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Abstract: In this study new methods for determination of cadmium in certified biological samples
using mate (llex paraguariensis) and black tea (Camellia sinensis, L.) as biosorbents in an on-line
preconcentration system coupled to flame atomic absorption spectrometry was developed. Flow and
chemical variables of the proposed system were optimized through multivariate designs. Sample
pH, buffer concentration, sample flow rate and biosorbents mass were the selected variables. The
limit of detection for cadmium was 0.98 pg L™ with a precision below 3.6% (35 pg L™, n=6) for
mate biosorbent and 0.97 pg L™ with a precision below 4.4% (35 ug L™, n=7) for black tea
biosorvent. For both biosorbents the analytical curves were linear from 5 to 50 ug L™, with a
correlation coefficient of 0.9995. The developed methods were successfully applied to certified

reference materials (pig kidney and human hair).
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INTRODUCAO

Biossorcdo € um processo no qual um solido de origem natural ou seus derivados
(biossorventes), sdo usados para a retencdo de materiais (compostos, ions metélicos, etc.) em
solucdes devido a altas ““forgas atrativas” presentes entre os dois *. Biossorventes s&o uma excelente
alternativa para métodos de pré-concentragdo e separacdo de ions metédlicos em baixas
concentracdes °. Quando comparado com sorventes convencionais, que geralmente sdo de alto
custo, mostra-se de alta eficiéncia, baixo custo, boa seletividade, ampla aplicabilidade e forte
capacidade de recuperacéo de fons metélicos °.

A eficécia dos biossorventes depende, em grande parte, da sua composi¢do bioquimica,
principalmente dos grupos funcionais . Os principais componentes presentes em bissorventes s&o
carboidratos e proteinas, nestes estdo presentes diferentes grupos funcionais eficazes na biossorgéo,
tais como grupos carboxilicos e grupos amina, o que torna um fator decisivo para a capacidade de
adsorcdo de metais °. Outros fatores importantes para a capacidade de adsorgdo de um analito de
uma solugdo pelo biossorvente estdo relacionados a area superficial disponivel e a cinética do
processo de adsorcéo °.

Muitos estudos comprovam a capacidade de biossorcdo de uma grande variedade dos
residuos vegetais, tais como fibras de coco e de palma7’8, fibras de mamao®, carocos de azeitonas'®,
casca de arroz', casca de maracuja amarelo'?, vermecomposto™ entre outros.

“Mate" ou erva-mate é uma bebida preparada como cha, na forma de infusdo quente de
folhas secas e ramos picados de llex paraguariensi. Uma planta natural da América do Sul, onde é
amplamente consumida®, cafeina, acidos fendlicos, fibras, proteinas, glicose, sacarose e
flavondides sdo as principais substancias encontradas na erva mate™. O ché& é a segunda bebida
mais consumida no mundo, ap6s a dgua. O cha preto é um dos mais comumente consumidos na
india e nos paises ocidentais, derivado da planta Camellia sinensis. Este é constituido
principalmente de substancias polifendlicos, carboidratos, proteinas e uma parte significativa de
lignina, cinzas e amino&cidos™.

Devido aos principais sitios ativos, os grupos fendlicos e grupos carboxilicos (-OH e -
COOH) presentes na composi¢do da erva mate e do cha preto, ocorre a interagdo entre estes
biossorventes e os metais. Estes grupos sdo 0s responsaveis por um processo mais eficiente de
adsorcao’’. Esta técnica de adsorgdo é conhecida com extracdo em fase sélida (SPE)'®. Esta, tem se
tornado cada vez mais popular para a pré-concentracdo de ions metélicos antes de sua

determinagdo. Em compara¢do com metodos tradicionais apresenta as seguintes vantagens: elevado
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fator de pré-concentracdo, uma operacdo simples, a separacdo de fase € rapida, podem ser
combinadas com diferentes técnicas de detec¢o e reduz tempo e custos™ 2

Dois processos de extracdo em fase solida (SPE) utilizando cada um biossorvente como
fase solida, erva mate e cha preto, foram combinados com a espectrometria de absorcéo atdbmica em
chama (F AAS). Otimizacdo multivariada para a determinagdo de tracos de Cd** em amostras

certificadas foi utilizada.

