aromaticas e
outros constituintes. No entanto, existe legislacdo para as aguas destinadas a consumo
humano onde se pode reter valores de minerais como o sodio, o cobre e o cadmio de 200

ppm, 1 ppm e 0,003 ppm, respetivamente [53, 54].

1.4 Analise de minerais

Para a andlise de metais em chas e infusdes foram citadas técnicas como plasma
indutivamente acoplado (ICP) [30], ou acoplado a espetrometria de emissao atémica (ICP-
AES) [5, 32-34, 55, 56], ou a espetrometria de massa (ICP-MS) [28]. A fotometria por
chama foi utilizada para a andlise de potassio e sodio em infusdes de cha verde, por
exemplo [29]. Existem, ainda, ensaios com utilizagdo da espetrofotometria de absorc¢éo
atomica (AAS) com atomizacao eletrotérmica (ET-AAS) [26, 29] ou por chama F-AAS [30,
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57-59], espetrometria de fluorescéncia por polarizagdo de raios X (EDPXRF) [60, 61] e
eletroforese capilar [31].

Os trabalhos que apresentam avaliacdo das infusfes descrevem andlise direta da infuséo
(sem qualquer tratamento) [30, 32-34, 57], ou com tratamento prévio de (i) digestdo seca
(a 480°C) [62], (ii) digestdo acida (com acido nitrico e acdo de calor, a temperatura de
ebulicdo)[5, 28, 29], digestdo acida assistida por micro-ondas [61] ou (iii) por de digestdo
Kjeldahl com acado dos acidos nitrico e perclérico [59].

Na Tabela 1.1 indicam-se trabalhos em que foram realizadas analises de infusGes de cha
verde, cha verde descafeinado, cha preto, cha branco, cha Rooibos, chad de camomila e
cha de menta, tendo como objetivo a avaliacdo nutricional. Os elementos analisados
foram o Ca, K, Na, F, Al, Mn, Fe, Cr, Se, B, Cu, Ni, P, Zn, Mg, Pb e Co. Na Tabela 1.1

estao também descritos os métodos analiticos utilizados em cada metal.

Tabela 1.1 - Resultados da revisao bibliografica sobre analise de minerais em infusées de

chas e ervas aromaticas.

Elemento | Gama de Concentragdo (mg/L) | Tipo de infusédo Analise Referéncia
0-69 Cha verde
Cha verde
7,37 . Fotometria
descafeinado
Na . por chama, AES,ICP- [29, 33, 34, 62]
0,4 - 46,96 Ché preto
AES
2503, 86 Cha camomila
7,97 Cha menta
66,23 - 28890,9 Cha verde
Cha verde
82 . Fotometria
descafeinado
- por chama,
K 94 - 25520,5 Ché preto [29, 30, 32-34, 62]
FAAS, AES,ICP-
196 - 358 Cha branco
AES AES
38,5 -58,2 Chéa rooibos
386 - 27497,8 Cha camomila
0-18 Cha verde
326 Cha verde FAAS, titulagdo com
' descafeinado | EDTA, AAS,ICP-OES,
Ca 0-9,88 Cha preto EDPXRF, ICP- [29, 30, 32-34, 62]
1,72-4,73 Cha branco AES,AAS,EDPXRF,
18,8 - 6,63 Chéa rooibos ICP-MS, AAFES
28,8 - 8186,5 Cha camomila
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Elemento | Gama de Concentragdo (mg/L) | Tipo de infuséo Andlise Referéncia
19,07 Cha menta
3,86 - 58,4 Cha verde
Cha verde
2,25
descafeinado
Mg 5-156,3 Cha preto FAAS, ICP-AES,AAS [30, 32-34, 62]
10,5-18,5 Cha branco
10,3-19,8 Cha rooibos
16,8 - 2164,9 Cha camomila
0,165 - 0,512 Chéa verde
0,134 - 0,403 Ché preto
B 0,134 - 0,412 Ché branco ICP [30]
0,428 - 0,408 Cha rooibos
0,898 Cha camomila
0,005 - 2,94 Cha verde
Cha verde
0,19 )
descafeinado
- EAAS, ICP,
0,026 - 8,92 Ché preto [29, 30, 33, 34, 62]
ICP-AES,AAS
Fe 0,01 - 0,037 Ché branco
0,042 - 0,165 Chéa rooibos
0,122 - 2445 Cha camomila
0,21 Cha menta
0,091 - 17,55 Cha verde
Cha verde
0,1
descafeinado
Zn 0,08 -8,71 Ché preto ICP, ICP-AES,AAS [30, 32-34, 62]
0,163 -0,441 Cha branco
0,064 - 0,087 Cha rooibos
0,235 - 26,0 Cha camomila
0,52 - 20,25 Cha verde
Cha verde
2,48 ]
descafeinado
1,3- 90,82 Ché preto EAAS, ICP,
Mn [29, 30, 33, 34, 62]
1,5-3,38 Cha branco ICP-AES,AAS
0,2 - 0,634 Chéa rooibos
0,203 -24,3 Cha camomila
0,13 Cha menta
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Elemento | Gama de Concentragdo (mg/L) | Tipo de infuséo Andlise Referéncia
6,10 - 28,5 Ché verde
8 Ché verde
descafeinado
P 28,6 - 33,7 Ché preto ICP, colorimetria [30, 62]
22,3-38,0 Chéa branco
2,13-7,78 Ché rooibos
61,7 Ché& camomila
F 0,44 -1,79 Cha verde Potenciometria, FISE [29, 57]
0,03 -0,201 Chéa verde
0.07 Cha verde
descafeinado
0,01-0,59 Ché preto ICP,
cu 0,048 - 0,182 Ché branco ICP-AES,AAS 130, 32-34, 62]
0,145 - 0,226 Chéa rooibos
0,348 - 7,40 Cha camomila
0,051 Chéa menta
0,434 - 266,8 Cha verde
Al 0.4055 -0.207 Cha branco EAAS, ICP, ICP-AES | [29, 30, 33, 34]
0,167 - 0,237 Chéa rooibos
0,292 - 266,8 Cha camomila
Se (nd) Cha verde EAAS [29]
Co 0,0057 Ché preto ICP-MS [32]
(nd) - 0,448 Cha verde
Cr 0,4 Ché preto EAAS, ICP-AES [29, 33]
11,19 Cha camomila
Pb <0,00038 Ché preto ICP-MS [32]
0,059 - 0,269 Ché verde
0,076 - 0,152 Cha preto
Ni 0,05-0,135 Cha branco ICP [30]
0,008 - 0,031 Chéa rooibos
0,04 Chéa camomila

A espetrofotometria de absorcdo atomica € a técnica de referéncia e a mais usada na
determinagdo de metais nas mais diversas amostras, devido a sua elevada seletividade e
sensibilidade. Esta técnica € baseada no principio de que os atomos livres gasosos,
gerados num atomizador, sdo capazes de absorver radiacdo eletromagnética de

frequéncia especifica do analito, sendo a intensidade de radiagdo absorvida diretamente
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relacionada com a quantidade do elemento em estudo, através da lei de Bouger-Lambert-
Beer. A lei de Bouger-Lambert-Beer pode ser descrita como A = —logT = log% =egXbxX

c , em que A é a absorvancia, Py € a poténcia da radiacdo incidente, P é a poténcia da
radiacdo transmitida, € é a absortividade molar, b é o percurso 6tico de passagem pela
amostra e ¢ é a concentracdo molar do absorvedor.

Os equipamentos de AAS sédo constituidos pelos seguintes médulos basicos: uma fonte
de luz discreta que emite uma radiacdo com o0s comprimentos de onda do metal em
estudo (lampada de catodo oco revestida pelo metal), um atomizador (chama ou camara
de grafite com aquecimento eletrotérmico), um monocromador (rede echellete como
elemento de disperséo da radiagéo eletromagnética), um detetor (fotomultiplicador) e um
sistema de aquisicdo e de processamento de dados [63, 64].

