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RESUMO

O cha é uma bebida mundialmente consumida e reconhecida por suas propriedades
benéficas a saude. Essa bebida contém em sua composi¢cdo compostos bioativos, e
outros elementos, tais como cobre (Cu), cloro (Cl) e fluor (F), que em concentracdes
especificas, podem representar riscos a saude. Nesse cenario, torna-se crucial
estabelecer métodos analiticos precisos e exatos para monitorar a concentracao
dessas espécies em amostras de cha. Contudo, para a obtencdo de resultados
certificados, surge a necessidade de uma preparacdo adequada das amostras. Neste
contexto, técnicas alternativas de preparo de amostras tém sido propostas para
determinacao de metais e halogénios. Entre estas, a utilizacdo de solventes eutéticos
profundos (DES) para extragéo e posterior determinagdo de metais, e a piroidrolise
como preparo de amostras para determinacao de halogénios. Neste trabalho, foram
propostos métodos analiticos para determinagédo de Cu, Cl e F utilizando técnicas
alternativas de preparo de amostras apés otimizagdo multivariada, com posterior
determinacao por GF AAS (Cu) e cromatografia de ions (Cl e F). O primeiro método
teve por objetivo a determinacdo de Cu por GF AAS em amostras de cha apdés
utilizando DES e extracdo assistida por ultrassom (US). O DES formado por cloreto
de colina e &acido oxdalico (ChCl:Ox), foi caracterizado por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). No programa de temperaturas
otimizado, foram utilizadas temperaturas de 900°C e 2100°C, respectivamente, para
pirdlise e atomizacdo. Ja as condicdes Otimas observadas no planejamento
multivariado foram diluicdo do DES (20% m m-'), 45 min tempo de reacio, e 60 °C de
temperatura no US. A exatiddo do método foi avaliada por meio da analise de
materiais de referéncia certificados (CRM), demonstrando uma boa concordancia
entre os valores determinados e certificados para Cu (91,5-81,1%). O desvio padrao
relativo (RSD) foi inferior a 10%, demonstrando boa precisdao do método proposto. O
LOD de 0,2 mg Kg' foi adequado para andlises de chas de ervas. O segundo método
teve por objetivo determinar a presenga de Cl e F, em diferentes amostras de cha
submetidas ao preparo de amostras por piroidrélise e quantificagdo por cromatografia
de ions. As condi¢des 6timas para piroidrélise foram, 150 mg de amostra, 20 min de
reagao e temperatura de 850 °C. A exatiddo do método avaliada por meio da analise
de CRMs demonstrou uma boa concordancia entre os valores determinados e
certificados para Cl e F (100-117%). A precisédo RSD < 10%, e os LODs 2 e 0,1 mg
Kg para Cl e F, respectivamente, comprovam a boa preciséo e viabilidade do método
para as andlises propostas. Determinaram-se ainda as concentragdes totais dos
analitos (métodos propostos) e na infusdo (disponivel) de amostras de chas
tradicionais e chas de ervas. A porcentagem de Cu disponivel nas infusées de chas
tradicionais e de ervas variou entre 12-90%, ja para Cl essa porcentagem foi 54 a
91%, para F essa faixa variou entre 12 e 85%. O estudo também possibilitou a
avaliacdo do possivel risco de exposicdo ao F- ao consumir infusbes de cha,
demonstrando que as concentracées deste elemento nos chas analisados se
encontram dentro dos limites recomendados para uma ingestdo segura. Os métodos
propostos demonstraram eficacia, destacando-se por sua simplicidade e por ser
ambientalmente amigaveis.

Palavras-chave: Solvente eutético profundo; Box-Behnken; piroidrélise; metais;
halogénios.



ABSTRACT

Tea is a drink consumed worldwide and recognized for its beneficial health properties.
This drink contains bioactive compounds and other elements, such as copper (Cu),
chlorine (Cl) and fluorine (F), which in specific concentrations can pose health risks. In
this scenario, it becomes crucial to establish precise and accurate analytical methods
to monitor the concentration of these species in tea samples. However, to obtain
certified results, there is a need for adequate sample preparation. In this context,
alternative sample preparation techniques have been proposed for the determination
of metals and halogens. Among these, the use of deep eutectic solvents (DES) for
extraction and subsequent determination of metals, and pyrohydrolysis as sample
preparation for the determination of halogens. In this work, two analytical methods
were proposed for determining Cu, Cl and F using alternative sample preparation
techniques after multivariate optimization, with subsequent determination by GF AAS
(Cu) and ion chromatography (Cl and F). The first method aimed to determine Cu by
GF AAS in tea samples using DES and ultrasound-assisted extraction (US). DES,
formed by choline chloride and oxalic acid (ChCI:Ox), was characterized by Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR). In the optimized temperature program,
temperatures of 900°C and 2100°C were used, respectively, for pyrolysis and
atomization. The optimal conditions observed in the multivariate planning were DES
dilution (20% m m™), 45 min reaction time, and 60 °C temperature in the US. The
accuracy of the method was evaluated through the analysis of certified reference
materials (CRM), demonstrating a good agreement between the determined and
certified values for Cu (91.5-81.1%). The relative standard deviation (RSD) was less
than 10%, demonstrating good accuracy of the proposed method. The LOD of 0.2 mg
Kg' was suitable for the analysis of herbal teas. The second method aimed to
determine the presence of Cl and F in different tea samples submitted to sample
preparation by pyrohydrolysis and quantification by ion chromatography. The optimal
conditions for pyrohydrolysis were 150 mg of sample, 20 min of reaction, and a
temperature of 850 °C. The accuracy of the method evaluated through the analysis of
CRMs demonstrated a good agreement between the determined and certified values
for Cl and F (100-117%). The RSD precision < 10%, and the LODs 2.3 and 0.1 mg Kg
! for Cl and F, respectively, prove the good precision and feasibility of the method for
the proposed analyses. The total concentrations of the analytes (proposed methods)
and the infusion (available) of samples of traditional teas and herbal teas were also
determined. The percentage of Cu available in traditional and herbal tea infusions
varied between 12-90%, for Cl this percentage was 54 to 91%, for F this range varied
between 12 and 85%. The study also made it possible to assess the possible risk of
exposure to F- when consuming tea infusions, demonstrating that the concentrations
of this element in the teas analyzed are within the recommended limits for safe intake.
The proposed methods demonstrated effectiveness, standing out for their simplicity
and for being environmentally friendly.

Keywords: Deep eutectic solvent; Box-Behnken; pyrohydrolysis; metals; halogens.
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1.  INTRODUCAO

ApGs a agua, o cha é a bebida mais consumida no planeta (BRODY, 2019;
KHAN; MUKHTAR, 2019). Sendo obtida a partir da infusdo de ervas, principalmente,
das folhas vaporizadas e desidratadas da planta perene Camellia sinensis,
(SZYMCZYCHA-MADEUJA et al. 2012), possuindo variagdes como infusdes herbais,
frutadas e florais. O cha se destaca ndo apenas por seu aroma agradavel, mas
também por suas propriedades benéficas a salde, associadas a compostos bioativos
como catequinas e polifendis. Além desses, o cha contém antioxidantes que auxiliam
na protecao celular, contribuindo para a saude do coracdo e do cérebro, além de
possuir propriedades relaxantes. Vale destacar que diversas outras substancias,
incluindo metais e halogénios, podem ser extraidas nas infusdes de cha e ervas
aromaticas (CARVALHODA-SILVA; PAGANINI-COSTA, 2011; DAS, 2017; LI et al.,
2018).

A presenca de metais tais como Cu, Al e Zn, e halogénios como fltor (F) e
cloro (Cl) em concentragdes especificas nos alimentos e bebidas desempenha um
papel crucial na nutricdo humana. Entretanto, dependendo do nivel de concentracao
destes elementos nas plantas, podem apresentar potencial toxicidade a saude. A
concentragao de metais e halogénios pode variar em amostras de cha, pois essa é
influenciada por fatores como a regido de cultivo, praticas agricolas e caracteristicas
do solo (BAYRAKLI; DENGIZ, 2020; ZHANG et al., 2023).

Portanto, o monitoramento da concentracdo de metais e halogénios em cha
de ervas € fundamental, para o controle de qualidade e para a saude dos
consumidores dessa bebida. Nesse contexto, existem diversas técnicas analiticas que
possibilitam a determinacdo de metais e halogénios em diversas matrizes, como as
de cha (ZHANG et al. 2020; MELO et al. 2020). As técnicas analiticas incluem
espectrometria de emissdo o6tica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES),
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS),
espectrometria de absorgdo atbmica com atomizacdo em chama (F AAS) e
espectrometria de absorcdo atémica com atomizagdo em forno de grafite (GF AAS).
Embora ICP-MS e ICP OES se destaqguem na determinacéo de metais, especialmente
em amostras complexas, como matrizes biolégicas, a GF AAS surge como uma opgao

viavel devido ao seu tratamento in-situ de amostras sem preparo prévio (AHMADI-
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JOUIBARI; NOORI; FATTAHI, 2021; ZEINER et al., 2018). A cromatografia de ions
(IC) é uma alternativa para determinagédo de halogénios em alimentos e bebidas.

Aliado ao uso de uma técnica adequada, o preparo de amostras representa
uma das etapas fundamentais em métodos analiticos, e inUmeras pesquisas tém se
dedicado a investigacdo de técnicas alternativas para o preparo de amostras em
analises espectrométricas e cromatograficas (AYDIN; YILMAZ; SOYLAK, 2018;
OLIVEIRA et al., 2023). Entre estas técnicas, a extracdo com uso de solventes
alternativos e ambientalmente amigaveis, tais como os solventes eutéticos profundos
(DESs) vém sendo aplicada com sucesso para extracdo de metais em diferentes
amostras (AHMADI-JOUIBARI; NOORI; FATTAHI, 2021). O uso de DES como
solvente extrator associado a determinacao por GF AAS permite a quantificacdo de
elementos em niveis tracos. Para a determinacao de halogénios, a piroidrélise surge
como uma técnica de preparo de amostras de notavel relevancia, caracterizada por
sua implementacao acessivel, custos reduzidos, consumo minimo de reagentes e
minima geracdo de residuos. No contexto analitico, suas aplicagbes sao
frequentemente associadas a determinacao de halogénios em amostras de possivel
decomposicao, destacando-se como uma alternativa excepcional para o preparo de
amostras para posterior analise por IC (MUHAMMAD et al., 2020; WARF; CLINE;
TEVEBAUGH, 1954).

Nesse contexto, é de relevante importancia estabelecer estratégias analiticas
que possibilitem o desenvolvimento de métodos eficientes e sensiveis para a
determinacado de metais e halogénios em chas. Assim, este estudo visa estabelecer
abordagens analiticas inovadoras para determinagédo de Cu, Cl e F em diferentes
amostras de chas de ervas, por meio das técnicas GF AAS e IC, além de estimar o
fator de risco para o F, no consumo de amostras de chas. A otimizagao das condi¢des
de preparo das amostras por DES, e piroidrélise foi realizada por meio de

planejamentos multivariados.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CHA: ASPECTOS GERAIS

A palavra "chd" abrange diversos arbustos da familia das teaceas, suas folhas
secas e a infusdo resultante. O termo cha abrange principalmente as espécies
vegetais: Camellia sinensis, Camellia assamica e Cambodiensis (DARGAH et al.,
2023; WICKREMASINGHE, 1978), onde a espécie mais difundida € a Camellia
sinensis, introduzida mundialmente pela Companhia Inglesa das indias Orientais
(AWASOM, 2011; BRODY, 2019). Segundo a ANVISA, a partir da regulamentacéo,
estabelecida pela RDC N° 716, DE 1° julho de 2022, a definicao de cha é: “produto
constituido de uma espécie vegetal autorizada para o seu preparo, inteira,
fragmentada ou moida, com ou sem fermentacgao, tostada ou ndo” (BRASIL, 2022).

Ranqueado logo abaixo da agua em termos de consumo global, a
popularidade do cha é creditada ao seu sabor distintivo, além de confirmados
beneficios nutricionais e farmacoldgicos, incluindo propriedades antimicrobianas e
antioxidantes, como evidenciado por diversos estudos (CARVALHODA-SILVA;
PAGANINI-COSTA, 2011; CHOWANIAK et al.,, 2021; SZYMCZYCHA-MADEJA;
WELNA; POHL, 2012). A sua preparagao envolve, a infusdo de uma ou mais partes
de espécie(s) vegetal(is) em agua quente, com a temperatura e o tempo de infusdo
variando conforme a variedade de cha e preferéncias pessoais (YUE et al., 2020).

As distintas categorias de cha sdo geralmente agrupadas com base na
tonalidade, influenciada pelos processos de manipulagao e niveis de oxidagao. O
processo de producao do cha compreende quatro etapas essenciais: a secagem, para
eliminar a umidade; a torcdo, que quebra as células e inicia a fermentacéo; a
fermentagao propriamente dita, que possibilita a oxidagdo enzimatica das folhas; e a
secagem final para concluir o ciclo. A classificacdo das variedades de cha se baseia
no grau de fermentacao antes do consumo, com o ch@ preto liderando em termos de
consumo global, seguido pelo cha verde e o cha oolong. Os padrées de consumo
variam conforme a regido, sendo o cha verde e oolong populares em paises como
China e Japao, onde as folhas verdes também sdo utilizadas como hortalicas na
culinaria (ENGELHARDT, 2020; YILMAZ; OZDEMIR; GOKMEN, 2020).