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Instrumentacéo

Neste trabalho foi utilizado um espectrémetro de absor¢do atdmica Varian SpectrAA 50
(Varian, Victoria, Australia), equipado com atomizador em chama, lampada de catodo oco de
Cd(Il) (Hitachi, HLA — 4S) e corretor de fundo (ldampada de Deutério) para a determinacdo de
Cd(ll). As leituras de absorvancia foram realizadas conforme as condi¢es operacionais mostradas
na Tabela 1. Uma bomba peristaltica da Ismatec - IPC, dotada de 8 canais e provida de tubos de

Tygon® foi usada para bombear todas as solucdes nas etapas de pré-concentracgao e eluicéo.

Tabela 1

Reagentes e solugdes
As solucdes utilizadas foram preparadas empregando-se dgua deionizada proveniente de um

sistema de purificacdo de agua Milli-Q® da Millipore® (Bedford, MA, USA). Todos os reagentes
usados foram de grau analitico. A vidraria utilizada do laboratdrio foi lavada com detergente neutro
20% (v/v), mantida durante uma noite em solugdo de &cido nitrico 10% (v/v) e a seguir enxaguada
com agua deionizada.

A partir de dilui¢es adequadas de uma solucéo estoque (grau absorcdo atdbmica, Merck) de
Cd(11) 10 mg L™, solucdes de trabalho foram preparadas.

A solucéo de &cido nitrico utilizada como eluente foi preparada pela diluicdo de acido nitrico
concentrado (Merck, Darmstadt, Alemanha) em agua.

As solugdes tampdo foram preparadas a partir de amonia/cloreto de aménio (Merck,
Darmstadt, Alemanha).

Os biossorventes erva mate e cha preto utilizados foram adquiridos em um supermercado

local (Floriandpolis, Brasil).
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Sistema de Pré-concentracdo
A erva mate e cha preto foram aplicados no sistema de pré-concentragdo automatizado. A
erva mate e o cha preto foram moidos manualmente com auxilio de graal e pistilo, secos em estufa
(60 °C por 10 horas) e as particulas menores que 2 mm foram utilizadas como material sorvente. O
sistema de anélise é composto de uma bomba peristaltica, quatro valvulas solendides de trés vias e
uma mini-coluna de TeflonP®, recheada com uma determinada massa do material adsorvente, que
foi acoplada ao espectrometro de absorcdo atdmica em chama. A mini-coluna, com 100 mm de
comprimento e 3 mm de didmetro interno, foi preenchida em ambas extremidades com pequena
quantidade de 1a de vidro, para evitar perda do material sorvente. As quatro valvulas solenoides de
trés vias foram acionadas por um programa de computador escrito em Quick BASIC 4.5. As etapas
de adsorc¢do e dessorcdo dos analitos, no sistema de pré-concentragdo em linha, foram controladas
por tempo. Esse sistema de pré-concentracdo em linha € o mesmo sistema utilizado em nossos
trabalhos anteriores™®,
O sistema de pré-concentragdo em linha foi otimizado pelo método multivariado, com a
finalidade de determinar as condi¢Bes quimicas e de fluxo 6timas para o analito em estudo. As

leituras dos sinais analiticos foram realizadas como area de pico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizacéo do sistema em fluxo

Alguns testes preliminares foram realizados para verificar o comportamento da adsor¢do do
Cd(ll) frente ao pH da amostra nos adsorventes erva mate e cha preto. Verificou-se que ocorre
adsorcédo na faixa de pHde 7 a 9.

A otimizacdo do sistema em linha foi feita pelo método multivariado usando planejamento
fatorial completo (N = 2 +3, com k = 4, onde: N = nimero de experimentos e k = fatores). Os
quatro fatores escolhidos foram o pH da amostra, concentracdo do tampéo (fosfato para a faixa de 7
a 9 e amonia para a faixa de 8 a 9), vazdo da amostra e massa de adsorvente. Na Tabela 2 estdo

dispostos os niveis minimos e maximos utilizados para realizar os 19 experimentos.

Tabela 2

A partir dos resultados obtidos e usando analise de variancia (ANOVA) e probabilidade
estatistica (p = 0.05) foi construido o grafico de Pareto para determinar a influéncia dos fatores e

suas interacfes no sistema. As condigdes iniciais do sistema FIA-F AAS foram volume de amostra
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de 10 mL (a ser pré-concentrada), concentracio de Cd(I1) de 50 ug L™, o tamp&o usado foi o fosfato

para pH 7 e 8 e aménia para pH 9. A resposta analitica foi a absorvancia integrada.

