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RESUMO
O nitrato inorganico pode estar presente naturalmente em alimentos, em especial, os de
origem vegetal, captado, armazenado ou produzido pela planta para o uso em sua economia
celular. No entanto, o nitrato inorganico apresenta efeitos nocivos relacionados a sua redugao,
no proprio alimento ou apds sua ingestao, a nitrito, e este, por sua vez, ¢ o agente nitrosante,
que reagindo com as aminas presentes do alimento, formar4 os compostos N-nitrosos, agentes
carcindgenos. Considera-se também a formacdo de metemoglobina, a partir da oxidagdo do
ferro do nucleo da heme por parte do nitrito, impedindo o transporte de oxigénio até as células
do organismo. A metemoglobinemia assume uma importancia para a populacdo infantil de
menos de 3 anos de idade, uma vez que nesta faixa etdria tanto a sua hemoglobina € mais
propensa a oxidacdes, quanto sua reversdo € comprometida, levando a crianga a hipdxia
citotoxica. O interesse pela quantificacdo de nitrato em alimentos, portanto, pode permitir
inferir sobre os riscos e beneficios de sua ingestdo. A metodologia espectrofométrica
empregada foi adaptada de CATALDO (1975), que se baseia na nitrificacdo do dacido
salicilico pelo fon nitrato em meio 4cido, gerando um composto chamado 4cido 2-hidréxi-5-
nitrobenzdico, que assume coloracio caracteristica amarela em meio alcalino, e foi validada
nos parametros de linearidade, precisdo, exatiddo e limite de quantificacdo. As amostras
foram de drogas vegetais de uso em infusdes caseiras, popularmente conhecidas como chés e
comercializadas como produtos industrializados. O método mostrou-se linear (RZ) = 0,9994,
preciso, quando utilizadas as concentragdes mais baixa (10 pg/mL), intermediaria (120
pg/mL) e mais alta (300 pg/mL), apresentando desvio padrdo relativo 8,8%; 1,58% e 0,7%,
respectivamente, para valores intraensaio e 17,9%; 4,25% e 4,04%, respectivamente, para
valores interensaio, e exato, quando utilizadas as mesmas concentracdes do teste de precisao,
apresentando valores de exatiddo 81,3%; 98,54% e 95,43%, respectivamente, para valores
interensaio e 84,3%; 98,19% e 100,79%, respectivamente, para valores intraensaio. Os valores
de concentracdo de nitrato encontrados nas amostras de chds industrializados de camomila,
boldo do Chile, capim-cidreira, erva-doce e funcho (falsa erva-doce) de trés marcas diferentes
variaram de 52 a 203ppm. Estima-se que os resultados contribuirdio para um maior

conhecimento dos niveis de nitrato destes alimentos.

Palavras-Chave: Nitrato; Alimentos; Chds; Espectrofotometria.



ABSTRACT
The inorganic nitrate may be present naturally in foods, especially those of vegetable origin,
captured, stored or produced by the plant for use in a mobile economy. However, the
inorganic nitrate has adverse effects related to a reduction in food itself or after intake, to
nitrite and this, in turn, is the nitrosating agent which reacts with the food amines present,
form the compounds N -nitrous, carcinogens. It is also considered to methemoglobin
formation from the oxidation of the heme iron core nitrite, preventing transport of oxygen to
body cells. Methemoglobinemia is of importance for the child population of less than 3 years
old, as this age group both your hemoglobin is more prone to oxidation, as its reversal is
compromised, leading the child to cytotoxic hypoxia. The spectrophotometric method
employed was adapted Cataldo (1975), which is based on nitrification of salicylic acid by
nitrate ions in an acid medium, creating a compound called 2-hydroxy-5-nitrobenzoic acid,
and was validated in linearity parameters, accuracy, accuracy and limit of
quantification..Samples were vegetable drug use in homemade infusions, popularly known as
teas. The method was linear (R 2) = 0.9994, accurate, when used to lower concentrations (10
ug / ml), intermediate (120 ug / ml) and higher (300 mg / ml), with standard deviation 8.8%;
1.58% and 0.7% respectively for intra-assay values and 17.9%; 4.25% and 4.04%,
respectively, for interassay values, and accurate, when used in the same concentrations
accuracy test, with 81.3% accuracy values; 98.54% and 95.43%, respectively to 84.3% and
interassay values; 98.19% to 100.79% respectively for intra-assay values. The nitrate
concentration values found in the samples of processed teas of chamomile, boldo Chile,
lemongrass, fennel and false fennel of three different brands ranged from 52 to 203ppm. It is
estimated that the results will contribute to a better understanding of nitrate levels of these

foods.

