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Resumo

Este trabalho descreve o desenvolvimento de um método de quantificacao
dos cdtions Cd?*, Pb?* e Cu?*, em chds, realizada de forma simultanea,
empregando voltametria de onda quadrada por redissolucdo anddica com
eletrodo de pasta de nanotubo de carbono modificado por filme de
bismuto. O cha é uma das bebidas mais benéficas e consumidas no
mundo, sendo preparado a partir da infusdao de partes da planta Camellia
sinensis. Normalmente sdo encontrados cations metdlicos, como o Cd?",
Pb%* e Cu®*, que se ingeridos acima do limite maximo representam riscos
a saude. Para detectar esses metais é necessario fazer uso de técnicas
com alta sensibilidade. Os métodos espectrométricos sdo 0os que mais
amplamente tem sido utilizado, porém apresentam custo elevado, sao
laboriosos e dispendiosos. As técnicas voltamétrica caracterizam-se por
serem baratas e possuir sensibilidade igual e até maior que alguns
métodos espectrométricos. Os parametros da técnica utilizada foram
obtidos apds otimizacdo com planejamento fatorial fracionario. As
amostras de cha foram preparadas via digestdao com aquecimento por
radiacdo micro-ondas em sistema fechado empregando acido nitrico e
peréxido de hidrogénio diluidos. A validacdo do método foi realizada com
base na amostra certificada de tecido vegetal (forrageira Marandu) e
aplicada em amostras de cha verde e preto. As recuperagdes dos cations
Cd?*, Pb%* e Cu®* variaram de 79,3 a 107,6%, na amostra certificada, e
de 73,3 a 122,1% nas amostras de chas avaliadas. Os limites de deteccao
obtidos na andlise simultdnea de Cd?*, Pb** e Cu?*, foram 0,16; 0,20;
0,39 pg L, respectivamente. Foi detectado apenas Cu?* nas amostras de
cha, porém o método se mostrou eficiente para quantificacdo simultanea

de todos os metais na matriz avaliada apds a adicdo e recuperagao.

Palavras-chave: Determinacdo simultanea. Anadlise de tragos. Cha.
Eletrodo de bismuto. Voltametria de Redissolugdao Anddica.
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Abstract

This paper describes the development of a method for quantification Cd?**,
Pb%* and Cu®* cations, in teas, performed simultaneously, using Square
Wave Anodic Stripping Voltammetry carbon nanotube paste electrode
modified with bismuth film. Tea is one of the most beneficial and
consumed beverage through the world, being prepared from the infusion
parts of the plant Camellia sinensis. Most commonly this kind of tea
presents metal ions, such as Cd 2+, Pb 2+ and Cu 2+, which offers health
risk, in case of being ingested above the limit. To detect these metals, it
is necessary to make use of techniques with high sensitivity. The
spectrometric methods are the most widely used, but they have a high
cost, are laborious and expensive. The voltammetric techniques are
characterized by being inexpensive and having equal sensitivity, and even
greater than some spectrometric methods. The parameters of the
technique used were obtained after optimization with fractional factorial
design. The tea samples were prepared through digestion with heating by
microwave radiation in a closed system using diluted nitric acid and
hydrogen peroxide. The method was validated based on the sample
certified plant tissue (forage Marandu) and applied in green and black tea
samples. Recoveries of cations Cd 2+, Pb 2+ and Cu 2+ ranged from 79.3
to 107.6%, the certified sample, and 73.3 to 122.1% in the evaluated
samples of teas. The detection limits obtained in the simultaneous
analysis of Cd 2+, Pb 2+ and Cu 2+ were 0.16; 0.20; 0.39 ug L-1,
respectively. Cu2 + was detected only in samples of tea, but the method
was efficient for the simultaneous quantification of all metals in the matrix

assessed after the addition and recovery.

Keywords: Simultaneous determination. Trace analysis. Tea. Bismuth

electrode. Anodic stripping voltammetry.
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1 INTRODUCAO

Uma lenda chinesa afirma que o cha foi descoberto acidentalmente
pelo rei Shén Nung no ano de 2737 a.C., quando uma rajada de vento
soprou algumas folhas da planta em uma chaleira de agua fervente
(SHOUYI, 1982). Essa lenda é divulgada como a primeira infusdo das
folhas de cha verde.

Dentre os diversos tipos de chas consumidos mundialmente,
merecem destaque as infusOes preparadas a partir das folhas de Camellia
sinensis, uma espécie de planta da familia Theaceae. Desta planta
derivam os principais chas consumidos no mundo: preto (fermentado),
oolong (semi fermentado) e verde (nao fermentado) (LIMA et al., 2009).
Aproximadamente trés bilhdes de toneladas de chas sdo produzidos e
consumidos no mundo. Desses, 78% sao preto e usualmente consumidos
nos paises ocidentais, 20% ¢é do tipo verde e comumente ingerido nos
paises asiaticos e 2% ¢é do tipo oolong, consumido principalmente no sul
da China (SANG et al., 2011).

Por ser uma das bebidas mais consumidas mundialmente (KARAK;
BHAGAT, 2010) os pesquisadores tém dado uma atencdo especial aos
ingredientes biologicamente ativos presentes nos chdas, tais como os
alcaldides e os polifendis, devido aos seus efeitos positivos a saude
humana. Estudos relacionam o consumo de chd a redugao do risco de
doencas cardiovasculares, artrite e osteoporose, além da reducdo nos
niveis de colesterol (DUFRESNE; FARNWORTH, 2001). Os efeitos benéficos
do cha tém sido atribuidos as propriedades antioxidantes dos compostos
polifendlicos, particularmente os derivados da catequina (KERIO et al.,
2013). O poder antioxidante da catequina é reforcado nao apenas pela
presenca de compostos fendlicos, mas também por minerais tais como Cr,
Mn, Se e Zn, assim como a vitamina C (CABRERA; ARTACHO; GIMENEZ,
2006).



Existe um crescente interesse na determinacdao dos constituintes
inorganicos presentes nos chas, principalmente cations como chumbo
(Pb%*), caddmio (Cd**), mercurio (Hg?*) e estanho (Sn?*), uma vez que
estes sdao considerados contaminantes pelo Regulamento da Comunidade
Europeia (EUROPEAN COMMISSION, 2006). Devido a presenca desses
cations em baixas concentracdes, sua determinagao requer a utilizacdo de
técnicas com elevada sensibilidade, tais como: a espectrometria de
emissdao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES),
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS),
espectrometria de absorcdo atomica com forno de grafite (GF AAS)
(SZYMCZYCHA-MADEJA; WELNA; POHL, 2012), técnicas eletroforéticas
(FENG; WANG; LI, 2003) e voltamétricas (MELUCCI; LOCATELLI;
LOCATELLI, 2013).

Uma caracteristica comum a essas técnicas analiticas ¢é a
necessidade da amostra estar em uma forma adequada a medida,
geralmente na forma de uma solugdo aquosa, sendo uma pratica comum
a eliminagao da matriz organica empregando misturas de oxidantes fortes
na presenca de calor. O emprego de acido nitrico concentrado é
frequente, principalmente na presenca de perdxido de hidrogénio que é
usado para potencializar a oxidacao. A presenca do excesso desses
oxidantes nos digeridos finais pode ser um problema para a maioria das
técnicas espectrométricas e, principalmente, para os métodos
eletroanaliticos, pois estes podem ser muito sensiveis a mudanca da forca
ibnica e do pH do meio, bem como a presenca de carbono organico nao
mineralizado na etapa de preparo.

Neste trabalho propde-se desenvolver um método eletroanalitico
de determinacgdo simultinea de Cd?*, Pb®* e Cu?* em amostras de chas
empregando voltametria de onda quadrada com redissolugdo anddica,
preparando as amostras por digestdo com radiagao micro-ondas utilizando

acido nitrico diluido e peroxido de hidrogénio.






2 OBIJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi desenvolver um método para
determinacdo simultdnea de Cd**, Pb** e Cu?* por voltametria de onda
quadrada e redissolucao anddica empregando eletrodo de pasta de
nanotubos de carbono modificado por filme de bismuto.

Para alcancar o objetivo principal, alguns objetivos especificos

podem ser destacados:

v' Otimizar os parametros da técnica de voltametria de onda quadrada
com redissolucdo anddica;

v Desenvolver o procedimento de digestao das amostras de cha
empregando aquecimento com radiagdo micro-ondas e reagentes
diluidos;

v’ Validar o método empregando material de referéncia certificado
(forrageira Marandu);

v' Aplicar essa metodologia na determinacao simultanea dos cations em

amostras de chas verdes e pretos.



FUNDAMENTACAO
TEORICA




3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 CHA

A definicao literal e correta do termo cha se refere somente a
infusdao das folhas da planta arbustiva Camellia sinensis. As demais
infusdes de diversas outras ervas e até de frutas ficaram popularmente
também conhecidas como “chas” devido ao processo de obtencao ser
semelhante ao da Camellia Sinensis (DINIZ, 2013).

Trata-se da bebida aromatizada e ndo alcodlica mais consumida
mundialmente (WELNA; SZYMCZYCHA-MADEJA; POHL, 2013). Essa
elevada demanda se deve aos seus conhecidos efeitos benéficos para a
saude humana, pois atua como antioxidante em doencas como cancer,
doencas cardiovasculares e diabetes (JESZKA-SKOWRON; KRAWCZYK;
ZGOtA-GRZESKOWIAK, 2015). Suas propriedades organolépticas
dependem da composicao quimica da folha que é constituida por varios
tipos de compostos como catequinas, teaflavinas, flavondides, teanina,
proteinas e amino-acidos, acglcares e polissacarideos, lipidios, cafeina e
outras metilxantinas, minerais e muitos outros constituintes (JIANG et al.,
2015).

Sao seis os principais tipos de cha proveniente da Camellia sinensis
(branco, verde, amarelo, preto, oolong e pds-fermentado), destacando-se
os chas verde, oolong e preto por serem os mais consumidos no mundo
(SANG et al., 2011). A principal etapa responsavel pela diferenciacao
entre esses trés tipos de chas é a oxidagdo, pois € nessa etapa que sao
produzidos os compostos caracteristicos dos chas oolong (médio grau de
oxidacdo) e preto (alto grau de oxidacdo). O cha verde ndo passa por essa
etapa, e sim por uma etapa para desativar as enzimas responsaveis pela
oxidagdo dos compostos presentes e, que dariam origem aos compostos
caracteristicos dos chas fermentados (oolong e preto) durante o processo
de oxidacao (FRASER et al., 2013). O cha tem uma composicao média de
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minerais em torno de 5%, podendo variar de acordo com o tipo de
fertilizante aplicado durante o cultivo, solo, agua de irrigagao, condigdes
climaticas, localizacdo geografica e processamento durante a manufatura
(JABEEN et al., 2015).