Embora a palavra "cha" costumeiramente remeta a infusdo tradicional da

Camellia sinensis, € importante destacar a variedade de infuses disponiveis, com
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distintas origens, caracteristicas de cultivo e processamento das folhas. Essas
variacbes, como camomila e erva-mate, sdo amplamente consumidas por suas
propriedades terapéuticas, ampliando o conceito de "cha" para além da bebida
tradicional (CHOWANIAK et al., 2021; ENGELHARDT, 2020). O cha, além de suas
propriedades aromaticas e beneficios para a saude, desempenha um papel notavel
como componente comercial em diversas economias no mundo. Ligada a producao
agricola, paises como China, india, Quénia e Sri Lanka sdo grandes produtores e
exportadores de cha, contribuindo significativamente na economia global (AWASOM,
2011; BRODY, 2019; ENGELHARDT, 2020; WICKREMASINGHE, 1978).

O consumo do cha tornou-se ainda uma tradicdo em diversas culturas no
mundo. A tradicdo inglesa do "cha das cinco" é famosa mundialmente, sendo
introduzida na Inglaterra por volta de 1800 por Anna Russell, a sétima duquesa de
Bedford. Ela adotou o habito de tomar cha a tarde como uma maneira de aplacar a
fome entre o0 almogo, servido pontualmente ao meio-dia, e o jantar servido entre as 20
e 21 horas, ocasiao oportuna para exibir maravilhosas pecas de porcelana e prata.
Durante a revolugao industrial o consumo de cha também foi evidenciado, onde os
trabalhadores das novas fabricas optaram pelo cha como sua bebida principal durante
0 expediente. Inicialmente, a cerveja era a escolha habitual, mas o cha tornou-se
preferivel devido ao fato de ndo causar embriaguez e manter a mente alerta devido a
cafeina (CARVALHODA; PAGANINI, 2011).

No Brasil o cha foi introduzido nos habitos da populacao por meio de Luiz de
Abreu, um comerciante e agricultor portugués que presenteou D. Jodo VI com
sementes de cha (Camellia sinensis) quando este chegou ao pais. Com a fundagao
do Jardim Botanico no Rio de Janeiro em 1808, foram iniciadas as primeiras
plantagcbes de C. sinensis no Brasil. A melhoria das plantagdes de cha no pais ocorreu
apos a chegada de alguns chineses por volta de 1814, que trouxeram novas ideias e
ensinamentos orientais. Apds a abolicdo da escraviddao em 1888, a producéo de cha
produzido no Brasil sofreu uma significativa redugao, atingindo niveis insignificantes,
concomitante a esse acontecimento as infusdes caseiras, ou “cha de ervas’,
popularizaram-se no pais, sobretudo pelas propriedades atribuidas a muitas ervas
fitoterapicas (BRODY, 2019; CARVALHODA-SILVA; PAGANINI-COSTA, 2011). No
que diz respeito as propriedades medicinais, os diferentes tipos de cha tém o potencial
de acentuar beneficios a saude. O cha de camomila (Matricaria recutita), por exemplo,

pode auxiliar em problemas de ma digestdo, dores musculares, estresse e sono
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(SAMANTA, 2022; YAN et al., 2020). Essas caracteristicas estdo relacionadas a
presenca de compostos bioativos em sua composicdo, incluindo os polifendis,
flavonoides, xantinas, além das vitaminas e minerais (ENGELHARDT, 2020, 2020;
YAN et al., 2020).

Os chas também absorvem espécies metdlicas e ndo metalicas em suas
estruturas vegetais, cuja presenca pode estar associada a ocorréncia natural nas
plantas ou resultar do processo de contaminacgao a partir do meio de cultivo (AHMADI-
JOUIBARI; NOORI; FATTAHI, 2021; BAYRAKLI; DENGIZ, 2020). Além desses
elementos Cl e F, também podem estar presentes em espécies vegetais. O Cl é
frequentemente encontrado nas plantas, e desempenha um papel importante em
processos como a fotossintese. Ja o F, embora ndo seja considerado essencial para
as plantas, pode ser absorvido no solo, sobretudo com praticas agricolas acentuadas
(ABDIGHAHROUDI; SCHMIDT; LUTZE, 2020; DAS, 2017; NASCIMENTO et al.,
2021).

2.2 ESPECIES METALICAS E HALOGENIOS EM CHAS

Na ultima década, o uso crescente da fitoterapia, incluindo o consumo de
infusbes, como alternativa aos medicamentos alopaticos, levou a necessidade de
pesquisar a composi¢ao quimica de distintas espécies vegetais. Além dos compostos
bioativos, os constituintes inorganicos, como Cu e Zn, desempenham um papel
essencial no sistema biolégico vegetal e humano (LI et al., 2018; SOFUOGLU;
KAVCAR, 2008). Esses elementos tém a capacidade de serem absorvidos pelas
plantas, principalmente, quando presentes em concentracées elevadas no solo,
resultando no acumulo desses minerais nas raizes e folhas. Fatores ndo edaficos,
como defensivos agricolas e poluentes atmosféricos, também contribuem para a
concentragdo de metais nas partes vegetais (BAYRAKLI; DENGIZ, 2020; LI et al.,
2018).

Estudos recentes indicam ainda a presenca de diversas espécies metdlicas
presentes em plantas, como Cd e Pb, determinados em niveis elevados nas projecoes
de ingestao didria do cha de carqueja. Planta amplamente consumida na regiao sul
do estado de Santa Catarina-Brasil, sendo utilizada no preparo de chas e no consumo
do chimarrdo (BLANCO et al., 2022). Ja o estudo de Hu e colaboradores (2023),

aponta dados significativos sobre a presenca de As, Cd, Cr, Cu,Hg e Pb em niveis
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médios de 0,21, 0,14, 1,17, 14,6, 0,04 e 1,09 mg kg™', respectivamente, presentes em
diferentes amostras de chas. Esses resultados apontam para areas de concentracao
elevada desses metais, destacando principalmente o sudoeste da China, algumas
regides do leste chinés e a provincia de Shaanxi, no noroeste do pais (HU et al., 2023).

O Cu desempenha um papel essencial como metal-traco para os organismos
vivos (SHABBIR et al., 2020), atuando por exemplo na maturacao dos tecidos linfoides
(MACEDO et al., 2010). No entanto, a ingestdo excessiva desse elemento esta
correlacionada a potenciais riscos para a saude humana, conforme indicado por
estudos anteriores (GAETKE; CHOW, 2003; SHABBIR et al., 2020).

Trabalhos indicam a presenca de concentracbes elevadas de Cu em
alimentos e agua, principalmente, derivados de compostos como o sulfato de cobre
usado na agricultura, representando um potencial risco a saude do consumidor
(ARAYA et al., 2004; SHABBIR et al., 2020). A presenca natural e aceitavel de Cu em
alimentos é condicionada ao respeito aos limites maximos de exposi¢cao diaria. A
Environmental Protection Agency (EPA) afirma que a ingestao de até 1 mg de Cu por
dia é seguro (GAETKE; CHOW-JOHNSON; CHOW, 2014). Onde a exposicao de
doses elevadas pode ser toxica, apresentando riscos a saude, afetando 6rgaos e
tecidos, dependendo da via de exposicao, incluindo danos no figado e rins (GAETKE;
CHOW, 2003; ZIETZ; DASSEL DE VERGARA; DUNKELBERG, 2003).

Os halogénios sdo um grupo de elementos quimicos que incluem F, Cl, Br, |
e At. No contexto das amostras de cha, destacam-se o F e o Cl como os elementos
mais notaveis, como discutido por Das (2017) e Kalayci (2022) (DAS, 2017; KALAYCI,
2022).

A planta Camellia sinensis, usada para a producao de cha, é reconhecida por
sua alta concentracao de F, sendo considerada um acumulador especifico desse
elemento devido a sua capacidade de absorgéo seletiva nos solos, especialmente de
minerais que contém fons fluoreto (DORES, 2023; GILJANOVIC et al., 2012). O F em
baixas concentracbes é benéfico para a saude, fortalecendo ossos e dentes.
Entretanto, ha riscos de exceder essas quantidades devido a habitos alimentares. A
OMS estabeleceu um limite de 1,5 mg/L de F~ na agua potavel, com uma ingestao
adequada de 0,05 mg/kg de peso corporal (OMS, 2011). No entanto, ha riscos de
exceder essas quantidades devido a habitos alimentares, como por exemplo o
consumo excessivo de F em alimentos como chd, que pode causar diversos

problemas de saude como a fluorose esquelética, danos hepaticos, renais e
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anomalias neurolégicas do desenvolvimento (REVELO-MEJIA et al., 2021; ZHAO et
al., 2019). O CI" atua na regulacédo da pressao osmética e no equilibrio acido-base,
influenciando no pH sanguineo (ABDIGHAHROUDI; SCHMIDT; LUTZE, 2020). No
entanto, devido a sua presenca em processos industriais, e possivel excesso na agua
de cultivo dos chas, este também pode ser considerado um contaminante. Segundo o
Instituto Médico da Academia Nacional de Ciéncias (Washington, EUA), um adulto
deve ingerir 2300 mg/dia de Cl de fontes como sal, leite, carne e ovos, mas um
consumo desequilibrado pode levar a complicacbes como acidose metabdlica e
cefaleia (ROLFES; PINNA; WHITNEY, 2014).

E importante destacar que os niveis de F e Cl, podem variar entre diferentes
tipos de cha e dependendo das condi¢gdes de cultivo (DAS, 2017; NASCIMENTO et
al., 2021; ZHANG et al., 2023). Além disso, as normas e regulamentacdes sobre a
presenca de halogénios em alimentos podem diferenciar entre paises e agéncias
reguladoras. Portanto, a determinacao de Cl e F em cha torna-se relevante, sobretudo
considerando a seguranga alimentar e a saude dos consumidores de cha. Para
garantir a qualidade de produtos e estimar os riscos a saude associados ao seu
consumo, é crucial o desenvolvimento de estratégias analiticas eficazes, para a
determinacao de espécies quimicas presentes.

Considerando que a presenca de metais, e halogénios como o Cl e F em
alimentos representa uma das principais fontes de exposigdo humana estes
elementos, a obtengéo de informacgdes precisas sobre 0s niveis destas espécies em
chas, possibilita avaliar o fator de risco que esses produtos oferecem e estimar a
ingestao diaria de nutrientes ou elementos potencialmente téxicos, promovendo o uso

seguro do consumo das espécies vegetais utilizadas em infusdes.
2.3 DETERMINACAO DE COBRE, CLORO E FLUOR

A importancia do controle da presenca de Cu, Cl e F em chas destaca-se pela
necessidade de garantir a qualidade do produto e mitigar potenciais riscos a saude
humana. Recentemente, diversos métodos analiticos empregando distintas técnicas
tém sido utilizados para a determinacao de elementos metalicos, e halogénios, em
diferentes matrizes alimenticias, incluindo amostras de cha (SZYMCZYCHA-
MADEJA; WELNA; POHL, 2012; ZHANG et al., 2023). Técnicas como voltametria
(LEAL et al., 2009), espectrofotometria (CHUI; ZUCCHINI; LICHTIG, 2001),
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potenciometria com eletrodos de ions seletivos (KALAYCI, 2022), espectrometria de
emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) (MARGUI et al.,
2022), espectrometria de absorcao atémica (AAS) (ACETO et al., 2002; AHMADI-
JOUIBARI; NOORI; FATTAHI, 2021), cromatografia de ions (IC) (ABDIGHAHROUDI;
SCHMIDT; LUTZE, 2020; MALINOWSKA et al., 2008), e espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (LI et al.,, 2018) sdao amplamente
empregadas para essa finalidade (AHMADI-JOUIBARI; NOORI; FATTAHI, 2021;
COELHO JUNIOR et al., 2021; Ll et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2021; PICOLOTO
et al., 2014).

2.3.1 Técnicas analiticas para a determinacao de metais

Embora técnicas instrumentais avancadas, como a ICP-MS e ICP OES,
oferecam vantagens significativas em relacdo a GF AAS e F AAS, como maior
sensibilidade e a capacidade de determinacdo multielementar que reduz o tempo de
analise, é importante destacar que sua aplicacdo demanda uma etapa mais elaborada
no preparo de amostras para garantir a compatibilidade com o equipamento de
analise, como mencionado por Batista et al. (2009). Nesse contexto, a GF AAS se
destaca por ser uma técnica amplamente difundida, apresentar baixos limites de
deteccao e permitir a analise de amostras complexas. Isso € viabilizado pelo seu
programa de temperaturas, que possibilita o tratamento in situ da amostra, incluindo
a separacédo do solvente por meio da etapa de secagem e a decomposi¢ao da matriz
na etapa de pirélise, antes da atomizagao do analito (AHMADI-JOUIBARI; NOORI;
FATTAHI, 2021). A técnica fundamenta-se no conceito de que atomos no estado
gasoso, gerados através de um atomizador, tém a capacidade de absorver radiagao
em um comprimento de onda especifico emitida por uma fonte (FERREIRA et al.,
2018; VAN LOON, 1980). Os atomizadores mais comuns em AAS s&o a chama e o
forno de grafite. Ambos sdo amplamente utilizados para fins analiticos, porém a GF
AAS por proporcionar maior sensibilidade, possibilita limites de detecgdo na ordem de
ug L' ang L', tornando-se mais atrativa para determinacdo de elementos em niveis
traco (FILATOVA et al., 2020).

Na GF AAS, a atomizagcédo dos analitos da amostra ocorre em um tubo de
grafite que pode ser aquecido de forma longitudinal ou transversal, sendo o

aquecimento transversal o ideal para manter uma temperatura uniforme dentro do
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atomizador, minimizando perdas de analito por condensacao em extremidades frias
ou recombinagdes atbmicas (ACETO et al., 2002; AHMADI-JOUIBARI; NOORI;
FATTAHI, 2021; ZEINER et al., 2018). A amostra quando inserida no forno de grafite
€ submetida a um programa de temperatura, constituido pelas etapas de secagem,
para eliminagdo de solvente; pirdlise, na qual a matriz é eliminada; atomizacao, para
a formacao dos atomos livres dos analitos; e uma etapa de limpeza para remocéao de
residuos evitando o efeito de memoéria. Etapas de pirdlise e atomizagdo podem ser
otimizadas através de curvas de pirélise e atomizacdo (RADA-MENDOZA et al.,
2021). Vale destacar que a GF AAS possibilita analise de amostras complexas, com
nenhum ou minimo preparo de amostra indo ao encontro dos principios da quimica
analitica verde (ACETO et al., 2002).

