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RESUMO

As propriedades medicinais do cha tém sido estudadas ao longo dos anos.
Estas propriedades podem ser atribuidas principalmente pela presenga espécies
antioxidantes, tais como flavonoides. O cha é uma bebida preparada pela infuséo de
folhas, casca, raizes e folhas de certas plantas, destacando-se a infusdo preparada
da planta Camellia sinensis. Além de possuir compostos biologicamente ativos, o
cha pode possuir metais considerados essenciais para o desenvolvimento humano,
entre eles o manganés. Em alguns casos, esses metais podem estar complexados
na presenca de compostos organicos originalmente presentes na infusao,
contribuindo para o aumento da biodisponibilidade do mesmo. Esta dissertacdo
apresenta o desenvolvimento de um procedimento visando o fracionamento de
manganés em amostras de infusbes de cha preto empregando voltametria de
redissolucao catddica. A determinagdo da fracdo de manganés ligada a matéria
organica foi realizada diretamente na amostra diluida, sem a necessidade de uma
etapa de preparo de amostra adicional. Para a determinagcdo de manganés total,
uma etapa de digestao acida foi implementada empregando HNOj3; e H.O, (4:1).
Medidas eletroquimicas foram realizadas empregando um eletrodo de carbono vitreo
como eletrodo de trabalho, em meio tampao acetato (pH = 4,5), utilizado como
eletrélito de suporte. Respostas lineares foram observadas na faixa de concentragéo
de 10 a 250 pyg L. Desvio padrao relativo, limite de detecgdo e quantificacdo foram
estimados como 9,7% (n = 10) 0,06 e 0,2 ug L™, respectivamente. Os resultados
obtidos para a determinacdo de manganés livre e total em amostras de cha foram

concordantes com os procedimentos de referéncia.

Palavras — chaves: Cha, fracionamento, manganés, voltametria de redissolugcéao

catddica, eletrodo de carbono vitreo



ABSTRACT

The medicinal properties of tea have been studied over the years. These properties
can be attributed mainly to the presence of antioxidant species, such as flavonoids.
Tea is a drink prepared by the infusion of leaves, bark, roots and leaves of some kind
of plants, highlighting infusions prepared by Camellia sinensis. In addition to having
biologically active compounds, tea could contain some metals considered essential
for human development, among them is manganese. In some cases, these metals
may be complexed in the presence of organic compounds, originally present in the
infusion, contributing to its bioavailability increase. This dissertation presents the
development of a procedure for the manganese fractionation black tea infusions
using cathodic stripping voltammetry. The determination of the fraction relative to
manganese bounded to organic matter was performed directly on the diluted sample,
without an additional sample preparation step. For total manganese determination,
an acid digestion step was implemented employing HNOs; and H.O. (4:1).
Electrochemical measurements were performed using a glassy carbon electrode as a
working electrode, in acetate buffer medium (pH = 4.5). Linear responses were
observed in the concentration range of 10 to 250 ug L™'. Relative standard deviation,
limit of detection and quantification were estimated as 9.7% (n = 10), 0.06 and 0.2 ug
L, respectively. The results obtained for the determination of free and total

manganese in black tea samples were in agreement with the reference procedures

Keywords: Tea, fractionation, manganese, cathodic stripping voltammetry, glassy
carbon electrode.
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1 INTRODUGCAO

O cha, infusdo originalmente preparada com folhas, flores e raizes da planta
Camellia sinensis, se popularizou pelo mundo pelas suas caracteristicas de aroma e
sabor (BRAIBANTE et al, 2014), bem como pelo seu potencial terapéutico,
tornando-se uma das bebidas mais consumidas no mundo (CAMARGO et al., 2016).
As infusbes possuem alto poder antioxidante pois s&o bebidas ricas em flavonoides,
compostos polifendlicos naturais produzido pela planta como protegcdo contra
agentes externos (SILVIA et al., 2015). Além disso, esta bebida apresenta em sua
composicao metais considerados essenciais para 0 organismo, tais como: ferro,
cobre, zinco e manganés (PARREIRA, 2012). O déficit de manganés no organismo
pode acarretar deformagéo de ossos e cartilagens (BURTON; GUILARTE, 2009). No
entanto, o excesso deste metal pode ser prejudicial causando danos ao sistema
nervoso, com sintomas parecidos com o Parkinson (U.S. EPA, 2004).

Umas das propriedades dos metais para ser constituinte (funcional ou
estrutural) essencial para os seres vivos € sua a capacidade de perder elétrons,
formando cations além de possuir alta solubilidade em fluidos biolégicos (BENITE;
MACHADO; BARREIRO, 2007). Os mecanismos de absorcdo do manganés pelo
organismo pode ser melhor compreendido a partir de estudos de especiacédo e
fracionamento deste metal em alimentos. Este elemento apresenta varias formas
quimicas, tais como espécies fracas e fortemente ligadas a compostos organicos
presente nos chés, entre eles na forma de complexos de flavonoides presentes nas
infusdes (YALCIN; FILIK; APAK, 2012).

A especiacdo quimica pode ser definida como modo de determinacao e

identificagdo de substancias quimicas, considerando as espécies complexadas e



ndo complexadas e diferentes estados de oxidagdo. Permite discernir a mobilidade e
disponibilidade dos metais, com a finalidade de entender o comportamento quimico
da espécie. O termo especiacdo compreende a disposicdo de um elemento entre
espécies quimicas, enquanto fracionamento é a classificagdo de uma substancia ou
de um grupo de substancias de uma determinada amostra de acordo com as suas

atividades analitica (IUPAC, 2000).

1.1 Camellia sinensis

A Camellia sinensis, a mais famosa da familia das Theacea, € uma planta
perene (DA SILVA; DA SILVA; MICHELIN, 2013), cuja infusdo preparada com esta
planta € conhecida popularmente como cha preto, chd verde ou cha-da-india
(VULCANO; SILVEIRA; ALVAREZ-LEITE, 2008). Originaria da China, necessita de
temperatura branda e elevada umidade para reproducédo (BRAIBANTE et al., 2014).

Cultivada em mais de 30 paises, chegou ao Brasil pelos imigrantes chineses
(VULCANO; SILVEIRA; ALVAREZ-LEITE, 2008) e atualmente ¢é cultivada
principalmente na regido do Vale do Ribeira no estado de Sdo Paulo (DA SILVA; DA
SILVA; MICHELIN, 2013). Em 1944, Registro, cidade que se destaca na regido do
Vale do Ribeira pela produgdo de cha, possuia 45 fabricas, sendo que 34 delas
produzia o cha “bruto” enquanto outras finalizavam o processo, embalavam e
comercializavam. Com o cenario favorecido para a producao de cha no Brasil entre
1930 e 1940, por motivos como o incentivo de produgdo do mercado interno no
cenario pds-crise (1929/30) e o desabastecimento deste produto produzido pela Asia
nos mercados sul americanos ocasionados pela Segunda Guerra Mundial (1939-45),

ocorreu um aumento na producdo e os pregcos superaram o do arroz e feijao. Em



1950, o mercado perdeu seu maior comprador, Argentina, pois este pais comecou
sua prépria produgdo, com isso o Brasil teve que modernizar sua produgdo e buscar
novos compradores, como Europa e Estados Unidos (MELLO, 2015). Nos anos
2000, a produgéo de ché voltou a crescer no Brasil, depois de alguns altos e baixos
de décadas anteriores, e atingiu valores de producao superiores a 8.000 toneladas
ao ano. Em seguida voltou a cair em 2003, ndo ultrapassando 6.000 toneladas ao
ano (MELLO, 2015). Na safra de 2006/2007 a producdo nao ultrapassou 3.500
toneladas, embora os dados mostrem redugéo da produgéo, foi considerada rentavel
para aquela safra, correspondeu a 0,71 % do PIB daquele ano (LIMA et al., 2009) e
em 2012 nao atingiu 2.000 toneladas e a produ¢do mundial ultrapassou 4.000.000
toneladas. Em contrapartida, o consumo brasileiro de chas aumentou e esta 12% em
volume acima da média mundial, que também cresceu (MELLO, 2015).