As plantas absorvem o0s minerais que estao presentes no solo,
principalmente quando seus niveis estao elevados. Estes minerais
absorvidos ficam acumulados nas folhas, que é a parte empregada da
planta Camellia sinensis (LASHEEN; AWWAD, 2008). Aplicacao de
defensivos agricolas, poeira proveniente dos escapamentos veiculares ou
até mesmo de atividades industrias proximas as regidoes de cultivo sao
outros fatores ndo edaficos que elevam a concentracao final de metais na
folha (JIN et al., 2005; SZYMCZYCHA-MADEJA; WELNA; POHL, 2012).

A comunidade europeia estabelece limites maximos de
concentracdo nos chds apenas para Pb%* (0,10 mg L) e Cd** (0,050 mg
L') (EUROPEAN COMMISSION, 2006). Estes metais sdo frequentemente
encontrados em produtos quimicos como pesticidas e fertilizantes, sendo
empregados em tratamentos agricolas, especialmente em paises
produtores de cha que ndo possuem legislacao para controlar seus limites
de concentracdo (MELUCCI; LOCATELLI; LOCATELLI, 2013). Ha uma
grande preocupacao entre os pesquisadores em quantificar a presenca
desses metais pesados na folha e na infusao da camellia sinensis, uma vez
que esses metais representam toxicidade para a saude humana (LI et al.,
2015).

Da mesma forma como a Comissao Europeia, a legislacdao brasileira
também sé estabelece limites apenas para cadmio e chumbo em amostras
de cha. A resolugdao — RDC n© 42 de 29 de Agosto de 2013 da ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) (BRASIL, 2013) aprova e dispde
sobre o regulamento técnico MERCOSUL em relagao aos limites maximos
de contaminantes inorganicos em alimentos. De acordo com tal resolugao,

os niveis de chumbo e cadmio maximos em amostras de cha, erva mate e



outros vegetais de infusao devem ser 0,60 e 0,40 mg L!,
respectivamente.

Quanto aos niveis de Cu?*, Jin et al., (2008) constataram que a
acidez do solo seguido pelo teor de matéria organica sao fatores edaficos
estreitamente ligados ao aumento desse metal na folha. Enquanto que a
principal causa antrépica que provoca o aumento das quantidades de
chumbo e, principalmente, cobre, € o uso de maquinario a base de ligas
metalicas durante os processos de torcdo e remocao d’agua nas folhas (LV
et al., 2013; NOOKABKAEW; RANGKADILOK; JUTAMAAD, 2006;
SZYMCZYCHA-MADEJA; WELNA; POHL, 2012).

A presenca de caddmio na composicao quimica das folhas esta
associada principalmente ao uso de fertilizantes fosfatados nas lavouras
de Camellia sinensis (LV et al., 2013), bem como aos fungicidas
empregados no controle de pragas. Outra forma de contaminagao de
cadmio e chumbo é através da poluicao proveniente das emissdes gasosas
dos veiculos, especialmente em plantagcdes proximas de estradas
(SEENIVASAN et al., 2008).

A Tabela 1 revisa alguns trabalhos, cujo objetivo é a quantificacdo
dos metais Cd?*, Pb** e Cu?*, focando nas concentracdes encontradas, na
técnica e no pais de origem. Pode-se perceber uma grande variabilidade
nos niveis desses cations nas diferentes amostras de chas, sendo os
fatores edaficos e antrdpicos os principais contribuintes para essa

variabilidade.

Esse levantamento focou apenas nas técnicas espectrométricas,
uma revisdao semelhante que aborda a determinacao por técnicas

eletroquimicas pode ser vista na tabela 2.



Tabela 1 - Teores de Cd, Pb e Cu em amostras de chas de acordo com o tipo e pais originario.

. Niveis L.
Metal Tngzéde detectados Origem do cha Te;mlcl?s de Referéncia
(mg L) nalise
Nd - 1,07 China ICP OES HAN et al., (2005)
Verde 0,002 — 0,100 Tailandia ICP-MS NOOKABKAEW et al., (2006)
Nd - 1,07 Diversos paises Espectrométricas | SZYMCZYCHA-MADEJA et al., (2012)
Cd2* 0,67* Sul da China GF AAS ZHENG et al., (2014)
Nd - 0,09 China ICP OES HAN et al., (2005)
Preto (0,05 - 0,38)* Sul da India GF AAS SEENIVASAN et al., (2008)
Nd - 8,60 Diversos paises Espectrométricas | SZYMCZYCHA-MADEJA et al., (2012)
1,28%* Sul da China GF AAS ZHENG et al., (2014)
0,59 - 4,49 China GF AAS JIN et al., (2005)
0,060 — 53,89 Tailandia ICP-MS NOOKABKAEW et al., (2006)
Verde 0,2a97,9 China ICP OES HAN et al., (2006)
Pp2+ Nd - 92,7 Diversos paises Espectrométricas | SZYMCZYCHA-MADEJA et al., (2012)
1,81* Sul da China GF AAS ZHENG et al., (2014)
(0,55 - 1,03)* Sul da India GF AAS SEENIVASAN et al., (2008)
Preto Nd - 240 Diversos paises Espectrométricas | SZYMCZYCHA-MADEJA et al., (2012)
2,06* Sul da China GF AAS ZHENG et al., (2014)
2,06 - 239,02 China ICP OES HAN et. al., (2005)
3,075 — 22,42 Tailandia ICP-MS NOOKABKAEW et al., (2006)
Verde 8,05 - 33,50 China GF AAS JIN et al., (2008)
cut 0,03 - 270 Diversos paises Espectrométricas | SZYMCZYCHA-MADEJA et al., (2012)
17,01 - 63,07 Diversos paises GF AAS ZHONG; REN; ZHAOQO, (2015)
2,04 - 447,50 China ICP OES HAN et. al., (2005)
Preto 19,6 - 36,7 Ira GF AAS ANSARI et al., (2007)
0,05 - 602 Diversos paises Espectrométricas | SZYMCZYCHA-MADEJA et al., (2012)

*Valor médio. Nd: Nivel ndo detectavel.
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Todos os trabalhos citados na tabela anterior efetuaram uma etapa
de mineralizacago da amostra antes de sua quantificacdao. Essa
decomposicdo da amostra é necessaria em muitos métodos analiticos
(DEMIREL et al., 2008).

Essa etapa tem como objetivo principal disponibilizar o constituinte
de interesse para algum meio de facil andlise (geralmente aquoso), por
intermédio de digestdo/extracdo ou algum outro processo. Quando o
interesse analitico for pelos constituintes inorganicos € comum realizar
digestao empregando misturas de acidos. Se a etapa de digestdao for
realizada por via seca, entao sera necessario realizar uma etapa de
solubilizacao antes da quantificacao (MESTER; STURGEON, 2003). Caso a
digestao seja realizada por via Umida, a etapa de solubilizacdo pode nao
ser requerida.

Digestdo por via Umida assistida por micro-ondas é um dos
métodos mais empregados devido a sua aplicacdo em uma grande
variedade de amostras (ARRUDA; SANTELLI, 1997). O principio que rege
o0 aquecimento por radiacdo micro-ondas é que um material nao
transparente a radiacdo pode absorvé-la e sofrer um aumento de
temperatura. Esse aumento na temperatura deve-se, principalmente, as
interacbes entre a radiacdo micro-ondas e as moléculas do material,
devido aos mecanismos de rotacdao do dipolo e migracao ionica (DATTA;
DAVIDSON, 2000). Quando um solvente polar é submetido a um campo
elétrico oscilante, suas moléculas tendem a alinhar seus dipolos com o
campo elétrico produzido. Essa constante tentativa de alinhamento gera
calor devido ao atrito entre as moléculas, sendo este efeito chamado de
mecanismo dipolar. O mecanismo i6nico ocorre devido a interacdo do
campo elétrico da radiagdo com os ions em solucao, causando mudancgas
drasticas na direcdo de transporte dos mesmos, também gerando calor
devido a resisténcia aplicada pelo solvente ao movimento dos ions
(CHANDRASEKARAN; RAMANATHAN; BASAK, 2013).
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3.2 VOLTAMETRIA DE REDISSOLUCAO

Os niveis de metais em amostras de cha podem chegar a unidades
de mg L ou até mesmo ng L?, levando em consideragdo os dados de
pesquisas apresentados na secao anterior. Os teores de metais presentes
nas amostras podem ficar ainda menores quando estas sdo submetidas a
processos de digestdao, uma vez que apds a mineralizacdo da matriz
normalmente se realiza uma diluicdo do digerido. Uma pratica comum
para alcancgar baixas concentracdes € a realizagdo de uma etapa de pré-
concentragao antes da quantificacdao, contudo, essa etapa pode ser
dificultada por problemas como contaminagao e/ou perda de amostra.

Dessa forma, faz-se necessario o emprego de técnicas com alta
sensibilidade analitica como a ICP OES, ICP-MS, GF AAS e analise por
ativacao neutronica. No entanto, estas técnicas tém custo elevado, sao
laboriosas e dispendiosas (ABBASI; BAHIRAEI; ABBASAI, 2011). Uma
alternativa bastante eficaz na quantificacao de niveis baixos desses metais
é o emprego de métodos voltamétricos de andlises aliados a técnicas de
redissolucdo anddica, catddica ou adsortiva.

A redissolucdo anddica é a técnica voltamétrica mais empregada
para determinacdo de ions metdlicos. Ela compreende por uma etapa de
acumulacao (deposicao), geralmente aplicando potenciais negativos para
reduzir o analito, e uma etapa de redissolucao onde o analito acumulado é
reoxidado para a solucao a medida que é feita uma varredura no sentido
dos potenciais positivos (PACHECO et al., 2013). Os ions metalicos
presentes na solucdo (M") sdo reduzidos (M°) durante a etapa de
acumulacao, sendo a corrente de oxidacao o sinal obtido durante a etapa
de redissolugdo (M°>M"* +ne").

A redissolucdao catdédica é o oposto da anddica. Nela existe uma
etapa de acumulagdo, na qual é aplicado um potencial positivo sobre o
eletrodo de trabalho, e uma etapa redissolucdo onde é realizada uma
varredura no sentido dos potenciais negativos. Esse tipo de redissolucdo é
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mais empregado para compostos que formam sais insolUveis sobre a
superficie do eletrodo durante a etapa de acumulacdo (PACHECO et al.,
2013; WANG, 2000).

Por fim, a redissolugao adsortiva. Ela envolve uma etapa de
acumulacao, na qual ocorre a adsorcao de um complexo (MLn) formado
entre um ion (M"") e um Ligante (nL), e uma etapa de redissolugdo onde
o complexo adsorvido é reduzido ou oxidado, retornando para a solucao
(PACHECO et al., 2013; SERRANO et al., 2003).