2.3.2 Determinacao de cloro e fluor

Para determinagdo de halogénios tais como Cl e F, diferentes técnicas
analiticas, como a potenciometria com eletrodo ion-seletivo (ISE) (NASCIMENTO et
al., 2021), e aIC, (REVEL’'SKII et al., 2021), podem ser empregadas. A IC, no entanto,
apresenta vantagens especificas em relacdo a outras técnicas, com acentuada
sensibilidade, possibilidade de determinagdo de multiplos analitos, além de requerer
um preparo de amostra simples, 0 que minimiza potenciais riscos de contaminagao,
menor utilizacdo de reagentes e minima geragao de residuos (MUHAMMAD et al.
2020). A IC proporciona analises mais rapidas, sensiveis e seletivas, permitindo a
deteccao simultanea de ions (COELHO JUNIOR et al., 2021; FRITZ, 2008).

A cromatografia é uma técnica que se baseia em um principio fisico-quimico
para separar os componentes de uma mistura, abrangendo técnicas como
cromatografia liquida, gasosa, de troca idnica e de afinidade. Essas variantes
compartilham principios basicos, mas diferem do tipo (planar ou por coluna), fase
movel (liquida, gasosa ou fluido supercritico) e fase estacionaria (liquido, sélido ou
fase ligada) (FRITZ, 2008; RYBAKOVA, 2023; SMITH JR; CHANG; STEVENS, 1980).

Na IC, a fase moével é liquida, introduzida por uma bomba de média presséo,
e a amostra é injetada em uma alga de amostragem de volume definido. Na sequéncia,
a fase movel transporta a amostra para a coluna de separacéo (COELHO JUNIOR et
al., 2021; FRITZ, 2008). A separacao cromatografica € a etapa onde ocorre a troca

ibnica entre o analito e a coluna, que ocorre através de afinidade eletrénica, ou seja,
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quanto maior a afinidade mais lentamente os ions vao se mover ao longo da coluna
cromatografica, enquanto os componentes que apresentam menor afinidade com a
fase estaciondria movem-se mais rapidamente. Para determinacdo, os respectivos
anions sao transportados através da coluna e interagem com os cations presentes na
fase estacionaria. Cada ion ter4d uma determinada afinidade pela fase estacionaria e
movel, o que determinara sua velocidade de saida da coluna para posterior deteccao
(FOSTER, 2005; FRITZ, 2008; SMITH JR; CHANG; STEVENS, 1980).

O desempenho do sistema de deteccdo em IC é avaliado com base em
sensibilidade, linearidade, resolucao e ruido. O detector mais comum na IC é o de
condutividade, vantajoso devido a capacidade de conducéao elétrica de todos os ions
em solucdo. Outros detectores, como UV-vis para substancias opticamente ativas e
amperomeétrico para compostos eletroativos, também podem ser utilizados. Por meio
do cromatograma, a identificacdo e quantificacdo dos analitos sédo realizadas com
base no tempo de retencao e areas dos picos, respectivamente. Na IC com detector
condutimétrico, 0 modo com supressao reduz a condutividade da fase mével antes da
deteccédo dos analitos, enquanto o modo sem supressao utiliza colunas com baixa
capacidade de troca idnica e eluentes diluidos, resultando em um limite de deteccao
menor que o modo com supressao (FRITZ, 2008; RYBAKOVA, 2023; SMITH JR;
CHANG; STEVENS, 1980).

No entanto, determinar a concentragéo de Cl e F pode ser um desafio devido
a volatilidade destes elementos e, posterior propensédo a perdas durante a analise
(COELHO JUNIOR et al., 2021; HOEHNE et al., 2019; PICOLOTO et al., 2014).
Portanto, a preparagdo da amostra torna-se uma etapa critica no método analitico
para a avaliagao desses compostos (TJABADI, MKETO, 2019).

2.4 ESTRATEGIAS PARA O PREPARO DE AMOSTRAS E DETERMINAGCAO DE
COBRE, CLORO E FLUOR

Atualmente, apesar da disponibilidade de diversas técnicas analiticas com
seletividade e sensibilidade adequadas para determinagdo de metais e halogénios
como Cl e F em diferentes matrizes, o preparo adequado das amostras é necessario
antes da andlise, especialmente para determinacédo em niveis traco. Dessa forma, o
preparo de amostras € uma etapa critica da analise quimica e fundamental para
garantir a qualidade dos resultados. A analise de amostras sem o devido preparo
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pode acarretar riscos de contaminagdo cruzada, interferéncias e resultados

imprecisos, comprometendo a confiabilidade das andlises realizadas.

2.4.1 Metais

Para a determinacdo de metais, o preparo de amostras por digestdo acida
assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD), do inglés Microwave-Assisted
Digestion, € um procedimento eficiente amplamente utilizado para diferentes amostras
(GUVEN; AKINCI, 2011). Entretanto, as limitagbes associadas MW-AD estéo
principalmente relacionadas ao alto custo da instrumentacdo e quantidade de
reagentes potencialmente téxicos promovidos para a decomposicao das amostras
(BARELA et al., 2017; GONZALEZ et al., 2017; PEREIRA et al., 2010). Por outro lado,
técnicas alternativas como a extragao assistida por ultrassom (UAE), oferece como
vantagem a simplicidade e eficiéncia para extragdo de metais em diversas matrizes
(ALMEIDA, 2020). A eficiéncia de extracdo na UAE se deve, principalmente ao
fendbmeno da cavitacao (VILKHU et al., 2008; YUSOFF et al., 2022).

A cavitagao envolve a formacao e implosdo de microbolhas, resultando em
regides pontuais de alta temperatura e pressao, criando micro jatos que promovem a
erosao na amostra sélida e auxiliam na extracao de analitos (KHADHRAOQOUI et al.,
2021). Alem disso, o intenso efeito de homogeneizagéo do ultrassom no meio liquido
melhora significativamente a transferéncia de massa, impactando positivamente na
eficiéncia da extracdo. Em resumo, a eficacia da UAE pode ser atribuida a uma
combinacdo de mecanismos, incluindo cavitacdo, fragmentacdo, erosdo, efeito
sonoro-capilar, estresse de cisalhamento local e destruicdo da textura (KHADHRAQOUI
et al., 2021; MELLO et al., 2020).

A eficacia da extracdo esta diretamente relacionada a selecdo do solvente
apropriado. Os quais desempenham um papel critico no preparo de amostras, ao
dissolver sélidos, transferir massa e possibilitar a extracdo dos analitos. No entanto,
os solventes tradicionais, embora oferegcam vantagens notaveis, sdo em sua maioria
prejudiciais a saude e ao meio ambiente devido as suas propriedades volateis,
inflamaveis e toxicas. Neste contexto, ha um interesse consideravel em pesquisas
voltadas para o desenvolvimento de novos solventes verdes, tais como os solventes
eutéticos profundos (DES) (do inglés, deep eutectic solventes) (AYDIN; YILMAZ;
SOYLAK, 2018; GUVEN; AKINCI, 2011).
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O trabalho de Abott et al., (2004), foi o primeiro a relatar o uso do DES na
literatura. Esse tipo de solvente é reconhecido como uma nova categoria de liquidos
ibnicos (IL), diferenciando-se pela natureza da ligagdo predominante entre seus
constituintes. Enquanto nos IL predominam as ligacdes ibnicas, nos solventes
eutéticos, a interagdo quimica ocorre por meio de ligacdes de hidrogénio (ABBOTT et
al., 2004).

Segundo Smith, Abbot e Ryder (2014), os DES podem ser classificados
segundo sua composicado de partida, mais precisamente de acordo com o0 agente
complexante, e podem ser descritos na seguinte férmula geral: (SMITH; ABBOTT;
RYDER, 2014)

Cat* X zY

A espécie representada por Cat* pode ser qualquer cation derivado de
aménio, fosfénio ou sulfénio. Entre esses céations, os provenientes de sais de ambnio
quaternario se destacam, como o cloreto de colina e o brometo de tetrabutilaménio.
Por sua vez, X representa o contra ion, que age como uma base de Lewis nesse
composto, geralmente sendo um &anion halogeneto. Ja Y representa um acido de
Bronsted ou Lewis, enquanto z refere-se ao niumero de moléculas de Y no meio
reacional (SMITH; ABBOTT; RYDER, 2014).

De forma geral, os solventes eutéticos profundos (DES) podem ser
classificados em quatro tipos, dos quais os tipos |, Il e IV sdo comparaveis aos liquidos
ibnicos (SMITH, ABBOTT, RYDER, 2014). Os tipos |, Il e lll sdo compostos por uma
mistura que inclui um sal organico, como o cloreto de colina, enquanto o tipo IV é uma
mistura que contém sais metalicos, como o cloreto de zinco (ABBOTT et al., 2004;
ZHAO; BAKER, 2013).

Sua composicao ocorre entre proporgdes especificas de um sal organico e
um ou mais compostos organicos doadores de hidrogénio, pelo menos um deles uma
espécie receptora de ligagdo de hidrogénio (HBA), e um ou mais compostos doadores
de ligacao de hidrogénio (HBD). Os compostos designados como HBA sao geralmente
sais de aminas quaterndrias, enquanto os compostos HBD podem pertencer a
diversas espécies quimicas, tais como alcoois, acidos carboxilicos, amidas e
carboidratos, interagindo com os grupos aniénicos (ABBOTT et al., 2004, 2004;
PANHWAR; TUZEN; KAZI, 2018).
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Uma proporgdo molar especifica entre os componentes HBA e HBD resulta
na formagdo de uma ligacdo de hidrogénio entre o contra ion do sal de aménio
quaternario e um hidrogénio acido presente na estrutura do HBD. Isso leva a menor
temperatura de fusdo da mistura entre os componentes. O ponto eutético da mistura
de cloreto de colina (ChCl) e acido oxalico (menor ponto de fuséao), onde a estabilidade
do sistema € aumentada devido as ligagdes de hidrogénio, permite que a mistura
liquida permanega a uma temperatura muito mais baixa do que seus componentes
individuais. A reducao do ponto de fusado esta diretamente relacionada ao grau de
interacao entre os dois componentes que formam o DES (ABBOTT et al., 2004;
PANHWAR; TUZEN; KAZI, 2018; SANTANA-MAYOR et al., 2020; ZHANG et al.,
2012). A partir dessa caracteristica fisico-quimica os DESs exibem a notavel
caracteristica de permanecerem no estado liquido em temperatura ambiente (EL
ACHKAR; GREIGE-GERGES; FOURMENTIN, 2021; SMITH; ABBOTT; RYDER,
2014).

Em geral, DES hidrofilicos tendem a ter densidade maior do que a agua, o
que pode ser atribuido a sua elevada massa molecular (AYDIN; YILMAZ; SOYLAK,
2018; EL ACHKAR; GREIGE-GERGES; FOURMENTIN, 2021; KUMAR; PARIKH;
PRAVAKAR, 2016). A viscosidade é outra importante propriedade fisico-quimica dos
solventes eutéticos, sendo geralmente maior devido as fortes interagdes de hidrogénio
entre os componentes. Isso afeta a transferéncia de massa e pode reduzir a
mobilidade das moléculas (QIN et al., 2020; ZHANG et al., 2012). A viscosidade
desses solventes pode ser reduzida pela adicao de agua e pela temperatura, mas um
excesso de agua pode enfraquecer as ligagdes de hidrogénio (ABBOTT et al., 2004;
DAl et al., 2015; SAVI, 2019).

Um exemplo destacado na literatura € o uso de DES formado pela
combinacgao de cloreto de colina (ChCl) e acido oxalico (Ox). Esse DES foi empregado
na extracdo de arsénio (As) e selénio (Se) em amostras de peixe (PANHWAR,;
TUZEN; KAZI, 2018). Essa mesma combinacao foi aplicada na extracdo desses
elementos em cogumelos comestiveis com o objetivo de determinacéo subsequente
por meio da técnica GF AAS (ZOUNR; TUZEN; KHUHAWAR, 2018).

Essa classe de solventes apresenta diversas vantagens, incluindo a
simplicidade na sintese, economia atémica, formag¢do minima de residuos, baixo custo
e facilidade de biodegradacdo, alta estabilidade térmica, baixa condutividade e

volatilidade, compatibilidade com técnicas avangadas de analise, como cromatografia
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liquida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa, além de miscibilidade ajustavel e
solubilidade em agua (ABBOTT et al.,, 2004; AYDIN; YILMAZ; SOYLAK, 2018;
FERNANDES et al., 2019; SMITH; ABBOTT; RYDER, 2014; ZHANG et al., 2012). Os
DES podem incluir ainda outras classificacées, como os NADES, compostos por
precursores naturais como agucares e aminoacidos; THEDES, focados na industria
farmacéutica e contendo principios ativos; e HDES, sintetizados a partir de
precursores hidrofébicos como alcoois de cadeia longa e sais de aménio quaternario
(DIETZ, 2020; DUARTE et al., 2017).

