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RESUMO

Neste trabalho, foi desenvolvido um procedimento de extracdo assistida por
ultrassom para determinacdo de Cu, Fe, Mn e Zn em amostras vegetais (Rhizophora
mangle L. e Laguncularia racemosa (L.) C.F.Gaertn) por Espectrometria de
Absorcdo Atomica em Chama. As condicbes do preparo de amostra foram
otimizadas utilizando um planejamento de mistura simplex-centroide para
determinacdo da composicdo da solucdo extratora (HNOs, HCl e H20) e Box-
Behnken na determinacdo das melhores condi¢cdes aplicadas no procedimento de
extracdo (poténcia, temperatura e tempo). As respostas experimentais foram
normalizadas aplicando a funcdo de resposta mdultipla a partir do sinal analitico
(absorbancia) obtido no F AAS. A solucdo extratora apresentou sua COmpoOSIGao
Otima quando utilizados 1,14, 2,83 e 6,03 mL de HNOs, HCI e H20, respectivamente,
para um volume final de 10 mL e 250 mg de amostra. A condicdo de extracao
adequada a obtencdo da maxima resposta foi, poténcia de 92,3%, tempo de 9,8
minutos e temperatura de 40,3 °C. A exatidao do procedimento foi verificada a partir
da analise de material de referéncia certificado e comparacdo com digestdo acida
convencional, obtendo recuperacdes entre 89 e 106% para ambos procedimentos. A
precisao foi avaliada em estudo de repetibilidade (n=10), obtendo RSDs menores
que 6,7%, e os limites de quantificacdo (mg kg?) foram de 0,95, 2,42, 1,31, 1,18
para Cu, Fe, Mn e Zn, respectivamente. As concentracdes (mg kg™') de metais nos
tecidos vegetais (folha e caule) variaram de 1,45-11,47, 29,20-126,46, 30,93—
348,38 e 4,47-9,85 para Cu, Fe, Mn e Zn, respectivamente, e sdo semelhantes as
relatadas em estudos similares. O procedimento proposto mostrou-se eficiente e
confiavel para determinacdo dos metais em amostras vegetais, com a vantagem do
baixo custo, reducao do consumo de reagentes e tempo de andlise, sendo, portanto,

uma alternativa valida aos procedimentos de preparo de amostra convencionais.

Palavras-chave: Extracéo, Ultrassom, F AAS, Box-Behnken, Planejamento de

mistura, Manguezal.



ABSTRACT

In this work, an ultrasonic assisted extraction procedure was developed for
determination of Cu, Fe, Mn and Zn in plant samples (Rhizophora mangle L. and
Laguncularia racemosa (L.) C.F.Gaertn) by Flame Atomic Absorption Spectrometry.
The sample preparation conditions were optimized using a simplex-centroid mixture
design to determine the composition of the extraction solution (HNO3s, HCI and H20)
and Box-Behnken in the determination of the best conditions applied in the extraction
procedure (power, temperature and time). The experimental responses were
normalized by applying the multiple response function from the analytical signal
(absorbance) obtained in the F AAS. The extractive solution presented its optimum
composition when used 1.14, 2.83 and 6.03 mL of HNOs, HCI and H20, respectively,
for a final volume of 10 mL and 250 mg of sample. The extraction condition adequate
to obtain the maximum response was, power of 92.3%, time of 9.8 minutes and
temperature of 40.3 °C. The accuracy of the procedure was verified from the analysis
of certified reference material and comparison with conventional acid digestion,
obtaining recoveries between 89 and 106% for both procedures. The precision was
evaluated in a repeatability study (n=10), obtaining RSDs lower than 6.7%, and the
limits of quantification (mg kg™) were 0.95, 2.42, 1.31, 1.18 for Cu, Fe, Mn and Zn,
respectively. The concentrations (mg kg?) of metals in plant tissues (leaf and stem)
ranged from 1.45-11.47, 29.20-126.46, 30.93-348.38 and 4.47-9.85 for Cu, Fe, Mn
and Zn, respectively, and are similar to those reported in similar studies. The
proposed procedure proved to be efficient and reliable for the determination of metals
in plant samples, with the advantage of low cost, reduction of reagent consumption
and analysis time, thus being a valid alternative to conventional sample preparation

procedures.

Keywords: Extraction, Ultrasound, F AAS, Box-Behnken, Mixture design, Mangrove.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento tecnolégico e a modernizagcdo nos meios de producdo
ampliaram a exploragéo dos recursos naturais em funcdo da expansédo do consumo
de bens e energia. Em mesma proporgédo, houve intensificacdo de condi¢des
tensoras em ecossistemas costeiros, resultado de impactos associados ao
desenvolvimento urbano, atividades industriais e de lazer (TAM; WONG, 2000).

Globalmente, pesquisas indicam que tem ocorrido um significativo aumento
nos niveis de metais encontrados no sedimento e em espécies relacionadas ao
manguezal, como resultado do crescimento da poluicdo, decorrente de atividades
industriais, mineracéo e desenvolvimento urbano (AGORAMOORTHY; CHEN; HSU,
2008; DEFEW; MAIR; GUZMAN, 2005; SEKABIRA et al., 2010). A presenca de
metais em estuarios e manguezais tém se tornado objeto de estudo em multiplas
frentes. Metais provenientes de fontes antropogénicas podem representar riscos ao
equilibrio ecologico e acarretar efeitos danosos aos organismos que vivem no
ecossistema.

A maioria dos ecossistemas de manguezal estdo localizados em éareas de
desenvolvimento urbano sendo, portanto, requerido formas efetivas de avaliar riscos
ou impactos ao ecossistema. A determinacdo da concentracdo de metais em tecidos
vegetais € frequentemente apresentada como uma estratégia eficiente, sobretudo
pela capacidade de determinadas espécies atuarem como bioindicadores
(MACFARLANE; PULKOWNIK; BURCHETT, 2003; MADI; BOEGER; REISSMANN,
2015). Estudos que possibilitem quantificar metais em matrizes ambientais séo
fundamentais na atividade de avaliacdo de impactos em determinado ambiente,
especialmente aqueles destinados a simplificagdo de analises quimicas.

Apesar dos recentes avancgos, as etapas de preparo de amostra ainda séo
necessarias na analise elementar. As formas convencionais de preparo requerem,
normalmente, grandes volumes de reagentes, temperaturas elevadas e longos
periodos de trabalho. Além disso, podem acarretar em condi¢des favoraveis a perda
de analitos ou a contaminacdo da amostra (KRUG, 2006; SANTOS JUNIOR et al.,
2006).

Procedimentos alternativos as formas classicas, como a extracdo assistida
por ultrassom, séo estratégias promissoras no preparo de amostra (COSTA et al.,

2018a). A extracao assistida por ultrassom faz uso da energia ultrassonica para
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promover a extracado do analito, pois, facilita e acelera processos quimicos e fisicos
atribuidos a cavitacdo acustica (NASCENTES; KORN; ARRUDA, 2001). Nesses
procedimentos, geralmente é necessario o estudo de fatores que possam interferir
na eficiéncia da extracdo do analito, objetivando determinar as melhores condigbes
para execucdo experimental. As técnicas de otimizacdo multivariada se tornaram
uma excelente alternativa para tal finalidade, principalmente por possibilitar melhorar
ou maximizar uma resposta associada a um sistema em estudo. Além disso,
apresenta vantagens frente a abordagem univariada e normalmente corrobora com a
obtencéo de melhores resultados.

Nesse sentido, é de grande interesse o desenvolvimento de estratégias
analiticas que possam simplificar as etapas de preparo de amostra, minimizar
perdas de analito ou contaminacgéo, conciliada ao aumento da eficiéncia e reducao
de custos. Diante do exposto, este trabalho apresenta o desenvolvimento de um
procedimento de extracdo assistida por ultrassom, fazendo uso de estratégias
multivariadas para otimizacdo de condicdes experimentais. O procedimento
proposto, foi aplicado na determinagéo de metais em amostras de tecidos vegetais
coletados em areas de manguezal, sucedendo da avaliacdo de possiveis danos e

riscos ao ecossistema.
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2 OBJETIVOS

21 GERAL

Desenvolver um procedimento de extragcdo assistida por ultrassom para
determinacdo de metais em amostras vegetais (Rhizophora mangle L. e
Laguncularia racemosa (L.) C.F.Gaertn) empregando otimizacdo multivariada e

Espectrometria de Absor¢cdo Atdbmica em Chama.

2.2 ESPECIFICOS

e Desenvolver um procedimento de extracdo assistida por ultrassom
para determinacdo de metais em material vegetal.

e Aplicar técnicas multivariadas para otimizacdo de fatores associados
ao procedimento de extracdo assistida por ultrassom.

e Determinar a concentracdo de Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de caule,
folhas e sedimento.

e Avaliar o fator de bioconcentracdo de metais (sedimento/planta) e a

distribuic&o espacial.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 O ECOSSISTEMA DE MANGUEZAL

O Manguezal € um ecossistema tipico de zonas costeiras de areas tropicais,
caracterizando-se como um ambiente dinamico, impactado por alteracoes
frequentes em funcdo de caracteristicas préprias, como regime de mareés, vento,
chuva e salinidade. Tais condi¢cdes geram uma intensa renovacdo de substratos,
nutrientes e metais oriundos de fontes diversas (KATHIRESAN; BINGHAM, 2001,
VANNUCCI, 2001).

Essas caracteristicas inconstantes sdo determinantes na fauna e flora do
ambiente e os organismos que nele vivem, apresentam adaptacfes bioldgicas e
fisiolégicas que os permitam sobreviver (SOUZA et al., 2018). Essas condi¢cbes
favorecem um processo eficiente de transformacgédo da matéria organica, presente no
meio, em nutrientes, facilmente disponibilizados na cadeia tréfica. Por essas
caracteristicas, o manguezal é um ecossistema adequado para a alimentacao,
reproducao e protecdo de muitas espécies (SOUZA et al., 2018; VANNUCCI, 2001).