As técnicas de redissolucao sdo apropriados métodos de pré-
concentracao, desde que os sinais provenientes da etapa de varredura,
responsavel pela aquisicdo das correntes de oxidacdo (anddica) ou
reducao (catodica), sejam realizadas por uma técnica de pulso. Essas
técnicas apresentam como principal vantagem a capacidade de suprimir a
corrente capacitiva, aumentando a contribuicdo da corrente faradaica que
€ produzida pela reducao/oxidacdo da espécie de interesse,
consequentemente ampliando a sensibilidade e diminuindo o limite de
deteccdo (BRETT; BRETT, 1993; UNWIN; STRATMANN; BARD, 2003). Uma
das principais técnicas de pulsos empregadas atualmente é a voltametria

de onda quadrada.

3.3 VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA

A voltametria de onda quadrada (VOQ) é uma das técnicas
voltamétricas mais rapidas e sensiveis, com limites de deteccao
comparaveis aos da cromatografia e espectroscopia (SOUZA; MACHADO;
AVACA, 2003). Teoricamente, quando se trata da SWASV, os limites de
deteccdo podem chegar & ordem de 10%a 107! mol dm™ (MONK, 2001).

Na VOQ, a reducdo ou oxidacao do analito é realizada por
intermédio de uma onda quadrada sobreposta a uma rampa de potencial
elétrico em forma de escada (do inglés staircase, que sdo os degraus de
potencial elétrico, ou seja, o incremento). Nesta técnica, as correntes
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elétricas sdao medidas ao final do pulso direto (aplicado no inicio do
degrau) e ao final do pulso reverso (aplicado no meio do degrau), como
ilustrado na Figura 1A. O voltamograma resultante é obtido como
diferenca entre essas duas correntes versus a rampa de potencial aplicado
(Figura 1B) (ALEIXO, 2003; UNWIN; STRATMANN; BARD, 2003).

...................

(A)

Corrente
Resultante

Figura 1 - (A) Aplicacao do potencial em fungao do tempo em voltametria
de onda quadrada. Onde: I, e I, = pontos de coleta da corrente direta e
reversa, respectivamente; AE, = amplitude da onda; AEs = incremento de
potencial; 7 = tempo de um ciclo de onda. (B) Voltamograma ilustrativo
de um processo reversivel (Adaptado de UNWIN; STRATMANN; BARD,
2003).
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Do ponto de vista pratico, a maior vantagem da VOQ é a
possibilidade de se obter correntes de pico bem definidas em
experimentos executados em alta velocidade de varredura. Enquanto que
na voltametria de pulso diferencial as analises sao realizadas em alguns
minutos (3 a 5 min), na VOQ essa duracao cai para ordem de poucos
segundos (3 a 10 seg) (PACHECO et al., 2013). Além disso, por se tratar
de uma técnica de pulso, a corrente faradaica pode ser coletada em um
intervalo de tempo adequado para que a contribuicdo da corrente
capacitiva seja minimizada, como foi ilustrado na figura 1A. (SOUZA;
MACHADO; AVACA, 2003).

3.4 ELETRODOS DE TRABALHO

O principal constituinte da célula responsavel pela resposta
analitica das técnicas descritas anteriormente, é o eletrodo de trabalho.

Em eletroquimica, eletrodo é um condutor elétrico em contato com
uma solucdo eletrolitica. O termo, tecnicamente, geralmente abrange
todas as pecas mecénicas que constituem tal aparato (como p. ex., fio
que realiza o contato elétrico e corpo de sustentacdo) e todas suas
modificacdes quimicas e/ou fisicas da superficie. Porém, nao abrange a
solugao eletrolitica e nem a dupla camada da interface eletrodo/solucdo. A
superficie desses sensores é formada por um condutor quimicamente
inerte para matriz que se deseja trabalhar, e serve apenas como uma
fonte e receptor de elétrons. Os ions reduzidos e oxidados, envolvidos na
reacao eletroquimica, permanecem em solugao (SCHOLZ, 2010).

A escolha do eletrodo é crucial para o sucesso das anadlises. O
eletrodo ideal deve oferecer pré-concentracdo eficaz, reacdao redox
favoravel para o metal que se deseja determinar, reprodutibilidade,
superficie renovavel, baixa corrente de fundo e uma ampla faixa linear de
trabalho (UNWIN; STRATMANN; BARD, 2003).
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Os eletrodos de mercurio (HDME e filme de mercurio) sao um dos
mais usados em técnicas de redissolugdo, porém, nas Ultimas décadas
vem sendo substituidos devido a sua grande toxicidade (ENSAFI; HAJIAN,
2006). Dentre os eletrodos que substituem o de mercurio, se destacam o
eletrodo de ouro, de carbono, prata, filme de bismuto entre outros. Os
eletrodos quimicamente modificados por filme de bismuto sao
particularmente atraentes, pois formam ligas com diversos metais, da
mesma maneira que o mercurio forma amalgamas, e ndo apresentam
toxicidade (ECONOMOU, 2005; UNWIN; STRATMANN; BARD, 2003).
Outras caracteristicas importantes apresentadas pelo eletrodo de filme de
bismuto sdo a preparacgao simples (in situ), picos bem definidos com sinal
nao distorcido, alta sensibilidade e excelente resolucao entre picos
vizinhos (WANG et al., 2001).

Para realizar a modificacdo por filme de bismuto é necessario
empregar um eletrodo que sirva de substrato para a formagao do filme.
Os eletrodos de nanotubos de carbono sao uma excelente opgcao nesse
sentido, e podem ser divididos em duas categorias de acordo com a forma
dos nanotubos empregados. Os nanotubos de parede Unica ou simples
(SWCNT, do inglés single-walled carbono nanotubes), sao constituidos por
apenas uma camada cilindrica de grafeno, e os nanotubos de paredes
multiplas (MWCNT, do inglés multi-walled carbon nanotubes), sdao
constituidos por varios cilindros concéntricos de grafeno, espacgados
aproximadamente em 3,45 A um do outro (IIJIMA, 1991; RAO et al.,
2001). Os nanotubos de carbono vém sendo amplamente empregados nas
analises voltamétricas, principalmente por apresentarem elevadas areas
superficiais e boas propriedades eletrocataliticas (AGUI; YANEZ-SEDENO;
PINGARRON, 2008; ARAGAY; MERKOCI, 2012). Quando aplicados na
construcao de eletrodos de trabalho, esses materiais promovem uma
grande melhora no desempenho analitico em comparacao aos eletrodos
compdsitos construidos a base de carbono grafite em p6é (GANJALI et al.,
2010).
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3.5 DETERMINACAO DE METAIS EM CHA POR TECNICAS
VOLTAMETRICAS

Poucos trabalhos na literatura propdem métodos para
determinacdo simultinea dos cations Cd?*, Pb** e Cu?* em amostras de
chas, principalmente por voltametria de redissolucdo anddica. Poucos
trabalhos propostos antes de 2010 foram encontrados, e entre os
encontrados apos esse ano, somente um propde uma analise simultanea
dos cations de interesse por voltametria de redissolucdo anddica.

ABBASI; KHANI; TABARAKI, (2010) propuseram um método para
determinacdo de Cu?* por via adsortiva empregando a tiosemicarbazida
como agente complexante. O procedimento foi aplicado para
determinacdo desse cation em amostras de chas, além de amostras de
aguas de diversas procedéncias, amostras de sangue, de arroz e de
tomate. Foram utilizados HNOs3, HCI, persulfato de amonio em diferentes
momentos. Duas calcinagdes foram realizadas. No geral, foram gastos
mais de duas horas e meia no preparo dessa amostra. A quantidade de
cobre encontrada pelo método foi de 12,8 + 0,68 ug L' e um desvio
padrao relativo de 2,11 %. O GF AAS foi o método de referéncia;

ABBASI; BAHIRAEI; ABBASAI, (2011) propuseram mais um
método de anadlise via adsortiva, agora para determinacdo simultanea de
Cu?* e Cd** empregando luminol como agente complexante. As matrizes
estudadas foram as mesmas do trabalho descrito anteriormente, apenas
com o acréscimo de amostras de espinafre. O procedimento empregado
para digestao dos chas também foi o mesmo do trabalho de 2010. Foi
realizada adicao e recuperacao a fim de certificar a metodologia. Foram
encontrados nas amostras de chas 7,5 £ 0,09 pg L de Cu®" e 1,66 +
0,10 pg L' de Cd** com percentual de recuperacdo de 94,7 e 103,05 %,
respectivamente.

CHAIYO et al., (2013) recomendaram um método para
determinacdo de Cu?' por via adsortiva anddica (AdASV) empregando a
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1,10 fenantrolina como agente complexante. As amostras de cha foram
filtradas, e 1 mL de cada filtrado foi diluido com 9 mL do eletrélito suporte
antes da medida. A validacao foi realizada por adigao e recuperacao, com
recuperacoes de 98,6 a 111,6 %, e através de um método padrao (ICP
OES). Esse ultimo detectou uma faixa de concentracao de 2,93 a 6,45 ug
L' nos chds analisados, enquanto que o método proposto quantificou
concentracdes do metal entre 3,50 e 6,61 pg L'!;

MELUCCI; LOCATELLI; LOCATELLI, (2013) sugeriram dois métodos,
um para a determinacdo simultinea de zZn?*, Cd**, Pb** e Cu?*, com o
eletrodo estacionario de mercurio, e outro para determinagdo simultanea
de Cu?* e Hg?', com o eletrodo de ouro. Ambos os procedimentos
empregam a voltametria de redissolucdao anddica. No procedimento de
preparo da amostra foram empregados HNOs, HCl e H,SO4 concentrados.
O processo de mineralizacao foi mais de 2 horas. Com o método proposto,
os autores encontraram entre 9,3 e 24,5 ug g* de cobre, 0,19 e 1,86 ug
g de chumbo e uma quantidade minima de 0,09 e maxima de 0,77 ug g’
! de cddmio nas amostras de chas analisadas. O método de referéncia foi
a absorcdo atébmica com a qual obteve valores semelhantes ao obtido com
a SWASV. Além de comparar os resultados encontrados com os resultados
alcancados via método padrao, a eficacia do método proposto por Melucci
e colaboradores também foi verificado frente as amostras certificadas;

DAI et al.,, (2014a, 2014b) propuseram dois métodos
separadamente, um para andlise de Cu?*, e outro para determinagdo
simultdnea de Cd** e Pb?*. Eles empregaram eletrodo de carbono vitreo
funcionalizado com uma amina, e voltametria de redissolucao anddica por
varredura linear com técnica para deteccdao. No procedimento de preparo
da amostra foram empregados HNOs; e HCIOs concentrados. A
metodologia proposta foi capaz de detectar aproximadamente 92 pg L do
metal Pb>* na amostra de cha, porém ndo se detectou cadmio. Também
nao foi detectado presenca de cadmio através do método de rotina (ICP
OES), pelo qual o procedimento proposto foi confrontado e obteve boa
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concordancia. Além disso, Dai e colaboradores também validaram o
trabalho por adicao e recuperacao.
HEVIA; ARANCIBIA; ROJAS-ROMO, (2015) estudaram uma nova

metodologia para determinacdo de Cu®*

em amostras alimentares, entre
elas, folhas de cha. A técnica utilizada foi AdCSV empregando o acido a-
lipoico como agente complexante. Foi preparada uma espécie de infusdo
gue posteriormente foi submetida a dois processos de digestao, com H>0,
como agente oxidante e a uma temperatura de 90 °C, que duraram 4
horas. Foram quantificados 0,317 £+ 0,014 ug L de cobre. O trabalho foi
validado através de adicao e recuperacao e por meio de amostras de agua
certificadas.

