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DETERMINACAO DE CADMIO EM AGUA, E CADMIO E MANGANES EM
CACHAGCA POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA EM CHAMA
EMPREGANDO NOVAS ESTRATEGIAS DE MICROEXTRAGAO EM FASE
LIQUIDA

RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidas duas metodologias de pré-concentracdo de Cd.
Na primeira foi feita uma microextracdo liquido-liquido dispersiva acoplada a
extracdo em fase sélida para determinacdo on-line, a partir de dispersdo de 1,2-
dicloroetano em amostras de agua, usando ditizona como complexante, e para
separacdo das gotas enriquecidas uma extracdo em coluna de silica ligada
diretamente ao FAAS. A coluna de silica gel foi preparada dentro de um tubo. Os
complexos de Cd-ditizona ficam adsorvidos na coluna durante a etapa de
amostragem. Apos inverter o fluxo, o solvente eluente remove os complexos e
transporta-os direto para andlise no FAAS. As variaveis tipo e volume dos solventes
eluente e dispersor, vazao de amostragem e de eluicdo, pH e massa de ditizona
foram otimizadas e as concentracfes dos possiveis interferentes foram avaliadas.
Apoés a otimizagdo, a curva de calibragdo obtida foi Abs = 0,0258Ccq +0,024, com R?
igual a 0,996. Os limites de deteccéo, fator de enriquecimento e indice de consumo
foram respectivamente 0,29 ug L?, 86,0 e 0,06. As precisdes foram avaliadas nas
concentracbes de 7 e 49 ug L%, com RSD de 2,94 % e 6,28 % respectivamente. A
validacédo foi feita com o material de referéncia certificado de agua APS 1071, com
erro relativo de apenas 0,6 %. Foram realizados testes de adi¢cao e recuperagdo em
amostras de agua de torneira, mineral e de bebedouro, tendo recuperacdes entre
94,2 e 114 %. O método foi aplicado em amostras de aguas de rio. A segunda foi
uma metodologia para andlise bielementar. Foi feita microextracdo liquido-liquido
dispersiva assistida por ar de Cd e Mn em amostras de cachaga. As variaveis pH,
volume do tampéao, concentracdo da solucdo de NacCl, concentracdo de complexante
e numero de ciclos de agitacdo com seringa foram fixadas com base na literatura; o
tipo de solvente extrator foi otimizado como tricloroetileno; para os volumes de
amostra, de solvente extrator e de solugdo de NaCl foi feita otimizagdo de mistura.
Apds a otimizacdo, a curva de calibracdo obtida para Cd foi Abs = 0,0158Ccd
+0,0333, com R? igual a 0,995; para Mn foi Abs = 0,0011Ccq +0,0142 e R? 0,991. Os
limites de deteccdo, fator de enriguecimento e indice de consumo foram
respectivamente 0,51 ug L%, 78,9 e 0,07 para Cd e 1,64 ug L%, 18,4 e 0,28 para Mn.
As precisbes foram avaliadas nas concentracdes de 5 e 10 pg L, Cd teve RSD de
0,97 % e 6,61 % respectivamente e Mn 2,84 % e 4,55 % respectivamente. Para
validacdo foram realizados testes de adicdo e recuperagcdo em 5 amostras de
cachaca, tendo recuperacoes entre 87,4 e 119,7 %. Todas as medidas foram feitas
no minimo em triplicata, com incertezas a 95 % de confianca. Os dois métodos
demonstraram ser eficientes, simples e ter baixo consumo de reagentes,
contribuindo com o desenvolvimento de uma Quimica cada vez mais verde.

Palavras-chave: Pré-concentragdo em fluxo. Separacdo em fase solida;
Microextracao liquido-liquido dispersiva assistida por ar. Agua. Cachaca.



DETERMINATION OF CADMIUM IN WATER AND CADMIUM AND MANGANESE
IN BY FLAME ATOMIC ABSORPTIN SPECTROMETRY EMPLOYING NEW
STRATEGIES OF MICROEXTRACTION IN LIQUID PHASE

ABSTRACT

Were developed two preconcentration methodologies for Cd, efficient, simple and
low reagent consumption. In the first, a dispersive liquid-liquid microextraction
coupled to the solid phase extraction was performed for on-line determination, from
dispersion of 1,2-dichloroethane in water samples, using dithizone as a complexant,
and for the separation of the enriched droplets an extraction on silica column bound
directly to FAAS. The silica gel column was prepared into a PVC tube. The Cd-
dithizone complexes are adsorbed to the column during the sampling step. After
reversing the flow, the eluent solvent removes the complexes and transports them
directly for analysis by FAAS. The variables type and volume of eluent and
dispersant solvents, sampling and elution flow, pH and dithizone mass were
optimized and concentrations of possible interferents were evaluated. After
optimization, the calibration curve obtained was Abs = 0.0258CCd +0.024, with R?
0.996. The detection limits, enrichment factor and consumption index were
respectively 0.29 ug L%, 86.0 and 0.06. Precisions were evaluated at concentrations
of 7 and 49 ug L, with RSD 2.94% and 6.28%, respectively. Validation was done
with the certified reference material APS 1071, with a relative error of only 0.6%.
Addition and recovery tests were performed on tap, mineral and drinking water
samples, with recoveries between 94.2 and 114%. The method was applied in
samples of river waters. The second was a methodology for bielementar analysis. Cd
and Mn air- assisted dispersive liquid-liquid microextraction in cachagca samples. The
pH, buffer volume, NaCl solution concentration, complexing concentration, number of
syringe shaking cycles were fixed based on the literature; the solvent extraction type
was optimized as trichlorethylene; for sample volume, extractor solvent volume and
NaCl solution volume was performed optimization of mixture. After optimization, the
calibration curve obtained for Cd was Abs = 0.0158Ccq4 + 0.0333, with R? 0.9951; for
Mn it was Abs = 0.0011Cwn + 0.0142 and R? 0.9911. The limits of detection,
enrichment factor and consumption index were respectively 0.51 yg L, 78.9 and
0.07 for Cd and 1.64 ug L%, 18.4 and 0.28 for Mn. Precisions were evaluated at
concentrations of 5 and 10 ug L, RSD for Cd was 0.97% and 6.61% respectively
and Mn 2.84 % and 4.55 % respectively. For validation, addition and recovery tests
were carried from 5 cachaca samples, with recoveries between 87.4 % and 119.7%.
All measurements were made in triplicate, with uncertainties at 95% confidence. Both
methods proved to be efficient, simple and have low reagent consumption,
contributing to the development of a greener chemistry.

Keywords: On-line preconcentration. Solid phase separation. Air-assisted dispersive
liquid-liquid extraction. Water. Sugar cane spirit.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1 INTRODUCAO

Apesar do aumento da industrializacdo e urbanizacdo, o descarte de muitos
materiais toxicos continua sendo feito de forma indevida, excedendo
significativamente a quantidade permitida em determinados ambientes [1]. Para
controlar a extensao de contaminacdes e assim tomar decisdes a respeito da forma
ideal de prevencdo do meio ambiente, diversos trabalhos realizam analises de
metais tOxicos em matrizes como aguas naturais, alimentos, bebidas, plantas, solos
e materiais biolégicos.

A determinacdo de ions metalicos pode ser feita com excelente performance
analitica, alta seletividade e sensibilidade [2]. Porém, alguns desses metais
encontram-se nas matrizes em nivel traco, de forma que nem todas os
equipamentos tém sensibilidade para analise. Dessa forma, a pré-concentracao
torna-se indispensavel, principalmente quando ha a opcédo de utilizar metodologias
gue estejam de acordo com a quimica verde, técnicas de andlise de baixo custo e
simples operacdo e a possibilidade de automacdo, aumentando a frequéncia
analitica [3].

Cada vez mais as metodologias de pré-concentracdo tém adotado novas
estratégias que tornam 0s processos mais precisos e exatos, resultando também no
aumento das sensibilidades e dos desempenhos das extracdes. Dentre as
estratégias é possivel citar a utilizagcdo de banhos de ultrassom [4], seringas para
agitacdo [5], liquidos ibnicos [6] e sistemas em linha [7]. Ao comparar as
metodologias desenvolvidas com as metodologias originais, observa-se uma grande
vantagem em utilizar as estratégias.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver duas metodologias de microextracao
de Cd com analise por FAAS. Na primeira foi realizado o acoplamento de dois
métodos, montando um sistema em fluxo on-line. A segunda foi método bielementar
(o manganés foi também analisado), realizado em batelada, utilizando uma seringa

de vidro para promover agitacao.
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2 ANALISE DE MATRIZES DE INTERESSE AMBIENTAL E ALIMENTICIO

A determinacdo de elementos toxicos em matrizes de interesse ambiental e
alimenticio € uma importante forma de controle de toxicidade. Quando presentes em
solos e/ou aguas, metais toxicos podem contaminar o homem diretamente ao ingerir
a agua, ou de forma indireta ao serem transportados para as plantas por processos
de fitorremediacdo ou ao contaminarem os animais utilizados como alimentos.

Arroz e cereais, por exemplo, sdo alguns dos principais acumuladores de
cadmio, e base da alimentacdo humana em varios paises. E possivel também
detectar o metal em produtos derivados de trigo, como péaes e farinhas, costumando
variar em torno de 9 a 40 pg Kg?! de Cd [8]. Além da toxicidade, a presenca de
certos contaminantes no solo pode prejudicar o desenvolvimento de algumas
espécies, como foi demonstrado por Clarlson et al. (1990), que fizeram germinacao
hidropbnica de sementes de repolho, alface, painco, rabanete, nabo e trigo, em
solugcbes de Be, Ni, Tl ou V, observando que todas as plantas tiveram o
comprimento de suas raizes reduzidas com o aumento da concentragcdo, sendo o
nabo e o alface os que mais reduziram, chegando a diminuir 67 % na presenca de
0,5mg L1de TI[9].

Alimentos também podem ser contaminados nas etapas de processamento se
os recipientes ndo forem devidamente higienizados, ou através da adicdo de agua
ou outros componentes. Como exemplo, o alto teor de cobre em bebidas destiladas
artesanais é proveniente principalmente da parte interna dos alambiques durante a

etapa de destilacéo [10].

2.1 Cachaca

2.1.1 Producao

Enquanto o termo “aguardente” é utilizado desde muito antes da chegada dos
escravos no Brasil para se ferir a bebidas obtidas de uvas, cereais e outras matérias
primas agucaradas como a cana, ou mesmo da destilacdo do préprio vinho, o termo
“cachaga” é utilizado exclusivamente para as aguardentes de cana produzidas no
Brasil. O Decreto regulamentador n° 6.871 de 2009 sobre a padronizacdo, a

classificagdo, o registro, a inspecédo, a producdo e a fiscalizagdo de bebidas,
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especifica que a cachaca deve ter graduacéo alcéolica entre 38 a 48 %, a 20 °C e
gue € obtida pela destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-acucar [11].

Como estabelece o decreto, & necessario fermentar o mosto da cana de
acucar para destilar e obter a cachaca. Logo, independente do processo ser
industrial ou artesanal, essas etapas precisam ser mantidas. Uma das diferencas
entre os dois métodos é o destilador utilizado: enquanto na producéo industrial
utiliza-se colunas comuns de destilacdo de aco inox, na producao artesanal utiliza-se
alambiques de cobre, compostos basicamente pelo recipiente onde o mosto é
aguecido, uma torre por onde o alcool evapora e o condensador [12]. Na destilacédo
0 mosto fermentado € separado em trés partes principais:

a) A primeira fragdo, também chamada de cabeca do destilado, onde contém as
substancias mais volateis como o metanol, acetaldeido e acetato de etila.
Representa um volume entre 1 e 2 % do total do liquido inicial e necessita ser
descartada [13]. E nesta fracdo que alguns metais toxicos sdo eliminados
[14]. O fato desses metais serem separados indica que a concentracao no
produto final deve ser muito baixa, talvez até indetectavel por muitos
equipamentos de analise.

b) A segunda fracdo destilada, referente a aproximadamente 75 % do volume
total, é a parte realmente aproveitada da cachaca, chamada de coracdo do
destilado [13].

c) A terceira e Ultima fracdo, chamada de cauda, também é descartada por
conter substadncias que também podem ser toxicas ou com sabor

desagradavel, como furfural e acido acético [15].

2.1.2 Composicao

A composicdo etandlica da cachaca deve variar entre 38 e 48 %, mas 0s
outros componentes, tanto organicos quanto inorganicos, variam de acordo com o
tipo de producdo e a marca. A Instrugdo Normativa n° 13 de 2005 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), estabelece, dentre outras coisas, 0s
limites maximos e minimos da soma total dos componentes volateis “ndo alcool” da
aguardente, que deve variar entre 200 mg a 650 mg a cada 100 mL de alcool anidro
[11]. A variagdo destes componentes confere a diferenca de sabores e aromas entre

as marcas. A Tabela 1 mostra cada um desses componentes e seus respectivos
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limites maximos permitidos. A Instrucdo Normativa estabelece também alguns
componentes considerados contaminantes da aguardente, e como pode ser
observado na Tabela 1, os metais com limites definidos sdo apenas cobre, chumbo
e arsénio. Sabendo que existem muitos outros metais téxicos, conclui-se que 0s

valores ndao podem ser muito diferentes dos determinados para Pb, Cu e As.

Tabela 1 — Limites maximos permitidos de componentes e de contaminantes de
aguardentes de cana e cachaca, de acordo com a instrucdo normativa n° 13 de
2005.

Concentracdo maxima por volume de

Componente )

alcool anidro

Acidez volatil (expressa em acido acético) 1500 mg L
Esteres totais (expressos em acetato de etila) 2000 mg L?
Aldeidos totais (expressos em acetaldeido) 300 mg L?

Furfural + hidroximetilfurfural 50mg L*
Alcoois butilico + isoamilico + 1-propanol 3600 mg L?

Contaminantes Concentragao maxima permitida

Alcool metilico 200 mg L

Carbamato de etila 150 ug L

2-propenal (acroleina) 50 mg L*

2-butanol 100 mg L?

1-butanol 30mgL?

Cobre 5mgL?
Chumbo 200 pg L
Arsénio 100 pg L?