Recentemente, foi desenvolvido e comercializado um equipamento de alta resolugcéo que
utiliza uma fonte continua, HR-CS AAS (do inglés “High-Resolution Continuum Source
Atomic Absorption Spectrometer’) com ligeiras diferencas relativamente aos
equipamentos de AAS de fonte descontinua (LS-AAS, do inglés Linear Source Atomic
Absorption Spectrometer), embora sejam usados alguns componentes semelhantes. O
equipamento apresenta uma lampada de arco curto de xénon a alta presséo (15 bar,
guando fria), Figura 1.4, cuja emissdo compreende a faixa continua entre 190 e 850 nm. A
lampada é operada a uma poténcia de 300 W, e é constituida por dois eletrodos de

tungsténio com uma distancia de 1mm entre eles.

Figura 1.4 - Ldmpada de arco de Xénon, utilizada em HR-CS AAS [57].

Embora os arcos sejam instaveis, 0 seu posicionamento é ativamente corrigido por um

sistema controlado por computador que move continuamente um espelho garantindo que
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o feixe de radiacdo esteja a ser constantemente corrigido e alinhado, de modo a estar no
mesmo ponto do atomizador e, portanto, na fenda de entrada do monocromador [64].
Na Figura 1.5 apresenta-se um esquema desses equipamentos.

- - 4.
Camara de grafite I3

lf.[:"—\______ I ——— ~_-—--=—’;‘_':_:;Z‘}§
\\:\ | -~

., Chama

Yy Ldmpada de arco
/' curto de xénon

|

—

monocromador de
alta resolucdo

Figura 1.5 - Representagéo esquematica de uma Espetrometria de Absor¢céo Atémica de
Alta Resolucdo com Fonte Continua (HR-CS AAS) [65].

Nestes equipamentos, a radiacdo transmitida pela amostra é dirigida para um
monocromador duplo, responsavel pela alta resolucdo, denominado DEMON (Double-
Echelle Monochromator), onde incidird num prisma e numa rede de difracdo echelle, em
arranjo Littrow. O prisma desempenha o papel de pré-dispersor selecionando a parte do
espetro de interesse, e a rede de difracdo possibilita a alta resolugdo dos comprimentos
de onda e um intervalo espetral de ordem dos 2 pm.

O comprimento de onda de interesse €, desta forma, selecionado pela rotagdo do prisma
e da rede de difracdo para posicdes pré-ajustadas, através de motores de passos sobre
0s quais estes componentes estao fixados. Todos os elementos do monocromador estdo
combinados num maddulo estavel e compacto.

Por fim, a radiagdo emitida e transmitida, ap0s o processo de disperséo, atinge o detetor
gue recebe dois tipos de sinal, um alternante e um continuo. Estes sinais sdo convertidos
pra os tipos correspondentes de resposta elétrica [64, 66]. O detetor é do tipo CCD de alta
eficiéncia. Com a HR-CS AAS, é possivel avaliar uma terceira dimensao do fenémeno da
absorcdo que ocorre no atomizador, como se pode ver na Figura 5. Consequentemente,
este é o0 Unico equipamento que permite visualizar de trés formas a absorcao de radiacao
eletromagnética: (i) a imagem tridimensional (3D), que mostra a absorvancia como fungéo
do tempo e do comprimento de onda, Figura 1.6a, modo visualmente mais percetivel do

potencial do HR-CS AAS no que diz respeito a visualizacdo do ambiente espetral, (ii) o
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sinal de absorvancia integrada versus comprimento de onda, que permite visualizar
qualquer absorcdo de radiacdo que tenha ocorrido no intervalo espectral em andlise,
Figura 1.6b, e (iii) o tradicional sinal transiente (absorvancia versus tempo para um dado
comprimento de onda, Figura 1.6c¢.

A resposta 3D de um equipamento HR-CS AAS é a grande vantagem relativamente aos
convencionais, pois permite visualizar um ambiente espetral do pico central de absorcdo

e, desse modo, identificar eventuais interferéncias espetrais. [64]

Absorvanoa

] | A b
JWJLAW”"’
A S R

Figura 1.6 - Visualizagdo de dados em HR-CS AAS
[62].

Este novo equipamento tem diversas vantagens, sendo de referir o uso de uma Unica
fonte de radiacdo para todos os elementos; a minimizagdo de ruido, uma vez que a
emissédo é continua e a intensidade é aproximadamente uniforme nas diversas regides do
espetro UV-Vis, embora seja mais fraca nos limites da zona do UV; a corre¢do simultanea
do fundo nas proximidades da linha analitica; a correcdo automatica para todos os
eventos continuos, como absor¢gdo molecular e outros fendbmenos em banda larga como
emissdo do atomizador; melhor desempenho analitico na determinacdo de elementos

vestigiais em amostras complexas.

1.5 Analise da capacidade antioxidante

Varios métodos analiticos tém sido desenvolvidos com a finalidade de determinar a
capacidade antioxidante em alimentos, bebidas e amostras biol6gicas. De uma forma

geral sdo métodos Oticos que avaliam a capacidade que um determinado composto tem
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em inibir/neutralizar a formacé&o de radicais. Dentro destes métodos foi avaliado (i) o teor
fendlico total pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, (ii) o teor de flavonoides total
pelo método do cloreto de aluminio, (iii) a atividade anti-radicalar usando o método do
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) e (iv) o poder de reducao férrica pelo método de
FRAP.

O método de Folin-Ciocalteu consiste na reacédo de oxidac¢ado-reducdo entre o reagente de
Folin (constituido por um complexo de molibdénio e tungsténio, de cor verde azulada) e
0s compostos fenodlicos existentes na amostra. O método original foi desenvolvido em
1927, para a andlise de tirosina, sendo posteriormente adaptado para a determinagéo de
compostos fendlicos totais. O método original do TFT é um método simples, sensivel e
preciso, contudo a reacdo é lenta a pH acido e o método € pouco especifico [67]. A
guantificacdo é efetuada por espetrofotometria de absor¢gdo molecular a 765nm. Para a
construcao da curva de calibracdo usam-se solu¢cbes padréo de antioxidante de acido
galico.

O método descrito para a determinagéo do teor de flavonoides total ou método do cloreto
de aluminio, consiste na capacidade que o cloreto de aluminio tem em formar complexos
estaveis com os grupos carbonilo e hidroxilo dos flavonoides. Inicialmente, o extrato é
oxidado com nitrito de sédio, seguido de uma reacao de nitrosilacdo e da formacao do
complexo com o ido aluminio. Posteriormente, é adicionado hidroxido de sédio e o
complexo vai produzir uma cor em tons rosa, confirmando, assim a presencga de
flavonoides. Uma das principais desvantagens associadas a este método é o facto de que
ndo se adequa a todos as classes de flavonoides. [68-70] A quantificacédo é realizada por
espetrofotometria de absorcdo molecular a 510 nm. O padrdo antioxidante utilizado na
construcdo da curva de calibragéo € a epicatequina.

O DPPH’ () , 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo € um dos poucos radicais livres de azoto que
apresenta uma forte coloracdo purpura. Este radical estd disponivel comercialmente e é
amplamente utilizado para a avaliacdo do perfil antioxidante. A técnica para a avaliacao
da atividade anti-radicalar utilizando o radical DPPH’ foi desenvolvida originalmente pela
equipa de Brand-Williams e mais tarde modificada, sendo ainda hoje um dos métodos
mais utilizados para a avaliagdo da atividade anti-radicalar na andlise do perfil
antioxidante. [71]. O método DPPH é baseado na captura do radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH’) (Figura 1.7) por antioxidantes, produzindo um decréscimo da

absorvancia a 517 nm. A medida que o radical vai sendo eliminado (através da
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neutralizacdo eletronica do radical), ocorre a mudancga de cor na presenca de moléculas

antioxidantes. A curva de calibragdo é obtida com padrdes de trolox (acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), um analogo da vitamina E.

