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RESUMO

O cobre ¢ um micronutriente essencial para a manutengao das funcdes bioldgicas de muitos
organismos vivos, portanto, baixas concentragdes desse elemento podem ser prejudiciais em
alguns ambientes. Na 4gua para hemodidlise concentra¢des acima de 100 ug L' de cobre pode
comprometer a saide de pacientes em tratamento de dialise. Diferentes técnicas de pré-
concentragao de cobre tem sido amplamente investigadas como etapa de preparo de amostras e
detec¢do por AAS, UV-Vis e técnicas eletroanaliticas, em diferentes matrizes. A Disposable
Pipette Extraction (DPX) ¢ uma técnica de extracdo de fase solida em ponteiras descartaveis
com rapida extracdo de analitos, quantidades reduzidas de adsorvente e baixos volumes de
solventes e amostras. Outra vantagem desta técnica € a possibilidade de utilizagao de diferentes
fases solidas acondicionadas no interior da ponteira. Desse modo, o uso do DPX com o uso da
polpa da semente de Moringa oleifera apresenta uma alternativa vidvel e de baixo custo. Uma
revisdo na literatura aponta que o uso da DPX na determinagdo de metais tem sido pouco
explorada, sendo que a maior parte dos trabalhos envolvem a DPX na determinagdo de
compostos organicos em matrizes variadas. O dispositivo DPX ¢ uma patente comercial, no
entanto, adaptagdes com ponteiras de micropipetas viabilizam o uso da técnica com o uso de
dispositivos acessiveis e de baixo custo. As sementes de Moringa oleifera Lam. sdo naturais,
de baixo custo e com um elevado potencial adsortivo, muito utilizadas em procedimentos de
extragdo e pré-concentragdo para varios metais. Este trabalho desenvolveu um procedimento de
extracdo e pré-concentracao usando a DPX com o dispositivo adaptado e a polpa de sementes
de Moringa Oleifera Lamarck como fase solida na determinagao de ions Cu(Il) em 4gua para
hemodidlise a niveis de ug L™, por F AAS. O dispositivo DPX proposto permite o uso de
ponteiras de micropipeta de 5 mL, seringa de 20 mL, adaptador cilindrico de polietileno, 13 de
vidro, sendo de facil operagdo, simples e baixo custo. Ensaios de caracterizagdo mostram que
as sementes de Moringa apresentam grupos funcionais caracteristicos do conteido proteico
(FT-IR), uma superficie irregular e rugosa, permitindo espacos ndo preenchidos, caracteristicos
de matriz heterogénea relativamente porosa (MEV) e superficie negativa acima de pH 4,2
favoravel a interacdo com espécies cationicas (pHpcz = 4,2). As varidveis de extracdo e pré-
concentragao otimizadas permitiu o uso de 10 mg da fase s6lida a 250 um, 6 ciclos de extracao
com novas por¢des de amostra a pH 6 e elui¢do com solugdo de 4cido cloridrico 0,5 mol L™
(250 pL). A curva de pré-concentragao apresentou uma linearidade satisfatoria de acordo com
os parametros avaliados (r = 0,9991, distribui¢do aleatdria dos residuos e teste de Mandel (9,14
< F=10,01). Foram obtidos fator de pré-concentragdo, limite de detec¢ao e recuperagao de 50,
0,64 ng L' e 92,9 - 100,5 %, respectivamente. A precisdo foi 6,2 % (n = 9). Os resultados de
desempenho do procedimento de extragao e pré-concentragao com o dispositivo DPX adaptado
sdo promissores para determinagdes de ions Cu(Il) em dgua para hemodidlise.

Palavras-chave: metais, caracterizacao do biosorvente, extragdo de fase so6lida miniaturizada,
preparo de amostra, teste de Mandel, 4gua para hemodialise.



ABSTRACT

Copper is an essential micronutrient for maintaining the biological functions of many living
organisms, so low concentrations of this element can be harmful in some environments. In water
for hemodialysis, concentrations above 100 ug L™ of copper can compromise the health of
patients undergoing dialysis treatment. Different copper preconcentration techniques have been
extensively investigated in the sample preparation stage and detection by AAS, UV-Vis and
electroanalytical techniques, in different matrices. Disposable Pipette Extraction (DPX) is a
solid phase extraction technique on disposable tips with rapid extraction of analytes, reduced
amounts of adsorbent and low volumes of solvents and samples. Another advantage of this
technique is the possibility of using varied solid phases stored inside the tip. Thus, the use of
DPX with the use of Moringa oleifera seeds pulp presents a viable and low cost alternative. A
review of the literature shows that the use of DPX in the determination of metals has been little
explored, and most of the work involves DPX in the determination of organic compounds in
several matrices. The DPX device is a commercial patent, however, adaptations with
micropipette tips allow the use of the technique with the use of accessible and low cost devices.
Moringa oleifera Lam. seeds are natural, low cost and with a high adsorptive potential, widely
used in extraction and preconcentration procedures for various metals. This work developed an
extraction and preconcentration procedure using the DPX with the adapted device and Moringa
oleifera Lamarck seeds pulp as a solid phase in the determination of Cu(II) ions in hemodialysis
water at pg L' levels, by F AAS. The proposed DPX device allows the use of 5 mL micropipette
tips, 20 mL syringe, cylindrical polyethylene adapter, glass wool, being easy to operate, simple
and low cost. Characterization tests show that Moringa seeds have functional groups
characteristic of protein content (FT-IR), an irregular and rough surface, allowing unfilled
spaces, characteristic of a relatively porous heterogeneous matrix (SEM) and negative surface
above pH 4.2 favorable to interaction with cationic species (pHpcz = 4.2). The optimized
extraction and preconcentration variables allowed the use of 10 mg of the solid phase at 250
um, 6 extraction cycles with new sample portions at pH 6 and elution with 0.5 mol L-!
hydrochloric acid solution (250 pL). The preconcentration curve showed satisfactory linearity
according to the parameters evaluated (r = 0.9991, random distribution of residues and Mandel
test (9.14 < F'=10.01). Preconcentration factor, detection limit and recovery of 50, 0.64 pg L~
I and 92.9-100.5%, respectively, were obtained. The accuracy was 6.2% (n = 9). The
performance results of the extraction and preconcentration procedure with the adapted DPX
device are promising for determinations of Cu(Il) ions in hemodialysis water.

Keywords: metals, biosorbent characterization, miniaturized solid phase extraction, sample
preparation, Mandel test, hemodialysis water.
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1. INTRODUCAO

A qualidade da 4gua usada no tratamento de didlise para os pacientes com Insuficiéncia
Renal Cronica (IRC) ¢ uma importante questdo de satude publica considerando o nivel de
exposicao do paciente em tratamento, além do aumento da populacdo mundial com IRC (8-16
%) que dependem de Terapias Renais Substitutivas (TRS). Pacientes em hemodialise (HD) sao
expostos a 300 L de 4gua por semana, entrando diretamente no sistema circulatorio, via solu¢ao
de didlise (dialisato) (SUZUKI et al., 2019), o que torna essencial o controle de qualidade para
garantir a eficiéncia do tratamento e a seguranca do paciente (ALMODOVAR et al., 2018).

Em 2013, a HD foi o tratamento mais escolhido (90%) para IRC na América Latina,
sendo que 43% dos pacientes que optaram por este tratamento se encontravam no Brasil. Em
2016, no Brasil a estimativa foi de 122.825 pacientes em tratamento dialitico, dos quais 113.122
foram submetidos a HD realizada em 747 Servicos de Dialise no pais (ALMODOVAR et al.,
2018). De acordo com censo brasileiro de didlise, realizado entre os anos de 2009-2018 pela
Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), nos ultimos 10 anos houve um aumento de pacientes
em programas de dialise cronica, correspondendo a um aumento médio anual de 5.587
pacientes. Em 2018 esse numero chegou em 133.464 pacientes (NEVES et al., 2020).

A HD ¢ um procedimento de depuracdo do sangue, empregado no tratamento da
deficiéncia renal, na forma cronica e aguda, onde o sangue do paciente em contato com o
dialisato no dializador ¢ purificado, retornando posteriormente a corrente sanguinea (SOUSA
et al., 2013; ALMODOVAR et al., 2018; SUZUKI et al., 2019). A contaminag¢do quimica
(metais) e/ou microbioldégica em HD pode ocorrer por meio da agua tratada utilizada para
dilui¢do do dialisato, pelo concentrado polieletrolitico para hemodialise (CPHD) ou até mesmo
pela membrana semipermeavel do dializador utilizada como filtro, além de outras fontes de
contaminagao.

O cobre ¢ um elemento essencial para manutencao das fungdes biologicas de muitos
organismos vivos, atuando como cofator em importantes enzimas no organismo humano
(YABUTANI et al., 2018; FARAIJI et al., 2019). Baixas concentragdes de cobre pode ser
contaminante em algumas matrizes, como na agua para HD, cujo limite é de 100 pg L
(ANVISA, RDC 11:2014) e no alcool combustivel, cujo limite é 70 ug L™, de acordo com a
Agéncia Nacional do Petroleo (ANP) (DO CARMO et al., 2013), além de ser toxico para os
organismos marinhos (URBAN; ROMERO; CAMPOS, 2018). As exposi¢des cronica de cobre

e/ou em niveis acima do permitido na corrente sanguinea podem gerar efeitos adversos a satide
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humana e em pacientes em tratamento de HD (ANVISA, RDC 11:2014; ALMODOVAR et al.,
2018; SUZUKI et al., 2019).

As técnicas analiticas utilizadas para determinacdo de cobre sdo espectrometria de
absorc¢do atdmica com chama (F AAS) (BERKDEMIR et al., 2019), espectrometria de absor¢ao
atdmica com atomizagao eletrotérmica (ET AAS) (NERI et al., 2019), espectrofotometria de
absor¢ao molecular no ultravioleta-visivel (UV-Vis) (PALUCH et al., 2018), espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (ICP — MS) (SUZUKI et al. 2019), espectrometria
de emissdo dtica com plasma indutivamente acoplado (ICP — OES) (DE OLIVEIRA et al,
2018), além de técnicas eletroanaliticas tais como: potenciometria de redissolucdo anodica
(ROHANI et al., 2019) e voltametria de redissolu¢do catddica de onda quadrada (AL-RASHDI
et al.,2020).

Algumas dessas técnicas mencionadas pode nao alcangar uma deteccao adequada em
niveis tragos e/ou dependendo da complexidade da matriz, sendo necessario o preparo de
amostra para pré-concentragdo e/ou eliminagdo de interferentes de matriz (DIAS et al. 2020;
NERI et al., 2019; ALVES et al., 2011). Outras com maior sensibilidade, tal como ICP —
OES/MS a determinagao direta de cobre, apesar de apresentarem alta sensibilidade, podem nao
ser acessiveis na maioria dos laboratorios de rotina.

As técnicas de preparo de amostras para extragao e pré-concentragdo como a extragao
liquido-liquido (LLE) e a extracdo em fase solida (SPE) aumentam a seletividade e
sensibilidade (DIAS et al. 2020). Nas ultimas décadas, uma variedade de técnicas de preparo
de amostra tem sido desenvolvida com foco na miniaturizacdo desses processos afim de
minimizar desvantagens tais como: consumo de solventes toxicos, geracdo de grande
quantidade de residuos e o uso de altos volumes de amostra (JARDIM, 2015).

Nesse cenario, a Extragdo em Ponteiras Descartaveis (DPX - Disposable Pipette
Extraction) vem se destacando como uma miniaturizagdo da SPE convencional, sendo um tipo
de extragdo em fase solida, combinando algumas das vantagens da SPE tradicional e
apresentando novos recursos (CADORIM et al., 2019). O dispositivo DPX se baseia em
ponteira, com capacidade de 1 a 5 mL, com uma pequena quantidade de sorvente contido entre
dois filtros (BORDIM et al., 2016; PINTO; QUEIROZ, 2015). O dispositivo esta disponivel
comercialmente, entretanto sua aquisicdo inclui custos de importacdo além de ser pouco
difundido. Este dispositivo também pode ser adaptado para uso de ponteiras comumente
utilizadas em micropipetas, como forma de facilitar a abrangéncia da DPX.

A extragdo em fase solida por meio da técnica DPX tem sido reportada com muitas

aplicagdes na determinacao de diversos compostos organicos. No entanto, esse nimero nao €
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tdo expressivo quanto ao uso da DPX em determinagdes de ions metalicos. A literatura mostra
que os avangos desta técnica, na investigacdo cientifica, tem sido direcionado ao uso de
sorventes cada vez mais diversificados, explorando as propriedades dos materiais sintéticos e
naturais, os avancos das técnicas analiticas e da quimica dos materiais visando custo,
seletividade, miniaturizagdo, reducdo e/ou aproveitamento de residuos para extracao,
concentragao de analitos e/ou limpeza da amostra.

O emprego de diferentes materiais adsorventes como fases solida demonstram a
versatilidade e aplicagdo da DPX com bons resultados analiticos para diversos compostos e
matrizes. O uso de materiais naturais como fase so6lida no DPX pode ser uma alternativa de
baixo custo considerando que os adsorventes naturais tem sido empregado com sucesso na
adsor¢ao de varios ions metalicos (DO CARMO et al., 2019, ALVES et al., 2017).
Acheampong e colaboradores (2011) estudou a biosor¢do de cobre para quatro sorventes
naturais tendo como melhores resultados a casca de coco e as semente de Moringa oleifera.

As sementes de Moringa oleifera na forma de pd, devido a sua alta capacidade adsortiva,
tem sido explorada e mostrado um bom potencial em procedimentos de remocgao e extracao/pré-
concentragdo de varios metais, além do baixo custo e facilidade de obtencao (ALVES et al.,

2010; ALVES; COELHO, 2013; OLIVEIRA et al., 2017).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cobre

O cobre ¢ um elemento quimico encontrado na natureza em uma variedade de
compostos organicos, sais minerais e na forma metalica (BARCELOS, 2008). Este elemento
apresenta-se em quatro estados de oxidacdo, como: cobre metalico Cu’, ion cuproso Cu”, ion
ciprico Cu?’ e ion cobre trivalente Cu’*, além, da forma organometalica (BARCELOS, 2008;
RODRIGUES; SILVA; GUERRA, 2012).

O cobre metalico (Cu®) ¢ estavel, pouco solavel em 4gua, em solugdes salinas e em
solugdes ligeiramente acidas, mas pode ser dissolvido em 4cido nitrico e acido sulfurico, bem
como em solugdes basicas de hidroxido de amonio, carbonato de amodnio e cianeto, na presenga
de oxigénio (EHC 200, 1998). O ion Cu" ¢ instavel e oxida com facilidade formando o ion Cu?*,
por qualquer oxidante e/ou em uma reacdo de despropor¢do (RODRIGUES; SILVA;
GUERRA, 2012), a menos que seja estabilizado pela formagao de complexos (EHC 200, 1998).
Em geral, sais de cobre +1 sdo insoluveis, diamagnéticos e apresentam coloracao branca (LEE,
2000 apud RODRIGUES; SILVA; GUERRA, 2012).

O cobre +2 ¢ o estado de oxidag¢do mais comum nos compostos (RODRIGUES; SILVA;
GUERRA, 2012) e o mais importante em ambientes aquaticos, além de ser predominante em
sistemas biologicos (BARCELOS, 2008). No entanto, o estado de oxidagdo +1 também pode
ser encontrado nesses ambientes, apesar de ser instavel (BARCELOS, 2008; YABUTANI et
al., 2018). Muitos compostos de cobre +2, como os sais e complexos, tendem a ser soliveis em
agua, sdo paramagnéticos e coloridos (coloracdo azul-verde) (EHC 200, 1998; RODRIGUES;
SILVA; GUERRA, 2012). Em 4guas naturais, a maior parte do cobre dissolvido (> 99 %) esta
na forma complexada com ligantes inorganicos e organicos, sendo que apenas parte deste cobre
naturalmente complexado ¢ disponivel para a biota (URBAN; ROMERO; CAMPOS, 2018). O
ion Cu®* liga-se preferencialmente, através do oxigénio, a ligantes inorganicos (H.0, COs>,
SO4%, etc) e a ligantes organicos através de grupos fenolicos e carboxilicos (BARCELOS,
2008). Nos meios ambientais e minerais, o estado de oxidacdo divalente (Cu?") ¢ facilmente
adsorvido a uma variedade de 6xidos metalicos hidratados, incluindo os de ferro, aluminio e
manganés (EHC 200, 1998). A forma trivalente de cobre (Cu™) é rara, estando presente em
poucos compostos, que geralmente sdo fortes agentes oxidantes (RODRIGUES; SILVA;
GUERRA, 2012).
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Em condi¢des padrdo, o cobre ndo estd sujeito a oxidagdo pelos ions hidrogénio,
justificando o seu uso em ornamentos. Logo, em temperaturas mais elevadas o cobre reage com
oxigénio formando oOxido de cobre +1 (CuOg)) e +2 (Cux0¢) (RODRIGUES; SILVA;
GUERRA, 2012).