2.1.3 Determinagéo de metais em bebidas destiladas

Por ser a segunda bebida alcodlica mais consumida no Brasil [16], a
determinacdo da composi¢do inorganica tem grande importancia, assim como
verificar a presencga e a concentragdo de possiveis contaminantes.

E possivel encontrar na literatura uma grande variedade de trabalhos
envolvendo andlise dos compostos organicos tanto da cachaga quanto de bebidas
alcoodlicas destiladas em geral. Entretanto, poucos estudos foram encontrados
envolvendo a analise da composicdo inorganica, inclusive metais toxicos. Alguns

trabalhos encontrados que trataram desse assunto, sdo mostrados na Tabela 2.
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De Souza, Ferreira e Passoni (2011) analisaram Cd e Pb em amostras de
cachaca (entre outras amostras) por GFAAS. Fizeram o procedimento com e sem
digestdo &cida das amostras, encontrando concentracfes abaixo do limite de
quantificacdo em ambos os casos, que foram respectivamente 1,40 e 0,05 ug L*
para Pb e Cd [14].

Sampaio, Reche e Franco (2008) determinaram diversos metais em amostras
de rum, que tem composicao e processo de producao parecidos com os da cachaca,
por ICP-OES e apenas sédio e litio por FAAS. Li, Co, Ni, Cr e Cd ndo foram
detectados em nenhuma amostra pelo método; Mn, Na, Ca, Zn, Ba, Fe e Pb
estavam abaixo do limite de deteccdo para algumas amostras; Mn e Sr foram

quantificadas em algumas amostras e em outras nao foram detectadas [19].

3 [ONS CONTAMINANTES

Alguns metais como Cd e Mn, por estarem presentes em concentracdes
menores podem ndo ser detectados ou quantificados por alguns equipamentos. I1Sso
acontece quando o equipamento tem baixa sensibilidade para o metal, sendo
indispensavel uma etapa de pré-concentracdo para torna-los quantificaveis, ao
diminuir os limites de deteccéo e quantificacdo. A quantificacdo desses metais em
qualquer matriz de interesse ambiental e alimenticio tem grande importancia, pois

possuem elevada toxicidade.

3.1 Cadmio

O cadmio (Cd) foi isolado e considerado como elemento em 1817 por
Friedrich Strohmeyer, atualmente pertencendo ao grupo 12 da tabela periddica. Nao
€ encontrado na forma metélica na natureza, mas sim associado principalmente aos
minérios de zinco, chumbo e cobre [17, 18]. E inserido em nosso cotidiano a partir
da mineracdo (como produto principal ou subproduto), das industrias de galvanica,

guimica e por atividades vulcanicas, esta ultima de forma natural e menos frequente.

Tabela 2 — Andlises de alguns metais presentes na cachaga e em bebidas de
composicdo similar
Bebida Analitos Andlise Ld Concentracdo (mg L) Ref.
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Bebida Analitos Andlise Ld Concentracdo (mg L?) Ref.
Pb Espectro- 0,15-1,90mg L*
Cachaga Cu fotometria NI 0,51 — 4,46 mg L [14]
Cu 371 - 6068
Mg ND; 146,1 — 1449
Fe 8,6 — 139
Cachaca cd ICP OES NI ND [19]
Mn ND; 1,3
Pb ND
Cu 0,02 mg.L?
Zn FAAS 0,01 mg_L—l
Cachaca Fe 0,02 mg.L* 1 [20]
Na Fotometria 1,00 mg.L?
K de chama 1,00 mg L
Pb 1,40 pg L* 2
Cachaca Cd GFAAS 0.05 g L™ ) [21]
Li NI ND
Mg NI 0,38-2,062
Na NI 0,512 -34,9
Ca NI 0,199-2,82
Zn NI 0,035 -0,2222
Ba 0,13mg L? ND 2
Fe 0,01 mgL? 0,021 -0,648 2
Rum Pb ICP OES NI ND; 0,0130 - 0,016 2 [22]
Mn NI ND; 0,016 — 0,118
Co NI ND
Ni NI ND
Cr NI ND
Cd NI ND
Sr NI ND; 0,019 - 0,0970
Cu 0,125 0,373 -2,76
Al 0,68 pg L
Cd ICP-MS 0,04 pg L
Pb 0,04 pg L
Ca 0,13 mg L?
Aguar- Cu 0,10 mg L?
dente de Fe 0,15mg L? 3 [23]
uva K 0,32mgL?
Mg FAAS 0,01 mg L?
Mn 0,02mgL?
Na 0,11mgL?
Zn 0,02mg L?

1 algumas amostras abaixo do limite de quantificacao; 2 varia com o material do alambique, o solo
onde a cana é plantada, a agua utilizada, o engarrafamento e o envelhecimento/armazenamento;

3 Todos acima do limite de deteccéo, variam de acordo com o tipo de madeira do barril; NI: ndo
informado; ND: ndo detectado.

No Brasil ha alguns relatos de contaminagcdo do meio ambiente pelo metal,
alguns chegaram a causar morte de animais e inativagdo dos locais. Um exemplo
importante foi a contaminacao na cidade de Santo Amaro da Purificagcdo na Bahia,

com a deposicdo dos residuos da mineracdo de chumbo em uma regido que era
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préxima ao rio Subaé e a Baia de Todos os Santos. Por ndo adotarem medidas de
prevencdo, provocaram a morte de bovinos e equinos [24]. Outro exemplo que
provocou graves prejuizos foi o recente rompimento da barragem de Fundéo, na
cidade de Mariana, Minas Gerais. Um enorme volume de rejeitos da mineradora
Samarco foi lancado ao longo do leito do Rio Doce, contendo, entre outros metais,
Mn, As, Sn, Pb, Ni, Hg e o préprio Cd [25]. A pds o ocorrido, apenas uma parte da
populacdo retomou as suas atividades didrias e econdmicas ja que utilizavam as
adguas do Rio Doce para essas atividades [26]. O desastre foi considerado pela
Defesa Civil como Desastre de Nivel IV: desastre de muito grande porte [27].

Quando ha intoxicacdo, o cadmio € acumulado em organismos vegetais e
animais por um longo periodo de tempo. A ingestdo e a inalagdo sdo as principais
formas de absor¢éo do metal. Estudos indicaram que de 7 a 40 % do aerossol de
particulas de Cd é absorvido pelo sangue em animais, variando de acordo com a
solubilidade das espécies e com os tamanhos das particulas. A ingestdo de
alimentos e bebidas com elevadas concentragcbes de cadmio geram problemas
gastrointestinais, além desarranjo intestinal e vémito. Na ingestdo do metal, em torno
de 5 % é absorvido pelo organismo, sendo que estudos mostraram que esse nimero
pode ser maior com a baixa ingestdo de vitamina D, célcio, zinco, cobre e outros
oligoelementos que competiriam com o metal [28,29]. O contato fisico s6 contribui de
forma igualmente significativa se houver o contado direto da pele com solucdes
concentradas, por um longo periodo de tempo [17].

Azevedo e Chasin (2003) trazem, de forma mais detalhada, os principais
efeitos da exposicdo cronica ao cadmio nos diferentes sistemas do corpo humano,

onde foi aqui resumido na Tabela 3 [17].

Tabela 3 — Efeitos mais graves causados com diferentes formas de exposicéo
cronica ao cadmio. Adaptado de Azevedo e Chasin (2003)

Sistema Efeito
Decréscimo da fungdo pulmonar;
Respiratorio Enfisema;

Bronquite cronica;
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Dispneia;
Diminuicdo da fungao olfativa.
Aumento da presséao arterial;

Cardiovascular
Aumento de doencas cerebrovasculares.

Hematoldgico Anemia;
Osteoporose,;
Esquelético Osteomalacia;
Dor 0ssea.
Hepatico Necrose de hepatdcitos;
(observado em Alteracdes metabdlicas;
animais) Peroxidagdo da membrana.

Excrecdo de proteinas de maior peso molecular;
Proteinuria, aminoaciduria, glicosuria;
Diminuicdo da reabsor¢ao do fosfato;

Célculos renais.

Renal

A absorcéo do cadmio, por qualquer uma das trés vias, induz a producao de
metalotioneina, uma proteina com a caracteristica de se ligar a metais como cadmio,
zinco e mercurio, que tende a proteger os 6rgaos da acao toxica. O metal é levado
ao figado, onde se liga a metalotioneina, formando o complexo Cd-metalotioneina,
em seguida esses complexos sdo transportados pelo sangue para varios Orgaos.
Apesar da ligacdo com a proteina poder proteger os 6rgaos, dificulta a excrecao,
demorando um tempo muito maior do organismo [17,18,28,29].

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabelece os limites

maximos de Cd total em diferentes corpos de agua, como mostra a Tabela 4 [30].

Tabela 4 — Limites maximos estabelecidos pelo CONAMA para concentracao de
cadmio total em aguas de acordo com suas destinacfes

Tipos de 4gua Valor permitido Exemplos de destinagéo
] Agua para consumo humano, apos
Aguas doces classe 1 0,001 mg L S
tratamento simplificado;
Aguas doces classe 3 0,0lmgL? Pesca amadora;
Aguas salobras classe 2 0,04 mg L? Pesca amadora.

Fonte: Conselho Nacional do Meio Ambiente, CONAMA, 2005
3.2 Manganés

O manganés foi descoberto e isolado décadas antes do cadmio, em 1774. E o
quarto elemento mais utilizado no mundo, tendo aplicagédo principalmente em ligas

metalicas para a indastria siderdrgica, tornando as ligas mais resistentes. Outras
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importantes aplicacdes séo a industria de pilhas, a quimica e a farmacéutica, esta
altima na producéo de vitaminas [31].

Estima-se que em 2017 o Brasil foi 0 segundo maior extrator de manganés do
mundo, atrés apenas da Africa do Sul [32]. As minas encontram-se nos estados de
Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Para, Amapa, Ceara, Mato Grosso
do Sul e Goias [33].

Diferente do cadmio, o manganés é um elemento essencial em baixas
concentragbes para humanos, animais e plantas. Algumas de suas fungdes séo a
ativacao de proteinas e formacao de tecidos, cérebro e nervos. A quantidade total de
Mn em um homem adulto costuma variar entre 10 e 20 mg, com maiores
concentracbes em o0ssos, figado, rins e pancreas [34]. O CONAMA estabelece
também concentracdes maximas permitidas do metal em agua, alguns exemplos

sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Limites maximos estabelecidos pelo CONAMA para concentracao de
manganés em aguas de acordo com suas destinacées
Tipos de agua Valor permitido Exemplos de destinacdo
Agua para consumo humano, apos
tratamento simplificado;
Aguas doces classe 3 05mglL? Pesca amadora,
Fonte: Conselho Nacional do Meio Ambiente, CONAMA, 2005

Aguas doces classe 1 0,1mglL?

Elevado nivel de Mn no organismo humano pode levar a doencas
relacionadas principalmente aos sistemas respiratorio e nervoso central, além de
distarbios psiquiatricos e motores como perda de movimentos e manganismo, que €
uma doenga crénica normalmente detectada em mineradores e fundidores de
manganés [17]. A Agéncia para substancias toxicas e registro de doencas (do inglés
— Agency for toxic substances and disease registry - ATSDR) cita uma série de
outros efeitos como respiratério, cardiovascular, hematoldgico, hepatico,

musculoesqueletal, endocrino e outros [35].
4 METODOS DE MICROEXTRAGAO
As microextragbes originaram-se com a miniaturizagdo das técnicas de

extracdo, quando passaram a ser utilizados volumes em escala de microlitros. Dessa

forma, a extracdo liquido-liquido (LLE, do inglés liquid-liquid extraction) originou a
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microextracdo liquido-liquido (LLME, do inglés liquid-liquid microextraction) ou
microextracdo em fase liquida (LPME, no inglés liquid phase microextraction), e a
extracdo em fase sélida (SPE, do inglés solid phase microextraction) originou a
microextracao em fase solida (SPME, do inglés solid phase microextraction). A partir
dai diversas outras técnicas foram desenvolvidas com base em LLME e/ou SPME,
variando por exemplo os tipos de fase, de agitacdo e de separacdo da fase
enriquecida. Entre as grandes vantagens em utilizar a microextragdo, a principal é
contribuir com o desenvolvimento de uma quimica mais verde, em que pouquissimo

ou nenhum reagente téxico € descartado [3,36].

4.1 Microextracdo em fase sélida

Foi proposta pela primeira vez em 1990 por Arthur e Pawliszyn, para
microextracao de 1,1,1-tricloroetano, tricloroetileno e tetracloroeteno em amostras de
agua, usando um suporte de silica fundida dentro de uma seringa, para anélise por
cromatografia a gas [37].

A SPME consiste na sorcdo do analito em um suporte solido para separa-lo
da amostra. Para a analise € comum colocar um solvente em contato com o sistema
para dessorvé-los (solvente extrator), e entdo o equipamento analisa este solvente
extrator enriquecido [38,39].

Uma das grandes vantagens da SPME ¢é a facilidade de separar uma fase
sélida (o suporte extrator) de uma fase liquida (a amostra), enquanto que na LLME é
necessario separar duas fases liquidas (fase extratora + amostra), o que dificulta o
processo, podendo resultar em menores limites de deteccéo se as fases nao forem
separadas completamente. Os principais requisitos para obter boas extracdes € que
haja afinidade entre o analito e o suporte sélido e que o analito seja dessorvido
guando necessario [40]. Este ultimo ndo é uma regra geral, pois algumas
metodologias permitem fazer andlise direta do suporte solido enriquecido, a
depender da técnica de analise [41-43].

As metodologias de SPME podem ser classificadas como batelada ou fluxo,
sendo que o ultimo pode ser ainda classificado como fluxo on-line ou off-line. A
analise em linha (on-line) é uma alternativa que pode aumentar a precisdo e a
frequéncia analitica do método. Na microextracdo em linha, a amostra passa por

uma coluna que retém os analitos que sdo, em seguida, eluidos diretamente para o



23

equipamento [44], enquanto que em batelada e em fluxo off-line pode ser necessario
que o operador realize a separacdo das fases manualmente ou que alguma outra
etapa de separacao seja incluida.