A tabela 2 resume as principais caracteristicas de todos os
trabalhos descritos anteriormente, dando énfase aos parametros de

desempenho analitico.
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Tabela 2 - Descricao dos principais trabalhos que determinam metais em cha por técnicas voltamétricas.

Faixa .
Analitos | Técnica Eletrodo (ul'goll_j_l) (pl'gogl) Linear d-cla-"c):zé Preparo Referéncia
(ng L)
Digestao por
cu?* | AdCSV HDME 0,007 - | 0,01-90,0| Verde | Via umida em | ABASSI et al.
sistema (2010)
aberto
2 ) Digestao por
Cu AdCSV HDME 0,04 0,127 0,5-105,0 Preto via Umida em | ABASSI et al.
cd?* 0,02 0,063 | 0,8-70,0 sistema (2011)
! ! ! ! aberto
Cu?* AdASV | Carbono Vitreo 0,0185 0,0619 0,1-50 Verde Infusao CHA(‘IZ\B?;; al.
Hg** Eletrodo de 0,039
! 0,23 - 24,5
Cu®* Ouro 0,0069 Digest&o por
Cu?* 0,0061 via Umida em | MELUCCI et al.
ppzt | SWASV HDME 0,0051 0.09 - 245 Verde sistema (2013)
Cd?** 0,0073 ! ’ fechado
zZn?* 0,0091
24 Carbono Vitreo _ . o DAI et al.
Cu LSASV funcionalizado 0,0009 0,005 -1,0 v[i);gl?i:?doapeonrq (2014a)
2+ _ _
Cd ASV Carbono Vitreo 0,2 0,5-250 | Verde sistema DAI et al.
pp2* funcionalizado 10 50 - 450 aberto (2014b)
Digestao por
cu®* | Adcsv HDME 0,10 ; 0,33 - 65,0 | Verde | Vi@ umida em | HEVIA et al.
sistema (2015)
aberto
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Para alcancar o melhor desempenho que uma técnica possa
oferecer ao analista e consequentemente extrair o maximo de informagao
util, é necessario aperfeicoar os parametros que a envolve. Em todos os
trabalhos relatados acima, por exemplo, os autores realizaram uma etapa
de planejamento experimental baseada em principios estatisticos a fim de
otimizar tais parametros.

Ao planejar, o experimentador esta interessado em descobrir como
a variavel de interesse, a resposta, depende da ou das variaveis
manipulaveis, os fatores (que podem ser os parametros da técnica)
(BARROS NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010).

Na VOQ, as manipulacdes dos parametros devem ser avaliadas,
entre outras respostas, principalmente em funcdo da corrente de pico, ja
gue este sinal estd relacionado diretamente com a concentracdo da
espécie eletroativa (WANG, 2000).

Normalmente, € de interesse investigar todos os fatores e sua
influéncia sobre a resposta de interesse, dessa forma emprega-se os
planejamentos fatoriais completos. Porém, quando sao muitos os fatores é
possivel que alguns deles ndao tenham influéncia significativa sobre a
resposta. Nesse caso um planejamento completo seria um desperdicio de
tempo e dinheiro para o laboratério. Dessa forma, € melhor fazer uma
triagem para decidir quais fatores merecem ser estudado mais
detalhadamente. Uma ferramenta Util para casos assim, é o planejamento
fatorial fraciondrio (BARROS NETO; BRUNS; SCARMINIO, 2010).
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4 METODOLOGIA

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

As solugdes-estoque dos cations Cd?*, Cu’*, Pb** e Bi*' na
concentragdo de 1000 + 1 mg L}, empregadas durante a realizagdo deste
trabalho, foram adquiridas da Sigma. As solugbes padrdao dos cations
Cd?*, Cu®* e Pb?* foram preparados por diluicdo das solucdes estoques
para uma concentracdo de 10 mg L, sendo a diluicdo realizada com uma
solucdo de HNOs; 0,1 mol L!. A solucdo do Bi** foi diluida para uma
concentracdo de 100 mg L™! também em HNOs 0,1 mol L.

Como eletrdlito de suporte foi empregada uma solugao-tampao, pH
4,7, preparada misturando-se volumes iguais das solugbes de acido
acético 0,2 mol L' e hidréxido de sédio 0,1 mol Ll. Os reagentes de
partida foram da marca Merck (Acido acético glacial 99,8 % e NaOH 99,9
%).

Para a digestdao das amostras foram empregados perdoxido de
hidrogénio 35% e acido nitrico 65%, ambos da marca Synth.

Na construgcao do eletrodo de trabalho foram empregados
nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) adquiridos da

Sigma (cédigo 773840) e 6leo mineral da Specsol®.

4.2 INSTRUMENTACAO

As medidas de pH foram realizadas com um pHmetro T-100 da
Tekna. A digestdo das amostras de chas e da amostra certificada foi
realizada com auxilio de um forno micro-ondas Mars Xpress CEM com
capacidade para 40 tubos, sendo os mesmos feitos em teflon -
temperatura maxima de 260 °C e pressao maxima de 40 bar. As medidas
das massas foram realizadas numa balanca analitica Shimadzu, modelo
AY220.
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As medidas eletroquimicas foram realizadas no multi
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT M101 (Eco Chemie) acoplado
a um modulo polarografico Metrohm 663 VA Stand®, controlado pelo
software NOVA 1.10. Um eletrodo de Ag/AgCl (KCI saturado) foi
empregado como eletrodo de referéncia, enquanto uma mina de grafite foi
empregada como eletrodo auxiliar.

Um eletrodo de pasta de nanotubos de carbono de paredes
multiplas modificado por filme de bismuto foi empregado como eletrodo
de trabalho. O mesmo foi preparado com uma mistura contendo 40% de
nanotubos de paredes multiplas (MWCNT) e 60% de &leo mineral. Essa
mistura foi macerada e homogeneizada com auxilio de almofariz e pistilo
durante 30 minutos. A pasta pronta foi colocada na ponta de uma seringa
de 5 mL e compactada com auxilio de um fio de cobre, que também serviu
como contato elétrico. Finalmente, a ponta da seringa contendo a pasta
foi friccionada sobre uma folha virgem de papel A4 para renovagao da
superficie. Na Figura 2 é apresentado um diagrama esquematico das

etapas da preparacao deste eletrodo.

1 Eletrodo
@ finalizado

i 120 mg 30 min de
MWCNT homogeinizagdo
®
- ot Compactagao |
y usa ndo contato \
- v/ elétrico
< g =
X Insergao =
da pasta 1=
180 mg na seringa L ¢ ._::
6leo mineral Z8 ! g2
E e L= 4 z
E.«M [ = . F:
EE.:,.:V =1 Polimento LY O
-y g i da pasta i
e compactada

ANG)

Figura 2 - Esquema das etapas de construgao do eletrodo de trabalho.
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4.3 OTIMIZACAO DO FILME DE BISMUTO

Como o filme de bismuto é preparado na prépria solucdo de
medida (in situ), a concentragao de bismuto em solugao deve ser avaliada
a fim de encontrar a concentracao adequada para obtencao de picos com
maiores intensidades e resolugao. Foram avaliadas as seguintes
concentracdes: 75, 100 e 200 pg L. Assim, curvas analiticas dos cations
Cd**, Pb®* e Cu’' foram construidas nas trés concentracdes de Bi’*,
separadamente. As respostas desse estudo foram os parametros de
desempenho dessas curvas. Os parametros da VOQ empregados durante
essa etapa foram os otimizados: potencial de deposicao (Egep) de -1,3 V;
tempo de deposicao (T4) de 300 s, tempo de equilibrio (Te) de 10 s,
potencial inicial (Einiciai) de -1,3 V, potencial final (Efna) 0,3 V, amplitude
de pulso (AE,) 50 mV, incremento de potencial (AEs) de 10 mV e
frequéncia (f) de 50,0 Hz.

4.4 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA TECNICA

Um planejamento fracionario 2°! foi realizado com a finalidade de
encontrar os parametros da voltametria de onda quadrada com
redissolucdo anddica que proporcionassem sinais analiticos com maior
intensidade da corrente de pico. Para gerar o planejamento e as respostas
na forma de grafico de pareto, foi utilizado o software STATGRAPHICS
Centurion XVI®,

Os parametros avaliados nesse estudo foram a amplitude de pulso
(AEp), incremento de potencial (AEs), frequéncia (f), tempo de deposicdo
(Tq) e tempo de equilibrio (Te). Os niveis inferior e superior de cada
parametro, assim como todos os ensaios realizados estdo descritos na
Tabela 3. Para cada ensaio foram realizadas duas réplicas independentes,
cada uma em triplicata. A corrente de pico (Ip) e seu coeficiente de
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variacao (CV) foram usados como respostas na avaliagcdao. O CV trata-se

de um termo estatistico que descreve, neste caso, o quanto as I, estdo

dispersas da média, ou seja, refere-se a precisdao (SKOOG et al., 2005).

As concentragcdes do bismuto e dos cations foram mantidas fixas em 100

ng L' e 10 pg L, respectivamente, durante a realizagdo desse estudo.

Tabela 3 - Planejamento fraciondrio 2> usado na otimizacdo dos

parametros da voltametria de redissolucdo anoddica por onda quadrada.

Experimento| Tg4(s) Te(s) | f (Hz) | AE, (mV) | AEs (mV)
1 300 10 75 75 5
2 180 10 25 25 10
3 180 10 75 75 10
4 300 20 75 25 5
5 180 20 75 75 5
6 180 20 25 25 5
7 300 20 25 75 5
8 180 10 25 75 5
9 180 20 25 75 10
10 180 20 75 25 10
11 300 10 25 75 10
12 300 10 25 25 5
13 300 20 25 25 10
14 180 10 75 25 5
15 300 20 75 75 10
16 300 10 75 25 10

Apds a etapa de redissolugdo foi aplicado o potencial de 0,3 V ao

eletrodo de trabalho para a remocao do filme de bismuto da superficie do

mesmo. Assim, o tempo de aplicacao do potencial foi avaliado nos valores
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60, 180 e 300 segundos. Neste estudo, a concentragdo dos cations Cd**,
Pb®* e Cu®* foi mantida em 30 pug L™ e o Bi** em 100 pg L. A avaliacdo

foi realizada em quintuplicata para cada tempo estudado.