Figura 1

Como pode ser visto no Grafico de Pareto (Figura 1), varias interacBes entre as variaveis
foram estatisticamente significativas. A vazdo da amostra foi estatisticamente significativa com
valor de efeito igual a -2.33, indicando que a vazdo no nivel minimo avaliado leva a maiores
respostas. Esse é um comportamento que indica que em uma vaz&o de 5.6 mL min™ n&o é suficiente
para que todo o analito seja quantitativamente retido pelo sorvente, ou seja, a vazao da amostra esta
diretamente ligada a cinética de adsor¢do. Quando a adsorcéo é rapida uma alta vaz&o da amostra
pode ser empregada, melhorando a frequéncia analitica. A interagdo entre o pH da amostra e a
concentragdo do tampdo indicam que ha um efeito sinérgico entre as variaveis, e nesse caso, as duas
variaveis devem se deslocar para seus niveis superiores para que haja uma melhora na resposta
analitica. Em outras palavras, uma melhor resposta é obtida com pH 9 e com concentracdo de
tamp&o 80 mmol L™. O pH da amostra em um sistema de adsor¢do onde ha troca idnica depende
das caracteristicas acido-base tanto do adsorvente quanto do analito. Para maximizar a adsorgao, a
superficie do sorvente deve estar acima de seu ponto isoelétrico (pH no qual as cargas negativas e
positivas sobre a superficie do material é igual) e 0 metal na forma positivamente carregada. Como
essas duas condicBes dificilmente podem ser satisfeitas simultaneamente, uma condigdo
compromisso deve ser encontrada. A massa de adsorvente influencia a quantidade total de sitios
ativos disponiveis para que a adsorgdo ocorra. Nesse trabalho 100 mg de adsorvente mostrou-se
mais efetivo do que 50 mg, como esperado.

Apés a otimizagdo do sistema utilizando erva mate como biossorvente, repetiu-se o
planejamento fatorial completo para o cha preto, os fatores escolhidos foram os mesmos como
mostra a tabela 2. Com os resultados obtidos no segundo planejamento fatorial completo e usando
analise de variancia (ANOVA) e probabilidade estatistica (p = 0,05) foi construido o grafico de
Pareto (Figura 2) para determinar a influéncia dos fatores e suas interagcdes no sistema usando cha

preto como material adsorvente.

Figura 2
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A anélise do gréafico de Pareto indica que as melhores condi¢des de extracdo sdo muito
similares aquela obtida para o biosorvente erva mate , ou seja, 100 mg de adsorvente, pH da
amostra igual a 9, concentragio de tampéo igual a 80 mmol L™, vazdo da amostra de 4 mL min™.
Em ambos os materiais observou-se uma retengdo quantitativa do analito.

A partir dos resultados obtidos foi feita uma otimizacgéo final envolvendo o pH da amostra e
massa de material biossorvente através de um planejamento composto central, esse gerou uma
superficie de resposta para as condi¢Bes 6timas de extracdo do Cd (II) utilizando erva mate, como
mostra a Figura 3. A otimizacdo para o biossorvente erva mate resultou em uma faixa de pH 6tima

de 8,0 a 10,0 e uma massa de sorvente de 90 a 150 mg.

Figura 3

Com o objetivo de comparar a capacidade de adsor¢do do analito dos dois biossorventes em
estudo, o planejamento composto central foi repetido para o cha preto, gerando uma superficie de
resposta com as condi¢bes Otimas para a extracdo de Cd(ll), como mostra a Figura 4. O
planejamento composto central demonstrou que as condigdes Gtimas para um maximo de eficiéncia
de sensibilidade, a partir da superficie resposta, foram faixa de pH 8,0 a 10,0 e a massa de

boissorvente de 80 a 150 mg.

Figura 4

A partir das variaveis otimizadas foram obtidos os principais parametros analiticos de mérito para
ambos biossorventes e os resultados estdo dispostos da Tabela 3. O fator de pré-concentracdo
obtido, calculado como a razdo das sensibilidades das curvas com e sem pré-concentragao, foi de 27
vezes. A fim de verificar a aplicabilidade e a precisdo da metodologia proposta para determinagéo
de cadmio, esta foi aplicada em duas amostras bioldgicas certificadas. A digestdo das amostras foi
feita misturando cerca de 500 mg de amostra com 1,00 mL de per6xido de hidrogénio 30% e 4,00
mL de &cido nitrico 65%. A mistura foi digerida em microondas Ethos Plus (Milestone, Sorisole,
Italia), iniciando com aquecimento da temperatura ambiente até 180 °C a 15°C/min, e mantido
nessa temperatura por 10 min. A seguir, resfriou-se & temperatura ambiente e prosseguiu-se com a
andlise.