Berton e Wuilloud (2011) [44] utlizaram o florizil como material da
microcoluna para pré-concentracdo on-line de ions de Co ja complexados com 4-(2-
pyridylazo)-resorcinol (PAR). De forma semelhante, Martinis et al. (2009) fizeram
pré-concentracdo online de Cd em embalagens plasticas de alimentos, usando uma
microcoluna preenchida com silica gel. O analito foi previamente complexado com 2-
(5-bromo-2-pyridylazo)-5-diethylaminophenol (5-Br-PADAP) e misturado com
surfactante para que o complexo de Cd ndo precipitasse em meio aquoso antes da
extracdo, sendo necessario agitacdo magnética de aproximadamente 5 segundos
[45].

A Tabela 6 mostra alguns trabalhos encontrados na literatura utilizando

diversas fases solidas.
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Analito Amostras Detector Complgxante/m Fase sdlida Vol FE LD Refer.
odificador amost
Zn 44 ng kg™
cd 24 pg kgt
Mn , ] - ] 36 ug kgt
Ni Agua LIBS Oxido de grafeno 10g 40 g kgt [46]
Cr 8,0 pg kg™
Ingredientes 1
Pd farmacuticos ativos FAAS GMCNs 10 mL - 28 ugL [39]
) . Oxido de 1
Cd Agua FAAS Ditizona grafeno/polianilina 10 mL 210 0,1pgL [38]
Cu 0,012mg L?
Cd 0,013 mg L*
Pb ] 0,016 mg L*
Vv Etanol combustivel EDXRF PAN CoFe204 15 mL 0012 mg L* [41]
Cr 0,009 mg L?
Mn 0,011 mg L?
Cr(lll) 0,25 ug L
Co(ll) 0,09 ug L*
Ni(l1) < ar ‘. ) 0,07 pg L
cu(li) Agua EDXRF 5-Br-PADAP Oxido de grafeno 50 mL 0,08 pig L™ [42]
Zn(I) 0,10 ug L
Pb(Il) 0,15 ug L
Cd Plantas comestiveis SQT - FAAS - Fe304-quitosana 8 mL - 0,20 ug L [47]
Pb(Il) Agua e alimento FAAS - Oxido de grafeno 300 mL 300 0,84 ug L* [48]
PEI modificada com 1
Cd Frutos do mar FAAS - atapugita 2149 - 2,5 ug Kg [49]
Cd ; 0,10 pg L
Pb Agua GFAAS APDC FesO4 15 mL 48 0.15 jg L [50]
Pb Alimento e amostras 1800 0,2ngL?
cd ambientais GFAAS DDTP SBA-15/CCMet 100 mL 1800 0.5 ng L [51]
Ge Agua ICP OES - AC@Fe203@Mn0O2 100 mL 503 0,0008 pg L*? [52]



25

Hf 415  0,0100 pg L*
Mo 396  0,0060 pg L
Nb 470  0,0200 pg L
Sb 660  0,0100 pg L™
Sn 785 0,0020 pg L?
Ta 490  0,0020 pg L
Te 842 0,0080 pg L?
Ti 920  0,0004 pg L
W 564  0,0060 pg L
Zr 675  0,0100 pg L™
Cu Alimento ICP-AES - Fe304/HAP/GQDs 10 mL 39,2 0,58 ug L* [53]
-1
EB Agua e plantas FAAS ETDA mag-MoS2-Fe304 10 mL gg f:g ﬁg '[_l [54]
Agua, unha, cabelo,
TI(D repolho e minério de FAAS DB18C6 ferrofluido 150 mL 298 0,85 ug L* [55]
ferro
As(ll)
As(V) Agua e urina humana ETAAS - NH2-UVM7 10 mL 100,5 11ngL* [56]
As total
Cd(In) 0,6 pg L*
Cr(vi) Agua, urina, plasma L7ug L7
Pb(Il) cabeio unr;a saliva’ MS - FAAS - Mg-Al-AHNDA-LDH 10 mL 40 2,0 ug L [57]
Co(ll) ’ ’ 2,1 ug Lt
Ni(Il) 2,4 ug Lt
Cd 18nglL?
. -1
o Agua e vegetais ICP-MS i agarose-g-PMMA 50mL 100 8:2 23 P [58]
Zn 15ngL?
Ph(ll) 30 2,0 ug L?
cdl) Suco de frutas e 31 0.3 g L™
Ni(ll) biofluidos MS- FAAS BAAED Nanotubo de carbono 10 mL 30 2,0 ug L [59]
cr(lil 30 2,0 ug L
Co(ll) 29 2,0 ug L
-1
f\l‘l’ Agua FAAS PAN Zn(OH)s 40 mL 28 i‘; Eg '[_1 [60]
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Cu 20 15ugL?
-1
CP:EEIIB Agua e soro humano ETAAS - G-CL 2 mL 28 8882 Eg tl [61]
Ag Agua, frutas e peixe FAAS - Benzofenona 15 mL 62 0,8ugL? [62]
Cd 78 0,007 ug L™
Ni Agua e alimento ICP-MS DDTC FesO4 5mL 79 0,009 pg L* [63]
Cu 81 0,017 pg L*
Pb Agua FAAS PAN 1,4-diclorobenzeno 50 mL 50 1,3 pugL* [64]
Pb Agua e suco de frutas FAAS Ditizona Benzofenona 15mL 137,1 1,2 pg L™ [65]
Cd 299,3 0,2 ug L?
Co 2242 0,08 pg L
. -1
Iy Agua EDXRF APDC Grafeno somL  ooeo 8:8; > T [66]
Pd 418 0,20 pg L
-1
gg Agua TXRF APDC Nanotubos de carbono 20 mL - %2 Eg tl [67]
Cr(ll) - 1,10 yg L?
Cu(ll) < , o 0,69 ug L
Ni(y ~ Aguaesedimentode op ope  dimetillaminobe Silica gel 10mL 125  099uglt  [68]
ro nzaldeido 1
Pb(Ih (modificador) L10uglL
Zn(I1) 6,50 pg L
Pb(l1) 225ugL?
Cu(ll) Aminotioamidoa 1,00 ug Lt
Ni(ll) Agua FAAS ntraquinon Silica gel 5mL - 2,90 g L [69]
Co(ll) (modificador) 0,95 ug L
Cd(1 1,10 g L?

MS-FAAS: Espectrometro de absorcdo em chama com micro amostrador; PAN: 1-(2-piridilazo)-2-naftol; SQT - FAAS: Espectrometria de absorcéo atdmica
com chama com tubo de quartzo acoplado; APDC: pirrolidina ditiocarbamato de aménio; agarose-g-PMMA: agarose modificada com poli (metil metacrilato);
BAAED: bis-(acetilacetona)-etilenediimina; G-CL: Grafeno-clinoptilolite hibrido; DDTC: dietilditiocarbamato; 5-Br-PADAP: 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-
dietilaminofenol; SBA-15/CCMet: triazina funcionalizada com metformina; DDTP: dietilditiofosfato; AC@Fe20:@MnO2: Activated carbon-coated iron oxide @
manganese oxide nanoparticles; Fes04/HAP/GQDs: FesOa/hydroxyapatite/graphene quantum dots; mag-MoS2-FesOas: adsorvente magnético de disulfeto de
molibdénio; GMCNSs: glutaraldehido cross-linked namoparticulas magnéticas de quitosana; PEI: polietilenoimina; DB18C6: dibenzo-18-crown-6; NH2 UVM7:
nanoparticulas mesoporosas de silica bimodal funcionalizada com amina; Mg-Al-AHNDA-LDH: hidroxidos duplos em camada com 4-amino-5-hidroxil-2,7-

naphthalendisulfonic acid monosodium salt interlayer anion.
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4.1.1 Silica gel

A silica gel é utilizada como uma importante fase solida. Carvalho (2013)
determinou Cu, Fe, Ni, Mn, Pb e Zn em amostras de &gua, a partir de uma pre-
concentracdo em 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN) imobilizado em silica funcionalizada
C18. Na etapa de eluicdo, apenas os ions metalicos sdo removidos da fase sélida
[70]. Em contrapartida, Martinis et al. (2009) removeram os complexos de Cd-5-Br-
PADAP da silica na etapa de eluicdo [45]. Em ambos os casos, a retencdo do
complexante ou dos complexos na silica deve-se aos grupos funcionais silanol
presentes nas superficies da silica gel, como mostra a Figura 1. Grupos funcionais
dos complexantes ligam-se as hidroxilas da silica, podendo formar fortes ligac6es de
hidrogénio, cujo comportamento varia de acordo com o pH do meio, ou seja, pela
presenca ou ndo de ions H* na solucédo. Por haver uma desigual distribuicdo dos
grupos silanol pela superficie [44,70], o controle da sor¢cdo dos analitos diretamente

nos grupos funcionais seria dificultada.

Figura 1 — Estrutura da silica gel
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Fonte: producéo do proprio autor, baseada em Maldaner et al. (2010) [71]

4.2 Microextracao liquido-liquido

Dois trabalhos marcaram o inicio da LLME em 1996: o de Liu e Dasgupta com
uma gota de solvente orgéanico suspensa em um fluxo de amostra, e o de Jeannot e
Cantwell com uma gota de solvente organico imersa na amostra [72,73].

Na LLME, microlitros de uma fase com miscibilidade insignificante em agua é
colocado em contato com a amostra aquosa para extrair os analitos. Em
comparacao com tradicional LLE, tem a grande vantagem de diminuir a utilizacdo de
solventes orgéanicos que podem ser prejudiciais a salde e ao meio ambiente e de

ser de simples execucéao [74].
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A LLME é classificada por de la Calle et al. (2015) como sendo de trés tipos

[75]:

e Microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME, do inglés dispersive liquid liquid
microextraction): O solvente extrator fica disperso na amostra e os analitos sédo
transferidos da amostra para as goticulas do solvente;

e Microextracdo em fase liquida com membranas (Membrane-LLME) ou
microextracdo em fase liquida com fibras ocas (HF-LLME, do inglés hollow fiber
liquid liquid microextraction) (de acordo com a classificagdo de Stanisz et al.
(2014)): uma gota de fase extratora fica revestida por uma fibra, com a vantagem
de aumentar a estabilidade da gota.

e Microextracdo em gota Unica (SDME, do inglés single drop microextraction): a
amostra aquosa é misturada em torno da gota extratora, que deve se manter

inteira.

4.2.1 Microextracao liquido-liquido dispersiva

A grande eficiéncia do método de DLLME deve-se pela grande superficie de
contato entre as duas fases, que aceleram e aumentam o processo de transferéncia
de analitos [76]. Uma forma tradicional de gerar a dispersdo € utilizar um solvente
organico com alta polaridade (chamado de solvente dispersor), com interacéo tanto
com a agua, como com o solvente extrator. O solvente extrator € primeiramente
solubilizado no dispersor e esta solucdo é adicionada na amostra aquosa. A
disperséo é formada imediatamente apds a injecado. Como solvente dispersor, utiliza-
se bastante etanol, acetona e metanol [77-79]. Uma vantagem desse tipo de
metodologia € a facilidade para formar a dispersdo e uma desvantagem € a
necessidade de mais um solvente organico.

Leong et al. (2014) classifica algumas outras formas de gerar a disperséo
entre as fases, como alternativa para o uso do solvente dispersor [80]:

e Agitacdo manual: apos adicionar todos os reagentes no tubo, este é agitado
manual e vigorosamente [81];

e Assistida por ultrassom (UA, do inglés ultrasound-assisted): as ondas de
ultrassom passando pela mistura, provocam a formacdo das goticulas do

solvente extrator, dispensando a necessidade do solvente dispersor [82].
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e Assistida por surfactante (SA, do inglés surfactante-assisted): O surfactante tem
0 mesmo efeito do solvente dispersor, separando a gota do solvente extrator em
pequenas partes. Neste tipo de metodologia costuma ser necessério pelo menos
uma pequena agitacao, para garantir o contato [45].

e Assistido por vortex (VA, do inglés vortex-assisted): da mesma forma que US,
apenas a agitacdo no equipamento € suficiente para formar e misturar as
goticulas [83].

e Assistido por micro-ondas (MA, do inglés microwave-assisted): No método
proposto por Xiao e Zhang (2012), a fase extratora é formada dentro do tubo de
digestdo em micro-ondas, sendo que um dos reagentes é adicionado antes da
digestdo e o outro depois. A fase extratora utilizada foi um liquido i6nico, que é
eficiente em absorver e transferir energia de micro-ondas [84].

e Assistida por ar (AA, do inglés ar-assisted): na AA-DLLME utiliza-se uma seringa
vazia para agitar a solugéo, fazendo movimentos de aspiracdo e injecado com o
émbolo da seringa na amostra contendo a fase extratora [85];

A Tabela 7 mostra alguns trabalhos publicados recentemente realizando DLLME

para extracdo de ions metalicos.

4.2.2 Microextracéo liquido-liquido dispersiva assistida por ar

A AA-DLLME é um método de formacao da dispersdo simples, que dispensa
o uso do solvente organico e de aparelhos ou equipamentos adicionais. E
necessario apenas uma seringa de vidro para evitar contaminacdo e para que nao
seja atacada pelo solvente extrator. A AA-DLLME ainda foi pouco explorada, sendo
gue poucos artigos foram encontrados na literatura para a pré-concentracédo de ions
metélicos. A Tabela 8 mostra alguns desses artigos e a Figura 2 mostra de forma
esquematica o modo de agitacdo da AA-DLLME.



