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TEOR DE FLUORETOS EM INFUSOES DE CHA VERDE (Camellia sinensis)
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Artigo

FLUORIDE CONTENT IN GREEN TEA INFUSIONS (CAMELLIA SINENSIS). The aim of this work was to study the influence
of green tea consumption on fluoride ingestion. The extraction conditions of fluorides from green tea infusions were defined and

nine brands of green tea available in Portugal were analyzed. The quantification of fluorides in the green tea was preceded by the
implementation and validation of the potentiometric method (commercial fluoride selective electrode). The concentration of fluorides in

the samples ranged from 0. 8 to 2. 0 mg L.
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INTRODUCAO

O chd tornou-se uma das bebidas mais populares no mundo
devido n@o s6 ao seu sabor e aroma agraddveis mas também aos
efeitos benéficos para a satde. E uma bebida de composicio quimi-
ca muito variada e embora os efeitos benéficos estejam predomi-
nantemente associados ao seu teor em catequinas, o cha também ¢é
rico em vdrios minerais e oligoelementos essenciais para a saude,
como por exemplo, os fluoretos. Vdrios estudos tém sido efectuados
com o objectivo de determinar o teor destes elementos nas infusdes
e nas folhas de chd verde'*.

Os fluoretos ndo sdo essenciais para o crescimento e o desen-
volvimento humanos, encontrando-se no corpo humano em peque-
nas concentracdes (2,6 mg num adulto) essencialmente nos den-
tes e 0ssos (99%)’. No entanto, s3o benéficos na prevengdo da
cérie dentdria quando ingeridos na concentragdo de 0,05 mg/kg
de massa corporal por dia. Os fluoretos fortalecem e favorecem a
reparagdo (remineralizacdo) do esmalte e dentina, ndo s6 porque
reduzem a solubilidade destes compostos em meio dcido, mas tam-
bém, porque reduzem a capacidade bacteriana de produzir 4ci-
dos®. De acordo com os relatérios da Organizacdo Mundial de
Sadde (OMS) as cdries dentdrias constituem um importante pro-
blema de sadde publica nos paises mais desenvolvidos, onde
afectam cerca de 60-90% das criangas em idade escolar e um nu-
mero representativo da populagdo adulta. Para combater este pro-
blema, e uma vez que os fluoretos séo reconhecidos como a medi-
da mais eficaz na preven¢do da cdrie dentdria, a OMS recomenda
que este elemento seja adicionado a dgua, ao leite ou ao sal, de
modo a permitir o acesso de toda a populagdo aos fluoretos, sem
no entanto, alterar os seus hdbitos alimentares’.

A maioria dos alimentos apresenta um teor baixo em fluoretos
(inferior a 0,05 mg/100 g). As principais fontes alimentares de
fluoretos incluem o chd e os peixes marinhos, principalmente os
que sdo consumidos com as espinhas (por exemplo, sardinhas). Deste
modo, os alimentos contribuem geralmente apenas com 0,3-0,6%
da dose didria ingerida de fluoretos’.

A maioria das plantas que se desenvolvem em solos ricos em
fluoretos néio o absorvem uma vez que no solo estes sdo convertidos
em sais insoluveis de calcio, no entanto, a Camellia sinensis de-
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senvolve-se em solos relativamente 4cidos e absorve os fluoretos
do solo acumulando-os nas suas folhas'®'?. A concentra¢do em
fluoretos nas folhas velhas e maduras € maior comparativamente ao
de outras partes da planta'®'>!®. Assim, a concentra¢do de fluoretos
podera ser indicativo da maturidade da folha.

Uma quantidade substancial deste elemento liberta-se durante
a infusdo, sendo, por isso, o chd considerado uma boa fonte de
fluoretos'*'>. O teor total de fluoretos nas folhas de chd verde varia
entre 217-344 mg/kg, enquanto que a concentragdo na infusdo se
encontra entre 0,73-3,46 mg L' 16, Durante a infus@o cerca de 25
a 84% do teor de fluoretos existente na folha € libertado para o
liquido'®. Deste modo, o chd pode ser um modo efectivo de forne-
cimento de fluoretos na cavidade bucal'.

Uma ingestdo apropriada de fluoretos € benéfica (3-4 mg/dia
para adultos), uma vez que previne as cdries dentdrias, contudo, um
consumo excessivo pode ter efeitos adversos, como por exemplo, a
fluorose®. A fluorose dentdria € um distirbio de formagdo dentdria
provocada pela ingestdo prolongada de fluoretos, tendo como
consequéncia, uma opacidade do esmalte'.