Algumas caracteristicas quimicas e fisico-quimicas do cobre e alguns sais de cobre estao
descritas na Tabela 1, tais como: formula molecular, configuragdo eletronica, massa molar

relativa, solubilidade em agua, pontos de fusao e ebulicao.

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas do cobre e alguns sais de cobre®.

Cobre Sulfato de Cobre Oxido Cuproso Hidroéxido de Cloreto de Cobre
metalico (I @ Cobre (II) (I
Formula Molecular Cu CuSOq4 Cu,0 Cu(OH): CuCl,
Massa Molar relativa 63,55 159,6 141,3 97,56 134,45
Decompdem-se em Decompdem-se a ~ Decompdem-se a
Ponto de ebuli¢ao (°C) 2567 -
CuO a 650°C 140 °C 993 °C
Decompodem-se
Ponto de fusao (°C) 1083.,4 ligeiramente a > 1235 Decompdem-se 620
200°C
Praticamente
Solubilidade em 4gua  Insoltvel 143 gL' a 0°C 2,9 mgL!a25°C 706 g L'
insoluvel
Cu+1
0 +2
Configuracio Cu Cu
gA . N 1s? 252 2p% 3s?
eletronica 152 2s% 2p% 3s? 3p® 3d! 4p! 6 110 1s? 2s% 2p® 3s% 3p®3d°
3p°3d

Adaptado de Environmental Health Criteria 200 (EHC), 1998.
2Lide & Frederikse (1993) apud EHC 200, 1998.

Os minérios de cobre sdo extraidos, fundidos e refinados para produzir muitos produtos
industriais e comerciais. O cobre ¢ muito utilizado na galvanoplastia, na producdo de fios
elétricos e utensilios de cozinha, na microeletronica, na fotografia, como material de telhados,
em sistemas internos, canalizacdes (sistemas de distribuicdo de 4gua) e como catalisador na
industria quimica (BARCELOS, 2008; COSTA et al., 2013). O cobre esta presente nos
inseticidas, fungicidas, tintas, como micronutrinte em fertilizantes, na alimentagdo animal, bem
como no controle de doencas em animais e aves (EHC 200, 1998; COSTA et al., 2013;
SHAIKH, et al., 2016).

Fontes naturais de exposicdo de cobre incluem poeira suspensas pelo vento, vulcdes,

vegetacdo em decomposicdo, incéndios florestais e spray maritimo. Emissdes antropogénicas
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incluem fundicdes de ferro, usinas de energia e fontes de combustdo, como as incineradoras
municipais. A grande liberacdo de cobre para a terra ¢ de rejeitos e sobrecarga de minas de
cobre e lodo de esgoto. O uso agricola de produtos de cobre representa 2% do cobre liberado
(EHC 200, 1998).

O cobre ¢ um elemento essencial para a manutengdo das fungdes biolodgicas de todos os
organismos vivos, desde bactérias até seres humanos (YABUTANI et al., 2018, BARCELOS,
2008). No organismo humano, o cobre ¢ um micronutriente que participa de varias fungdes
fisiologicas, com uma incorporagao especifica em um grande niimero de proteinas estruturais e
enzimaticas (cofator em no minimo 30 enzimas importantes (BARCELOS, 2008; URBAN;
ROMERO; CAMPOS, 2018; FARAII et al., 2019). Entre as fungdes essenciais do cobre no
organismo humano pode-se ressaltar: transporte de elétrons, metabolismos do oxigénio e do
ferro, sintese de melanina, formacao de ossos, de colageno e de hemoglobina, além de outras
contribui¢des (BARCELOS, 2008; RODRIGUES; SILVA; GUERRA, 2012; CASTILLO-
CASTANEDA et al., 2019). Nos animais de sangue verde, tais como: o polvo e alguns
artropodes, o cobre atua no transporte de oxigénio através do sangue (RODRIGUES; SILVA;
GUERRA, 2012). Nas plantas o cobre ¢ um elemento vital a niveis traco (EHC 200, 1998).

O ion cobre (II) é um dos metais trago mais abundantes no organismo humano (depois
do ferro e do zinco), estando distribuido no corpo todo, principalmente em orgaos com atividade
metabdlica intensa, como nos rins € no figado, regido que se obtém as maiores concentragoes
de cobre em adultos (12 e 6,2 pg g!, respectivamente) (RODRIGUES; SILVA; GUERRA,
2012). A bilis ¢ o fluido corporal com maior concentracdo de cobre, contribuindo com uma
secrecao diaria de 2,5 mg de cobre no tubo digestivo, o qual ndo ¢ reabsorvido (BARCELOS,
2008). A excre¢do de cobre pela bilis ¢ extremamente importante para o controle de niveis
hepaticos de cobre (TURNLUND, 1998 apud BARCELOS, 2008). O homem necessita de um
ingestdo de 2 a 5 mg de cobre por dia (BARCELOS, 2008) .

A alimentacao, via oral, ¢ a maior fonte de incorporagdo de cobre no organismo humano,
sendo que este micronutriente estd presente na maioria dos alimentos, assim como contaminante
na dgua. Nos alimentos, as maiores concentragdes de cobre estdo disponiveis nos peixes, tais
como: atum e camardo (0,1-1,2 e 2,0-2,9 mg Kg'!, respectivamente), nos frutos secos, tais
como: amendoim, améndoa e nozes (2,7-9,6; 9,7-13,6 e 2,0-13,9 mg Kg'!, respectivamente),
nos cereiais, tais como: trigo, milho e arroz (3,3-36,0; 0,6-16,6 ¢ 0,6-3,1 mg kg™,
respectivamente), em figados bovino e de cordeiro (157 ¢ 56 mg Kg™!, respectivamente). As
frutas, os vegetais, os leites humano e de vaca, entre outros alimentos, também apresentam

doses significativas de cobre em concentragdes entre mg Kg™! e ng Kg! (BARCELOS, 2008).
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Outras vias de ingestao e absor¢ao de cobre podem ocorrer por meio do solo contaminados e/ou
por absorcao pele (NERI et al., 2019).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria recomenda doses de ingestdo diaria
minimas e maximas de cobre, outros nutrientes, substincias bioativas e enzimas em
suplementos alimentares (ANVISA, 2018). A Tabela 2 apresenta a quantidade minima e
maxima de ingestdo diaria de cobre em suplementos alimentares para lactentes de 0 a 6 meses,
criancas de primeira infancia de 1 a 3 anos, criancas de 4 a 8 anos, individuos de 9 a 18 anos,

adultos maiores que 18 anos, gestantes e lactantes.

Tabela 2: Ingestdo diaria de cobre recomendada em suplementos alimentares (ANVISA, 2018).

0 — 6 meses >6 — 12 meses >1 — 3 anos 4 a 8 anos
Lim.min. N.A 33 ug 51 g 66 ug
Lim. Max. N.A - 660 ng 2560 ng

9 a 18 anos >18 anos Gestantes Lactantes
Lim.min. 133,5 ug 135 ng 150 ng 195 ng
Lim. Max. 3960,51 pg 8975,52 ug 6935,01 pg 7036,33 pug

N.A = Proibigdo de uso

A deficiéncia de cobre pode gerar problemas a saide humana tais como: anemia,
anormalidades oOsseas, danos celulares, entre outros (BARCELOS, 2008; RODRIGUES;
SILVA; GUERRA, 2012). Segundo autores supracitados, a deficiéncia de cobre ocorre com
mais frequéncia em recém-nascidos prematuros, por possuirem figados relativamente pequenos
e grande necessidade de cobre, devido ao crescimento. Com a deficiéncia de cobre, ¢ comum
ocorrerem anomalias Osseas, principalmente em criangas (BARCELOS, 2008).

Por outro lado, a exposicdo cronica de cobre pode causar doencas neurologicas,
depressao, autismo e anemia (BREWER et al., 2012; GAETKE; CHOW-JOHNSON; CHOW,
2014; SUZUKI et al., 2019). Individuos com doenca hepatica cronica e pacientes em
hemodialise sdo potencialmente sensiveis ao excesso de cobre (EHC 200, 1998).

O cobre presente no solo em niveis elevados pode ser extremamente toxico para as
plantas (queda das folhas e coloracdo clordtica, entre outros) (EHC 200, 1998). Em baixas
concentragdes, o cobre pode ser toxico para os organismos marinhos, sendo que o grau de
toxicidade e as fungdes biodticas (com por ex.: a taxa de captagao celular), dependem do estado
de oxidagdo e do tipo de ligante que estd complexado (URBAN; ROMERO; CAMPOS, 2018;
YABUTANI et al., 2018).

A presencga de cobre em baixas concentragdes pode ser contaminante em niveis acima

do permitido em algumas matrizes. A ANP estabelece uma concentragdo maxima de cobre no
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alcool combustivel de 70 pg kg' (DO CARMO et al., 2013). O nivel de cobre permitido em

agua para HD esta descrito no item 2.2.

2.2.  Agua para hemodiilise

A IRC refere-se a perda progressiva e irreversivel das funcdes dos rins para eliminar
substancias toxicas produzidas pelo organismo que se acumulam no sangue (ALMODOVAR
et al., 2018). Em estadgios mais avancados da IRC pacientes podem depender de TRS, nas
modalidades de HD, dialise perintoneal ou transplantes (CUSUMANO et al. apud
ALMODOVAR et. al., 2018).

A HD ¢ um procedimento de purifica¢cdo do sangue por meio de uma maquina de didlise
que remove substancias que podem ser toxicas ao organismo, tais como: creatinina, uréia,
excesso de liquidos e de sais minerais, promovendo o balango eletrolitico do organismo
(SOUSA et al., 2013; THOME et al., 1999 apud CONRADO, 2019). Esse procedimento ajuda
no controle da pressdo arterial e manutencao do equilibrio de substancias como sodio, potéssio,
ureia e creatinina (SBN, 2020).

No procedimento de HD o sangue do paciente via acesso vascular (um catéter ou uma
fistola arteriovenosa) ¢ transportado por um sistema de circulag@o extracorpdrea impulsionado
por uma bomba até um filtro capilar (dializador). No dialisador ocorre a transferéncia de solutos
entre o sangue e a solucdo de didlise (dialisato) através de uma membrana semipermedvel
artificial (filtro de hemodidlise ou capilar), e posteriormente o fluido depurado retorna para o
corpo pelo acesso vascular (SOUSA et al., 2013; SBN, 2020).

O procedimento de transferéncia de solutos entre o sangue e o dialisato em HD pela
membrana semipermeavel ocorre por trés mecanismos tais como: a difusdo, a ultrafiltracao e a
conveccao (NASCIMENTO; MARQUES, 2005; COSTA et al., 2020; ALMODOVAR et al.,
2018). A difusdo ¢ a migracdo do soluto conforme o gradiente de concentracdo, do maior para
o menor estadgio de concentragdo. A ultrafiltracdo ¢ a remocdo de liquidos através de um
gradiente de pressao hidrostatica e a convecgao € a perda de solutos durante o arraste de solutos
na mesma direcao do fluxo de liquidos através da membrana (NASCIMENTO; MARQUES,
2005).

A 4gua ¢ o principal componente no tratamento de didlise para os pacientes com IRC
(SINOTI, 2010). Em geral, pacientes em tratamento de HD sdo expostos a 300 L de dgua por
semana (SUZUKI et al., 2019; ALMODOVAR et al., 2018), o que torna essencial o controle
de qualidade para garantir a eficiéncia do tratamento e a seguranca do paciente (ALMODOVAR
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et al., 2018). A 4gua ndo tratada corretamente, expde o paciente a contaminantes quimicos,
bacteriologicos (toxicos), levando ao aparecimento de efeitos adversos, muitas vezes letais
(SINOTI, 2010).

A agua para HD ¢ obtida pelo tratamento de agua potéavel pelo sistema de tratamento e
distribuicdo de agua para HD tornando-a apta para o uso em procedimento hemodialitico
(ANVISA, RDC 11:2014). As amostras de dgua para HD para analises fisico-quimicas devem
ser coletadas em ponto apOs o subsistema de tratamento de agua para HD e analisadas pelo
laboratorio licenciado junto ao 6rgao sanitario competente (ANVISA, RDC 11:2014).

O padrdo de qualidade da agua para HD deve apresentar conformidade com os critérios
estabelecidos pela ANVISA (ANVISA, RDC 11:2014). No ambito internacional, existem
organizagdes como The Association for the Advancement of Medical Instrumentation (AAMI)
(BRAIMOHT et al., 2012) e The United States Pharmacopeia Guidelines (ABUALHASAN et
al., 2018) que estabelecem padrdes sobre a qualidade dos servigos de didlise.

De acordo com a legislacao brasileira (ANVISA), a AAMI e The The United States
Pharmacopeia Guidelines o limite de cobre na agua utilizada nio pode ultrapassar 100 ug L,
sendo que, no Brasil o monitoramento da agua para HD deve ocorrer semestralmente (Tabela

3).

Tabela 3: Padrao de qualidade da dgua para hemodidlise (ANVISA, RDC 11:2014).
Frequéncia de

Componentes Valor maximo permitido e

analise

Coliforme total Auséncia em 100 mL Mensal

Contagem de bactérias heterotroficas 100 UFC/mL Mensal

Endotoxinas 0,25 EU/mL Mensal
Aluminio 0,01 mg L! Semestral
Arsénio 0,005 mg L*! Semestral
Bario 0,1 mgL! Semestral
Berilio 0,0004 mg L! Semestral
Cadmio 0,001 mg L"! Semestral
Calcio 2mgL! Semestral
Chumbo 0,005 mg L-! Semestral
Cloro total 0,1 mgL"! Semestral
Cobre 0,1 mg L' Semestral
Cromo 0,014 mg L"! Semestral
Fluoreto 0,2mgL! Semestral
Magnésio 4 mg L Semestral
Merctrio 0,0002 mg L! Semestral
Nitrato (N) 2mgL"! Semestral
Potassio 8 mg L' Semestral
Prata 0,005 mg L-! Semestral
Selénio 0,09 mg L! Semestral
Sodio 70 mg L! Semestral
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Sulfato 100 mg L! Semestral
Talio 0,002 mg L-! Semestral
Zinco 0,1 mg L"! Semestral

A 4gua tratada para HD ¢ usada para diluir o CPHD contendo ions calcio, potéssio,
sodio, magnésio, acetato, com ou sem glicose, que apods diluido compde a solugdo de didlise
(dialisato) (SINOTI, 2010; ANVISA, RDC 11:2014).

O dialisato pode apresentar composi¢do e concentracdo variada de acordo com
circunstancias clinicas especiais. No entanto, os componentes comuns do dialisato s3o a agua
e os solutos, tais como: sddio, potassio, calcio, magnésio, cloro, bicarbonato, acetato, dextrose,
diéxido de carbono, entre outros (NEFROCOR, 2020, MCGILL; WEINER, 2017; SARGENT
et al., 2019; CARVALHO et al., 2020). Normalmente o dialisato se assemelha ao plasma do
individuo normal (NEFROCOR, 2020).