W N i O,N
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Figura 1.7 - Estrutura do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH-).

No método do poder de reducéo férrica (FRAP) avalia-se a transformacéo de Fe(lll) em
Fe(ll) por antioxidantes existentes na amostra. Foi inicialmente desenvolvido para analise
do poder de redugcéo em plasma, sendo posteriormente adaptado para a analise do perfil
antioxidante de diferentes matrizes, como é o caso de plantas. Este método consiste na
reducéo, a pH &cido, do complexo ferro (Ill) - 2,4,6-tripiridil-s-triazina (Fe*-TPTZ) a forma
de Fe* (que apresenta uma coloragdo azul), por compostos redutores nos extratos em
andlise. [72] A quantificacdo é efetuada por espetrofotometria de absorcdo molecular a
700 nm, usando-se como antioxidante padréo o acido galico para obtencdo da curva de
calibracgéo.

A capacidade antioxidante total é avaliada por espectrofotometria de absor¢cdo molecular
no ultravioleta-visivel, sendo utilizado atualmente para o efeito um leitor de microplacas
(Figura 1.8). Este equipamento utiliza uma lampada de xénon como fonte de luz, o
selecionador do comprimento de onda € um monocromador que proporciona uma selecao
entre 200 e 999 nm. O leitor de placas possui como detetor tubos fotomultiplicadores.
Relativamente as analises realizadas em espectrofotbmetros UV-Visivel estes
equipamentos sdo uma melhor alternativa pela sua rapidez (96 pocos em fracBes de

segundos) e preciséo (3 réplicas por cada pocgo).
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Figura 1.8 - Leitor de placas microplacas Synergy HT (BioTek®).
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2 Parte experimental

2.1 Material e equipamento

Todo o material utilizado nos ensaios foi devidamente lavado e colocado num banho acido
(5% de acido nitrico em agua desionizada) com uma permanéncia de, pelo menos, 12h,
sendo, posteriormente, enxaguado com agua desionizada e seco numa estufa a 50°C.
Este procedimento era para evitar, as contaminagdes suscetiveis de interferir nos ensaios.
Todas as solugdes envolvidas nas analises por atomizagdo eletrotérmica foram
preparadas com agua ultrapura, proveniente de um sistema Simplicity 185 da marca
Millipore cuja resistividade era de 18,2 MQ.cm. As restantes solu¢des foram preparadas
com agua desionizada, com resistividade superior a 5 MQ.cm, obtida por um sistema de
purificacdo Millipore Elix 3 Advantage.

A digestéo das infusdes foi efetuada hum micro-ondas MarsX 1500W da CEM Corporation
com recurso a vasos de teflon XP 500 Plus™ de 100 mL. O equipamento utilizado na
andlise de minerais foi o espetrofotometro de absor¢édo atémica ContrAA 700, da Analytik
Jena, equipado com dois amostradores automaticos, ambos da Analytik Jena, 0 AS 52S e
o0 MPE para as andlises por atomizacdo na chama (F-CS-AAS) e atomizacédo
eletrotérmica (ET-CS-AAS), respetivamente. As analises por ET-CS-AAS foram realizadas
em tubos de grafite piroliticos com plataforma (Ic Pin) da Analytik Jena. Os gases de
combustéo utilizados na F-CS AAS foram o ar e o acetileno e na ET-CS AAS utilizou-se o
argon, como gas de purga. Os gases utilizados foram comercializados pela empresa
Linde Sogas.

A capacidade antioxidante total das infusGes foi analisada por espetrofotometria de
absorcao no visivel, recorrendo-se a um leitor de microplacas Synergy HT da BioTek®,

com agitacdo controlada e usando placas de 96 pocos.
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2.2 Reagentes

Na realizacdo do trabalho experimental, foram utilizados reagentes da qualidade pro-
analisis, exceto o acido nitrico que era Suprapure (65%) e fornecido pela Merck.

Foram usadas solucdes padrao de 1000 ppm dos elementos metalicos: os do Ca, Mn, Mg
e Cd eram da Panrec-AA e os de Na e de K eram da Alfa Aeser-AA. Nas analises com
atomizacdo por chama utilizaram-se, como ionizadores de chama, o CsCl e o
La(NOs)3.6H,O comercializados pela Riedel-de Haén e Panreac, respetivamente. Os
modificadores de matriz utilizados nas andlises por ET-CS-AAS foram o Pd(NO3), e o
NH4H,PO, da Merck.

Nas determinacfes da capacidade antioxidante utilizou-se o &acido galico, o acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico 6 (Trolox), o reagente de Folin-Ciocalteu (2
N), o carbonato de sodio, o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), o 2,4,6-tripiridil-s-
triazina TPTZ e o cloreto de ferro (lll) hexahidratado, que foram adquiridos a Sigma-
Aldrich; o &cido ascorbico L(+), o cloreto de aluminio hexahidratado, o hidroxido de sédio
(98,0 %), o etanol absoluto e o acetato de sodio trihidratado que foram adquiridos a
Merck; o acido cloridrico (37%) era da marca ACS Basic e o0 acido acético glaciar da Carlo
Erber Reagents.

2.3 Preparacédo de solugbes padrao para a analise de minerais

Todas as solugfes padréo foram acidificadas com HNO;z; a 0,5%.

Na determinagéo por F-CS-AAS dos metais em estudo (Ca, Na, Mg e K) prepararam-se
solucdes padrdo (ver Tabela 2.2) diretamente a partir dos padres de 1000 ppm ou a
partir de um padrdo de concentragdo intermédia. O ionizador de chama, o CsCl ou no
caso das anadlises para o Ca, o La(NOy), foi adicionado as solu¢des de acordo com a
especificagcdo indicada no manual do equipamento para o analito.

Nas analises por ET-CS-AAS (Cu e Cd), preparava-se uma solucdo padrdo de
concentracdo intermediaria (1 ppm), devidamente acidificada, a partir da qual se obtinha a
solucdo padrdo de concentracdo mais elevada da curva de calibracdo do elemento em
estudo (Cu ou Cd); o amostrador automatico era programado para preparar as restantes

solucBes padrdo com o respetivo modificador (5uL) na ponta do pipetador, a um volume
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constante de 20 pL, e usando como solucdo de diluicho o HNO; 0,5% (o branco). O
pipetador media primeiro o modificador de matriz, depois o solvente e por fim o padréo e
para de seguida injetar no tubo de grafite. O intervalo de concentracdes, as percentagens
(v/v) de HNOs e de modificador utilizados para cada elemento estudado por F-CS-AAS e

por ET-CS-AAS apresentam-se na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Condi¢Bes das solu¢bes para FL-CS-AAS.

Elemento Concentragéo (nimero HNO3 Modificador de matriz (%; v/v)
de padrdes) (%; viv) | CsCI La(NO3)3 Pd(NO3), NH4H2PO4

Na 0-1,4ppm (9) 0,5 0,1 -

K 0-1ppm (10) 0,5 0,1 -

Ca 0,4 - 10 ppm (8) 0,5 - 0,5
Mg 0-0,6 ppm (8) 0,5 0,1 -

Cu 0-12,0 ppb (7) 0,5 0,1

Cd 0-2,0 ppb (10) 0,5 1

2.4 Preparacéo de solugfes padrao para andlise de antioxidantes

As solugbes padrdo mée e as de trabalho (tracado das curvas de calibracdo) para as
analises da capacidade antioxidante foram preparadas diariamente, aguando da
realizacdo dos respetivos ensaios, dia em que se preparavam, também, as infusdes,
sendo mantidas em frascos de vidro escuro de forma a evitar a interagdo com a luz. A
Tabela 2.2 apresenta as especificacdes relativas a preparacdo das solu¢des padréo, (i)
em baldes volumétricos de 10 mL para o teor de flavonoides totais e de DPPH e (ii) em
balbes de 25 mL para o teor de fendis totais e FRAP. Todos os padrdes foram diluidos

com agua desionizada.
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Tabela 2.2 - Descricdo da preparagéo dos padrdes utilizados na construgéo da curva de

calibracé@o dos diferentes métodos.