Tabela 7 - Trabalhos recentes publicados envolvendo diversos métodos de dispersdo em DLLME
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Analitos Amostra Analise Solvente extrator Disperséo ar)wlg'lst FE LD Ref
Cd , ; 0,01 pg L?
Pb \{lnho ETAAS LI Vortex 2 mL - 0.08 pg L [45]
Cd ) Agua SQT-FAAS Cloroférmio Etanol 8 mL - 0,5ug L? [77]
Ni(ll) Agua e alimento ETAAS Cloroférmio Acetona 4,5 mL 173 0,03ngL? [78]
Ni 211 0,03 pg L?
Co ) 210 0,03 pg L
Cd Agua CL-uv LI Ultrassom 15 mL 209 0,03 pg L [82]
Cu 207 0,02 pg L?
Pb ) 211 0,02 pg L?
Pb Agua UV-VIS 1-undecanol Assistido por ar 5mL - 3,4ug Lt [85]
Cd " . 94 0,5pugL?
cu Agua FAAS LI Vortex 10 mL 85 0.3 ug L* [86]
Hg org. )
Hg inorg. Sangue GF AAS [DMIM]Clll, Vortex 2mL 112 0,1 pgL? [87]
undecanol (1:2)
Hg total
Hg i 114 0,03 pg Kg?
Pb Solo e vegetais GF AAS [Brl:/tljlg/lc];:r:ijll Vortex 10 mL 172 0,01 pg Kg? [88]
Cd 157 0,01 pg Kg?
Cu(ln Agua e sal de cozinha GF AAS 1-decanol Vortex 10 mL 30 6,6 ug L [89]
Ni Amostras fake de joias e FAAS Cloroférmio - i 80 1ug Lt [90]
cosméticos
Co(ll) ) 148 8,0ng L?
Ni(ll) Agua e suco de frutas GF AAS 1,1,2,2-TCE Producéo de CO; 5mL 139 12ngL? [91]
Cu(ll ) 150 6,2ng L*
Pb Agua e alimento ETAAS 1-undecanol Acetonitrila 10 mL 300 0,042 puglL*? [92]
Cr(VI) ; HR-CS 1-undecanol ou Aquecimento em 26 0,35 ug L?
Cr total Agua FAAS LI banho maria 9mL 19 6,7 ug Lt [93]
Pb " 78,2 0,560puglL?
Cd Agua FAAS TPS Borbulhamento de CO, 25 mL 80.1 0,056 ug L [94]
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Analitos Amostra Andlise Solvente extrator Disperséo ar?wlg*lst FE LD Ref

Ni " Formagcéo de liquido 61,2 0,93 g L™
Cu Agua e ligas FAAS LI iﬁn%co in sit?: 10 mL 61,8 0,79 pug L [95]

Zn ) 40 0,71 pg L*
In Agua e CRMs ETAAS 1-undecanol Etanol 2 mL 62,5 55,6 ng L? [96]
Te Agua ICP OES LI + n-hexano Ultrassom 10 mL 850 0,42ngL? [97]
Ccu Agua FAAS 1-undecanol Eta”‘r’:];nﬁlta‘?ao 10mL 10  184uglt  [98]
Cd Agua HG AAS Cloroférmio Etanol 8 mL - 42 ng L? [99]
Fe total Agua e alimento CAna_I. Cloroférmio - 0,5mL - 14,1 pg L [100]

olorim.
As(l11) Alimento, sedimento de Cloreto de 1
As(V) rio, cigarro e solo ETAAS colina-fenol Ultrassom 25 25 10nglL [101]
Pb Agua FAAS Tetracloreto de Metanol 25 450  05uglt  [79]
carbono

LI: liquido i6nico; [DMIMI]CI: cloreto de 1-decil-3-metilimidazolio; 1,1,2,2-TCE: 1,1,2,2-tetracloroetano; TPS: solvente de polaridade
ajustavel (mistura of 1,8-diazabiciclo-[5.4.0]-undec-7-eno (DBU) e 1-decanol); SQT-FAAS: FAAS com tubo de quartzo; MIL: liquido
ibnico magnético.

Tabela 8 - Exemplos de trabalhos encontrados na literatura utilizando o método de AA-DLLME

Analitos Amostras Analise Solvente extrator N° injecbes FE LD Referéncia
Cr Agua, ar e biolégicas ETAAS 1-undecanol 5+US 176 0.003 ug L? [102]
Pb Agua e comida GF AAS Cloreto de colina fenol 9 60 0,60 ng L? [103]

Co(ll) < . 171 2,3ngL?

Ni(Il) Agua GF AAS 1,2-dibromoetano 7 168 3ng L [104]
Pb Agua FAAS Tetracloreto de carbono 8 58 1,36 ug L? [105]
As Agua, solo e sedimentos GF AAS Liquido ibnico magnético 10 ? 0,029 ug L? [106]
Cu Agua GF AAS Liquido iénico 4 28 0,5ug Lt [107]
Cu ) 153
Pb Agua GF AAS 1,1,2,2-tetracloroetano 8 169 18-26ngL? [108]
Zn 166
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Analitos Amostras Andlise Solvente extrator N° injecbes FE LD Referéncia
Cd 68 0,31uglL?
Ni : . , Solvente eutético + 67 0,99 ug L*
Cu Agua, urina e cha FAAS trietilamina 5 69 0,36 ug L* [109]
Pb 67 0,83 ug L?

Figura 2 - Representacdo esquematica da AA-DLLME
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Fonte: retirado e adaptado de Du et al. (2018) [107]
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Como mostra a tabela, o método exige poucos ciclos de agitacdo
(considerando um ciclo como o movimento de aspiracdo mais injecdo do liquido),
que costuma variar entre 5 e 12 ciclos. Ezoddin, Abdi e Esmaeili (2016)
potencializaram a extracao sonicando a amostra depois da agitacdo assistida por ar
[102]. Outra possibilidade seria adicionar solvente dispersor, que aumentaria a
dispersdo das goticulas na solucdo aquosa. Este efeito pode ser observado em
amostras de bebidas alcodlicas, que ja contém o solvente dispersor etanol em sua

matriz.

4.3 Uso de complexantes em DLLME

A necessidade de utilizar complexantes em DLLME deve a solubilidade dos
ions na amostra aquosa, e baixissima interacdo com a fase organica. Ao formar um
guelato com o ion, o complexante possibilita a particdo do metal para a fase
organica, uma vez que suas as grandes estruturas moleculares, com baixa
polaridade, fazem com que sejam sollveis também em solventes organicos, ou até
mesmo completamente hidrofébicos. Diversos complexantes costumam ser
utilizados em metodologias de microextracao, alguns exemplos sdo encontrados na
Tabela 6.

4.3.1 Ditizona

A ditizona (1,5-difeniltiicarbazona) é um complexante classico utilizado em
pré-concentracdes, com uma boa seletividade para ions de cadmio, e alguns outros
metais de carga +2, como o Pb(ll) [2]. Os atomos de nitrogénio e de enxofre da
ditizona possuem pares eletrénicos isolados disponiveis para se ligarem aos ions, 0s
quais possuem deficiéncia de elétrons. A Figura 3 a) mostra a estrutura da ditizona.
Seu efeito quelante varia em funcdo do pH do meio. De acordo com estudo feito por
Fu et al. (2016) [110], em meios muito acidos os ions H* presentes no meio
protonam o0s atomos de nitrogénio e de enxofre, diminuindo a capacidade de
complexar os ions. Quando se aproxima de pH 4, a quantidade de hidrénios no meio
diminui significativamente, aumentando a capacidade complexante. Em pH basico, o
hidrogénio ligado ao nitrogénio 3 é extraido, formando uma ligacdo dupla entre C e

N 3, no mesmo momento em que a ligacdo 1 entre C e S é rompida e 0 S acomoda
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a carga negativa, como mostra a Figura 3 b). Por esse motivo, é possivel que haja
uma tendéncia de, em meios acidos, a complexagcdo ocorrer com 0s nitrogénios 1 e
4 (quando a molécula tem menor tensdo angular), mas em meios basicos ocorrer
com o enxofre e o nitrogénio 1 (j& que a carga negativa atrai os ions para si). Os
complexos sédo formados em uma proporcédo de 2 moléculas de ditizona para 1 ion
metalico. Como nem todos os pares eletronicos isolados na molécula participam da
complexacado, os pares de alguns atomos ficam disponiveis para interagir com 0s

grupos funcionais de adsorventes solidos.

Figura 3 — Estrutura molecular a) da ditizona; b) ditizona com indicativo dos atomos

ligantes
s L ¢
N42\|/3 “NH ©\ ?N\(/N\NH
1 4

a) b)

Fonte: producédo do préprio autor, baseada em Fu et al. (2016)

4.3.2 PAN: 1-(2-piridilazo)-2-naftol

E possivel encontrar na literatura diversos trabalhos utilizando PAN em
métodos de extracdo ou pré-concentracdo, sendo, portanto, um complexante com
caracteristicas bem conhecidas. Recentemente foi demonstrado por Sieidi, Alavi e
Jabbari (2018) que para a extracdo de 1 mol de Cd utilizando PAN, a eficiéncia da
extracdo aumenta até a quantidade de 2 mol de ligante, a partir dai permanece
aproximadamente constante, sugerindo que a razdo molar do complexo é de 1:2
(Cd-ligante). Esta razdo molar é também sugerida por outros autores para outros
ions metélicos, como elementos terras raras e Co [111,112].

Gao et al. (1993) explicam a partir de equilibrio quimico e alguns
experimentos a formacdo dos complexos de PAN com elementos terras raras. E
possivel estender o raciocinio para outros metais.

PAN tem baixa solubilidade em agua por causa de sua grande estrutura
molecular com anéis aromaticos nas duas extremidades (Figura 4), apesar disso,

tem uma hidroxila que faz forte interacdo de hidrogénio com a agua. Quando
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dispersa em meio aquoso acido, a molécula continua protonada e o complexo com
Cd?* ou Mn?*, por exemplo, pode ser formado a partir do oxigénio e do nitrogénio 2.
Neste caso o complexo formado teria duas cargas positivas (provenientes do metal)
que, somadas a carca da hidroxila protonada, aumentariam a solubilidade do

complexo na agua e dificultaria a extracao.

Figura 4 - Estrutura molecular do complexante PAN
OH

N _N
Z2 3

=

AN

N
1

Fonte: producéo do proprio autor, baseada em Nascentes et al. (2002) [113]

Disperso em meio aquoso basico, PAN libera um H* na agua por causa da
grande concentracdo de ions hidroxila no meio. Dois ligantes PAN- devem
neutralizar as cargas positivas dos ions metdlicos. O efeito agora € completamente
oposto: a tendéncia é que a solubilidade na dgua seja ainda mais baixa que o ligante
sozinho, e que a solubilidade na fase organica seja alta. Diversos trabalhos
obtiveram pH da solucdo da amostra otimizado para valores entre aproximadamente
8 e 10 [92,114,115]. A extracdo do complexo pode entédo ser representada com as

equacdes abaixo:

PAN(H)(aq) + OH (ag) - PAN(aq) + H20(])
2PAN-(aqg) + Cd?*(ag) = CdPAN2z(aq)
CdPAN2z(aq) = CdPANz(org)

4.4 Pré-concentracdo em amostras de agua e cachaca

Andlises de ions metalicos em amostras de agua sao frequentes por sua
grande aplicabilidade em varios campos, podendo provocar contaminacdo cruzada.
As Tabela 6, Tabela 7 e Tabela 8 mostram exemplos de microextracdes realizadas
em aguas, sendo métodos simples que em alguns casos até dispensam a

necessidade de outros pré-tratamentos de amostra.
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Poucas metodologias de pré-concentracdo em amostras de cachaca foram
encontradas na literatura, o que demonstra haver um conhecimento ainda baixo
sobre a composicdo de metais tragcos na bebida. A Tabela 9 mostra alguns trabalhos
encontrados que desenvolveram metodologias de pré-concentragdo de ions
metalicos em destilados de cana de acucar (com producédo brasileira ou néo).
Observa-se a baixa variedade de métodos de microextracdo aplicados, além de
alguns trabalhos utilizaram pré-concentracdes nas superficies de eletrodos para
andlise por voltametria ciclica. Apesar de também serem métodos eficientes, ha a
possibilidade de aplicar microextracdes visando obter limites de deteccdo ainda
menores, para técnicas de analise com baixas sensibilidades para a maioria dos

metais toxicos.

5 DESEMPENHO DOS METODOS DE MICROEXTRACAO

Para avaliar os métodos de microextracdo, alguns quesitos devem ser
analisados. Existem as caracteristicas analiticas gerais, validas para praticamente
todos os métodos desenvolvidos, e algumas caracteristicas especificas para os
métodos de microextracdo, sendo as principais e mais citadas em trabalhos

cientificos o fator de enriquecimento e o indice de consumo.

5.1 Caracteristicas analiticas gerais

Os parametros de desempenho orientados pelo Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) (2016) devem ser avaliados sempre
que forem aplicaveis. Dentre eles [116]:

e SELETIVIDADE: apesar do INMETRO orientar dois procedimentos alternativos, a
grande maioria dos trabalhos avaliam o efeito da presenca de interferentes,
usando padrdes com e sem o analito e variando outros ions que podem estar
presentes no meio [41,117,118,119];

e LIMITE DE DETECGCAO (LD): é estimado pelo método simplificado a partir da
curva analitica, que fornece bons resultados para concentragdes em nivel tracgo,
como a microextracdo. E calculado em funcdo do desvio padrdo (s) da resposta
da medida de 10 brancos e do coeficiente angular da curva de calibracéo (b),
como mostra a eq. (1).
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Tabela 9 — Metodologias de pré-concentracdo para analise de metais em bebidas destiladas de cana de acucar.
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Analito Andlise Tipo de pre- Caracteristicas da fase enriquecida LD vol. Ref
S concentracao Amost.
-1
Pb Volt. Em superficie de Eletrodo de pasta de carbono modificado com silica 8,29 ug L_l
Cu S . . 12,7 ug L - [120]
ciclica eletrodo nanoestruturada organofuncionalizada SBA-15 1
Hg 80,2 ug L
cu(ll) \/o_lt. Em superficie de Eletrodo de ouro mgd_lflcado com monocafnada auto- 1,1 pg L1 2 mL [121]
ciclica eletrodo montada de acido 3-mercaptopropidnico
;. -1
cu Volt. SWV Em superficie de Eletrodo de pasta de carbono modificado com acido 23,9 ug L_l 50 mL [122]
Pb eletrodo P 48,5 ug L
ascorbico e nanotubos de carbono
, . -7
Cu(ll DPAdSV * Em superficie de Eletrodo de pasta de carbono modificado com biocarvao 4,0x 12 [123]
eletrodo mol L
Volt Em superficie de Eletrodo de pasta de carbono contendo material hibrido
Cu Py P idnico organicamente modificado com 3- (2-imidazolin-1- 0,74 pg L - [124]
ciclica eletrodo . o -
il) propiltrietoxisilano
Fe Filtro de acetato de celulose de 45 pm de didmetro de
Cu EDXRF Fase sélida poro, para separacdo dos complexos de APDC com - 100 mL  [125]
Zn analitos
Cu FAAS Fase solida Quitosana - 25 mL [126]
CL_J(II) FAAS Fase sélida Gel .de S|I|c§1 cIoroproplllcq modificada com octa(3- i 100mL [127]
Ni(l1) aminopropil) octasilsesquioxano nanoestruturado
Ni FAAS Fase sélida Biosorvente de casca de tangerina 30 ug L? 10 mL [128]
Zn FAAS Fase sélida Casca de Moringa oleifera 1,9puglL? 10 mL [129]
Pb(ll) FAAS Fase sélida Zedlita sintética do tipo Y de faujasita sédica 2,7 ug L1 6 mL [130]
Pb(11) - - . 4,0 ug L?
cd(In) FAAS HLLE Acido pentadecafluorooctandico 0.5 g L 50 mL [131]

* Differential pulse adsorptive stripping voltammetric

** HLLE: Extrag&o liquido-liquido homogénea.
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(1)

LD =33 >
=337

LIMITE DE QUANTIFICACAO (LQ): Também estimado pelo método simplificado
a partir da curva analitica. Calculado como 3 vezes LD, ou seja (eq. (2)):

(2)

LQ=10 =
=105

FAIXA LINEAR: varia entre o LQ e o um valor maximo, que depende do
equipamento e do método utilizado. Os equipamentos costumam trazer a faixa
linear para cada metal, mas nos métodos de pré-concentracdo dificilmente esse
valor ird coincidir. Dessa forma, deve-se aumentar as concentracfes dos analitos
nas amostras a fim de determinar o limite maximo.