4.5 PREPARO DAS AMOSTRAS

A metodologia empregada na digestdo das amostras de chas teve
como principio o método proposto por SOYLAK et al. (2007) para analise
dos cations Zn?*, Cu?* e Ni** em amostras de chas por espectrometria de
absorcao atdomica em chama. O procedimento proposto por Soylak
emprega acido nitrico 11,0 mol L, peréxido de hidrogénio 3,0 mol L?,
massa de 200 mg de amostra, e o programa de aquecimento € baseado
no controle da poténcia da radiacdo incidente. O procedimento adotado
neste trabalho foi realizado conforme descrito a seguir.

A massa de cha (200 + 0,2 mg) foi transferida para o tubo
digestor, e sobre a mesma foram adicionados 6 mL de HNO3 (65% m/v) e
2 mL de perdxido de hidrogénio (35% m/v). Os tubos digestores foram
fechados e submetidos ao seguinte programa de aquecimento: Foi
aplicada uma rampa de temperatura de 10 minutos com incidéncia de 400
W de poténcia para alcangar 120 °C manteve-se essa temperatura por
mais 10 minutos, em seguida outra rampa de 10 minutos com incidéncia
de 800 W de poténcia foi empregada a fim de alcancar 200°C, manteve-se
essa temperatura por mais 20 minutos (Adaptado de SOYLAK et al.,
2007). Ao final, um processo de ventilagcao foi realizado durante 5 min
com o intuito de resfriar as amostras.

Como a acidez residual do digerido estava comprometendo a
quantificacao, decidiu-se realizar novos procedimentos empregando
reagentes mais diluidos. Para tanto, as quantidades de amostra e de
peréxido de hidrogénio foram fixadas em 200 £ 0,2 mg e 1,2 mol L7,
respectivamente, enquanto a concentracdo de HNOs foi variada. Trés
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concentracdes de HNOs foram avaliadas: 3,5, 1,0 e 0,5 mol L', O volume

final nos tubos digestores foi levado para 10 mL com agua deionizada.

Apds resfriamento do sistema, os digeridos foram transferidos para baldes

volumétricos de 15 mL e aferidos com agua deionizada. O mesmo

programa de aquecimento descrito acima foi usado nas digestdes com

reagentes diluidos, porém a rampa de poténcia foi substituida pelo

programa de aquecimento baseado no controle de temperatura, além

disso, os valores de poténcia foram duplicados (Tabela 4).

Tabela 4 - Programa de aquecimento para o procedimento de digestao

empregado neste trabalho.

. Tempo de Tempo de
Poténcia

Etapas rampa T (°C) patamar

(W) . .
(min) (min)

1 800 10 120 10
2 1600 10 200 20
Resfriamento - - - 5

A sequéncia do procedimento empregado para a digestao das

amostras de cha e da forrageira Marandu encontra-se descrita a seguir e

ilustrada na Tabela 3.
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1 mLH,0,

0,200 g de amostra

15mL

Figura 3: Sequéncia do procedimento usado para digestdao das amostras

1) Pesar uma massa de 200 + 0,2 mg da amostra (cha ou forrageira
Marandu) e transferi-la para os tubos digestores;

2) Adicionar 700 pL de HNOs3, 1 mL de H,0,, ambos concentrados, e
aferir o volume final para 10 mL com agua deionizada. As concentragoes
finais do HNOs e H,0, eram 1,0 e 1,2 mol L}, respectivamente (1,0 mol L’
! foi a concentracdo otimizada escolhida para digestdo das amostras de
cha e da forrageira);

3) Submeter a mistura ao programa de aquecimento da Tabela 4;

4) Transferir os digeridos para os baldes volumétricos de 15 mL e aferi-

los com agua deionizada.
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A acidez residual nos digeridos foi encontrada por titulacdo de uma
aliquota do digerido com uma solucdo de NaOH padronizada com biftalato.
A acidez residual nos digeridos foi expressa como porcentagem da acidez
residual relativa no branco do procedimento.

As digestdoes das amostras com as mesmas concentracoes dos
reagentes foram realizadas numa mesma batelada, e nunca misturando
tubos contendo concentracdes de acido/perdxido diferentes. A principal
razao é que o micro-ondas empregado regula a incidéncia da radiacao em
funcdao da temperatura média nos tubos presentes. Assim, se alguns dos
tubos tiverem maior concentracao de eletrdlitos que outros, a temperatura
nos mesmos tenderd a ser maior. Isso faz com que a média da
temperatura medida seja maior, e a radiacao incidente sobre os demais

tubos seja insuficiente para alcangar a temperatura programada.

4.6 PROCEDIMENTO ANALITICO

A primeira etapa da analise é a renovacao da superficie do eletrodo
por abrasao da mesma com uma folha de papel A4 virgem. Em seguida,
10 mL do tampdo acetato 0,1 mol L' sdo adicionados a cuba
eletroquimica e 50 ciclos rapidos (1 V s™!) na faixa de potencial de -1,4 V a
1,4 V sao realizados para ativar a superficie do eletrodo.

Uma aliquota de 10 pL do Bi** (100 mg L!) é adicionada ao
tampdo e o branco analitico é entdo registrado. Em seguida, uma aliquota
de 200 pL da amostra (cha ou material de referéncia digeridos) é
adicionada a cuba eletroquimica, e seu voltamograma registrado. Por fim,
sobre a amostra sao feitas as adigdes do padrdo simultaneo dos cations
Cd?*, Pb** e Cu?* para obtencdo das curvas analiticas (sem particdo da
amostra). Os parametros da VOQ empregados na aquisicao dos sinais

encontram-se listados na Tabela 5. Uma etapa de limpeza aplicando um
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potencial de 0,3 V por 60 s deve ser realizada sempre que um

voltamograma é registrado.

Tabela 5 - Parametros empregados na voltametria de onda quadrada com

redissolucdo anddica durante a etapa de quantificacao.

Tempo de deposicao (Tq) 300 s
Potencial de deposicao (Egep) -1,3V
Janela de potencial -1,3a0,4V
Amplitude de pulso (AEp) 75 mV
Frequéncia (f) 75 Hz
Incremento de potencial (AEs) 5mV
Tempo de equilibrio (Te) 10 s

4.7 VALIDACAO DO METODO

O meétodo foi validado pela andlise do material certificado de
referéncia MR FO-01/2012 forrageira Marandu (Brachiaria Brizantha), da
Embrapa. As andlises das amostras de chas foram realizadas apds a
validacao dos procedimentos escolhidos.

Para cada analito foram construidas curvas analiticas observando-
se a regiao onde houvesse uma relacao linear entre a concentragao e a
corrente de pico observada. A sensibilidade da calibracdo do método, b, é
igual a inclinacdo da curva de calibracdo que descreve a regido linear de
resposta (SKOOG et al., 2005). Para a determinagcao do LOD e do LOQ,
voltamogramas do eletrdlito suporte foram registrados e a estimativa do
desvio-padrao das correntes de pico, Sp, foi usada segundo as relagoes:
LOD = 3Sp/b e LOQ = 10Sp/b (CURRIE, 1999; SKOOG et al., 2005)
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A exatidao do método foi expressa em termos de porcentagem de
recuperacao (R%) empregando os valores encontrados pelo método
proposto e os valores de referéncia da amostra certificada. A precisao foi

apresentada em termos de coeficiente de variagao.

4.8 APLICACAO DA METODOLOGIA AS AMOSTRAS DE CHAS

Duas amostras de cha verde e duas de cha preto foram adquiridas
no comércio de Jodo Pessoa, e digeridas (em HNOs na concentracdao de
1,0 mol L?!) sem etapas de tratamentos prévios. As digestdes foram
realizadas em triplicata, entretanto s6 foram mostrados os resultados
provenientes das analises de duas réplicas de cada amostra. Para fins de
validagdo, essas amostras foram fortificadas com 70,7 mg L' de Cd** e
Pb%*, e 106,1 mg L! de Cu®*. As fortificagdes também foram feitas em
triplicata, porém, assim como nas analises das amostras, sé foram

mostrados resultados provenientes da andlise de duas réplicas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO DA CONCENTRACAO DE BISMUTO

O filme de bismuto é formado na cuba eletroquimica durante a
etapa de deposicao. Nesta etapa € aplicado um potencial negativo capaz
de reduzir o Bi** na superficie do eletrodo e formar um filme. A
concentragdo de Bi® presente no filme serd diretamente proporcional a
concentracdo de Bi** presente na solucdo. A Figura 4 mostra os sinais
provenientes das concentragdes 75, 100 e 200 ug L de Bi** em tamp3o
acetato 0,1 mol L'. Pode-se perceber que o voltamograma registrado no
tampdo acetato 0,1 mol L! na auséncia do Bi** (curva em preto) ndo

apresenta sinal.

350

——Sem Bi*
1 ——75ppb Bi3+
3004 100 ppb Bi**
1 ——200 ppb Bi**
250 4
200 4

[/ A

150
100 —

50

0 —_—
T T T T T T T

L L | T ™ L R I
-10 -09 -08 -07 -06 -05 -04 -03 -02 -01 00 0.1 02

E/V

Figura 4 - Formacgao do filme de bismuto em diferentes concentracdes do
cation; f = 50 Hz, AE, = 50 mV, AEs=5mV, T4=300s, Ed = -1,3 V.
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A menor concentracdo de Bi** teve como principal vantagem a
possibilidade de determinar menores teores de cobre, pois ocorreu uma
maior sobreposicao do pico de bismuto sobre o pico do cobre a medida em
que houve um aumento da concentracdo do filme. Assim, com 200 pg L*
de Bi**, sb foi possivel visualizar o pico do Cu?* quando a concentragdo
era no minimo de 15 pg L', ou seja, uma concentracdo trés vezes
superior & observada com quantidades inferiores de Bi**. Portanto, o
emprego de uma concentragao menor de bismuto é necessario para a
determinacdo simultanea, principalmente se o teor do Cu?* presente na

amostra for inferior a 10 pg L™ (Figura 5).
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Figura 5 - Curvas analiticas dos cations Cd?*, Pb?* e Cu?* construidas nas

concentracdes de 75, 100 e 200 ug L™ de Bi**; f = 50 Hz, AE, = 50 mV,

AEs=5mV, Tq=300s, Ed = -1,3 V.

A avaliacdao qualitativa foi suficiente para descartar a concentragao

de 200 pg L de Bi**, tendo em vista a intensificacdo da sobreposicao.