O manguezal desempenha um papel importante e suas fungdes sdo notaveis
nos ecossistemas adjacentes. A mais importante delas, é a capacidade do
manguezal em atuar como filtro biolégico, retendo particulas, poluentes e
contaminantes em suspensao na agua, imobilizando-os na fracdo sedimentar. A
intensa atividade bacteriana no sedimento lodoso gera um ambiente andxico e a
reducdo dos sulfatos, promovida pela oxidacao da matéria orgéanica, produz sulfetos
gue precipitam os ions metalicos, reduzindo a mobilidade destes (KATHIRESAN;
BINGHAM, 2001; SOUZA et al., 2018; WALSH; AINSWORTH; RIGBY, 1979).

Apesar da sua importancia, 0 manguezal € um ecossistema ameacado,
principalmente por impactos que incluem o desmatamento, aterro, descarte de
residuos sélidos e efluentes provenientes de setores industriais e areas urbanas
(SUMAN, 2019; VANNUCCI, 2001). Tais condi¢cbes tensoras podem provocar
impactos permanentes, a curto, médio e longo prazo, desfavoraveis a manutencao
do equilibrio no ecossistema (MOUNIER; MARINS; LACERDA, 2018; SOUZA et al.,
2018; VANNUCCI, 2001).

Poucas espécies sdo adaptadas ao ecossistema do manguezal. No Brasil, as

especies Avicennia schaueriana, Rhizophora mangle (Figura 1A) e Laguncularia
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racemosa (Figura 1B) sdo as mais comuns e estdo presentes do norte ao sul na
linha costeira (GONCALVES; GERALDO, 2007; HOGARTH, 2015; SOUZA et al.,
2018).

Figura 1 — Principais espécies arboreas encontradas no manguezal da Baia do
Pontal. Rhizophora mangle L. (A) Laguncularia racemosa (L.) C.F.Gaertn (B)
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

A Rhizophora mangle, popularmente conhecida como mangue-vermelho,
atinge entre 10 a 20 metros de altura, suas folhas sdo do tipo lanceoladas (formato
de lanca), opostas e brilhantes, devido principalmente pela maior presenca de ceras
em sua superficie (PRANCE et al., 1975). A casca tem aparéncia levemente rugosa,
e quando raspada apresenta coloracdo vermelha intensa em fungcdo da grande
quantidade de taninos presentes. Além da cor, os rizéforos (ramificagbes do caule)
séo caracteristicas da planta, sendo estruturas capazes de ajudar na sustentacdo no
solo lodoso, formando um emaranhado de ramificacdes e um ambiente ideal para a
reproducao de diversas espécies de caranguejos e moluscos que sao amplamente
consumidos pela populacéo de areas costeiras (SOUZA et al., 2018).

A Laguncularia racemosa, conhecida como mangue-branco, € uma espécie
de porte médio e raramente atinge mais de 10 metros de altura. Essa espécie
geralmente apresenta-se na faixa de transicéo entre a fracdo lodosa do manguezal e
a terra firme, em formacgdes arenosas, margens ou pequenas ilhotas. Na medicina
popular, suas folhas sdo usadas em infusdes e chas. As folhas apresentam-se
opostas, textura coridcea (similar ao couro), com lamina foliar eliptica arredondada

nas extremidades e peciolo avermelhado (SOUZA et al., 2018).
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Ambas espécies podem ser aplicadas para fins de avaliacdo da contaminacao
por metais e possiveis impactos ao ecossistema, utilizando-as como bioindicadores
(ARRIVABENE et al.,, 2014; GONCALVES; GERALDO, 2007). A capacidade
adaptativa, resisténcia a presenca de metais e a dispersdo ao longo de toda costa
oceanica, pode facilitar a obtencdo de informacdes quantitativas sobre a condicéo
ambiental e ecolégica do manguezal (MAITI; CHOWDHURY, 2013).

3.2 ESPECIES VEGETAIS COMO BIOINDICADORES

Bioindicadores sdo organismos que apresentam alguma reacao ou adaptacéo
adversa gerada em resposta a estimulos especificos e por mudancas no meio em
que vive, podendo ser utilizados como indicadores da condicdo do ambiente e
avaliar o seu estado de conservacdo (SOUZA et al., 2018).

No geral, as plantas podem apresentar diversos comportamentos quando
expostas a metais, podendo atuar como (i) acumuladoras, caracterizado pela
retencdo de metais em partes superiores em niveis mais baixos ou mais altos, se
comparado a concentracdo disponivel no solo; (ii) indicadoras, cuja absorcdo e
transporte nos diferentes tecidos da planta s&o regulados por mecanismos
biolégicos, de modo que a concentracdo do metal nos tecidos da planta é
diretamente proporcional a concentracdo do metal no ambiente externo; (i)
excludentes, onde a concentracdo do metal na parte superior da planta € mantida
constante independente da faixa de concentracao disponivel no solo. Nesse caso,
geralmente os metais sdo retidos na raiz, em niveis extremamente elevados, sem
causar danos a planta ou comprometer suas funcdes biolégicas (BAKER, 1981;
SOUZA et al., 2018).

As plantas sdo um dos principais meios de entrada de metais na cadeia
trofica, caracterizando-se como um bom indicador do estado de conservacao do
ambiente, tendo em vista que metais, derivados fontes naturais ou antrdpicas,
podem afetar o equilibrio ecolégico por meio de impactos a longo prazo, como
resultado da persisténcia e presenca nos diversos compartimentos ambientais,
(PINHEIRO et al., 2012).

Metais, de modo geral, tendem a se acumular em tecidos permanentes da
vegetacdo (caules), mas também podem ser transportados para partes deciduas

(folhas), sendo capazes de se combinar com macromoléculas da membrana celular.
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As plantas adaptadas ao manguezal possuem mecanismos e adaptacdes
morfologicas que lhes tornam tolerantes a presenca de metais, principalmente, por
meio de processos de controle osmotico e bioacumulagdo (MACHADO et al., 2002).

O uso de plantas como bioindicadores €, portanto, um meio eficiente para
avaliar o impacto da poluicdo sobre um ecossistema e demonstrar sua distribuicdo
espacial. Informacdes que podem subsidiar investigacdes de risco potencial ao
ecossistema, aos organismos que nele vivem, e a populagdo (MARKERT et al.,
1996).

3.3 EFEITOS FISIOLOGICOS CAUSADOS POR COBRE, FERRO, MANGANES
E ZINCO

A toxicidade de um metal no ambiente depende de muitos fatores,
especialmente das formas biodisponiveis. Metais como o cobre, ferro, manganés e
zinco, em geral, apresentam baixos efeitos toxicoldégicos, embora possam
representar riscos biolégicos em funcdo da sua presenca no ambiente.
Normalmente, estes metais desempenham fun¢bes importantes e sao essenciais
para diversos mecanismos metabdlicos e enzimaticos nos organismos, ainda que 0s
efeitos sejam diretamente atrelados a concentracéo e das necessidades fisioldgicas
(ALLOWAY, 2013).

3.3.1 Cobre

O cobre desempenha importantes fungdes estruturais em enzimas oxidativas.
Os processos fisiologicos que dependem diretamente do Cu afetam a fotossintese,
metabolismo de carboidratos, respiracdo, metabolismo proteico, além do transporte
de 4gua nas células (ALLOWAY, 2013). Excesso de Cu em plantas podem levar ao
aumento de permeabilidade celular e afetar os mecanismos fotossintéticos (MOORE;
RAMAMOORTHY, 1984).

3.3.2 Ferro

O ferro € o quarto elemento mais abundante da crosta terrestre, sendo

extremamente importante para animais e plantas (SARIKA, 2005). Em ambientes
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estuarinos, concentracdes de ferro normalmente sdo elevadas, na ordem de 20.000
mg kgl. Embora seja de menor importancia ecotoxicoldgica, este metal pode atuar o
controle e disponibilidade de outros metais potencialmente toxicos e, na forma de
sulfeto, participa de um importante mecanismo que leva a precipitacdo de metais no

sedimento em areas de manguezal (SOUZA et al., 2018).
3.3.3 Manganés

O manganés combinado com outros elementos é amplamente distribuido na
crosta terrestre (KABATA-PENDIAS, 2011; SARIKA, 2005). Em plantas, participa de
um grande numero de reacGes de oxidacdo-reducdo como catalisador, além de
atuar em mecanismos envolvidos na producdo de lignina, flavonoides e &cidos
graxos (ALLOWAY, 2013). Um excesso deste elemento em plantas e animais é

toxico.
3.3.4 Zinco

E um metal relativamente raro na natureza, em que se apresenta
principalmente na forma de minérios de sulfetos e carbonato. Normalmente
apresenta-se em concentracdes <50 mg kg?! em areas de sedimentos nao
contaminadas (MOORE; RAMAMOORTHY, 1984). O zinco € um metal essencial
para nutricdo de varias espécies de plantas e atua principalmente em funcbes
enzimaticas estruturais e regulatérias de diversos mecanismos em sistemas
biolégicos. Para seres humanos, € essencial, estando presente em glébulos
vermelhos, pancreas e como componente de enzimas que digerem proteinas no
trato intestinal (SARIKA, 2005).

3.4 EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

A extracdo, de modo geral, € um processo pelo qual se move um ou mais
analitos da matriz para um local fisico separado e que permite efetuar
processamentos ou analises adicionais com diversas finalidades. A maioria dos
procedimentos analiticos visa a extracdo completa, embora existam situagdes onde

bons resultados séo possiveis com a extracéo parcial (BICKING, 2000).