2.4.2 Cloro e fluor

A determinacdo de halogénios pode representar um desafio devido a sua
volatilidade e propensao a perda durante o processo de analise. Nesse contexto, uma
das etapas criticas na determinagao desses compostos é a etapa de preparagao da
amostra (ALMEIDA, 2022; OLIVEIRA et al., 2023). Métodos como a combustéao
induzida por micro-ondas (MIC) (NEGRIS; SANTOS; VICENTE, 2023), extracao
assistida por micro-ondas (MAE) (REHDER et al., 2021), e a piroidrélise (MARIM et
al., 2023; OLIVEIRA et al., 2023; PICOLOTO et al., 2014), tém sido empregados em
amostras bioldégicas e ambientais para determinacdo de halogénios. Entretanto, a
piroidrélise, conforme destacado por Warf, Cline e Tevebauch (1954), se destaca por
ser uma técnica simples, eficiente, de baixo custo para o preparo de amostras
(OLIVEIRA et al., 2023; PICOLOTO et al., 2014; WANG; MAKISHIMA; NAKAMURA,
2010; WARF; CLINE; TEVEBAUGH, 1954).

Em 1856, Frémy introduziu o conceito de piroidrélise ao investigar a reacao
em altas temperaturas entre a agua e o fluoreto de calcio, resultando na subsequente
conversdo em 6xido de calcio (FREMY, 1856). No entanto, somente em 1890, a
piroidrolise foi aplicada pela primeira vez como método de preparo de amostras,
utilizada para determinar a concentragao de boro em nitreto de boro (HEMPEL, 1892).
A técnica baseia-se na pirdlise da amostra em elevadas temperaturas na presencga de
vapor d'agua, resultando na hidrélise dos elementos ndo metélicos e na formacao dos
seus respectivos acidos. Posteriormente, esses acidos sdo condensados e coletados
em uma solugéo absorvedora (OLIVEIRA et al., 2023; WARF; CLINE; TEVEBAUGH,
1954).
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Com uma instrumentacao simples, consumo reduzido de reagentes e minima
geracao de residuos, a piroidrélise € uma técnica de preparo de amostra considerada
ambientalmente amigavel (MISHRA et al., 2018). Além disso, nesta técnica, devido a
separacao eficiente dos halogénios da matriz, ha a oportunidade de diminuir os efeitos
da matriz, melhorando potencialmente os limites de deteccdo (LODs) e reduzindo o
consumo de reagentes (PENG et al., 2012; PEREIRA et al., 2018; PICOLOTO et al.,
2014).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver estratégias analiticas para a determinacao de Cu, Cl e F em
amostras de chas de ervas, empregando a espectrometria de absor¢ao atdémica com
atomizacao em forno de grafite para determinacao de Cu, e a cromatografia de ions
para determinacao de Cl e F. Além disso, pretende-se avaliar o potencial do preparo
de amostras utilizando DES e piroidrdlise.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Aplicar a otimizagdo multivariada para estabelecer os parametros para o
preparo de amostras utilizando a extragao com solvente eutético profundo (para
Cu) e a piroidrélise (para Cl e F);

v' Otimizar as condigdes instrumentais da GF AAS para quantificacdo de Cu e da
IC para determinacao de Cl e F nas amostras de cha de ervas;

v Estabelecer os parametros de mérito e avaliar a exatiddo dos métodos
propostos para determinacao de Cu, Cl e F;

v Aplicar os métodos propostos para determinacdo da concentragdo total e
disponivel de Cu, Cl e F em diferentes amostras de ché& de ervas;

v Avaliar o fator de risco a saude humana quanto a exposicao diaria de F- por
ingestao de cha.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS

Para o desenvolvimento dos métodos propostos, foram adquiridas 5 amostras
comerciais de chas tradicionais (preto e verde) e chas de ervas (boldo, frutas citricas
e camomila), de diferentes marcas, em um mercado local da cidade de Florianopolis,
SC, no ano de 2022. Para padronizar as amostras cha, elas foram identificadas como:
a- preto; b- boldo; c- verde; d- frutas citricas; e- camomila. Para a otimizagdo do
preparo das amostras para determinacao de Cu, Cl e F, optou-se por empregar uma
amostra mista, composta por quantidades equivalentes das cinco distintas amostras
de ch4, retiradas diretamente dos sachés dos chas comercializados, com a finalidade
de garantir a representatividade das amostras avaliadas. Para isso, procedeu-se a
trituracdo das amostras em um moinho de bolas, seguida da etapa de mistura e
homogeneizacéo e pesagem, conforme ilustrado na Figura 1.

Figura 1. Preparag&o da amostra mista.

Chi Tradicional Ché de Ervas
(Veard:eae '5:2::) (Camomila, Frutas citricas e Boldo)

. B
%@ﬁ » Besg 2

Moagem

Pesar amostras Amqst!’a n'lista
individuais (otimizagdo)

Para verificar a exatiddo foram analisados os materiais de referéncia
certificados (CRM): NCS 73014 (chda) para F (57 + 15 mg kg™"); Cl (440 + 33 mg kg™'),
NIST 73349 (folhas e arbusto) com concentragbes certificadas para F (23 + 4 mg kg
); e NCS 1515 (folhas de tomate) com Cl (579 + 23 mg kg''). Para Cu, foram
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analisadas os CRM: NCS 73014 (cha) com concentracao certificada de 17,9 £ 0,7 mg
kg e NIST 73349 (folhas de arbusto), contendo 5,8 + 0,5 mg kg'.

4.2 INSTRUMENTACAO, REAGENTES E SOLUCOES

4.2.1 Determinacao de Cobre

As amostras foram moidas em moinho de bolas modelo MM200 (Retsch,
Haan, Alemanha) e pesadas usando uma balanc¢a analitica modelo Mark Serie M (BEL
Engineering, Monza, Itdlia). Todas as solucdes foram preparadas com agua ultrapura
(resistividade de 18,2 MQ cm) em purificador Pureza Ultra (Elga LabWater,
Buckinghamshire, Reino Unido).

Todos os reagentes utilizados foram no minimo de grau analitico de pureza.
Para a sintese do DES foram utilizados cloreto de colina 99 ,0% (Merck, Alemanha),
e acido oxalico 99,0 % (Merck, Alemanha). Os reagentes utilizados para a sintese do
DES foram previamente secos em estufa modelo (Biomatic, Brasil) e armazenados
em dessecador de vidro. Para a pesagem dos regentes de partida do DES utilizou-se
a balanca modelo ATX224 (Shimadzu, Brasil), chapa de aquecimento modelo TE-
0854 (TECNAL, Brasil) e Vortex modelo CRV- 45X (CAPP, Dinamarca). No processo
de extracdo, as amostras foram pesadas em tubos de polipropileno de 15 mL,
submetidas ao aquecimento em uma chapa de aquecimento, centrifugadas em uma
centrifuga microprocessada modelo Q222TM216 (QUIMIS, Brasil). Todos os extratos
foram acidificados com HNOs 2% (v v'') e agua ultrapura foi utilizada no preparo de
solucdes de calibracdo e para diluicdo das amostras.

Para a quantificacdo da concentragéo total e disponivel de Cu, as medi¢oes
foram realizadas em espectrometro AAnalyst 100 (Perkin Elmer, EUA) de fonte de
linha com uso de forno de grafite como atomizador. Utilizou-se uma lampada de
catodo oco, para o Cu operou-se a 8 mA com monitoramento da linha secundaria,
324,8,3 nm. Utilizou-se um forno de grafite com grafite pirolitico com plataforma.
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4.2.2 Determinacaode Cle F

As extragdes por piroidrélise foram realizadas com um sistema adaptado,
incluindo um forno mufla modelo R1800 (EDG, Sao Carlos, Brasil), bomba de ar
modelo U-2800 (Boyu, Chaozhou, China) e bomba peristéltica modelo IPC 4 (Ismatec,
Wertheim, Alemanha).

A concentracao total e disponivel de Cl e F foi determinada por meio do
monitoramento das respectivas espécies anionicas, Cl- e F, em um cromatdgrafo de
ions modelo 761 Compact IC (Metrohm, Herisau, Suica) com coluna cromatografica
modelo Metrosep A Supp 5-150/4,0 mm (Metrohm), com fase estacionaria composta
por alcool polivinilico com grupos de aménio quaternario (NR4*).

As solucdes padrao de F (IsoSol, Jacarei, Brasil) e Cl (SpecSol, Jacarei,
Brasil) foram utilizadas para o preparo das curvas de calibracdo na faixa de
concentracgdo entre 0,025 a 10,0 mg L. Para as analises, Na2COs (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha), NaHCO3 (Merck, Darmstadt, Alemanha), H-SO4 (Vetec, Rio de

Janeiro, Brasil) e NH3 (Merck, Darmstadt, Alemanha) também foram empregados.

4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.1 Determinacao de Cu

4.3.1.1 Preparacao e caracterizacdo do DES

Para obtencdo do DES, utilizou-se cloreto de colina (ChCIl) como HBA e o
acido oxalico (OX) como HBD em razées molares de 1:1. As massas estabelecidas
de acordo com a razao molar foram pesadas diretamente em tubos de polipropileno.
Para a preparacdo, os tubos contendo os reagentes foram submetidos ao
aquecimento em banho-maria a 90 + 5°C e agitacdo eventual até a formacao de um
liquido incolor e homogéneo. Posteriormente foi caracterizado via FTIR.
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4.3.1.2 Otimizagdo Box -Behnken e extragdo com DES

A otimizacéo das condicdes empregadas para determinacao de Cu utilizando
extracdo com DES foi obtida pelo planejamento Box-Behnken 23 que inclui repeticdes
no ponto central, usando o software Statistica versao 6.0 (StatSoft, Tulsa, EUA). Para
a otimizagdo, foram avaliados o tempo e temperatura de extracdo bem como a
porcentagem de agua no DES, as variaveis avaliadas e os respectivos niveis estéo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Variaveis e niveis avaliados no delineamento Box-Behnken para preparo
de amostra empregando DES.

Variaveis Niveis
-1 0 +1
Tempo (minutos) 5 30 55
Temperatura (°C) 25 50 75
DES (% mm) * 10 30 50

* Refere-se a porcentagem de agua adicionada ao DES

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

A massa de amostra e massa de DES utilizada para extragdo foi
respectivamente, 0,05 g e 1 g. As massas das amostras foram pesadas diretamente
em tubos de polipropileno, e em seguida adicionou-se de 1g de DES 20% (m m™).
ApGs a pesagem, as amostras foram misturadas com o auxilio do vértex e submetidas
a aquecimento e ultrassom (45 min). Ao término do processo, as amostras foram
avolumadas para 10 mL com agua ultrapura, homogeneizadas, e centrifugadas
durante 10 min a 3500 rpm. O sobrenadante foi separado, diluido adequadamente e
acidificado com HNOs a 2% (v v'), posteriormente, a concentracdo de Cu foi
determinada por GF AAS. O procedimento experimental estd esquematicamente

representado na Figura 2.
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Figura 2. Representacao do procedimento experimental para determinacéo de Cu.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

4.3.1.3 Pardmetros instrumentais

As determinagdes foram realizadas por GF AAS, para as medicbes uma

aliquota de 20 pL da solucdo de amostra e/ou solucdo padrdo em meio aquoso foi

injetada no atomizador com auxilio de um amostrador automatico. O programa de
temperaturas otimizado para a determinagéo de Cu por GF AAS esta apresentado na

Tabela 2.

Tabela 2. Programa de temperaturas empregado para determinacéao de Cu por GF

Etapa Temperatura, Rarﬁ'sas,. Permanéncia, Vazéo de gas,
°C s s mL min~’!
Secagem 1 90 10 18 250
Secagem 2 120 9 25 250
Pirdlise 900 10 25 250
Atomizacéao 2100 0 5 0
Limpeza 2500 5 2 250

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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4.3.1.4 Curvas de calibragdo

As curvas avaliadas incluiram a calibracdo externa, realizada através da
diluicado de padroes aquosos; a calibragao com simulacdo da matriz, que envolveu a
preparacao de padrées aquosos com a presenca de DES; e a calibracao por adicao
de analito, onde padrées aquosos foram preparados com a adicdo do extrato da
amostra. Essa abordagem tem por finalidade uma analise abrangente das diferentes
técnicas de calibracdo, visando a determinacao precisa da concentracao de Cu nas
amostras ap0s a extragdo com DES. Na condicao otimizada, a calibracédo externa com
padrdes aquosos foi utilizada e, a faixa de calibragdo empregada para determinacao
de Cu por GF AAS foi entre 5 e 80 ug L.

4.3.1.5 Avaliagcao dos pardmetros de mérito

A fim de verificar a exatidao, diferentes amostras com concentracoes
certificadas para Cu foram avaliadas. O procedimento com as amostras certificadas
seguiu 0 mesmo procedimento otimizado para as amostras de cha descrito no item
4.3.1.2. Apds a extracdo com DES, assistido por US, o sobrenadante foi retirado, as
amostras foram diluidas adequadamente e as concentracbes de Cu foram
determinadas por GF AAS.

Além disso, foram determinados os seguintes parametros de mérito: LOD,
LOQ e RSD. Os LODs e LOQs foram calculados conforme descrito no trabalho de
Lister e Miller (2010). Neste caso, o LOD e o LOQ foram calculados pela razao entre
trés vezes (para o LOD) e dez vezes (para o LOQ) o desvio padrao de dez medi¢des
consecutivas da solugdo do branco dividido pelo coeficiente angular da curva de
calibracao (LISTER, 2005; MILLER; MILLER, 2010). A fim de obter esses parametros

em mg kg', as massas e os volumes finais foram considerados no célculo.