A propriedade medicinal da Camellia sinensis € atribuida a presenca de
compostos biologicamente ativos, como os flavonoides, especialmente catequina
(ALMEIDA, 2011) pertencente ao grupo dos polifendis, atribuindo a esta bebida
caracteristicas antioxidante (LIMA et al., 2009). Possui ainda taninos, cafeina e
proteinas (ALMEIDA, 2011), entre outras substancias consideradas importante para
o organismo humano. O cha preto, verde, branco e vermelho sdo provenientes das
folhas da mesma planta Camellia sinensis, diferenciando-se apenas pelo tratamento
dado as folhas. O cha preto é obtido através de folhas que passaram por um
processo de fermentacdo, na qual ocorre o escurecimento das folhas por meio de
reacdes naturais de enzimas oxidativas, como a polifenoloxidase (CAMARGO et al.,
2016). As catequinas, presentes originalmente nas folhas, sofrem oxidacao
(MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006), sendo convertidas em teaflavinas e

teasinensinas (ALMEIDA, 2011), atribuindo uma coloracao avermelhada e um sabor
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caracteristico. O cha verde e o cha branco sdo produzidos por processos sem
fermentacao, conduzidas em um processo de vaporizagdo para manter a cor, sendo
o cha branco obtido de folhas mais jovens (NISHIYAMA et al., 2010). De toda
produgdo mundial, 78% corresponde ao cha preto e 20% ao cha verde (PARREIRA,
2012).

O cha é considerado como alimento funcional, isto €, possui propriedades que
promovem a melhora dos sintomas de algumas doengas crbnicas (SENGER,;
SCHWANKE; GOTTLIEB, 2010). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) considera alimento funcional aquele alimento que alega em seu rétulo
propriedades que provocam um beneficio a saude, sem necessidade de uma
supervisao médica (ANVISA, 1999).

As propriedades quimicas da planta Camellia sinensis sao dependentes de
fatores externos, como meio ambiente, temperatura e cultivo, que levam a planta a
possuir maior ou menor concentracao de espécies quimicas (DA SILVA; DA SILVA;
MICHELIN, 2013). Com o constante interesse da populacdo moderna em torno de
uma alimentacdo saudavel, o cha vem sendo utilizado abundantemente pelas
familias para uso alimentar, bem como para fins medicinais (VULCANO; SILVEIRA;
ALVAREZ-LEITE, 2008), com isso, os efeitos benéficos para a saude tém sido
largamente explorado ao longo dos anos.

As caracteristicas da composicao quimica do solo em que a planta Camellia
sinensis cresce sao considerados fatores que afetam a qualidade do cha, pois pode
levar ao acumulo de metais essenciais ou tdxicos na planta. Pode agregar valor a
presenca de metais por melhorar a qualidade da matéria prima. Por exemplo, é
relatado na literatura que a presenca de aluminio (Al) no solo aumenta o

crescimento da planta devido a maior absorcdo de fésforo (P) (KONISHI,
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MIYAMOTO, TAKI, 1985). A maioria dos micronutrientes é predominantemente
constituinte de moléculas de enzimas e sdo, portanto, essenciais em pequenas
proporgdes para as plantas e seres vivos (MARSCHNER, 1995). O Mn é
considerado um elemento essencial para o desenvolvimento da planta, pois
desempenha um papel importante no transporte de elétrons na fotossintese, a
deficiéncia desse metal prejudica o crescimento da planta e pode ter alguns
sintomas especificos, como o amarelamento das folhas. (VELOSO et al., 1995).
Outros metais encontrados na planta sao potassio (K) e magnésio (Mg) (FERRARA,
MONTESANO, SENATORE, 2001). Também ha estudos sobre a acumulacdo de
cromo (Cr), zinco (Zn), célcio (Ca), niquel (Ni) e manganés (Mn) (XIE et al., 1998).
Como consequéncia, os metais encontrados na planta, pode resultar em metais
benéficos ou maléficos na infusdo preparada de cha (LIMA et al., 2009). Poucos
trabalhos na literatura relatam os maleficios da ingestdo de metais ou de alguns
componentes organicos presentes no cha (LIMA et al., 2009).

Metais como Al e Mn, em infusbes de cha, podem apresentar menor
biodisponibilidade para o organismo humano quando presentes na forma de
quelatos com catequinas e outros polifendis presentes, embora a formacao destes
complexos é dependente do pH do solo que a planta se desenvolve (VITORELLO;

CAPALDI; STEFANUTO, 2005).

1.2 Manganés

O manganés é um dos elementos mais abundantes na superficie terrestre,
correspondente a aproximadamente 0,1% da crosta terrestre (U.S. EPA, 2004).

Pode ser encontrado na agua, alimentos e solos (ARNDT, 2009). Considerado de
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grande interesse comercial, se encontra na natureza na forma de oxidos, hidroxidos,
silicatos e carbonatos, podendo ser o elemento predominante ou em menor
concentracdo. Além disso, ndo ha relatos de ser encontrado na forma livre na
natureza (SAMPAIO et al., 1994).

Alguns metais sdo considerados essenciais para 0 organismo Vvivo, pois
desempenham papeis fundamentais em diversas fungbes, como cofatores
enzimaticos ou grupos funcionais de proteinas (CORDOVA, 2012). O manganés é
um elemento considerado essencial para o desenvolvimento e funcionamento
saudavel do cérebro humano pois € um cofator da enzima antioxidante superoxido
dismutase (MnSOD) (CORDOVA, 2012). Estudos na literatura relatam que a
deficiéncia desse metal ocasionou convulsées em ratos, além de ma formacéo dos
0ssos e reducao da fertilidade (BURTON; GUILARTE, 2009). A meia vida deste
metal € de aproximadamente 36 dias, dependendo de fatores especificos, mas no
cérebro essa meia vida pode ser maior, podendo ocasionar acumulo nesse 6rgao
caso a ingestao seja elevada (MENEZES-FILHO, 2009).

O organismo precisa de tracos desse metal e isso pode ser obtido em uma
dieta rica em alimentos saudaveis. Uma vez consumido, a absorcdo ocorre em
pequenas proporcbes no intestino. Em elevadas concentragcbes, metais
considerados essenciais podem ser considerados téxico ao individuo, 0 excesso de
manganés, por exemplo, pode ocasionar o Manganismo (U.S. EPA, 2004). A
alimentacao é a fonte de absorcdo mais importante de manganés para a populacao
em geral. Ele € encontrado em muitos produtos alimenticios, como vegetais,
folhagens, alimentos de origem animal (WHO, 2011), nozes e cereais (ARNDT,

2009) e em chas (YALGIN; FILIK; APAK, 2012)



A ingestao diaria de 2 a 5 mg de manganés em individuo adulto e de 1 a 3 mg
em crianga por dia é considerada como a quantidade ideal de consumo (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 1989). Apreciadores de cha podem ter uma ingestao maior
deste metal do que a populagédo em geral, uma xicara de cha pode conter 0,4 mg a
1,3 mg de manganés (U.S. EPA, 2004). Em individuos saudaveis, em média 5% de
manganés consumido via alimentar é absorvido (CORDOVA, 2012) (GARDNER,;
GUNN, 1995). Dependendo da idade do individuo, da quantidade ingerida, espécies
quimicas, via de exposicéo e dieta sdo condigdes que afetam a absorgéo e retencao
de manganés (U.S. EPA, 2003a). Com isso, agéncias governamentais estabelecem
0 maximo de concentragcdo que podemos nos expor. Na agua potavel, é estipulado a
concentracdo de 0,05 mg L' de manganés como segura para consumo, segundo a
agéncia de protegcdo ambiental Americana (U.S. EPA, 2003a) enquanto o Ministério
da Saude brasileiro estabelece 0,1 mg L™ (Ministério da Saude, 2005).

A forma quimica e o estado de oxidacdo de metais presentes em alimentos
séo importantes para informar sua biodisponibilidade no organismo humano. Podem
ser encontrados em alimentos na forma livre ou combinados (COZZOLINO, 1997).
Com base na configuracao eletrobnica do manganés e nos numeros de oxidacao que
esse pode alcangar, suas formas mais estaveis sdao Mn(ll) e o Mn(IV) (ARNDT,
2009). O Mn(lll) é considerado instavel em meio neutro e oxidante, na auséncia de
compostos ligantes considerados estabilizadores (ARNDT, 2009). O estado
nutricional do Mn pode ser mais facilmente estudado pela especiacao dos ions de
manganés (YALCIN; FILIK; APAK, 2012). Diversas espécies de metais presentes na
infusdo sao atribuidas a presenca de metal ligado a uma cadeia organica (M-O), tais
como complexos polifendlicos e oxalatos. Estudos apresentados na literatura

relatam que a absorcdo de M-O pelo organismo é maior que a absorcao de metal
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livre (M-L) (NARADI, et al. 2009), assim o metal pode apresentar biodisponibilidade
variavel, resultando em diferentes beneficios para a saude (YALCIN; FILIK; APAK,

2012).