Método
Teor de Flavonoides
TFT _ DPPH FRAP
Totais
Acido galico Epicatequina Trolox Acido ascorbico

Solugéo padrdo méae 200 300 500 100
pg/mL pg/mL pmol/mL pHg/mL
) o Agua Agua

Solvente Agua desionizada o Etanol o

desionizada desionizada

Numero de padrdes 6 6 6 6

Volume preparado 25 mL 10 mL 10 mL 25 mL
Intervalo de concentragdes 10 - 200 15 -300 20 - 200 10 - 200

das soluc8es padréo pg/mL pg/mL pmol/mL pg/mL

2.5 Amostras

As amostras analisadas e respetivos componentes estdo apresentadas na Tabela 4;

foram chas, ervas aromaticas, plantas ou misturas adquiridas em superficies comerciais

do Norte de Portugal. De entre muitos tipos de produtos comercializados, escolheram-se

amostras que possuissem componentes comuns de modo a serem correlacionados com

os resultados obtidos. A composicdo das amostras selecionadas (Tabela 2.3) abrangeu

diversas misturas de plantas, ervas, algas e chas, com diferentes percentagens, como se

verifica, por exemplo, nas amostras 4 e 5 e nas amostras 8 e 10 mas também foram

adquiridas infusdes de componentes isolados, quando possivel, como as amostras 2 e 17,

por exemplo.
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2.6 Preparacéo de solucbes de amostra

As amostras foram analisadas sob a forma da infusdo habitualmente ingerida pelos
consumidores, pelo que o procedimento selecionado foi baseado nas instrucdes indicadas
nos rotulos das embalagens. Consistiu em mergulhar durante 5,0 minutos as saquetas em
200 mL de agua aquecida a ebulicdo. Enquanto a infusdo arrefecia até atingir a
temperatura ambiente, a saqueta ficava a gotejar para o interior do gobelé e
posteriormente era transferida para um balédo volumétrico de 200 mL e aferia-se com agua
desionizada. Por cada amostra foi preparada uma sé infuséo.

A capacidade antioxidante foi analisada de imediato, com a infusdo recém-preparada ou
diluida, para evitar a decomposicdo dos compostos antioxidantes. A restante solugéo
amostra era guardada a baixas temperaturas (-20 °C), no dia seguinte, em frascos de 50
mL até a digestao 4cida para a analise de minerais.

Para a analise mineral foram usados 10,00 mL de infusdo que foram digeridas com 6,00
mL de &cido nitrico Suprapure no micro-ondas com ambiente controlado (pressdo e
temperatura). Na Tabela 2.4, pode ver-se o programa de pressdo e temperaturas
utilizado. Apés arrefecimento dos vasos, as solu¢cdes eram transferidas para balGes
volumétricos de 50 mL e aferia-se o volume com agua ultrapura. Todas as amostras
digeridas eram retiradas do congelador no dia da analise e deixadas a descongelar a

temperatura ambiente.
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Tabela 2.3 - A composi¢cédo das amostras.

COMPONENTES

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28 29

alcachofra

20%

25%

alecrim

algas

0,20%

10%

10%

10%

15%

10%

15%

100%

20%

amieiro

10%

4%

anis estrelado

10%

barbas de milho

15%

bardana

20%

bétula

20%

camomila 100%

cavalinha

15%

15%

30%

100%

30%

centelha asiatica

25%

23%

cha de java,

cha preto

100%

100%

cha preto
descafeinado

100%

cha verde

3%

70%

100%

100%

100%

chicéria (fibra)

15%

dente de ledo

10%

15%

60%

15%

dextrose

erva principe

20%

10%

frutos (aroma)
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Continuacéo da Tabela 2.3.

COMPONENTES

1

2

3

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

funcho

5%

20%

30%

20%

100%

gilbarbeira

10%

ginseng

5%

hortelad pimenta

25%

laranjeira

25%

30%

ltcia lima

15%

maga (fibra)

malvas

manjericao

10%

menta

20%

oliveira

8%

pés de cereja

15%

pilriteiro

20%

rainha dos prados

12%

sabugueiro

10%

sene

30%

58%

35%

10%

100%

25%

urtiga branca

urtiga verde

25%
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Tabela 2.4 - Programa no micro-ondas para a digestao de dez vasos com amostra

acidificada.
Tempo Poténcia Maxima
) Temperatura (°C)
(min) (W)
0-5 35-50
Estagio 1 720
5-12 50
12-22 50 -90
Estagio 2 840
22-32 90
) 32-42 90 — 150
Estagio 3 960
42 - 57 150

2.7 Andlise por espetrometria de absorcao atémica

Em todas as analises por AAS fez-se a otimizagdo dos parametros instrumentais do
elemento em estudo, seguidamente quantificavam-se as solugdes padréo para o tracado
da curva de calibracdo e procedia-se a analise das solugfes amostra.

Nas andlises por F-CS-AAS otimizou-se a propor¢édo de gases (acetileno-ar) e a altura de

gqueimador. Os valores usados estdo apresentados na Tabela 2.5.

Tabela 2.5 - Otimizagé@o de parametros da atomizagéo por chama.

) Altura do Queimador
Elemento Linha espetral (nm) Caudal CzHy/Ar (L/h)
(mm)
Na 588,9993 45 5
K 766,4908 40 4
Ca 422,6728 50 4
Mg 285,2125 50 6

Nas determinacdes por ET-CS-AAS dos dois elementos (Cu e Cd) utilizou-se o programa
de secagem das solucdes pré-estabelecido pelo fabricante do equipamento e que envolve
3 etapas com temperaturas de 80, 90 e 110 °C e uma duracéo total de 40 segundos. As
etapas de pirélise e de atomizacdo foram otimizadas estando descrito os valores

selecionados na Tabela 2.6.
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Tabela 2.6 - Programa de temperatura otimizado para as etapas de pirdlise e atomizacao
na analise por ET-CS-AAS.

Linha Pirélise Atomizacgdo
Elemento Espetral
T (°C) V (°Cls) t (s) T (°C) V (°C/s) t(s)
(nm)
Cu 324,7540 1000 300 10 2100 1500
Cd 228,8018 550 300 10 1200 1400

2.8 Analise da capacidade antioxidante total

Para a quantificacdo da capacidade antioxidante utilizaram-se microplacas de pogos para
a preparacdo e a reacado das solucdes padrdo e amostra, para 0s quatro métodos
estudados; analise do teor fendlico total (método de Folin-Ciocalteu), de flavonoides
totais, da atividade anti-radicalar (DPPH) e do poder de reducdo férrica (FRAP). Os
padrbes e as 25 amostras analisadas foram quantificados em triplicado.

Para a determinacdo do teor fendlico total (TFT), pelo método de Folin-Ciocalteu,
adicionou-se a cada poco da placa, 25 pL de amostra ou solucdo padréo (acido galico) ou
agua desionizada (ensaios em branco), 75 uL de agua desionizada e 25 pL do reagente
de Folin-Ciocalteu recém-diluido com agua desionizada numa propor¢éo de 1:1. Apos 6
minutos de reacdo, adicionou-se 100 pL de solugdo aquosa de carbonato de sodio (75
g/L) e ficou a reagir durante 90 minutos no escuro. De seguida, as solu¢des presentes na
placa foram analisadas no leitor de placas, ao fim de 1 min de agitagédo a 765 nm.