Fazendo uma andlise quantitativa entre os parametros obtidos nas

concentracdes 75 e 100 pg L', observa-se que ndo hd diferenca

significativa entre os limites de quantificagao e detecgao (Tabela 6).
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Tabela 6 - Parametros de desempenho para as curvas analiticas dos
cations Cd**, Pb** e Cu®* nas concentragdes de 75, 100 e 200 ug L-1 de

Bi3*.
Faixa
g LOD LOQ ’ dinamica
R N N IO linear
(ug L™
Cd*? 0,19 0,64 0,9813 0,6 - 45
75 pg L1 Pb*2 0,30 1,02 0,9750 1,0 - 45
Cu*? 0,52 1,75 0,9922 1,8 - 45
Cd*? 0,18 0,60 0,9966 0,6 - 35
100 ug L*| Pb*? 0,31 1,04 0,9955 1,0 - 35
Cu*? 0,57 1,91 0,9958 1,9 - 35
Cd*? 0,29 0,98 0,9961 1,0 - 50
200 ug L™*| Pb*? 0,27 0,90 0,9972 0,9 - 50
Cu*? 0,68 2,26 0,9940 2,3-50

No entanto, houve diferenca significativa entre os coeficientes de

correlacao, os quais os melhores valores foram referentes ao filme na

concentracdo de 100 pg L, indicando que as curvas obtidas nessa

quantidade de bismuto apresentaram uma melhor linearidade. Ademais,

uma notdria saturacdo do filme de 75 pg L constatado pela diminuigdo

do sinal de Bi**, & medida que se aumentava a concentracdo de cobre na

cela (Figura 5), levou a conclusao de que a melhor concentragcao para

formacgdo do filme é com 100 pg L' de bismuto.
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5.2 OTIMIZAGAO DOS PARAMETROS DA TECNICA

A técnica selecionada para ser usada durante as analises foi a
voltametria de onda quadrada com redissolucao anddica. Para que o sinal
analitico medido possua a maxima relagdao sinal/ruido, € necessario
ajustar os parametros da técnica. Por isso, um planejamento fatorial
fracionario foi executado para avaliar os niveis de cada parametro
investigado, e fornecer um direcionamento sobre quais niveis desses
pardmetros escolher. As concentragdes dos cations Cd**, Pb?*, Cu®* (10
ug L) e Bi** (100 pg L) foram mantidas fixas durante esse estudo. A
Figura 6 apresenta todos o0s voltamogramas resultantes desse

planejamento.

|/ A

L R L L D T L L L
-0.9 -0.8 -0.7 -0.6 -0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3
E/V

Figura 6 - Voltamogramas referentes aos ensaios do planejamento

fraciondrio 2°71.
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A corrente de pico (I,) e o coeficiente de variagao (CV) dos
voltamogramas acima foram empregados como respostas do
planejamento. A ferramenta utilizada para avaliar o planejamento foi o
grafico de Pareto. Através deste grafico é possivel identificar de forma
simples as variaveis que sdo mais significantes e o tipo de efeito dessas
variaveis sobre as respostas. Varidveis que influenciam a resposta de
forma significante possuem valores calculados superiores ao valor critico
(linha em azul nas Figura 7 e 6). A cor da barra representa o tipo de efeito
causado pelo aumento do nivel em um parametro. Assim, se 0 aumento
no nivel do pardmetro avaliado provoca um aumento na resposta
avaliada, entdo esse parametro possui um efeito sinérgico (barra em cinza
nas Figura 7 e Figura 8) sobre a resposta. Por outro lado, se 0 aumento
no nivel desse parametro provoca uma diminuicdo na resposta avaliada, o
efeito do mesmo sobre essa resposta é antagbnico (barra em azul da
Figura 7 e Figura 8).

A avaliacdo dos efeitos das variaveis sobre a corrente de pico
mostrou que todos os parametros possuem efeito sinérgico e somente o
tempo de equilibrio (Te) ndo influenciava de forma significativa as
correntes de todos os cations. Os parametros mais significativos para
todos os picos, simultaneamente, foram a frequéncia (f), a amplitude de
pulso (AEp) e o tempo de deposigao (Tq). O Te ndo contribuiu de forma
significativa para nenhuma resposta, o incremento de potencial (AEs) foi
significativo apenas para o Cu®*. A Figura 7 mostra a contribuicdo de cada

fator para as respostas.
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Figura 7 - Cartas de Pareto referentes a avaliagdao da influéncia dos

parametros AEp, Tq4, AEs, f e Te sobre as correntes de pico.

O coeficiente de variacao reflete a dispersao das correntes de pico
em torno da média. De forma geral, espera-se que os valores desse
coeficiente sejam os menores possiveis. O tempo de deposicao apresentou
uma influéncia significativa sobre a resposta do cobre, foi um efeito
antagonico, indicando que o aumento do nivel provoca menores variagoes
nas correntes de pico do Cu®*. O outro pardmetro que exibiu valores
superiores ao valor critico foi a frequéncia, apresentando um efeito
sinérgico para o CV, ou seja, um efeito ndo desejavel ja que coeficiente

com valor alto é indicativo de imprecisdao (SKOQG et al., 2005) (Figura 8).
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Figura 8 - Cartas de Pareto referentes a avaliacdao da influéncia dos

parametros AEp, T4, AEs, f e Te sobre os coeficientes de variagao.

Avaliando de uma maneira geral as respostas das figuras Figura 7
e Figura 8 se optou por manter a frequéncia no valor maximo, pois isto
implica no aumento da corrente de pico de todos os metais, mesmo
acarretando um ganho na dispersdo das correntes de Cd2*. Os
parametros AE, e Tq também foram mantidos nos niveis maximos do
planejamento. Como T nao foi significativo para nenhuma resposta, este
foi mantido no seu nivel minimo. O AEs apenas foi significativo para a I, do
cobre, assim decidiu manter esse parametro também em seu nivel
minimo, pois isto designa voltamogramas com melhores resolucao. As
interacdes entre os parametros do planejamento nao foram avaliadas,
tendo em vista que o interesse do estudo era encontrar a combinacao

entre os niveis dos parametros estudados que fornecesse as melhores
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respostas. A Tabela 7 exibe os melhores valores encontrados através do

planejamento.

Tabela 7 — Valores escolhidos pelo planejamento.

Parametros da técnica Valores escolhidos
Tempo de deposicao (Tq) 300 s
Amplitude de pulso (AEp) 75 mV
Frequéncia (f) 75 Hz
Incremento de potencial (AEs) 5mV
Tempo de equilibrio (Te) 10 s

A proxima etapa foi otimizar o processo de limpeza do eletrodo,
pois a permanéncia de residuos do filme na sua superficie pode provocar
um acumulo de massa ao longo das medidas e ocasionar variagao do sinal
medido (efeito de memdria). Uma concentracdo de 10 ug L™ de Cd**, Pb?*
e Cu’®*, e 100 pg L de Bi**, foram empregadas nesta avaliacdo. Uma
diferenca de potencial de 0,3 V foi aplicada apds a etapa de redissolucao,
e os tempos de aplicacao de 60, 180 e 300 s foram avaliados. Cada
analise (redissolucao + limpeza) em cada tempo foi realizada cinco vezes,
e a média das correntes e desvios-padrao obtidos serviram como
respostas na avaliagao. O estudo mostrou que a aplicacao de um potencial
de 0,3 V durante 60 s foi suficiente para remover o bismuto remanescente
da superficie do eletrodo, pois neste tempo foram alcancadas maiores

correntes com menores desvios (Figura 9).
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Figura 9 - Estudo do tempo de remogao do filme; f = 75 Hz, AE, = 75 mV,
AEs=5mV, Tg=300s, Eg=-1,3 V.

5.3 PREPARO DAS AMOSTRAS

O primeiro procedimento de digestao empregado foi baseado na
utilizacdo de uma mistura de &acido nitrico e perdoxido de hidrogénio
concentrados. Essa mistura foi aplicada numa amostra de cha verde e o
aspecto visual final dos digeridos foram solucfes limpidas. Uma aliquota
de 100 pyL tomada de um dos digeridos foi adicionada a cuba
eletroquimica contendo 10 mL de tampdo acetato 0,1 mol L* O
voltamograma estad apresentado na Figura 10. N3do foi possivel observar o
sinal de nenhum dos analitos no voltamograma, além disso, percebeu-se
que a adicdo dessa aliquota provocava o desaparecimento do pico do
bismuto. Esse perfil andmalo provavelmente surgiu em decorréncia da
quebra da capacidade tamponante, que provocou o abaixamento do pH da

solucdo e a evolucao de hidrogénio molecular durante a etapa de
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deposicao. Esse problema foi contornado adicionando aliquotas menores
dos digeridos (< 50 pL), porém, com volume nessa magnitude nao foi
observado nenhum pico dos analitos. A suspeita foi de que os niveis

desses cations na cuba estavam ficando abaixo do limite de detecgao.
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Figura 10 - Quebra da capacidade tamponante em funcao da adicao da
amostra digerida com &cido 11,0 mol L. Uma aliquota de 100 pL do
digerido (curva em vermelho) foi adicionado ao branco (curva em preto)
provocando uma mudanga no perfil do voltamograma; f = 75,0 Hz, AE, =
75mV, AEs=5mV, Tq=300s, Eg=-1,3 V.

A partir de entao, foi decidido realizar novas digestdes empregando
reagentes mais diluidos, visando obter digeridos menos acidos para que
fosse possivel adicionar maiores quantidades de amostra na cuba sem que
houvesse comprometimento da capacidade tamponante. Foram realizados
outros trés procedimentos de digestdes, dessa vez empregando uma

concentracdo acida mais diluida (3,5, 1,0 e 0,5 mol L'! de &cido nitrico). A
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concentracdao de perdéxido nesses procedimentos foi reduzida, e mantida
em 1,2 mol L.

E essencial garantir uma baixa concentracdo de perdxido, pois foi
verificado que a presenca do mesmo nos digeridos provocava elevacao da
corrente de fundo, deslocando a linha de base dos voltamogramas e
interferindo na medicao das correntes de pico. Isso foi verificado apds
medir algumas amostras de cha verde digeridas com acido nitrico em
baixa concentracdo, porém com o H,0, mantido em 3,0 mol L. Dessa
forma, decidiu fazer um breve estudo dessa interferéncia do perdéxido.
Foram adicionadas & cuba, contendo o eletrdlito de suporte, Bi** e 15 g
L'l de Cd?*, Pb** e Cu?*, aliquotas de H»0, (35% m/v) em proporcdes de
0,1 e 0,2 % em relacao ao volume total da cela, e realizada a varredura.
Percebeu-se que havia alteracao da linha de base dos voltamogramas
apds a adicao dessas aliquotas comprometendo o sinal dos picos (Figura
11).
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Figura 11 - Estudo da influéncia do perdxido de hidrogénio sobre os
voltamogramas. Ao branco (curva em preto) foram adicionados 15 pg L™
dos metais (curva em vermelho), e, em seguida, aliquotas de 0,1 % v/v
(curva em azul) e 0,2 % v/v (curva em verde) de H;0;; f = 75,0 Hz, AE,
=75mV, AEs=5mV, T¢= 300s, Eq= -1,3 V.