1.3 Determinagcao de manganés

Diferentes técnicas sdo aplicadas para a determinagcdo de manganés total em
amostras variadas, entre elas Espectrofotometria (UV-Vis) (MIREA et al., 2015),
Espectrometria de Absorcao Atomica (AAS) (YALCIN; FILIK; APAK, 2012),
Espectrometria de Emissdo Atdmica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP OES)
(MORGANO, QUEIROZ, FERREIRA, 1999), Espectrometria de Massas Acoplada ao
Plasma de argénio (ICP-MS) (KIRA, MAIHARA, 2007), Ativacdo Neutrdnica
Instrumental (INAA) (COSTA, MENEZES, 2012), Espectrometria de Emisséo
Atémica com Filamento de Tungsténio (WC AES) (GONZALEZ; SANTOS, 2015).

Na literatura, diversos trabalhos para determinagdo de metais em chas foram
relatados empregando técnicas espectrométricas, tais como a Espectrometria de
Absorcao Atdbmica com Forno de Grafite (GF AAS) para a determinacao de Pb e Cd
(FIRMINO, 2011), para a determinacéo de Cd, Co, Pb, Cr e Ni (POLECHONSKA et
al., 2015), Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Chama (F AAS) para Mn
(MATSUSHIMA, MESHITSUKA, NOSE, 1993). Variados procedimentos de
especiacdo de manganés foram relatados na literatura, empregando técnicas
cromatograficas, métodos de extracdo em fase sélida (YALCIN; FILIK; APAK, 2012)
e Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS)

(SOLOVYEV et al., 2017).



As técnicas convencionais para determinacdo de Mn, como AAS, fornecem
alta precisdo e sensibilidade, mas possuem grandes desvantagens, tais como
elevado custos de aquisicdo e manutengdo e baixa portabilidade. Técnicas
eletroquimicas como voltametria, oferecem uma alternativa mais simples e
econdmica, com limites de detec¢cdo adequados para diversas aplicagdes analiticas

(KANG et al., 2014).

1.4 Técnicas eletroquimicas

A eletroquimica estuda a relagdo de sistemas elétricos em processos
quimicos. Em sistemas eletroquimicos, o interesse se deve aos processos e motivos
que afetam o transporte de cargas através de uma interface quimica (BARD et al.,
2000). Esse método leva em consideracao caracteristicas elétricas (corrente elétrica,
diferenca de potencial, acumulo interfaciais de cargas e outros) (PACHECO et al.,
2013), em uma reacao redox, ou seja, com transferéncias de cargas.

A medida é realizada a partir da transferéncia de carga na interface do
eletrodo em solucéao e tem como fundamento a geragao de corrente elétrica nao nula
(dindmica). A corrente total do sistema € a soma da corrente faradaica, advinda da
reacdo de oxirredugdo do analito de interesse e a corrente capacitiva, que é
proveniente da dupla camada elétrica, que se forma na interface eletrodo/solugao
(PACHECO et al., 2013). O potencial em técnicas eletroquimicas € analogo ao
comprimento de onda em técnicas 6pticas (WANG, 2006).

As vantagens das técnicas eletroquimicas sao inumeras, incluem
sensibilidade e seletividade adequadas para inUmeras aplicacdes analiticas, além de

especificidade para espécies eletroativas. Possui ampla faixa linear de trabalho,



portabilidade e instrumentacdo de menor custo em relagdo aos de AAS, capacidade
de especiacdo do analito de interesse, monitoramento ambiental, permitem ensaios
de ambientes incomuns (WANG, 2006; PACHECO, 2013). Contudo, apresentam
desvantagens quanto a perda ou irreprodutibilidade nas medidas (LOWINSOHN,

BERTOTTI, 2006).

1.5 Modalidades da voltametria

1.5.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica € uma técnica que mede a corrente em funcédo do
potencial a partir de uma reacao redox e fornece informagdes sobre a termodinamica
dos sistemas redox e a cinética de sistemas heterogéneos (WANG, 2006). A
voltametria € um processo dindmico, ou seja, que produz corrente, fundamentada na
polarizacdo em uma interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e camada da
solucdo de interesse (PACHECO et al., 2013). A velocidade que ocorre 0 processo
de oxidac&o ou reducéo é dependente da transferéncia de massa da solucao para a
superficie do eletrodo. (SKOOG et al. 2006). Nessa técnica, a resposta da
intensidade da corrente é um ciclo inteiro ou ciclo parcial, conhecido como
voltamograma ciclico, construido por uma varredura de potencial em uma direcao e,
posteriormente, na direcdo oposta a inicial. O sentido pode ser tanto positivo como
negativo, dependendo da substancia analisada (FONSECA; PROENCA; CAPELO,
2015)

Na Figura 1, € possivel verificar a resposta do varredura linear do potencial
realizado em uma solugdo em repouso, utilizando uma onda de potencial triangular

(WANG, 2006).
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Figura 1- Forma de onda de potencial variando com o tempo
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Fonte: Adaptado de Fonseca, Proenga, Capelo (2015)

As celas eletroquimicas mais comuns sdo formadas por dois ou trés eletrodos
(PACHECO et al., 2013). Um eletrodo de trabalho que se polariza, um eletrodo de
referéncia que permite o controle do potencial sobre o eletrodo de trabalho e um
eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo area relativamente maior que o de trabalho que
tem como intuito minimizar as pertubacgdes elétricas, auxiliando para que o eletrodo
de referéncia cumpra sua funcao sem interferéncias quando um potencial é aplicado
na célula eletrolitica (PACHECO et al., 2013). Também é de grande importancia a
escolha de um eletrdlito de suporte, esse deve possuir alta solubilidade, ndo pode
reagir com espécies presentes na cela eletrolitica e ndo ser oxidado ou reduzido na
faixa de potencial aplicado. Algumas das fun¢des do eletrdlito de suporte é manter
os coeficientes de atividades das espécies eletroativas praticamente constantes,
diminuindo a espessura da camada elétrica (AGOSTINHO; VILLAMIL; ARANHA,
2004).

A escolha da técnica de voltametria ideal para a andlise depende do tipo de

informacdo qualitativa e/ou quantitativa que se deseja obter sobre o analito ou do
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sistemas redox formado ou sobre a interacdo entre o analito e o eletrodo de trabalho

(PACHECO et al., 2013).

1.5.2 Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada é uma técnica amplamente utilizada para
andlises quantitativas. Oferece algumas vantagens tais como a frequéncia analitica
e sensibilidade desejaveis (SKOOG et al., 2006), com limites de deteccao
comparaveis aos obtidos por técnicas espectroscédpicas (DE SOUZA; MACHADO;
AVACA, 2003).

Nesta técnica uma onda quadrada simétrica (AE,) é sobreposta a uma rampa
de potencial (AEs) na forma de escada aplicada a um eletrodo de trabalho, conforme
a Figura 2. A corrente é amostrada duas vezes, durante cada ciclo de onda
quadrada, uma no final do pulso direto, quando o sentido do pulso € igual ao sentido
da varredura e outra no final do pulso reverso, quando a direcdo do pulso é contraria

a direcao da varredura (WANG, 2006).
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Figura 2 - Forma de aplicagéo do potencial na voltametria de onda quadrada
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Fonte: Adaptado de Pacheco et al., 2013

O voltamograma é resultante da diferenca entre as correntes obtidas no pulso
direto e reverso para cada incremento de potencial aplicado (PACHECO et al.,

2013).

1.5.3 Voltametria de redissolucao catodica e anddica

As técnicas de redissolucdo englobam um grande numero de sistemas
eletroquimicos que contém uma etapa de pré-concentracdo do analito (etapa de
deposicao) e depois uma etapa de varredura, resultando em uma grande vantagem
na utilizacdo do método em analises de tracos, pois 0 analito pode ser concentrado
por fatores de 100 a 1000 vezes (SKOOG et al., 2006). A pré-concentracao é feita
por eletrodeposi¢cdo em um tempo controlado e potencial de deposigéo é geralmente
0,3-0,5 V mais negativo que o potencial de reducao do ion analisado. Além disso,
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fatores como dimenséo do eletrodo e velocidade de agitacao alteram os resultados
da analise (SKOOG et al., 2006; WANG, 2006).

A etapa de deposicao é fator importante para a sensibilidade da técnica.
Nessa etapa, a solugdo se mantém em agitacdo e ocorre a deposi¢cao na superficie
do eletrodo. Apds o tempo de deposicdo pré-selecionado ter sido alcangado, a
agitacao é interrompida e o analito depositado pode ser determinado por voltametria
ou potenciometria. Nesta segunda parte, o analito € redissolvido para a solucao,
(SKOOG et al., 2006; WANG, 2006). A voltametria de redissolucao apresenta duas
variagdes, na redissolucdo catédica (CSV), aplica-se um potencial positivo ao
eletrodo de trabalho, que atua como anodo na etapa de deposi¢cao e como catodo na
etapa de redissolugdo. Na redissolugcdo anodica (ASV) ocorre o inverso da CSV
(SKOOG et al. 2006).

