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Resumo: A composi¢ao quimica das frutas esta diretamente ligada ao tipo de solo e
clima que se encontram. Assim, este trabalho tem como objetivo a determinagao da
concentracgao total e bioacessivel dos metais toxicos cadmio (Cd) e chumbo (Pb) em
frutas oriundas da floresta amazdnica brasileira. A determinag¢ao da concentragao total
dos metais foi realizada por meio de digestao acida total via forno micro-ondas para
manga, acerola, carambola, laranja e tapereba. A concentragao bioacessivel foi avaliada
por meio do método de bioacessibilidade para manga e laranja. Para ambos os ensaios,
as concentragoes de metais foram quantificadas através de Espectrometria de Emissao
Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES). Obteve-se concentragoes
totais (mg/kg) de Cd e Pb, respectivamente, para a laranja de 2,80 e 16,48; carambola
3,56 e 13,16; acerola 3,30 e 14,27; manga 0,35 e 3,00 e para o Tapereba.as concentragoes
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ficaram abaixo do limite de quantificagao (LD). Para a laranja, obteve-se 0,013 mg/
kg de Cd bioacessivel e para a manga os valores ficaram abaixo do de LD que é de Cd
de 0,05 mg/kg de fruta e para o Pb de 0,10 mg/kg. Os resultados obtidos para os dois
metais estudados encontram-se acima dos limites permitidos pela legislacao brasileira,
mas a concentragao que realmente é absorvida pelo organismo (parte biacessivel)
nos vegetais analisados ficaram abaixo do permitido. Neste sentido, esse trabalho
evidenciou a necessidade de realizar mais estudos a nivel de bioacessibilidade para
garantir a qualidade dos frutos para seus consumidores.

Palavras-chave: nutrientes; bioacessibilidade; frutas.

1 INTRODUCAO

Estudos recentes relacionam o consumo de frutas com a diminui¢ao da
ocorrencia de algumas doengas, como problemas cardiovasculares, alguns tipos
de cancer e doengas neurodegenerativas, dando assim uma nova importancia
para estes alimentos. Além disso, esta classe contém elevados beneficios a
satide e faz parte da nutri¢ao do ser humano e outros animais. Estes beneficios
devem-se ao fato de os frutos comestiveis possuirem diferentes micronutrientes
(vitaminas e minerais), fibras alimentares e uma grande variedade de
fitoquimicos (YAHIA; GARCIA-SOLIS; ROMAN et al., 2019; BACHETTI et al.,
2019).

A absor¢ao dos nutrientes pelo corpo humano é gradativa e pode
nao ocorrer em sua totalidade. Para determinar a concentragao bioativa
liberada de frutos comestiveis para o trato gastrointestinal usa-se a técnica
de bioacessibilidade, que informa a quantidade de cada elemento disponivel
para absorgao. Esta técnica pode ser aplicada de forma in vivo ou in vitro, mas
devido a baixa aplicabilidade e dificuldade de comparagao de resultados as
praticas in vivo ndo possuem grande uso na determina¢do da quantidade
bioativa dos alimentos. Neste sentido, Minekus et al. (2014) propuseram um
protocolo padronizado de bioacessibilidade in vitro baseado em simula¢des
da digestao oral, gastrica e intestinal (SCHULZ et al., 2017, BALASOORIYA;
DASANAYAKE; AJLOUNI, 2019; BAZARRA et al., 2017).