Na quantificacdo dos flavonoides totais, adicionou-se a cada poco 100 uL de agua
desionizada, 10 yL de uma solucao de nitrito de sédio (50 g/L), previamente preparada, e
25 uL de solucao padrao (solucdo de epicatequina) ou amostra ou agua desionizada
(ensaios em branco). Ap6s 5 minutos, adicionou-se 15 pL de solugdo de cloreto de
aluminio (100 g/L) e ao fim de 1 minuto de reacdo adicionou-se 50 uL de solucdo aquosa
de hidroxido de sodio (1 M). Por fim, a placa foi introduzida no leitor de placas, onde se
procedeu a uma agitagcao suave num periodo de 10 minutos e a absorvancia foi medida a
510 nm.

A preparacgdo dos ensaios para avaliar a atividade anti-radicalar (DPPH) iniciava-se com a
adicdo aos pocos de 25 pL de padréo (trolox) ou amostra e 200 pL de uma solucdo

alcodlica de DPPH (0,1 mmol/L) preparada diariamente; na preparacdo dos brancos
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utilizava-se etanol perfazendo um total de 225 pL. As solucdes eram deixadas a repousar
30 minutos num local isento de luz, e medindo-se, seguidamente, as absorvancias a 517
nm.

No método de avaliacdo do poder de reducdo férrica (FRAP) colocaram-se 20 yL de
solucdo amostra ou padrdao na microplaca e, de seguida, adicionavam-se 180 pL de
reagente de FRAP. O reagente de FRAP & composto por solucdo tampédo de acetato
(pH=5,6), solucdo aquosa de cloreto de ferro (lll) e solucdo de aquosa TPTZ, numa
proporcdo 10:1:1. Na preparacdo do branco utiliza-se 20 yL de &gua e 180 pL de
reagente de FRAP. Posteriormente, media-se a absorvancia a 593 nm, apds uma

agitacdo suave de 10 minutos.

2.9 Tratamento de dados

2.9.1 Caraterizacéo da curva de calibragéo

Todas as quantificacbes foram realizadas pelo método direto (curva de calibracéo),
aplicando o método dos minimos quadrados para determinacdo da regressao linear
(andlises de K, Cu e de antioxidantes) ou da regressdo quadratica (y=ax® + bx + ¢) na
andlise dos restantes minerais. A selecdo da curva de calibracdo (linear ou quadratica)
para os métodos de AAS foi baseada na avaliacdo dos resultados obtidos no teste da
linearidade com um grau de significancia de 95%, nos coeficientes de correlagéo (R), nos

residuos (SSies), no desvio padrdo da regressao (S,), na ordenada na origem (Yo) € nos

limites de detec&o e de quantificacdo. [73-75][67-69]

2.9.2 Regresséo Linear

Em cada curva de calibracéo linear foram determinados os parametros da equacéo da
reta, y=ax+b bem como o coeficiente de determinacdo (r®), as incertezas da regressao
pelo calculo dos desvios padrdo da regressdo (S,) e os limites de detecdo (LOD)

(Equacéo 2.1) e de quantificacdo (LOQ) (Equacéo 2.2) [73, 74].:
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LOD =3 X Sy, 2.1

LOQ =10 X S, 2.2

O teste de linearidade aplicado baseia-se na diferenca de variancias (DS?) (Equacéo 2.3)
entre a regressao linear (S,,,) e a regressao quadratica (S,,) e pelo calculo do valor teste
PG (Equacao 2.4). A linearidade é atribuida ap6s a comparagéo do valor PG com o valor
tedrico de um teste de F-Fischer, e permite avaliar se a diferenca de variancias resultante
€ estatisticamente significante ou ndo. Se o valor de PG for inferior ao valor de teste-F, o
ajuste mais adequado € o linear, caso contrario, é estatisticamente aconselhado um

ajuste nao linear. [73]:

DS? = (N —2)S5; — (N —3)S%, 2.3
2
PG =2 2.4

2.9.3 Regressédo Quadratica

O ajuste quadrético (y=ax® + bx + c) dos pontos experimentais obtidos para o tracado da
curva de calibragéo foi utilizado na andlise dos elementos Na, Ca, Mg e Cd por AAS.
Nesta andlise os valores das incertezas Sy, Sxo e Vxo e os limites LOD e LOQ foram

calculados através das expressoes 2.5, 2.6, 2.7, 2.8 3 2.9, respetivamente.

S = xy- 37)2 25
y N-3

SXO == E 26

Vio =22 % 100 2.7

LoD = % 2.8
b+2XcXx
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10XSy
b+2XcxXx

2.9

LOQ =

2.9.4 Ensaios de recuperacao

Nas andlises dos minerais por CS-AAS fizeram-se o0s estudos de recuperacdo em 5
amostras aleatoriamente escolhidas. Nestes ensaios a solu¢cdo amostra era fortificada
com uma quantidade conhecida de padrdo do elemento a analisar Tabela 2.7 e o
resultado obtido era comparado com o da andlise da solucdo amostra e o valor da
concentracdo do padrdo adicionado. O valor da recuperacgdo foi calculado através da

Equacéao 2.10.

Tabela 2.7 - Fortificagbes com padrdo nos elementos analisados por AAS.

Concentragéo
Elemento adicionada
Na 0,35 ppm
K 0,25 ppm
Ca 1 ppm
Mg 0,1 ppm
Cu 5 ppb
cd 5 ppb
REC (%) _ COnCAmOStTZ-:JI;i};Z;:(mCAmOStm x 100 2.10
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3 Resultados e discussao

3.1 Caraterizacdo dos métodos de anélise

3.1.1 Minerais

Os elementos sadio (Na), potassio (K), célcio (Ca) e magnésio (Mg) foram determinados
por F-CS-AAS usando método de calibragdo direto, ap6s a otimizagdo prévia de
parametros instrumentais (caudal de gases de combustéo e altura do queimador), para ir
de encontro a uma melhor sensibilidade do equipamento partindo como estimativa inicial
dos valores fornecidos pelo distribuidor do equipamento. Os pardmetros de caraterizacao
dos métodos utilizados nas analises em F-CS-AAS estdo descritos na Tabela 3.1 e onde
se pode verificar que os coeficientes de variagdo destes métodos foram inferiores a 5%.
Apbés a andlise dos resultados obtidos nas duas regressées optou-se por uma regressao
quadratica para o sodio, por apresentar menor valor residual (S, de 0,0091 para a
regressao linear e de 0,0036 para a regressdao quadratica), melhor coeficiente de
determinagéo (0,993 para a regresséo linear e 0,997 para a regressdo quadrética) e
melhor ordenada na origem (0,025 para a regressao linear e -0,0014 para a regressao
quadrética).

No potéassio, os coeficientes de determinacdo foram idénticos para as duas regressoes
(0,996 para a regressao linear e 0,996 para a regressao quadratica) e o teste de
linearidade apontou para um comportamento linear, com uma ordenada na origem inferior
as,.

Nas andlises do célcio verificou-se que o coeficiente de determinagdo era superior na
regressdo quadratica mas o S, foi menor neste método. O teste de linearidade veio ainda
corroborar a nado linearidade dos dados experimentais e, por isso, utilizou-se a regresséo
guadratica.

Por ultimo, para o magnésio, o coeficiente de determinacdo da regressdo quadrética foi
francamente melhor (0,998 para a regressao quadratica e 0,995 para a regressao linear) e

melhor ordenada na origem (0,80 para a regresséo linear e 0,0056 para a regressao
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guadratica). Recorrendo ao teste de linearidade, foi possivel concluir que o ajuste
guadratico era o que melhor traduzia os resultados experimentais do magnésio.

Os valores limites de quantificacdo obtidos foram de 0,10 ppm para o potassio, de 0,24
ppm para o Na, de 0,74 ppm para o Ca e de 0,065 ppm para o magnésio.