Na literatura diversos trabalhos sao apresentados empregando a voltametria
de redissolucao para determinacdo de manganés. Stozhko e colaborados (2005)
propuseram o0 uso de um eletrodo modificado de grafite com formazan em meio
amoniacal (pH 9) para a determinagdo de manganés em aguas. Neste trabalho
antiménio foi considerado um interferente que pode ser minimizado com a oxidacao
de Sb(lll) para Sb(V) utilizando oxidacdo quimica ou radiacdo UV. Interferentes
organicos foram eliminados ap6s digestdo empregando radiacdo UV e aquecimento
a 90°C por 1 hora na presenca de perdxido de hidrogénio. Em outro trabalho
apresentado na literatura, um sensor eletroquimico a base de cobre e eletrodo de
paladio foi empregando para a determinacdo de Mn em aguas (KANG et al., 2014).
Nesse trabalho, o Fe(ll) foi considerado um interferente em uma concentracao acima
de 0,5 mg L', atribuida ao fato que este elemento pode reduzir quimicamente o

MnO; a Mn(ll) mais efetivamente que o potencial aplicado ao eletrodo. Outro
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trabalho foi realizado com um eletrodo de carbono comercial modificado foi
empregado e, neste estudo, os autores concluiram que possiveis cations, tais como
Al(l1), Cu(ll), Fe(ll) e Pb(ll), causam interferéncias na determinacdo de manganés
(BERG et al, 2016). A voltametria de redissolucao foi empregada para a
determinacao de manganés em amostras de vinhos (BURMAKINA et al., 2016),
utilizando eletrodo de grafite com eletrélito de suporte com aménia (pH 9,2) e
corrigido (pH 5). De acordo com os autores, nenhuma interferéncia foi observada
neste procedimento.

De acordo com os trabalhos apresentados na literatura, empregando a
voltametria de redissolugédo para a determinacdo de manganés, espécies organicas
e inorganicas podem interferir na determinagédo deste analito e em diversos casos,
uma etapa de preparo de amostra adicional € necessaria para a remocao de
interferentes. Neste trabalho um procedimento empregando a voltametria de
redissolucdo catoédica de onda quadrada é proposto para o fracionamento de

manganés em amostras de cha preto (Camellia sinensis (L.) Kuntze).

15



2 OBJETIVO

Esse trabalho tem como objetivo desenvolver um procedimento para a
fracionamento de manganés em amostras de cha preto (Camellia sinensis (L.)

Kuntze) empregando a voltametria de onda quadrada com redissolugéo catodica.

2.1 Objetivos especificos

e Realizar o fracionamento de manganés livre em amostras de cha preto sem

uma etapa de preparo de amostra adicional.

e Determinar a concentracdo de manganés total em amostras de cha preto.

o Estabelecer condi¢des satisfatérias para a extragdo de manganés(ll) livre por

ponto nuvem, e com isso obter o fracionamento de manganés na amostra de

cha preto.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucoes

Todas as solucbes empregadas neste trabalho foram preparadas em agua
ultrapura, tipo 1 (18 MQcm), (Gehaka, Sao Paulo, Brasil). A Tabela 1 apresenta os

reagentes utilizados para o desenvolvimento desse trabalho.

Tabela 1 - Lista de reagentes utilizados

Reagente Teor Empresa
Quercetina P.A -
Catequina P.A -
Triton X-100 P.A Amresco
Triton X-114 P.A Sigma-Aldrich
Acido nitrico 65% Merck
Peréxido de hidrogénio 30% Dinamica
Solucao estoque padrao de 1000 mg L™ Tritisol
Mn
Hidroxido de sodio P.A Qhemis
Fosfato monobasico de sédio P.A Vetec
Acido acético 99% Vetec
Fosfato diacido de sédio P.A Vetec
Acetato de sddio P.A Vetec
Etanol P.A Synth
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Solugbes padroes de manganés foram preparadas por diluicbes sucessivas
de uma solucdo padrdo contendo 1000 mg L™ (Titrisol) do analito. Solugdo tampao
de é&cido fosférico/fosfato 0,1 mol L' foi preparada a partir da dissolugcdo de
quantidades apropriadas de fosfato diacido em agua, ajustando o pH com NaOH
(Qhemis). Solucdo tamp&o de acido acético/acetato 0,1 mol L™ foi preparada pela
adicdo de quantidades apropriadas de acido acético e acetato de sédio em agua
deionizada. Solucdo de catequina 1 mmol L' foi preparada solubilizando
quantidades apropriadas do reagente em uma mistura de etanol e Triton X-100,
completando o volume em baldo volumétrico de 25 mL com tampéo fosfato (pH 8). A
solucdo de quercetina 1 mmol L, foi preparada da mesma forma.

Para estudos eletroquimicos das espécies de manganés presentes nas
amostras de chas, preparou-se um complexo adicionando quantidades iguais de
catequina ou quercetina 1 mmol L' com manganés de mesma concentracdo. Em

seguida a solucao foi aquecida por duas horas (80°C).

3.2. Instrumentacao
Todas as medidas voltamétricas para a determinagdo de manganés foram

realizadas empregando-se um potenciostato modelo Vertex (lvium Technologies,
Eindhoven, Holanda). Demais parametros de operacao estao apresentados a seguir:

e Eletrodo de trabalho de carbono vitreo (ECV) — &rea 5,172 mm?.

o Eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCl saturado).

e Eletrodo auxiliar de platina.

e Sofware IviumSoft 2,5, fornecido pelo fabricante, para aquisicado dos

dados.
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Um espectrébmetro de absorcdo atémica SpectrAA-220 (Varian®, Victoria,
Australia) foi empregado para comparar os resultados obtidos para a determinagéo
de manganés em amostras de cha com aqueles obtidos pelo procedimento
proposto. Todas as medidas foram realizadas em ftriplicata. Os parametros
instrumentais de operacgao utilizados estdo apresentados abaixo:

e Lampada de catodo oco de Mn - Varian®, Victoria, Australia;
comprimento de onda da lampada 279,5 nm.

e Lampada de corretor de fundo de deutério.

e Resolugao espectral 0,2 nm.

e Chama ar-acetileno (oxidante).

3.2.1 Amostra de cha preto

Preparou-se o cha preto conforme orientagao do fabricante, cerca de 2,1 g de
amostra do cha foram pesadas e em seguida foram adicionados 200 mL de agua
deionizada a 100° C. Em seguida, as amostras foram filtradas em membranas de
acetato de celulose de 0,45 um e mantidas sob refrigeracdo até a medida analitica.

Para a determinacdo de Mn livre no método proposto eletroquimico, a
amostra de infusdo foi diluida 100 vezes em uma célula eletrolitica com tampao
acetato/acético 0,1 mol L™ e a quantificacdo do analito foi realizada pelo método de
adicao de padréo.

A determinacdo de manganés total pelo método eletroquimico foi realizada
apds digestdo acida empregando 1 mL de acido nitrico concentrado, 0,25 mL de
peréxido de hidrogénio (30%) e 3 mL de cha preto, seguido por aquecimento por 1
hora em bloco digestor (90°C) e o pH corrigido com NaOH (3 mol L™).
Posteriormente, o digerido foi diluido 50 vezes em uma célula eletrolitica com
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tampao 4cido acético/acetato 0,1 mol L' seguida da determinacdo pelo método de

adicao de padréo.

3.3 Procedimento de referéncia

Para comparagao dos resultados obtidos para o fracionamento de manganés
as amostras de chas foram submetidas a extracao liquido-liquido em ponto nuvem.
Em um tubo de 15 mL foram adicionados 1 mL da amostra de cha preto seguido da
adicao de 1,0 mL de Triton X-114 (5%, v/v). Em seguida, a amostra foi submetida ao
aquecimento em banho termostatizado (45°C) por 10 min e em seguida centrifugada
por 15 min (3000 rpm). Apdés a separacdo das fases, foi utilizada a fase
correspondente ao Mn(ll) livre (Fase aquosa) para quantificacdo no F AAS pelo
método de adicao de padréo.