4.3.1.6 Concentracdo de Cu na infusdo (disponivel)

Normalmente, o cha é consumido apds a infusdo por alguns minutos usando
agua quente (Ll et al., 2018). Nesse sentido, para a quantificacdo da concentragéo de
Cu disponivel em cinco amostras de cha, procedeu-se a infusdo seguindo as
indicacdes de massa nos rétulos: cha preto - 0,35 g; cha de boldo - 0,20 g; cha verde
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- 0,35 g; cha frutas citricas - 0,55 g; cha camomila - 0,28 g. Essas quantidades foram
ajustadas conforme as proporcoes especificadas nos rétulos, considerando um
volume final de 50 mL. O volume constante de 50 mL de agua foi aquecido a 90 °C e
adicionado ao tubo contendo a massa de cha, permanecendo por 5 minutos. Em
seguida, as amostras foram filtradas, e a concentragao dos analitos no sobrenadante
foi determinada de acordo com as condicdes instrumentais otimizadas para a analise
da concentracao de Cu, conforme ilustrado na Figura 3. Para a avaliacdo da
concentragdao de Cu disponivel na infusdo, a concentracdo foi convertida para a
unidade de mg kg, considerando a massa de cha e o volume final da infuséo, e

posteriormente comparado com a concentracdo total, empregando o método

utilizando o DES.

Figura 3. Procedimento experimental para a determinagao de Cu disponivel.

S0 : [ﬂ cu
T — E GF AAS
90°C I
50 mL
5 min

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

4.3.2 Determinacao de Cle F

4.3.2.1 Otimizag&o delineamento experimental

A otimizacdo das condigdes empregadas no sistema de piroidrélise foi
realizada pelo planejamento Box-Behnken 23 incluindo 3 repeticdes do ponto central,
usando o software Statistica versao 6.0 (StatSoft, Tulsa, EUA) para tratamento dos
dados. Para a otimizagdo, avaliou-se as varidveis descritas na Tabela 3.

Posteriormente, o tipo de solugdo absorvedora (50 mmol L' NH3, 100 mmol L' NHs,
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H20, 3,2 mmol L'" Na2CO3 + 1,0 mmol L' NaHCOs e 32 mmol L' Na2COs+ 10 mmol

L' NaHCO:3), foi avaliada de forma individual.

Tabela 3. Variaveis e niveis avaliados no delineamento Box-Behnken para preparo
de amostra por piroidrolise.

Variaveis Niveis
-1 0 +1
Tempo (min) 10 20 30
Temperatura (°C) 700 850 1000
Massa (mg) 100 150 200

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Para identificar uma condicdo de compromisso, adotou-se a fungao
desejabilidade, a qual & uma técnica utilizada para a determinagdo simultanea de
condicoes Otimas, estabelecendo a relagcdo entre os fatores avaliados e as
desejabilidades (DERRINGER; SUICH, 1980).

Inicialmente as respostas do planejamento fatorial de F e Cl obtidas em
unidade (mg kg') foram convertidas em valores adimensionais de 0 a 1, chamados
de desejabilidades individuais (di), e com a finalidade de obter a maxima resposta,

aplicou-se a férmula da Equacgéao 1.

ki
.

di =

(Ea. 1)

b
0

Onde vy, representa o valor monitorado, L € a menor resposta, e T € a maxima
resposta. Apos calcular as desejabilidades individuais agrupou-se os valores obtidos
por meio de uma média geométrica, a fim de obter a desejabilidade global (D)
(Equagéo 2).

D=+dF x dCl (Eq. 2)

Onde, dF e dCl representam o valor da desejabilidade individual (di) para F e
Cl, respectivamente.

Um modelo de regresséao foi utilizado para ajustar o polindémio de segunda
ordem (Equacgédo 3), aos dados experimentais e identificar os termos relevantes do
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modelo. Considerando todos os termos lineares, termos quadraticos e interacées, o
modelo de resposta quadratica pode ser descrito segundo a equagéao 3.

V=Bo+ Y BiXi+ + Y BiXiZ+ Y BiXiZ + Y BiXiX; (Eq. 3)

onde, y é a resposta de interesse (D), Bo € o coeficiente linear, que representa
o valor esperado de y quando todas as variaveis independentes sdo iguais a zero, X|
e Xj sdo as variaveis independentes (fatores). (i, Bii e Bij sdo os coeficientes que

representam os efeitos lineares, quadraticos e de interacao, respectivamente.

4.3.2.2 Preparo da amostra por Piroidrélise

Para a otimizacao utilizou-se a massa da amostra mista, descrita no topico 4.1,
onde em um sistema de piroidrélise (Figura 5), foi posicionada uma navicula de
porcelana e submetida ao centro de um tubo reator de quartzo (400 mm x 20 mm de
diametro externo) alocado dentro da mufla, sendo submetida a temperatura e tempo
pré-estabelecidos (Fig. 5 b). A avaliacdo das trés variaveis seguiu o perfil do
planejamento Box-Behnken. Para a determinagao da concentragao total de Cl e F nas
amostras de cha realizou-se 0 mesmo procedimento, utilizando as respectivas
amostras individuais, utilizando as condigdes otimizadas: 150 mg, 850 °C, e 20 min,
para massa, temperatura e tempo, respectivamente, na piroidrolise e posterior

determinagéo no IC, conforme representado na figura 4.

Figura 4. Procedimento experimental para determinacao de Cl e F.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Um fluxo continuo de ar (0,2 L min"') e de &gua (0,1 mL min-') (Figura 5 a) foram

utilizados para carrear os haletos dos analitos Cl e F durante a decomposicdo da
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amostra. O vapor gerado foi condensado e logo coletado em frasco de polipropileno
contendo 10 mL de solugdo absorvedora de NHs (50 mmol L) (Fig. 5 c). Apos esse
procedimento, o volume da solucdo absorvedora foi ajustado para 20 mL,
posteriormente a solugdo foi filtrada, diluida e a concentracdo dos analitos
determinada por cromatografia de ions. Para a andlise, uma aliquota de 20 pL de
amostra foi injetada no cromatégrafo de ions, utilizando um fluxo de 0,2 L min-' da
fase movel composta por Na-COs (3,2 mmol L") e NaHCOs (1,0 mmol L). O tempo
de corrida foi de 12 min, as supressoras foram limpas com uma solucédo de 100 mmol
L' de H2SO4 e posteriormente com H20 ultrapura ap6s cada injegao.

Figura 5. Representacado esquematica do sistema de piroidrélise feito em laboratério.

|
| (c)
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|

L SOLUCAO
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Posteriormente, foi otimizado o tipo da solugéo absorvedora (NH4OH 50 mmol
L', NH4OH 100 mmol L, H20, 3,2 mmol L' Na2CO3 + 1,0 mmol L' NaHCO3 e 32
mmol L' Na2CO3 + 10 mmol L' NaHCOs3).

4.3.2.3 Verificagdo da exatiddo e parametros de meérito

Para o delineamento experimental, a normalidade dos residuos foi avaliada
através de graficos dos valores preditos vs observados. Os parametros de falta de

ajuste e os coeficientes de determinacéo (R? e R? 4justado) foram avaliados.
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Para a avaliacdo da exatiddo, empregou-se a avaliagao de trés materiais de
referéncia certificados com concentracao certificada para Cl e F. O teste t-student,
com nivel de confianca de 95%, foi aplicado para determinar as diferencas estatisticas
entre os resultados. O LOD e o LOQ do método proposto foram calculados como 3 e
10 vezes, respectivamente, o desvio padrao do sinal correspondente a 10 medicdes
consecutivas de solugdes em branco (solugcédo absorvedora, sem amostra de cha ap6s
o processo de piroidrélise) dividido pelo coeficiente angular da respectiva curva de

calibracao.

4.3.2.4 Andlise estatistica

Todas as andlises foram realizadas em triplicata, e para a obtencao dos
parametros de mérito foi realizada a leitura do branco (solucdo absorvedora). Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Os parametros
quimiometricos descritos nesse estudo, foram avaliados, usando o software Statistica
versao 6.0 (StatSoft, Tulsa, EUA). O teste t-student, com nivel de confianca de 95%,

foi aplicado para determinar as diferencas estatisticas entre os resultados.

4.3.2.5 Concentracao disponivel de Cl e F

Para determinacao da concentragao de Cl e F disponivel nas amostras de cha,
as infusbes foram preparadas conforme descrito para determinagdo da concentragéo
disponivel de Cu (item 4.3.1.6). Em seguida, as amostras foram filtradas e a
concentragéo dos analitos no sobrenadante foi determinada por cromatografia de ions
conforme as condi¢des especificadas para determinacdo da concentracdo total dos

elementos.

4.3.3 Avaliacao do fator de risco

A exposicao diaria de F por ingestdo de cha foi estimada seguindo USEPA

(1992), a partir da equacao 4:

CDI = C x DI/PC Eq. (4)
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Onde, CDI é a ingestao crbnica diaria (mg/kg/d), C é a concentragdo do anion
na infusdo de cha (mg/L), DI é a taxa média de ingestao diaria de cha (L/d) e PC é o
peso corporal (kg). Para criancas e adultos, o peso corporal padrao foi de 20 kg e 70
kg, respectivamente. A taxa média de ingestao diaria de cha foi determinada com base
no estudo de Sofuoglu e Kavcar (2008). De acordo com este estudo, estimou-se que
criangas com menos de 15 anos consomem aproximadamente 0,075 litros de cha por
dia, enquanto adultos com mais de 35 anos consomem diariamente uma média de
0,75 litros de cha. Esses valores foram adotados como taxa média de ingestao para
diferentes faixas etarias na realizacao deste trabalho. (SOFUOGLU; KAVCAR, 2008).



43
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DE COBRE
5.1.2 Caracterizacao do DES

Os DESs apresentam caracteristicas como liquido incolor a temperatura
ambiente e homogeneidade. A preparacao do DES ChCI:Ox é simples, pratica, pouco
trabalhosa e apresenta economia atdémica por ndo necessitar de muitos reagentes. O
DES preparado a partir de ChCI:Ox na proporcao molar 1:1, foi caracterizado por FTIR
nos reagentes de partida, ou seja, cloreto de colina e acido oxalico, assim como no
DES sintetizado em suas formas pura e diluida (20% m m' de agua), a fim de avaliar
as caracteristicas e estruturas das ligagdes quimicas no DES. Os espectros

correspondentes ao cloreto de colina, acido oxalico, DES puro e DES diluido estao
apresentados na Figura 6.

Figura 6. Espectro de FTIR para (DES) solvente eutético profundo ChCIl:Ox na razéao
molar 1:1, (ChClI) cloreto de colina, e (Ox) acido oxalico.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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Conforme apresentado na Figura 6, o espectro obtido para o acido oxalico
mostrou estiramentos de: O-H em 3500 cm™ tipicos de &cidos carboxilicos, de C-O
em 1200 cm’, de C=0 em 1600 cm™ e de C=C em 3112 cm'. Ja o espectro para
Cloreto de colina apresentou estiramentos de O-H associada a ligacées de OH-CI- em
3252 cm™, deformagdes angulares em 1477cm™ de N-C caracteristico de ChCl, e em
958 cm™ de C-H, indicando a formacao de ligages de hidrogénio entre o acido oxalico
e cloreto de colina e portanto, indicando a formacao de DES (MACCHIONI et al., 2021;
SAHA; DEY; CHAKRABORTY, 2019).

5.1.3 Otimizacao Box-Behnken

Os fatores estabelecidos para a avaliagao da extragao: Tempo, Temperatura
e porcentagem de agua no DES, foram otimizados por meio de um delineamento
experimental Box-Behnken. Técnica de modelagem empirica utilizada para avaliar a
relacdo entre um conjunto de fatores experimentais controlaveis e os resultados
observados. Os trés fatores e a resposta (Concentragao de Cu) estdo descritos na
Tabela 4.
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Tabela 4. Experimentos do planejamento fatorial 23, com as variaveis e
concentracdo de [Cu], mg kg na amostra mista de cha (otimizag&o)

Experimento  Tempo (min) Temperatura(°C) Agua no DES (%) [Cu]
1 5 (-1) 25 (-1) 30 (0) 5,34
2 55 (+1) 25 (-1) 30 (0) 3,34
3 5 (-1) 75 (+1) 30 (0) 4,06
4 55 (-1) 75 (+1) 30 (0) 4,3
5 5 (-1) 50 (0) 10 (-1) 2,37
6 55 (+1) 50 (0) 10 (-1) 4,8
7 5 (-1) 50 (0) 50 (+1) 0,81
8 55 (+1) 50 (0) 50 (+1) 2,07
9 30 (0) 25 (-1) 10 (-1) 2,58
10 30 (0) 75 (-1) 10 (-1) 5,55
11 30 (0) 25 (+1) 50 (+1) 1,34
12 30 (0) 75 (+1) 50 (+1) 0,46
13 30 (0) 50 (0) 30 (0) 5,51
14 30 (0) 50 (0) 30 (0) 4,94
15 30 (0) 50 (0) 30 (0) 5,16

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Os resultados foram analisados, gerando um grafico de Pareto que identifica
os fatores que influenciaram na extracdo (Figura 7). Resultados considerados
estatisticamente significativos (95% de confianga) extrapolam a linha diviséria
(p=0,05). Observa-se que o fator significativo individual foi o DES com menor % de
agua. Além disso, o termo quadratico positivo, indica curvatura na superficie de
resposta, evidenciando interagdes entre variaveis e sua influéncia favoravel na

extragao.
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Figura 7. Grafico de Pareto das variaveis avaliadas no planejamento Box-Behnken
(L = linear; Q = quadratico) para otimizacao da extracao de Cu em amostras de cha.

Pareto Chartof Standardized Effiects; Variable: cu
3 3devel factors, 1 Blocks 15 Runs; M5 Pure Emor=0833831
OV cu

Dilwigio (%) (@) [ ! 1487202 |
E)Dilsiga (%) L) | i E-EZ,ESS

TLby2Q b |E-.'3T5-JB

byaL [ |-é.-343'|'2

Tempemtes {“C) {2) RS 14Z

!