Key words: Nitrate; Food; Spectrophotometry.
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1 INTRODUCAO

O ser humano é, diariamente, exposto a presenca de fons nitrato (NO3") e nitrito (NO,)
através da ingestdo de alimentos, dgua e em terapias com medicamentos que possuem a
presenca de tais fons. Geralmente, suas quantidades sdo pequenas, ndo apresentando efeito
prejudicial a saide humana e animal (MAYNARD, 1972). Porém, alguns alimentos possuem
alto teor de nitrato, o que diminui sua qualidade nutricional devido aos compostos nocivos
formados a partir de sua ingestao.

Algumas plantas acumulam NO3™ em suas raizes e na parte aérea quando a absorcao
desse nutriente excede as necessidades metabdlicas dessa (MAYNARD, 1976, a). De uma
forma geral, o nitrogénio € o nutriente mais exigido pelas plantas, em alguns casos, superado
pelo potéssio. A absorcdo de nitrogénio pela planta se d4 por diferentes formas, a principal
delas, a mineral, através da absor¢do de NH;" e NO3". (FAQUIN, 2004)

ApO6s absorver o nitrato, a planta deve converté-lo em amonio para que possa ocorrer a
assimilacdo do nitrogénio, para isso, as plantas desenvolveram um complexo enzimatico que
consegue reduzir nitrato a amonio em duas etapas (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Na primeira etapa para a conversao, o nitrato é reduzido a nitrito por meio da acdo da

enzima nitrato redutase, no citosol, com gasto de NADH e NADPH, a reacdo segue abaixo:

NO; + 2H" + 2" — NO, " + H,O (Enzima: nitrato redutase)

Na segunda e ultima etapa, o nitrito € reduzido a amoénio por meio da a¢do da enzima
nitrito redutase no cloroplasto. Essa reducdo é considerada um processo fotossintético em
células fotossintéticas, pois consome poder redutor de forma direta do fluxo fotoquimico de
elétrons, por meio da ferredoxina. Em tecidos aclorofilados ou quando no escuro, o poder
redutor € gerado pela oxidacdo de carboidratos na via glicolitica e na respiracdo aerébia. A

reacdo de reducdo segue abaixo:

NO,+ 8H" + 6 - NH," + 2H,0 (Enzima: nitrito redutase)

O ion nitrato deve estar diluido em dgua para que a planta o absorva, porém nem
sempre as condi¢des do solo sdo favordveis para que ocorra essa absorcao, em consequéncia
disso, as plantas desenvolveram um mecanismo de armazenamento de substancias necessarias

para sobreviver. Em condi¢cdes ambientais favoraveis, a planta absorve nitrato em quantidades
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superiores as de sua capacidade de processamento, com isso, a plantas pode obter uma reserva
para uma posterior utilizacdo. (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Segundo Santamaria (2006), em geral, o teor de nitrato em diferentes partes de uma
planta € (em ordem decrescente) peciolo; folha; caule; raiz; inflorescéncia; tubérculo;
lampada; frutas e semente.

Considerando os mais variados usos de plantas, estas podem ser utilizadas como
matérias primas para a produ¢do de medicamentos e, também, em praticas populares e
tradicionais, como remédios caseiros € comunitarios, a denominada medicina tradicional.
Dados da Organizagdo Mundial da Saide (OMS) mostram que grande parte da populacio dos
paises em desenvolvimento é dependente da medicina tradicional para sua atencdo primadria, e
que 80% dessa populacdo se utiliza de praticas tradicionais nos seus cuidados bdsicos de
saude e 85% destes utilizam plantas ou preparagdes obtidas a partir dessas (BRASIL, 2006).

Segundo Lucca et al. (2010), hda um crescente aumento do consumo de plantas
medicinais em todo o mundo. Isso de deve a varios fatores, como o elevado custo dos
medicamentos industrializados, seus efeitos indesejaveis e um modismo, ja que por diversas
vezes, produtos de origem vegetal sdo vistos como milagrosos e isentos de efeitos colaterais.
(MARREIRO; TEIXEIRA; SOUZA, 2010). Plantas medicinais sdo comumente utilizadas
como chds, pois € um modo mais simples para o consumo da populacdo, podem ser
encontradas em feiras, ervanarias, mercados e farmacias.