TENDENCIA: de acordo com o INMETRO, a tendéncia é avaliada pela exatiddo
do método. As formas de avaliar a exatiddo sdo, entre outras: a utilizacao do
material de referéncia certificado (CRM, do inglés: certified reference material) e
a realizacao de ensaios de recuperacao.

E interessante utilizar o CRM sempre que possivel. Para isso, deve-se
calcular a média e a incerteza da amostra e compara-la com os valores do CRM.
Uma das formas de comparar é através do erro relativo (ER) como mostra a eq.
(3):

3)

_ Xigp — Xcrm

ER 100

XCRM

Sendo:

Xiab: média da amostra obtida experimentalmente;
Xcrwm: valor do CRM;

Héa ainda a possibilidade de comparar o CRM com as medidas realizadas a

partir do Teste t ndo pareado, considerando que o t calculado experimentalmente

(texp) deve ser menor que o t critico (tc), que € obtido a partir de n-1 graus de

liberdade (sendo n o nimero de replicatas analisadas) e 95 % de confianca. O texp €

calculado como mostra a eq. (4) [132]:
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4)
(XCRM - Xexp) X \/H
100
desv pad

lexp =

Na impossibilidade de utilizar outros métodos de validacdo, os ensaios de
recuperacdo costumam ser utilizados e podem ser calculados como mostra a eq. (5).
Os valores das recuperacdes em porcentagem (Rec (%)) dependem, normalmente,
da faixa de concentracdo do analito na amostra. O INMETRO [102] cita como
exemplo a faixa de 40 a 120 % para amostras com 1 ug L* de analito e 60 a 115 %
para amostras com 10 pg L de analito.

)
Rec (%) = Lol

Sendo:
C1: concentracdo na amostra fortificada;
C2: concentracdo na amostra ndo fortificada;

Cs: Concentragéo adicionada.

e PRECISAO: a precisdo costuma ser estabelecida pela razdo entre o desvio
padrdo (s) e a média da medida (X) em porcentagem, ou seja, o desvio padrdo
relativo (RSD, do inglés relative standard deviation), como mostra a eq. (6):

. (6)
RSD (%) = —100

5.2 Fator de enriquecimento

O fator de enriquecimento (FE) é o parametro exclusivo dos métodos de pré-
concentracdo mais utilizado para caracterizar e comparar as metodologias. Pode ser
calculado como a razdo entre a concentragdo do analito na fase condensada e a
concentracdo do analito na fase original. Porém, como a concentracdo na fase
enriquecida pode ndo ser conhecida, é frequentemente utilizada a razdo entre o
coeficiente angular da equacdo da reta da curva pré-concentrada (bc), pelo
coeficiente angular da equacao da reta da curva aquosa tradicional (bo), como

mostra a eq. (7).
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(7)

5.3 indice de consumo

Apesar do FE ser o mais utilizado, ele aumenta com o aumento do volume da
amostra, uma vez que maiores volumes terdo uma maior quantidade de analito em
massa, aumentando assim o coeficiente angular da curva de calibracdo preé-
concentrada. Dessa forma, outro parametro de grande importancia é o indice de
consumo (IC), calculado como a razéo entre o volume da amostra (Va) em mL por

unidade de FE, como mostra a eq. (8).

(8)
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CAPITULO 2 — DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA DE MICROEXTRACAO
PARA DETERMINACAO EM LINHA DE CADMIO POR FAAS

6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

Desenvolvimento de uma metodologia on-line de extracdo em fase sdlida
acoplada a microextracdo liquido-liquido dispersiva (SPE-DLLME) para pré-
concentrar ions de cadmio em amostras de agua de rio, torneira, mineral e de
bebedouro, a partir de dispersdo da fase organica contendo ditizona na amostra
aquosa, separacdo em coluna de silica e analise no espectrometro de absorcdo

atomica com chama (FAAS).

6.2 Objetivos especificos

e Preparo da coluna de silica dentro de um tubo capilar conectado a uma bomba
peristaltica e ao FAAS;

e Otimizacéo das variaveis tipo e o volume do solvente eluente, o fluxo de retengéo
e eluicdo, o pH, tipo e volume do solvente dispersor e a massa do complexante
ditizona;

¢ Validacdo do método de microextracdo por CRM e adicdo e recuperacao;

e Coleta e tratamento de amostras de agua de rio, torneira, mineral e de

bebedouro, e posterior aplicacdo do método.
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7 PARTE EXPERIMENTAL

7.1 Equipamentos

Foi utilizado um espectrometro de absorcdo atdmica com chama (FAAS)
modelo AA240FS (Varian) para as medidas de absorcdo atdomica dos ions de
cadmio, com a chama gerada por ar e acetileno; uma lampada de catodo oco
multielementar contendo Cd (Varian, Australia), com comprimento de onda 228,8
nm, com largura da fenda 0,5 nm e corrente de 4,0 mA; bomba peristaltica MPV-500
(Marte), com tubo capilar para bomba peristiltica de PVC solvaflex (Agilent
Technologies, Australia); pHmetro de marca Bel Engineering, modelo W3B; balanca
analitica Shimadzu (Uni Bloco, modelo AUW?220D), com incerteza de 0,1 mg/0,01
mg; filtros de membrana de 0,45 um, de nitrocelulose (Merck Millipore, Irlanda).
Todas as vidrarias foram lavadas com agua ultrapura (resistividade de 18,2 MQ,
Sistema de Osmose Reversa OS10LX, da Gehaka), seguido de banho de &cido
nitrico 10 %, por no minimo 24 h. Foram enxaguadas com &gua ultrapura novamente

e secas em temperatura ambiente.

7.2 Reagentes

Solucdes foram preparados com agua ultrapura. Solucdes estoque
monoelementares de Cd(ll), Pb(ll), Zn(ll), Ni(ll), Fe(lll), Mn(ll) e Cu(ll) entre 1 mg L*
e 50 mg L foram preparadas a partir de padrdes de 1000 mg L, todos da marca
Qhemis High Purity. Material de referéncia certificado de agua APS 1071 (Alpha
Resources 3090 Johnson RD, Stevensville, USA). As solu¢gbes tampao foram
preparados com acetato de sédio Sigma-Aldrich, &cido cloridrico Biotec. Outros
reagentes como acido nitrico, acetona, etanol e metanol foram da Merck; cloreto de
sédio da Sigma-Aldrich; 1,2-dicloroetano e Tricloroetileno da Synth; hidréxido de
sodio da Quimica Moderna; acetonitrila da Vetec e 1,5-difeniltiocarbazona (ditizona).
Silica gel para cromatografia em coluna 0,063 — 0,2 mm / 70 — 230 mesh ASTM
(Macherey-Nagel, Alemanha).

7.3 Coleta das aguas naturais
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Aguas da torneira e de bebedouro foram coletadas na Universidade Estadual
de Santa Cruz, enquanto que a agua mineral foi comprada em supermercado, todas
na cidade de Ilhéus (Bahia). Foram utilizados béqueres para a coleta e o
procedimento de pré-concentracdo foi realizado logo em seguida, dispensando a
necessidade de acidifica-las. As aguas de rio foram também coletadas na cidade de
llhéus (Bahia), no Rio Cachoeira. Duas delas na Baia do Pontal, (uma, proximo a
construcdo da nova Ponte e a outra, proximo a Ponte Lomanto Janior) e a terceira
no bairro Salobrinho, na Rodovia BR-415, Ilhéus — Itabuna. Utilizou-se tubos de
polipropileno com tampa, ambientados com as proprias aguas. As amostras de agua
de rio foram coletadas a uma distancia de aproximadamente 30 cm da superficie,
acidificadas a pH de aproximadamente 1,5 e armazenadas. Em laboratério, as
amostras foram filtradas com seringa e membranas de 45 um de diametro de poro.
As amostras acidificadas tiveram pH elevado a aproximadamente 4 com solucéo de

hidréxido de sédio e tamponadas com tampéo acetato a pH 5,5.

7.4 Preparo da coluna de silica

Para montar a coluna de silica, foi utilizado um tubo de PVC de 2 mm de
didmetro externo e 4 cm de comprimento. A Figura 5 mostra de forma esquematica a
estrutura da coluna depois de pronta: primeiro foi colocado um pequeno pedaco de
algodao (A) como um suporte para segurar a silica (S), em seguida 20 mg de silica
foi também adicionado usando uma ponteira de micropipeta (de 10 — 100 L) como
um funil e, em seguida, mais um pedaco de algoddo na outra extremidade,
mantendo a silica fixa dentro da coluna. Para garantir que o algoddo, e
consequentemente a silica, ndo saissem da coluna durante a passagem dos
liquidos, um tubo de PVC de diametro menor (T2) (de aproximadamente 1,5 mm de
diametro externo) foi encaixado por dentro de cada uma das extremidades de T1.

Depois de pronta, passou-se pela coluna 2 mL de agua ultrapura para
remover quaisquer ions presentes, e em seguida 4 por¢des de 250 uL de acetona,
para proporcionar empacotamento da silica, além da remocdo de possiveis
compostos organicos. Por fim, os dois tubos internos foram novamente ajustados a

fim de n&o permitir que houvesse espacgo entre os dois, mantendo a coluna firme.



46

Figura 5 — Estrutura da coluna de silica.
T2 Tl T2

Bl () 5 U [ )—£2

A A

A: algodao; E1: extremidade que conecta a coluna com a solugcdo de Cd-dit ou com o FAAS; E2:
extremidade que conecta a coluna com a bomba peristaltica; S: silica; T1: tubo de PVC de 2 mm; T2:
tubo de PVC de 1,5 mm aproximadamente

Fonte: producéo do proprio autor.

7.5 Procedimento de pré-concentragao

Uma aliquota de 5 mL de amostra (ou de padrdo a 10 pg L) foi colocada em
um tubo de vidro de 10 mL e acrescentado 500 uL de tampéo acetato de sédio a 0,1
mol L! (pH 5,5) e 500 pL de solugdo dispersora contendo o extrator contendo
ditizona, formando uma solugdo completamente homogénea e translicida. Com a
bomba peristéltica, a amostra passou pela coluna de silica em direcdo ao descarte,
em uma vazdo de 6 mL min. Depois de passar completamente, o sentido do fluxo
da bomba é invertido e ajustado para 4 mL min, e 250 pL de acetona passa através
da coluna em sentido do FAAS, para a andlise do analito.

A Figura 6 esquematiza o procedimento da metodologia em duas etapas. Na
primeira etapa (Figura 6 a), a bomba peristaltica (BP) forca a solucdo dispersa,
contendo os analitos complexados, a passar pela coluna de silica (C), onde os
complexos ficam retidos, enquanto que o restante é descartado (D). Para segunda
etapa (Figura 6 b), o sentido do fluxo da bomba é invertido e aspira o0 solvente
eluente (SE) encaminhando-o diretamente para a analise no FAAS.

Para todas as leituras foi utilizada a mesma coluna de silica, sendo que para
passar os padrbes e as amostras de agua de torneira, mineral e de bebedouro néao
houve necessidade de limpar a coluna entre cada ciclo. Em contrapartida, foi
necessario passar mais 250 pyL de acetona depois da leitura das aguas de rio para

remover excessos de impurezas que permaneciam no meio da silica.

7.6 Otimizacao das condi¢cbes experimentais
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Os principais parametros foram selecionados com base em dados da literatura
[44,45,65,133,134]. Foi importante observar aqueles que influenciam a disperséo da
solucéo e formacéo de complexos Cd-ditizona como pH, tipo e volume de solvente

Figura 6 - Esquema do procedimento experimental de microextragdo de Cd na
coluna de silica.

a) S

BP
C - -
D
Cd-dit

L J
b} c BP
FAAS < <

~—

a) Etapa de passagem da amostra/padrdo com os reagentes adicionados. b) Etapa de eluicdo do
solvente pela coluna. BP: bomba peristéltica; C: coluna de silica; Cd-dit: solugdo contendo os
complexos de Cd-ditizona; D: descarte; SE: solvente extrator.

Fonte: producéo do proprio autor

dispersor; os que influenciam na retencdo do complexo na coluna como taxa de
vazao de amostragem e massa de ditizona; e ainda os que influenciam na remocéo
dos complexos de Cd, como tipo e volume do solvente eluente e vazdo de eluicéo.
Foi também estudado o efeito da presenca de outros ions na amostra, variando as
concentracbes de Pb, Ni, Co, Zn, Fe, Al, Ca, Mg, NOs e NOs, e avaliando a
absorvancia do Cd.