Para determinacao de Mn total no F AAS, as amostras foram filtradas em
membrana de acetato de celulose, e em seguida as amostras foram submetidas as

leituras por F AAS, pelo método de adicdo de padrao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A determinacdo de manganés empregando técnicas eletroanaliticas é
relatada em diversos trabalhos na literatura (GRYGO-SZYMANKO; TOBIASZ;
WALAS, 2016). Nestes procedimentos, a determinacdo de manganés em diferentes
amostras foi realizada considerando apenas as espécies de manganés livres em
solucdo. Nestas aplicagdes, a determinacao ocorreu em amostras na auséncia de
espécies que possam reagir com este metal, levando a formacdo de complexos
estaveis, o que poderia ocasionar na diferenciacdo do perfil eletroquimico da
espécie livre em solucdo. Visando avaliar o perfil eletroquimico das espécies de
manganés, foram registrados voltamogramas ciclicos obtidos para uma solugéo
padrdao do analito e também na presenca de flavonoides, comumente encontrados
em infusdes preparadas a partir da planta Camellia sinensis. Considerando que esta
espécie € rica em flavonoides, uma infusao, tipica preparada com amostras de chéas
comercialmente disponiveis, apresenta teores elevados destas espécies (LIMA et
al., 2009). Este estudo teve como finalidade verificar se na presenca de alguns
flavonoides, que podem formar complexos com manganés, existiria alteracdo no
perfil eletroquimico deste analito, o que ocasionaria interferéncia na determinacao
deste metal em amostras de cha.

Para os estudos do perfil voltamétrico foram obtidos voltamogramas ciclicos
para solucdes contendo manganés e dois flavonoides, catequina e quercetina, assim
como os complexos formados entre estes flavonoides e o metal, de acordo com
informacdes obtidas na literatura. Na Figura 3 sdo apresentados os voltamogramas

ciclicos obtidos em presenga de catequina e na Figura 4 na presenga de quercetina.
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De acordo com os resultados obtidos nas Figuras 3 e 4, os ions livres Mn(ll)
possuem potencial de oxidacdo em 0,75 V (ARNDT, 2009). Os complexos de [Mn
(quercetina)] e [Mn(catequina)] apresentaram o mesmo pico de oxidagdo em 0,75 V
em uma menor amplitude. E importante destacar que, embora tenha ocorrido a
formacao do complexo dos flavonoides com o metal, confirmado pela mudanca de
coloragao da solugao, em equilibrio parte do metal permanece livre em solugéo. Na
literatura ndo sao apresentados dados dos valores da constante de formagao destes
complexos. Portanto, o sinal observado para a solugdo contendo manganés na

presenca dos dois flavonoides pode ser atribuido a presenca de metal livre.

Figura 3 - Voltamogramas ciclicos de 1 mmol L' de catequina, 1 mmol L' de Mn** e
do complexo [Mn(catequina)]. Eletrélito: tampéao fosfato (pH 8); velocidade de
varredura: 100 mV s™'; incremento de potencial: 5 mV.
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Figura 4 - Voltamogramas ciclicos para solucdes contendo de 1 mmol L-' de
quercetina, 1 mmol L™ de Mn?* e do complexo [Mn(quercetina)]. Eletrélito (Branco):
tampao fosfato (pH 8); velocidade de varredura: 100 mV s™.
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O potencial de reducdo em -0,52 V observados nos voltamogramas
apresentados nas Figuras 3 e 4 pode ser atribuido a presenca de oxigénio dissolvido
em solugcdo. Para confirmar se o pico € correspondente a reducdo do oxigénio, e
eventualmente eliminar possiveis interferéncias, foram obtidos voltamogramas
ciclicos para uma mesma amostra de cha preto antes e ap6s a remog¢ao do oxigénio
da solugao previamente as medidas (DE SOUZA et al., 2011). Conforme observado
na Figura 5, ndo houve variagéo significativa na regido de monitoramento do analito
apdés a remocgao de oxigénio com nitrogénio. Sendo assim, experimentos seguintes

foram realizados sem a necessidade de remocao do oxigénio.
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Figura 5 - Voltamogramas ciclicos para uma amostra de cha preto obtida em
diferentes condicdes: (a) eletrélito de suporte; (b) amostra sem remogao de oxigénio
(c) remocéao do oxigénio (borbulhando nitrogénio na amostra por 15 min). Intervalo
de potencial (0,0 a +1,5 V: +1,5 a -1,0: -1,0 a 0,0). Demais condi¢Oes iguais da
Figura 4.
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4.1 Otimizacoes para voltametria de onda quadrada

Na literatura sdo apresentados trabalhos que reportam a determinacao de
Mn(ll) por voltametria de redissolugcdo catddica. As medidas sdo baseadas na
formacao de 6xidos do metal que se adsorvem a superficie do eletrodo de carbono e
posterior redissolugcdo do metal (FELIX et al, 2005; LIMA, 2014). A determinacéo
voltamétrica de manganés € dependente do pH, conforme Equagbes 1 a 4 (FELIX et
al., 2005).

A equacao 1 é proposta por Rodrigues, Munichandraiah, Shukla, 1998:

Mngg)™" +2H 2001y > MOy +4H oq)" +2¢ = Eq. 1
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Essa reagdo ndo ocorre em uma etapa, pois € pouco provavel que 2 elétrons
. . o . 24 . ~
sejam transferidos em uma unica etapa. Com isso, o Mn“* sofre uma oxidacao para
Mn3+
Em pH abaixo de 7, o0 Mn®*" pode obedecer a equaco 2:

3+ 2+ 4+
2 Mn(aq) g Mn(aq) + Mn (aq) Eq 2

Ou a Equacao 3:

Mn(aq)3+ + 2H 20(1) —MnOOH +3H +(aq) Eq 3

E posteriormente, ocorre a oxidacdo do MnOOH, conforme a Equacéo 4:

MnOOH - MnO,,_, +H )" +e~ Eqg. 4
(s) TH (aq) q

De acordo com a literatura o préprio Mn** pode levar ao diéxido de manganés
(DAVIES, 1968). Conforme a Equacao 5.

4+ +
Mn(aq) + 2H 20(1) - MHOZ (s) +4H (aq) Eq 5

Em funcédo destes estudos, neste trabalho optou-se por fixar o pH em 4,5,
considerado o ideal para a detecgdo do manganés, pois se obtém uma maior
sensibilidade na detecgdo do metal (LIMA, 2014). O tampao acetato de sddio/ &cido
acético foi o escolhido como eletrélito de suporte pela facilidade do preparo,
eficiéncia na estabilidade do pH e menor forga idnica (AGOSTINHO; VILLAMIL;
ARANHA, 2004). Medidas empregando redissolucdo catddica necessitam de uma
etapa de limpeza do eletrodo de trabalho, minimizando efeito de memdbria
ocasionado pela deposicdo do analito na superficie do eletrodo em etapas

sucessivas. Com base na literatura o potencial de condicionamento -0,5 V é
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considerado suficiente (FELIX et al, 2005) para a limpeza. Esta etapa de
condicionamento foi implementada em todas as medidas.

Os parametros eletroquimicos da voltametria de onda quadrada podem
influenciar diretamente no sinal analitico. A otimizagcao de parametros eletroquimicos
€ uma etapa importante no desenvolvimento de um procedimento analitico, pois a
precisdo, seletividade e sensibilidade podem ser afetadas de acordo com as
condigdes de trabalho (DE SOUZA, MACHADO, AVACA, 2003). Considerando estes
aspectos, diversos parametros eletroquimicos foram otimizados pelo método
univariado com a finalidade de se obter uma relacdo de compromisso entre
sensibilidade, precisdo e seletividade para a determinacdo de manganés em
infusbes preparadas a partir da planta Camellia sinensis, empregando voltametria de
onda quadrada.