Os valores de recuperacao foram bastante satisfatorios para todos estes elementos, A
menor recuperacao (84%) foi obtida para o0 K numa das amostras estudadas e a maior

recuperacao (126%) foi obtida para uma das amostras do magnésio.

Tabela 3.1 - Parametros experimentais dos métodos utilizados em F-CS-AAS.

K Na Ca Mg
Linear Quadratica
(A=ax+b) (A=ax?+bX+C)
a 1,51 1,01 5,57 1,06
b 0,0055 -1,4E-01 -1,3E-03 -4,5E-01
c - -0,0014 -0,0004 0,0056
R? 0,9996 0,997 0,9996 0,998
Sy 0,015 0,024 0,0039 0,0069
Sy (ppm) 1,0E-02 2,9E-02 8,6E-02 7,7E-03
Vo (%) 3.2 4,7 2,2 4,0
DS’ -5,3E-03 5,6E-03 8,2E-04 1,5E-03
PG -5,19 9,38 53,2 30,9
F 12,2 13,7 16,3 16,3
LOD (ppm) 0,030 0,072 0,22 0,019
LOQ (ppm) 0,10 0,24 0,74 0,065
REC (%) 84 - 109 95 - 119 87-92 107 - 126

Os elementos cobre (Cu) e cadmio (Cd) foram determinados por ET-CS-AAS apos
otimizacdo das temperaturas de pirélise e de atomizacao para obter um maior sinal. Os
parametros de caraterizacdo dos métodos utilizados nas andlises de Cu e Cd estédo

descritos na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 - Parametros experimentais dos métodos utilizados em ET-CS-AAS.

Cu Cd
Linear Quadratica
(A=aX+b) (A=aX*+bX+C)
a 2,20E-02 -1,32E-02
b 0,0190 1,33E-01
c - 0,0014
R’ 0,998 0,999
S, 7,0E-03 2,2E-03
S 3,1E-01 1,7E-02
Vo (%) 5,0 1,6
DS® -2,2E-04 2,8E-04
PG -1,21 59,3
F 98,5 11,3
LOD (ppb) 0,93 0,048
LOQ (ppb) 31 0,16
REC (%) 69 - 132 61 - 103

A regresséo linear para o cobre era notéria visualmente e foi confirmado pelo teste de
linearidade. Por sua vez, a curva que melhor traduziu a reposta analitica para o cadmio foi
a regressao quadratica, apresentando um melhor coeficiente de determinacéo (0,994 para
a regressao linear e 0,999 para a regressao quadratica) e desvios mais baixos.

O método para o cobre originou um LOQ de 3,1 ppb e para o cadmio o valor de 0,16 ppb.
As recuperacfes obtidas nas cinco amostras apresentaram valores muito dispersos.
Estes resultados ndo eram previsiveis para o cobre, de acordo com estudos
anteriormente realizados neste equipamento para este metal e estas amostras [76] o que
seria de repetir estes estudos e alarga-lo a outras amostras, para se poder obter melhores

conclusdes quanto a possiveis efeitos de matriz.

3.1.2 Capacidade antioxidante

Os métodos colorimétricos convencionais utilizados foram o método de Folin-Ciocalteu
(para a determinacéo do teor de fendis totais, TFT, o0 método do cloreto de aluminio (para
a determinacdo do teor de flavonoides totais), o método do DPPH e FRAP para a

determinagdo da atividade anti-radicalar. Os métodos estavam j& implementados pelo
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grupo de investigacdo pelo que foram n&o realizados testes de linearidade nem ensaios

de recuperacgdo. A resposta linear ja estava reconhecida, e as curvas de calibragdo eram

tracadas diariamente. Os parémetros de calibracdo obtidos nos quatro métodos estéo

apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Parametros experimentais das curvas de calibracdo (Y=ax+b) para a

determinacgdo da capacidade antioxidante.

Método
TFT Teor de flavonoides totais DPPH FRAP
a 2,20E-02 9,48E-03 6,84E-01 -3,03E-02
b 0,0067 0,0017 -0,0016 0,0082
R 0,9990 0,996 0,9995 0,998
Sy 0,017 0,015 0,0083 0,015
s 2,6 8,5 -5,2 1,9
. Mg acigo galico/L mg epicatequina/L pg trolox/L pg/mL acido ascérbico
Vo (%) 2,9 6,7 2,5 43
7.8 26 16 5,6
LOD , ,
Mg acigo galico/L mg epicatequina/L Mg trolox/L pg/mL acido ascérbico
26 85 52 19
LOQ o : . . -
Mg acigo galico/L mg epicatequina/L Mg trolox/L pg/mL acido ascorbico

3.2 Andlise das amostras (infusdes)

3.2.1 Sébdio

Na Figura 3.1 estdo representadas as concentracdes de sddio das amostras analisadas

sendo que variaram entre 0,84 e 77,5 ppm. A amostra com maior concentracao de sodio

foi a amostra 23 que tinha na sua composicdo cerca de 60% em dente de ledo. A

mediana das concentracfes foi cerca de 11 ppm. O percentil 75 foi cerca de 22 ppm

enquanto que o percentil 25 foi cerca de 4,2 ppm.
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Figura 3.1 - Concentracdo de Na nas amostras analisadas por FL-CS-AAS.

3.2.2 Potassio

Na Figura 3.2 estéo representadas as diferentes concentragdes de potassio encontradas
nas infusGes analisadas. Os valores de potassio variaram entre 2,5 e 26 ppm, sendo a
amostra 10, a menos rica neste mineral e as amostras 5, 22 e 23 as mais ricas em
potassio. Este elevado teor nas amostras 5 e 22 podera estar relacionado com a presenca
de cavalinha, uma vez que a amostra 22 era uma infusdo de 100% cavalinha. O teor de
potassio na maioria das infusGes analisadas ndo apresentaram grandes diferencas, 0s

valores de percentil 25 e 75 foram de 6,7 e 11 ppm, sendo a mediana de 8,0 ppm.
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Figura 3.2 - Concentracdo de K nas amostras analisadas por FL-CS-AAS.

3.2.3 Calcio

Na Figura 3.3 estdo representadas as concentracdes de calcio encontradas pelas
diferentes amostras. A gama de concentracfes de calcio nas amostras variou entre 1,3 e
85 ppm, sendo a amostra 18 a amostra mais pobre em calcio; e a amostra com teor mais
elevado a infusdo 22, sendo seguida pela amostra 20, com 58 ppm, e pela amostra 5,
com 42 ppm. A amostra 22 era uma infusdo de cavalinha (100%), enquanto que a
amostra 20 era uma infusdo 100% sene, 0 que nos leva a crer que estes dois
componentes estardo intimamente ligados com a concentragdo de calcio, até porque a
terceira amostra mais concentrada em calcio (amostra 5) era uma mistura que continha
estes dois componentes.

A mediana das concentragdes foi cerca de 16 ppm. O percentil 75 é 27 ppm enquanto que

o percentil 25 foi cerca de 4,0 ppm.
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Figura 3.3 - Concentracdo de Ca nas amostras analisados por F-CS-AAS.

3.2.4 Magnésio

Na Figura 3.4 estdo representadas as concentracdes de magnésio nas diferentes
infusdes.

Pode observar-se que a gama de concentra¢cdes de magnésio variou entre 2,3 e 50 ppm.
A mediana das concentragfes foi cerca de 12 ppm e os percentis 75 e 25 foram de 23
ppm e 7,5 ppm, respetivamente. A amostra 22 foi a amostra com maior teor de magnésio

sendo esta amostra uma infusao de cavalinha 100%.
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Figura 3.4 - Concentracdo de Mg nas amostras analisados por F-CS-AAS.