Em paises como China, Formosa e fndia, onde o cha € a bebi-
da de maior consumo e onde € preparado com dgua natural ou
artificialmente fluorada, tém sido desenvolvidos estudos para de-
terminar o consumo didrio de fldor por parte das populacdes, de
modo a controlar os efeitos inerentes a ingestdo excessiva de
fluoretos!>!*161, Nos paises ocidentais o consumo excessivo de
fluoretos deve-se essencialmente a ingestdo acidental de pastas
dentrificas, consumo de alimentos infantis e bebidas preparadas
com 4guas fluoretadas e certas bebidas e alimentos com elevados
teores de fluoretos®.

O eléctrodo seletivo do fon fluoreto é muitas vezes utilizado
para quantificagio de fluoretos em bebidas. Este eléctrodo tem como
membrana sensivel um cristal de fluoreto de lantdneo. Quando
este estd em contacto com uma solucio padrdo ou amostra con-
tendo ides fluoreto estabelece-se uma diferenca de potencial atra-
vés do cristal, a qual estd relacionada com a respectiva concen-
tracao do fon fluoreto. A medicao ¢ influenciada pela forca idnica,
pelo pH e por espécies catidnicas polivalentes.

Os fluoretos formam complexos com os catides polivalentes, como
o cdlcio, magnésio, aluminio e ferro®. A taxa de formagdo destes com-
plexos depende do pH da solugdo, da concentra¢do de ides fluoreto e
da presenga de outros compostos complexantes. A formagdo de dcido
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fluoridrico (HF) em condigdes acidicas reduz a concentracdo de ides
fluoreto em solugdo. A leitura a pH 5 — 7 evita esta interferéncia. A
presenca de um agente complexante mais forte que o fluoreto, como
dcido trans 1,2-diaminociclo-hexano-N,N,N’,N’ tetracético, um dos
componentes da solu¢do tampdo, complexa preferencialmente os catides
interferentes e liberta os ides fluoreto em solucdo. Deste modo, a deter-
minagdo de fluoretos € sempre efectuada apds uma dilui¢do em partes
iguais com uma solugéo tampéo e estabilizadora da forca i6nica®.

De modo a avaliar a contribui¢do do chd para a ingestdo didria
deste elemento estudou-se o teor de fluoretos presente nas infu-
soes de chd verde. A quantificagdo do teor de fluoretos no cha ver-
de foi precedida pela implementagdo e validagdo do método
potenciométrico (eléctrodo seletivo comercial).

PARTE EXPERIMENTAL
Amostras

Seleccionaram-se nove marcas de chd comercializadas em Portu-
gal em funcdo de trés critérios: volume de vendas, preco (o mais caro
e 0 mais barato), os que apresentam descritos a indicac@o terapéutica
(folheto informativo) e o mais representativo das grandes superficies
(hipermercados). Os varios chds foram adquiridos em lojas de produ-
tos naturais, hipermercados e farmécias da regido de Lisboa.

As diferentes marcas estdo representadas por siglas as quais
permitem a identificagdo das amostras ao longo do trabalho. As
amostras TN, TV, T, B, F e D sdo vendidas em saquetas e as amos-
tras G, M e S sdo comercializadas em folha inteira. Todas as amos-
tras foram analisadas em triplicado.

Reagentes

As solucdes padriao de fluoretos foram preparadas a partir de
fluoreto de sédio (Merck, Alemanha). A solugdo tampio e
estabilizadora da forga i6nica TISAB (“Total Ionic Strength
Adjustment Buffer”) foi preparada de acordo com os requisitos do
Standard Methods?® utilizando o 4cido frans 1,2-diaminociclo-
hexano-N,N,N’,N’ tetracético (CDTA), o hidréxido de sddio
(Merck, Alemanha) e o cloreto de sédio (Panreac, Espanha).

As infusdes e reagentes foram preparados com dgua do tipo
Milli-Q (Mili Q System, Millipore).

Equipamento e material

O teor de fluoretos foi determinado utilizando um eléctrodo sele-
tivo de fluoretos (Mettler Toledo), um eléctrodo de referéncia Ag/AgCl
(Mettler Toledo) e um potenciémetro, (GLP 2, Crison). As amostras
de chd foram preparadas em Erlenmeyers de rolha esmerilada com a
capacidade de 300 mL e agitadas em placas de agitacdo (Cole Parmer).

Preparacio da amostra

Todas as infusdes de cha verde foram preparadas no préprio dia
da andlise.