25

A energia ultrassbnica pode ser aplicada em procedimentos de extracao,
como alternativa aos métodos que empregam agitacdo manual, mecanica,
magnética, ou a agitacdo por efeito vortex (KRUG, 2006). Os ultrassons
compreendem a faixa de frequéncia maior que 20 kHz, ndo audiveis por humanos, e
apresenta inumeras aplicacfes, desde medicina até limpeza de materiais. Nos
altimos anos, vem sendo frequentemente utilizada em processos quimicos, como
promotor da reatividade quimica, em diversas aplicacdes, incluindo procedimentos
de preparo de amostra (BENDICHO; LAVILLA, 2000a; KRUG, 2006).

O fundamento da aplicacdo do ultrassom no procedimento de extracdo
baseia-se na capacidade do aumento da energia quimica no meio reacional,
empregando energia externa proveniente das ondas ultrassonicas, visando
aumentar a interacdo entre solvente e meio solido (KRUG, 2006; SUSLICK; PRICE,
1999). As ondas ultrassbnicas atuam sobre as moléculas organicas das amostras,
rompendo as ligacdes do metal com a matriz, liberando-os para o solvente presente
no meio reacional em formas disponiveis para deteccdo e quantificacdo (BARNES,;
JUNIOR; KRUG, 2014; BENDICHO; LAVILLA, 2000a).

O efeito que possibilita a aplicacdo pratica do ultrassom no preparo de
amostra é a cavitacao acustica, que consiste na nucleacado, crescimento e colapso
de microbolhas em liquidos formadas durante a exposicdo do meio reacional as
ondas ultrass6nicas. A irradiac@o ultrassénica de um meio liquido d& origem a uma
pressdo acustica (P,), que é adicionada a pressao hidrostatica (P,) existente no

meio, descrita de acordo com a Equagéo 1.

Py = Pysin2nft Equacéo 1

Onde f é a frequéncia da onda, t o tempo e P, a maxima pressdo de
amplitude da onda. A intensidade (I) da onda é definida como a energia transmitida

por cm? s, no liquido do meio reacional, relacionada a P, (Equacéo 2).

I =P2(2pc)~?! Equacio 2

Nesta equacdo, c € a velocidade do som no meio e p é a sua densidade. A
intensidade da onda diminui conforme penetra no meio e a vibragdo molecular
induzida pela onda sonora resulta em perda de intensidade que € convertida em

calor. O aquecimento localizado ocorre nos pontos de compressao e rarefacao,
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embora uma grande parcela seja gerado pela degradacdo da energia acustica
devido a absorcao pelo meio (YASUI, 2018).

A onda de presséo resultante da transmisséo das ultrassons gera a oscilagao
das moléculas em torno de sua posi¢cdo média e forma as bolhas de cavitagédo, que
se desenvolvem durante os ciclos de compressédo e rarefacdo, absorvendo uma
fracdo dos gases dissolvidos no meio liquido, até quando ocorrer sua implosao, apés
atingir o diametro critico (BENDICHO; LAVILLA, 2000a; SANTOS et al., 2009). A
pressao antes do colapso é de aproximadamente 1000 atm e temperaturas na
ordem de 4000 °C.

Além do rompimento de ligacbes quimicas, o efeito combinado da cavitacéo
acustica propicia condi¢cdes favoraveis a formacdo de radicais e espécies reativas
que interagem com a matéria organica (BENDICHO; LAVILLA, 2000a; KRUG, 2006).
A presenca de material particulado no meio reacional gera a formacdo assimétrica
das microbolhas, que implodem e lancam microjatos. Esses microjatos séo
responsaveis pela fragmentacdo da matriz e favorecem a dispersdo do solvente no
meio reacional (PRIEGO-CAPOTE; CASTRO, 2004; SHIRSATH; SONAWANE;
GOGATE, 2012). Esses fatores aumentam a area superficial e o contato do solvente
com a matriz, maximizando o rompimento de ligagcdes quimicas (ASHOKKUMAR,;
MASON, 2007; BENDICHO; LAVILLA, 2000a; KRUG, 2006; SUSLICK; PRICE,
1999).

3.4.1 Aplicacéao de energia ultrassénica no preparo de amostra

A UAE apresenta inUmeras vantagens no que concerne a sua aplicacdo no
preparo de amostra, relacionadas principalmente com (i) rapidez e eficiéncia, (ii)
baixo consumo de reagentes, (iii) possibilidade de trabalhar com &cidos diluidos e
temperaturas amenas e, frequentemente, o (iv) trabalho é realizado em um ambiente
mais seguro e menos suscetivel a contaminacdo. Entretanto, como qualquer método
de preparo de amostra, apresenta limitagbes relacionadas com a (i) reproducéo
experimental de condicbes em diferentes aplicacbes e matrizes diversas, além da (ii)
robustez dos procedimentos adotados (BENDICHO et al., 2012; KRUG, 2006;
SANTOS JUNIOR et al., 2006).

O uso das ondas ultrassbnicas no preparo de amostra tem apresentado

inUmeras vantagens, possibilitando uma determinagdo multielementar, rapida e de



27

baixo custo. Diversos trabalhos exploraram a extracdo de analitos organicos e
inorganicos em variados tipos de matrizes, sempre buscando apresentar as
potencialidades dos procedimentos desenvolvidos como alternativa aos métodos
convencionais, aplicados principalmente em técnicas de espectrometria atbmica
(BARNES; JUNIOR; KRUG, 2014; KRUG, 2006). A necessidade de lidar com
amostras liquidas transformou a etapa de preparo de amostra em um passo
essencial para simplificacdo de todo o processo analitico e a obtencdo do analito em
condi¢do adequada para quantificacdo (BENDICHO; LAVILLA, 2000a).

Na literatura, foram relatados diversos trabalhos (Tabela 1) desenvolvidos
visando investigar as potencialidades da UAE na determinacdo de metais em
plantas e matrizes vegetais. O estudo de fatores associados ao processo de
extracdo e a determinacdo de condi¢cbes Otimas sdo geralmente abordadas e
exploradas, principalmente de forma univariada.

A estratégia adotada por Lavilla, Perez-cid e Bendicho (1998), foi a realizac&o
de duas etapas de extracdo utilizando a combinacdo de HCI-HNOs, cujas
concentracdes foram definidas apds estudo univariado. A realizacdo das sucessivas
etapas de extracéo propiciou a obtencado de recuperacoes entre 74—-100% obtidas na
determinacao de Cu, Mn, Pb e Zn em material de referéncia certificado (CRM).

A determinacdo multielementar foi explorada no trabalho de Filgueiras et al.
(2000), que determinaram Mg, Mn e Zn em amostras de plantas. As condi¢des de
extracdo foram estudadas de modo univariado e os fatores investigados foram:
tempo (minutos), amplitude (%), tamanho de particula (um), massa de amostra (g) e
concentracdo de HCI (%, m v1). Em comparacédo com digestdo assistida por micro-
ondas, as recuperacdes medias variaram de 98-102%. O procedimento descrito
pelos autores foi eficiente e rapido para determinacédo dos analitos por F AAS com
concentracdo e HCl de 0,3% m v,

Kazi et al. (2009) investigaram a aplicacdo de UAE na determinacdo de Cd,
Cr, Ni e Pb em amostras de peixes, vegetais e graos. As recuperacdes, comparadas
ao protocolo convencional de decomposicdo, foram na faixa de 96-102% e a
precisédo, avaliada pelo desvio padrao relativo, variou de 3,5-8,2%.

Noutra abordagem, Costa et al. (2018a) utilizou o delineamento Box-Behnken
para otimizar a concentracdo de HNOs (mol L), tempo de sonicacdo (minutos) e
temperatura (°C) na determinacdo de metais em folhas de cha por ICP OES. Os

resultados obtidos mostraram que o procedimento proposto foi eficiente na extragao,
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cujas recuperacdes variaram de 93-108%, obtidas a partir da sonicacdo por 7

minutos e com concentragdo de HNO3 de 1,0 mol L.
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Tabela 1 — Trabalhos que empregam energia ultrassbnica no preparo de amostra para determinagcao elementar em plantas e material
vegetal aplicando diferentes técnicas analiticas

. . -~ Tempo Extrator Recuperacdo RSD A
Matriz Analito Técnica (Minutos) (Tipo e concentracio) (%) (%) Referéncia
Planta aquatica Cu, Mn, Pb e Zn F AAS 3 HCI (1% m m1) 74-100 <25 (LAVILLA; PEREZ-CID;
HNOs (15% m m-1) BENDICHO, 1998)
Especiarias e plantas Mg, Mn e Zn F AAS 3 HCI (0,3 % m v1) 86-119 0,5-1,5 (FILGUEIRAS et al., 2000)
medicinais
Plantas Ca, Fe, Mg, Mne Zn FAAS 10 HNOs (0,14 mol L) 96-102 - (NASCENTES; KORN;
ARRUDA, 2001)
Especiarias e plantas Ca, Cd, Fe, Mg, Mn, Pb ET AAS? 3 EDTA (0,1 mol L) - 2-10 (FILGUEIRAS; LAVILLA;
medicinais eZn F AAS BENDICHO, 2001)
Plantas Ca, K e Mg F AAS 15 HNOs (0,014 mol L) - <1,0 (ARRUDA; RODRIGUEZ;
F AES ARRUDA, 2003)
Plantas e vegetais Cd, Cu, Cr, Ni, Pb e Zn ET AAS 10 HNOs + H202(2:1) 95-102 2,3-7,9 (JAMALI et al., 2007)
F AAS
Pinheiro Al, B, Ca, Cu, Fe, K, ICPOES 9 HNOs + HCI (1:3) 92-108 - (VAISANEN et al., 2008)
Mg, Mn, Na, P e Zn
Folha de Tabaco CdeNi ET AAS 5 HNO3 + H202 (1:1 v v?) 98-99 5,2-8,3 (ARAIN et al., 2008)
Feijao Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, ICPOES 15 HNO3 +HCI + CH3COOH 58-90 1-6,3 (SANTOS et al., 2009)
Mn, Sre Zn (2,5 mol L)
Planta e vegetais Cd, Cr, Nie Pb ET AAS 10 HNOs + H202(2:1) 96-102 3,5-8,2 (KAZI et al., 2009)
Plantas CdeCu ET AAS 2 HNOs (0,29 mol L) 23-105 - (PEREIRA et al., 2010)
F AAS
Plantas e vegetais Cu, Mn e Se GF AAS 3,5 HCI (0,1 mol L) - <20 (PADILHA et al., 2011)
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. . -~ Tempo Extrator Recuperacdo RSD A