3.2.5 Cobre

Na Figura 3.5 estdo representadas as concentracdes de cobre das diferentes infusdes
analisadas. As concentragbes de cobre nas amostras variaram entre 11 e 121 ppb. As
amostras com teor mais elevado foi a amostra 17, sendo esta uma infusdao 100% cha

verde. A mediana das concentracdes foi de 43 ppb. O percentil 75 foi 56 ppb enquanto

que o percentil 25 foi cerca de 32 ppb.
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Figura 3.5 - Concentracdo de Cu nas amostras analisados por ET-CS-AAS.

3.2.6 Cadmio

Na Figura 3.6 estdo representadas as concentracdes de cadmio das diferentes infusGes
analisadas. Em geral, pode dizer-se que as quantidades de cadmio nas amostras foram
vestigiais. A mediana nas amostras foi de 1,0 ppb. O percentil 75 é 1,1 ppb enquanto que
o percentil 25 foi 0 ppb. As amostras 3, 5, 6, 7, 8, 10, 13, 16, 18, 24, 26 e 29
apresentaram valores inferiores ao limite de quantificagcdo. A amostra com um teor
superior em cadmio foi a amostra 2 que era uma infusdo 100% cha preto, seguida da
amostra 28 (mistura de componentes: algas, bétula, centelha asiatica, dente de ledo, erva

principe e gilbarbeira) e 20 (infusdo sene 100%).
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Figura 3.6 - Concentracdo de Cd nas amostras analisados por ET-CS-AAS.

3.2.7 Teor fendlico

Na Figura 3.7 estdo representados os teores de fendis totais das amostras analisadas
pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. Os teores de fendis encontrados variaram
entre 38 e 706 ug acido galico/L, sendo as amostras com maior teor as infusdes 19, 11 e
17, por esta ordem. A amostra 19 era uma infusdo 100% de ch& preto a amostra 17 era
uma infusdo 100% de chéa verde e a amostra 11 era uma mistura de algas e outras ervas.
A amostra 25 apresentou o quinto maior teor fendlico entre as infusdes analisadas, sendo,
também de cha verde 100%. A mediana do teor de fenbis nas amostras foi de 162 ug
acido galico/L e os percentis 75 e 25 foram de 231 pyg e 106 ug acido galico/L,

respetivamente.

Andreia Rocha 34



Teor mineral e capacidade antioxidante em chas e infusdes

B00.0 4
G000 -

4000 -

2000 ‘ ‘
123450 7 8289

101112131415 1617 1819 2021 22 23 24 25

Teor fendlico total {pg acido
galicafL)

Amostras

Figura 3.7 - Teor fendlico total das amostras analisadas pelo de Folin-Ciocalteu.

3.2.8 Teor de flavonoides total

Na Figura 3.8 estdo representados os teores de flavonoides das amostras analisadas pelo
método do cloreto de aluminio. Como se pode observar na figura, foram encontrados
valores desde 6,33 a 255 mg epicatequina/L. A mediana, o percentil 75 e o percentil 25
foram de 114, 164 e 65 mg epicatequina/L, respetivamente.

De forma semelhante ao que aconteceu com o teor fendlico, também o teor de
flavonoides teve o valor mais baixo para a amostra 10 e o valor mais elevado para a
amostra 19. A amostra 16 apresentou o segundo maior teor de flavonoides entre as
amostras, sendo esta uma infusdo com varias ervas incluindo a cavalinha, erva que
pareceu ter interacdo neste teor pois a amostra seguinte em teor de flavonoides foi a
amostra 22, que se tratava de uma infusdo 100% cavalinha.
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Figura 3.8 - Teor de flavonoides total das amostras analisadas pelo método do cloreto de

aluminio.

3.2.9 Atividade anti-radicalar

Na Figura 3.9 estéo representadas as atividades anti-radicalares das diferentes amostras
obtidas pelo método do DPPH. Como se pode observar a gama variou entre os 110 a
2641 pg trolox/L. Novamente, a amostra com menor capacidade antioxidante foi a
amostra 10. Por outro lado, os valores mais elevados foram obtidos para as amostras 25,
9 e 3 sendo infusBes com diferentes percentagens de cha verde: 100% cha verde, 70%
de cha verde e 3% de ché verde, respetivamente.

O valor da mediana dos resultados foi de 386 ug trolox/L, com percentis 75 e 25 de 397 e

284 ug trolox/L, respetivamente.
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Figura 3.9 - Atividade anti-radicalar das amostras analisadas pelo método do DPPH.
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3.2.10 Poder de reducdao férrica - FRAP

Na Figura 3.10 estdo representados os resultados obtidos na analise do poder de reducéo
férrica (método de FRAP) para todas as amostras. O valor da mediana foi de 88 pg/mL
em acido ascorbico e os percentis 75 e 25 foram de 319 e de 94 ug/mL acido ascorbico,
respetivamente. Como se pode ver na Figura 3.10, o valor mais baixo encontrado também
foi na amostra 10 e os valores mais elevados nas amostras 17 e 18, infusdes de cha
verde 100%. Seguidamente, encontra-se a amostra 9 com uma percentagem de cha
verde de 70%.
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Figura 3.10 - Poder de reducéo férrica das amostras analisadas pelo método de FRAP.
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3.3 Discussao de resultados

Na Tabela 3.4 estdo identificadas as amostras cujos teores em minerais se evidenciaram

das restantes amostras, por excesso (acima do valor encontrado para o percentil 75) ou

por defeito (abaixo do percentil 25). As células coloridas representam as amostras cujos

teores se evidenciaram pelos valores mais elevados e mais baixos.

Tabela 3.4 - Amostras com concentra¢gdes acima do P75 e abaixo do P25 em minerais

(ordenadas por n° de amostra).

Percentil 75

Amostras
com
quantidades
inferiores as
do Percentil
25

Na K Ca Mg Cu Cd
5 5 5 5 16 2
Amostras
com 13 8 16 15 19 12
gquantidades 20 20 21 14
superiores
as do

Como se pode observar na tabela anterior, foram encontradas amostras que se

destacaram por possuirem maiores ou menores concentracdes em minerais do que na

maior parte das outras amostras.
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As amostras 14 e 22 evidenciaram-se em trés metais. A amostra 14 era rica em Na, K e
Mg enquanto que a amostra 22 era rica em K, Ca e Mg. A amostra 14 é uma amostra com
varios componentes (algas, amieiro, cavalinha e sene) e a amostra 22 € uma infuséo de
cavalinha (100%).

As amostras 5 e 21 apresentaram valores superiores aos do P75 em quatro minerais (K,
Ca, Mg) e Na para amostra 5 ou Cu na amostra 21. As duas amostras eram misturas de
componentes: a amostra 5 continha algas, amieiro, cavalinha, erva principe, lacia lima,
sabugueiro e sene, e a amostra 21 continha cavalinha, funcho, hortela pimenta e sene.

A amostra 23 foi a que se destacou de todas das restantes por ser rica nos cinco
minerais, Na, K, Ca, Mg e Cu. Esta amostra 23 era uma infusdo de contendo alcachofra,
dente de ledo e menta.

Quanto ao cadmio, tratando-se um elemento toxico cuja presenca esta frequentemente
associada a contaminacdo ambiental, ndo era de esperar que as amostras
apresentassem valores elevados neste metal. As amostras com teor mais elevado em
cadmio foi a amostra 2 que era uma infusdo 100% cha preto, seguida da amostra 28 que
era uma mistura de componentes (algas, bétula, centelha asiatica, dente de ledo, erva
principe e gilbarbeira) e a amostra 20 que era 100% sene. Das oito amostras com valores
acima do P75, cinco (9, 12, 14, 27 e 28) sdo misturas que tinham em comum algas, que é
um componente que pode estar sujeito a poluicdo aquatica do local onde séo cultivadas
ou colhidas.