A grande procura por plantas medicinais frente a baixa oferta faz com que esses
produtos tenham sua qualidade comprometida, pois muitos dos produtores ndao tém
informacdes suficientes acerca dos processos adequados para obtencdo da matéria prima.
(ZARONTI, 2004). E importante destacar que a maioria dos chds comercializados no pais estio
registrados no Ministério da Agricultura e do Abastecimento (MAPA) como alimentos e ndo
como medicamentos no Ministério da Saude, dessa forma, ndo sdo submetidos as normas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), o que leva a uma fiscaliza¢do
deficitaria, pois nao leva em consideracdo as propriedades terapéuticas desses produtos.

A RDC n° 27 / 2010 fixa a identidade e as caracteristicas minimas de qualidade dos
chds e inclui esses produtos na lista de alimentos isentos da obrigatoriedade de registro
sanitario. (BRASIL, 2010, a). A RDC n° 48/2004, que estabelece normas para o registro de
fitoterdpicos no Brasil, permite o registro como fitoterdpico apenas para derivados de droga
vegetal, produto da extracdo da matéria-prima vegetal. Com isso, drogas vegetais ndo sdo

consideradas medicamentos. (BRASIL, 2010, b).
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Os principais riscos associados a ingestdo de alimentos de origem vegetal com altas
concentracdes de nitrato e nitrito sdo: a conversdo de Fe®*, presente na por¢do heme da
hemoglobina, a Fe3+, caracterizando a formacdo de meta-hemoglobina a partir da
hemoglobina, gerando metemoglobinemia. Essa conversdo impossibilita o transporte de
oxigénio pelas hemdcias e, consequentemente, sua difusdo pelo organismo, causando anoxia
e, consequentemente, podendo causar a morte. (FAQUIN, 2004). Outro risco associado a
ingestdo de alimentos de origem vegetal com altas concentragdes de nitrato € a reducio de
NOj3 a NO;, devido ao fato de o NO, reagir com aminas secunddrias provenientes da dieta,
formando compostos conhecidos como nitrosaminas, que sdo potentes carcindgenos, além de
apresentarem acio teratogénica e mutagénica (MIDIO; MARTINS, 2000).

Dados do Instituto Nacional do Cancer apontam que o elevado consumo de alimentos
contendo nitrato ou a ingestdo de dgua com elevados niveis desse ion tem relacdo com a
incidéncia de cancer de estomago (INCA, 2011). No Brasil, a concentracdo de nitrato para
consumo humano nao deve exceder 10mg/L segundo o Conselho Nacional de Meio Ambiente
(Brasil 1986) e o Ministério da Satde (Brasil, 2001)

Os dados disponiveis no Brasil relacionados a exposi¢do a nitrosaminas através de
alimentos sdao escassos e ou incompletos (LAVALLOIS, 2000). Nos paises em
desenvolvimento e, em especial, na América Latina, ndo hd uma legislacdo definida referente
a nitrosaminas.

Frente a esses riscos, o comité Food and Agriculture Organization of the United
Nations/ World Health Organization (FAO/WHO) estabeleceu uma ingestao didria aceitavel
(IDA) de 0-0,07mg.Kg "' de peso corpéreo para nitrito e de 0-3, 7 mg Kg™' de peso corpéreo
para nitrato (WHO, 2003).

A definicdo de IDA toma como base a quantidade de uma substincia expressa em
mg.Kg Tde peso corpdreo, que pode ser ingerida diariamente na alimentagdo, durante toda a
vida, sem danos a saude humana. Os valores da IDA sdo estabelecidos com base em
informacdes toxicoldgicas disponiveis na época da avaliagdo e através de ensaios
toxicoldgicos, a partir dos quais se estabelece um nivel de dose sem efeito adverso observédvel
(NOEL). Obtém-se o valor da IDA pela divisdao do proprio valor por um fator arbitrario, que
procura considerar a diferenca de sensibilidade entre a espécie humana e espécies animais; a
heterogeneidade da populacdo humana e a possibilidade de sinergismo entre substincias

quimicas (WHO, 1996).
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A fim de melhor usufruir dos beneficios e minimizar os riscos relacionados a ingestao
desses alimentos, comunidades cientificas como a Europeia, a Americana e a Asidtica se
empenham na estimativa dos teores de nitrato inorganico dos alimentos. No Brasil,

No Brasil, a avaliagao da composi¢c@o dos alimentos é um foco constante de interesse
cientifico, o projeto TACO (Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos) que tem como
objetivo gerar dados sobre a composicao dos principais alimentos consumidos no Brasil, ndo
enfoca a presenca de possiveis agentes toxicos como nitrato (TACO, 2011).