Com o aumento significativo da polui¢ao do ar, do solo e da agua, apos
a revolugao industrial, oriunda de diversas fontes, a contaminacgao de frutas
e outros alimentos por micropoluentes inorganicos, da classe metais toxicos,
tem causado preocupagao aos d6rgaos ambientais e a comunidade cientifica.
Dentre todos os constituintes desse grupo, os mais perigosos e estudados sao
o chumbo (Pb), zinco (Zn), niquel (Ni), manganés (Mn), merctrio (Hg), cromo
(Cr), cobre (Cu) e cadmio (Cd) e aluminio (Al). Atualmente, as principais
fontes de metais toxicos sao a disposi¢ao de residuos domeésticos e industriais,
processos industriais, insumos agricolas, combustao de combustiveis fosseis,
mineragao e queima de carvao em caldeiras (ASAD et al., 2019; AMER et al.,
2019).
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Certos metais toxicos, em baixas concentragdes, sao necessarios para
manter o organismo humano saudavel. Contudo, o excesso de alguns metais
toxicos pode causar severos danos a satide ou até a morte. Como exemplo da
essencialidade, temos o cromio (Cr) trivalente (Cr**), essencial para manter o
metabolismo normal da glicose em uma faixa de ingestdo diaria para homens
adultos (entre 19 e 50 anos) de 0,035 mg/dia e para mulheres adultas (entre 19
e 50 anos) de 0,025 mg/dia, sendo que consumos superiores o tornam toxico.
Outro elemento essencial & o cobre (Cu), que esta presente em diversas proteinas
e enzimas, sendo a dose diaria recomendada (RDA) para adultos de 0,9 mg/
dia. Consumos inferiores de Cu estao relacionados a anemia e neutropenia e a
ingestao superior causa toxicidade aguda.

Dentre os metais pesados toxicos danosos ao organismo pode-se citar
ainda o aluminio (Al), um metal com efeito neurotdxico, sem funcao conhecida
no organismo, que pode se acumular no cérebro, ossos, figado e rins. O chumbo
(Pb) também nao possui efeitos positivos no organismo e seu consumo ou
exposi¢ao semanal em concentragdes superiores a 25 ug/kg de massa corporea
€ capaz de interromper processos fisiologicos normais e o desenvolvimento
motor de criangas, podendo causar danos graves e irreversiveis ao sistema
nervoso central. Os efeitos negativos do Pb se estendem por todos os
ecossistemas, como o estresse oxidativo em peixes, causado pela acumulagao
nos tecidos desses animais (AMER et al., 2019; WEI et al., 2019, GOLDHABER,
2003; ZULFIQAR et al., 2019; LEE et al., 2019).

Ainda, o metal toxico Cd é considerado mundialmente perigoso,
devido a sua elevada meia vida e capacidade de bioacumulagao (WEI et al.,
2019), sendo classificado como cancerigeno de Categoria I. Esta relacionado a
diversas doengas nos rins (disfun¢ao glomerular e tubular), ossos (osteomalacia
e osteoporose) e pulmbdes (enfisema pulmonar). Pode ser encontrado de
diversas formas na crosta terrestre como subproduto da mineragao do zinco,
fumaga oriunda do cigarro e a ingestao de alguns cereais como o arroz (REYES-
HINOJOSA et al., 2019). O organismo humano é capaz de absorver cerca de 5 a
10% do Cd presente em fontes alimentares e a absor¢ao por ingestao toleravel
semanal é de 2,5 ng/kg da massa corpdrea, concentragao estabelecida pela
Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (AESA) em 2011 (REBELO;
CALDAS, 2016). Alguns estudos demonstram que o acimulo de Cd é superior
em mulheres do que em homens, e pode ser transferido para o feto durante a
gravidez e para o recém-nascido durante a amamentac¢do, podendo acarretar
distirbios fetais e funcionais em recém-nascidos (GENG; WANG, 2019).

A preocupagdo acerca da bioacumulagao de metais toxicos esta levando
diversos pesquisadores a verificar a presenca destes poluentes em alimentos
e solo. Alguns estudos cientificos feitos em diferentes locais do mundo, como
no Paquistao (Provincia de Baluchistan), encontraram concentragdes acima dos
limites normais em solos agricolas no Vale de Zhob, sendo a ingestao diaria
de metais pesados (DIM) maior para o ferro (Fe) e menor para Cd na planta
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do trigo (Triticum aestivum). Ao analisar adultos e criangas, observou-se que
as criangas apresentavam maior DIM, tendo em vista que possuiam maior
ingestao por unidade de peso corporal MUHAMMAD; ULLAH; JADOON,
2019). Por outro lado, na China, ao avaliarem a ingestao de metais pesados (Cd,
Pb, Cr e Ni) em frutos de maga, pera, pessego, uva e jujuba, verificou-se que
nao havia risco para a populagao (NIE et al., 2016).