O dialisato ¢ uma solugdo nao estéril, portanto a composi¢ao quimica € microbioldgica
do dialisato pode atravessar a membrana do dializador (membrana semipermeavel) podendo
prejudicar a saude dos pacientes em didlise (WARD RA, 2009 apud ABUALHASAN et al.,
2018; HOENICH et al., 2010 apud COSTA et al., 2020). A membrana dentro do dialisador
constitui uma barreira entre o sangue do paciente e o fluido, sendo que a retencao de particulas
¢ limitada pelo tamanho do contaminante (PASMORE; MARION, 2009 apud COSTA et al.,
2020).

A contaminacdo da 4gua utilizada pode ocorrer por metais e/ou agentes microbiologicos
através do uso de fontes inapropriadas de agua, problemas no sistema do tratamento de
distribuicdo de dgua ou falhas na manuten¢do ou limpeza dos equipamentos de hemodialise

(SUZUKI et al., 2019), entre outros.

2.3. Meétodos analiticos de deteccio e quantificacdo de cobre

Técnicas de preparo de amostras e instrumentagdo analitica tem sido desenvolvidas,
favorecendo a sensibilidade, permitindo métodos analiticos rapidos, com alta frequéncia
analitica (PINTO; QUEIROZ, 2015). A obtenc¢do de dados coerentes frente a contaminagdo das
amostras tem sido uma preocupacdo mesmo apos o desenvolvimento de instrumentos, de
métodos analiticos suficientemente sensiveis e de reagentes ultra purificados para a anélise de

metais tragos (< 50 nmol kg') (CAMPOS; VIEL, 2002).
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Os metais pesados estdao entre os contaminantes mais toxicos e persistentes do ambiente
aquatico (CAMPOS; VIEL, 2002), nao podendo ser degradados ou destruidos (ACAR; EREN,
2006 apud FLECK; TAVARES; EYNG, 2013), sendo necessario o monitoramento e controle
da contaminagdo destes ambientes (CAMPOS; VIEL, 2002).

De acordo com Campos e Viel (2002), a necessidade de utilizar procedimentos com
baixo risco de contaminagdo na determinagao de metais tragos sdo imprescindiveis nos estudos
envolvendo aguas de oceanos, onde nestas sao encontradas concentracdes de metais pesados
muito baixas. Esta preocupagdo ¢ estendida também em aguas de rios, lagos e estudrios, onde
pode haver concentragdes mais elevadas de metais.

A contaminagdo de amostras com cobre pelo ar, poeira, reagentes € amostragem ¢ uma
das principais fontes de erros analiticos (EHC 200, 1998). Somente ap6s a conscientizagao de
que a amostragem, preservagdo € manuseio das amostras antes da analise podiam representar
maiores fontes de erro que a propria andlise quimica, é que foram publicados, em 1977 e em
1981, os primeiros dados confiaveis da distribuicdo de cobre e chumbo, respectivamente, em
aguas de oceano aberto (CAMPOS; VIEL, 2002).

M¢étodos colorimétricos e gravimétricos para determinacdo de cobre sdo simples e
baratos. Contudo, esses métodos apresentam limitagdes para concentragdes muito baixas (EHC
200, 1998). Essas limitagdes podem ser supridas por meio da adicdo de uma etapa de pré-
concentragdo antes da deteccdo final. Nesse sentido, a combinagdo de técnicas de preparo de
amostras com técnicas instrumentais tem sido muito utilizada para determinagao de cobre em
diversas marizes. A Tabela 4 apresenta a pré-concentragdo de cobre e deteccao por diferentes
técnicas instrumentais, como a microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) combinada
com a UV-Vis, em amostras de 4guas e alimentos (FARAIJI et al., 2019), assim como a SPE
combinada com espectroscopia de infravermelho (IMRAM et al., 2019), em amostras de aguas.

Em casos de baixas concentragdes de cobre, as técnicas espectrofotométricas de
absor¢do atdmica (AAS) sdo mais amplamente utilizados em inimeras matrizes (EHC 200,
1998). A F AAS tem uma sensibilidade inferior do que a ET AAS e a espectrometria de
absor¢ao atomica em forno de grafite (GF AAS), porém possui outras vantagens como
facilidade de operagdio e menor custo instrumental (ROLDAN; KRUG; NOBREGA, 2006). A
Tabela 4 apresenta também técnicas de pré-concentracao de cobre e deteccao por AAS, como
a SPE online com inje¢ao em fluxo (FIA) acoplada ao F AAS, em amostras de leite (SUQUILA;
TARLEY, 2019), a SPE com fase solida de Coprinus atramentaria acoplada ao F AAS
(ERBAS et al., 2019), um nanosorvente (PmPDA/CNT) para a Microextragcdo de Filme Fino



Dissertacdo de Mestrado 2020 Giuliana Salvador Tomasin 25

(TFME) acoplada ao F AAS, para amostras de 4gua e alimentos (MEHRANI et al., 2019) e a
Microextragdo em Gota Unica (SDME) acoplada ao GF AAS (NERI ef al., 2019).

Tabela 4: Comparagdo de diferentes metodologias para pré-concentracdo de cobre em diferentes
matrizes.

Técnicas de pré-

LD Fator d é-
Adsorvente concentracio e 1 atorce pr~e R.S.D (%) Recovery (%) Samples Reference
I (ng L) concentracio
deteccao
SDME e 7 , NERI et al.,
- GF AAS 0,025 452 6,77 86,7 —-102,8 Agua Potavel 2019
Activated Agua Potavel,
. BERKDEMIR
carbon@Fe/Mn/O dSPE e FAAS 0,46 33,3 1,3-33 90 -97% Aguas etal. 2019
composite residuais v
A FARAJI et al.
; DLLME e UV-Vis 03 92 3,5 9741058 s Netal,
alimento 2019
SPE online e FIA- . SUQUILA &
IIP-HEMA-BSA 1,1 24 4,0-8,6 96,4 -113,4 Leite TARLEY,
FAAS
2019
SPE e
Pyl-SBA-15 Infrared 0,38 66,6 <5 98,30 — 99,50 Agua IMR‘;éVlI 9e tal,
Spectrophometer
) . SPE ¢ Cabeloe Agua  ERBAS et al.,
Coprinus atramentaria FAAS 0,7 70 5,15-5,31 89 - 100 Potével 2019
TFME e Alimentos e MEHRANI et
PmPDA/CNT 0,32 76,7 2,9-3,7 85-102 ”
m FAAS ’ ’ 2T Agua al., 2019
Polpa de sementes de .
. . Agua para
Moringa oleifera “in DPX ¢ FAAS 0,64 50 62¢7,8 92,9 -100,5 . Este estudo
hemodialise

natura”

Técnicas de emissdo, como a ICP-OES (DE OLIVEIRA ef al., 2018) ou a ICP-MS
(SUZUKI et al. 2019) permitem alcancar sensibilidades ainda maiores (EHC 200, 1998). Essas
técnicas permitem determinacdes diretas da amostra, ndo hd a necessidade de um pré-
tratamento, em contrapartida sdo mais caras e exigem habilidades operacionais do analista.
Como exemplo, Suzuki e colaboradores (2019) realizaram a determinacdo direta de cobre em
amostras de 4gua para hemodidlise por ICP-MS, com LD 0,20 ug L™ e Peixoto e colaboradores
(2019) determinaram cobre por ICP-MS em amostras de leite materno, apds mineraliza¢do
4cida assistida por radiagio microondas, com LD de 1,2 pg L.

Outras metodologias para determinag¢do de cobre podem ser encontradas, tais como:
fluorescéncia de raios-X, voltametria de redissolucdo catodica de onda quadrada (AL-RASHDI
et al., 2020) e potenciometria de redissolu¢cdo anddica (ROHANI et al., 2019). Urban, Romero
e Campos (2018) determinaram cobre total dissolvido e cobre 1abil em aguas naturais por meio
de um sensor portatil pré-concentrando o analito mergulhando o eletrodo modificado na

amostra.
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2.4. Técnicas de Preparo de Amostras: Extracio em Fase Solida (SPE) e Disposable

Pipette Extraction (DPX)

Nos tltimos anos, a quimica analitica tem sido direcionada para a simplificacdo através
da miniaturizacdo dos sistemas analiticos, tendo como destaque as técnicas de preparo de
amostras, afim de minimizar desvantagens tais como: consumo de solventes toxicos, geracao
de grande quantidade de residuos e o uso de altos volumes de amostra (JARDIM, 2015).

A etapa do preparo de amostra ¢ a primeira e a etapa mais dispendiosa durante o
processo de andlise. Esta etapa requer 80% do tempo total da andlise e tem como objetivo o
isolamento seletivo, a concentracao de analitos (niveis traco) e/ou a eliminacao de grande parte
dos interferentes de matriz (PINTO; QUEIROZ, 2015). A extracao liquido-liquido (LLE), a
precipitacdo de proteinas de fluidos biologicos (PP) e a extracdo em fase soélida (SPE) sao
exemplos de técnicas de preparo de amostras convencionais (PINTO; QUEIROZ, 2015).

A SPE ¢ uma técnica de extragdo por sor¢ao introduzida no inicio dos anos 1970 e esta
disponivel comercialmente desde 1978, na forma de cartuchos descartaveis para suprir as
desvantagens da LLE, tais como a separacao incompleta das fases; as baixas porcentagens de
recuperagdo e o uso de grandes quantidades de solventes organicos (JARDIM, 2015). A SPE e
LLE aumentam a seletividade e sensibilidade (DIAS et al. 2020). A SPE apresenta como
desvantagem o tempo de analise elevado, os altos custos dos cartuchos e dos dispositivos
comerciais multivias (JARDIM, 2015). O autor supracitado ressalta, que os cartuchos sao
utilizados uma Unica vez e, geralmente ha baixa reprodutibilidade entre fabricantes e também
entre lotes.

A SPE tem sido uma das técnicas mais utilizadas no preparo de amostras em analises
ambientais, farmacéuticas e de alimentos, nas quais os analitos se encontram em niveis tragos
(ng Kg' a ng Kg!), podendo ser usada para quatro importantes propositos: extragio e/ou
concentra¢do do analito, isolamento do analito, isolamento da matriz ou limpeza da amostra
(clean-up) e estocagem da amostra (JARDIM, 2015).

A DPX ¢ uma versdo miniaturizada da SPE convencional combinando algumas das
vantagens da SPE e apresentando novos recursos (CADORIM et al., 2019). As vantagens da
DPX incluem rapida extragdo de analitos, boas recuperagdes, quantidade reduzida de solventes,
baixo consumo de amostras e a possibilidade de automagdo (PINTO; QUEIROZ, 2015,
CADORIM et al., 2019, JARDIM, 2015).

A DPX ¢ um sistema unico e patenteado (n° US6566145 B2) em 2003 desenvolvido
pelo professor William B. Brewer (Ph. D da Universidade da Carolina do Sul, EUA), dono-
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presidente da DPX Labs (JARDIM, 2015; PINTO; QUEIROZ, 2015). A técnica DPX foi
automatizada pela GERSTEL usando Multi Purpose Sampler MPS (JARDIM, 2015). Trata-se
do uso de uma ponteira padrao de pipeta (1 ou 5 mL) modificada, na qual uma pequena
quantidade de sorvente esta contido em seu interior entre dois filtros e baseia-se no rapido
equilibro de sor¢ao do analito, devido a dispersdo da fase solida na solugdo/amostra (PINTO;
QUEIROZ, 2015).

Os dispositivos DPX comerciais geralmente apresentam fases solidas com materiais
simililares aos cartuchos SPE tradicionais com tipo de fases solidas de estireno divinil benzeno
(DPX-RP), a qual apresenta potencial para interagcdes 7 7 e interagdes hidrofobicas com analito
e ¢ comumente usada para adsor¢ao de compostos apolares e pouco polares (em pesticidas, por
exemplo), fase solida de grupos poliamino (DPX-WAX), a qual ¢ usada para interacdo com
compostos acidos (em drogas e metabolitos), fase de silica gel (DPX-Si1), usada para limpeza
(cleanup) de amostras ambientais, fase de C18 (20 % de silica gel) (DPX-C18), usada para
remocao de interferentes de matrix (PINTO; QUEIROZ, 2015). Além desses tipos de ponteiras
comercializadas e outras ndo citadas, existe uma versao isenta de fase sélida (DPX-blank),
usada para o desenvolvimento de método (PINTO; QUEIROZ, 2015), muito utilizada em
trabalhos reportados no meio cientifico.

A microextragdo em ponteiras DPX se d4 em quatro etapas: (1) condicionamento da
fase extratora com um solvente para ativagdo dos sitios de ligagdo (esta etapa pode ndo ser
necessaria); (2) aspiragdo da amostra liquida (extrato) para o interior da ponteira e mistura da
mesma a fase extratora (adsorvente) por meio da aspira¢do de ar, formando uma suspensdo
(processo que permite uma rapida e eficiente extracdo), dispensando a amostra; (3) etapa de
lavagem; (4) aspiracdo do solvente de eluicdo, seguido da aspiracdo de ar, varias vezes (até
completa dessorcao dos analitos). O eluato pode ser analisado diretamente ou evaporado e
reconstituido (PINTO; QUEIROZ, 2015).

Nos tltimos 10 anos, a extragdo por DPX tem sido reportada com muitas aplicagdes na
determina¢do de diversos compostos organicos, tais como: pesticidas (CORAZZA et al., 2019
e OENNING et al., 2018; KONATU et al., 2017), inseticidas (SONG et al., 2018), fungicida
(AGUIAR et al., 2020), farmacos (MAFRA et al., 2018), drogas de abuso (ELLISON et al.,
2009), contaminantes emergentes organicos (MORES et al.. 2019) em amostras com diferentes
complexidades, tais como: amostras ambientais (CORAZZA et al., 2019, MORES et al., 2019;
TURAZZI et al., 2019; CORAZZA et al., 2017, FERNANDES et al., 2013), amostras
bioldgicas (OLIVEIRA et al., 2019; OENNING et al. 2018; FERNANDES et al. 2018; PINTO
et al., 2017, BORDIM et al., 2013; BREWER et al., 2009; SCHROEDER et al. 2008) e
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amostras de alimentos (AGUIAR JUNIOR et al., 2020; SONG et al., 2018; KONATU et al.,
2017; GUAN et al., 2010; FERNANDES et al., 2014). No entanto, esse nimero nao ¢ tao
expressivo quanto ao uso da DPX em determinagdes de metais, sendo encontradas publicacdes
envolvendo a determinagdo de palddio em residuos liquidos (JAILSON et al., 2012 ) e
determinagdes de chumbo e caddmio em aguas naturais como mangue, riacho e mar (CADORIM
etal.,2018).

Corazza e colaboradores (2019) desenvolveram uma metodologia usando o DPX-WAX
(comercial) para separagdo e concentracdo de 12 pesticidas, com propriedades quimicas
diferentes, em agua potavel e deteccdo por HPLC-DAD, com LQs que variaram de 0,06 pg L~
! para carbofurano até 2,30 ug L™ para carbendazim, usando baixo volume de solvente (100
uL) e de fase solida (20 mg).

Aguiar Junior e colaboradores (2020) desenvolveram um sorvente para extracao seletiva
de carbendazim em suco de laranja, por meio do processo de imobilizagdo térmica depositando
um polimero (glicidoxipropilmetil-co-dimetilsiloxano - PGDMS) em silica, e utilizagdo no
dispositivo de ponteiras DPX. De acordo com os autores supracitados, o procedimento de
preparo de amostra foi rapido (3 min), isento da limpeza da amostra, usando 150 mg de
sorvente, 1,5 mL de amostra e 1,5 mL de metanol acidificada com 1% de HNO3, com boa
recuperacdo (105 % + 3 %) e precisdo, alcangando LQ de 0,033 pg mL".

Outros trabalhos foram propostos por Cadorim e colaboradores (2018) e Morés e
colaboradores (2019) que desenvolveram metodologias analiticas de pré-concentragdo e
determina¢do de metais (Pb e Cd) por HR-CS GF AAS e extracdo e determinagdo de
contaminantes emergentes organicos por HPLC-DAD, ambos com o uso do biosorvente de

cortica como fase extratora no DPX obtendo bons resultados de desempenho analitico.