Com base no que foi citado, pode-se verificar a extrema importincia de monitorar os
niveis de nitrato em vegetais, a fim de assegurar que a populagdo tenha seguranca na ingestao
desses. Para tanto, este estudo se propde a padronizar a metodologia para quantificar os niveis
de nitrato em drogas vegetais com propriedades medicinais, utilizadas como infusdes caseiras
e comercializadas como chds, pois muitas dessas plantas sdo utilizadas pela populacdo como
terapias alternativas ou por uso tradicional, podendo causar, de acordo com o teor de nitrato
inorganico, riscos a saide humana, em especial, a gestantes e seus fetos ou embrides;
lactentes e lactentes.

O presente estudo tomou como base um trabalho desenvolvido por Cataldo et al.
(1975) e adaptado por Beretta et al. (2012) e o método foi padronizado e revalidado nas
nossas condi¢cdes de trabalho disponiveis no Laboratério de Pesquisa em Toxicologia da
Universidade Federal do Ceard, apresentando precisao e exatidao adequadas, de acordo com a
RDC n° 899 de 29 de maio de 2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (BRASIL,
2003).

O projeto vem contribuir também para a linha pesquisa em agentes toxicos presentes
em alimentos ja estudada pelo Setor de Toxicologia/UFC, como os realizados por Silva

(2012), Linhares Junior (2012), entre outros.
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2 OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Determinar os teores de nitrato naturalmente presentes em drogas vegetais

comercializadas para uso em chas;

2.2. Objetivos especificos

Padronizar método de determinag@o dos teores de nitratos naturalmente presentes em

drogas vegetais comercializadas para uso em chas;

Determinar os teores de nitrato naturalmente presentes em drogas vegetais

comercializadas para uso em chds;

Correlacionar os valores dos teores de nitratos naturalmente presente em drogas

vegetais comercializadas para uso em chds com os marcos regulatdrios vigentes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo analitico, quantitativo. As andlises foram realizadas no
Laboratério de Pesquisa em Toxicologia do Departamento de Farmdicia da Universidade

Federal do Ceard. O estudo foi realizado no periodo de agosto de 2014 a abril de 2015.

3.2. Descricao do método

Estudos de quantificagdo de niveis de nitrato (NO3’) em materiais vegetais foram
descritos por Cataldo et al. (1975). A técnica empregada no estudo baseia-se na formacao do
acido 2-hidroxi-5-nitrobenzéico (C;HsNOs) resultante da reacdo de nitrificacdo do &4cido
salicilico (C7HeO3). A reagdo ocorre em meio dcido, porém, somente ao alcalinizar o meio,
pode-se observar a geracdo de uma coloragdo amarela resultante da presenca desse composto
em meio alcalino (Apds a adi¢do de NaOH) Figura 1. A absorbancia do croméforo é
diretamente proporcional a concentracdo de nitrato presente na amostra e pode ser

quantificada a um comprimento de onda de 410 nm por espectrofotometria.

Figura 1. Reacdo de nitracdo do 4dcido salicilico.
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3.3. Reagentes e solucoes

Os seguintes reagente foram utilizados no preparo das solucdes a serem utilizadas
nos experimentos: nitrato de potassio P.A. (NUCLEAR); hidréxido de sédio P.A. (VETEC);
acido sulfurico P.A. (VETEC) e acido salicilico P.A./A.C.S (REAGEN).

3.4. Preparo das Solucoes

As solugdes preparadas a partir desses reagentes foram: hidréxido de sédio 3,8 M;
nitrato de potéssio 0,01M e acido salicilico 5% em 4cido sulftirico concentrado.

A solugdo de hidréxido de sédio foi preparada pesando-se 76,0g de hidroxido de
sddio e dissolvendo-o em 500mL de dgua deionizada, em baldo volumétrico de S00mL.

A solucgdo-padrao de nitrato foi preparada pesando-se 0,1011g de nitrato de potdssio
e dissolvendo-o em 100mL de dgua deionizada, em baldo volumétrico de 100mL.