O Ministério da Satide do Brasil, em conjunto com a Ageéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, aprovou o regulamento técnico MERCOSUL acerca
dos limites maximos de contaminantes inorganicos em alimentos que estao
descritos na Resolugao da Diretoria Colegiada - RDC N° 42 de 29 de agosto
de 2013. Neste regulamento fica estabelecido um limite de Cd de 0,05 mg/kg
de fruta e para o Pb de 0,10 mg/kg de fruta fresca (todas as espécies). Para
as frutas frescas de bago e pequenas, o limite de Pb é de 0,20 mg/kg de fruta
(BRASIL, 2013).

A Floresta Amazonica representa o maior bioma do mundo, abrigando
um ter¢o de todas as espécies e a maior bacia hidrografica do planeta, o que
torna essencial o estudo da presenca de metais pesados em seu solo, plantas e
frutos. A regiao dos frutos estudados esta localizada as margens do rio Igarapé
do Quarenta, na cidade de Manaus (AM). O local possui clima quente e imido,
com um ambiente térmico elevado e solos compostos em sua maioria (cerca de
80%) pelas classes Podzolico e Latossolos (CHAVES, 2008). Ha poucos estudos
publicados que pesquisaram a identificagdo dos micropoluentes inorganicos,
da classe metais toxicos, na regido amazonica brasileira. Em virtude disso, o
presente estudo tem como objetivo avaliar a presenga e quantificar os metais
toxicos e bioacessiveis em frutas comestiveis coletadas/colhidas da margem
do rio Igarapé, mais especificamente Pb e Cd. A avaliac¢ao dos dois metais
toxicos foi efetuada apos digestdo acida das amostras seguida da analise por
Espectrometria de Emissao Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-
OES), avaliando-se a concentragao total e o teor bioacessivel destes elementos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e preparo da amostra

Cinco espécies de frutas (manga - Mangifera indica L., acerola - Malpighia
punicifolia L., laranja - Citrus sinensis L. Osbeck, tapereba - Spondias lutea L.
e carambola- Averrhoa carambola L.) foram coletadas em arvores frutiferas
localizadas as margens do rio Igarapé do Quarenta, em ambiente natural, (Figura
1 A e B) em area da Floresta Amazbdnica localizada na cidade de Manaus (AM)
e armazenadas em sacos de polietileno. Coletou-se cerca de 500 g de manga e
laranja e 100 g de acerola, tapereba e carambola. Estas amostras foram limpas,
pesadas e secas em estufa a uma temperatura de 105 °C por 24 horas, atingindo
peso constante. Em seguida, as aliquotas foram moidas, armazenadas em
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frascos adequados, rotuladas e mantidas a temperatura ambiente (SHAHEEN
et al., 2016; FEIST; MIKULA, 2014).

Figura 1A e B. Localizag¢ao do ponto de coleta das frutas em Manaus, em Igarapé
40, AM.
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2.2 Reagentes e vidrarias

Os reagentes utilizados na digestdo e analise das amostras sao de
grau analitico (P.A). Para o preparo das solugdes e dilui¢des utilizou-se agua
ultrapura de resistividade 18,2 MQ.cm™ (Millipore, Milli-Q). A fim de evitar
contaminagao das amostras, todas as vidrarias passaram por um processo de
descontaminagado, adaptado de Klaic (2016), que consiste na submersao das
vidrarias em acido nitrico 10% (v/v) por 24 h com posterior enxague com agua
ultrapura e secagem a temperatura ambiente.