Num erlenmeyer de 300 mL pesaram-se 1,50 + 0,05 g de chd
(folhas ou o conteddo de uma saqueta), adicionaram-se 250 mL (o
equivalente a uma chdvena de chd) de dgua desmineralizada fervente
(100 = 5 °C) e tapou-se o erlenmeyer com uma rolha para diminuir as
perdas de dgua. Apds 10 min de infusdo, filtrou-se a infusdo para outro
erlenmeyer. A relacdo massa de chd/volume de dgua foi determinada
com base na informag?o descrita para a preparagio dos varios tipos de
chd. Todas as amostras foram preparadas de modo a simular a prepa-
ragdo efectuada em casa pelos consumidores.
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Determinacio de fluoretos

O teor de fluoretos foi determinado potenciometricamente utili-
zando um eléctrodo seletivo de fluoretos. As amostras de chd ou das
solugdes padrao foram colocadas sobre a placa de agitagdo (Cole
Parmer) com agitador magnético, ap6s terem sido diluidas (1:1) com
solugdo tampao TISAB (este tampdo permite ajustar a forca iénica e
o pH do meio e eliminar a interferéncia dos catides, principalmente o
dos catides polivalentes). Depois de mergulhar os eléctrodos, efectuou-
se a leitura do potencial (mV) das amostras ao fim de 3 min sob
agitacio (tempo necessario para que o valor da leitura seja constan-
te). A concentracdo do fon fluoreto nas amostras foi determinada a
partir da curva de calibragdo (mV vs logaritmo da concentrac@o).

Otimizacao do método de ensaio e avaliacio de desempenho

O desempenho do método pode ser avaliado através do estudo e
conhecimento de parametros analiticos caracteristicos, tais como:
intervalo de linearidade; precisdo; exatiddo; limite de deteccio; li-
mite de quantificacio; seletividade/especificidade.

Para determinar o intervalo de linearidade foi construida uma
curva de calibrag@o, processo pelo qual se relacionou a resposta do
sistema (sinal instrumental) com solugdes de concentragdo cres-
cente em fluoretos. Com este objectivo, analisaram-se 14 solucgdes
de fluoretos com uma concentragio entre 0,06-10 mg L. Analisa-
ram-se os resultados pelo cdlculo da linha de regressdo pelo méto-
do dos minimos quadrados.

Embora uma andlise inicial possa ser feita com base na inspec¢ao
visual do gréfico (y = bx + a) e na determinacéo do valor de R?
(coeficiente de determinacdo), uma andlise completa requer os cél-
culos do desvio padrio residual (Sy/x), desvio padrao do método (S ),
desvio padrdo do declive (S,), desvio padrdo da ordenada na origem
(S,) e do coeficiente de variagdo do método (CV ).

O desvio padrao do método € o pardmetro que permite ao ana-
lista verificar a qualidade do seu trabalho enquanto que o coeficien-
te de variacdo do método permite comparar diferentes calibragdes e
diferentes métodos?.

Este primeiro teste de linearidade deve ser bem interpretado,
pois os coeficientes de determinac¢do sdo bons indicadores de cor-
relacdo, mas ndo necessariamente de linearidade. Sendo assim ¢
necessdrio determinar em paralelo o valor teste (PG), o qual é com-
parado com o valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor/Fisher
(ISO 8466-1, teste de Fisher/Snedecor ou teste Mandel), de acordo
com o nimero de graus de liberdade em causa®: a) se PG < F: a
fun¢do de calibragdo polinomial ndo conduz a um ajustamento sig-
nificativamente melhor, e por isso, a fun¢@o de calibragdo € linear;
b) se PG > F: a funcdo de calibracdo € ndo linear e por isso a gama
de trabalho deve ser reduzida tanto quanto possivel de forma a
cumprir a alternativa a). Caso ndo seja possivel, devera ser utiliza-
da uma fung¢do de calibragdo ndo linear.

Apés definir o intervalo de linearidade do método determina-
ram-se os respectivos limiares analiticos (limite de deteccdo e li-
mite de quantificacdo).

Em termos quantitativos, o conceito de limite de detec¢do
corresponde a concentragdo minima que é possivel distinguir do
branco, isto €, de uma amostra que contém a mesma matriz mas
ndo contém o analito. O limite de detec¢do (LD) pode ser calcula-
do do seguinte modo%:

LD =3x8,

em que S_ € o desvio padrdo correspondente a vdrias leituras do bran-
co ou da solug@o com concentragéo mais baixa da gama de linearidade®'.
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Como o método analitico envolve uma calibracdo linear, o li-
mite de deteccdo também pode ser calculado através do desvio
padrdo residual da curva de calibragdo, através da seguinte Equa-
(25021-23:

33%S,,,
b

em que: Sy/x ¢é o desvio padrio residual da curva de calibragdo; b é o
declive da mesma.