A solugdo de acido salicilico foi preparada pesando-se 5,0g de é4cido salicilico e

dissolvendo-o em 100mL de acido sulfirico concentrado, em baldo volumétrico de 100mL.
3.5. Equipamentos

A pesagem dos reagentes soOlidos foi realizada em balancga analitica de precisdo
RK®-200. A agua deionizada utilizada no preparo das soluc¢des foi tratada em sistema MilliQ
- ELGA® No preparo dos solugdes, essas foram submetidas a banho ultrassom QUIMIS®
modelo Q335D para que os reagentes tivessem uma melhor dissolugdo no solvente. No
preparo das solucdes extrativas, as amostras foram colocadas em banho-maria Edulab® e as
leituras foram realizadas em espectrofotometro Thermo scientific® modelo Genesys 10S UV-

Vis.

3.6. Amostras

As amostras analisadas foram extratos de drogas vegetais comercializadas como
chés na cidade de Fortaleza no Estado do Ceard. Os ensaios foram realizados em amostras de
Matricaria recutita (Camomila); Peumus boldus Molina (Boldo do Chile); Cymbopogon
citratus Stapf (Capim-Cidreira/Capim Santo); Pimpinella anisum L.(Erva-Doce) e
Foeniculum vulgare Mill ( Falsa Erva-doce), plantas comercializadas como chds de trés

marcas diferentes. Neste estudo, as marcas desses produtos foram denominadas: A; B e C.
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Somente uma das marcas (marca A) utiliza Foeniculum vulgare Mill como Erva Doce. O
método empregado para andlise foi o proposto por CATALDO et al. (1975) baseado na

complexacdo do acido salicilico pelo fon nitrato e adaptado por Beretta et al. (2012).

3.7. Curva de calibracao

Na etapa de constru¢do da curva de calibracdo, inicialmente, foi preparada uma
solucao-estoque de Nitrato de Potéassio (KNO3) de molaridade 0,1M da seguinte maneira: foi
pesado 1,0g do padriao de Nitrato de Potdssio, esse foi solubilizado em dgua deionizada em
baldo volumétrico de 100mL resultando em uma solugdo 0,1M.

A partir da solucdo de 0,1M de KNOjs obtida, foram realizadas sete dilui¢cdes para
a obtencdo das solugdes de trabalho nas concentracdoes de 10; 30; 60; 120; 180; 240 e
300pug/mL em 4gua deionizada. Apds preparadas as solugdes de trabalho, a 100ug de cada,
foram adicionados 0,4mL de 4cido salicilico 5% em 4cido sulfdrico e, ap6s 20 minutos,
adicionou-se 5,0mL de hidréxido de sédio. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro
Thermo scientific® modelo Genesys 10S UV-Vis. Para a obtengdo da curva média, foram
feitas seis curvas em triplicata.

Foi realizado um branco para cada corrida analitica, a fim de zerar o equipamento,
constituido de 0,1 mL de 4dgua deionizada, 0,4 mL de 4cido salicilico 5% em &cido sulfirico
concentrado e 5 mL de hidréxido de sédio 3,8M.

O gréfico da curva de calibracdo foi feito por regressdo linear obtida entre as
concentracoes e a média das leituras de absorbancia das solu¢des padrdo, utilizando o

software Microsoft Office Excel 2010°.

3.8. Validacao

A fim de garantir que o método utilizado na andlise é apropriado para a sua
finalidade e fornece dados confidveis, € necessario que esse passe por um processo de
validacdo. A validagdo garante, por meio de estudos experimentais, que o método analitico
em questdo, quando realizado em condicdes especificas, é apropriado para a finalidade
pretendida e forneca confiabilidade em seus dados. (BRASIL, 2003)

Os seguintes parametros foram analisados: linearidade; exatiddo; precisdo e limite

de quantificacao.
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3.8.1. Linearidade

A fim de verificar a capacidade da metodologia analitica fornecer resultados
diretamente proporcionais aos valores das concentragdes de nitrato nas amostras, dentro de
um intervalo especificado, faz-se necessdrio o teste de verificacio de linearidade do método.
Para tal, foram preparadas sete solucdes de concentragdes distintas de nitrato de potdssio
distribuidas da seguinte forma: 10; 30; 60; 120; 180; 240 e 300 pg/mL.

O critério minimo de aceitacdo do coeficiente de correlagdo (R) deve ser = 0,99.