Os resultados das duas amostras bioldgicas certificadas sdo mostrada na Tabela 4.
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Tabela3e4

Observa-se de acordo com a tabela 4 que os resultados ndo séo estatisticamente diferentes
dos valores certificados, demonstrando adequadas preciséo e exatiddo do método desenvolvido, e
que estes dois novos materiais propostos podem ser aplicados com sucesso como sorvente para
determinagdo de cddmio em tais amostras complexas. Além disto, as mesmas mini-colunas foram
utilizadas em todo o trabalho, totalizando cerca de 150 ciclos de sorcdo/dessorcdo sem perda de

eficiéncia.

CONCLUSOES

Os dois biossorventes propostos nesse trabalho se mostraram muito eficientes na retengéo
de cadmio tanto de amostras de dgua quanto de dois materiais bioldgicos certificados digeridos.
Ambos 0s materiais se mostraram estaveis durante a realizacdo de todo trabalho. A aplicacdo de
ferramentas quimiométricas mostrou-se adequada para otimizagdo do sistema proposto e apresenta
a vantagem de mostrar a interacdo simultnea entre as varidveis e menos experimentos Sao
realizados quando comparado com a otimizagdo univariada. O sistema em linha FI-FAAS foi
simples, eficiente e apresentou boa exatiddo e precisdo para as amostras analisadas. Ambos

sorventes propostos podem ser utilizados para retengédo de outros ions metalicos em solucéo.
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Tabela 1: Par@metros operacionais do espectrometro de absorcao atdmicas em chama para Cd (11):

Parametro
Comprimento de onda (hm) 228,8
Corrente da lampada (mA) 4,0
Altura do queimador (mm) 17,0
Vazio de acetileno (L min™) 1,0
Vazdo de ar (L min™) 10,0
Taxa de aspiragdo (mL min™) 5,0
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Tabela 2. Fatores e niveis usados no planejamento fatorial para o sorvente erva mate e cha preto.

Ponto central

Fator Minimo (-) Méaximo (+)
(PC)
pH 7 8 9
Massa de adsorvente (mg) 50 75 100
Vazdo da amostra (mL min™) 3,0 43 5,6
Concentracdo do tampao (mol L™) 0,010 0,045 0,080

Tabela 3. Pardmetros analiticos de mérito para a determinacdo de cadmio para ambos

biossorventes.

Parametros Erva Mate Ché preto
Faixa linear (ug L ™) 3-50pgL? 3-50pgL?
Coeficiente de correlagéo (R) 0.9995 0.9994
RSD% (35 ug L™, n =6) 35 4.4
Limite de deteccdo (ug L) 09 ug L™ 09 ug L™
Limite de quantificacdo (ug L™) 3.0pugL? 3.0 g Lt

Tabela 4: Resultados (ug g *) obtidos para a determinacdo de Cd em amostra bioldgica por F AAS

(n = 4; 95% nivel de confianca), utilizando erva mate como biossorvente.

Amostra Certificada Encontrado*
Human Hair (BCR-397) 0.521 + 0.024 0.544 + 0.039
Pig Kidney (BCR-186) 2.71 £0.15 282 +052

* Media do valor para n = 4 £ confidence interval at 95%.
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Figura 1. Gréfico de Pareto obtido do estudo de otimizagdo das variaveis e suas significancias para

a pré-concentracdo de Cd(Il) utilizando SPE com coluna preenchida com erva mate e detecgdo por

F AAS.

Eclética Quimica, 39, 68-80, 2014




2e3 //% 30,7
(1)Massa do biossorvente | /// 26,79
Curvatura /// 14,26

(3)pH '

S

. 10,12
1e30 /// -7.06
(2)[Tampao] //// -7,06

3e4 3,08
1e2 1,44
1ed4l |10
2ed| oj5o
(4)Vaz3o da amostra -UE.UU
p= 6,05

Figura 2. Gréfico de Pareto obtido do estudo de otimizagdo das variaveis e suas significancias para
a pré-concentracdo de Cd(ll) utilizando SPE com coluna preenchida com cha preto e detec¢do por F
AAS.
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Figura 3. Superficie de resposta obtida a partir do grafico de Pareto pH versus massa de
biossorvente erva mate.Concentracdo de tamp&o 80 mmol L™ Vazdo da amostra: 4mL min™ e

concentracéo de cadmio na amostra: 50 pg L™.
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Figura 4. Superficie de resposta obtida a partir do planejamento composto central, pH versus massa
de biossorvente cha preto. Concentragdo de tamp&o 80 mmol L™ Vazao da amostra: 4mL min™ e

concentrag&o de cadmio na amostra: 50 ug L™.
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