Tempo (min) {2} 304322

,

(2T empestum {"C) (L)

(BT empo {min) {L) | 42845

Standardized E fiect Estimate {Abalute Value)

ZA8TORT

]

p=.05

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

O gréfico de residuos na Figura 8, que compara os valores observados e
preditos, oferece uma maneira de avaliar a normalidade dos dados. E notavel que os
pontos experimentais estdo préximos e uniformemente distribuidos ao longo da reta,
sugerindo uma boa correspondéncia entre os valores previstos pelo modelo e a
distribuicdo normal dos residuos em relacao a variavel de concentracao de Cu. Isso
reforga a confianga na capacidade do modelo em representar de maneira precisa e
consistente a dindmica para a extracdo do analito, de acordo com os dados

experimentais.
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Figura 8. Correlacao entre os valores observados e os valores esperados para o
planejamento Box — Behnken 23.
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Ao analisar as superficies de resposta que mostram a interacdo entre as
variaveis temperatura e % de agua no DES (Figura 9a), observa-se que a maior
extracdo de Cu ocorre quando se utiliza DES com menor % de agua e em
temperaturas mais elevadas. Por outro lado, a interagao entre as variaveis % de agua
no DES e tempo de ultrassom (Figura 9c) indica que a extragao de Cu é mais favoravel
em tempos mais longos de ultrassom e com menor % de agua no DES. A anadlise da
superficie de resposta, que ilustra a interagdo entre as variaveis tempo e temperatura,
revela que a extracao é otimizada em periodos e temperaturas mais prolongados. As
areas destacadas em vermelho nas superficies de resposta indicam as regides de
maxima resposta, enquanto as areas verdes sinalizam os menores valores para a
variavel em questdo. Essas representacdes visuais das respostas sdo coerentes com
os resultados apresentados no grafico de Pareto (Figura 7), reforgcando a consisténcia
das observacbes. Ao avaliar as regides em destaque nas superficies de resposta,
observa-se que valores de tempo e temperaturas mais altas contribuem
expressivamente para maximizar a resposta desejada na extracdo. Essa correlagéo
entre os dados visuais e as conclusdes do grafico de Pareto fornece uma validagéo

adicional da influéncia positiva de tempo e temperatura no processo de extragéo.



Figura 9. Superficies de respostas para a determinacédo de Cu obtidas pelo
delineamento box Behnken; A- interacdo temperatura e diluicdo; B- interacao
temperatura e tempo; C- interacao diluicéo e tempo.
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As condigbes obtidas como étimas foram, 20% de agua adicionado ao DES,
45 min de US, e 60°C de temperatura, as condi¢des de compromisso sao observadas
nas condi¢gdes de maior extragédo, notados nas regides de maior coloragdo das figuras
9 (A, B e C). Além disso, empregou-se a funcédo desejabilidade, configurada até

extracdo maxima, (100 interacdes) (FERREIRA et al., 2021) a qual apontou as
condicoes dos experimentos supracitados.

5.1.4 Curvas de pirdlise e atomizacao

O Cu é um analito notério por ser influenciado por interferéncias de matriz,
resultando em variagdes consideraveis nas temperaturas de pirélise e atomizacéo,

dependendo da matriz empregada (CALDAS et al. 2014). Nesse contexto, torna-se
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crucial realizar uma otimizagao adequada do programa de temperaturas, utilizando as
curvas correspondentes de pirdlise e atomizagao.

Desse modo, para avaliar o comportamento térmico do Cu em meio aquoso
(solucao padrao), e na amostra mista apds extracdo com DES, as temperaturas de
pirélise e atomizagdao foram avaliadas, cujos valores 6timos foram obtidos a partir
respectivas curvas de pirélise e atomizacao. Para construir a curva de pirélise, variou-
se a temperatura de pirélise de 600 a 1200 °C, mantendo a temperatura de atomizagéo
constante em 2100 °C. Por sua vez, a curva de atomizacao foi delineada utilizando a
temperatura 6tima de pirdlise, determinada experimentalmente, e variando a
temperatura de atomizacdo na faixa de 1800 a 2400 ‘C. A Figura 10 apresenta as
curvas de pirdlise e atomizacdo obtidas para solucdes padrdo aquosa e extrato de
amostra de cha apdés extracdo com DES.

A etapa de pirélise desempenha um papel crucial na remogao de elementos
organicos e inorganicos da matriz, preservando o analito. A eficacia da separagao dos
concomitantes da matriz tende a aumentar com o aumento da temperatura de pirélise.
A escolha especifica da temperatura de 900 °C foi criteriosamente feita, justamente
antes da observacao de uma queda no sinal na curva do extrato de amostra utilizando
DES. Importante notar que o mesmo perfil térmico foi identificado para esta
temperatura na solugcdo padrdao em meio aquoso. Vale destacar que temperaturas
proximas foram empregadas no estudo realizado por Patel (2017), o qual utilizou a
temperatura de 800 °C na determinacao de Cu em diferentes fragdes de girassol, por
GF AAS (PATEL, 2017). J4& o trabalho de Caldas et al., (2014), empregou a
temperatura de 1000 °C, na determinagao de Cu em 6leo mineral isolante por GF AAS.

As curvas de pirdlise e atomizagdo para o Cu, tanto no extrato quanto na
solugdo aquosa, exibiram perfis similares. Esses resultados apontam para uma
uniformidade no comportamento térmico do analito, seja na solugdo aquosa ou no
extrato processado com DES. Vale ressaltar ainda que os sinais de fundo observados
durante a medicao do extrato foram praticamente negligenciaveis, o que confirma a
eficacia do programa de temperaturas empregado. As absorbancias distintas para o
padrdo aquoso e amostra + DES, podem ser explicadas a partir da constituicdo da
amostra, a qual pode conter compostos que se comportam de maneira diferente
durante a pirdlise e atomizacédo (CALDAS et al., 2014; ZEINER et al., 2018).
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Figura 10. Curvas de pirdlise e atomizagao para padrdo aquoso (Cu30pug L") e
extrato de amostra utilizando DES. Temperatura de atomizagéo para curva de
pirélise: 2100 °C. Temperatura de pirélise para curva de atomizagédo: 900°C.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Para atingir a temperatura minima de atomizagdo que assegure a eficiente
producdo de atomos livres no estado gasoso do analito, foram geradas curvas de
atomizacgdo. Inicialmente observou-se um aumento e a subsequente estabilizacdo do
sinal, indicativos de que a temperatura de atomizagdo alcangou um ponto 6timo para
a producéo eficiente de atomos, neste caso, a temperatura de 2100 °C, foi selecionada
como condi¢gdo de compromisso. A mesma temperatura de atomizacéao foi utilizada
por Rocha (2016), na determinagdo de Cu em amostras de néctares e sucos
industrializados (ROCHA, 2016).

5.1.5 Exatidao e parametros de mérito
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5.1.5.1 Curvas de calibragcao

Considerando-se que a curva de calibracdo por adicdo de analito é
considerada a técnica de calibracdo de referéncia, pois a amostra esta presente em
todas as solugcdes de calibracdo, os parametros desta calibracdo foram utilizados
como referéncia para comparacao entre as outras técnicas de calibracdo avaliadas.
Considerando a faixa de calibracdo avaliada (5 - 80 pg L"), as trés curvas
apresentaram boa linearidade e sensibilidade semelhantes, conforme mostrado na
Figura 11, com R2de 0,9932, 0,9930, 0,9901 para curva aquosa, simulagdo de matriz
e adicdo de analito, respectivamente, valores proximos a 1, o que € indicado como
satisfatorio. Para avaliar a sensibilidade das curvas, aplicou-se a ANOVA (one-way)
com intervalo de confianca de 95%, os resultados indicaram que nao ha diferenca
significativa entre a sensibilidade das curvas de calibragdo avaliadas. Tais dados
evidenciam a possibilidade do uso de quaisquer uma das curvas para determinagao
dos analitos.

O trabalho de Borges (2016) determinou Cu em ice-drinks por GF AAS,
realizando a avaliacdo de diferentes curvas de calibracdo, e ndo foi observado
diferencga significativa nas curvas de calibracdo externa com uso de padrées aquosos
e por simulacdo de matriz (BORGES, 2016). Diante da maior simplicidade associada
a técnica de calibracdo externa empregando padroes em meio aquoso, esta
abordagem foi adotada para a determinagéao da concentragcédo de Cu. Os valores das
absorbancias dos pontos da curva de calibragdo aquosa, foram avaliados, a fim de
identificar possiveis outliers de Grubbs (95% de confianca). Entretanto, ndo foram
observados valores divergentes, sendo utilizado o todo conjunto de dados na curva

de calibracéo.
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Figura 11. Avaliacao da técnica de calibracéo para determinacao de Cu por GF AAS
apos extracdao com DES.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

5.1.5.2 Parametros de mérito e verificacdo da exatidao

O LOD obtido para o método analitico proposto foi de 0,2 mg kg' e o LOQ de
0,8 mg kg'. Limites de quantificacdo similares foram obtidos nos trabalhos de
Saidelles (2005) o qual determinou a concentragdo de Cu em 0,3 ug g' em plantas
medicinais, por analise direta de amostras sélidas por espectrometria de absorcéo
atbmica com forno de grafite (SAIDELLES, 2005). J& o trabalho de Margui e
colaboradores (2022) determinou Cu em diferentes amostras de chd, por diferentes
técnicas instrumentais. Por FAAS foram obtidos valores de 0,2 e 1,5 mg kg™' para LOD
e LOQ, respectivamente. J& por ICP OES os autores determinaram os valores de LOD
e LOQ de 0,4 e 1,2 mg kg™, respectivamente (MARGUI et al., 2022). Portanto, com
base na sensibilidade adequada, na comparacdo com outros métodos e na
consisténcia com a literatura, 0 método analitico proposto é considerado eficaz para

a determinacao de cobre em amostras de chd, garantindo resultados sensiveis.
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A exatidao do método proposto foi avaliada por meio da analise de dois CRM’s
com concentracdes certificadas para Cu, os resultados estao apresentados na tabela
6. Conforme observado, na condicao otimizada e considerando os valores de
concentracao certificados, a porcentagem de recuperacéao obtida foi de 91,5 e 81,1 %,

para as amostras de cha e de folhas de arbusto, respectivamente.

Tabela 5. Concentragdes de Cu certificadas e determinadas por GF AAS apés
extracdo com DES.

Amostras Certificado Determinado Recuperacéao (%)
(mg kg) (mg kg)

NIST 73014 179107 16,37 £ 0,71 91,5

NIST 73349 58+0,8 4,70 +£0,40 81,1

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

A comparacao dos resultados determinados com as concentracdes expressas
nos certificados também foi avaliada por meio do teste t de Student, considerando
95% de confianca em um grau de liberdade igual a 2 (n=3). Os valores de tcaiculados (3,7
e 4,2) foram menores que 0 teritico (4,30), comprovando a inexisténcia de diferenga
significativa entre a concentracao determinada pelo método proposto e a expressa no
certificado dos CRM. Desta maneira, evidencia-se que os resultados obtidos para
determinacado de Cu utilizando DES como solvente extrator, sdo estatisticamente
satisfatorios e concordantes com os valores certificados, indicando a acuracia do

método.

5.1.6 Determinacao de Cu em cha

A avaliacao da concentragao total de Cu nas 5 amostras de cha foi realizada
pelo método proposto, empregando o DES para extracéo, e quantificacdo do analito
por GF AAS seguindo o procedimento do item 4.3.1.2. A Figura 12 denota a
concentracdo total (mg kg™') a partir da extracdo utilizando o DES, e a concentragéo

disponivel de Cu, determinada na infusdo das cinco amostras de cha.
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Figura 12. Determinacao da concentragao total e disponivel nas amostras de cha (A-
preto; B- boldo; C- verde; D- frutas citricas; E- camomila).
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A concentracdo total de Cu variou entre 25 mg kg' a 35 mg kg,
respectivamente, nas amostras de cha (e) e (a). Valores préximos aos determinados
no presente trabalho, foram obtidos por Margui et al., (2022) que analisaram seis
amostras de chas fitoterapicos onde as concentragdes obtidas foram entre 2,1 e 16,6
mg kg™, utilizando o preparo de amostras sob a forma de suspensdes e determinagdo
por FAAS e ICP OES. Estes valores sao ligeiramente superiores aos reportados por
Maiga et al., 2005 que determinaram a concentragao total de Cu (entre 2,4 e 1,7 mg
kg') em sete tipos de chas, utilizando calcinagdo para o preparo das amostras e
subsequente determinacao de espectrometria de absorcdo atdmica (MAIGA et al.,
2005). De acordo com Manica, Galina e Baretta (2023), a concentracao de Cu em
amostras chas de Camellia sinensis esta entre 13,65 e 28,73 mg kg™' determinada por
FAAS, apds procedimento de extracdo sequencial. (MANICA; GALINA; BARETTA,
2023).

No estudo conduzido por Schulzki, NUsslein e Sievers (2017), a concentragéo
de Cu em diversas amostras de cha variou entre 8,28 e 24,5 mg kg'. O método
utilizado envolveu a digestdo no preparo das amostras, seguida pela determinacao

por ICP-MS. Ja na pesquisa realizada por Jin et al. (2008), a concentracao de Cu em
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20 amostras de cha foi determinada, apresentando uma variagéao de 8,05 a 33,50 mg
kg, pelo método de digestao 4cida e posterior determinacdo por GF AAS.