(BRASIL, 2003)

3.8.2. Precisdo

A precisdo tem por objetivo a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em
uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra.(BRASIL, 2003)

A precisdao foi avaliada quanto a sua repetibilidade ou precisdo intraensaio; a
precisdo intermedidria ou precisdo interensaio e reprodutibilidade.

Para a avaliacdo da precisao do método analitico utilizado, utilizaram-se as medidas
de absorbancia das concentragdes: 10 upg/mL (menor concentracdo); 120 pg/mL
(concentracdo intermediaria) e 300 pug/mL (maior concentragdo), em seis determinacdes de
absorbancia para casa concentracdo. Para a determinagdo da precisdo interensaio, as medi¢oes
foram realizadas nas mesmas condi¢des, porém em dias distintos.

A precisao deve ser expressa como desvio padrio relativo (DPR) ou coeficiente de
variagdo (CV%). Os valores resultantes ndo devem ser superiores a 15%, com exce¢do do
limite inferior de quantificacdo (LIQ), para esse, os valores ndo devem ser superiores a 20%
(vinte por cento), segundo a férmula a seguir, onde DP € referente ao desvio padrdo e CMD a
concentracdo média determinada (BRASIL, 2003):

CV% =_DP_x 100
CMD
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3.8.3. Exatiddo

Entende-se por exatiddo de um método analitico, a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. (BRASIL, 2003).

Para a avaliacdo da exatiddo do método analitico utilizado, utilizaram-se as medidas
de absorbancia das concentragdes: 10 pg/mL (menor concentracdo); 120 ug/mL
(concentracdo intermedidria) e 300 pg/mL (maior concentracio), em seis determinagdes de
absorbancia para casa concentracio. Para a determinagdo da exatiddo interensaio, as medi¢des
foram realizadas nas mesmas condi¢des, porém em dias distintos.

A exatidao é expressa pela relagdo entre a concentracdo média determinada

experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente:

Exatidao = Concentracdo média experimental x100

Concentragdo tedrica

3.8.4. Limite de quantificacdo e deteccdo

O limite de quantificacdo (LQ) € dado pela menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condi¢des
experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003) ou experimentalmente definido como a menor
concentracdo quantificada com precisdo e exatidao igual ou inferior a 20 %. (BRASIL, 2012)

Tal parametro pode ser expresso, respectivamente, pelas equagdes abaixo:

Limite de Quantificacdo = Desvio padrdo dos coeficientes lineares x 10
Média dos coeficientes angulares
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3.9. Determinacdo dos teores de umidade e impurezas macroscépicas das

amostras

A presenca de d4gua em drogas vegetais, em excesso, propicia desenvolvimento de
microrganismos, insetos e reacdes de hidrdlise, com consequente deterioracdo dos
constituintes presentes na droga. Os limites estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira para tal
determinagdo encontram-se entre 8 e 14%. Foi realizada a técnica de perda por dessecagao ou
teor de umidade por metodologia gravimétrica, preconizada pela Farmacopeia Brasileira 5*
edicdo, que visa determinar a quantidade de substancia volatil de qualquer natureza eliminada
nas condi¢des especificadas na monografia (Farmacopéia Brasileira 5°Ed).

Os testes de amostragem tem por objetivo determinar a quantidade de material
estranho presente na droga vegetal, seja ela de origem animal, mineral ou vegetal (muitas
vezes, outra parte do mesmo vegetal). O método foi realizado como preconiza a Farmacopéia

Brasileira (Farmacopéia Brasileira 5*°Ed).

3.10. Procedimento de analise

Os extratos vegetais foram obtidos a partir da propor¢do de 1,0 g de material seco
para 100mL de dgua deionizada, a 45 °C, em banho maria, por 60 minutos, com agitacdo a
cada 15 minutos. Apds decorrido esse tempo, os extratos foram filtrados e recolhidos para
andlise. As extracOes foram feitas em triplicata.

Em uma etapa anterior a anélise, a adicao de 5,0g de carvao ativado visa adsorver
os pigmentos presentes no extrato a fim de eliminar interferentes na andlise, deixando o
extrato incolor.

Posterior a etapa de despigmentagdo do extrato por adsor¢do ao carvao ativado, foi
iniciada a etapa de quantificagdo do fon nitrato nos extratos.