Por isso, 1,2 mol L foi a concentracdo do perdxido de hidrogénio
que mais se adequou ao procedimento. No entanto, apesar dos digeridos
nessas condicdes nao apresentarem problemas de elevagao da corrente de
fundo, os brancos dos procedimentos da digestao exibiram tal problema.
Isso era de se esperar, pois nos brancos do procedimento era conservado
um volume maior de oxidantes, ja que ndo eram consumidos uma vez que
nesses frascos nao havia, obviamente, matéria organica. Mas isso nao
comprometeu o levantamento dos parametros de desempenho, descritos

na Tabela 8 da préxima secdo.
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Apds o esclarecimento acerca do H,0,, faz-se necessario retomar a
discussdo a respeito do uso de HNO3 menos concentrado.

A primeira digestdao das amostras de cha foi executada na
concentracdo de 3,5 mol L! de HNOs. De principio ja& houve a
possibilidade de se adicionar um volume maior de digerido a célula
eletroquimica, que nesse caso foi de 300 uL, cerca de seis vezes mais que
a maxima quantidade adicionada com a digestdo anterior (com HNOs 11
mol L), sem que a capacidade tamponante fosse ultrapassada. Nessa
varredura surgiu um sinal na regiao do cobre (Figura 12), indicando a
presenca desse metal no cha digerido, fato que ndo aconteceu com a
adicao de aliquotas abaixo de 50 pulL, ou seja, comprovava-se ai que a
analise com pequenos volumes de chd nao era capaz de detectar sinal

algum pois o LOD nao era alcancado.
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Figura 12 - Voltamograma registrado no eletrdlito (curva em preto)
contendo uma aliquota de 300 pL (curva em vermelho) de uma amostra
de cha digerida com HNOs 3,5 mol L!; f = 75,0 Hz, AE, = 75 mV, AEs= 5

mV, Tq = 300 S, Eq= -1,3 V.
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Esse resultado impulsionou a realizacdo de preparos da amostra
empregando menores quantidades de &cido, e por isso foram feitas
digestdes com &cido nitrico 1,0 e 0,5 mol L™,

As digestdes realizadas com HNOsz 1,0 mol L' e 0,5 mol L™
exibiram aspectos limpidos com leve coloracdo esverdeada. A acidez
residual encontrada por titulagdao variou de 91% a 94% nas amostras
digeridas com &cido 1,0 mol L, e de 93% a 95% nas amostras digeridas
com &cido 0,5 mol L. O aspecto dos digeridos com &cido nitrico 3,5, 1,0

e 0,5 mol L™ pode ser visualizado na Figura 13.

Figura 13 - Aspecto final das amostras digeridas com o HNOs; nas

concentracdes 3,5, 1,0 e 0,5 mol L!. A: Branco de uma digestdo, B: 0,5
mol L}, C: 1,0 mol L}, D: 3,5 mol L.

Na digestdo com &cido nitrico 0,5 mol L' n3o foi possivel alcancar
a temperatura de 200 °C, sendo 165°C a temperatura maxima atingida
nesse sistema. Esse fato provavelmente esta ligado ao baixo ponto de
ebulicao da solucao. A grande reducao no volume por evaporacao foi outro

fato que aconteceu na digestdo com HNOs 0,5 mol L™*. O aumento da
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fracdo volumétrica de &cido nitrico na digestdo com 1,0 mol L' foi
suficiente para que a temperatura atingisse 200°C, e fosse mantida pelo
menos por 10 minutos na etapa final. Na analise do digerido com &cido
0,5 mol L foi possivel verificar a presenca do Pb?*, além do Cu?*, quando
uma aliquota de 1,5 mL de um dos digeridos foi empregada. Com
aliquotas menores como, por exemplo, 500 uL o sinal do chumbo era
inibido pelo ruido da medida. Dessa forma, esse estudo inferiu que o nivel
do Pb?** na amostra era baixo e que, portanto, o sinal do mesmo sé
poderia ser quantificado quando quantidades maiores do digerido fossem
usadas. A mesma avaliacdo foi feita com os digeridos em 1,0 mol L'}, com
a diferenca de que aliquotas menores foram usadas, até no maximo 800
uL, pois acima disso a capacidade tamponante era comprometida. Os
resultados foram similares para o Cu?*, porém ndo foi detectado sinal de
chumbo, o que era esperado pelo baixo volume de digerido que tinha que
ser adicionado.

A Figura 14 apresenta esse estudo realizado com os digeridos em

4cido 0,5 mol L%,
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Figura 14 - Avaliacdo da digestdo com &cido nitrico 0,5 mol L. Ao branco
(curva em preto) foram adicionadas aliquotas de 500 pL (curva em
vermelho) e 1500 pL (curva em azul) do digerido; f = 75,0 Hz, AE, = 75
mV, AEs=5mV, T¢=300s, Eq=-1,3 V.

De principio conseguir digestdes com acido mais diluido ndao era
esperado, ja que a literatura reporta na sua grande maioria casos com
digestdes concentradas de oxidantes. Porem, Castro et al., (2009)
explicou que as digestdes utilizando solugdes de &acido nitrico diluido e
radiacao micro-ondas, permitem trabalhar com frascos fechados sob altas
pressdoes e moderadas temperaturas sem diminuicdo da eficiéncia da
digestdo, e que esse processo esta baseado no ciclo de regeneragcao do
acido nitrico, descrito a seguir.

Um dos produtos gerados durante a digestdo é o Oxido nitrico
(NO) (Equacdo 1). O mesmo reage com o oxigénio presente na fase

gasosa para formar o didxido de nitrogénio (NO>) (Equacdo 2). O didxido
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de nitrogénio sofre reacdo de desproporcionamento em meio aquoso
gerando acido nitrico (HNO3) e acido nitroso (HNO>) (Equacéo 3). O acido
nitroso se decompode em éxido nitrico (NO) (Equacdo 4), e este reage com
0 oxigénio para formar (Equacdo 2) acido nitrico. Esse é o mecanismo
proposto para explicar a grande eficiéncia da digestdo empregando o

acido nitrico diluido.

(CH,), +HNO,,, > CO,, + NO,, +H,0,, Equacéol
2NO 4y + O,y = 2NO, Equacgéo 2
2NO,, +H,0,, = HNO, ,, + HNO, ., Equacéo 3
2HNG, ., = H,0, + NO, ., + NO, Equacéo 4

Mediante a analise prévia das digestdes com 3,5 e 0,5 mol L,
realizadas através dos voltamogramas descritos anteriormente, decidiu-se
aplicar as trés metodologias empregando HNOs mais diluido no preparo

das amostras certificada da forrageira Marandu.

5.4 VALIDACAO DA METODOLOGIA

A metodologia sob avaliacdo refere-se a determinacdo simultanea
dos cations Cd**, Pb** e Cu?* por voltametria de onda quadrada por
redissolucdo anddica, empregando eletrodo de pasta de nanotubos
modificado por filme de bismuto. Os parametros da onda quadrada
otimizados e aqui avaliados sdo: frequéncia de 75 Hz, amplitude de pulso
de 75 mV, incremento de potencial de 5 mV, tempo de deposicdao de 300
s, potencial de deposicdo de -1,3 V, e 100 pg L de Bi** em tamp3o
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acetato 0,1 mol L!. As digestdes foram realizadas com quantidades fixas
do material certificado (200 mg) e de H,0, (1,2 mol L), enquanto a
concentracdo de HNOs variou entre 3,5, 1,0 e 0,5 mol L.

A primeira etapa foi a avaliagcdo dos parametros de desempenho
das curvas analiticas construidas sobre o branco. Os voltamogramas
referentes as diferentes concentracdes dos ions adicionadas sobre o

branco da digestdao encontram-se na Figura 15.
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Figura 15 - Voltamogramas resultantes da adicdo simultanea dos ions
Cd?*, Pb®* e Cu®* sobre o branco do procedimento. As curvas analiticas
referentes as correntes de pico desses ions encontram-se inseridas na
figura; f = 75,0 Hz, AE, = 75 mV, AEs=5mV, T4= 300 s, Eg= -1,3 V.

Os parametros de desempenho das curvas analiticas construidas
com as correntes de pico dos voltamogramas registrados no branco do

procedimento (branco da digestao) encontram-se na Tabela 8. A
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interferéncia do perdéxido presente no branco do procedimento foi

insignificante e excelentes parametros foram alcancados.

Tabela 8 - Parametros de desempenho das curvas analiticas construidas

sobre o branco do procedimento.

L. LOD LOQ 2 Sensibilidade | Faixa linear
Cations B 4 R - ~ .
(Mg L) [(pug L) da calibracao (Mg L)
cd 0,16 0,52 | 0,9813 8,71%107 5-40
Pb 0,20 0,66 | 0,9947 9,87*1077 5-40
Cu 0,39 1,29 | 0,9985 2,96%10° 5-40

A adicdo de 200 pL do material de referéncia, provenientes das
digestdes com HNOs 0,5 mol L}, 1,0 mol L e 3,5 mol L foi suficiente
para que os picos do Cd®*, Pb** e Cu?* aparecessem (Figura 16). As linhas
de base dos voltamogramas foram corrigidas para facilitar a visualizagao
dos trés perfis, pois uma comparacdo quantitativa nao foi possivel devido
ao fato da area do eletrodo variar de uma medida para outra. A renovagao
da superficie antes da analise de cada amostra era a principal razao para
a variacdo da area, e consequentemente da corrente medida. Outro
problema que impediu a comparacao direta foi o fato de ambos
voltamogramas terem sido registrados sobre efeitos de matrizes
diferentes. Assim, a melhor maneira de avaliar a eficiéncia dos
procedimentos foi através da comparacao entre os valores de referéncia e

os obtidos pelo método da adicdo de padrao.
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Figura 16 - Voltamogramas da anadlise do material de referéncia. Ao
branco (curva em preto) foi adicionado 200 uL do material digerido com
acido 0,5 mol L (curva em vermelho), 1,0 mol L? (curva em azul) e 3,5
mol L (curva em verde); f = 75,0 Hz, AE, = 75 mV, AEs = 5 mV, Tq =
300s, Eq=-1,3 V.

Apds essa analise prévia dos digeridos do material certificado,
prossegui para as quantificacoes dos metais a fim de confrontar o valor
encontrado com o valor certificado.