2.3 Digestao das frutas para quantificagao total de Cd e Pb

Para quantificagao total de Cd e Pb, as amostras passaram pelo processo
de digestao acida via forno micro-ondas, de acordo com a metodologia
adaptada de Altundag e Tuzen (2011). Nessa etapa da metodologia, pesou-se
aproximadamente 0,5 g de amostra em tubos de politetrafluoroetileno (PTFE)
com posterior adi¢do de 5 mL de acido nitrico (ultra purificado através de
destilacao sub-boiling, CAS#7697-37-2) e 1 mL de peroxido de hidrogenio P.A
30% (Laboratorio Quimica Moderna, Lote: 02097. CAS:7722-84-1). Os tubos
foram selados e inseridos em forno micro-ondas (Anton Paar, Multiwave
PRO), onde as amostras foram submetidas ao aquecimento suave, seguindo
a programacao de aquecimento por 5 minutos e permaneéncia na temperatura
atingida por 5 minutos, para as temperaturas de 80, 100, 120 e 150 °C. Ap0s,
resfriou-se até 50°C pelo periodo de 20 minutos. Por fim, as amostras digeridas
foram transferidas para tubos Falcon, aferidos com agua ultrapurificada,
filtrados e enviados para quantificagao dos metais em ICP-OES (Perkin Elmer,
Optima 8000). A quantificagao total de Cd e Pb foi realizada para as cinco frutas
coletadas.

2.4 Avaliag¢ao da Bioacessibilidade

A avaliagao do teor bioacessivel de Pb e Cd foi avaliada somente para
as frutas laranja e manga. Devido a ter mais amostras disponiveis do que as
demais. Para isto, utilizou-se a metodologia adaptada de Minekus et al. (2014),
que consiste na simula¢do do sistema gastrointestinal humano por meio de
solu¢des que simulam a saliva, suco gastrico e suco intestinal.

2.4.1 Preparo das solugdes de saliva, suco gastrico e suco intestinal

Cada solugao utilizada foi composta por um conjunto de solugdes e
enzimas com concentragdes idénticas as encontradas no corpo humano:

* Para o preparo de 100 mL de solugéo sintética de saliva: Em balao
volumeétrico, adicionou-se 2,95 mL de KCI (37,3 g/L), 1,47 mL
de KH,PO, (34 g/L), 1,31 mL de NaHCO, (84 g/L), 0,20 mL de
MgCL,(H,0), (15,2 g/L), 0,05 mL de (NH,),CO, (12 g/L), 0,12 mL de
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HCI (1 mol/L), 2,5 g de a-Amilase (Sigma-Aldrich) e aferiu-se com
agua ultrapurificada.

¢ Para o preparo de 100 mL de solugao sintética de suco gastrico: Em
um baldo volumétrico, adicionou-se 1,34 mL de KCI (37,3 g/L), 0,03
mL de KH,PO, (34 g/L), 2,5 mL de NaHCO, (84 g/L), 2,31 mL de
NaCl (117 g/L), 0,13 mL de MgCL(H,O), (15,2 g/L), 0,42 mL de
(NH,),CO, (12 g/L), 0,26 mL de HCI (6 mol/L), 1,76 g de Pepsina (JT
Baker, Pepsina Powder) e aferiu-se o menisco com agua ultrapura.

¢ Para o preparo de 250 mL de suco intestinal: Em balao volumétrico,
adicionou-se 3,35 mL de KCl1 (37,3 g/L), 0,74 mL de KH,PO, (34 g/L),
21,3 mL de NaHCO, (84 g/L), 4,7 mL NaCl (117 g/L), 1,15 mL de
MgCL(H,0), (15,2 g/L), 0,35 mL de HCl (6 mol/L), 6,75 g de Bile
sintética (Fluka Analytical, Bile Salts), 0,67 g de pancreatina (Sigma
Aldrich, Pancreatina de Pancreas Suino) e aferiu-se o menisco com
agua ultrapura.