2.5. Sementes de Moringa oleifera Lamarck

A espécie Moringa oleifera Lamarck ¢ uma planta pertencente a familia Moringaceae
que tem origem reportada, ainda que duvidosa, em Agra e Oudh, regido noroeste da India, sul
do Himalaia (PEREIRA, 2015). O desconhecimento da origem exata dessa espécie atribuiu-se
pelo seu cultivo generalizado desde os tempos remotos (FOIDL et al., 2001 apud PEREIRA,
2015), sendo classificada pelo pesquisador francés Jean Baptiste Antonine Pierre de Monet de
Lamarck (1744 — 1829) (ARAUJO, 2009).

A Moringa oleifera Lamarck € classificada taxonomicamente como: Reino: Plantae,

Divisdo: Magnoliophyta, Classe: Magnoliopsida, Subclasse: Dilleniidae, Ordem: Capparidales,
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Familia: Moringaceae, Género: Moringa, Espécie: Moringa oleifera Lamarck (CYSNE, 2006
apud ARAUJO, 2009).

Dentre as espécies pertencentes a familia Moringaceae a Moringa oleifera Lamarck € a
mais conhecida e cultivada, que se difundiu por todo o mundo, principalmente nas regides de
clima tropical e subtropical (FAHEY, 2005 apud PEREIRA, 2015). A familia Moringaceae
(Gnico género) apresenta 13 espécies diferentes, tais como: Moringa oleifera Lamarck, M.
arborea, M. borziana, M. concanensis, M. drouhardii, M. hildebrandtii, M. longituba, M.
ovalifolia, M. peregrina, M. pygmaea, M. rivae, M. ruspoliana e M. stenopetala (TREES FOR
LIFE, 2005 apud PEREIRA, 2015).

No mundo, a Moringa oleifera Lamarck ¢ tolerante a seca e tem boa adaptagao ao semi-
arido (COSTA et al., 2013), sendo introduzida em todas as regides tropicais, semi, semi-aridas
e umidas do mundo (ARAUJO, 2009), sendo distribuida na India, Egito, Filipinas, Ceildo,
Tailandia, Paquistdo, Jamaica, Nigéria, entre outras regides do mundo (RAMACHANDRAN
et al., 1980). Atualmente, se tornou tipica de muitas regides tropicais sendo uma importante
cultura em paises como Etidpia, Filipinas, Sudao, Africa Oriental, Ocidental e do Sul, Asia
tropical, América Latina, Caribe, Florida e Ilhas do Pacifico (FAHEY, 2005 apud PEREIRA,
2015).

No Brasil, a Moringa oleifera Lamarck foi a primeira espécie da familia Moringaceae a
ser introduzida, por volta dos anos 1950, sendo utilizada inicialmente somente na ornamentagao
de parques publico, devido a sua beleza natural e pelo desconhecimento da sua utilidade
culinaria (KERR; SILVA, 1999 apud ARAUIJO, 2009). A espécie foi reintroduzida, no Brasil,
sendo reconhecida, como a introdugdo cientifica, em 1982, quando a Universidade do
Maranhao recebeu 40 sementes de Moringa oleifera Lamarck, resultando em 25.000 arvores
plantadas por estudantes em 9.000 casas de operarios no estado do Maranhao (MORTON, 1991
apud ARAUJO, 2009).

A Moringa oleifera Lamarck também ¢ conhecida como Lirio-Branco ou Quiabo-de-
Quina (Brasil), Paraiso Branco (Guatemala), Morunga (Honduras), Drumstick Tree ou
Horseradish Tree (Estados Unidos), Arvore do Bem (Franca), Sajna (India), entre outros
(PEZZAROSSI, 2004 apud ARAUJO, 2009).

As sementes da Moringa oleifera Lamarck (acondicionadas no interior das vagens ou

frutos em conchas fechadas trialadas) sao redondas ou triangulares, escuras por fora e contém
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no seu interior um nucleo constituido de uma massa branca e oleosa, encoberto por uma concha
e medindo até 1 cm de diametro (LORENZI; MATOS, 2002 apud PEREIRA, 2015).

A Figura 1 apresenta a arvore e algumas partes da Moringa oleifera Lamarck. A
Moringa ¢ uma planta muito versatil e suas partes possui muitas aplica¢des: folhas (verdes e
secas), flores (néctar e inteiras), vagens ou frutos [inteiras verdes, conchas e sementes (cascas
ou tegumento do nucleo, 6leo e torta)], galhos, caules, raizes (inteiras e cascas). As aplicagdes
sdo variadas, as folhas verdes sdo empregadas como biomassa, suplemento alimentar animal,
medicina, alimentagdo humana, as folhas secas sao usadas em medicina e suplemento alimentar
humano, o tegumento do nucleo ou cascas das sementes sdo utilizados como biocombustiveis
e carvao ativado, o 6leo das sementes podem ser aplicados em biocomustiveis, alimentagao
humana, medicina (PEREIRA, 2015), além de lamparinas, fabricacdo de sabdo e lubrificacao
de pequenas engrenagens, como reldégio (COSTA et al., 2013), a torta das sementes tem
aplicagdes em tratamentos de dguas brutas e de efluentes, biofertilizante e alimentagdo animal,
as raizes inteiras empregadas na alimenta¢@o humana, as conchas ou cascas das vagens podem
ser aplicadas como adsorvente, carvao ativado, biocombustiveis (PEREIRA, 2015), além da
utilizacdo das sementes trituradas na purificagdo de agua e outras aplicagcdoes (COSTA et al.,

2013) (Figura 1).

Figura 1: (A) Arvore de Moringa oleifera. Fonte: ALVES, 2013. Foto: Almeida, 1. L. S., Uberlandia,
2010 (B) Raiz de Moringa oleifera. Fonte: Raiz da Moringa. Disponivel em:
https://amarnatureza.org.br/raiz-da-moringa/. Acesso em: 15 set. 2020. (C) Folhas de Moringa oleifera.
Fonte: EMBRAPA, Foto: Nicoli Dichoff. Disponivel em https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-
/noticia/19823237/moringa-para-todos-os-gostos. Acesso em: 15 set. 2020. (D) Vagens de Moringa
oleifera. Fonte: ALVES, 2013. Foto: Almeida, I. L. S., Uberlandia, 2010. (E) (I) Cascas, (II) Polpa ¢
(ITI) Sementes integrais de Moringa oleifera Lam. Fonte: O Autor.

(A) (B)
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Desde o inicio dos anos 1970, as sementes de Moringa oleifera sdo investigadas no
tratamento de 4gua, sendo muito eficiente como coagulante e como agente antimicrobiano
(KANSAL; KUMARI, 2014). Na Africa e nos paises do sul da Asia, o extrato aquoso das
sementes de M. oleifera tem sido usado como coagulante natural, cuja eficiéncia ¢ semelhante
aos sais de aluminio, para purificar d4gua devido aos altos niveis de proteinas catidnicas ativas
com massa molecular entre 6 e 16 KDa e pontos isoelétricos altamente alcalinos (FERREIRA
et al., 2008). No estado do Ceara, Brasil, a populacao recebe kits de Moringa com instrugdes
para purificar a agua, sendo que, para o preparo devem ser adicionadas trés sementes moidas
de Moringa em 1 L de 4gua (GERDES, 1997).

As sementes de Moringa oleifera Lamarck na forma de p6, devido a sua alta capacidade
adsortiva, tem sido explorada e mostrado um bom potencial em procedimentos de remogao,
extragdo e pré-concentracdo de varios metais, além do baixo custo e facilidade de obtencao
(ALVES et al., 2010; ALVES; COELHO, 2013; OLIVEIRA et al., 2017). As sementes de
Moringa oleifera e seus derivados tem sido amplamente estudado pelo Laboratério de
Espectroscopia Aplicada do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia com
resultados satisfatorios (ALVES et al., 2010; ARAUJO et al., 2010; ALVES et al., 2011; DO
CARMO et al., 2013; ALVES; COELHO, 2013). Aratjo e colaboradores (2010) avaliaram as

propriedades da semente de Moringa oleifera como biosorvente com bons resultados de
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remocao para chumbo, prata, cobre e cadmio (70 — 90 %). Alves e Coelho (2013) e Do Carmo
e colaboradores (2019) demostraram o potencial das cascas e das sementes de Moringa oleifera
na extragao seletiva de cromo e de manganés, respectivamente.

As sementes de Moringa oleifera apresenta uma composi¢do com alto contéudo de
lipideos e proteinas (ANHWANGE et al., 2004 apud PALIWAL; SHARMA; PRACHETA,
2011). A presenca significativa de proteinas totais (383,0 + 13,0 g Kg'!, matéria seca), lipideos
(308 +£ 21,9 g Kg! matéria seca) e carboidratos (165 g Kg!) tornam as suas sementes como um
importante valor nutricional, considerando que as sementes secas contém 18 — 25 % de
protéinas. Os principais acidos graxos saturados presentes na sementes sdo acidos palmitico,
estearico, araquidico e bénico (ABDULKARIM et al., 2005 apud FERREIRA et al., 2008). O
acido oleico ¢ o principal acido graxo insaturado (67,9 — 70,0%).

O actucar e o amido contidos na planta Moringa oleifera (estao concentrados na folha
com valores de 10 e 8 %, respectivamente ) tem o uso potencial para a produgdo de alcool
industrial. Além disso, a Moringa oleifera tem grande importancia na produgdo de biodiesel
por ser uma das espécies vegetais com um maior conteido em 6leo (média de 35%) (FOIDL &

MAYORGA, 2000 apud PEREIRA, 2015).

2.6. Espectrometria de Absor¢io Atomica com Chama (F AAS)

A espectrometria de absor¢ao atdomica (AAS) ¢ uma técnica analitica utilizada com
muito €xito na determinagdo de metais e semi-metais, sendo possivel determinar amostras
liquidas, solidas, em suspensdo, gasosas e a possibilidade de associagdo a sistema de analise
por injecdo em fluxo, dependendo do atomizador empregado (chama, forno de grafite,
filamento de tungsténio, celas de quartzo, dentre outros) (WELZ; SPERLING, 1999 apud
COSTA, 2018). Analise de solugdes aquosas sdo as mais comuns na maioria dos estudos
espectroscopicos e amostras solidas refratarias (e dificeis de dissolver) sdo menos comuns
devido a baixa reprodutibilidade (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2008).

A espectrometria de absorcdo atomica baseia-se na absor¢cdo da radiagdo
eletromagnética nas regides visivel ou ultravioleta do espectro eletromagnético por dtomos
gasosos livres no estado fundamental (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). O sinal de
absorbancia gerado ¢ refente ao logaritimo da razdo da intensidade da radiag¢do incidida (Io)

sobre a intensidade de radiagdo transmitida (I;), sendo que este sinal de absorbancia se relaciona
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com a concentragdo de acordo com os principios da Lei de Lambert-Beer, de acordo com a

equacado 1.

Equacio 1

Onde:

A = absorbancia

Ip = intensidade da radiagdo incidente

I; = intensidade da radiagdo transmitida

a = coeficiente de absortividade molar do meio
b = volume de observacao

C = concentra¢do mol L!

Os principais componentes utilizados na espectroscopia de absor¢cao atomica (AAS)
sdo: fonte de radiagdo, atomizador, conjunto monocromador e detector. As fontes de radiagcdo
sdo lampadas que geram o espectro de emissdo do elemento de interesse, sendo que os tipos
mais comuns sdo: lampada de catodo oco (HCL — Hollow Cathode Lamp), lampada de descarga
sem eletrodo (EDL — Electrodeless Discharge Lamp) e 1ampada de arco de Xendnio. As linhas
de emissao utilizadas em AAS para o Cu s3o nos comprimentos de onda A em nm: 342,8; 327,4;
217,9; 218,2; 222,6; 244,2 nm, para o Ni sdo: 232,0; 352,5; 351,5; 362,5 nm, para o Ca: 422,7
nm, para o Fe: 248,3 nm, entre outros elementos (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Como pode ser observado na Figura 2, a lampada de catodo oco é composta por um
catodo cilindrico confinado com gas nednio, a uma pressao de 1 a 5 torr, dentro de um tubo de
vidro fechado e um anodo de tungsténio sob um invélucro de Pyrex (SKOOG; HOLLER;
CROUCH, p. 238, 2008).
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Figura 2: Corte transversal de uma lampada de catodo oco (FONTE: SKOOG; HOLLER; CROUCH,
p- 238, 2008).

K Citodo
cend /" hueco
— |\
—/
—
I — y
A 1 ﬁ \
/ \
AY
/ Ventana
/
Proteccion Ne o Ar de cuarzo
o Pyrex

de vidrio a 1-5 torr

O catodo ¢ construido de uma camada do metal cujo espectro se deseja obter. Uma
corrente elétrica ¢ gerada pela diferenga de potencial, na ordem de 300 V, aplicada nos eletrodos
promovendo a ionizacao do gas nednio. Assim os cations do gas gerados, em contato com a
parede do catodo, dissolvem alguns dos atomos metalicos da superficie do catodo formando
uma nuvem atomica em um processo chamado ablagao (“sputtering”). Uma parte dos atomos
desprendidos estdo no estados excitados e portanto emitem sua radiacdo caracteristica quando
retornam ao estado fundamental. Os atomos metalicos se difundem novamente e sdo
redepositados na parede do catodo ou nas paredes do vidro. A superficie cilindrica do catodo
tende a concentrar a radiagdo em uma regido limitada do tubo metalico e aumenta a
probabilidade da redeposi¢do do metal no catodo e nao nas paredes do vidro. A eficiéncia das
lampadas de catodo oco depende da sua forma e da voltagem de operagdo. Voltagens mais altas,
promovem maiores correntes e portanto intensidades maiores. Esta vantagem ¢ um pouco
compensada por um aumento na propaga¢ao Doppler das linhas de emissao da lampada. No
entanto voltagens muito elevadas, geram uma maior quantidade de metais gasosos no estado
ndo excitados, o que ocorre um efeito de autoabsorcdo da energia, refletindo em uma
intensidade resultante menor (geralmente no meio do pico) (SKOOG; HOLLER; CROUCH, p.
238, 2008). O principio de operagdo da lampada de catodo oco pode ilustrado por meio das

equagdes 2 — 5.
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Ionizagao:

Ar - Art + e~

Equacio 2
Ablacao (“sputtering”):
Ms + Ecin(A+) - Mg
Equacao 3
Excitagao:
My + Eqin(AT) —» M;
Equacio 4
Emissao:
Mg - Mg + hy; hyy hyy
Equacao 5

O monocromador tem a funcao de separar a linha espectral de interesse das outras linhas
emitidas pela fonte de radiagdo, através da utilizacdo de um prisma ou rede de difragdo
associado a duas fendas estreitas que servem para entrada e saida da radiacdo (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

Os detectores transformam a energia de um foton de luz em energia elétrica (“Efeito
fotoelétrico”). A maior parte dos instrumentos de absorcdo atomica usam tubos
fotomultipicadores como detector (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Os atomizadores de chama sdo usados para espectroscopia de absor¢do atdmica, de
fluorescéncia e de emissdo. E no atomizador que o ions sdo convertidos em 4tomos gasosos no
estado fundamental (na forma livre ou associados). Os tipos mais conhecidos sdo: com chama
(F AAS), com atomizacao eletrotérmica (ET AAS), com geracao de hidretos (HG AAS), com
geracdo de vapor atomico a frio (CV AAS). Os tipos de chama utilizados em F AAS sdo de
CoHo/ar atmosférico, com temperaturas de ~ 2300°C e C:H2/N,O a ~ 2900°C (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

A precisdo e a exatidao dos métodos atdomicos dependem dos processos de atomizacao
e do método de introdu¢do da amostra na regido da atomizacdo (SKOOG; HOLLER;
CROUCH, 2008), além de outros fatores (interferentes). As interferéncias em AAS sdo
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consideradas quando qualquer fator impedir a formacdo do analito de interesse em atomo
gasoso no estado fundamental, estando diferente das solucdes de calibragdo utilizadas nas
determinagdes. As interferéncias compromentem a precisdo e exatidao dos resultados, devendo
ser eliminadas ou corrigidas (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

As interferéncias em AAS podem ser ndo espectral e espectral. A interferéncia ndo
espectral pode ocorrer quando a solu¢cdo da amostra possuir composi¢ao muito diferente das
solucdes de calibragdo, afetando a taxa de aspiragdo do nebulizador (chamada de interferéncia
de transporte), quando coexistir em uma amostra o analito e uma alta concentragdo de elemento
concomitante, ambos facilmente ionizaveis (interferéncia de ionizag¢do) e a possibilidade de
ocorrer reacdes quimicas, indesejadas, entre o analito e os concomitantes, como reagdes
secundarias entre atomos, radicais ou moléculas, formagdo de compostos refratarios (Ex.:
CaSO0s, Caz(PO4)2, CazP,07), formagdo de haletos refratarios (Ex.:AlF3) e formacao de 6xidos
complexos (Ex.:.MgAlOs (5, CaTiOss), CaSiOsi)), na fase liquida ou na fase vapor
(interferéncia quimica). As principais interferéncias espectrais sdo: sobreposicao de linhas entre
o analito e outro elemento, separagdo incompleta da radiagao absorvida pelo analito de outras
radiagoes, espelhamento de radiacdo causada por particulas solidas e absor¢do de radiacao no
A do analito por moléculas dos concomitantes. As interferéncias espectrais sao mais frequentes
em forno de grafite. Para minimizar as interferéncias ndo espectrais, como a de transporte,
solugdes de calibragdo e amostra podem ser preparadas em um mesmo meio, além da
possibilidade de realizacao da calibragcdo com curvas analiticas em meio da amostra (requisitos:
a amostra deve ter composi¢ao constante, além da amostra utilizada para construcao da curva
de calibragdao dever conter baixa concentragdo do analito de interesse). A interferéncia de
ioniza¢do pode ser minimizada por meio da adi¢do de um supressor de ionizacdo (tampao de
ionizacao, ex.: KCI e CsCl) com baixo potencial de ioniza¢do. Para minimizar a interferéncia
de reacdo quimica em chama pode-se aumentar a temperatura (chama NoO/C>H>), usar chama
redutora e/ou combinar o elemento interferente com outro elemento (SKOOG; HOLLER;

NIEMAN, 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Geral

Desenvolver um procedimento analitico de extracdo e pré-concentracdo de ions Cu(Il)
por DPX em agua para hemodialise e detecgdo por F AAS, utilizando dispositivos de ponteiras

de micropipetas e o p6 da polpa de sementes de Moringa oleifera Lamarck como adsorvente.