O efeito da amplitude no sinal analitico de manganés foi avaliado no intervalo
de 10 a 100 mV para solucdes de manganés e os resultados estdo apresentados na
Figura 6. Como pode ser observado, o sinal analitico aumentou com o aumento da
amplitude de pulso e maiores sinais foram obtidos com 100 mV. Com a finalidade de
diminuir a corrente capacitiva na técnica de SWV a aplicacao de pulsos de potencial
é aplicado na forma de escada, no qual a amplitude € a magnitude de pulsos
aplicados, a frequéncia a passagem de pulsos por segundo em um mesmo ponto, e
o degrau de deposicao (step) € um incremento a variacao do degrau da escada (DE
SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). O potencial de 100 mV foi considerado
satisfatorio por apresentar maior sinal analitico e menor desvio padrao quando

realizados em triplicata, ndo sendo necessario a aplicagao de potenciais maiores.
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Figura 6 - Avaliacdo do efeito do aumento da amplitude no sinal analitico para a
determinacdo voltamétrica de manganés. 50 pg L' de Mn?. Potencial de
condicionamento de -0,5 V durante 30 s. Potencial de deposi¢do de 1,2 V por 60 s.
Frequéncia 20 Hz. Incremento de potencial 4 mV. Tampao HAc/Ac (pH 4,5).
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A frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potencial foi avaliada no intervalo de
10 a 100 Hz e a variacao do sinal analitico em funcao do potencial esta apresentado
na Figura 7. A Figura 8 apresenta os voltamogramas obtidos para a avaliagdo do

efeito do aumento da frequéncia no sinal analitico.
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Figura 7 - Avaliacdo do efeito do aumento da frequéncia no sinal analitico para a
determinacdo voltamétrica de manganés. 50 pg L' de Mn?*. Potencial de
condicionamento de -0,5 V durante 30 s. Potencial de deposi¢do de 1,2 V em 60 s.
Amplitude 100 mV. Incremento de potencial 4mV
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O sinal analitico aumentou com o aumento da frequéncia, no entanto, para
valores acima de 60 Hz maiores desvios foram observados. O aumento da
frequéncia, provoca um alargamento nos picos de redissolucao catddica do Mn(ll) e
pode levar a uma sobreposicdo de outros picos de outras espécies presentes na
amostra, e que possuem o sinal préximo ao do Mn(ll). Visando evitar interferéncias

de outras espécies, a frequéncia de 60 Hz foi selecionada para estudos posteriores.
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Figura 8 - Voltamogramas do efeito do aumento da frequéncia para a determinacao
voltamétrica de manganés. 50 ug L™ de Mn?*. Potencial de condicionamento de -0,5
V durante 30 s. Potencial de deposi¢cao de 1,2 V em 60 s. Amplitude 100 mV.
Incremento de potencial 4 mV. (a) 10, (b) 20, (c) 30, (d) 40, (e) 50, (f) 60, (g) 70, (h)
80, (i) 90 e (j) 100 Hz.
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A variacao do sinal em funcédo do incremento de potencial (step) foi avaliada
no intervalo de 1 a 10 mV, e os resultados estdo apresentados na Figura 9.
Melhores resultados foram obtidos quando o incremento de 2 mV foi empregado,

proporcionando melhor precisdo nas medidas.
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Figura 9 - Avaliacdo do efeito do aumento do incremento de potencial no sinal
analitico para a determinagdo voltamétrica de manganés. 50 pg L' de Mn*.
Potencial de condicionamento de -0,5 V por 30 s. Potencial de deposi¢do de 1,2 V
por 60 s. Amplitude 100 mV. Frequéncia 60 Hz. Tampao HAc/Ac

5,4%10" 1
e
o 4.8x10°-
8
'S 4.2010° o _
8 I/t_' i )7
g bl 2 \\:\\.f’/:
M 3.6x10° e
2
{ L]
3,0%10° 1

L]
0 2 4 5] g 10

Incremento de potencial (mV)

Uma alternativa para aumentar a sensibilidade em medidas voltamétricas é
aumentar o tempo que é aplicado um potencial, mantendo a solugdo sob agitacao
para facilitar o transporte de massa do analito por convecgao, junto a superficie do
eletrodo. Quanto maior o tempo, maior a concentragdo do metal depositado (WANG,
2006). O efeito do tempo de deposicao foi avaliado no intervalo de 0 a 200 s e 0s

resultados obtidos estdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10 - Avaliagédo do efeito do aumento do tempo de deposi¢do no sinal analitico
para a determinacgdo voltamétrica de manganés. 50 pg L' de Mn?". Potencial de
condicionamento aplicado de -0,5 V durante 30 s. Potencial de deposicao de 1,2 V.
Amplitude 100 mV. Frequéncia 60 Hz. Incremento de potencial 2 mV.
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O sinal analitico aumenta com o aumento do tempo de deposicao. Buscando
estabelecer uma relagdo de compromisso entre aumento de sinal e frequéncia
analitica, o tempo de 90 s foi selecionado para estudos posteriores. A Tabela 2
apresenta os parametros otimizados e os valores selecionados para a determinacao

voltameétrica de manganés.
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Tabela 2 - Parametros eletroquimicos otimizados para a determinagédo de Mn por

ECV.
Parametros Valor otimizado
Potencial de condicionamento -0,5
V)
Tempo de condicionamento (s) 30
Potencial de deposicao (V) +1,2
Tempo de deposicao (s) 90
Amplitude (mV) 100
Frequéncia (Hz) 60
Degrau de potencial (mV) 2

4.2 Caracteristicas analiticas e aplicacao em meio aquoso

Apés a otimizacdo dos parametros eletroquimicos para a determinagcédo de

manganés, as caracteristicas analiticas foram obtidas nas condi¢cdes otimizadas. A

faixa de trabalho foi avaliada construindo uma curva de calibracdo por adicbes

crescentes do padrdo de Mn, conforme a Figura 11.
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Figura 11 - Resposta voltamétrica (area de pico) em funcdo da concentragdo de
manganés. Condi¢cdes otimizadas conforme Tabela 2.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 11, para o intervalo
avaliado nao foi observada correlagdo satisfatéria (r = 0,985). No entanto, melhor
linearidade (r = 0,998) foi observada no intervalo de concentragdo de 20 a 250 ug L
]

. Os voltamogramas correspondentes a curva de calibragcdo no intervalo de

concentragdo de 20 a 100 pg L™ estdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12 - Voltamogramas da curva de calibracdo de manganés. Condicoes
otimizadas conforme Tabela 2. (a) 20, (b) 40, (c) 60, (d) 80 e (e) 100 ug L™.

12

/A

-18 -

24

-30 4

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

E/V vs Ag/AgClI

Para o intervalo linear avaliado nas Figuras 11 e 12, a seguinte equacéao
linear foi obtida:
Ay, 20,21 +1, 3Gy 24+ (Mg L") Eq.6
onde Ay, é a darea de pico de redissolucdo catédica do Mn* e Cy,,. a
concentragdo de Mn?* em pg L. A Equacéo 6 apresenta coeficiente de correlago (r
= 0,999) considerado, estatisticamente, ajuste ideal para uma curva (RIBANI et al.,

2004).

4.2.1 Repetibilidade
A precisdo das medidas voltamétricas foi avaliada empregando as condi¢oes
otimizadas para 10 leituras sucessivas de uma solugdo contendo Mn 50 ug L. O

desvio padrao relativo (DPR) foi calculado conforme a equacao 7.
DPR = ~.100 Eq. 7
Sendo x a média das areas de pico e s 0 desvio padrdo das areas de pico.
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A Figura 13 apresenta o sinal analitico para 10 leituras e a Figura 14

apresenta o voltamograma da repetibilidade. O desvio padrdo relativo estimado

como 9,7%.

Figura 13 - Sinal analitico para 10 medidas consecutivas de 50 pg L™ de manganés.
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Figura 14 - Voltamogramas para 10 medidas analiticas consecutivas de 50 ug L™ de

manganés.
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De acordo com os voltamogramas de repetibilidade obtidos pode-se observar
um suave aumento progressivo do sinal que pode ser atribuido a adsor¢cdo do
analito na superficie do eletrodo. A adsor¢cdo que pode ser ocasionada pelos
reagentes ou analito, fornecendo uma resposta analitica maior ou menor, impedindo
a repetibilidade e/ou a reprodutibilidade eficaz (SOUZA, 2011). Ainda assim, o

desvio obtido para as dez medidas consecutivas foi abaixo de 10%.

4.2.2 Limite de deteccao e limite de quantificacao
O limite de deteccéo (LD) é a menor concentracao que pode ser detectada,

mas ndo necessariamente quantificada em uma andlise proposta. O LD pode ser
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obtido de trés formas: método visual, método sinal-ruido e método baseado em
parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2004).

O método adotado foi 0 baseado em parametros da curva analitica de acordo
com a Equacédo 8, na qual s é o desvio e B, o coeficiente angular do grafico de

calibracao.

O limite de detecgao foi estimado em 0,06 pg L™, para valor de s igual 6,83 x
10"%e Bigual a 3,80x 1078,

O limite de quantificagdo é a menor concentracdo da substéancia de interesse,
que pode ser quantificada na solugdo, com exatiddo e precisdo determinaveis
(BRITO et al., 2003). O valor do LQ foi estimado através da Equacao 9, naqual sé o
desvio padrao da resposta e B, o coeficiente angular do grafico de calibracdo. O

valor obtido foi igual a 0,2 pg L.