Matriz Analito Técnica (Minutos) (Tipo e concentracio) (%) (%) Referéncia

Ervas e plantas Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mn, TXRF 15 HNOs (10%) + HCI (10%) + HF 54-175 <9,0 (CALLE et al., 2013)

medicinais Ni, P, Pb e Zn (10%)

Plantas oleaginosas Ca, Cu, Mg e Mg F AAS 10 HNOs (1,40 mol L1) 89-106 0,52-6,13 (PERONICO; RAPOSO,

2016)

Folhas de ch& Al, Ca, Cu, K, Mg, Mn, ICPOES 7 HNOs (1,0 mol L) 93-108 1,8-4,9 (COSTA et al., 2018a)
Na e Zn

Mandioca Ca, Cu, Fe, Mg, Mne F AAS 30 HNOs + HCI + CH3COOH - 1,9-5,6 (COSTAet al., 2018b)
Zn (2,5 mol L)

1 A terminologia ET AAS deixou de ser amplamente utilizada. Entretanto, conforme citado nos respectivos artigos, aqui adotou-se a mesma defini¢éo referindo-se a

GF AAS.

ET AAS — Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Atomizacéo Eletrotérmica;

F AAS — Espectrometria de Absorgcdo Atdmica em Chama;
F AES — Espectrometria de Emisséo Atdmica em Chama;
GF AAS — Espectrometria de Absor¢éo Atdmica com Forno de Grafite;

ICP OES — Espectrometria de Emiss&o Optica com Plasma Acoplado Indutivamente;
TXRF — Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total.
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3.4.2 Aplicacfes de acidos diluidos na Extracdo Assistida por Ultrassom

Frequentemente, em procedimentos de preparo de amostra, sdo requeridos
acidos concentrados e temperaturas elevadas para alcancar resultados satisfatérios,
especialmente em formas classicas ou convencionais de preparo — digestdo em
sistemas abertos e fechados (SANTOS JUNIOR et al., 2006).

O uso da energia ultrassdnica em procedimentos de extracdo, viabilizou a
realizacdo de procedimentos mais seguros e menos suscetiveis a perdas de analitos
e contaminagdo cruzada (BARNES; JUNIOR; KRUG, 2014; KRUG, 2006),
principalmente pela possibilidade de utilizar acidos diluidos ou combinacdes de
diferentes componentes para compor solugbes extratoras que apresentem
propriedades favoraveis a extracdo dos analitos da matriz (COSTA et al., 2018b).
Normalmente, HNOs, HCI, H202, CHsCOOH e HF s&o os reagentes mais utilizados,
além de outras op¢des menos comuns, como EDTA (Etilenodiamino tetra-acético).
Combinagdes entre HNOs — HCI e HNOs — H202 séo frequentemente aplicadas na
extracdo de variados analitos em diversas matrizes.

No procedimento proposto por Santos et al. (2009), foi investigado a
composicdo da solucdo extratora (HNOs — HCI — CH3COOH). Um planejamento de
mistura simplex-centroide foi utilizado na otimizacdo dos componentes e a
concentracdo da solucdo final foi investigada utilizando o delineamento Box-
Behnken. Baixas recuperagdes foram obtidas com os componentes puros, enquanto
que a combinacdo HCI — CH3COOH foi mais eficiente, cujos efeitos foram atribuidos
a acdo complexante do ion cloreto (CI) resultante da dissociacdo do HCIl. A
concentracdo otimizada para a solugdo acida foi 1,5 mol L%, que garantiu
recuperacoes de 58-90% (SANTOS et al., 2009).

Calle et al. (2013) estudaram variadas composicoes de solugcbes para
extragdo variando concentragdes dos componentes HNOs — HC| — H202 — HF. O
acido fluoridrico (HF) apresentou bons resultados na extracdo de Fe, com
recuperacoes variando de 80-97%, considerando que parte do analito estava ligada
a fracdo de silica presente na amostra, sendo o HF, capaz de destruir essa fracao,
liberando os metais para fase aquosa. O procedimento proposto foi aplicado na
determinacdo de metais em ervas e plantas medicinais por Espectrometria de
Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total — TXRF (CALLE et al., 2013).
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A combinacdo de HNOs — H20:2 foi utilizada no trabalho Arain et al. (2008),
aplicados na determinacdo de metais em folhas de tabaco, cuja combinacdo de
reagentes propiciou recuperacdes de 98 e 99% para Cd e Ni, respectivamente.

No trabalho de Filgueiras, Lavilla e Bendicho (2001), foi utilizado EDTA em
concentracdo de 0,1 mol L' para solubilizacdo de metais em amostras de
especiarias e plantas medicinais. A concentracdo do EDTA e o pH do meio foram
investigados de forma univariada. O procedimento foi executado em 3 minutos e 0s

RSDs foram menores que 10%.
3.5 TECNICAS DE OTIMIZACAO MULTIVARIADA

Técnicas de otimizacdo multivariada s&do frequentemente aplicadas na
otimizacao de fatores e condi¢cdes experimentais associadas aos procedimentos de
preparo de amostras e determinagdo elementar, aplicadas em diversos
procedimentos e em variadas matrizes. Os delineamentos experimentais
multivariados apresentam vantagens, quando comparadas as estratégias
univariadas, principalmente por reduzir consideravelmente a quantidade de
experimentos necessarios e, portanto, custos e tempo, além de possibilitar investigar
efeitos resultantes de interacdes entre os fatores estudados (FERREIRA, 2015).

A metodologia de superficie de resposta (RSM) é frequentemente utilizada
guando se deseja otimizar fatores, de modo a obter um aumento ou a reducéo de
uma resposta analitica desejada. E uma ferramenta estatistica baseada no ajuste de
modelo matematico capaz de descrever o comportamento de dados experimentais.
Funcdes mateméticas podem ser obtidas, de modo a gerar previsdes de condi¢cdes
otimas com base no dominio experimental estudado (BEZERRA et al., 2008). Os
delineamentos mais comuns s&o: Planejamento de mistura (FERREIRA et al.,
2007a), Matriz Doehlert (FERREIRA et al., 2004), Box-Behnken (FERREIRA et al.,
2007b) e Composto Central (FERREIRA et al., 2018).

3.5.1 Planejamento de mistura

A modelagem de misturas apresenta caracteristicas diferenciadas quando
comparada a outras técnicas de planejamento de experimentos. As propriedades de

uma mistura sao determinadas pela propor¢cdo dos seus componentes, cujo total
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sempre é igual a unidade. Mantendo a propor¢cdo dos componentes, a mistura
mantera suas propriedades (NOVAES et al., 2018). Sejam x;, os fatores que

representam as proporgdes dos q componentes da mistura, entéao:

q
inzl; x;=20i=1,-,q Equacéo 3

Normalmente o uso de mistura ternarias sdo amplamente empregados na
quimica analitica, principalmente na otimizacdo de processos por facilitar a
interpretagdo grafica ou eliminar um componente que ndo apresente efeito
significativo na resposta experimental (MYERS; MONTGOMERY; ANDERSON-
COOK, 2009; NOVAES et al., 2018).

O dominio experimental para uma mistura ternaria € representado por um
tridngulo, cujos pontos localizados nos vértices sdo 0S componentes puros e nas
arestas as misturas binarias. Aléem disso, a modelagem de misturas permite aplicar
restricbes entre 0s componentes, ou seja, avaliar a composicdo da mistura limitando
um ou mais componentes em niveis superiores e inferiores ou com outros tipos de
restricdes que ajudam a investigar o sistema de forma mais completa (PRESCOTT
et al., 2002).

Pontos dentro do triangulo sdo compostos pela mistura dos trés
componentes, normalmente aplicados em modelagem simplex-centroide
(FERREIRA et al., 2007a). Essa abordagem é a mais comum, principalmente pela
facilidade de determinacéo dos coeficientes do modelo polinomial e a quantidade de
experimentos, caracterizada pela presenca de ponto central, utilizado para modelar
e avaliar os efeitos sinergéticos entre os componentes da mistura (NOVAES et al.,
2018).

3.5.2 Box-Behnken

O delineamento Box-Behnken é uma ferramenta atrativa na modelagem de
experimentos e obtenc¢do dos coeficientes de um modelo quadréatico. De forma geral,
esse planejamento requer a execucédo de poucos experimentos e todos os fatores

séo estudados em trés niveis (-1, 0 +1).
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Uma das principais vantagens € a inexisténcia de experimentos que
combinem todos os fatores em seus niveis maximos ou minimos, o que impossibilita
a realizacdo de experimentos em condi¢des criticas ou invidveis experimentalmente
(FERREIRA et al., 2007b, 2007a, 2018). Neste delineamento, o total de
experimentos (N) é definido como N = 2k(k — 1) + C,, onde k é o numero de fatores
e C, numero de pontos centrais (FERREIRA, 2015).