3.2.  Objetivos Especificos

. Adaptar o dispositivo de extracdo e pré-concentracdo em ponteiras descartaveis DPX
com montagem simples e baixo custo;

. Preparar o material adsorvente, otimizar as varidveis envolvidas nos processos
adsortivos e etapas da técnica DPX em busca de aumento de sensibilidade e aplicabilidade
analitica;

o Determinar alguns pardmetros de desempenho tais como: faixa linear, fator de
enriquecimento, limites de detecg¢@o e quantificacdo, precisdo, exatidao e seletividade.

J Aplicar o procedimento validado em amostras de agua para hemodidlise.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Instrumentacio

As analises foram realizadas utilizando um Espectrometro de Absor¢ao Atdmica com
Chama (Varian Spectra AA-220, Victdria Austréalia), equipado com lampada de catodo oco e
lampada de deutério para corre¢ao de radiagdo de fundo. As condi¢des de operagao foram

realizadas de acordo com as recomendagdes do fabricante (Tabela 5).

Tabela 5: Condicdes de operacdo utizadas na deteccao de cobre por F AAS.
Parametros de operacio por F AAS  Valores

comprimento de onda (A) 324,8 nm
corrente da lampada 5SmA

altura do queimador 17 mm
largura da fenda espectral 0,1 nm
vazao de acetileno 2 L min™!
vazao de ar 13,5 L min™'

O pH das solu¢des e amostras foi ajustado usando um pHmetro modelo AKSO (pH Pro
LineLab, Sao Paulo, Brasil).

O espectro na regido do infravermelho médio foi obtido utilizando um Espectrometro
com Transformada de Fourier (IR Prestige-21, Shimadzu, Téquio, Japao).

As imagens morfoldgicas das sementes de Moringa oleifera foram obtidas utilizando
um Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) (VEGA 3, TESCAN) com magnificagdes na
ordem de 100, 1000 e 5000 vezes.

A composicao elementar superficial das sementes de Moringa oleifera e mapeamentos
de distribui¢do foram obtidos utilizando um detector EDS (INCA X-ACT standard, Oxford)
acoplado ao MEV.

As analises de MEV-EDS da polpa da semente de Moringa oleifera foram realizadas no
Laboratorio de Multiusuarios do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia.

As andlises de FT-IR foram realizadas no laboratério do Grupo de Pesquisas em

Materiais Inorganicos (GMIT).
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4.2. Reagentes, solucdes padrio e amostra

As solugoes de trabalho foram preparadas com agua deionizada obtida do sistema de
purificacdo de dgua (>18 MQ cm, Gehaka - Sao Paulo, Brasil) e utizados reagentes de grau
analitico. As solugdes de Cu(Il) foram preparadas a partir de solu¢do padrio para absor¢do
atdomica (1000 mg L', SPECSOL). Acido cloridrico (Dindmica, Sdo Paulo, Brasil) e hidréxido
de sodio (Dindmica, Sao Paulo, Brasil) foram utilizados em todos os experimentos com ajuste
de pH e no estudo do eluente. Utilizou-se também o acido nitrico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil)
no estudo do eluente.

A amostra de dgua para hemodialise foi coletada no setor de hemodialise no Hospital
de Clinicas de Uberlandia (UCU/UFU), no local onde a 4gua apds tratamento fica armazenada.
A amostra foi coletada em frascos de polietileno de alta densidade (PEAD) limpos e
armazenada em geladeira até a analise.

Antes do uso, as vidrarias, os materiais e frascos foram lavados com detergente neutro,
permanecendo imersos em solucdo aquosa de &cido nitrico a 10 % (v/v), durante 12 h e

posteriormente enxaguados com porc¢des de agua deionizada.

4.3. Preparacio do adsorvente natural

As sementes de Moringa oleifera Lamarck foram obtidas comercialmente na
ArboCenter (Sao Paulo, Brasil). As sementes foram separadas das cascas e entdo, as polpas
foram trituradas em liquidificador (Black & Decker, Sao Paulo, Brasil), secas a 65 °C por 24
horas e peneiradas em tamanhos de 500, 250, 180 um. O p6 do material apos secagem foi
armazenado hermeticamente em frasco de polietileno e mantido em dessecador, a temperatura
ambiente. Nenhum pré-tratamento quimico foi realizado no material adsorvente de p6 da polpa

das sementes de M. oleifera Lam.

4.4. Preparo do sistema DPX

Os estudos iniciais foram realizados com as ponteiras DPX comerciais de 5 mL, 13 de
vidro (Exodo - Metaquimica, Santa Catarina, Brasil), como filtro inferior (20 mg) e seringa para
aspiracdo e ejecao da amostra (10 mL), como apresentado na Figura 3 A. As Figuras 3 B
apresentam o dispositivo DPX adaptado usando uma ponteira de micropipeta de 5 mL (tipo

Gilson), um conector de tubo de polietileno cilindrico com didmetro compativel, 12 de vidro,
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como filtro inferior (40 mg) e uma seringa para aspiragdo e ejecdo da amostra (20 mL). A Figura
3 C apresenta o adsorvente de p6 de polpa de sementes de Moringa oleifera Lam. e a 1a de

vidro, que sdo inseridos manualmente dentro das ponteiras.

Figura 3: (A) Dispositivo DPX comercial 5 mL; (B) Dispositivo DPX adaptado: conector de tubo de
polietileno, ponteira de micropipeta tipo Gilson de 5 mL e seringa 20 mL; (C) Adsorvente de p6 de
polpa de sementes de Moringa oleifera Lam. e 1a de vidro. Fonte: Proprio autor.

(A) (B)
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4.5. Procedimento DPX e otimizacao da pré-concentraciao de Cu(Il)

O procedimento de extracdo e pré-concentragdo DPX foi realizado de acordo com as
seguintes etapas: condicionamento, extracdo e elui¢do. A Figura 4 ilustra o dispositivo de
ponteiras DPX e a dindmica do ciclo (s), que sdo realizados em cada etapa DPX. Um ciclo
correponde a aspira¢do de todo volume de amostra, seguido da aspiragdao de 5 mL de ar (mistura
ar, adsorvente e amostra/analito), espera de 30 s de contato e posterior ejecao da amostra (Figura
4). Quando a amostra ¢ ejetada ela pode ser reutilizada para o proximo ciclo ou ela pode ser
descartada ou armazenada para analise. A quantidade de ciclos para extracdo e elui¢do sdo

otimizadas.

Figura 4: Esquema do procedimento de extragdo e pré-concentragdo DPX. Fonte: Proprio autor.

Seringa «—
Conector €+— ﬁ t Q @
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2 -
(polpa das sementes de Mormga oleifera) da amostra com ar (30 segundos) -
Filtro 4&— ] >
(1a de vidro) Ciclo

As variaveis que afetam o procedimento DPX foram otimizadas de forma univariada. O
pH da solucdo, o tamanho da particula e a massa do adsorvente foram variados na faixa de 1-8;
500-180 um e 10-50 mg, respectivamente. A etapa do condicionamento do adsorvente foi
estudada aspirando H>O deionizada e posterior eje¢ao. O numero de ciclos de extracdo e de
eluicdo também foram avaliados. A avalia¢do dos ciclos para a etapa de extragdo foi realizada
tanto com a aspiragdo da mesma aliquota para o proximo ciclo, quanto com a aspira¢do de uma
nova aliquota. A elui¢do foi estudada de acordo com o tipo de eluente (&cido cloridrico, acido
nitrico e hidroxido de s6dio), a sua concentra¢do (0,05 — 1 mol L), o volume (200 — 350 uL)
e o ciclos de eluicdo (até 2 ciclos). Todos os experimentos foram realizados em triplicatas (n =

3) e brancos analiticos foram preparados da mesma maneira simultaneamente.
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4.6. Ponto de Carga Zero (pHrcz)

O pH de PCZ foi realizado adicionando 50 mg de p6 da polpa da semente de Moringa
oleifera em contato de 50 mL de agua deionizada com o pH ajustado (variagdo de 1-12)
(ROBLES; REGALBUTO, 2004). O pH foi ajustado com solu¢des de NaOH (0,05 - 2,0 mol
L) e HCI (0,05 - 0,5 mol L") A mistura (adsorvente e solugio aquosa) ficou sob agitacio a
180 rpm por 1 h, em mesa agitadora orbital (Tecnal TE-141). Apos 24h, a mistura foi filtrada,
descartando o adsorvente residual e determinando o pH do sobrenadante.

Os resultados foram apresentados em dois graficos: (1) pH final VS pH inicial e (2)
subtragdo entre pH inicial e pH final VS pH inicial. No primeiro grafico, o pHpcz ¢ a faixa de
pH final constante, obtido pela média dos valores de pH que se encontram constantes. No

segundo, o pHpcz € o pH que o eixo y (subtragado entre pH inicial e pH final) ¢ proximo de zero.

4.7. Validacao do procedimento analitico

O procedimento analitico proposto foi avaliado a partir das curvas de calibragdo sem
pré-concentragdo (PC) e com PC e obtencgdo das figuras de mérito. As curvas foram construidas
a partir de padrdes de Cu(II) em meio aquoso na faixa de 75-1000 ug L™ (sem PC) e 10-100 pg
L (com PC). A curva com PC foi construida passando as solug¢des padrio de Cu(II), os brancos
e as amostras pelo procedimento DPX nas condi¢gdes otimizadas, em triplicatas. Os limites de
deteccao (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados como 3 e 10 vezes os desvios padrdes
dos brancos dividido pela inclinagdo das curvas de PC, respectivamente. A linearidade da faixa
de trabalho foi avaliada por meio do coeficiente de correlacdo linear (r), teste de Mandel e
analise de residuos. O fator de enriquecimento foi obtido pela razao das inclinagdes das curvas
com ¢ sem PC. A exatidao foi avaliada por meio do teste de recuperacdo em agua para
hemodialise em duas concentragdes de Cu(Il) (30,0 e 80,0 ug L™}, n = 6) dentro da faixa de
trabalho e a precisdo pelo desvio padrio relativo (RSD) a nivel de repetibilidade (80,0 ug L™,
n=09).

4.7.1. Limite de detec¢cao
O LD ¢ amenor concentragdo de analito detectdvel e distinguivel do branco pelo método

com um nivel de confianga aceitavel (IUPAC, 2002; ANVISA, 2005). O LD foi calculado com

base nas medidas do branco usando a recomendacdo da ITUPAC como 36/S (n = 10),
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respectivamente, onde 6 € o desvio padrao do branco e S € a inclina¢do da curva de calibragao

com PC (IUPAC, 2002).

4.7.2. Limite de quantificacio

O LQ ¢ a concentracdo mais baixa de analito quantificada pelo método com precisdo e
exatidio aceitaveis (IUPAC, 2002). E a menor concentragio para qual o desempenho do método
¢ aceitavel. Também pode ser considerado como o ponto mais baixo da curva de calibragao,
desde que seja diferente do branco (ANVISA, 2004). O LQ foi calculado com base nas medidas
do branco usando a recomendacdo da [UPAC como 106/S (n = 10), onde ¢ € o desvio padrao

do branco e S ¢ a inclinagdo da curva de calibragdo com PC (IUPAC, 2002).

4.7.3. Curva de calibraciao e linearidade

Em determinacdes quantitativas, a calibracao refere-se a resposta de um sistema de
medida que esta relacionada a uma concentragdo ou a uma quantidade de substancia conhecida
(RELACRE 13, 2000). Normalmente ¢ utilizado o método dos minimos quadrados para a
regressao linear da curva de calibra¢do representada por uma func¢do polinomial do primeiro
grau (uma reta), pois pressupde-se que os erros de distribuicdo sdo normais e exista
homogeneidade de variancias ao longo da reta (RELACRE 13, 2000). Caso se utilize o método
dos minimos quadrados, o eixo vertical (eixo y) representa a resposta instrumental do
equipamento e, o eixo horizontal, (eixo x) representa as concentracdes dos padrdes, uma vez
que se assume que os erros associados aos valores de x sdo despreziveis frente aos de y
(RELACRE 13, 2000). A regressao linear ponderada ¢ menos usual e ¢ utilizada quando nao
existe homogeneidade de variancias ao longo da reta, sendo que as incertezas em y sao
dependentes de x (Material de Apoio Complementar: Validagdo UMinho, 2017).

A funcao polinomial do primeiro grau fornece resultados diretamente proporcionais a
concentragdo do analito, sendo que a forma algébrica da equagao da reta ¢ dada pela equagao

6:

y=a-+bx
Equacao 6
Onde:

a = ordenada na origem
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b = declive da reta
y = sinal medido

x = concentra¢ao do analito na solugao

4.7.4. Avaliacao da linearidade: coeficiente de correlacao, teste de Mandel, analise de

residuos

A linearidade ¢ a capacidade de um procedimento analitico fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo do analito (y =a + b x) (ICH, 2006). A avaliacao da
linearidade pode ser realizada por verificacdo visual, analise do coeficiente linear (r), testes
estatisticos (por meio do teste F, também conhecido com F-Snedecor na andlise da variancia
(ANOVA) da regressao), analise de residuos, entre outros (EURACHEM GUIDE, 2014; DOQ-
CGCRE-008, 2016; Material de Apoio Complementar: Validagao UMinho, 2017).

Os coeficientes de determinagio (R?) e de correlagdo (r) sdo aceitos para a avaliagio da
calibragio analitica, sendo que o valor de r é o resultado da raiz quadrada do valor de R%. O
valor do coeficiente de correlacao (r), pode tomar valores entre -1 ¢ +1 (-1 <r <+1), devendo
ser superiores a 0,995 para as curvas de calibragdo analiticas (RELACRE 13, 2000). O
coeficiente de correlagdo nao deve ser usado como unico parametro indicagdo do melhor ajuste
da linearidade (IUPAC, 2002; DOQ-CGCRE-008, 2016).