Ao analisar a Figura 7, é evidente que a concentracéao total de Cu na amostra
de ché preto foi a mais elevada, registrando 35,9 mg kg'. Esse valor se aproxima do
encontrado no estudo de Gajewska et al. (2000), que relatou uma concentracéo de
31,3 mg kg' para cha preto por digestdo Aacida e posterior determinagdo por
espectrometria de absorcao atdmica por chama. Quanto ao cha verde, a concentracao
obtida foi comparavel a determinada por Podwika et al. (2018), que estabeleceram a
concentracdo desse tipo de cha em 11,28 mg kg™'. A analise dos diferentes estudos
mostra uma ampla variacdo nas concentragdes de Cu em amostras de cha,
dependendo do tipo de cha, do método de preparo das amostras e da técnica analitica.
Os valores encontrados nesse estudo estdo dentro da faixa relatada na literatura,
mostrando consisténcia com outros estudos.

As concentragdes de Cu nas infusdes de cha apresentaram uma variagao
entre 0,58 mg kg™ a 10,8 mg kg™', considerando as condigbes de preparo das infusdes,
a faixa de 23,4 a 80,5 pg L. Essas concentragdes sido comparaveis com as
reportadas por Nagara et al. (2022), que determinaram a concentracdo de Cu em
diferentes amostras de cha e relataram valores de concentracao entre 12,1 a 395,4
ug L. O estudo conduzido por Podwika et al. (2018) indica que a concentragdo média
de Cu na infusdo de chas esta na faixa de 50 pg L', pelo método de gestdo Umida
assistida por micro-ondas e posterior determinagédo por espectrometria de absorg¢ao
atdbmica por chama.

Outro aspecto avaliado nesse estudo foi a concentragéo total e disponivel,
gerando a taxa de transi¢do. A porcentagem entre o valor total e o disponivel variou
de 12,44 a 90,12%. Os niveis de Cu e as taxas entre o valor total e o disponivel
encontram-se em intervalos comparaveis aos observados em estudos anteriores,
como o de Magalhdes et al. (2009), que avaliou que essa porcentagem em amostras
de cha (entre 9,6-31,8%), por digestdo &cida umida das amostras e posterior
determinacdo por espectrometria de absor¢ao atémica por chama, ja no trabalho de
Schulzki, Nisslein e Sievers (2017), registrou taxas entre 21,1% e 79,5%, realizando
o preparo de amostras por digestdo acida e posterior determinacéo por ICP-MS. A
ampla variacao nas taxas de transicdo do Cu pode ter origens diversas, possivelmente

relacionadas as caracteristicas especificas da matriz de chas.
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Nesse sentido, destaca-se a extracado utilizando o DES, devido as suas
propriedades que a tornam uma alternativa verde e eficaz para a determinagéo de Cu,
sendo mais sustentavel em comparagcdo com solventes organicos tradicionais,
apresentando baixa toxicidade, versatilidade, podendo proporcionar uma extracao
eficiente de metais como o cobre, muitas vezes com rendimentos comparaveis ou até
superiores aos obtidos com solventes convencionais. Quanto a quimica entre o DES
e 0 cobre, ocorre a partir de interagdes entre o ion de cobre (Cu?*) e os componentes
do DES, com a formagéao de ions solvatados, acompanhado por interagdes de ligacao
de hidrogénio, formadas a partir dos grupos funcionais -COOH do acido oxalico, que
formam ligacdes de hidrogénio com o cloreto de colina, especialmente com os grupos
hidroxila (-OH) presentes na molécula, facilitando a extracao seletiva do Cu da matriz
da amostra de cha (EL ACHKAR; GREIGE-GERGES; FOURMENTIN, 2021; SAHA;
DEY; CHAKRABORTY, 2019; ZHANG et al., 2012).

5.2 DETERMINAGAO DE CLORO E FLUOR

5.2.1 Otimizacao multivariada da piroidrolise

Entre as variaveis que afetam na liberacao dos analitos no preparo de amostras
utilizando a piroidrolise, a massa da amostra, temperatura e tempo da reacao estao
inclusas (HOEHNE et al., 2019; MARIM et al., 2023; MUHAMMAD et al., 2020). Estas
foram otimizadas por meio de um delineamento experimental Box-Behnken, as
variaveis reais e codificadas, as condigbes experimentais e a resposta desejabilidade

(D) estao descritas na Tabela 7.
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Tabela 6. Experimentos do planejamento fatorial 23, com as variaveis e a fungéo
desejabilidade (D) para amostra mista de cha.

Experimento Temperatura(°C) Tempo (min) Massa (mg) D
1 700 (-1) 10 (-1) 150 (0) 0,109
2 1000(+1) 20 (-1) 150 (0) 0,033
3 700 (-1) 30 (+1) 150 (0) 0,184
4 1000(+1) 30 (+1) 150 (0) 0,344
5 700 (-1) 20 (0) 100 (-1) 0,159
6 1000 (+1) 20 (0) 100 (-1) 0,000
7 700 (-1) 20 (0) 200 (+1) 0,082
8 1000 (+1) 20 (0) 200 (+1) 0,221
9 850 (0) 10 (-1) 100 (-1) 0,021
10 850 (0) 30 (-1) 100 (-1) 0,686
11 850 (0) 10 (+1) 200 (+1) 0,000
12 850 (0) 30 (+1) 200 (+1) 0,573
13 850 (0) 20 (0) 150 (0) 0,884
14 850 (0) 20 (0) 150 (0) 0,998
15 850 (0) 20 (0) 150 (0) 0,911

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

E possivel observar que os valores D variaram de 0,00 a 0,99. A menor
resposta obtida (0,0) foi observada no experimento 06, o qual foi realizado na
temperatura de 1000 °C (+1), 20 minutos (-1) e 100 mg (-1), € no experimento 11,
850°C (+1), 10 minutos (-1) e 250 mg (-1), logo a sinergia dessas condi¢des nao é
satisfatoria para a liberagdo dos analitos. Ja a maior resposta de D (0,99) foi
encontrada no experimento 14, onde empregou-se a temperatura de 850 °C (0), 20
min (-1) e 150 mg (0). Os experimentos 15 e 13, apresentaram valores D de 0,91 e
0,88, respectivamente, apontando que a condi¢cao do ponto central (experimentos 13,
14 e 15) proporciona valores préximos a 1, indicado na literatura como valor desejavel
(SONG; CHUNG; NAM, 2021; YUE et al., 2020), esses dados sugerem que nivel
central (0) do delineamento experimental, promove determinacdo da concentracao
mais efetiva dos analitos Cl e F.

Através dos coeficientes de regressao significativos (p<0,05), a equacao
polinomial de segunda ordem, foi ajustada entre as varidveis do estudo, e os
resultados da funcdo D, com base no modelo de planejamento experimental de Box-
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Behnken. A equacéo final obtida em termos de fatores reais esta disposta na equacao
5.

D=0,2010 + 0,241966 (T2) + 0,203170(t) + 0,1396(12) + 0,1657(M?)  Eq (5)

Todos os coeficientes significativos tiveram efeito positivo, como indicado na
Eq. 5, evidenciando que o aumento das trés variaveis, favorecem a liberacdo dos
analitos. Os valores de p (Tabela 8) também foram utilizados como ferramenta para
verificar a significancia de cada coeficiente disposto na (Eqg. 5), os quais apresentaram
(p <0,05), logo sé&o estatisticamente significativos.

A verificacao do ajuste do modelo, que descreve o comportamento dos dados
experimentais, pode ser realizada por meio da andlise de falta de ajuste, utilizando os
parametros obtidos através da andlise de variancia (ANOVA). O modelo linear
apresentou (p= 0,5205 >0,05), o que indica que a falta de ajuste nao € significativa em
relacdo ao erro puro, portanto 0 modelo consegue explicar adequadamente a variacao
dos dados observados. A acuracia entre o modelo predito em relacao aos dados
experimentais foi avaliada utilizando o coeficiente de determinagdo R? (0,9411) e
R24justado (0,9205) sendo o modelo considerado satisfatério (PINHEIRO; NEVES; PAZ,
2021; SONG; CHUNG; NAM, 2021).

Tabela 7. Resultados ANOVA do delineamento Box-Behnken (R2= 0,94) para a
determinacdo de Cl e F.
Fator SQ G.L F P

T(L+Q) 08652 2 122,130 0,0081
t (L+Q) 0,6183 2 87,289 0,0113
M(L+Q) 0,4059 2 57,306  0,0171
1
1

Tt 0,0138 6,251 0,1868
M 0,0221 0,597 0,1295
t*M 0,002 1 9,560 0,0961
Falta de 0,1015 3 0,5205
ajuste

SQ: soma quadratica; G.I.: graus de liberdade; F- teste FMQ: média quadratica; Valor p: nivel de
probabilidade; L: linear; Q: quadratico.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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Com base na andlise do grafico de residuos, que compara os valores
observados com os valores preditos, conforme apresentado na Figura 13, procedeu-
se a avaliacdo da normalidade dos dados. E possivel observar que os pontos
experimentais se encontram localizados préoximos e distribuidos aleatoriamente ao
longo da reta, 0 que sugere que os valores preditos pelo modelo estdo de acordo com
a distribuicao normal dos residuos em relacao a variavel de resposta D, indicando um

adequado ajuste dos dados experimentais ao modelo proposto.

Figura 13. Correlagéo entre os valores observados e os valores esperados obtido a
partir do planejamento Box-Behnken.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

As superficies de resposta obtidas no planejamento Box-Behnken (Figura 14),
apontam que hda, dentro do dominio experimental estudado, uma condicao satisfatéria
para obter a maxima resposta para a determinacdo dos analitos, mostrando
superficies com regides bem definidas, evidenciando as regiées representadas por
tonalidade vermelha intensa, as quais indicam valores altos de D. Sendo possivel
observar que na Figura 14 (A, B e C) houve o alcance de condi¢cbes 6timas. Dessa
forma, € possivel propor que a liberacao de Cl e F pode ser realizada simultaneamente

com eficiente determinacdo dos analitos, sem efeitos negativos significativos.
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Figura 14. Superficies de resposta do planejamento Box-Behnken para otimizacao

da temperatura (T), massa (M) e tempo de reacéo (1) para determinacéo de Cl e F

utilizando preparo das amostras por piroidrélise, em que temos as superficies (a)
tempo vs Temperatura (b) massa vs temperatura, (c) tempo vs massa.

(X ARBREO
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059

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

A partir da modelagem matematica, foram obtidos os pontos criticos em cada
parametro para a determinacao simultanea de Cl e F, consisti em: temperatura de 850
°C, tempo de reagédo 20 min e massa de 150 mg, condigdes encontradas na regido de
maxima resposta, e no programa Statistica. Dessa maneira, adotou-se essa condi¢ao

de compromisso para as determinacdes posteriores.

5.2.2 Otimizacao da solucao absorvedora

A solugdo absorvedora desempenha um papel crucial no tratamento de
amostras da piroidrélise, possuindo a fungdo de evitar a perda dos haletos de
hidrogénio formados durante a reagdo (MUHAMMAD et al., 2020). Assim, a influéncia

de diferentes solugdes absorvedoras (50 mmol L' NH3, 100 mmol L' NHs, H20, 3,2
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mmol L' Na2COs + 1,0 mmol L' NaHCOs e 32 mmol L' NaCOs + 10 mmol L

NaHCOQO:3) foi avaliada, e os resultados estao evidenciados na Figura 15.

Figura 15. Influéncia das solu¢des absorvedoras sobre a concentracéo de Cl e F
determinadas por IC apds preparo das amostras por piroidrélise. (1) 50 mmol L™
NHs, (2) 100 mmol L' NHs, (3) H20, (4) 3,2 mmol L' Na2COs + 1,0 mmol L'
NaHCOs e (5) 32 mmol L' Na2COs + 10 mmol L' NaHCO:s.

Iii

Solucdes Absorvedoras

3000 -
2500
2000
1500 -
1000 -]

40-

30—-

20-

10—.

oq .
1

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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E possivel observar na Figura 15 que a solugdo de NHsz 50 mmol L' (1)
apresentou os melhores resultados de concentragdo para ambos os analitos. Em
contraste, a solugcdo de NH3 100 mmol L (2), apresentou um efeito inferior na extracéo
dos analitos alvo. Observou-se que para Cl e F, as concentra¢des usando as solu¢des
tampdo mostraram uma diferenca inferior em relagdo aos resultados usando NHs,
concordante a isso solugdes absorvedoras levemente alcalinas podem assegurar
melhor estabilidade dos equipamentos em relagdo aos halogénios (OLIVEIRA et al.,
2023) estabilizando os halogénios nos digeridos, mantendo-os em suas formas
ibnicas. Nesse contexto, a solugdo NHs é amplamente preferida devido a sua pureza
relativamente elevada e a compatibilidade com diversas técnicas (OLIVEIRA et al.,
2023).

A partir da analise de variancia (ANOVA 95%), a solugdo de NH3 50 mmol L

(1) foi significativamente mais eficiente, sendo selecionada para a determinagéo de Cl
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e F em amostras de chas, escolha que esta de acordo com o estudo de Marim et al.,
2023 que observou o efeito da solugdo de NHz na determinagdo de cascalhos de
perfuragao.

5.2.3 Parametro de mérito e exatidao

Os valores de LOD e LOQ obtidos pelo branco (solucao absorvedora apés o
processo de piroidrélise), coeficiente de determinacédo (R?) da curva de calibragéo e
os RSDs obtidos para a determinacdo de Cl e F em amostras de cha (incluindo
amostras de verificacdo da exatidao, apds o preparo da amostra por piroidrélise, e as
amostras apdés as infusdes) sao mostrados na Tabela 9.

Tabela 8. Valores de mérito para determinacao de Cl e F em amostras de cha.

Analito R? LOD (mg Kg ') LOQ (mg Kg ) RSD (%, n=3)
Cl 0,9996 2 8 0,6-92
F 0,9998 0,1 0,4 0,4-72

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)

Os valores de LODs e LOQs para determinagéao de analitos, evidenciados na
tabela 9, estdo de acordo com trabalhos reportados na literatura.