3.5.3 Avaliacdo do modelo matemético

s

A avaliacdo do modelo matematico obtido é relevante para atestar se o
modelo é capaz de descrever um determinado sistema de forma satisfatoria. Um
modelo bem ajustado deve ser aquele capaz de descrever adequadamente o
comportamento dos fatores e suas interacdes dentro do dominio experimental
estudado. A adequacdo do modelo matematico pode ser avaliada por meio da
Andlise de variancia (ANOVA), que consiste no célculo das variancias apresentadas
entre os valores preditos pelo modelo e observados experimentalmente, ou seja,
regressdo e residuos, cujas definicdes constam na Tabela 2 (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Tabela 2 — Analise de variancia para avaliacdo de modelo matematico ajustado aos
dados experimentais

Fonte de Variacao SS Df MS
Regresséo m p—1 SSreg
SSyeq = 5. — )2 MSreg = ——7
reg (Y1 Y) p— 1
[
Residuos m - SS
— Y nop MS;es = —
SSres - (Yij - Yi) n—p
i
Falta de ajuste m i m-—p SSfaj
SSp.. = 9. —v.)>2 MSfaj =
faj (Y1 Y1) m-—p
]
i - SS
Erro Puro ~ m o n—m Mspe _ pe
SSpe = (vi — 31) n—m
]
Total m B n—1

i

SStot = Z Z(Yii - 3_’)2
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Fonte: Ferreira et al. (2007a), Novaes et al. (2017), Pereira Filho (2017). Adaptada pelo autor.

SS — Soma quadratica; Df — Grau de liberdade; MS — Média quadratica; n; — nimero de observacdes;
m — namero total de niveis no planejamento; p — nimero de parametros do modelo; §; — valor
estimado pelo modelo para o nivel i; y — média global; y;; — réplica realizada em cada nivel individual,
y; — média das réplicas realizadas no mesmo conjunto de condi¢cdes experimentais.

As expressdes admitidas, se aplicam ao ajuste por minimos quadrados, com
p parametros, sendo que a Unica restricdo imposta € que o modelo deve ser linear
nos parametros, ou seja, definidos como coeficientes de um polinémio (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010; NOVAES et al., 2018).

A significancia estatistica da regressdo pode ser avaliada com base na
distribuicdo de Fisher (Teste F), considerando os graus de liberdade, em que
MSreg/MStes (Fcalculado) devera ser maior que 0 Fravelado (BEZERRA et al., 2008).
Quanto maior for a razdo entre 0 Fcalculado € O Ftabelado, Mmelhor sera o modelo
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010; PIMENTEL; BARROS NETO, 1996).

Se 0 modelo esta bem ajustado a média quadratica da falta de ajuste (MSta))
refletira apenas os erros aleatdrios, assim como o erro puro, isto €, ambos estariam
estimando a mesma grandeza. Assumindo que esses dois valores ndao sé&o
estatisticamente diferentes, considera-se como modelo satisfatério aquele que a
razdo entre MSij/MSpe (Fcalculado) € inferior ao Frabelado, NO respectivo nivel de
confianca e graus de liberdade. Em suma, para que um modelo seja considerado
adequado a regressao devera ser significativa e a falta de ajuste ndo significativa
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010; BEZERRA et al., 2008).
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4 PARTE EXPERIMENTAL
41 MATERIAL E REAGENTES

Acido nitrico (HNOz 65% m m), acido cloridrico (HCI 37% m m), e perdxido
de hidrogénio (H202 30% m m*) (Merck, Darmstadt, Alemanha) foram utilizados no
preparo da solucao extratora e nos protocolos de digestéo acida convencional.

As solucdes padrdes utilizadas na calibragcédo instrumental foram preparadas a
partir de solu¢des estoque, utilizando agua ultrapura com resistividade de 18,2 MQ
cm! obtida em sistema de purificagdo Easypure Il (Thermo Scientific, Inc., Estados
Unidos).

As vidrarias e materiais utilizados nos procedimentos foram descontaminados

em banho de HNO3 10% (v v') por 24h, e lavados com agua ultrapura.
4.2 INSTRUMENTACAO

Um banho ultrassénico modelo P 30H, 350W e 80 kHz (Elmasonic, inc.
Singen, Alemanha) foi utilizado em todos os procedimentos de extracdo. As
amostras de tecido vegetal foram secas em estufa de circulacdo de ar (Odontobras,
Sao Paulo, Brasil) e moidas em moinho de facas modelo TE-350 (Tecnal, Ltda., S&o
Paulo, Brasil). Para separacdo da fase solida foi empregada centrifuga modelo
SL700 (Solab, Eireli., Sdo Paulo, Brasil) e para agitacdo mecanica foi utilizado um
agitador vortex, modelo AP59 (Phoenix Luferco, inc., Sdo Paulo).

A decomposigao total das amostras de folha, caule, sedimento e material de
referéncia certificado foi feita utilizado bloco digestor modelo TE-007 MP (Tecnal,
Ltda., Sdo Paulo, Brasil) com sistema de refluxo (dedo frio).

A determinacgéo elementar foi feita utilizando um Espectrémetro de Absorcao
Atdbmica em Chama (F AAS), modelo AA 240FS (Varian, inc., Mulgrave, Victoria,
Australia), com lampada de deutério para correcao de sinal de fundo e utilizando os
itens padrao de fabrica. Utilizou-se lampada de catodo oco multielementar (Varian,
inc., Mulgrave, Victoria, Australia) e a chama foi gerada usando ar comprimido
(vazdo de 13,5 L min), obtido via sistema de compresséo, e gas acetileno 99,7%
(White Martins Praxair, inc., Dourados, Brasil) em vazédo de 2 L minl. A taxa de
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aspiracdo de amostra foi mantida em aproximadamente 6 mL mint. As demais

condicBes instrumentais utilizadas estado descritas na Tabela 3.

Tabela 3 — Parametros instrumentais aplicados na determinacéo de Cu, Fe, Mn e Zn
em tecidos vegetais por F AAS

Parametro Cu Fe Mn Zn

A (nm) 324,7 248,3 279,5 213,9
Largura da fenda (nm) 0,5 0,2 0,2 1,0
Corrente da Lampada (mA) 4,0 50 50 50
Total de medidas (n) 5 3 3 3
Tempo de medida (s?) 1 2 2 1

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3  ANALISE DE DADOS

Todos os parametros estatisticos e modelos matematicos foram gerados e
avaliados aplicando o software Statistica® 12 (StatSoft, inc., Tulsa, Estados Unidos).
Célculos rotineiros foram feitos utilizando o software Microsoft® Excel® 2016

(Microsoft, inc., Redmond, Estados Unidos).

4.4 AREA DE ESTUDO E AMOSTRAGEM

O estuario do Rio Cachoeira é formado pela juncdo de trés rios: Rio
Cachoeira, Rio Santana e o Rio Funddo, sendo o Rio Cachoeira o de maior vazao
hidrica. A bacia do Rio Cachoeira integra 12 municipios com area urbana em seu
interior e ainda alguns municipios de forma parcial. No ano de 2016 viviam cerca de
415 mil pessoas na area da bacia, concentradas principalmente no municipio de
Itabuna — 53% da populacéo (SEMA, 2017a).

Este estudo foi realizado com amostras de tecido vegetal (folha e caule) das
espécies Rhizophora mangle L. (Familia: Rhizophoraceae) e Laguncularia racemosa
(L.) C.F.Gaertn (Familia: Combretaceae) e foram escolhidas em funcdo da
predominancia e distribuicdo na area em estudo (GONCALVES; GERALDO, 2007;
MARTINS; SANTOS; COUTO, 2013). As exsicatas das espécies estudadas foram
depositadas no Herbario da UESC, sob cddigos 23703 e 23704, respectivamente.

As amostras de tecido vegetal e sedimento foram coletadas no més de
fevereiro (2018) em cinco pontos distribuidos de forma aleatoria na area em estudo

(Figura 2) e identificados de forma sequencial A—E (Tabela 4).
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Figura 2 — Locais de coleta de amostras distribuidos na area de estudo no estuario
do Rio Cachoeira, llhéus, BA
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Os pontos A e B séo localizados no Rio Cachoeira, que recebe uma elevada

carga de efluentes ao longo se sua extensdo, além de captacdo de atividades

intensivas ligadas a agricultura, pecuaria e industrial. Os pontos C e D estédo

localizados no Rio Santana, em uma area de baixa atividade antrOpica e menor

carga de efluentes, e o ponto E localizado em &area urbanizada e fortemente

impactada.

Tabela 4 — Informacdes dos locais de coleta de amostras

Coordenadas geogréficas

Ponto Espécie coletada
Latitude Longitude
A 14°48'57.0" S 39°04'16.7" O Laguncularia racemosa (L.) C.F.Gaertn
B 14°48'59.6" S 39°04'01.5" O Rhizophora mangle L.
C 14°48'26.5" S 39°04'10.8" O Rhizophora mangle L.
D 14°48'46.3" S 39°04'18.2" O Rhizophora mangle L.
E 14°49'10.6" S 39°02'32.2" O Rhizophora mangle L.

Fonte: Elaborada pelo autor.

As amostras de folhas foram coletadas por remocao manual na extenséo da

copa da arvore, excluindo-se folhas jovens e senescentes. Amostras de caule foram

coletadas de forma aleatdria ao longo da extensdo da arvore, excluindo-se ramos

novos e brotos. Amostras de sedimento superficial foram coletadas sob a area de

projecdo da copa das arvores com auxilio de um amostrador draga tipo “Petersen”

gue permite recolher aproximadamente 10 cm da camada superficial do sedimento.
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Apos a coleta, as amostras foram acondicionadas em embalagens plasticas de
polietileno e transportadas ao Laboratério de Quimica Analitica Aplicada (UESC)

para etapas de tratamento preliminar.
45 TRATAMENTO PRELIMINAR

As amostras de folha e caule foram lavadas com agua destilada, secas em
temperatura de 60 °C por 72 h, seguido da moagem em moinho de facas. Para a
aplicacado do procedimento de extracdo, todas as amostras foram peneiradas em
malha com abertura de 0,15 mm, obtendo tamanho de particula <150 pm. As
amostras de sedimento foram secas em temperatura de 60 °C por 72 h e peneiradas

em malha com abertura de 0,15 mm (particula <150 um).