Inicialmente foram realizadas quantificagdes individuais dos cations
para garantir que fontes de variagao nao estivessem presentes durante as
medidas. A Figura 17 exibe os voltamogramas e as respectivas curvas de
adicao-padrao dos analitos obtidas para a determinacao individual na

amostra de material de referéncia digerida com o acido nitrico 1,0 mol L.
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Um perfil linear também foi verificado nas digestdes com as demais

concentracdes de acido nitrico.
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Figura 17 - Voltamogramas e curvas de adicao-padrdo construidas

individualmente para quantificar os elementos Cd**, Pb** e Cu®* presentes

na amostra do material certificado; f = 75,0 Hz, AE, = 75 mV, AEs = 5
mV, Tq=300s, Eq=-1,3 V.

Os resultados encontrados através das analises dos digeridos com

acido 1,0 e 3,5 mol L'! aproximaram-se muito dos valores de referéncia,

alcancando recuperacdes que variaram de 90,0 a 94,3% para o Cd**,
102,6 a 123,0% para o Pb*" e 96,6 a 100,6% para o Cu®* (Tabela 9). As

recuperacdes da digestdo com acido 0,5 mol L' ndo foram satisfatérias

para o Cd** e o Pb%*, pois foram muito baixas. Em func¢do disso, somente
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as digestdes com acido 1,0 mol L' e 3,5 mol L foram validadas para
serem aplicadas nas analises dos cations Cd®*, Pb** e Cu®' de forma

individual.

Tabela 9 - Resultados das recuperagoes individuais encontradas pelo

método proposto e valores de referéncia dos cations na amostra

certificada.
Método Proposto Material
. . de ref.
Digeridos 0,5 1,0 3,5 certificado
> mol L mol L mol L
p(ug L' 11,4 18,8 17,9 19,9
cd?* S 1,7 1,8 0,4 5,1
R% 57,4 94,3 90,0 -
cv 15,1 9,4 2,2 25,6
B (ugLh 1,7 4,1 4,9 4,0
s 1,3 0,7 0,3 1,8
Pb2+
R% 42,1 102,6 123,0 -
Ccv 78,7 18,1 7,1 45,0
p(ugLh 3,9 3,9 4,0 4,0
s 0,8 0,1 0,5 0,7
Cu2+
R% 98,3 96,6 100,3 -
Cv 20,4 2,6 13,7 17,5

B € Média das medidas, s é o desvio padrao das medidas, R% ¢é a
porcentagem de recuperacao e CV é o coeficiente de variagao.

Wood, (1999) aborda que a faixa de recuperacao aceita para esse

nivel de concentracdo estudado é de 60% a 115% na avaliacdo da
exatiddao do método, e até 45% para o coeficiente de variacdo. No caso
desse estudo individual, uma avaliagao global nos norteia que a digestao

em 1,0 mol L' foi a que apresentou melhores resultados em relacdo a de
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3,5 mol Lt Essa conclusdo foi baseada no R% para o metal Pb%*, que
apresentou um valor acima de 115 %. Ademais, como ja foi discutido
anteriormente, digerido menos acido permite a adicdo de maiores
aliquotas de amostra sem que haja comprometimento da capacidade do
eletrdlito.

Tendo em vista essa elucidacdo, na analise simultdnea foram
utilizados os digeridos da forrageira Marandu com o HNOz em 1,0 mol L.
A validacdo simultdnea foi realizada apds a validacao individual. A Figura

18 exibe os voltamogramas referentes a essa validagao.
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32 B Pb "
35 "
281 W Cu u
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304~ 20{ ™
| 18 . -
121 x 2
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<IZ:L - 5 10 15 20 25
=~ 204 Concentragao (ug L")

-1.0 -0.8 -06 -0.4 -0.2 0.0 0.2
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Figura 18 - Voltamogramas e curvas de adicdao-padrao construidas
simultaneamente para quantificar os elementos Cd?*, Pb** e Cu?*
presentes na amostra do material certificado; f = 75,0 Hz, AE, = 75 mV,
AEs=5mV, Tq=300s, Eq=-1,3 V.
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Os percentuais de recuperacao da avaliagao simultanea da digestao
com &cido 1,0 mol L assim como na avaliacdo individual, estdo dentro
dos limites para a faixa de concentracao trabalhada, segundo Wood,
(1999). Os valores dos R% variaram de 79,3% a 107,6% e os coeficientes
de variacao de 17,5 a 45% (Tabela 10).

Tabela 10 - Resultados das recuperagbes simultdaneas encontradas pelo

método proposto e valores de referéncia dos cations na amostra

certificada.
Cd2+ Pb2+ Cu2+
M | s |[R%|CV| p | s |R%|CV | pu|s|R%]|CV
Método
18,3|3,1(92,1(17,1|3,2(0,9|79,3/26,9|4,3|1,7|107,6|39,9
Proposto
Material
de 199 5,1 - 25,6/ 4,0 11,8 - |45,0/4,0|0,7 - 17,5
Referéncia

B € Média das medidas, s € o desvio padrao das medidas, R% ¢é a
porcentagem de recuperacao e CV é o coeficiente de variagao.

5.5 APLICACAO DA METODOLOGIA AS AMOSTRAS DE CHAS

A metodologia para quantificacdo simultinea de Cd?**, Pb** e Cu?*
por voltametria de onda quadrada e redissolugao anddica, empregando
digestdo com HNOs 1,0 mol L™, foi validada com uma amostra certificada
da forrageira Marandu. A metodologia ja validada foi aplicada na analise
de duas amostras de cha verde (“verde 1” e “verde 2”) e duas amostras
de cha preto (“preto 1” e “preto 2”) digeridas com HNOsz 1,0 mol L' em
triplicata. Uma ressalva que deve ser feita € que as amostras de chas
empregadas nesse trabalho nao passaram por etapa de tratamento
prévio.

Os voltamogramas das amostras de chas sd exibiram os sinais de

oxidacao do Cu, nao aparecendo os sinais do Cd e Pb (Figura 19). Mesmo
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adicionando aliqguotas de 200 até 800 pL dos digeridos, ndo foi detectado
chumbo e caddmio nas amostras. Certamente os niveis desses cations na

folha estao abaixo do limite de deteccao.
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Figura 19 - Voltamogramas provenientes de adicao de padrao simultaneo
de Cd?**, Pb?** e Cu?' sobre duas amostras de chd avaliadas neste
trabalho, sem e com fortificagdes; f = 75,0 Hz, AE, = 75 mV, AEs = 5 mV,
Tqa=300s, Eq=-1,3V.

A Figura 19 exibe os voltamogramas provenientes do método de
adicdo-padrdao sem particdo da amostra aplicado de forma simultanea
para quantificar o cobre presente nos chas sem fortificacgdo e com

fortificacdo. Quantidades equivalentes a 70,7 mg L de Cd*" e Pb?* na

59



folha (10 pg L™ na cuba), e 106,1 mg L! de Cu?* na folha (15 pg L na
cuba) foram adicionadas como fortificacgdo nas amostras avaliadas antes
do processo de preparo da erva. A Figura 20 demonstra duas regressoes

realizadas em dois chas fortificados.
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Figura 20 - Método de adicdao-padrao empregado para quantificar os
metais nas amostras de chas fortificadas; f = 75,0 Hz, AE, = 75 mV, AEs =
5mV, Tg=300s, Eg=-1,3 V.

Quantidades de cobre variando entre 3,6 a 12,4 mg L' foram
encontradas nas quatro amostras de cha. As recuperagdes referentes as
fortificacdes variaram de 73,3 a 93,5%, para Cd**, de 81,9 a 112,4%,
para Pb?* e de 100,4 a 122,1% para Cu?®*. No geral, as recuperacdes se

encontraram dentro do limite maximo estabelecido para a faixa de
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concentracdo avaliada pelo método, ou seja, a faixa de concentracao
desses ions na cuba eletroquimica. A Tabela 11 resume todos os

resultados encontrados nos chas analisados.

Tabela 11 - Resultados das recuperagdes encontradas pelo método

proposto aplicado sobre quatro amostras de cha (2 verdes e 2 pretos).

Verde 1 Verde 2 Preto 1 Preto 2
Quantif.
no Cha - - - -
a (mg L)
Cd F°(rnt1'g°f_?)a° 70,7 70,7 70,7 70,7
"("r:g"LF!;’ 66,1 +9,3 | 62,2+ 13,5 |51,8 +21,3| 64,3 + 8,6
R% 93,5 88,0 73,3 90,9
Quantif.
no Cha - - - -
(mg L")
- F°(rntqigcf_?)5° 70,7 70,7 70,7 70,7
"("n‘fgdiﬂ? 63,5+8,2| 79,5+20 |57,9+19,7|64,1 % 10,1
R% 89,8 112,4 81,9 91,2
Quantif.
noCha | 3,6+27 | 124+3,5 | 70+£1,2 | 10,2+ 2,7
(mg L)
cu?* F°(rr§2°f_?)5° 106,1 106,1 106,1 106,1
"("r::iLF!;’ 106,5+10,2 | 123,3+12,9 | 129,6+16,3 | 111,2+5,4
R% 100,4 116,2 122,1 104,8

Além da validacdo através das amostras certificadas da forrageira
Marandu, o método também pode ser considerado validado pela adicdo e
recuperacao aplicado nas amostras coletadas no varejo da cidade de Joao

Pessoa, Paraiba. Analisando as concentracdes encontradas, essas
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amostras apresentaram valores de cobre relativamente baixos quando
comparados aos encontrados nas amostras analisadas em outros

trabalhos da literatura (descritos na tabela 1).
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6 CONCLUSOES

Do presente estudo pode-se concluir que:

v" O conjunto de parametros otimizados possibilitou fornecer um sinal
analitico suficiente para detectar niveis de 0,16 ug L* de Cd**, 0,20

ug Lt de Pb?* e 0,39 pg L de Cu?* em amostras digeridas;

v' A digestao de 200 mg de tecidos vegetais na presenca de HNOs 1,0
mol L e H,0, 1,2 mol L, assistido por micro-ondas, foi o
procedimento mais promissor encontrado para o preparo das
amostras, pois se mostrou eficiente na digestdao do material vegetal
e nao comprometeu a capacidade tamponante da célula

eletroquimica quando submetida a analise;

v A validacdo do método através do material certificado foi alcancada
com éxito, uma vez que as quantidades de metal quantificadas se
apresentaram em uma faixa percentual aceitavel, 92,1, 79,3 e
107,6 % para Cd, Pb e Cu, respectivamente. Além disso, as medidas
obtiveram um excelente desvio padrao quando comparados aos da

amostra certificada;

v Foi possivel aplicar com sucesso a metodologia desenvolvida para
quantificar de forma simultinea os ions Cd**, Pb** e Cu?' em
amostra de chas verdes e pretos coletadas no varejo de Jodo
Pessoa. Mesmo apds a validacdao do método através do material de
referéncia, ainda assim foi realizada outra validacdao através de
adicdo e recuperacdo dos metais nas amostras de cha, obtendo

valores de R% em uma faixa bastante satisfatoria.
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