Todos os parametros foram otimizados utilizando um volume de 5 mL de
solucédo contendo Cd a 50 ug L*, e ditizona como complexante. De acordo com a
bibliografia, a ditizona é eficiente na complexacdo e separacdo dos ions de Cd(ll)
[135]. Inicialmente utilizou-se o etanol como solvente dispersor e 300 pL de
tricloroetileno como solvente extrator. A massa de silica que compde a coluna foi
fixada em 20 mg, que € equivalente a uma coluna de comprimento de 2,1 cm.

O pH foi variado nos intervalos entre 4 e 8,5; sabendo que a ditizona tem
seletividade para o analito nessa faixa, o aumento do pH pode aumentar a

competicdo de outros ions presentes no meio, além de poder precipitar o analito
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como hidroxido. Para o solvente dispersor foi utilizado uma mistura entre alguns
solventes ou ainda apenas um solvente: acetonitrila+tricloroetileno,
etanol+tricloroetileno, metanol+1,2-dicloroetano, metanol+tricloroetileno. Enquanto
que os volumes variaram na faixa de 300 a 700 pL por amostra.

Para a vazdo de amostragem utilizou-se os valores de 2, 4, 5, 6, 8 e 9 mL
min. A massa da ditizona esta diretamente ligada a capacidade da coluna em reter
0s ions durante a passagem da solugcdo contendo os analitos complexados.
Considerando as recomendacfes para uma cromatografia em coluna, em que a
proporcao entre a fase estacionéaria e a substancia a ser retida deve ser de o minimo
25:1 [136], a faixa de massa de ditizona variou entre 0,0125 e 0,1 mg por amostra.

Acetona, etanol e propanol foram avaliados como possiveis solventes
eluentes. Os volumes testados para o solvente eluente variaram entre 100 e 400 pL.
Enquanto que para a vazao de eluicdo os valores testados foram de 2, 4, 5 e 6 mL

min.
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Otimizacéao

A microextracdo em linha de caddmio na coluna de silica, com analise por
FAAS, foi otimizada a fim de obter as condicbes ideias, com as menores
guantidades de reagentes, alto fator de enriqguecimento e alta frequéncia analitica. A
forma como o sistema foi montado pode possibilitar a utilizacdo de até 4 colunas
para extracdes simultdneas utilizando uma bomba peristaltica. Havendo outras
bombas, pode-se avaliar também a possibilidade de mais colunas. Os parametros
gue mais afetam este tipo de pré-concentracdo séo o tipo e o volume dos solventes
extrator, dispersor e eluente, as vaz6es de amostragem e elui¢do, o pH, a massa do
complexante.

A massa foi fixada em 0,02 g de silica por dois motivos: primeiro porque
massas maiores prejudicavam o fluxo das amostras através da coluna (por mais que
as rotaces da bomba peristaltica fossem aumentadas, a solucdo passava com
muita dificuldade, forcando e podendo romper os tubos capilares) e segundo porque
massas menores iriam diminuir a proporcdo entre a silica e as substancias que
ficariam retidas nela, aumentando a chance de perda do analito [136]. Na coluna,
Figura 7, € possivel observar que o0s complexos Cd-ditizona (que séo
caracteristicamente coloridos) ocupam aproximadamente um terco da coluna,
havendo grupos funcionais suficientes para reter o maior numero possivel de

complexos, garantindo baixa perda.

Figura 7 — Complexos de Cd-ditizona (parte mais escura) retidos na coluna de silica
de 0,02 g
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Fonte: producéo do proprio autor

Os sinais de absorvancia relativa (AR), foram calculados com base na maior
absorvancia obtida para cada varidvel, como mostra a eq. (9).

AR = A;/Ao 9)
sendo Ao a maior absorvancia da variavel otimizada e Ai a absorvancia em cada um
dos pontos da otimizacdo. As absorvancias sdo baseadas na area do pico em um
tempo de leitura de 10 s. As condigbes foram pré-definidas e as variaveis
estabelecidas considerando trabalhos publicados na literatura [44,45,137], e oS

perfis dos sinais analiticos foram semelhantes aos apresentados na Figura 8.

Figura 8 — Perfil do pico de Absorvancia X Tempo (s) obtido na analise do Cd por
FAAS apos a otimizagao das variaveis

1
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Fonte: producao do proprio autor, extraida do software do espectrdmetro de absorcéo atdmica em
chama utilizado
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8.1.1 Efeito do tipo de solvente eluente

Etanol, acetona e propanol foram avaliados como possiveis eluentes por
serem eficientes na dissolucdo do complexo e por possuirem grupos funcionais
hidroxila ou cetona, que formam fortes interacbes de hidrogénio tanto com a silica
como com a ditizona. A Figura 9 mostra as absorvancias relativas em funcéo do tipo
de solvente. Entre os trés solventes, a acetona € o0 que tem o mais alto momento de
dipolo, com maior capacidade de remover os complexos adsorvidos na coluna ao
romper as interacdes de hidrogénio formadas entre nitrogénios da ditizona e grupos
silanol, e formando fortes interacdes de hidrogénio entre o oxigénio da cetona e os

hidrogénios dos silanol. Dessa forma, acetona foi usada como solvente extrator.

Figura 9 — Sinais de absorvancia (Abs £ IC, 95 % de confianca, n=3) em funcéo do
tipo do tipo de solvente eluente.
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8.1.2 Efeito do volume do solvente eluente

Volumes muito altos de solvente eluente formam solu¢cdes mais diluidas,

enguanto que volumes muito baixos podem n&o remover completamente os analitos.
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Como mostra na Figura 10, o volume com maior absorvancia foi 250 pL, dessa

forma, esse volume foi fixado nas demais otimizacoes.

Figura 10 — Variagao da absorvancia em fungéo do volume do solvente eluente (Abs
* IC, 95 % de confianga, n=3).
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8.1.3 Efeito das vazGes de amostragem e elui¢édo

A vazdo de amostragem do complexo Cd-ditizona é um fator determinante
para a sensibilidade, pois se o tempo de contato entre 0s complexos e a coluna néao
for eficiente, prejudica a retencdo dos complexos, levando parte dos analitos para o
descarte junto com o liquido restante. Como mostra a Figura 11, a vazdo que gerou
a maior absorvancia foi de 6 mL min?, este foi mantido em todos os testes

seguintes.

Figura 11 — Sinais de absorvancia em funcédo da vazao de amostragem da amostra
contendo Cd-ditizona (Abs % IC, 95 % de confianca, n=3).
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A vazéo de eluicdo, por sua vez, deve ser suficiente para arrastar todos os
complexos e ao mesmo tempo deve estar de acordo com o fluxo de introducdo de
amostras do FAAS, pois enquanto a direita da coluna esta bomba peristaltica
forcando o solvente a passar, 0 equipamento aspira no outro lado da coluna. De
acordo com a literatura, a vazdo Otima é um valor entre a vazdo ideal no
espectrometro utilizado (que foi 6 mL mint) e o valor 6timo da vazéo de uma eluicdo
sem conectar ao equipamento (que geralmente varia entre 2 e 4 mL mint) [138].
Como pode ser observado na Figura 12, a vazao 6tima foi de 4 mL min-t, o que esta

de acordo com a literatura, sendo fixada como vazao de eluigéo.

Figura 12 — Absorvancia relativa em funcéo da variacdo da vazao de eluicdo, com a
vazao do espectrdmetro de 6 mL mint (Abs + IC, 95 % de confianca, n=3).
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8.1.4 Efeito da variacédo do pH

O pH da solugéo varia de acordo com o complexante e com o metal. Como
pode ser observado na

Figura 13, o pH ideal para complexar o cadmio foi de 5,5 e foi entdo definido
como pH do experimento. Alguns trabalhos foram encontrados na literatura com

valores préximos a esse para os complexos de Cd-ditizona [134,139].

Figura 13 — Absorvancia relativa em funcéo do pH (Abs * IC, 95 % de confianca,
n=3).
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8.1.5 Efeito do tipo de solvente dispersor-extrator

Algumas misturas de solventes foram testadas para avaliar o efeito da
dispersdo do solvente extrator na fase aquosa, e consequentemente no sinal
analitico. Foi observado que algumas misturas ndo formaram disperséao,
impossibilitando o contato dos analitos com os complexantes. Entre misturas que
formaram a dispersdo (especificadas na Figura 14), a que gerou a maior
absorvancia foi 1,2-dicloroetano em metanol, sendo entdo usada na metodologia.

No trabalho de Martinis (2009) [45], foi desenvolvido um sistema de pré-
concentracdo de Cd em linha, para analise em FAAS em que o0 contato entre a
solucdo aquosa e a fase insolavel ([C4mim][PF6]) foi proporcionado pela adicdo de
um surfactante no meio, sendo também necessério agitar a mistura com barra

magnética.

Figura 14 — Variagdo da absorvancia relativa em funcdo do tipo de solvente
dispersor-eluente (Abs + IC, 95 % de confianca, n=3)
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8.1.6 Efeito do volume de solvente dispersor e do volume do solvente extrator

Os volumes utilizados para avaliar o solvente dispersor metanol foram 300,
400, 500, 600 e 700 pL. A Figura 15 mostra o comportamento da absorvancia em
funcdo da variacdo do volume, sendo que o volume 6timo e que foi utilizado nos
posteriores experimentos foi de 500 pL.

Quanto ao solvente extrator, foram utilizados os volumes de 15 a 40 pL.

Como mostra a Figura 16. Observa-se que a diminuicdo do volume do extrator
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diminui significativamente a absorvancia, pois provavelmente diminua o contato

entre complexante e analitos. O volume 6timo obtido foi de 35 pL.

Figura 15 — Variacdo da absorvancia relativa em relacdo ao volume de solvente
dispersor-extrator (Abs + IC, 95 % de confianca, n=3).
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Figura 16 - Variagdo da absorvancia relativa em fungdo do volume do solvente
extrator
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8.1.7 Efeito da massa de complexante ditizona

O controle da massa da ditizona € fundamental para o processo, pois deve
conter ditizona suficiente para complexar todo o analito aléem de possiveis ions

coexistentes, que competem com o cadmio nestas condi¢bes. Porém ndo pode ter
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uma quantidade muito grande para ndo saturar a coluna e para nao haver
desperdicio de reagente. A faixa de massas testadas foi escolhida em funcao
desses dois fatores e foram: 0,0125, 0,025, 0,05 e 0,1 mg, sendo que o valor 6timo
foi de 0,025 mg para cada 5 mL de amostra, sendo fixada como a massa do

complexante para o método.

Figura 17 — Variacao da absorvancia em fungéo da massa do complexante ditizona
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8.2 Caracteristicas analiticas

Apés toda a otimizacdo do método de microextracao foi realizada a curva de
calibracdo e os respectivos testes de precisdo. Obteve-se equacdo igual a Abs =
0,0258Ccd + 0,024, para uma curva de 8 pontos. O limite de deteccédo (LD) em foi pug
L1, calculado como sendo trés vezes o desvio padrdo de 10 medi¢ées do branco da
curva analitica, dividido pelo coeficiente angular da equacao da curva analitica. De
forma semelhante, o limite de quantificacdo (LQ) € calculado como LQ = 10.o/coef
ang. LD e LQ foram respectivamente 0,29 e 0,97 ug L. A faixa linear de trabalho
variou de 0,97 a 50,0 pug L. O coeficiente de determinacdo R?, por sua vez, foi igual
a 0,9956.

O fator de enriquecimento (FE) foi calculado com a razdo entre o0s
coeficientes angulares da curva pré-concentrada e nao pré-concentrada. Esta Ultima
teve equacgédo da curva de calibracao igual a Abs = 0,0003Ccd + 0,0035. A curva foi

feita a partir da absorvancia da area do pico obtido na analise de 250 pL de padrdes
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com diferentes concentracdes. Dessa forma, FE foi igual a 86,0 para um volume de
5 mL de amostra, resultando em um IC igual a 0,06.

A precisdo do método foi avaliada a partir dos desvios padrdes relativos em
porcentagem (RSD %) de 2 pontos da curva, cada um deles com 10 repeticOes e
volumes de 5 mL de padrdo. O ponto da curva de 7 ug L teve RSD de 2,94 %, e o
de 49 ug L* teve RSD de 6,28 %.

A Tabela 10 compara as principais caracteristicas analiticas do presente
método com alguns trabalhos envolvendo a pré-concentracéo de Cd.

Tabela 10 — Comparacao entre métodos analiticos de pré-concentracao de Cd.
Tlpo de Volume FEIC Ref
método amostra
Sistema em linha baseado em RTIL-FAAS  Emlinha 20mL 35 0,57 [45]
IL-DLLME — ETAAS Emlinha 2mL 20 0,10 [44]
US-assisted-DuUSPE — ETAAS Batelada 2 mL 20 0,10 [61]
IL-UA-DLLME-SAP - LC-UV Batelada 15mL 209 0,07 [82]

Tipo de microextragcdo

MSPME - ICP-MS Emlinha 05mL 23 0,02 [140]
SPE — GFAAS Batelada 1 mL 18 0,06 [141]
SS-Mdu-SPE — MS-FAAS Batelada 10mL 80 0,13 [142]
Microprecipitacdo — FAAS Batelada 30mL 40 0,75 [143]
MSPE — FAAS Batelada 200mL 50 4,00 [144]
DES-MNPs — FAAS Batelada 60mL 100 0,60 [145]
DLLME - FAAS Batelada 8 mL 13 0,61 [146]
FIA-SPE-DLLME — FAAS Emlinha 5mL 86 0,06 Estetrab.

Fonte: dados da pesquisa

Observa-se que alguns fatores de enriquecimento mais altos sdo obtidos com
volumes de amostra também altos, como no trabalho de Werner (2018), que apesar
de o FE ser 2,4 vezes maior que o do método aqui desenvolvido, o indice de
consumo foi muito proximo, uma vez que o volume da amostra foi 3 vezes maior
[82].