O desvio padrdo residual da curva de calibragdo € determinado
através da seguinte expressdo:

yix =

sendo: N — niimero de padrdes de calibragdo; y, — sinal obtido para
um padrdo de determinada concentra¢do; y, — sinal estimado pela
funcdo de calibrag@o linear para um padrio da mesma concentracao.

O limite de quantificacdo por sua vez, corresponde a mais pe-
quena concentra¢do medida a partir da qual € possivel a quantificacio
do analito, com uma determinada exatiddo e precisdo. Tal como
descrito para o limite de detecgdo, como o método analitico envol-
ve a utilizacdo de uma calibracio linear, o limite de quantificagido
pode ser calculado através do desvio padrdo residual da curva de
calibrac¢do, de acordo com a equagdo seguinte®'>:

_Jloxs,,
b

em que: Sy/x ¢ o desvio padrio residual da curva de calibragdo; b é o
declive da mesma.

Para avaliar o efeito de matriz, fortificaram-se amostras de cha
com concentragdes conhecidas de fluoretos e determinou-se a percen-
tagem de recuperacdo (Rec, %), de acordo com a equacdo seguinte:

_ CRVR 'CAVA %

Rec 100

rp

em que: C, — concentra¢do do analito na amostra fortificada; V, —
volume de amostra do ensaio de recuperagio (V, +V,); C, — con-
centragdo do analito na amostra ndo fortificada; V, — volume de
amostra utilizada no ensaio de recuperagdo; C, — concentragdo do
padrdo de analito utilizado para fortificar a amostra; V, — volume
de padrio de analito utilizado no ensaio de recuperag@o.

Este ensaio permite-nos, avaliar de forma indirecta e na ausén-
cia de materiais de referéncia certificados, a exatiddo do método
em causa e a seletividade do préprio método™.

Diz-se que um método € especifico quando permite discriminar
o analito relativamente a outras substincias, eventualmente pre-
sentes na amostra a analisar, ou seja, quando oferece garantias que
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a grandeza medida provém apenas do analito. Por isso, € necesséd-
rio averiguar a possivel interferéncia de outras substincias eventu-
almente presentes na amostra.

Na prética, este parametro pode ser avaliado pela realizacio de
testes de recuperagdo e pela analise de padrdes puros ou quantida-
des conhecidas de possiveis interferéncias.

A seletividade de um método define-se como a capacidade de
identificar e distinguir um analito em particular numa mistura com-
plexa sem interferéncia dos outros componentes.

Assim, um método analitico pode ser considerado especifico
e seletivo quando se verificar que as taxas de recuperagdo sdo
proximas de 100%%.

Para avaliar a precis@o dos resultados procedeu-se a andlise de
duplicados, tendo como critério de aceitacdo uma da diferenga de
duplicados < 10%, de acordo com a seguinte equacao:

‘Xl _Xz‘

— L 2 %100
Média (X,,X,)

DD (%)=

em que: X, — resultado obtido para uma dada amostra; X, — resul-
tado obtido para o ensaio duplicado da mesma amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 e a Tabela 1 apresentam os resultados referentes a
implementag@o e otimizacio das condi¢des de andlise.

300 o
g
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y=-68,438x + 179,47 ¢
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w 100 \ \
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Figura 1 - Curva de calibragdo dos fluoretos (mV vs log da concentragdo) e
respectiva equagdo da recta (y=bx+a). (Concentragdo — mg/L)

Como podemos observar (Figura 1) a funcio de calibracido dos
fluoretos apresenta uma boa correlaciio no intervalo entre -1,2 (0,06
mg L) e 1 (10 mg L"). O método € linear, R?>=0,9985 ¢ PG<F
(valor tabelado de Fisher/Snedecor)?'.

O limite de deteccdo (0,01 mg L") e o limite de quantificacio
(0,05 mg L") permitem a andlise de fluoretos no cha.

Para avaliar o efeito da matriz adicionaram-se a 24 mL de cada
uma das amostras G, B e TN e 1 mL da solug@o padrao de fluoretos

Tabela 1. Otimizacao do método potenciométrico (eléctrodo seletivo) para a andlise de fluoretos. Dados relativos a curva de calibragdo (mV

vs logaritmo da concentracio) e limiares analiticos

Intervalo linearidade (mg L) R? N CV (%) a EP(a) b EP(b) PG F LD LQ
(mg L)
0,06-10 0,9985 14 179 0,57 -68,4 0,75 1,8 48 0,01 0,05

R? = coeficiente de determinagdo; N = ndmero de pontos da curva; CV = coeficiente de determinacdo do método; EP(a) = erro padrido da
ordenada na origem; b = declive; EP(b) = erro padrdo do declive; PG = Valor teste; F = valor tabelado de Snedecor/Fisher (1; 11; 0,05); LD
= limite de detecc¢do; LQ = limite de quantificacdo
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com a concentragdo de 10 mg/L. As interferéncias de matriz estio
dentro dos critérios de aceitacdo deste tipo de método (80-120%)%,
uma vez que as percentagens de recuperacio dos fluoretos nas infu-
soes variaram entre os 103 e os 110% (Tabela 2).