10xs

4.2.3 Aplicacao em amostras de cha preto comercial

Apés a otimizacao e a obtencao das caracteristicas analiticas, o procedimento
proposto foi aplicado na determinacdo de manganés em quatro amostras de cha
preto comerciais preparadas conforme recomendacdes do fabricante. Os resultados
obtidos foram comparados aos resultados obtidos por espectrometria de absorcéo

atdmica com chama (F AAS). A concentragdo de Mn na amostra de cha preto foi
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determinada pelo método de adicdo de padrdao pelos meétodos eletroquimico
proposto e de referéncia. Na Figura 15 é apresentada uma curva de calibragao
obtida para a determinacao voltamétrica de manganés pelo método proposto para a
amostra 1. A Figura 16 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos na
construgao da curva de calibragdo para a mesma amostra.

A curva de adicao de padrédo apresentou um coeficiente de correlagéo linear
igual a 0,999 sendo descrita pela Equagéao 10.

App, 28,54 40,33 Cpp 2+ (WgL))  Eq. 10

Figura 15 - Curva de adicdo de padrdo para a determinagcdo voltamétrica de
manganés em amostras de chas. Demais condi¢oes conforme Tabela 2. A amostra
1 foi diluida 100 vezes
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Figura 16 - Voltamogramas obtidos para a amostra 1 a sucessivas de adi¢cdes de
padrdao. Condicdes experimentais otimizadas da Tabela 2. Eletrodo de referéncia
Ag/AgCl (KCI saturado). (a) branco (b) amostra (c) 20 (d) 40 e (e) 60 ug L™ de
solucao padrao de Mn.
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Os picos crescentes observados na Figura 16 sdo correspondentes aos sinais
reducdo de manganés, e o perfil eletroquimico observado em trabalhos
apresentados na literatura (LIMA, 2014). A corrente aumenta em propor¢do ao
aumento da concentragdo do Mn adicionado a amostra. Com isso, pode-se concluir
que o metal eletroativo é responsavel pela corrente gerada (TONIETTO; GRASSI,
2012). De acordo com os resultados obtidos na Figura 15, a concentracdo de
manganés obtida pelo método proposto foi igual a (2,5 + 0,1 mg L™).

Para avaliar a exatiddo do método proposto a espectrometria de absorcao
atdmica com chama foi empregada para a determinagdo de manganés pelo método
de adicdo de padrdao. Esta estratégia foi adotada devido a variacdo de tenséo

superficial da amostra de cha. Empregando-se o0 método de adicdo de padréo,
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interferéncias na determinacéo total de manganés seriam observadas na amostra de
cha. A Figura 17 apresenta a curva de calibragcéo obtida, descrita pela Equagéo 11.

AbS 1, 20,24 40,14 Cpp, 5. (mgL)  Eq. 11

Figura 17 - Curva de calibracdo obtida pelo método de adigdo de padrdao por
espectrometria de absorcdo atdmica por chama para a amostra 1. A amostra foi
diluida 2 vezes.

Absorbancia

20 -15 -10 05 00 05 10 15 20
Mn (mg L™)

A concentracdo de manganés determinada por F AAS correspondeu a (3,3 £
0,14 mg L™"). De acordo com os resultados apresentados para a amostra 1, o valor
obtido para o método proposto foi cerca de 25 % menor que o obtido por
espectrometria de absor¢do atbmica com chama. O menor valor obtido pelo método
proposto pode ser atribuido a presenca de componentes da matriz, especialmente
compostos orgéanicos, que podem formar complexos estadveis com o analito,
alterando seu perfil eletroquimico, tornando o metal indisponivel e ocasionando uma

diminui¢do do sinal analitico.
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Considerando a hip6tese de que espécies organicas poderiam ocasionar a
diminuigdo do sinal analitico, uma etapa de preparo de amostra visando a digestao
da matéria organica foi implementada empregando a digestdo acida com
aquecimento. No entanto, esta etapa foi realizada apenas para as demais amostras
devido ao total consumo da amostra 1 nos testes iniciais. Para a digestdo da
amostra foi empregado 1 mL da amostra e adicionados 1 mL HNO3 e 0,25 mL H2O,,
seguido do aquecimento em chapa de aquecimento (90 °C) por 45 min.

As Figuras 18 a 23 apresentamos voltamogramas obtidos antes e apds a
etapa de digestdo para as amostras 2 a 4 e a Tabela 4 apresenta as equagdes
obtidas pelo método de adigcdo de padrdo para todas amostras de cha diluidas

obtidas apds a eliminacao da matéria organica.

Tabela 3 - Equacdes obtidas pelo método de adicdo de padréo referente a média
para todas amostras de cha obtidas ap6s a eliminacdo da matéria organica .

Amostra Equacao Coeficiente de correlacao
2 Ay 21,11 40,12 Cppy 24 (g L) 0,999
3 A =542 40,71 Cppy 24 (UgLT) 0,999
4 App 23,54 40, 64 Cpy, 24 (ML) 0,997
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Figura 18 — Voltamogramas obtidos para a amostra 2. Condigbes experimentais
otimizadas da Tabela 2. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo. (a) branco (b) amostra

()10 (d)20 e (e) 30 ug L™.
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Figura 19 - Voltamograma amostra 2 apds digestao acida. Condicoes experimentais
otimizadas da Tabela 2. Eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCl saturado). (a) amostra

(b) 10 (c) 20 e (d) 30 ug L™
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Figura 20 - Voltamogramas amostra 3. Condigbes experimentais otimizadas da
Tabela 2. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo. (a) branco (b) amostra (c) 10 (d) 20 e

(e)30 ug L.
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Figura 21 - Voltamograma amostra 3 apés digestao acida. Condicbes experimentais
otimizadas da Tabela 2. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo (a) amostra (b)10 (c) 20

e(d)30puglL™
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Figura 22 - Voltamogramas amostra 4. Condigbes experimentais otimizadas da
Tabela 2. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo. (a) branco (b) amostra (c) 10 (d) 20 e
(e)30 ug L.
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Figura 19 - Voltamograma amostra 4 apds digestdo acida. Condigbes experimentais
otimizadas da Tabela 2. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo (a) amostra (b)10 (c) 20
e(d)30pugL™".
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Os voltamogramas apresentados nas Figuras 19, 21 e 23 apresentam um
deslocamento no pico para potenciais mais positivos. Considerando que estas
amostras foram submetidas ao processo de digestdo acida, seguida da
neutralizagdo do &cido remanescente, nestas condi¢cdes a forga ibnica do meio foi

alterada, em comparagdo aos estudos realizados sem a etapa de digestao. Este
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deslocamento pode ser atribuido ao aumento da forga ibnica do meio, no qual a
deposicado do analito na superficie do eletrodo depende também da forga idnica do
meio (MONTEIRO et al., 2013).

Com base nos resultados, foi calculada a concentragdo de Mn?* e o Teste F
aplicado, conforme a Equacéo 12, utilizando 95 % de confianga para dois graus de
liberdade. Na qual S? e S5 sdo as variancias de duas amostras com coeficiente de

confianga de 95%.

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para a determinagdao de

manganés total em amostras de cha.

Tabela 4 — Determinacdo de manganés total em amostras de cha. Concentragdes

em mg L (n=3). Ferico = 19 (95% de confianga).

Manganés total (mg L)

Amostras
Proposto  Referéncia F
2 328+0,13 3,42+0,20 2,83
3 3,05+0,23 3,29+0,13 2,19
4 243+0,17 266+0,15 1,9

O teste F indica que as variancias entre o procedimento proposto e os
métodos de referéncia sdao comparaveis. Os resultados obtidos para todas as
amostras analisadas pelo procedimento proposto estdo em concordancia (95% de

confianca) com os obtidos por F AAS.
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Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados obtidos para a determinagao
de manganés sem a etapa de digestdo da amostra. Conforme apresentando
anteriormente, as concentragdes do analito foram sistematicamente menores que as
obtidas ap6s o procedimento de digestdo. Uma provavel justificativa para a menor
concentragdo observada pode ser relacionada a complexagcdo de manganés
presente na amostra por moléculas orgéanicas, tais como flavonoides e acidos
organicos, presentes em elevadas concentragdes em amostras de chas (LIMA et al.,
2012). Neste caso, uma hipotese possivel para a menor concentracdo de analito
observada € que a quantidade de manganés determinada pelo método eletroquimico
proposto é relativa a fragédo livre presente na amostra, excluindo-se a fragcao ligada

as moléculas organicas.

Tabela 5 — Determinacao de Mn (ll) livre em amostras de cha preto.