E desejavel que haja critérios para aceitagdo das curvas de calibragio analitica em
relagdo a linearidade e a estabilidade entre calibragdes. Para realizar regressoes lineares pelo
método dos minimos quadrados para calibragdes analiticas recomenda-se usar como referéncia

a norma ISO 8466-1 (RELACRE 13, 2000).

4.7.4.1. Teste de Mandel

A linearidade pode ser avaliada por meio de em modelo estatistico, de acordo com a
norma ISO 8466-1 (RELACRE 13, 2000; DOQ-CGCRE-008, 2016). Um modelo estatistico
muito utilizado ¢ o teste de Mandel (RELACRE 13, 2000). Este teste avalia qual fungao
matematica ¢ mais adequada para representar a calibragdo da curva analitica investigada. A
funcdo matematica pode ser linear , y = a + bx ou uma outra fungao suscetivel de ajuste, como
por exemplo: a fungdo de 2* ordem, y = a + bx + cx°.

Desse modo, o teste de Mandel compreende um conjunto de célculos a partir de um

conjunto de pares ordenados, tais como:
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(1) A fungdo de calibragdo linear (y = a + bx) e o desvio padrao residual da fungdo linear

(Sv), de acordo com a equagado 7:
X

(v —3-: )2
S 2iyi—¥i) ,y =a+ bx.
n-—2

* I
Il

Equacao 7
Onde:

Sy = desvio-padrio residual da fun¢do linear
X

y; = sinal analitico medido de cada padrao de calibragio
¥ = a + bx. Substitui a concentracdo de cada padrao na equagao da reta, obtendo 7.

n = namero de padrdes de calibragdo

(2) A funcio de calibragiio ndo linear (por ex: de 2* ordem, y = a + bx + cx?) e desvio-padrio

residuais da fung¢do, de acordo com a equagao 8:

/Zi(}’i -9i)% 2
Sy2: T,y:a+bX+CX

Sy2 = desvio-padrdo residual da funcdo de 2* ordem

Equacao 8
Onde:

y; = sinal analitico medido de cada padrao de calibragao
§ = a + bx + cx?. Substitui a concentra¢io de cada padrio na equagdo da reta, obtendo .

n = namero de padrdes de calibragdo
3) A diferenca das variancias de acordo com a equagao 9:

DS?=(N-2)xS§ —(N—3) x S2,
X

Equacio 9
Onde:
DS?= diferenca das variancias

Sy = desvio-padrio residual da fun¢do linear
X

Sy2 = desvio-padrao residual da funcdo de 2* ordem
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N = ntimero de padroes de calibragdo

4) Calcula-se o valor teste (PG) de acordo com a equagao 10:

Equacio 10
Onde:
PG = valor do teste
DS?= diferenca das variancias

Syz = desvio-padrao residual da fungdo de 2* ordem

Assim, compara-se o valor PG com o F-Snedecor tabelado (F tabelado para numero de

graus de liberdade: numerador = 1 e denominador = n-3)

Se PG < F = a fun¢ao de calibragdo ¢ linear

Se PG > F = a fung@o de calibracdo ¢ ndo linear, devendo portanto investigar a
possibilidade de reduzir a faixa de trabalho ou recorrer a ISO 8466/2 (ou a outra fungdo
suscetivel de ajuste) (RELACRE 13, 2000; Material de Apoio Complementar: Validagao
UMinho, 2017).

Algumas curvas analiticas ndo demonstram comportamento linear, mesmo apds
qualquer transformagao. Nesses casos, 0 comportamento pode ser descrito por uma outra fungao
que modele a relacdo entre a concentracao do analito e a resposta medida (DOQ-CGCRE-008,

2016).

4.7.4.2. Analise de residuos

A distribuigdo dos residuos da calibracdo pode ser usado para avaliar a eficiéncia da
regressao linear utilizada (avaliagdo da linearidade), como também observar o comportamento
das variancias em uma curva de calibragdao com o aumento da concentracdo (GUARIEIRO et
al., 2008). Os residuos sdo calculados pela diferenca entre o sinal observado (y;) e o valor de i
(calculado pela equagdo da reta de regressao, i = a + bx;, para cada valor de x;) (GUARIEIRO
et al., 2008; DOQ-CGCRE-008, 2016; Material de Apoio Complementar: Validagao UMinho,
2017). A partir de entdo, € plotado um grafico do residuo (yi - ¥i) em fung¢do do ¥;, verificando
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como os residuos estdo distribuidos ao longo do eixo x. A Figura 5 a-d apresenta alguns

exemplos para interpretacao dos residuos.

Figura 5: Distribuicdo de residuos (FONTE: Material disponibilizado no curso de Validagdo de
M¢étodos Analiticos e Controle de Qualidade, oferecido a distancia pela Universidade do Minho, Braga
- PT, 2017).

(b) 3
0t—*—5 .. .
° N < ‘>
ES (© -
0... ‘.'- )
. 9 y

Onde:

(a) Distribuicao aleatoria em torno da linha reta, o que indica uma regressao linear satisfatoria;
(b) Aumento dos residuos com o aumento do y (usar regressao linear ponderada);

(c) Tendéncia na distribui¢do dos residuos (usar outra fung¢ao);

(d) Distribui¢ao satisfatoria dos residuos exceto para um valor suspeito.

Neste trabalho a linearidade das curvas de calibragao sem PC e com PC foi avaliada por

meio do coeficiente de correlagdo liner (1), teste de Mandel e andlise de residuos.
4.7.5. Fator de enriquecimento

O fator de enriquecimento (FE) ¢ um parametro utilizado para avaliar a eficiéncia dos
sistemas de pré-concentracao (ALVES, 2013; CONRADO, 2019). O termo refere-se
matematicamente como a razdo entre a concentracdo do elemento de interesse apds a
concentracdo, C. e a concentragdo original, C, (ALVES, 2013). A equagdo 11 refere-se ao

calculo do FE.

Ce
FE =—
C

o

Equacao 11
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Onde:
FE = fator de enriquecimento
C. = concentracao do elemento de interesse apds a concentracao

C, = concentracdo original

Alves (2013) complementa que na pratica a concentracao real do elemento de interesse
na solugdo concentrada (C.) ¢ desconhecida, recorrendo portanto a uma aproximagao do fator
de enriquecimento estimada pelo aumento da resposta do detector. Desse modo, o FE ¢
determinado por meio do calculo da razdo dos coeficentes angulares das curvas de calibragdo

com e sem a etapa de pré-concentracdo, de acordo com a equagdo 12:

FE

S
%)

Equacao 12

Onde:
FE = fator de enriquecimento
by, =coeficiente angular da curva com pré-concentracao

bs= coeficiente angular da curva sem pré-concentragao

4.7.6. Precisao

A precisdo representa a dispersdao entre um conjunto de valores medidos, obtidos por
medicdes repetidas, no mesmo objeto ou em objetos similares, sob condigdes especificadas. E
expressa numericamente por caracteristicas como o desvio padrdo, variancia e o coeficiente de
variagdo. O coeficiente de variagdo ¢ também conhecido como desvio padrao relativo (R.S.D)
(Material de Apoio Complementar: Validacao UMinho, 2017).

Para avaliar a precisao ¢ utilizado o desvio padrao (s) e o coeficiente de variagao (CV)

de acordo com a equacao 13:

CV(%) = = x 100

Rl @©

Equacio 13

Onde:
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s = desvio padrdao de um conjunto de medidas, x;
X = média de x;

CV (%) = coeficiente de variagdo

A precisdo pode ser avaliada em termos da repetibilidade, da precisdo intermédia ou da
reprodutibilidade. Essas condicdes especificadas diferem entre si de acordo com as diferentes
condicdes de andlise, tais como: intervalo de tempo, sistemas de medicao (equipamentos),
operadores, local, entre outros. Na repetibilidade deve-se manter sempre as mesmas condicoes,
tais como: mesmo operador, mesmo procedimento de medigao, mesmas condigdes de medigao,
medi¢des repetidas no mesmo objeto (ou em objetos similares), mesmo local, em um curto
intervalo de tempo (geralmente no mesmo dia). Logo para obter a precisdo intermédia algumas
condigdes devem ser mantidas e variando outras. Desse modo, na precisdao inermédia deve ser
mantido o mesmo procedimento de medicdo, as mesmas condi¢des de medicdo, medigdes
repetidas no mesmo objeto (ou em objetos similares) e o0 mesmo local, variando o espaco de
tempo, que ¢ mais longo do que na repetibilidade (3 dias consecutivos), além de outras
condi¢des, tais como: diferentes operadores, padrdes e sistemas de medicao, além de novas
calibragdes. Na reprodutibilidade, mantém o mesmo procedimento de medigdo € as mesmas
condi¢des repetidas no mesmo objeto (ou em objetos similares), variando todas as outras
condi¢des citadas. Como exemplo, para obter a reprodutibilide, as analises devem ser realizadas
em laboratorios diferentes, os quais apresentam caracteristicas diferentes tais como: operadores
com experiéncias diferentes, equipamentos com caracteristicas diferentes, reagentes com datas
de fabricagio diferentes, etc. E esperado um aumento no desvio padrio com o aumento de
condigoes diferentes dos sistemas de medicio (EURACHEM GUIDE, 2014; DOQ-CGCRE-
008, 2016; Material de Apoio Complementar: Validagdo UMinho, 2017).

Para obter a precisao a nivel de repetibilidade pode ser utilizado materiais de referéncia
certificado, da amostra ou do branco fortificado com concentracdes dentro da gama de trabalho.
Em geral, devem ser realizadas de 6 — 15 réplicas independentes (com o mesmo analista e
mesmo equipamento € em um curto espago de tempo) e determinado o desvio padrio
(EURACHEM GUIDE, 2014; DOQ-CGCRE-008, 2016). O niimero minimo de réplicas varia
de acordo com documento de validagao (DOQ-CGCRE-008, 2016). Em geral um CV <10 %
¢ satisfatorio (Material de Apoio Complementar: Validagdo UMinho, 2017). Os resultados de
repetibilidade sdo calculados de acordo com a equagdo anterior, tais com: desvio padrao de
repetibilidade (s;) e coeficiente de variagao de repetibilidade (CV, =100 s, /x ). Uma forma de

avaliar se os resultados de duas réplicas sdo aceitaveis em termos de repetibilidade é calculando
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o limite de repetibilidade (r), por meio da multiplicacdo do desvio padrdo obtido por 2,8 (r =
2,8 sr). O valor do limite (r) encontrado compara-se com o resultado da diferenca entre os
valores de 2 réplicas em condig¢des de repetibilidade |x; — x;_4|. Assim, aceitam-se os valores
de 2 ensaios, em condig¢des de repetibilidade, se |x; — x;_;| < r . Se caso a amplitude entre 2
ensaios for superior ao limite (r), deve-se fazer uma analise critica e, caso seja necessario,
recorrer a repeticdo do ensaio (RELACRE 13, 2000; EURACHEM GUIDE, 2014).

A precisdo foi avaliada a nivel de repetibilidade por meio do desvio padrdo relativo das
amostras de hemodialise fortificadas (Cu(Il) 80 pg L', n = 9). Nao foi realizado 10 ensaios

devido a quantidade de amostras de d4gua para hemodialise disponiveis no periodo de estudo.

4.7.7. Exatidao

A exatidao ¢ o grau de concordancia entre um valor obtido de um ensaio e um valor de
referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro (RELACRE 13, 2000).

O termo exatiddo de uma série de resultados de um ensaio ¢ constituido de uma
combinacdo de componentes de erros aleatdrios € componentes de erros sistematicos
(RELACRE 13, 2000). Desse modo, uma medicao ¢ considerada mais exata quando fornece
um erro de medi¢ao menor (MATERIAL DE APOIO COMPLEMENTAR: Validagao UMinho,
2017).

Outra forma de expressar a exatiddo ¢ considerar que a mesma ¢ constituida pelas
componentes ‘“veracidade” e “precisao” (MATERIAL DE APOIO COMPLEMENTAR:
Valida¢ao UMinho, 2017). Veracidade ¢ o grau de concordancia entre a média de um ntimero
infinito de valores medidos repetidos e um valor de referéncia (VIM, 2012), porém esta
componente ndo pode ser medida. A veracidade ¢ expressa quantitativamente como bias (ou
bias relativo) que ¢ definido como a estimativa do erro sistematico (EURACHEM GUIDE,
2014). Na pratica, a veracidade ¢ determinada como a diferenca entre a média obtida a partir de
um numero elevado de medigdes repetidas e o valor de referéncia de uma amostra (MATERIAL
DE APOIO COMPLEMENTAR: Validagao UMinho, 2017).

Sao possiveis trés tipos de abordagens gerais para avaliacdo da veracidade (bias): (a)
Ensaios de recuperacao em amostras; (b) Analise de materiais de referéncia ou (¢c) Comparagdo

com os resultados obtidos com um método alternativo (EURACHEM GUIDE, 2014).

4.7.7.1. Ensaios de recuperacio
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A recuperagdo do analito ¢ uma abordagem utilizada para avaliagdo da exatiddo
(expresso pelo bias) (EURACHEM GUIDE, 2014) e pode ser estimada pela analise de amostras
fortificadas com quantidades conhecidas do analito (spike) (DOQ-CGCRE-008, 2016). As
amostras podem ser fortificadas com o analito em pelo menos trés diferentes concentragdes
(baixa, média e alta) dentro da faixa de trabalho do método (EURACHEM GUIDE, 2014). A
recuperagdo ideal deve ser proxima de 100 %, no entanto, recuperagdes mais distantes de 100
% sao aceitas dependendo da concentracdo do analito e da matriz da amostra. A taxa de
recuperagdo ¢ dependente da concentragdo do analito (DOQ-CGCRE-008, 2016). Desse modo.
o0 bias pode variar dependendo da matriz e/ou nivel de concentragdo (MATERIAL DE APOIO
COMPLEMENTAR: Validagdo UMinho, 2017).

Portanto, para avaliagdo da recuperagdo pode-se usar brancos de amostras, amostras
testes ou amostras fortificadas com o analito, em 10 determinacdes independentes
(EURACHEM GUIDE, 2014). Compara-se a diferen¢a entre a média do valor fortificado e a
média do valor com a concentracdo da fortificacdo, de acordo com a equacdo 14 (DOQ-

CGCRE-008, 2016):

G -G

Cs

Recuperacdo (%) = ( ) x 100

Equacio 14

Onde:
C1 = Concentragao de analito determinado (valor médio) na amostra fortificada
C2 = Concentragao de analito determinado (valor médio) na amostra ndo fortificada

C2 = Concentragao do analito adicionado (valor conhecido) a amostra fortificada

O analito adicionado ndo esta necessariamente na mesma forma do que a presente na
amostra o que pode ser uma limitagdo. A presenga de analitos adicionados em uma forma mais
facilmente detectavel pode ocasionar avaliagdes excessivamente otimistas da recuperacao
(DOQ-CGCRE-008, 2016).

A exatidao neste trabalho foi avaliada por meio de resultados independentes de
recuperagao obtidos da fortificagdo da dgua para hemodialise em dois niveis de concentragdes
de Cu(Il) (30 ung L' e 80 ug L, n = 6). Nao foi realizado trés niveis de concentragdes devido

a quantidade de amostras de 4gua para hemodialise disponiveis no periodo de estudo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.  Caracterizaciao das sementes de Moringa oleifera

As sementes de Moringa oleifera sio bem estabelecidas como material adsorvente
aplicado na remogao de ions metalicos em meio aquoso. Ensaios de caracterizagao estrutural
tais como espectroscopia por infravermelho médio com tranformada de Fourier (FT-IR),
microscopia eletronica de varredura (MEV) e pHpcz remetem a sua adequagao para finalidades

de extragdo e pré-concentragdao por DPX.

5.1.1. Espectroscopia no Infravermelho Médio por transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia no infravermelho (FT-IR) foi utilizada para elucidar os principais os
grupos funcionais presentes nas sementes de Moringa oleifera que possam estar envolvidos em
processos de adsor¢ao. A Figura 6 apresenta o espectro de infravermelho médio do p6 polpa da

semente de M. oleifera Lam. “in natura’.