2.4.2 Simulagao do trato gastrointestinal

Para simulagao do trato gastrointestinal adicionou-se aos Erlenmeyers
contendo 2 g de amostra (laranja e manga) as solugdes previamente preparadas,
da seguinte maneira:

* Boca — Adicionou-se a cada Erlenmeyer contendo amostra 8 mL de
solugao salivar + 1 mL de CaCl, 7,5 mmol/L, ajustou-se o pH para 7 e
colocou-se a mistura por 10 minutos em banho maria agitado a 37°C;

¢ Estomago - Adicionou-se as misturas resultantes em cada Erlenmeyer
da etapa anterior 9,1 mL de solugéo gastrica + 700 pL de CaCl, 2
mmol/L, ajustou-se o pH para 3 e levou-se a mistura resultante a
banho maria agitado a 37°C por 2 h;

¢ Intestino delgado - Adicionou-se as misturas resultantes em cada
Erlenmeyer da etapa anterior 18,5 mL de solug¢ao intestinal + 1,35 mL
de CaCl, 9 mmol/L, ajustou-se o pH para 7 e colocou-se a mistura
por 2h em banho maria agitado a 37°C.

2.4.3 Inativac¢ao das enzimas e centrifuga¢ao das amostras

Apbds as simulagdes realizou-se a inativagao das enzimas presente nas
amostras através de um banho de gelo por um periodo de 20 minutos e a
separagao da parcela bioativa do sblido por centrifugacao a 10.000 rpm por 30
minutos.

2.5 Digestao acida via forno micro-ondas e dilui¢ao da parcela bioacessivel

A fim de evitar particulas solidas na parcela bioativa realizou-se uma
digestao acida via forno micro-ondas, do mesmo modo que para a digestao total,
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adicionando-se aos tubos de PTFE 1 mL de amostra, 1 mL de agua ultrapura
e 3 mL de acido nitrico, com posterior submissao ao forno micro-ondas. Em
seguida as amostras foram transferidas para tubos Falcon, avolumadas e
enviadas para quantificagao por ICP-OES.

2.6 Quantificagao de Cd e Pb

O equipamento ICP-OES utilizado para quantificagado de Cd e Pb
foi equipado com amostrador S10, nebulizador concéntrico e camara de
nebulizagdo concentrica de quartzo. O gas utilizado foi Argdnio, seguindo
as seguintes condi¢oes de analise: Plasma 13 L/min, Gas auxiliar argdnio 0,2
L/min, nebulizagao 0,55 L/min com potencia 1200 W com vista axial 15.0,
os comprimentos de onda utilizados respectivamente para cadmio e chumbo
foram 226,502 nm e 220,353 nm. Todas as amostras foram feitas em triplicatas.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

2.1 Concentragao total de Cd e Pb

As concentragdes de metais toxicos encontradas nas frutas testadas estao
descritas na Tabela 1. Foi detectada a presenga dos metais cadmio e chumbo em
todas as aliquotas, observando um maior valor de Cd na carambola e maior
valor de Pb na laranja.

Tabela 1 - Concentragao dos metais toxicos cadmio e chumbo nas frutas testadas,
n=3.

Amostras de Frutas Concentragao de cadmio  Concentracao de Chumbo

(mg/kg) (mg/kg)
Manga 0,35 +0,06 3,00 = 0,49
Acerola 3,30 £ 0,09 14,27 + 0,41
Carambola 3,56 + 0,25 13,16 +1,18
Tapereba <LQ* <LQ*
Laranja 2,80+ 0,35 16,48 + 5,96

Fonte: Dos autores (2021). *LQ: Limite de quantificacao, Cd: 0,01 mg/L e Pb: 0,005 mg/L.