A 100uL do extrato, foi adicionado o volume de 0,4 mL de acido salicilico 5% em
acido sulfurico concentrado. Apds 20 minutos, tempo necessdrio para que a reacdo se
complete, foram adicionados 5 mL de hidréxido de sédio 3,8M para a obtencdo de uma
coloragdo amarela. As amostras foram lidas em espectrofotdmetro em um comprimento de
onda de 410nm. A leitura do branco, a fim de eliminar a diferenca de absorbancia gerada por

esse, foi realizada com dgua deionizada em vez da amostra.
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Os valores de absorbancias obtidos foram confrontadas com a curva de calibragao.
O célculo da concentracdo de nitrato nas amostras foi baseado na equacgdo da reta gerada apds

construida a curva.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Validacao
4.1.1. Linearidade

A fim de quantificar os niveis de nitrato nas amostras, uma curva de calibracdo
desse ion foi construida utilizando-se de sete solucdes de trabalhos nas concentragdes 10, 30,
60, 120, 180, 240 e 300 ug/mL, feitas a partir de diluicdes de uma solugdo padrio de nitrato
de potéssio 0,01M, utilizando espectrofotometria por absor¢do no UV. A média das curvas de
calibracdo é apresentada no Grafico 1.

A curva média de calibrac@o apresenta coeficiente de correlacio (R) igual a 0,9994,
coeficiente linear (a) igual 0,0011 e coeficiente angular (b) igual a 0,0127.

O valor do coeficiente de correlacdo (0,9994) demonstra que ha linearidade no
método entre as concentragdes de nitrato de 10 a 300 ug/mL, dessa forma, os valores de
absorbancia encontrados nas leituras das amostras s3o diretamente proporcionais a

concentracao de nitrato presente nessas.

Grifico 1- Curva de calibragio de Nitrato (R=0,9993)

Curva de calibracdo de Nitrato (R =0,9994)

Absorbancia

Concentracio (pg/mL)
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4.1.2. Precisdo e Exatiddo

Os resultados obtidos apds os testes de precisdo e exatiddo estdo apresentados na
Tabela 1, os testes foram realizados de acordo com a metodologia pré-determinada e com
base na RDC n° 899 de 29 de maio de 2003 da ANVISA.

Com relagdo a precisdo, esta pode ser expressa como desvio padrao relativo (DPR)
ou coeficiente de variacdo (CV%), ndo se admitindo valores superiores a 15%, com exce¢ao
do limite inferior quantitativo, para esse se admite valores menores ou iguais a
20%.(BRASIL, 2003)

Considerando a exatiddo sua expressdo pode ser pela relacdo entre a concentragao
média determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente, como
também pode ser expressa como o erro padrdo relativo e ndo deve exceder 15%, com excegao
do limite de quantificac@o, para esse se admite desvios menores ou iguais a 20% (BRASIL,

2003).

Tabela 1- Valores de precisdo e exatiddo intra e interensaio do método de quantificacdo de nitrato por

espectrofotometria.
Interensaio Intraensaio
Concentraco Precisao s~ _— oy~
(CV%) Exatidao (%) | Precisdao (CV%) Exatidado (%)
10 ug/mL 17,90 81,3 8,80 84,3
120 ug/mL 4,25 98,54 1,88 98,19
300 ug/mL 4,04 95,43 0,70 100,79

De acordo com os dados de precisdo e exatiddao obtidos, o método apresentou
precisdo e exatiddo comprovadas dentro dos limites especificados segundo a RDC 899 de 29

de maio de 2003 da ANVISA.
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4.1.3. Limite de quantificacdo

E definido como limite de quantificacdo, a menor concentracio quantificada com
precisdo e exatiddo igual ou inferior a 20% para o limite inferior de quantificacdo (BRASIL,
2012). O limite de quantificacdo foi obtido de forma experimental, dessa forma, foi
considerado o valor de menor concentragao.

As curvas de calibragdo construidas a partir das concentragdes padrio para a
determinagdo do limite de quantificacdo do método utilizado estd demonstrado nos Graficos

2,3ed.

Grafico 2. Curva construida a partir das quantidades padrio de nitrato para determinacdo do limite de
quantificagdo (Curva 1)
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Grifico 3. Curva construida a partir das quantidades padrdo de nitrato para determinacdo do limite de

quantificag¢do (Curva 2)
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Grafico 4. Curva construida a partir das quantidades padrdo de nitrato para determinacdo do limite de

quantifica¢do (Curva 3)
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O limite de quantificacdo para o método ficou estabelecido como 10 pg/mL, com valores de
precisao (DP%) 0,011% e exatidao (EPR%) 15,46%, demonstrando que o método quantifica

adequadamente essa concentragcdo de forma exata e precisa.