Figura 6: Espectro de Infravermelho Médio da polpa da semente de Moringa oleifera ““in natura”.
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O espectro de infravermelho apresentou uma banda larga centrada na regido de 3303
cm! caracteristica de estiramento de ligagdo O-H de 4lcoois e fendis de estruturas de proteinas,
acidos graxos, carboidratos ¢ unidades de lignina presentes nas sementes de Moringa (DO
CARMO, 2014). Além disso, o aumento dessa banda pode estar relacionado aos estiramentos

de ligacdo N-H de grupos amida devido ao elevado teor proteico. Os picos em 2927 cm™ e 2853
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cm’! sdo caracteristicos de estiramentos vibracionais assimétrico e simétrico, respectivamente,
de ligagdo C-H de CH, de grupos presentes nos acidos graxos (ARAUJO et al., 2010).

A regido entre 1800 e 1600 cm™! est4 associada aos estiramentos de carbonilas (C=0).
O pico de estiramento de C=0O em 1748 cm™! estd associado a ésteres de acidos graxos de
lipideos (ARAUJO et al., 2010; COSTA et al., 2013). Sinais de 1740 a 1720 cm™ sdo de
estiramentos de carbonilas de cetonas ndo conjugadas, de ésteres provenientes de carboidratos
e grupos carboxilicos (LIMA et al., 1996 apud ALVES, 2013). O pico de estiramento de C=0
em 1645 cm™ é caracteristico de amida de proteinas (ARAUJO et al., 2010).

O pico em 1537 cm™ pode ser associado ao estiramento C-H e/ou deformacio N-H. Uma
banda na de regido de 1513 cm™ ¢ caracteristica de esqueleto aromatico (ALVES, 2013). As
bandas em 1110 cm™ e 1054 cm! estdio relacionadas a vibragdo v (C-O) de alcool primério e
secundario, respectivamente. A banda em 1250 cm™! pode ser atribuida a presenca de ésteres e
epoxidos (HIERESEN et al., 2001 apud ALVES, 2013). A funcdo éster pode ser confirmada
por uma banda forte na regido de 1250 a 1000 cm™ (COSTA et al., 2013).

Como as sementes de M. Oleifera possuem significativa por¢ao proteica, a presenca de
grupos funcionais tais como a carbonila associada a ligacdes peptidicas, bem como ésteres de
acidos graxos, carboxilatos, aminas e hidroxilas podem facilitar a interacdo com os ions

metalicos, dependendo do meio que se encontra.

5.1.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O perfil morfolégico da polpa das sementes de Moringa oleifera foi obtido pela
microscopia eletronica de varredura (MEV) com imagens com diferentes ampliacdes (100 a
5000 X). Essa analise foi realizada para o material em branco e ap6s a extracao com Cu(II) por

DPX. Os resultados sdo apresentadas na Figura 7.
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Figura 7: Microscopia eletronica de varredura (MEV) da polpa de semente de Moringa oleifera com
amplia¢des de 100-5000 X para o material em branco “in natura” (A - C) e apos extracdo (D - F).
(4) 100 X — “in natura” (D) 100 X — Apos erado
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As imagens do MEV da Figura 7 A-C mostram uma superficie irregular e rugosa,
permitindo espacos nao preenchidos. Dessa forma, o material possui uma matriz heterogénea
relativamente porosa. As sementes de M. oleifera apresenta uma composi¢ao diversificada
como celulose, hemicelulose e lignina o que justifica esse perfil caracteristico (DO CARMO,
2014). A presenca de deformacdes e espacos disponiveis na superficie do material sdo
condi¢des que favorecem a adsor¢io de espécies metalicas nos intersticios (ARAUJO, 2010).

As imagens do MEV apds extracao com Cu(Il) apresentam uma leve modificagdo na
superficie no material relacionados com a adsor¢ao do metal e da agua, além de residuos de 1a
de vidro (Figura 7 D-E).

Acoplado ao MEV a espectroscopia por energia dispersiva (EDS-energy-dispersive
spectroscopy) permitiu a identificagao e determinacao da porcentagem em massa dos elementos
quimicos presentes nas sementes de Moringa oleifera. A anélise foi realizada com o material
“in natura” e apés a extragdo com ions Cu(Il) por DPX. Os resultados sdo apresentadas na

Tabela 6.

Tabela 6: Resultados de EDS (% em massa) da polpa da semente de Moringa oleifera (PSMO) “in
natura” e adsorvido obtidos pelo EDS com o aumento de 100 e 1000 vezes.
% em massa

PSMO Magnificacio C O Mg P S K Ca ClI Al Na Si
“In Natura” 100 74,62 24,33 0,08 0,21 0,44 0,25 0,05 0,02 0,01 - -

“In Natura” 1000 78,95 20,00 0,11 0,27 0,42 0,37 0,04 - - - -
Adsorvido 100 71,14 27,21 0,12 0,23 0,45 0,11 0,12 - 0,02 0,21 0,39
Adsorvido 1000 87,12 13,59 0,17 0,41 0,54 0,12 0,05 - - - 0,05

Os resultados de EDS mostram que o sorvente natural possui uma composi¢ao
elementar diversificada, composta majoritariamente por C (74,62% em massa) e O (24,33% em
massa) (Tabela 6). Os elementos como C, O e K s3o indicativos da presenca do constituinte
proteico no material (ALVES, 2013). Nao foi possivel observar o cobre na superficie do

material.
5.1.3. pHrcz
O estudo do ponto de carga zero (pHpcz) foi realizado a fim de determinar em qual pH

a carga liquida do adsorvente se anula (DO NASCIMENTO et al., 2014). O valor pHpcz

encontrado foi de 4,2 e foi obtido verificando quando o pH final se encontrava constante (Figura
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8). O significado do pHpcz € que em pH 4,2 as moléculas superficiais do material apresentam
as cargas elétricas neutras, abaixo do pHpcz 0 material possui cargas superficiais positivas e
acima do pHpcz cargas superficiais negativas. Isso quer dizer que os processos de adsor¢do de
cations sdo favorecidos na presenca de moléculas carregadas negativamente em pH acima de
4,2

Figura 8: Estudo do pH pcz com 50 mg de polpa da semente de Moringa oleifera em 50 mL de agua
deionizada com ajuste de pH 1 a 12. Agitagdo em mesa orbital, por 1 h e equilibrio por 24h.
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A maioria dos aminoécidos presentes nas sementes de Moringa oleifera tem ponto
isoelétrico na faixa de 4,0 — 8,0 (DELVIN, 2002 apud KUMARI et al., 2006). Na faixa do
ponto isoelétrico mais de 90% dos aminoacidos presentes contém sitios cationicos (KUMARI
et al., 20006).

Outra forma que foi determinado o pHpcz foi pela diferenca entre pH inicial e pH final
em funcao do pH inicial. Essa difereng¢a (pHiniciai-pHfinal) deve ser proxima de zero, tal como
observado no ponto (4,00, 0,03) da Figura 9. Pode-se observar um aumento dessa diferenca
entre pH final e inicial a partir do pH 5 inicial, porque o pH inicial foi aumentando enquanto o
pH final permaneceu constante. A partir de pH inicial 11 essa diferenga entre pH final e inicial

diminui porque o pH final deixa de ficar constante.
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Figura 9: pHpcz por meio grafico, obtido pela diferenca entre pH inicial e final (ap6s 24h equilibrio)
em fungdo do pH inicial.
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As sementes de Moringa oleifera sao constituidas principalmente de proteina (40%) e
lipideos (19%), sendo que o restante ¢ composto por agucares soluveis, oligossacarideos e
amido com teores menores ou igual a 6 % (GALAO; DAMASCENO; BRITO, 2006).

As proteinas sdo formadas geralmente por uma sequéncia de aminoéacidos unidos por
ligagdes peptipidicas (formula geral NH,-CHR-COOH) formando moléculas com uma longa
cadeia de residuos de aminoacidos (MORTON; HEARLE, 2008 apud GIACOMINI et al.,
2017).

No caso das sementes de Moringa oleifera, em solu¢do aquosa o biossorvente ¢é
composto por uma mistura heterogénea complexa contendo polipeptideos com varios grupos
funcionais e com uma variedade de estruturas que podem ficar carregados positivamente ou
negativamente conforme o pH do meio, podendo atrair ions metalicos cationicos ou anidnicos
(COSTA et al., 1997 apud KUMARI et al., 2006).

A presenga de grupos que se comportam como acido e como base, dependendo da reacdo
do qual eles participam, dao um carater anfétero na superficie do material, como por exemplo,
os aminodcidos possuem grupos carboxila (-COOH) que sdo acidos e grupos amino (-NH>) que
sdo basicos (BURKINSHAW, 2016 apud GIACOMINI et al., 2017). Quando o pH do meio
estiver abaixo do pHpcz (ou pHiec) o grupo carboxilico dos aminoacidos sdo desprotonados
como ligantes carboxilato (-COO") e simultaneamente protonando o grupo amino (-NH;3")
(KUMARI et al., 2006).

Dessa forma, o ponto de carga zero segue os mesmos principios das reagdes idnicas
acido-base. No entanto, essa teoria assume que os protons H' e os grupamentos hidroxilicos

OH' constituem ions determinantes em potencial, onde o adsorvente em solugdo aquosa pode
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adsorver ions OH™ ou H, dissociando-se ou associando-se a protons da solugio de acordo com
o pH que o meio se encontra (CEROVIC et al., 2007 apud NASCIMENTO et al., 2014).

Além da adsorcao fisica (forgas eletrostatica entre particulas carregadas (ions), entre
outros tipos de interacdes), os processos de adsor¢do também podem ocorrer por meio de
adsor¢do quimica (transferéncia ou compartilhamento de elétrons). Os processos de adsor¢ao
de ions Cu(Il) pelas sementes sdo estudados a partir da construcao de isotermas de adsor¢ao,
nao contemplados neste trabalho.

Os resultados de caracterizagdo realizados foram importantes para verificagdo se o
material adsorvente apresenta composi¢ao e morfologia adequados que facilitem os processos

adsortivos envolvidos na extragdo e pré-concentragdo por DPX.

5.2. Otimizac¢ao do procedimento DPX

5.2.1. Estudos do pH e do eluente

O pH do meio ¢ um fator de grande importancia em processos que envolvem adsor¢ao
de ions metalicos. O pH da solugao de Cu(Il) foi avaliado em fungao do sinal de elui¢do usando
HNO; HCI e NaOH como eluentes, a 0,5 mol L™ cada, em experimentos independentes, com
intuito de avaliar a pré-concentragdo. Dessa forma foram preparadas solugdes de Cu(Il)
variando o pH de 2 — 8 e submetidas pelo procedimento DPX, obtendo para cada solucao de
Cu(IT) com pH ajustado, trés sinais de elui¢ao referente a cada eluente.

A Figura 10, representa no eixo y a razdo da absorbancia final de elui¢do sobre a
absorbancia inicial em cada valor de pH e eluente. Os resultados indicam que a adsor¢do de
ions cobre foi favorecida com valores de pH da solucdo de ions Cu(Il) mais proximos da
neutralidade, sendo assim, concordantes com o pHpcz obtido e com dados da literatura. Os
valores de pH 6,0 e 8,0 foram os sinais analiticos de pré-concentra¢do mais promissores. O pH
6 foi escolhido por estar mais proximo do pH da 4gua. O sinal analitico de pré-concentragdo
indica que a adsorcao pode ter sido favorecida pela carga liquida superficial das sementes de
Moringa ser negativa (pH>PCZ), por meio de interacdes eletrostaticas com o cobre que se

manifesta predominantemente com cargas positivas [Cu(H20)s]** ¢ [CuOH(H20)s]".
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Figura 10: Estudo do pH: Razao da absorbancia final de eluicdo sobre a absorbancia inicial do padrao
de Cu(Il) com o pH ajustado, em cada ponto.

—8— A cluicdo com Ac. Nitrico/A Cu(Il) inicial
3,00

A eluigao com HCI/A Cu(Il) inicial
2,50 A elui¢do com NaOH/A Cu(II) inicial
2,00

1,50

1,00

A eluigdo / A inicial Cu(II)

0,50

0,00
0 2 4 6 8

pH da solugdo de Cu(Il)

Em relacdo ao melhor eluente o acido cloridrico e o nitrico tiveram melhores resultados
do que o hidroxido de soédio (Figura 10). O 4acido cloridrico foi o eluente com melhor
desempenho e pode ser explicado pelo efeito favoravel de complexagao dos ions cloreto com o
cobre (II). Dessa forma o cobre é eluido na espécie [CuCls]* como consequéncia da repulsio
com as cargas negativas da superficie do adsorvente que vao simultaneamente sendo protonadas
pelo equilibrio 4cido-base dos sitios ativos. O resultado menos favoravel do NaOH pode estar
relacionado com uma possivel precipitacio dos ions Cu?" e OH na forma de Cu(OH), em pH
acima de 6.

O pH determina o grau de distribui¢do das espécies quimicas e a carga da superficie do
adsorvente, governando as interagdes eletrostaticas ente o adsorvente e o adsorvato (TOLEDO
et al., 2005 apud DO NASCIMENTO et al., 2014). A intensidade desse efeito pode ser maior
ou menor conforme o adsorvente, pois dependem da composicao e das caracteristicas da
superficie do adsorvente (DO NASCIMENTO et al., 2014).

Outros estudos da literatura com sementes de Moringa oleifera apresentam resultados
semelhantes ao deste, como no estudo de biossor¢do de Cd(II) que em pH 6,5 houve a maior
sor¢ao de ions Cd(IT) (SHARMA et al., 2006). No estudo de caracterizacdo das sementes de
Moringa oleifera, realizado por Aratjo e colaboradores (2010), em pH 6,5 houve melhor
adsorcao de ions Ag(I), Cd(Il), Co(II), Cu(Il) and Pb(II).

Diante dos resultados, pH 6 para a solucao de Cu(Il) na etapa de extragdo e HCI 0,5 mol

L1, como eluente, foram fixados nos proximos experimentos.
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5.2.2. Condicionamento do adsorvente natural

O condicionamento do adsorvente pode favorecer a ativagao dos sitios de ligagdes do
adsorvente e melhorar a extra¢do. O condicionamento do pd da polpa de semente de Moringa
oleifera foi estudado com 4agua deionizada devido as caracteristicas polares dos grupos
funcionais presentes nas sementes de Moringa oleifera.

De acordo com a Figura 11, o condicionamento da adsorvente com H>O deionizada nao
influenciou significativamente a extracdo. Durante o processo de extragdo também ha a
competigdo da agua com o Cu(Il) pelos os sitios de ligagdo. E possivel observar que os sinais
de elui¢do aumentou aproximadamente 4 vezes em relacdo ao sinal inicial (sem passar pelo
DPX), evidenciando a pré-concentracao de Cu(II).

Os experimentos subsequentes foram realizados sem a etapa de condicionamento do

adsorvente.

Figura 11: Estudo do condicionamento do adsorvente. Condigoes preliminares: 4 mL Cu(Il) 2,0 mg L-
I, 2 ciclos extragdo, 0,2 mL de eluente de HCI 0,5 mol L', 15 mg de polpa de semente de Moringa
oleifera a 250 um.
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5.2.3. Estudo do tamanho da particula do adsorvente natural

Os tamanhos de particulas influenciam na area superficial da fase solida, além da
heterogeneidade dos diametros poder influenciar na perda da reprodutibilidade dos resultados.
Desse modo, foi estudado os diametros das particulas de 500, 250 e 177 pm, porém o didmetro
de 500 um foi desconsiderado em estudo preliminar, devido a baixa eficiéncia de extragdo. Na

Figura 12 sdo apresentados os resultados dos didmetros de 250 ¢ 177 um. Uma solugdo de
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Cu(Il) de concentragdo mais baixa (0,5 mg L) foi avaliada afim de prevenir a saturacdo do
material.