Amostra Livre (mg L") Total (mg L") (%)
1 2,10 3,05 69
2 2,58 3,42 75
3 2,32 3,29 71
4 1,70 2,66 64
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4.3 Fracionamento de manganés em amostras de chas

Para comprovar que o método proposto para a determinagéo eletroquimica de
manganés, sem a etapa de digestdo da amostra, consegue discriminar a fragdo de
manganés livre da fracdo organica, uma etapa de extracdo liquido-liquido foi
implementada. A extragdo em ponto nuvem empregando surfactante nao-idnico foi
utilizada para evitar o uso de solventes orgéanicos, de acordo com o procedimento ja
apresentado na literatura (YALCIN, FILIK, APAK, 2012). Durante o processo de
extracdo, apds a adicdo de surfactante (Triton X-114), seguido do aquecimento,
duas fases distintas sdo observadas, uma fase rica em micelas, no qual espécies
organicas sao extraidas para o interior das micelas e outra fase pobre, prevalecendo
espécies hidrofilicas. Desta forma, separando as duas fases, por centrifugacéo, é
possivel obter separadamente as duas espécies presentes na amostra de cha.

Para avaliar o perfil eletroquimico de manganés, na presenca de surfactante,
voltamogramas ciclicos foram obtidos em presenca de Triton X-114, em quantidades

aproximadas daquelas obtidas na fase rica, conforme apresentado na Figura 24.
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Figura 24 - Voltamogramas ciclicos obtidos para solu¢gdes de manganés (50 pmol L
') em (---) meio aquoso (—) Triton X-114.
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De acordo com a Figura 24, em presenca de Triton X-114 um pequeno
deslocamento e aumento do pico de oxidagao em 0,66 V foi observado. A presenca
de surfactantes pode alterar parametros eletroquimicos, tais como potencial e
corrente de pico, pois promove a limpeza na superficie do eletrodo, melhorando a

atividade do eletrodo (GALLI et al., 2006).
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4.3.1 Caracteristicas analitica em meio Triton X-114

4.3.1.2 Repetibilidade

A precisao do procedimento em presenca de Triton X-114 foi avaliada para 10

leituras consecutivas de padrdo de Mn?* e meio de surfactante, conforme a Figura

27.

Figura 25 - Sinal analitico para 10 medidas consecutivas 10 ymol L' de manganés
com Triton X-114 (5%). Eletrélito de suporte tampao acetato 0,01 mol L™ (pH 4,5).
Potencial de condicionamento de -0,5 V durante 30 s. Potencial de deposi¢cao de 1,2
V. Incremento de potencial 10mV. Amplitude 50 mV. Frequéncia 20 Hz. Eletrodo de
trabalho ECV. Eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCI saturado).
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Em presenca de Triton X-114 resultados mais precisos foram observados. Tal
resultado pode ser justificado pela limpeza que o surfactante realiza na superficie do

eletrodo, evitando o processo adsortivo conforme relatado na literatura (GALLI et al.,
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2006). Na presenca de Triton X-114, obteve-se o desvio padrao relativo foi igual a

2%

4.3.1.3 Linearidade

Apés os estudos de repetibilidade, foi avaliada a linearidade da resposta do
manganés em presenca de surfactante. A faixa de trabalho foi avaliada construindo
uma curva de calibragdo por adigdes crescentes de 10 ug L™ do padrao de Mn?2*

conforme a Figura 26.

Figura 26 — Resposta voltamétrica (area de pico) em funcdo da concentracao de
manganés com Triton X-114. Eletrélito de suporte tamp&o acetato 0,1 mol L™ (pH
4.5). Potencial de condicionamento de -0,5 V durante 30 s. Potencial de deposicéao
de 1,2 V. Incremento de potencial 10mV. Amplitude 50 mV. Frequéncia 20 Hz.
Eletrodo de trabalho ECV. Eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCI saturado).
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 28, para o intervalo
avaliado nao foi observado correlacdo adequada (r = 0,901). No entanto, melhor

linearidade (r = 0,996) foi observada no intervalo de concentragdo de 10 a 50 pg L.
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Os voltamogramas correspondentes a curva de calibragdo no intervalo de

concentracdo de 10 a 50 ug L' estdo apresentados na Figura 27.

Figura 27 — Voltamogramas da curva de calibracdo de manganés com Triton X-114.
Eletrélito de suporte tampdo acetato 0,1 mol L' (pH 4,5). Potencial de
condicionamento de -0,5 V durante 30 s. Potencial de deposigéo de 1,2 V. Degrau
de potencial 10 mV. Amplitude 50 mV. Frequéncia 20 Hz. Eletrodo de trabalho ECV.
(a) 10 (b) 20 (c) 30 (d) 40 (e) 50 ug L' de Mn?*.
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Conforme observado na Figura 27, houve um alargamento do pico dos
voltamogramas na presenca e Triton X-114 em comparagao ao pico sem a presenca
de surfactante. Em presenca de Triton X-114, os limites de deteccéo e quantificacao
foram estimados em 1,34 e 4,42 ug L, respectivamente. Apds a obtencdo das
caracteristicas analiticas em presenga de Triton X-114, o procedimento proposto foi
aplicado para a determinagdo de manganés em amostras de cha apds o
procedimento de extracdo em ponto nuvem e com determinacdo voltamétrica de
manganés. Neste caso, a determinacdo de manganés ocorreu nas duas fases, rica
e pobre, referindo-se a determinacdo das organica e livre, respectivamente.

Interferéncias foram observadas na determinacdo de manganés em cha nas duas
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fases analisadas, e os resultados obtidos para a determinagdo de manganés nas
duas fases nao foram concordantes com os resultados obtidos empregando F AAS

método comparativo no F AAS.

4.4 Método Comparativo

Para verificar a exatiddo do procedimento proposto para a determinacao de
manganés total e livre foi realizada a determinagao do analito em amostras de cha
preto e os resultados foram comparados aos resultados obtidos pelo método
comparativo empregando extracao liquido-liquido e determinacéao por F AAS. Outras
trés amostras foram preparadas e submetidas a determinacdo de manganés pelos
dois métodos A Tabela 6 apresenta as equacdes obtidas pelo método de adicéo de
padrdo para as amostras de cha para determinagcdo de Mn(ll) livre pelo método

eletroquimico proposto.

Tabela 6 - Equacdes obtidas pelo método de adi¢cdo de padrao para determinacao
de Mn(ll) livre em outras amostras de cha pelo método eletroquimico.

Amostra Equacao Coeficiente de correlacao
5 App =2,50 +0, 22 Cppy 24 (Mg LD) 0,999
6 A =1,40 40, 15 Cppy 24 (UgLT) 0,990
7 App 22,41 40, 26 Cppy 24 (ML) 0,989

A Tabela 7 apresenta as equacdes obtidas pelo método comparativo no F

AAS (fase pobre).
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Tabela 7 - Equacdes obtidas pelo método de adigdo de padrao para determinagéo
de Mn(ll) livre ap6s extracéo liquido-liquido por F AAS.

Amostra Equacao Coeficiente de correlacao
5 App, 20,06 40,30 Cpp, 24+ (Mg L) 0,997
6 App 20,04 40,17 Cppy 24 (Ug L) 0,990
7 App 20.052 40, 22 Cppy 4 (MgLD) 0,992

Com base nos resultados obtidos com as curvas analiticas, a concentracao

de Mn(ll) livre foi calculada e a Tabela 8 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 8 — Determinacao de Mn(ll) livre em amostras de cha. Concentra¢cdes em mg
L™ (n=3). Faiico = 19 (95% de confianca).
Mn(ll) livre (mg L)

Amostras
Proposto  Referéncia F
5 1,09+0,22 1,05+0,10 15,00
6 0,92 +0,14 1,00+0,03 1,75
7 0,93+0,20 0,95+0,28 5,11

O teste F indica que as variancias entre o procedimento proposto e os
métodos de referéncia sdo comparaveis. Os resultados obtidos para todas as
amostras analisadas pelo procedimento proposto estdo em concordancia (95% de

confianga) com os obtidos por F AAS.
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5 CONCLUSOES

O método foi considerado satisfatorio para a determinacdo de manganés total
em amostras de cha preto. Quando comparado com o F AAS, os resultados foram
concordantes, embora uma etapa de digestdo acida tenha sido implementada, que
poderia ocasionar em perda de precisdo e exatiddo. Em relacdo a preparagdo da
amostra para determinagdao de manganés total, € importante destacar que a adigao
de NaOH para ajustar o pH deve ser baixa, pois pode interferir no deslocamento dos

picos voltamétricos.

O método proposto para a determinacdo de manganés, sem a etapa de
digestdo esta relacionado a fracdo livre de manganés presente na amostra.
Resultados obtidos através de uma extracdo liquido-liquido em um método
comparativo foram concordantes. Desta forma, o método proposto dispensa uma
etapa adicional de preparo de amostra, permitindo a determinacéo direta do analito

por voltametria por onda quadrada.
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