4.2. Determinacdo dos teores de umidade e impurezas macroscopicas das

amostras

Na andlise para a verificacdo de matéria estranha nas amostras, todas elas
encontraram-se dentro do limite especificado pela Farmacopéia Brasileira (2010), de 2%. Na
analise do teor de umidade das amostras, todas elas encontraram-se dentro do limite
especificado na Farmacopeia Brasileira (2010), de até 14%. Para os valores de umidade, as

amostras variaram de 0,13% a 5,88%.

4.3. Quantificacao dos niveis de nitrato nas amostras
Os resultados das andlises realizadas podem ser vistos na Tabela 2. Nota-se que os
valores variam de 120-203ppm para a erva-doce; 102-151 para o boldo-do-chile; 117-209

para a camomila e 52-223 para o capim cidreira.

Tabela 2 — Concentracdo de NO; (ppm) em extratos vegetais de plantas comercializadas como

chés.
Média das concentracdes de NO3 ppm
Vegetal Marca Comercial
A B C
Erva-Doce 203 120 176
Boldo-do-Chile 151 102 128
Camomila 209 117 171

Capim-Cidreira 141 52 223
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Os principais fatores associados as variacdes encontradas nos valores de
concentracdo de nitrato nas amostras sdo de origem ambiental como clima, composi¢do do
solo, pH, incidéncia de luz solar, quantidade de nitrogénio disponivel em quantidade e
proporcdo e também fatores genéticos intrinsecos de cada espécie vegetal (CARDENAS-
NAVARRO, 1999).

Tendo como base os valores de ingestdo didria aceitdvel (IDA) para nitrato de no
méximo 3,7 mg.kg "' de peso corpéreo, estabelecidos pela Food and Agriculture Organization
of the United Nations/ World Health Organization (FAO/WHO), € possivel observar que um
adulto sauddvel, com peso corpdreo por volta de 60kg, pode ingerir até 222mg de nitrato por
dia sem riscos relativos a saide, quantidade referente a pouco mais de 1L de chd por dia, de
acordo com a maior concentracdo encontrada nos estudos, de 203ppm. Porém em algumas
amostras (Erva-doce marca A e Erva-doce marca C), o teste foi realizado com metade do peso
do conteddo destinado a uma dose de chd, para que todas as amostras fossem preparadas da
mesma forma. Dessa maneira, deve-se lembrar que essas amostras contem o dobro da
concentracdo de nitrato revelada nos ensaios analiticos por dose de cha. Logo, para esses,
pouco mais de 500mL de cha por dia ja alcanca uma quantidade proxima a da ingestdo didria
aceitavel.

Deve-se levar em consideragdo que existem diversas outras fontes alimentares de
nitrato comumente consumidas diariamente pela populacdo. Dessa forma, deve-se tomar

maior cuidado com relagdo a ingestao desses produtos, principalmente quando por criangas.
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5 CONCLUSAO

O método analitico demonstrou-se apropriado para a finalidade pretendida, pois de
acordo com os dados obtidos, mostrou-se um método linear, preciso e exato, com valores
adequados e dentro das especificagdes para esses parametros.

A faixa de trabalho e o limite de quantificacdo utilizados no estudo mostraram-se
adequados para a quantificacdo de nitrato nas amostras.

Os niveis de nitrato em vegetais foram determinados pelo método validado e
apresentaram uma grande variacdo nos valores de concentracdo tanto na mesma espécie
vegetal como em espécies diferentes.

Os valores encontrados de nitrato quando comparados aos valores de ingestdo
diaria aceitavel para esse ion segundo a Food and Agriculture Organization of the United
Nations/ World Health Organization mostram um risco potencial a saide de parte da
populacdo que utiliza frequentemente esses produtos.

Esses fatos sdo de extrema importancia , visto que, atualmente, na literatura, ndo
sdao encontrados dados referentes a quantidade de nitrato presente em amostras vegetais
comercializadas como chds, servindo, esses dados, como contribui¢do para o conhecimento

dos niveis de nitrato em produtos alimenticios como vegetais utilizados no preparo de chés.
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