O tamanho de particula de 250 um apresentou melhores resultados para ambas as
concentragdes estudadas (0,5 e 2,0 mg L™). Este resultado pode estar relacionado ao grau de
empacotamento do adsorvente durante a eluicdo em diferentes tamanhos de particula. O
empacotamento do diametro de 250 pm favoreceu que o eluente percolasse de forma mais
eficiente do que utilizando o tamanho de particula 177 pm. Uma maior area superficial deste
ultimo acarretou no aumento da pressao no sistema, o que pode explicar a pré-concentragao
mais baixa.

Em concentragio de 0,5 mg L' de ions Cu(II) em adsorvente a 250 um teve um fator
de pré-concentragdo maior (5,5) do que em uma solugdo com maior quantidade de analito (2,0
mg L) com um fator de pré-concentracio de 2,6. Essa observagio esta relacionada ao aumento
da concentrag¢ao dos ions em solucdo, onde os sitios de adsor¢ao se tornam menos disponiveis

(DO NASCIMENTO et al., 2014).

Figura 12: Estudo do tamanho de particula. Condi¢des preliminares: 4 mL da solugéo pH 6, 2 ciclos
extragdo, 0,2 mL de HCI 0,5 mol L' como eluente, 15 mg pd de semente de Moringa oleifera, sem
condicionamento do adsorvente.
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Dessa forma o didmetro de particula de 250 um e concentragdo de 0,5 mg L' foram

fixadas para os proximos experimentos.
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5.2.4. Estudo da massa do adsorvente natural

A quantidade de massa do adsorvente € um parametro que afeta a adsor¢ao. No entanto,
o efeito da variacao da massa do p6 da polpa das sementes de Moringa oleifera foi investigado
variando a quantidade de adsorvente de 10-50 mg.

De acordo com a Figura 13, a massa de 10 mg de fase s6lida proporcionou melhores
resultados, com uma pré-concentragdo de 7 vezes em relagcdo ao valor do sinal inicial. Nota-se
que com a aumento da massa de adsorvente houve um comprometimento significativo na
eficiéncia de extragdo. Isso ocorre devido o aumento da massa limitar a dispersdo efetiva do
analito com o adsorvente dentro da capacidade interna do dispositivo, comprometendo o

alcance do equilibrio de adsor¢ao (CORAZZA et al., 2019).

Figura 13: Estudo da massa do adsorvente. Condic¢des preliminares: 4 mL da solugdo de Cu(Il) 0,5 mg
L' pH 6, 2 ciclos extragdo, 0,2 mL de HCI 0,5 mol L' como eluente, tamanho de particula de 250 pm,
sem condicionamento do adsorvente.
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Dessa forma, todos os experimentos posteriores foram realizados usando a massa de 10

mg de polpa de semente de Moringa oleifera.

5.2.5. Estudo dos ciclos de extracao

O ciclo de extragdao € um parametro muito importante na pré-concentragao, pois € nessa
etapa que ocorre a adsor¢do do cobre em solugdo. Cada ciclo de extragdo compde o processo
de aspiragdo da amostra, aspiracdo de ar e tempo de equilibrio. Com o objetivo de aumentar a

pré-concentracao de analito, na etapa de extracao foram realizados ensaios aspirando a mesma
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aliquota remanescente da extracdo, bem como ensaios aspirando novas aliquotas a cada novo
ciclo.

De acordo com a Figura 14, os resultados obtidos com a aspiracdo de novas aliquotas
foram promissores em relagdo a pré-concentragdo. Os resultados mostram que a extensao de
adsorcao de ions Cu(II) foi aprimorada renovando-se a aliquota da solugdo aspirada a cada ciclo
(aumento do sinal até 17,1 vezes), pois novas por¢des de analito estavam disponiveis para a
extracdo. Ja para os resultados obtidos a partir da mesma aliquota ndo foi observado variagao
significativa no enriquecimento do analito (aumento do sinal de 5,6 vezes em relagdo ao sinal
inicial), uma vez que a quantidade de cobre remanescente na solu¢ao de origem ndo foi capaz
de atingir a capacidade adsortiva da fase solida (Fig. 14).

Figura 14: Estudo dos ciclos de extragdo. Condigoes preliminares: 4 mL da solugdo de Cu(Il) 0,5 mg

L' pH 6; 2 ciclos extragdo, 0,2 mL de HCI 0,5 mol L' como eluente, 10 mg de adsorvente a 250 pm,
sem condicionamento do adsorvente.
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Dessa forma, realizou-se um estudo com uma variacao maior do niumero de ciclos com

diferentes solucdes em busca da satura¢ao do adsorvente.

5.2.6. Variacao da quantidade de ciclos de extracao com diferentes aliquotas

Foi realizado um novo estudo dos ciclos de extracdo aspirando novas aliquotas de
solucao de Cu(Il) a cada novo ciclo com o intuito de alcangar a saturacao do material e aumentar
a pré-concentracao de cobre por DPX.

De acordo com a Figura 15, pode-se observar um aumento significativo da pré-
concentragdo com o aumento do ntimero de ciclos em até 6 ciclos. A partir do sexto ciclo esse

valor se manteve praticamente constante.



Dissertacdo de Mestrado 2020 Giuliana Salvador Tomasin 64

Alguns estudos com DPX na literatura apresentam ciclos de extragdes com diferentes
aliquotas de amostra como realizado por Corazza e colaboradores (2017; 2019) e Cadorim e
colaboradores (2019). O alcance da saturacdo do material com a adi¢do de novas porcoes de
analito a partir de novas aliquotas ¢ promissor na pré-concentracao por DPX.

Dessa forma, verifica-se que a aspiragdo de 6 novas aliquotas em cada ciclo permitiu

alcancar a saturagao do material Assim, 6 ciclos foram fixados para os proximos experimentos.

Figura 15: Variagdo da quantidade de ciclos de extragdo (novas aliquotas). Condi¢Ges preliminares: 4
mL da solugdo de Cu(Il) 0,5 mg L' pH 6; 2 ciclos extragio, 0,2 mL de HCI 0,5 mol L' como eluente,
10 mg de adsorvente a 250 pm, , sem condicionamento do adsorvente.
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5.2.7. Estudo da concentracio de Cu(Il)

A concentragdo de Cu(Il) foi reduzida a 0,050 mg L' tendo em vista determinagdes a
nivel de ug L' por F AAS, uma vez que sinais analiticos do experimento realizado foram
promissores, além de se aproximarem das condi¢des limites da Lei de Lambert-Beer
(absorbancia proxima de 1).

Os resultados da Figura 16 mostram que o emprego do procedimento DPX aumentou a
detectabilidade de ions Cu(Il) a 0,05 mg L, com um sinal distinguivel do branco (ABS =
0,1303 £0,0209; n = 3). Nessas condi¢des, sem passar pelo DPX, a determinag¢ao direta ndo foi
detectavel.

Dessa forma, fixou-se a condi¢io de concentragio de ions Cu(Il) de 0,05 mg L™ para os

proximos experimentos.
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Figura 16: Estudo da concentragdo de Cu(Il). Condigdes preliminares: 4 mL da solu¢do de Cu(Il) 0,05
mg L' pH 6; 6 ciclos extra¢do, 0,2 mL de HCI 0,5 mol L' como eluente, 10 mg de adsorvente a 250
pm, sem condicionamento do adsorvente.
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5.2.8. Eluente: concentracio e volume e niumero de ciclos

A solucdo de acido cloridrico foi escolhida como melhor eluente (item 5.2.1). Outras
condicoes de elui¢do, como concentragao, volume e ciclos de elui¢ao foram estudadas.

Na Figura 17 A, foi observado melhores resultados com 0,1 e 0,5 mol L' de HCI. A
concentragio de 0,5 mol L™! foi escolhida devido a menor perca da precisio dos resultados em
relagdo a 0,1 mol L.,

Na Figura 17 B, o volume de eluente de 250 uL foi escolhido. Volumes maiores nao
foram escolhidos, uma vez que poderiam afetar o fator de pré-concentragao.

Na Figura 17 C, estudo dos ciclos de eluigdo, 1 ciclo foi escolhido, porque ndao houve
diferenca significativa com o aumento dos ciclos de elui¢do. O HCI a 0,5 mol L™ apresentou

melhores resultados em relagdo ao HCl a 0,1 mol L.

Figura 17: Estudo das condigdes de elui¢do. (A) Concentragdo da solugdo de HCI (0,05 — 1,0 mol L)
(B) Volume de HCI1 (200 — 350 uL) (C) Ciclos de elui¢do (1-2). Condigoes preliminares: 4 mL da
solu¢do de Cu(Il) 0,05 mg L' pH 6; 6 ciclos extracdo, 10 mg de adsorvente a 250 pum, sem
condicionamento do adsorvente.
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(C) Concentragdo do eluente vs ciclos eluigdo
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5.3. Resultados analiticos de valida¢ao

As Figuras 18 A e B apresentam os resultados das curvas de calibracdo analiticas sem
pré-concentragdo (PC) e com PC de solugdes aquosas de ions Cu(Il), respectivamente. A curva
com PC foi construida passando os padrdes de ions Cu(Il) (n = 3) e o branco (4gua deionizada)
(n=10) pelo procedimento DPX, nas condigdes otimizadas, e posterior analises dos eluatos. A

curva sem PC foi construida por meio das analises diretas das solucdes padrao de ions Cu(Il) e

do branco.

Figura 18: Curvas de calibracdo analiticas (A) sem PC e (B) com PC.
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A curva de calibragdo com PC apresentou uma linearidade satisfatoria de acordo com
os parametros avaliados, com coeficiente de correlacao, r > 0,995, valor do teste de Mandel
representativo de fungdo linear (PG = 9,14 < F'=10,01) (Tabela 8) e, de acordo com a Figura
19 B, uma distribui¢do aleatdria dos residuos. De acordo com a Tabela 8 e a Figura 19 A, a

curva de calibragdao sem PC também apresentou linearidade adequada.
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Tabela 7: Resultados das analises do teste de Mandel para as curvas de calibragdo sem PC e com PC de
ions Cu(Il).

Curva PG experimental vs F
sem PC PG experimental (0,042) <F (12,22)
com PC PG experimental (9,14) <F (10,01)

Figura 19: Analises de residuos das curvas de calibragido (A) sem PC e (B) com PC de ions Cu(Il).
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O fator de enriquecimento (FE) foi calculado pela razdo das inclina¢des das curvas com
PC e sem PC obtendo um valor de 50. O ganho de sensibilidade obtido com a etapa de pré-
concentragdo por DPX foi adequado para determinagdes de cobre em baixas concentragdes e
relevante quando comparado a outros procedimentos com PC de cobre, como em Neri e
colaboradores (2019), Berkdemir e colaboradores (2019) e Suquila & Tarley (2019). Isso
demonstra a importancia do aproveitamento dos materiais naturais com propriedades adsortivas
para além do uso de fase solidas sintéticas.

A Tabela 7 apresenta os resultados dos parametros de validagdo do procedimento DPX
para Cu(Il). Foram obtidos valores de LD e LQ satisfatérios para determinagao de ions Cu(Il)

em agua para hemodiélise dentro do limite toleravel pelas normas (Tabela 7).
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Tabela 8: Figuras de Mérito do procedimento DPX otimizado para ions Cu(Il) em meio aquoso.

Curva com pré-concentracao Curva sem pré-concentracao
(ngL™ (ngL™
LD 0,64 49
LQ 2,1 148
Faixa linear 10-100 148-1000
Equacao Abs = 6,069%1073 Ccyany — 9,359 x 10*  Abs = 1,221x10* Ccyqn — 2,506 x 10-3
r 0,9991 0,9993
.Fator. de 50
enriquecimento

A precisdo foi avaliada por meio do desvio padrio relativo (RSD) de amostras
fortificadas em ensaios em condi¢des de repetibilidade (pelo mesmo analista, mesmas
condigdes operacionais € equipamentos, além de ter sido realizado no mesmo dia) onde foram
analisadas 9 réplicas independentes de amostra de dgua para hemodialise fortificada a uma
concentra¢io de 80 pg L' de ions Cu(Il) obtendo um RSD de 6,2 % (Tab. 9). Esse valor foi
considerado aceitavel, pois procedimentos de extragdo de fase s6lida estdo muito suscetiveis a
uma maior dispersao entre as réplicas, além de todo procedimento ter sido realizado em
batelada.

A exatidao do procedimento de extracdo e pré-concentragdo DPX foi avaliada em
termos da recuperacdo do analito na dgua para hemodialise. Assim, a amostra coletada foi
fortificada em dois niveis de concentragdes de Cu(II) (30 ug L' e 80 ug L™!) e submetidas ao
procedimento DPX otimizado. De acordo com a Tabela 9 foi observado resultados de
recuperagoes proximas a 100% e com baixos desvios (< 10 %), demonstrando uma exatidao
satisfatoria. Consequentemente, esses valores indicam que também nao foram observadas
interferéncias da matriz da amostra.

Verificou-se que a amostra de agua para hemodialise ndo apresentou teores de cobre
detectaveis (< LD). O baixo LD do procedimento DPX ndo representa um risco clinico de
contaminagdo por Cu(Il). Assim, esse procedimento DPX se mostra promissor para
determinagdes seguras e satisfatorias de Cu(Il) durante o monitoramento clinico de amostras de

agua para hemodialise.

Tabela 9: Recuperacdo de ions Cu(ll) em amostras dgua para hemodidlise pelo procedimento DPX.

Concentracao Concentracio Recuperacao RSD
fortificada obtida (%) (%)
(ngLh (ng L)
- <LQ - 5,2
30,0 29,05+ 0,01 92,9 7,8

80,0 80,31 £ 0,03 100,5 6,2




Dissertacdo de Mestrado 2020 Giuliana Salvador Tomasin 69

6. CONCLUSOES

O procedimento desenvolvido usando a DPX com os dispositivos de ponteiras de
micropipetas e a polpa das sementes de Moringa Oleifera Lam. como fase so6lida foi eficiente
na determinacio de ions Cu(Il) em 4gua para hemodiélise a niveis de pg L', com deteccio por
F AAS. O dispositivo DPX proposto ¢ de facil operacao, simples e baixo custo.

O adsorvente natural “in natura” passou por processos simples de trituracao, secagem
e classificagdo granulométrica, sendo que a heterogeneidade da particulas ndo comprometeu a
precisdo e recuperagdo durante a etapa de validacao.

A polpa das sementes de Moringa apresentou grupos funcionais e perfil morfoldgico
superficiais que favorecem a adsor¢do de ions metalicos.

A adsor¢ao de ions Cu(II) no p6 da polpa das sementes de Moringa oleifera ¢ favorecida
em pH 6 (pHpcz 4,2) ndo necessitando de ajuste de pH para pré-concentracdo em agua para
hemodialise.

O procedimento possibilitou bons resultados com baixas quantidades de adsorvente (10
mg com didmetro de 250 um), permitindo o consumo de baixos volumes de eluente (250 uL de
HC1 0,5 mol L.

A pré-concentragdo de Cu(Il) foi aumentada devido a insercdo de novas aliquotas de
amostra em cada ciclo de extracao até 6 ciclos consecutivos.

A curva de calibragdo com pré-concentracao apresentou um linearidade satisfatoria,
obtendo r > 0,995, distribui¢ao aleatoria de residuos e teste de Mandel que indicam que a
regressao linear utilizada é adequada.

Os limites de detecgdo (0,64 pg L) e quantificagdo (2,1 ug L) foram satisfatorios e
coerentes com a quantidade de ions Cu(Il) permitido na amostra de d4gua para hemodiélise,
demostrando aplicabilidade e seguranga do procedimento proposto. A faixa linear da curva com
PC foi de 10 — 100 pg L' de Cu(Il).

O procedimento DPX apresentou precisdao (RSD = 6,2 %, n = 9) e recuperagdo
satisfatorias (92,9 — 100,5 %, RSD < 10%). Os valores de recuperacao indicam que ndo houve
interferéncias da matriz da amostra.

A amostra de agua para hemodialise ndo apresentou teores de cobre detectaveis (< LD).
O baixo LD do procedimento DPX ndo representa um risco clinico de contaminagdo por Cu(Il),
sendo que o procedimento DPX se mostra promissor para determinagdes seguras e satisfatorias

de Cu(Il) durante o monitoramento clinico de amostras de a4gua para hemodialise.
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