8.3 Interferéncias, exatidao e aplicacdes

A presenga de outros ions na matriz foi estudada para avaliar possiveis
interferentes. A avaliacdo foi feita em padrées de 5 mL de Cd a 10 ug L contendo
todos os reagentes otimizados e variando as quantidades de cada um dos ions de
Pb(11), Zn(11), Ni(ll), Fe(ll1), Mn(I1) e Cu(ll). Para os Pb(Il), Ni(l1), Mn(ll) e Fe(lll) até as
concentragées de 1000 pg L* ndo interferiram no sinal de Cd. Enquanto que para
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Cu(ll) e Zn(ll) até 100 pg L* ndo foi suficiente para interferir no sinal. Todas as
recuperacdes variaram entre 94,2 e 114 %, com desvios padrdes relativos (RSD)
entre 1,43 e 2,26.

A exatiddo do meétodo foi avaliada através da analise da amostra de
referéncia certificada de agua APS 1071 e por testes de adi¢do e recuperacdo do
analito em amostras de aguas de torneira, mineral e de bebedouro. As recuperacdes
e a comparacdo do material de referéncia certificado (CRM) APS 1071 sao
mostradas na Tabela 11. Como recomenda o INMETRO, foi calculado o erro relativo,
obtendo valor de 0,6 %. Foi também feito teste t de significancia a 95 % de
confianca, com 3 graus de liberdade (n = 4 repeticbes do CRM), aplicando a Eq. (4)
para o célculo do t experimental, concluindo que tc < texp, € aceitando a hipotese de

que nao hé diferenca significativa entre os valores.

Tabela 11 — Adicdo e recuperacdo de Cd em amostras de aguas naturais.

Concentracdo da  Adicionado Encontrado Recuperacao

amostra (ug L) @ (ugL™) (ug LH® (%)
APS 1071 10+£0,5 - 9,94 +0,01 99,4 @
Agua de torneira 3,59 +0,23 5 9,34 +0,38 114,9 ®
Agua Mineral 1,88 £0,15 5 6,66 + 0,45 95,7 ®
Agua de bebedouro 1,93+0,33 5 6,93 + 0,81 100,0 @

(M média + incerteza, com 95 % de confianga e n = 3 para as adigdes e recuperagdes; n = 4 para a
amostra certificada;
@ Rec (%) — Encontrado x 100

® Rec (%) =

Concentracao
Encontrado-Concentragiao

X 100

Adicionado

O método desenvolvido foi aplicado em amostras de aguas de diferentes
pontos do Rio Cachoeira: proximo a ponte nova da Baia do Pontal (amostra A),
préximo a ponte Lomanto Junior na Baia do Pontal (amostra B) e no bairro
Salobrinho (amostra C), com os devidos tratamentos ja mencionados. As amostras
da Ponte Nova e do Bairro Salobrinho tiveram concentracdes abaixo do limite de
quantificacdo, enquanto que a amostra da Ponte Lomanto Junior teve concentragdo
de 1,19 pg L2,

Tabela 12 — Aplicacdo do método em amostras de agua de rio

Local da coleta Concentracao
Agua Baia do pontal - ponte nova <LQ
Agua Baia do pontal - Ponte Lomanto Junior 1,19 pug L1

Agua Salobrinho <LQ




60

9 CONCLUSAO

O método desenvolvido on-line de SPE-DLLME mostrou ser eficiente no
aumento da sensibilidade para a andlise de ions de cadmio no FAAS com o fator de
enriquecimento elevado para o metal, de 86. A otimizagdo dos principais
parametros, além de ter elevado o fator de enriquecimento, contribuiu para o baixo
consumo de reagentes solidos (na faixa de pg — mg) e liquidos (na faixa de pL), com
grande importancia tanto para o meio ambiente, quanto para o aspecto financeiro,
contribuindo com uma quimica mais verde, ao utilizar principalmente baixos volumes
dos solventes organicos. Enquanto que a metodologia em linha mostrou ser uma
alternativa eficiente no aumento da frequéncia analitica, ao ser comparadas com as
metodologias em batelada. A precisdo do método foi comprovada pelos baixos
RSDs obtidos. A exatiddo foi avaliada pelos valores de recuperacdo dentro dos

limites estabelecidos para a faixa de concentracdo do analito nas amostras.
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CAPITULO 3 — DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA DE MICROEXTRACAO
LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA ASSISTIDA POR AR PARA DETERMINACAO
EM BATELADA DE CADMIO POR FAAS

10 OBJETIVOS

10.1 Objetivo geral

Desenvolvimento de uma metodologia bielementar de microextracédo liquido-
liquido dispersiva assistida por ar (AA-DLLME) para pré-concentrar ions de Cd e um
segundo analito, sendo selecionado o Mn. Como complexante, PAN foi selecionado

para o método.

10.2 Objetivos especificos

e Selecdo de valores fixos das variaveis com base na literatura: pH, volume do
tampdo, concentragcdo da solucdo de NaCl, concentracdo de complexante,
namero de ciclos de agitacdo com seringa;

e Otimizacgao univariada do tipo de solvente extrator;

e Otimizacdo de mistura das variaveis volume da amostra, volume do solvente
extrator e volume da solucao de NaCl;

e Validacao e aplicacdo do método de microextracédo por adicdo e recuperacao;
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11 PARTE EXPERIMENTAL

11.1 Equipamentos

Para a realizacdo da metodologia, foi utilizado um espectrometro de absorcéo
atbmica em chama (FAAS) modelo AA240FS (Varian) para analise de cadmio e
manganés por uma chama de ar e acetileno, e absorvancia calculada por area de
pico. Para a excitagdo dos ions foram utilizadas duas lampadas de catodo oco
multielementares, uma contendo Cd e outra contendo Mn. Para a analise de Cd,
utilizou-se o comprimento de onda de 228,8 nm, com uma largura de fenda de 0,5
nm e corrente de 4.0 mA; enquanto que para a analise de Mn, o comprimento de
onda utilizado foi de 279,5 nm, com largura de fenda 0,2 nm e corrente 4 mA. Para
promover a dispersdo assistida por ar, foi utilizada uma seringa de vidro de
aproximadamente 1,5 mL de capacidade. Foi também utilizada uma centrifuga Solab
Scientifica, SL-700.

11.2 Reagentes

Em todas as etapas utilizou-se agua ultrapura (resistividade de 18.2 MQ).
Para o preparo das solucdes, foram utilizados padrées de 1000 mg L de Cd, Mn,
Pb, Ni, Co, Zn, Fe, Al, Ca e Mg, todos da marca Qhemis High Purity; os sais NaNOs,
KNOs e NaCl (Sigma-Aldrich); HsBOs e NaOH (marca Quimica Moderna) para
preparar solucdo tampéo borato de 0,1 mol L. Foram também utilizados os
solventes organicos CH2CH20H (etanol, marca Merck), C2HCIs (tricloroetileno,
marca Synth), 1,2-C2H4Cl2 (1,2-dicloroetano, marca Synth), CHCIz (cloroférmio) e
CHa (tetracloreto de metila). Para o preparo do solvente extrator, utilizou-se o
complexante PAN (1-(2-piridilazo)-2-naftol) em C2HCIsz a 0,05 %.

11.3 Selecéo das amostras

Foram analisadas um total de 5 amostras de cachaga, produzidas em
diferentes estados do Brasil e compradas na regido do sul da Bahia. Foram
escolhidas exclusivamente marcas com producao industrial, destiladas e sem adi¢céo

de acucares e saborizantes.
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11.4 Procedimento de pré-concentragcéao

Para pré-concentrar os analitos, 5,2 mL de amostra foram adicionados em um
tubo de ensaio de vidro de 10 mL, tamponados com 1 mL de tampéao borato de pH
8,5 e adicionado 0,7 mL de solucdo de NaCl a 10 %, seguido da adi¢cdo de 120 pL
de solvente extrator. Para promover a dispersao, a mistura foi agitada com uma
seringa de vidro, ao fazer 6 ciclos de agitacdo com o émbolo da seringa. A Figura 18
mostra a seringa utilizada para a agitacdo e a Figura 19, a amostra depois da
agitacdo . Em seguida, os tubos foram centrifugados durante 3 minutos com 3200
rpm, e duas porcdes de 40 uL de fase enriquecida foram separados, cada por¢do em
um eppendorf, para analise por FAAS utilizando a funcdo sequencial rapida. A
Figura 20 mostra a gota do solvente extrator depois de centrifugar o tubo contendo a
disperséo.

Figura 18 - Seringa utilizada para agitar o solvente extrator na solu¢cdo da amostra

Figura 19 - Dispersao do solvente extrator na solu¢do da amostra apos agitacao
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Figura 20 - Solvente extrator separado da amostra apés a centrifugacao

11.5 Estratégia de otimizacao

A estratégia utilizada para definir os valores 6timos de cada variavel foi
separa-las em trés grupos: no primeiro apenas as variaveis que ja foram muito bem
abordadas pela literatura, observando-se que os valores foram reproduzidos por
varios autores; no segundo grupo as variaveis que necessitavam de uma otimizagao
de forma univariada; e no terceiro grupo as variaveis que demonstram
comportamento de dependéncia entre si, sendo feita uma otimizacdo de mistura com
restricdo. A Tabela 13 mostra todas as variaveis que afetam a sensibilidade do
método e seus respectivos valores (no grupo 1 séo valores fixos e nos outros dois

grupos sao variagoes).
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Tabela 13 - Valores fixos ou intervalos avaliados para cada variavel do método

GRUPO 1: VARIAVEIS DE PROCESSO COM BASE NA LITERATURA

Varidvel Valor definidos
pH da amostra 8,5
Volume do tampéo 1mL
Concentracéo de NaCl 10 %
Complexante PAN
Concentracao do solvente extrator 0,05 %
Numero de ciclos de agitacdo 6
GRUPO 2: OTIMIZACAO UNIVARIADA
Varidvel Tipos avaliados

Tricloroetileno, 1,2-dicloroetano, cloroférmio e

Tipo de solvente extrator tetracloreto de metila

GRUPO 3: VARIAVEIS DE MISTURA

Varidvel Restricbes inferiores Restricbes superiores
Volume da amostra 3,00 mL 5,92 mL
Volume da solucéo de NaCl 0,00 mL 2,92 mL
Volume do solvente extrator 0,08 mL 0,15 mL

12 RESULTADOS E DISCUSSAO

12.1 Otimizacgéo

12.1.1 Condicdes fixas

Por causa de sua grande eficiéncia, a microextracdo em fase liquida ja foi
bastante aplicada e € muito bem fundamentada. Algumas variacfes diferem as
técnicas de LLME, mas a sua esséncia se mantém, dessa forma é possivel se
basear na literatura para definir os valores que podem ser usados em algumas
variaveis.

O pH da amostra depende basicamente do tipo de complexante utilizado.
Seidi, Alavi e Jabbari (2018) complexou Cd com PAN com pH 9, mas demonstrou
através do grafico da otimizacdo que na faixa entre 7 e 10 a variacdo do sinal
analitico era pequena [115]. De forma semelhante, Afshar et al. (2017) pré-
concentrou iridio com PAN, observando que a complexagdo em toda a faixa entre
3,8 e 8,5 foi quantitativa [96]. Essa tendéncia pode ser observada também em outros
trabalhos. Considerando que em pH acima de 7 o complexante encontra-se
desprotonado, mas que em pH muito elevado ha o risco da precipitacdo dos ions
como hidréxidos, o pH de 8,5 foi definido como ideal para o método aqui

desenvolvido.



66

A solucdo tampdo deve ser adicionada com um volume suficiente para
tamponar qualquer amostra de cachaca. Dessa forma, utilizando uma concentracéo
de 0,1 mol L de tampé&o borato, seu volume foi fixado em 1 mL.

O aumento da concentracao salina das amostras ajuda na extracdo uma vez
que diminui a solubilidade do complexo no meio aquoso, forcando sua passagem
para as goticulas de fase extratora organica. Em metodologias de DLLME os autores
avaliam o efeito da concentragédo de NaCl variando entre aproximadamente 0 e 10 %
no maximo. Dessa forma, foi utilizada uma solu¢do de NaCl a 10 %, considerando
gue depois de adicionada na amostra a concentracdo serd diluida.

A concentracdo do complexante no solvente extrator costuma ter um efeito
menos significativo. O valor 6timo deve ser suficiente para complexar a maior
quantidade possivel de analitos e ainda alguns possiveis interferentes no meio, mas
nao pode ser muito alta ao ponto de ultrapassar a capacidade de solubilidade do
solvente extrator. Dessa forma foi mantido o valor de 0,05 % de PAN em
tricloroetileno.

Apesar da quantidade de trabalhos de microextracdo de ions metalicos
assistida por ar ser ainda muito pequena, pode-se observar que o nimero de ciclos
de agitacdo varia principalmente entre 4 e 12 [85,107]. Metodologias convencionais
de DLLME utilizam um solvente dispersor para promover a dispersao, que costuma
ser etanol ou metanol a aproximadamente 10 % na amostra. Como em cachaca o
etanol ja esta presente, ndo ha necessidade de realizar uma quantidade grande de
ciclos de agitacdo, pois o etanol contribui para a formacédo da dispersdo. Dessa

forma, foram utilizados apenas 6 ciclos de agitacdo no presente método.

12.1.2 Otimizagéo univariada do tipo de solvente extrator

O efeito do tipo de solvente extrator foi avaliado individualmente, uma vez que
pode ser observado uma variagdo muito grande de possibilidades deste solvente.
Foram testados tricloroetileno, 1,2-dicloroetano, cloroférmio e tetracloreto de metila
para Cd e para Mn. Como pode ser observado na
Figura 21, o solvente que gera maior absorvancia para Cd é tetracloreto de metila,
enquanto que para Mn é o 1,2-dicloroetano. A escolha de qualquer um desses dois
solventes comprometeria a sensibilidade do outro, pois o tetracloreto de metila gera

um sinal relativamente baixo para Mn e 1,2-dicloroetano gera um sinal muito baixo
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para Cd. Por outro lado, o tricloroetileno € o solvente com segundo maior sinal para

os dois metais, sendo entdo escolhido como solvente extrator.