4.6  OTIMIZACAO MULTIVARIADA DO PROCEDIMENTO DE EXTRACAO
ASSISTIDA POR ULTRASSOM

A otimizacdo da extracdo foi conduzida em duas abordagens: solucao
extratora e condi¢cdes de extracdo. Para a otimizacdo da composicdo da solucéo
extratora, foi aplicado um planejamento de mistura simplex-centroide, visando
avaliar a composicéo percentual dos componentes: HNOs (Acido nitrico), HCI (acido
cloridrico) e H20 (Adgua). Nessa etapa, as condi¢cdes operacionais foram fixas:
poténcia de 90% (=315 W), temperatura de 40 °C e sonicacdo por 10 minutos. No
planejamento, estudou-se o volume (mL) percentual dos componentes (fatores) para
composicdo da solucdo extratora: X1-HNOs (0-50%), X2—HCI (0-50%) e X3-H20
(50—100%). Optou-se por utilizar &cidos previamente diluidos em concentracédo de 4
mol L1. A opgéo por estes componentes para solucdo extratora foi tomada com base
em estudos anteriores (ASHLEY et al., 2001; CALLE et al., 2013; LAVILLA; PEREZ-
CID; BENDICHO, 1998; VAISANEN et al., 2008) que apontaram as potencialidades
da combinacdo HNO3—HCI para o procedimento de UAE.

A regido destacada em cinza (Figura 3) representa area composta por trés

componentes e seus respectivos limites inferiores e superiores.
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Figura 3 — Regido experimental do planejamento de mistura simplex-centroide
aplicado na otimizagao da solucéo extratora
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na otimizacdo das condi¢cdes operacionais e instrumentais aplicadas no
procedimento de extragdo, utilizou-se o delineamento Box-Behnken. Os fatores
estudados foram: X1 — poténcia (80-100%), X2 — Tempo de extragdo (5-15
minutos), e X3 — temperatura (30-50 °C), todos investigados em trés niveis. As
condicbes preliminares foram definidas amparado em aspectos teoricos
relacionados a UAE (ANDERSON, 2000; BENDICHO; LAVILLA, 2000a, 2000b;
YASUI, 2018) e com base em trabalhos publicados anteriormente (FILGUEIRAS;
LAVILLA; BENDICHO, 2001; LAVILLA; PEREZ-CID; BENDICHO, 1998). O dominio
experimental foi ajustado de acordo com as tendéncias observadas nas sucessivas
repeticdes realizadas e os experimentos foram executados de forma aleatoéria.

Nesta abordagem multivariada, as respostas instrumentais (absorbancia) dos
analitos foram normalizadas utilizando uma funcdo de resposta multipla (MR),
descrita na Equacédo 4 (BEZERRA et al., 2019; FERREIRA, 2015; FERREIRA et al.,
2007a; NOVAES et al., 2016).

Sin. (Cu) Sin. (Fe) Sin. (Mn) Sin. (Zn)

MR =
MaxSin. (Cu) + MaxSin. (Fe) + MaxSin. (Mn) * MaxSin. (Zn)

Equacéo 4

Sin. — Sinal analitico do experimento (Absorbancia);
SinMax. — Maximo sinal no conjunto de medidas.

Os modelos matematicos foram gerados empregando MR como resposta. A
avaliacdo do modelo foi conduzida com base na ANOVA, através da significancia
estatistica da regresséo e por meio do teste de falta de ajuste, ao nivel de confianca
de 95%. A condigéo critica (6tima) prevista pelo modelo foi comparada (Equacéo 5)
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com a resposta obtida experimentalmente no ponto critico para os fatores estudados
aplicando o teste t de Student (GEMPERLINE, 2006).

|C, — Gyl
tealculado = % Equacgédo 5

Vvn

tcaiculado — Valor tswaent calculado para diferenca entre Ci1 e Co;
C1 — Média da MR obtida experimentalmente;

C2 — MR prevista pelo modelo;

s — Desvio padréo das medidas de Cy;

n — Ndmero de medidas.

4.7 PREPARO DE AMOSTRA
4.7.1 Extracédo assistida por ultrassom (UAE)

Para extracdo, foram utilizados tubos de ensaio de vidro borossilicato com
fundo arredondado e dimensdes de 180 mm de altura e 30 mm de didmetro. Foram
fixadas as posi¢cdes dos tubos de ensaio e altura relativa (em relacdo ao nivel de
agua) no banho ultrassénico, utilizando suporte confeccionado em poliestireno
expandido (isopor®). A temperatura da agua na cuba do banho ultrassénico foi
controlada por meio da retirada e adi¢do de iguais volumes de agua e o volume total
na cuba do banho foi mantido em torno de 1,8 L. Aproximadamente 250 mg da
amostra foi pesada em microtubo e transferida para tubo de ensaio. A solucéo
extratora na concentracdo otimizada foi adicionada, perfazendo um volume total de
10 mL, seguido da agitacdo mecanica por aproximadamente 10 segundos. O tubo foi
fixado ao suporte no banho ultrassénico, sucedendo da sonicacdo nas condi¢cbes
instrumentais otimizadas. Finalmente, o extrato foi transferido para tubo plastico de
polipropileno e o sobrenadante foi separado da fase sdlida por centrifugacdo por 5
minutos a 3000 rpm (1844 G).

4.7.2 Digestao acida convencional (CAD)

Amostras de caule, folha e material de referéncia certificado foram
submetidas ao procedimento de digestdo acida convencional (CAD) adaptado do
protocolo adotado por Marchand, Fernandez e Moreton (2016). Aproximadamente

250 mg da amostra foram pesados em microtubo e transferido para tubo de
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digestdo, seguido da adicdo de 4 mL de HNOs concentrado e 1 mL de H20:2
(adicionado 1 h antes do término do procedimento). Inicialmente foi arrefecido em
gradiente de temperatura de 60 °C, por 30 minutos, sendo posteriormente mantido a
120 °C por 3 h. A solucao final teve seu volume aferido para 10 mL.

Amostras de sedimento foram submetidas ao procedimento de CAD adaptado
de Defew, Mair e Guzman (2005). Aproximadamente 150 mg da amostra foi pesada
em microtubo e transferida para tubo digestor, seguido da adicdo de 10 mL de HNOs
e 2 mL de H20: (adicionado em duas aliquotas de 1 mL, 1 h antes do término do
procedimento). Inicialmente o bloco foi arrefecido em gradiente de temperatura de
60 °C, por 1 h, sendo posteriormente mantido a 120 °C por 4 h. Apés a afericdo do
volume para 12 mL, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm (1844 G) por 10

minutos.
4.8 AVALIACAO DE PARAMETROS DE DESEMPENHO
4.8.1 Estudo do efeito de matriz

Foram preparadas trés curvas analiticas distintas (aquosa, matriz caule e
matriz folha) nas mesmas condicbes de determinacdo das amostras (INMETRO,
2018). Possiveis efeitos de matriz foram investigados com base na sensibilidade
analitica, por meio da comparacdo dos coeficientes angulares (a) das curvas
analiticas. O teste F para verificar se as variancias sao equivalentes, sucedendo da
aplicacédo do teste t, ambos ao nivel de confianca de 95% (GEMPERLINE, 2006).

4.8.2 Limite de deteccéo e limite de Quantificacao

O limite de deteccao (LOD) e limite de Quantificacdo (LOD) foram estimados
(Equacédo 6 e 7) a partir da medida do sinal analitico de 18 brancos analiticos
preparados nas mesmas condi¢cdes das amostras (ICH, 2005; INMETRO, 2018;
IUPAC, 1978).

_33XS,

LOD Equacéo 6
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LOQ = Equacdo 7

Sb. — Desvio padréo do branco;
a — Inclinagdo da curva analitica.

4.8.3 Avaliacao da exatidao

A exatiddo foi avaliada por meio da analise de material de referéncia
certificado Apple Leaves 1515 (NIST, Gaithersburg, Estados Unidos) e material de
referéncia Brachiaria brizantha cv Marandu E1001a (EMBRAPA, Sao Carlos, Brasil)
submetidos ao procedimento de extragdo assistida por ultrassom (item 4.7.1) e ao
procedimento de digestdo acida convencional (item 4.7.2). Os resultados
experimentais foram comparados (Equacdo 8) com os valores certificados dos
respectivos analitos ao nivel de confianca de 95%, onde tcalculado < ttabelado iNdica a
inexisténcia de diferengca significativa entre a média e o valor -certificado
(GEMPERLINE, 2006).

IC; — Gy
tealculado = - s Equacéao 8

vn

tcalculado — Valor tswdent calculado para diferenca entre Ci e Cz;
C1 — Média das medidas;

C2 — Valor de referéncia,

s — Desvio padrao das medidas;

n — NUmero de medidas.

Além disso, a recuperacdo quantitativa (expressa em porcentagem) foi
utilizada para verificar a exatidao (Equacao 9).
Cy

Recuperacio (%) = ( v

) %X 100 Equacéo 9
2

C1 — Concentragao do analito quantificada no procedimento;
C2 — Concentracao de referéncia.

Complementar as analises, foi feito ensaio de recuperacdo em amostras de
folha e caule coletadas nos pontos A e B. Apos realizar as diluicdes apropriadas, 0s
padrées aquosos foram adicionados na amostra (sélida), em dois niveis de

concentracdo: 4 e 8 mg kg* (Cu e Zn); 12 e 28 mg kg* (Fe); 16 e 32 mg kg* (Mn).



44

As recuperacbes foram calculadas conforme Equacdo 10 (INMETRO, 2018;
LATIMER, 2016).