Observando os dados apresentados na Tabela 1 e os comparando com
o limite maximo de contaminantes inorganicos em alimentos estabelecido
pelo Ministério da Satide brasileiro em conjunto com a Ageéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, pode-se constatar que as amostras analisadas, com
exceg¢ao do tapereba, possuem concentragdes dos metais toxicos Cd e Pb acima
das permitidas pelo regulamento do pais. Isto esta diretamente relacionado ao
fato de que o rio Igarapé do Quarenta possui uma das maiores concentracoes
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urbanas de Manaus, com grande destrui¢do da mata ciliar e despejo de lixos e
esgotos em sua extensao, havendo acimulo de metais pesados na agua e solos
proximos. Segundo Khan et al. (2018) a concentragdao de metais pesados em
frutas demonstra-se mais elevada quando as frutas sao cultivadas proximas a
fabricas e estradas movimentadas, bem como em plantagbes expostas a aguas
residuais municipais, industriais ou domiciliares, como é o caso da regido do
Igarapé do Quarenta.

As diferengas encontradas entre as concentragdes observadas podem
estar relacionadas com a capacidade de absor¢ao de nutrientes de cada planta,
caracteristicas do solo, como o pH e composi¢ao granulométrica, influéncia
da umidade, teor de micronutrientes e periodo de colheita (ZWOLAK et al.,
2019). Um dos parametros mais utilizados como indicador de uma gama
de propriedades quimicas é o pH do solo, influenciando de forma direta
e indireta no comportamento e biodisponibilidade de elementos quimicos
e na toxicidade para as plantas. Geralmente, a biodisponibilidade de metais
pesados é significativamente reduzida em solos com pH acima de 7. Outro
fator de grande influéncia sao os exsudatos radiculares das plantas, que podem
induzir a alteragdes no pH da rizosfera e consequentemente, influenciar a
disponibilidade de metais toxicos (BRAVO et al., 2017).

2.2 Concentracgao bioacessivel

Os resultados expressos na Tabela 2 demonstram que a concentragao
bioacessivel de Cd e Pb na manga foram abaixo dos limites de quantificagao
(LQ) do equipamento utilizado. Para a laranja, verificou-se uma pequena
quantidade de Cd presente na forma bioacessivel, ao passo que para o Pb os
resultados foram inferiores ao LQ. Apesar do maior valor de Pb encontrado na
laranja, nao se refletiu na sua maior concentragao bioacessivel. Isto demonstra
que as concentragdes encontradas na digestao total nao estao em sua totalidade
disponiveis para absor¢ao pelo sistema gastrointestinal humano. Contudo,
nao é possivel estimar os efeitos no organismo pela ingestao diaria desses dois
frutos, sendo necessaria a realiza¢ao de mais estudos.

Tabela 2 - Concentracao de Cd e Pb encontrados na fragao bioacessivel das
frutas testadas

Amostras de Frutas Concentracgao de cadmio  Concentra¢ao de Chumbo

(mg/Kg) (mg/Kg)
Manga <LQ* <LQ*
Laranja 0,013 <LQ*

Fonte: Dos autores (2021). *LQ: Limite de quantificagao, Cd: 0,01 mg/L e Pb: 0,005 mg/L.
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4 CONCLUSAO

O presente estudo verificou que os frutos de manga, acerola, carambola
e laranja, cultivados e coletados em um determinado ponto as margens do
rio Igarapé do Quarenta, na regido metropolitana de Manaus, apresentaram
concentragdes totais de Cd e Pb acima do limite imposto pelos regulamentos
brasileiros. Com relagao ao teor bioacessivel dos metais, somente analisados
em laranja e manga, verificou-se que a laranja possuiu teor de Cd quantificavel,
e o teor de Pb ficou abaixo do LQ. Mas todos ficaram abaixo do limite permitido
pela legislagao. No entanto, ndo é possivel definir quais as consequéencias para
o organismo humano causadas pela ingestao diaria das concentra¢des de Cd
e Pb aferidas pelo estudo devido a capacidade de bioacumulagao e a elevada
meia vida dos metais avaliados. Assim, seria necessario realizar mais estudos
para esclarecer a bioacessibilidade desses dois metais toxicos presentes nos
frutos nativos e cultivados na regiao amazonica.
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