Amostras com valores destes minerais abaixo do P25, séo de referir a amostra 18 (no Na,
Ca, Mg e Cd) e a amostra 26 no K, Mg, Cu e Cd. A amostra 18 é um cha verde enquanto
que a amostra 26 é uma infusdo de diferentes componentes (algas, amieiro, cavalinha,
sabugueiro, sene e urtiga branca).

As amostras 7 e 10 apresentaram concentragfes abaixo do P25 para o Na, Mg, Cu, Cd e
Ca para a amostra 7 ou K para a amostra 10. A amostra 7 é um cha verde descafeinado
ao passo que a amostra 10 é uma infusdo de algas, anis estrelado, laranjeira, licia lima e
sene. A amostra 3 aparece em todos 0s elementos. A amostra 3 € composta por algas
(apenas 0,2%), ch& verde, chicodria, dextrose, frutos e malvas.

Estabelecendo uma comparagdo com a tabela de resultados da revisdo bibliografica
sobre analise de minerais em infusbes de chas e ervas aromaticas (Tabela 1.1), pode

denotar-se que o minimo de concentracdo em sddio foi 0 mesmo quer neste estudo, quer
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na revisao bibliografica (0 ppm). No entanto, o valor méximo encontrado na bibliografia foi

de 2504 ppm, muito além do valor méximo das amostras estudadas, 170 ppm.

No caso do potassio, 0 minimo de concentracdo encontrado na bibliografia foi de 82 ppm,

ao passo que, neste estudo, foi menor, 3 ppm. Em visdo contraria, 0 maximo de

concentracao de potassio em amostras de infusGes analisadas na bibliografia foi 28891

ppm engquanto que neste projeto foi 47 ppm.

O célcio, elemento também analisado neste projeto, apresentou-se como quantidade

minima 1 ppm e como concentracdo maxima 85 ppm. Por sua vez, na literatura, o valor

minimo encontrado para o calcio foi 0 ppm e o valor maximo 19 ppm.

Os valores de concentracdo de cobre nas infusfes relatados na bibliografia variaram entre

0,01 e 7,40 ppm. Neste trabalho, os valores de concentragbes variaram ente 11 ppm e

120 ppm.

Na Tabela 3.5 estdo identificadas as amostras cujas capacidades antioxidantes se

evidenciaram das restantes amostras, por excesso (acima do valor encontrado para o

percentil 75) ou por defeito (abaixo do percentil 25). As células coloridas representam as

amostras cujos teores se evidenciaram pelos valores mais elevados e mais baixos.
Tabela 3.5 - Amostras com capacidades antioxidantes acima do P75 e abaixo do P25

(ordenadas por n° de amostra).

TFT Flavonoides DPPH FRAP
Amostras com 9 16 9 9
quantidades 11 18 12 17
superiores as
do Percentil 75 17 15 18

Amostras com

guantidades
inferiores as do
Percentil 25 14 10 14 13
18 11 20 20
24 24 24 24
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Como se pode observar pela tabela, as amostras que mais frequentemente apareceram
com capacidade antioxidante superior as do P75 foram as amostras 18, 19 e 25. Além
dos teores elevados em flavonoides e atividade anti-radicalar, a 18 evidenciou-se pelos
valores elevados de DPPH, as amostras 19 e 25 pelos teores de fendis totais. As
amostras 18 e 25 sao chas verdes enquanto que a amostra 19 € um cha preto.

Pelo lado oposto, as amostras 4, 10 e 24 evidenciaram-se das restantes amostras por
apareceram na lista de infusBes com teores abaixo do P25 para os 4 métodos estudados
para avaliacdo da capacidade antioxidante.

As amostras 1 e 5 apresentaram valores inferiores aos do P25 em trés diferentes
métodos. A amostra 1 apresentou-se abaixo do P25 no TFT, teor de flavonoides e método
de FRAP.

Por ultimo, a amostra 5 destacou-se nos métodos TFT, DPPH e método de FRAP.

A amostra 1 era uma infusdo de camomila (100%), mas as amostra 4, 5, 10 e 24 eram
misturas de varios componentes. A amostra 10 era uma infusdo de algas, anis estrelado,
laranjeira, lacia lima e sene. Enquanto que a amostra 24 era uma infusdo que continha
outros componentes (alcachofra, cavalinha, pilriteiro e urtiga verde). Por outro lado, as
amostras 4 e 5 eram infus6es em comum continham algas, amieiro, cavalinha, sabugueiro
e sene, embora a amostra 4 quatro ainda tivesse chicoria e manjericao, ao passo que a
amostra 5 tinha erva principe e licia lima.

No entanto, todo este trabalho necessita de um auxilio estatistico mais aprofundado para
se poder obter conclusGes mais rigorosas, elaborar réplicas dos ensaios para obter
reprodutibilidade a aumentar a pesquisa a outros metais, como elementos toxicos.

A andlise estatistica sera utilizada para relacionar os resultados obtidos (metais e
antioxidantes) com os componentes das infusbes de modo a relacionar a presenca de
certos ingredientes nos varios tipos de infusbes estudadas com o teor mineral e a
capacidade antioxidante total.

Os resultados obtidos neste trabalho serdo submetidos a andlise multivariada de dados
com especial énfase nas técnicas de reconhecimento de formas supervisionadas e nao
supervisionadas. De um modo geral, a analise multivariada refere-se a todos os métodos
estatisticos que simultaneamente analisam mudltiplas medidas sobre cada individuo ou
objeto de investigacdo. De alguma forma, qualquer analise de mais de duas variaveis

pode ser considerada andalise multivariada [77].
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4 Conclusoes

Neste projeto foi feita a analise de macro e microminerais e a avaliacdo da capacidade
antioxidante numa grande variedade de infusbes, obtidas a partir de chas, ervas
aromaticas ou misturas destas, comercializadas em Portugal em saquetas de doses
individuais. A andlise de minerais foi realizada num espetrofotometro de absor¢cédo atomica
com fonte continua e a avaliagdo da capacidade antioxidantes foi avaliada num leitor de
microplacas. Os minerais analisados foram o Na, K, Ca, Mg, Cu e Cd. Os métodos
utilizados para avaliar a capacidade antioxidantes das amostras foram: o teor de fendis, o
teor de flavonoides totais, o DPPH e o método de FRAP.

Atendendo aos célculos de percentis, obtiveram-se conclusdes importantes quanto a
influéncia de determinado cha ou até mesmo erva, quer na concentragdo de minerais,
guer na capacidade antioxidante, na infusao final.

Niveis superiores ao percentil 75 para o0 Na, K, Ca, Mg e Cu foram apresentados, de um
modo geral, por amostras de algas, amieiro, cavalinha e sene. No caso do cadmio,
elemento que é avaliado, do ponto de vista nutricional, de forma diferente por ser
considerado um elemento téxico, apresentou-se superior ao percentil 75 primordialmente
em amostras contendo algas na sua composic¢ao.

As capacidade antioxidantes foram superiores ao percentil 75 principalmente em chas
verdes, enquanto que as capacidade antioxidantes foram inferiores ao percentil 25
essencialmente em infusdes de cavalinha.

No entanto, todo este trabalho necessita de um auxilio estatistico mais aprofundado para
se poder obter conclusGes mais rigorosas, elaborar réplicas dos ensaios para obter
reprodutibilidade a aumentar a pesquisa a outros metais, como elementos toxicos.

A andlise estatistica sera utilizada para relacionar os resultados obtidos (metais e
antioxidantes) com os componentes das infusées de modo a relacionar a presenca de
certos ingredientes nos varios tipos de infusGes estudadas com o teor mineral e a

capacidade antioxidante total.
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Figura A.1 — Curvas de calibracdo dos elementos analisados por FL-AAS.
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Figura A.2 — Curvas de calibracdo dos elementos analisados por GF-AAS.
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