Ci— G «
—— | X100 Equacao 10

Recuperacio (%) = ( 2
3

C1 - Concentracéo do analito na amostra fortificada;
C2 — Concentracéo do analito na amostra ndo fortificada;
Cs — Concentracao do analito adicionado a amostra.

Ademais, o procedimento proposto (UAE) foi comparado com protocolo de
digestédo acida convencional (CAD). A eficiéncia da extracao foi calculada com base
na recuperacao quantitativa dos analitos (Equacao 9). O teste t de Student (Equacao
8) foi utilizado para comparar estatisticamente os procedimentos.

Os critérios de avaliacdo da exatiddo, por meio das recuperacdes
quantitativas, foram adotados de acordo com a AOAC International (INMETRO,
2018; LATIMER, 2016).

4.8.4 Avaliacao da precisao

A precisao foi avaliada com base no desvio padréo relativo (RSD), expresso
em porcentagem (INMETRO, 2018; MITRA, 2003), calculado conforme Equacgéo 11.
Um estudo da repetibilidade foi conduzido a partir da analise de duas amostras. O
trabalho experimental foi executado em condi¢cdes similares (operador, dia e
instrumentacao), em dez repeticdes distintas (n=10). Os critérios de avaliacdo da
precisdo foram adotados de acordo com a AOAC International (CURRIE, 1999;
INMETRO, 2018; LATIMER, 2016).

S
RSD% = (X—> x 100 Equacéao 11

C
RSD% — Desvio padrédo relativo (expresso em porcentagem);

s — Desvio padrdo da medida;
Xc — Média das medidas.

49 AVALIACAO DE RISCO POTENCIAL

Indicadores de risco potencial foram utilizados para estabelecer critérios e

grau de poluicdo, calculados com base nas concentracfes dos metais em tecido
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vegetal e sedimentos. O fator de bioconcentracao (BCF) do tecido foliar foi calculado
conforme a Equacéo 12 (SUTHERLAND, 2000; WU et al., 2014).

CFolha

BCF = Equacéo 12

Csedimento

BCF — Fator de bioconcentracéo;
C — Concentracéo do metal.

O BCF é classificado em categorias e indica o grau de impacto gerado pela
presenca do metal no ambiente: a) BCF < 2 Deplecdo minima, poluicdo minima ou
nula; b) BCF 2-5 Enriguecimento moderado, sinal de poluicdo moderada; c) BCF 5—
20 Enriguecimento significativo, sinal de poluicdo significativa; d) BCF 20-40
Enriqguecimento alto, sugere poluicdo muito alta; e) BCF > 40 Extremamente
enriquecido, indicando sinais extremos de poluicdo (SEKABIRA et al.,, 2010;
SUTHERLAND, 2000). Em sintese, BCF > 1, indica que o elemento é de origem
antropogénica (NOLTING; RAMKEMA; EVERAARTS, 1999).

De posse dos BCFs, foi calculado (Equacédo 13) o indice de carga de poluicao
(PLI) da &rea em estudo (TOMLINSON et al., 1980; WANG et al., 2017).

PLI = 3/BCF; X BCF, -+ BCFy Equacdo 13

PLI — indice de carga de poluicéo;
BCF — Fator de bioconcentragéo;
n — Numero de BCFs.

De forma geral, assume-se que valores de PLI > 1 indica que o ambiente esta
poluido, enquanto PLI < 1 indica que ndo ha poluicdo (SEKABIRA et al., 2010). Além
disso, foram feitas correlacées de Pearson entre as concentracdes de Cu, Fe, Mn e
Zn determinadas nos tecidos vegetais (caule e folha) e nos sedimentos coletados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OTIMIZACAO MULTIVARIADA DO PROCEDIMENTO DE EXTRACAO
ASSISTIDA POR ULTRASSOM

A otimizagdo da solugcéo extratora demandou a avaliagcdo da composicao
percentual dos pseudocomponentes HNOs, HCI e H20. Foi aplicado um
delineamento experimental de planejamento de mistura simplex-centroide, sendo
realizados nove experimentos, dos quais dois foram repeticbes do ponto central,
conforme matriz de dados apresentada na Tabela 5.

Tabela 5 — Matriz de dados do planejamento de mistura simplex-centroide e
respostas experimentais normalizadas aplicando funcdo de resposta multipla

Fator! Absorbéancia

X1 X2 X3 Cu Fe Mn Zn

0,00 (0) 0,00 (0) 10,00 (1) 0,0024 0,0078 11,5383 0,0150 1,316
5,00 (0,5) 0,00 (0) 5,00 (0,5) 0,0049 0,1009 2,0637 0,0511 3,082
0,00 (0) 5,00 (0,5) 5,00 (0,5) 0,0044 0,1326 2,2012 0,0727 3,568
0,00 (0) 2,50 (0,25) 7,50 (0,75) 0,0052 0,1226 2,0984 0,0603 3,419
2,50 (0,25) 0,00 (0) 7,50 (0,75) 0,0046 0,1118 2,1676 0,0685 3,389
6 2,50(0,25) 2,50(0,25) 5,00(0,5) 0,0058 0,1099 2,0593 0,0718 3,575
7(CpP) 1,67(0,17) 1,67(0,17) 6,67 (0,67) 0,0049 0,412 2,2761 0,0687 3,686
8 (CP) 1,67 (0,17) 1,67(0,17) 6,67 (0,67) 0,0048 0,1482 23421 0,0684 3,741
9(CP) 1,67(0,17) 1,67(0,17) 6,67 (0,67) 0,0060 0,1273 2,1817 0,0653 3,689

a b~ W N P

Fonte: Elaborada pelo autor.

1 Valor real (valor codificado).

X1 — HNOs (mL); X2 — HCI (mL); X3 — H20 (mL); MR — Resposta multipla (Calculada de acordo com
Equacéo 4); CP — Ponto central.

Os modelos matematicos (quadratico, especial cubico e linear) foram
avaliados a fim de obter a descricédo satisfatéria do comportamento dos fatores e da
resposta experimental (ER) dentro do dominio estudado. Utilizando a analise de
variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 6, foi possivel verificar o ajuste dos
modelos baseado na significAncia estatistica da regressdo e no teste de falta de
ajuste.

Para o modelo quadratico (p<0,0001) e especial cubico (p=0,0012) a

regressao foi estatisticamente significativa (p<0,05). A razdo entre Fcalculado/Ftabelado
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foi aproximadamente 122 e 42 vezes, indicando que a regressdo do modelo

quadratico é altamente significativa.

Tabela 6 — Andlise de variancia dos modelos matematicos obtidos com os dados
experimentais modelados no planejamento de mistura utilizando a resposta multipla

Fonte de variacao SS Df MS Fcaiculado ~ Frabelado ~ R? R2ajus

Quadratico*

Regresséo 46394 5 0,9278  1103,78 9,01 0,999 0,998
Residuos 0,0025 3 0,0008

Falta de ajuste 0,0006 1 0,0006 0,63 18,51

Erro puro 0,0019 2 0,0009

Total 46419 8

Especial Cubico*

Regresséo 46400 6 0,7733 808,65 19,33 0,999 0,998
Residuos 0,0019 2 0,0009

Linear

Regresséo 2,4400 2 1,2200 3,32 5,14 0,525 0,367
Residuos 2,2018 6 0,3669

Falta de ajuste 2,1999 4 0,5499 575,10 19,25

Erro puro 0,0019 2 0,0009

Total 46419 8

Fonte: Elaborada pelo autor.

* Estatisticamente significativo (p<0,05).

SS — soma quadratica; Df — grau de liberdade; MS — média quadratica; F — estatistica critica Fisher;
R2 — coeficiente de determinagéo; R2ajus — coeficiente de determinacéo ajustado.

Os coeficientes de determinacdo (R2?), que descrevem a percentagem de
variacdo explicada, sdo adequados em ambos os modelos. A regresséo é capaz de
descrever satisfatoriamente aproximadamente 99,9%. Quanto mais proximo o valor
de R2 for da unidade, melhor o ajuste do modelo empirico aos dados experimentais
(LUNDSTEDT et al.,, 1998; NOVAES et al., 2017). O coeficiente de determinacéo
ajustado (RZjus), 99,8% para ambos modelos, representa a maxima variacdo
explicavel pelo modelo.

O teste de falta de ajuste para o modelo quadratico indicou que o modelo esta
bem ajustado aos dados experimentais e ndo apresenta falta de ajuste (p=0,508), ou
seja, 0 Fcalculado (0,63) < Frabelado (18,51) em seus respectivos graus de liberdade,
sugerindo que a MStaj € MSpe reflete apenas os erros aleatérios inerentes ao sistema
investigado (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010; NOVAES et al., 2017).
Em relagcdo ao modelo linear, a falta de ajuste foi significativa (p=0,0021) e o modelo

ndo esta adequadamente ajustado aos dados. A avaliacdo da regressdo, cujo
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Fealculado < Frabelado, indica baixa linearidade, concordante com a grande parcela de
residuos deixados pelo modelo indicado pela soma quadratica residual.

Embora o modelo quadratico e especial cubico sejam adequados para
descrever o sistema em estudo, o modelo quadratico apresentou maior razdo
Fecalculado/Ftabelado, iNdicando que a regressdo € altamente significativa (PIMENTEL;
BARROS NETO, 1996). Deste modo, o modelo quadratico foi usado no calculo das
coordenadas do ponto critico (valores criticos) e estudo dos efeitos e interagbes
entre os fatores investigados.

Os residuos deixados apresentam comportamento aleatorio e nenhum indicio
de anormalidade (Figura 4A). Como sugere 0 RZjus, 0 modelo gerado deixa residuos
baixos (Figura 4B), incorrendo em boa concordancia entre os valores preditos e
observados. (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010; PEREIRA FILHO,

2017).