Tabela 2. Recuperacio dos fluoretos nas vdrias infusdes de ché verde

Chaverdke TV TN T D F B M S G
N=3

Rec (%) 108 106 107

103 104 110 109 104 106

Os resultados obtidos sdo precisos, dado que a diferenga entre
duplicados foi sempre inferior a 10% (3,5-9,6%)*.

Ap6s otimizacdo das condigdes de andlise procedeu-se a
quantificagdo dos fluoretos nas infusdes, cujos resultados estdo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Concentragdo de fluoretos nas infusdes de cha verde e
respectivos desvios padrdo (DP)

Cha verde F Cha verde F
(N=3) (mg L' + DP) (N=3) (mg L' + DP)
TV 1,4+0,2 B 1,1 £0,1
TN 1,1 £0,1 M 0,90 = 0,1

T 1,3+0,1 S 0,80 = 0,1
D 1,2+0,1 G 2,1 +02

F 1,0+ 0,1

Os valores de fluoretos variam entre 0,80-2,1 mg L, valores
similares aos obtidos por Fung (1,65-1,83 mg L"), Chan (0,34-1,43
mgL) e Wong (0,6-1,9 mg L1)!*1416, Estes autores também utiliza-
ram o método potenciométrico com eléctrodo seletivo de fluoretos.

As diferencgas observadas entre as amostras analisadas sdo es-
tatisticamente significativas (p<0,001).

No entanto e como a quantidade de substancias extraidas du-
rante a preparaciio da infusdo depende, entre outros factores, da
relacdo massa de amostra/volume de dgua, temperatura, tempo e
agitacdo, torna-se por vezes dificil comparar os resultados dos di-
versos estudos. As diferengas observadas entre os nossos valores e
os descritos na literatura, poderdo dever-se a esses factores.

De acordo com Gulati ef al."’ a extracc¢do de fluoretos é menor
nos chds preparados com folhas inteiras do que os preparados com a
folha moida, como € o caso das saquetas. Esta afirmacdo levaria a
pensar que os teores de fluoretos seriam superiores nas amostras
TN, TV, D, T, F e B, no entanto a amostra que possui um teor mais
elevado € a amostra G, preparada com folha inteira, mas de origem
completamente distinta das restantes. Assim, o tipo de solo onde a
planta se desenvolve e a idade da folha podera ter uma maior influ-
éncia no teor de fluoretos existentes na infusdo de chd, do que o
seu grau de moagem (folha inteira vs saquetas).

Devido aos valores elevados de aluminio e fluoretos presentes
nas folhas de chd, estdo a ser realizados estudos sobre o efeito da
adicdo de sais de cdlcio no solo na diminui¢do da absor¢do destes
compostos pela planta, sem no entanto afectar o seu crescimento.
O cloreto de cdlcio parece ser o sal mais indicado''*.

Lu et al.” observaram que o teor de fluoretos aumenta a medi-
da que a qualidade do chd diminui. Estes autores sugerem que o
teor deste elemento presente na folha seja utilizado como indica-
dor de qualidade. Esta comparacio do teor de fluoretos versus qua-
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lidade do chd ndo foi efectuada uma vez que para os chds estuda-
dos ndo existia qualquer referéncia a sua qualidade.

CONCLUSOES

A dose didria tolerdvel de fluoretos ¢ de 10 mg. Sendo assim,
seria necessario consumir cerca de 4,8 a 12,5 L das infusodes das
amostras de chd verde analisadas neste trabalho, para ocorrerem
casos de fluorose, isto sem contarmos com outras fontes de fluoretos.

Uma vez que as infusdes apresentam concentragdes de fluoretos
entre 0,8-2,0 mg L', o seu consumo pode contribuir para colmatar
as necessidades didrias (3-4 mg) neste elemento, especialmente em
paises como Portugal onde a dgua da rede de abastecimento tem
valores baixos de fluoretos. Por outro lado, nos paises onde a dgua
¢ artificialmente ou naturalmente fluorada, a ingestdo de fluoretos
€ mais elevada e o consumo de chd pode contribuir para um consu-
mo excessivo deste composto®.
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