O trabalho de Fechetia, Tognon e Veiga (2012) determinou a concentragao
de Cl em amostras de alimentos e obteve um LOD de 9 mg kg™ via formagéo de
cloreto de prata, por GF AAS. O trabalho de Xiong et al., (2017) determinou a
concentracdo de F em ché e obteve LOD de 3,5 ug L' pelo método de sensor de onda
evanescente, e posterior determinacao por cromatografia de ions. Zhang et al. (2023),
propuseram a determinacdo de Cl e F em amostras de solo, obtendo LODs de 2 e 1
mg kg para Cl e F, respectivamente usando piroidrélise como preparagao da amostra
e determinacgéao por IC. Ja o trabalho de Peng e Wu (2013) determinou como o LOD
em 0,030 e 0,043 mg kg™', para F e ClI, respectivamente, em amostra de argila usando
piroidrélise, e posterior determinacao por IC (PENG; WU, 2013). J& para o trabalho de
Arul e Suganthi (2023) o LOD do método é de 0,5 mg kg, para a determinacgéo de F
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em amostras vegetais, com o preparo de amostras por piroidrélise, e posterior
quantificagéo por IC. Analisando apenas os trabalhos que utilizaram piroidrélise como
parte do método de preparagdo da amostra, podemos observar que o trabalho de
Peng e Wu (2013) apresenta o menor LOD tanto para Cl quanto para F em amostras
de argila. E considerando, a sensibilidade € o principal critério para escolha do
método, o trabalho de Peng e Wu (2013) € destaque, valores que estao proximos ao
determinado nesse estudo.

Conforme mostrado na Tabela 9, o0 método proposto permitiu alcangar um
bom coeficiente de correlagdo linear para ambos os analitos, com R? proximos a 1,
indicando uma forte correlagdo entre as variaveis analisadas, 0 que sugere que o
método proposto é capaz de determinar os analitos com precisdo e acuracia. A
precisdo do método proposto foi avaliada por meio do RSD, e na maioria das
amostras, obteve-se valores abaixo de 10%, considerados satisfatorios, indicando que
as repeticbes do experimento tendem a (re)produzir resultados consistentes e
confidveis (ABDIGHAHROUDI; SCHMIDT; LUTZE, 2020; GUVEN; AKINCI, 2011).

A verificagdo da exatidao do método foi realizada com a aplicagdo do método
em trés amostras certificadas de matrizes vegetais (plantas e folhas). Na Tabela 10
estdo apresentadas as concentracdes certificadas nos CRM analisados, bem como
as concentracoes determinadas por IC apds o preparo das amostras por piroidrélise,

e a concordancia entre os valores determinados e certificados.

Tabela 9. Concentracdes de Cl e F em CRMs, determinadas por IC apés piroidrdlise.

Analito/ CRM DeteKr;]nl_?)ado (mg ((Zneﬂlglf}l((;ag()) Concz)o;janma
(F) / NCS 73014 57 +4 57+ 15 100
(Cl) / NCS 73014 460+ 12 440 + 330 105
(F) / NIST 73349 27 £ 1 2314 117
(Cl) /NCS 1515 627+ 48 579 +23 108

Fonte: (Autor, 2024)

As concentragdes dos analitos determinadas nos CRMs estdo de acordo com
os valores de referéncia esperados para cada analito. A faixa de concordancia,
situando-se entre 100 e 117%, indica que o método proposto tem exatiddo adequada
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para determinacao dos analitos em amostras de cha. Ao aplicar o teste t de Student,
observou-se que nao existe uma diferenca significativa entre os valores obtidos pelo
Intervalo de Confianca e os valores de referéncia indicados nos Certificados de
Referéncia (CRMs). Para o Cl, os valores de tcaculado foram de 2,99 e 1,47 para as
amostras NCS 73014 e NCS 1515, respectivamente. Em relacéo ao F, 0 tcaiculado fOi de
0,03 para a amostra NCS 73014. Todos esses valores sao inferiores ao teritico de 4,3.
Notavelmente, apenas o valor de F na amostra NIST 73349 apresentou um tcaiculado de
5,39, superando 0 tciico, Mas € considerado aceitavel devido a sua inclusdo no

intervalo de confianga, estabelecido a um nivel de confianca de 95%.

5.2.4 Determinacao de halogénios

Nas condigbes otimizadas, os analitos foram determinados em amostras de
cha, por IC, ap6s a preparacdo da amostra por piroidrélise. A Figura 16 ilustra o
cromatograma obtido para uma amostra de cha apoés piroidrélise, infusao de cha, em

comparag¢ao com uma solucao padrao multi-ion.

Figura 16. Cromatograma obtido para amostras de cha apds preparacao de
amostras por piroidrélise, e infusdo em comparag¢ao com uma solugéao padrao multi-
fon (0,5 mg L 7).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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A Tabela 11 apresenta a concentracao total de Cl e F obtida pelo método
proposto e a concentragao Cl- e F-, correspondente a fracdo disponivel dos analitos
na infusdo, nas diferentes amostras de cha.

Nas amostras analisadas, a maior concentracao de F total foi de 11589 mg
kg-1, determinada na amostra de cha de frutas citricas. Ja para os chéas tradicionais,
a maior concentragdo total foi 962 para o cha preto e 542 mg kg™! para o cha verde,
que esta em proximidade e dentro da faixa, respectivamente, do que é reportado por
Das (2017), (entre 298 e 797 mg kg™'), para chas pretos, e (entre 296 e 1112 mg kg-
1) para chas verdes, onde um método colorimétrico foi utilizado, com posterior
determinacéao por espectrofotémetro (UV-VIS).

A concentracio de F disponivel (F) determinada foi de e 0,19 mg L' para o
cha verde e 0,22 mg L' para o cha preto ambos pertencentes a categoria de chas
tradicionais. Ja para os chas de ervas, o intervalo de concentracao F disponivel variou
entre 0,19 a2 0,69 mg L. Essas concentragbes estdo de acordo com as concentragoes
reportadas por (DAS, 2017), (0,06-0,69 mg L") para F em infusdes de cha de ervas.

Considerando que a concentracao total de F representa 100% do F na
amostra, a fragédo de F disponivel foi calculada. A fracao disponivel de F nas amostras
de cha tradicional variou entre 63,1 e 64,2% e entre 12 e 85% para os chas de ervas.
Resultados similares da faixa de disponibilidade do F em cha também é encontrada
no trabalho Das (2017) que determinou que 6-99% do F nas folhas de cha pode ser
transferido para a infusdo. Essas diferengas de concentragéo total e disponivel em
chas tradicionais e de ervas estao relacionadas com o tipo de cultivo que as plantas
recebem, podendo acumular o F e outros elementos por meio de agua de irrigagéo,
ao uso de pesticidas e/ou fertilizantes, além disso as caracteristicas geogréficas
podem influenciar nos niveis de F (AFFONSO et al., 2020; BHATTACHARYA et al.,
2017; CAO, 2022). Ambos os trabalhos mostram uma ampla variagéo na fracao de
fluoreto disponivel em chas, indicando que essa disponibilidade pode ser influenciada
por diversos fatores, como mencionado anteriormente. A semelhanga nos resultados
sugere uma conexdo ao considerar sobre a importancia de considerar esses fatores
na avaliacao do consumo seguro de amostras de cha.

O CI € um dos microelementos essenciais para o crescimento das plantas. A
variacao da concentracdo do Cl em diferentes tipos de plantas que dédo origem aos
chas tradicionais e de ervas pode estar relacionado ao clima e ao tipo de cultivo
(NASCIMENTO et al., 2021). Neste estudo para o Cl, a maior concentracéo total, foi
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de 2270 mg kg'', enquanto a concentragdo de Cl disponivel nas infusbes atingiu 4,6
mg L', para o cha organico. A faixa de disponibilidade considerando todas as

amostras foi de 54 a 91%.
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Tabela 10. Concentracao de F e Cl em amostras de cha e infusdo, e porcentagem na infusao de cha.

Amostra F Total F- (Infuséo) % F Cl Total CI (Infusao) % Cl
(mg kg™) Disponivel  (mg kg™) Disponivel
mg kg mg L mg kg’ mg L
Preto 962 +7 607 £ 3 0,22 63,1 1678 £ 1 917 + 14 0,33 54,6
Boldo 1056 £1 9054 0,19 85,7 663 + 1 517 £ 15 0,11 79,3
Verde 542 + 1 339 £ 35 0,24 62,4 1132 £2 904 £ 16 0,32 79,8
F. Citricas 1159+1 1438 0,32 12,4 1312 +£2 1178 +171 2,60 89,7
Camomila 770 £ 1 314+ 17 0,68 40,7 2270 £ 2 2087 £67 4,60 91,9

Fonte: Elaborado pelo autor (2024)
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Trabalhos que aplicaram a pir6lise na decomposi¢ao de ervas, indicam uma taxa
significativa de decomposicdo da amostra, liberando mais volateis, em comparacéao
ao carvao, essa tendéncia a volatilizar em altas temperaturas, pode explicar a
significativa taxa de disponibilidade em amostras de cha (CERKLEWSKI,
RIDLINGTON, 1987; NASCIMENTO et al., 2021). Os resultados indicam que a
concentracao de flior no cha pode ser transferida para a bebida durante o processo
de infusdo, apresentando riscos a saude, como inibicdo de enzimas e potenciais
efeitos adversos, como fluorose dentéaria, esquelética, danos hepaticos, renais e
anomalias neurolégicas. (REVELO—MEJiA et al., 2021; ZHANG et al., 2023; ZHAO et
al., 2019). Além disso, os dados sugerem que ha uma alta disponibilidade de Cl na
bebida pronta para o consumo, indicando a importancia do controle, considerando os
diversos efeitos adversos a saude, como irritagao gastrointestinal (NASCIMENTO et
al., 2021).

5.2.4.1 Avaliagao de riscos a saude relacionados ao consumo de F através do cha

Varios estudos apontam sobre os efeitos benéficos para a saude
proporcionados por diversas variedades de cha (DAS, 2017; GRAMZA-
MICHALOWSKA et al.,, 2016; SAMANTA, 2022; YAN et al., 2020). No entanto, é
indispensavel avaliar os possiveis efeitos nocivos do consumo excessivo de F através
do cha. Considerando o grande numero de trabalhos que evidenciam presenca de F
em infusdes e, consequentemente, os critérios que avaliam 0s riscos para 0 consumo
de cha, avaliou-se o risco do F a saude humana partir da avaliagdo da ingestao cronica
diaria (CDI) de F (DAS, 2017; SOFUOGLU; KAVCAR, 2008).

A OMS estabeleceu um limite de 1,5 mg L' de F na agua potavel, enquanto a
ingestao adequada é de 0,05 mg kg™' de peso corporal (OMS, 2011). O mesmo valor
€ indicado para a ingestdo adequada de F de todas as fontes em humanos (0,05 mg
kg') de peso corporal ao dia (YATES; SCHLICKER; SUITOR, 1998). Considerando
criangcas e adultos, o CDI calculado para todas as amostras de cha avaliadas
apresentam valores abaixo de 0,05 mg kg' de peso corporal ao dia (valor limite),

conforme apresentado na Tabela 12.
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Tabela 11. Ingestao crdnica diaria (CDI) de F por adultos a partir de chas tradicionais

e ervas.
TIPO DE CDl criangas CDI adultos
CHA
PRETO 0,0008 0,0023
BOLDO 0,0007 0,0020
VERDE 0,0009 0,0025
FRUTAS 0,00118 0,00338
CITRICAS
CAMOMILA 0,0025 0,0074

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Com essa avaliacio é constatado que a fracao disponivel de F em todos os chas
encontravam-se dentro dos limites seguros estabelecidos para adultos e criancas,
logo o consumo desses chas nao esta associado a riscos significativos para a saude.
Esses resultados coincidem com os achados apresentados em estudos de (DAS,
2017), e (ZHANG et al., 2023) os quais determinaram o quociente de risco dentro dos
limites de segurancga estabelecidos. Contudo, € importante mencionar que esta
avaliacao nao considera a presenca de F proveniente de outras fontes, tais como agua
potavel e alimentos, o que poderia resultar em uma carga de F ultrapassando os

limites seguros.
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6. CONCLUSAO

Através da implementacao de métodos analiticos otimizados, desenvolveu-se
abordagens analiticas com boa exatidao e acentuada sensibilidade, para determinar
as concentracdes de Cu, Cl e F em amostras de cha de ervas. Inicialmente, adotou-
se a estratégia de otimizagcdo multivariada para aprimorar o preparo das amostras,
utilizando extracdo com solvente eutético profundo para Cu e piroidrélise para Cl e F,
abordagens analiticas com preparos de amostras inovadores, e amigaveis ao meio
ambiente. Essa abordagem n&o apenas proporcionou resultados eficazes, mas
também revelou regides bem definidas na MSR, permitindo a identificacdo das
condicoes ideais para ambos os métodos propostos.

Posteriormente, otimizou-se as condi¢des instrumentais, visando a melhoria
das técnicas de GF AAS para a quantificacao de Cu, e por IC para a determinacao de
Cl e F. A aprimorada precisao e sensibilidade observados pelos parametros de mérito,
desses métodos instrumentais desempenharam um papel crucial na obtencao de
resultados analiticos confiaveis. Ao validar os métodos propostos, a partir dos valores
expressos nos certificados das amostras e determinado pelo método, comprovou-se
a boa exatidao dos métodos propostos, fortalecendo sua validade analitica.

Por fim, ao avaliar o potencial risco a saude humana, especialmente no que
diz respeito a exposicao diaria ao fluor através do consumo de cha, a comparagéao dos
resultados com limites regulatérios e recomendagdes de ingestdo indicou que as
amostras analisadas estdo dentro dos parametros estabelecidos como seguros para

o consumo, fornecendo uma perspectiva tranquilizadora para os consumidores.
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