Figura 21 - Variacdo das absorvancias em funcao do tipo de solvente extrator
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12.1.3 Otimizacgdo de mistura com restricdo

As variaveis volume de amostra, volume de solu¢do de NaCl e volume de
solvente extrator foram avaliadas em conjunto por demonstrarem um comportamento
de dependéncia entre si.

Considerando o volume total estabelecido para a mistura de 6 mL, foi
necessario restringir os limites para a extracdo ocorrer de forma eficiente. Por
exemplo, é impossivel que os volumes da amostra e do solvente extrator sejam
zero, porém isso € possivel para o volume de solucdo de NaCl; o volume do
solvente extrator ndo pode ser muito alto pois comprometeria o fator de
enriguecimento, dessa forma manteve-se a faixa estudada em torno de microlitros,
como varios autores costumam utilizar; e o volume da amostra variou entre 3 e 5,92
mL, considerando que muitas metodologias de DLLME utilizam volumes de amostra
dentro dessa faixa [85,91].

A Tabela 14 mostra a matriz experimental gerada pelo software Statistica,
sendo que todos os experimentos foram realizados em duplicata (corridas de 1.2 até
9.2). As duas ultimas colunas séo referentes as absorvancias obtidas para cada

analito.
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Tabela 14 - Matriz experimental obtida para o planejamento de mistura com restricao

Corrida Amostra Solucdo NaCl Solvente extrator Abs Cd Abs Mn
1 5,920 0,000 0,080 0,271 0,013
2 3,000 2,920 0,080 0,312 0,014
3 5,850 0,000 0,150 0,326 0,017
4 3,000 2,850 0,150 0,307 0,017
5 5,885 0,000 0,115 0,398 0,025
6 3,000 2,885 0,115 0,239 0,014
7 4,460 1,460 0,080 0,339 0,027
8 4,425 1,425 0,150 0,366 0,024
9 4,442 1,442 0,115 0,320 0,027

1.2 5,920 0,000 0,080 0,232 0,012
2.2 3,000 2,920 0,080 0,347 0,016
3.2 5,850 0,000 0,150 0,291 0,021
4.2 3,000 2,850 0,150 0,345 0,020
5.2 5,885 0,000 0,115 0,377 0,024
6.2 3,000 2,885 0,115 0,220 0,018
7.2 4,460 1,460 0,080 0,376 0,021
8.2 4,425 1,425 0,150 0,358 0,027
9.2 4,442 1,442 0,115 0,336 0,030

A Tabela 13 mostrou os limites minimo e maximo para cada variavel. E

possivel representar esses limites delimitando regido experimental como mostra a

Figura 22, na parte azul. A regido avaliada é pequena por causa dos volumes

maximo e minimo do solvente extrator, que sdo também muito baixos.

Figura 22 - Regido de avaliacdo delimitada pelos valores maximo e minimo de cada

uma das variaveis de mistura
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Os resultados foram apresentados usando a desejabilidade global, uma vez

que possibilita a otimizagdo simultdnea de mudltiplas respostas (neste caso a
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absorvancia de Cd e a absorvancia de Mn). O valor de desejabilidade varia no
intervalo de 0 a 1, sendo que € maximizado quanto mais se aproximar de 1 [147], e
foi obtido pelo software um valor de 0,8967.

A validacdo do modelo matematico € necessaria para garantir a confiabilidade
dos resultados obtidos, ou seja, garante que ele realmente esteja descrevendo o
comportamento dos valores experimentais [148]. A validacdo foi entdo feita pela
andlise de variancia (ANOVA), a 95 % de confianca, sendo que os modelos linear,
quadratico, especial cubico e cubico foram avaliados, e apenas o modelo cubico
demonstrou ser satisfatério, com R2 de 0,9438 e R2 ajustado de 0,8940. Para isso,
verificou-se o valor de F da regressdo, como recomenda a literatura, comparando o
F tabelado (3,230 — com 8 e 9 graus de liberdade) com o F calculado (18,17), sendo
o F calculado maior que o tabelado, que indica que a regresséo é significativa ao
nivel de confianca de 95 % [149].

As proporcbes das variaveis independentes foram entdo otimizadas em
valores de 5,20 mL de amostra, 0,70 mL de solucdo de NaCl a 10 % e 0,12 mL do
solvente extrator contendo PAN. A Figura 23 mostra a superficie de resposta obtida

para um modelo cubico, enquanto que a Figura 24 mostra 0 contorno apés
otimizacao.

Figura 23 Superficie de resposta feita a partir das otimizacdes por mistura
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Figura 24 - Gréfico de contorno obtido
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12.2 Caracteristicas analiticas

ApoOs toda a otimizacdo do método, a curva de calibracdo pré-concentrada
obtida para Cd foi de Abs = 0,0158Ccd + 0,0333 e para Mn Abs = 0,0011Cwmn -
0,0142, enquanto que as curvas sem pré-concentrar foram Abs = 0,0002Ccq - 0,0009
e Abs = 0,00006Cwmn — 0,0033. FE, IC e R2 foram respectivamente 78,9, 0,07 e
0,9951 para Cd e 18,4, 0,28 e 0,9911 para Mn.

Os limites de deteccédo (LD) foram calculados a partir de 10 medidas do
branco, considerando LD = 3.c/coef.ang., sendo ¢ o desvio padrdo das medidas,
como recomenda o INMETRO [102]. Para Cd e Mn os LDs foram respectivamente
0,51 e 1,64 pg L%, enquanto que as linearidades maximas foram de 50 e 100 pg L,
respectivamente.

Os desvios padrdes relativos (RSD %) calculados a partir de 10 medidas,
como recomenda o INMETRO, foram calculados para os pontos de 5 e de 10 ug L™,
para os dois metais. Para Cd, foram 0,97 % e 6,61 % e para Mn 2,84 % e 4,55 %

respectivamente.

12.3 Interferentes, exatidao e aplicacdes
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Os ions presentes nas amostras que podem interferir no método foram
também avaliados. A Tabela 15 mostra a concentracdo minima a partir da qual os
ions comecgam a interferir na extracdo dos analitos. Para Cd observou-se que Pb e
Ni ndo interferem mesmo se estiverem a 0,5 mg L1. Concentracdes mais altas néo
foram avaliadas para esses dois interferentes uma vez que € muito improvavel que
eles constituam a cachaca com mais de 0,5 mg L1. Esse mesmo comportamento foi
observado para Mn na presenca de Ni e Co.

Para Cd, o Co interfere a partir de 50 pug L, Al e Mg a partirde 0,5 mg L' e
Fe e Ca a partir de 1,0 mg L' e Zn a partir de 5 mg L.

Para Mn, Pb, Zn, Fe, Al e Mg interferem a partir de 0,5 mg L e Ca a partir de
1mglL™

Para os dois analitos, os sais NaNOs e KNOs n&o causaram interferéncia nem

mesmo em concentracdes de 3 %.

Tabela 15 - Avaliacdo da concentracdo dos ions interferentes na extracdo de Cd e
Mn

Cd Mn

Pb 1Acima de 0,5 mg L* 05mglL?

Ni 1Acima de 0,5 mg L* 1Acima de 0,5 mg L*

Co 50 pg L 1Acima de 0,5 mg L*

Zn 5mgL? 0,5mgL*

Fe 1mglL? 0,5mgL?

Al 0,5mgL? 05mglL?

Ca 1mglL? 1mglL?

Mg 0,5mglL? 0,5mgL?
NaNO3 1Acima de 3 % tAcima de 3 %
KNOs 1Acima de 3 % tAcima de 3 %

1 Nao foram testadas concentragbes mais altas, uma vez que é pouco provavel que estas espécies
estejam nas amostras com concentragdes superiores que estas.

Foi também realizado um teste para avaliacdo da variagdo do teor alcoolico
da amostra,
Figura 25. Como pode ser observado na figura, apenas em concentragdes de 50 %,

a absorvancia é afetada. Como a maioria das amostras possui teor alcodlico na faixa

de 40 %, a concentracéo de 50 % ndo ira interferir.

Figura 25 - Variacdo da absorvancia em funcao do teor alcoodlico das amostras
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A exatiddo do método foi avaliada a partir de testes de adicdo e recuperacao

nas amostras de cachaca. Para isso, foram feitas duas adicdes nas amostras, uma

de 5 ug L e outra de 10 pg L. Os testes de adicdo e recuperacdo constam na

Tabela 16.

Tabela 16 — Resultado do teste de adicao e recuperacdo nas amostras de cachaca

Cd
Amostra Concentracgéo Adicionado Encontrado Recuperado
amostra (ug L) (ug L™ (hg L) (%)

5 6,99 + 0,003 99,2

1 2,26 £0,013 10 13,2 + 0,002 100,0
5 7,89 + 0,010 96,8

2 3,05+ 0,009 10 14,8 + 0,012 117,8
5 5,97 + 0,007 87,4

3 1,60 + 0,005 10 11,93 + 0,022 103,4
5 6,28 + 0,007 100,3

4 1,20£0,02 10 10,3 £ 0,025 119,7
5 6,41 + 0,014 99,4

5 1,52+ 0,002 10 11,9 + 0,082 101,4

Mn
Amostra Concentragao Adicionado Encontrado Recuperado
amostra (ug L) (ug LY (Mg L (%)

5 16,4 + 0,002 94,4

1 11,69+ 0,010 10 21,5 + 0,004 97,7
5 11,4 £ 0,004 88,9

2 6,98 + 0,006 10 17,0 £ 0,002 100,4
5 19,3 + 0,0022 98,6

14,4 +0,0015 10 23,4 +0,0047 90,0

4 12,9 + 0,0026 5 18,2 + 0,006 105,8
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O método foi aplicado em 11 amostras, de diferentes regides do Brasil, todas
com producédo industrial, destiladas e sem adicdo de acuUcares e saborizantes,
Tabela 17. Observa-se que o teor alcodlico das amostras varia entre 38 e 42 %.
Além disso, € possivel observar que apenas uma amostra teve concentracdo de
manganés abaixo do limite de deteccéo, as outras variaram entre 6,98 e 28,1 ug L.
As concentracdes de cadmio foram mais baixas, sendo que algumas ficaram abaixo
do limite de quantificacdo. Variaram entre 0,41 e 3,05 pg L.

Os valores relativamente altos de concentracdes de Cd e de Mn (todos acima
dos limites de quantificacdo) mostram a importancia da criacdo de normas que
estabelecam limites maximos permitidos para os metais em cachacas, assim como
outras bebidas alcodlicas, principalmente considerando que a cachaca faz parte da

alimentacao diaria de muito brasileiros e estrangeiros.

Tabela 17 — Aplicacdo do método em amostras de cachaca

Producéao Teor alcodlico  Cd (ug L) Mn (ug L)
1 Pirassununga (SP) 39 % 2,26 £0,013 11,69 + 0,010
2 Patrocinio Paulista (SP) 38 % 3,05+0,009 6,98 +0,006
3 Novorizonte (MG) 42 % 1,60+ 0,005 14,4+ 0,0015
4 Chapada Diamantina (BA) 40 % 1,20+ 0,02 12,9 +0,0026
5 Cabo de Santo Agostinho (PE) 38 % 1,52 + 0,002 -
6 Recife (PE) 38 % 0,45+0,08* 15,7 +0,09
7 lIhéus (BA) 38 % 0,70+ 0,06* 28,1 +0,65
8 lIhéus (BA) 38 % 0,88 +0,06* 20,7 +0,72
9 Rezende (RJ) 39 % 0,57 £ 0,07* 19,6 + 1,17
10 Rio Claro (SP) 39 % 0,41 + 0,02* o
11 Fortaleza (CE) 38 % 0,61+0,07* 16,8+0,58

* Valores menores que LQ;
** Valores menores que LD
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13 CONCLUSAO

A metodologia desenvolvida de AA-DLLME possibilitou a analise sequencial
de Cd e Mn por FAAS, com alta frequéncia analitica por ser uma metodologia rapida
e simples, exigindo poucas agitacdes com seringa para formar a dispersdo — menos
de 10 segundos por amostra. Andlises bielementares, sdo ainda pouco exploradas
em microextragdes com determinacdes por FAAS, que faz leituras sequenciais e
destr6i a amostra durante a andlise. A estratégia de otimizacdo adotada — a partir de
dados da literatura e de forma uni e multivariada — também contribuiu para o
desenvolvimento de uma metodologia em poucas etapas, 0 que torna interessante a
aplicacdo do método até mesmo em industrias das bebidas. Os fatores de
enriquecimento de Cd e Mn foram respectivamente 78,9 e 18,4, demonstrando uma
boa eficiéncia de pré-concentracdo. Apesar do FE de Mn ser um pouco mais baixo,
nao impediu a quantificacdo uma vez que o analito € mais abundante nas amostras
de cachaca, sendo maior do que o LQ em todas as amostras — entre 6,9 e 14,4 pg L
1. Assim como o primeiro método desenvolvido, a microextragdo AA-DLLME
demonstrou ter alta frequéncia analitica, baixo consumo de reagentes e bons fatores
de enriqguecimento, caracteristicas importantissimas para métodos de preé-

concentracao.
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CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de metodologias de pré-concentracdo possibilita a
utilizacdo de técnicas de analises para determinacdes de um maior nimero de
analitos. Por ser um equipamento robusto, de facil manuseio e baixo custo de
manutencdo, torna-se vantajoso aplicar metodologias de pré-concentracdo para
guantificacdes por FAAS.

As microextracfes contribuem com a diminuicdo de substancias téxicas no
ambiente, por utilizarem volumes na faixa de microlitros. Os volumes otimizados das
amostras estdo abaixo dos volumes encontrados na maioria dos trabalhos
publicados, em torno de 5 mL apenas, que € importante ao considerar o preco de
algumas amostras. Além disso, a DLLME possui vantagens ja bem conhecidas,
como a simplicidade de execucdo e os elevados FEs, por causa da grande
superficie de contato das goticulas dispersas.

As metodologias aqui desenvolvidas conseguiram elevar a eficiéncia da
metodologia tradicional de DLLME, ao realizar operacdes simples e econdmicas,
sem a necessidade de utilizar muitos recipientes ou certos equipamentos. Além
disso, as metodologias contribuem com o desenvolvimento de uma Quimica cada

vez mais verde.
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