Figura 4 — Graficos de residuos e valores preditos para modelo quadratico usando
resposta multipla
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O efeito padronizado, relagéo entre o efeito e o erro normal, dos componentes
e das possiveis interagbes sdo apresentados no grafico de pareto (Figura 5), e
evidencia a importancia de um efeito na resposta obtida comparando-a a um fator
estatisticamente significativo, indicado pela linha no eixo x. Esta linha corresponde
ao valor critico da distribuicdo t de Student, no respectivo grau de liberdade e nivel
de confianga envolvido no célculo do desvio padrédo dos efeito (FERREIRA et al.,
2018). Além disso, um efeito positivo indica um aumento da resposta a medida que o

fator varia de um nivel inferior para um nivel superior (FERREIRA, 2015).
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Como evidenciado, o fator X2 (HCI) € o que apresenta maior efeito (123,95) e
sugere que este componente € o principal responsavel pela extracdo dos analitos da
matriz. A agdo complexante do ion CI-, proveniente da dissociacdo do HCI, favorece
a separacdo dos ions da matéria organica, especialmente para o ferro. O HCI
apresentou o melhor desempenho na extracdo do Fe, com base no comportamento
da extracdo do metal individualmente, tal fato, deve-se principalmente, que na
presenca do anion CI (complexante), os cations Fe?* e Fe3* podem formar as
espécies FeCls> e FeClys, significativamente mais sollveis em meio aquoso (CALLE
et al., 2013).

Figura 5 — Efeitos padronizados para componentes e interacdes previstos pelo
modelo quadratico obtido na modelagem da mistura

HCI (X2)

HNO3 (X1)

H,0 (X3)

X1eX3

X2e X3

X1e X2

p=0,05

Fonte: Elaborado pelo autor.
A linha vermelha (vertical) indica o nivel de confianca (95%).

O fator X1 (HNO3) apresentou efeito (107,08), 14% menor em relagdo ao fator
X2. Embora o componente tenha menor efeito, este é importante na extragao pois €
responsavel pela manutencdo dos ions disponibilizados em solucdo na forma de
nitratos (KRUG, 2006).

Os efeitos de interacdo entre os fatores X2—X3 e X1-X3 séo significativos,
indicando que a interacdo pode ser em funcéo, principalmente, da diluicdo dos
acidos, promovida pela adicdo do componente X3 (H20) na solugdo. Embora a
tendéncia seja a reducdo da efetividade da extracdo, pela baixa concentracdo dos
acidos, o que se observa é um efeito de carater positivo, sugerindo que alteracdes
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viscosidade do meio pode favorecer a distribuicdo da energia ultrassénica de forma
mais efetiva (BENDICHO; LAVILLA, 2000a).

A interacdo entre os fatores X1-X2 e seu efeito positivo, pode indicar que a
interacdo entre os componentes favorece a formacdo de espécies intermediarias de
elevado poder oxidante no meio relacional. Esta condicdo €& favoravel a
disponibilizacdo dos analitos no meio aquoso. Entretanto, devido a baixa
concentracdo de ambos 0s componentes, essas reagfes podem ndo ser
termodinamicamente favoraveis, como sugere a magnitude do efeito, a menor, entre
todos observados. A combinacdo dos dois acidos, com caracteristica oxidante e
complexante, sdo favoraveis a extracdo e manutencdo dos metais em solucdo, em
formas passiveis de quantificacdo (CALLE et al., 2013; VAISANEN et al., 2008).

A partir dos fatores investigados foi possivel estabelecer o modelo
matematico, em termos dos valores codificados e da restricdo imposta, descrito pela
Equacdo 14, onde MR é a resposta multipla, X1-HNO3, X2—-HCI e X3-H20, em

termos percentuais.

MR = 3’085X1(i0.029) + 3’571X2(i0,029) + 1’318X3(i0,029)

+ 0,944X1X2 10126y + 4,704X1X3 (10,126) + 3,852X2X3 40,126) Equacao 14

Dentro do dominio experimental estudado esta equacao € capaz de descrever
o comportamento dos fatores e a resposta predita pelo modelo de forma satisfatoria.
Com base no modelo obtido, foi gerado o grafico de contorno (Figura 6A) e de
superficie (Figura 6B), que apresenta o comportamento da MR em funcdo da

variacdo da proporcao dos componentes da solucéo extratora.
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Figura 6 — Grafico de contorno (A) e superficie de resposta (B) para proporcao dos
pseudocomponentes da mistura
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Fonte: Elaborado pelo autor.

No modelo quadréatico obtido, o ponto critico caracteriza-se como regido de
maximo, e indica a maxima resposta prevista dentro do dominio estudado. Os
valores criticos para os fatores e a validacdo do ponto critico previsto séo
apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores criticos obtidos a partir do modelo quadréatico e comparacéo da
resposta prevista com dados obtidos experimentalmente

Fator Ponto critico? Resposta multipla (MR)

X1  HNOs (mL) 1,2 (0,12) Predita 3,788

X2  HCI(mL) 2,8 (0,28) Experimental (n=3) 3,839 + 0,319
X3  H20 (mL) 6,0 (0,60) talculado? 0,68

Fonte: Elaborada pelo autor.
1 Valor real (valor codificado).
2Valor t calculado conforme Equacéo 5, 95% de confianca.

A capacidade preditiva do modelo foi confirmada aplicando o teste t de
Student para comparacdo das médias. O valor de tcaiculado (0,68) < tabelado (4,30)
indica que nao existe diferenca significativa (95% confianga) entre a MR prevista
pelo modelo e a MR obtida experimentalmente, assim sendo, demonstra a exatidao
do modelo e a obtencdo da maxima resposta dentro do dominio estudado.

Ainda que a solugdo tenha sido modelada utilizando acidos diluidos em
concentracdo de 4 mol L, o volume adicional de 4gua sugerido pelo modelo obtido,
proporcionou o aumento da diluicdo dos acidos, resultando numa solucdo cujas

concentracdes foram de 0,48 e 1,12 mol L para HNOs e HCI, respectivamente,
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sendo, portanto, a melhor condicdo para extracdo dos analitos no sistema em
estudo.

Embora a otimizagdo da solugdo extratora ja tenha demonstrado resultados
satisfatorios, outros fatores podem influenciar na eficiéncia da extragdo utilizando
energia ultrassénica (FILGUEIRAS; LAVILLA; BENDICHO, 2001; NASCENTES;
KORN; ARRUDA, 2001; SANTOS et al., 2009). Desta forma, foram estudados e
otimizados, em busca das melhores recuperagcdes quantitativas. Para esta
otimizacdo, aplicou-se o delineamento Box-Behnken, cuja matriz e respostas

experimentais sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Matriz de dados do planejamento Box-Behnken e respostas
experimentais normalizadas aplicando funcdo de resposta multipla

Fator! Absorbéancia
n MR

X1 X2 X3 Cu Fe Mn Zn
1 80 (-1) 5(-1) 40 (0) 0,0055 0,0484 0,4675 0,0147 3,322
2 100 (1) 5(-1) 40 (0) 0,0051 0,0474 0,4955 0,0198 3,467
3 80 (-1) 15 (1) 40 (0) 0,0051 0,0474 0,4869 0,0148 3,277
4 100 (1) 15 (1) 40 (0) 0,0053 0,0504 0,4912 0,0148 3,378
5 80 (-1) 10 (0) 30 (-1) 0,0052 0,0507 0,4869 0,0129 3,293
6 100 (1) 10 (0) 30 (-1) 0,0058 0,0465 0,4983 0,0145 3,390
7 80 (-1) 10 (0) 50 (1) 0,0046 0,0491 0,5014 0,0152 3,268
8 100 (1) 10 (0) 50 (1) 0,0056 0,0509 0,4977 0,0152 3,466
9 90 (0) 5 (-1) 30 (-1) 0,0059 0,0478 05012 0,0133 3,397
10 90 (0) 15 (1) 30 (-1) 0,0045 0,0490 0,4925 0,0122 3,128
11 90 (0) 5 (-1) 50 (1) 0,0042 0,0478 0,4888 0,0152 3,150
12 90 (0) 15 (1) 50 (1) 0,0055 0,0510 0,4948 0,0130 3,369
13 (CP) 90 (0) 10 (0) 40 (0) 0,0056 0,0496 0,5015 0,0268 3,849
14 (CP) 90 (0) 10 (0) 40 (0) 0,0052 0,0479 0,4907 0,0289 3,799

15 (CP) 90 (0) 10 (0) 40 (0) 0,0054 0,0482 05002 0,0275 3,809
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Fonte: Elaborada pelo autor.
! Valor real (valor codificado).
X1 — Poténcia (%); X2 — Tempo (minutos); X3 — Temperatura (°C); MR — Resposta Mdltipla
(Calculada de acordo com Equacéo 4); CP — Ponto central.

A validade e a significancia estatistica da regresséo foi avaliada com base na
ANOVA (Tabela 9). A razdo entre Fcalculado/Ftabelado fOI aproximadamente 28 vezes, e

indica que a regressao do modelo € altamente significativa (p=0,0005).

Tabela 9 — Analise de variancia do modelo quadratico ajustado aos dados
experimentais no delineamento Box-Behnken utilizando a resposta multipla

Fonte de variacéo SS Df MS Fcalculado ~ Frabelado ~ R2 R2ajus
Regresséo 0,7133 9 0,0793 132,62 4,77 0,996 0,988
Residuos 0,0030 5 0,0006

Falta de ajuste 0,0016 3 0,0005 0,75 16,16

Erro puro 0,0014 2 0,0007

Total 0,7163 14

Fonte: Elaborada pelo autor.
SS — soma quadratica; Df — grau de liberdade; MS — média quadratica; F — estatistica critica Fisher;
R? — coeficiente de determinacéo; R?,;,s — coeficiente de determinagéo ajustado.

O teste de falta de ajuste evidenciou que os dados estdo adequadamente
ajustados, isto €, Fcalculado (0,75) < Ftabelado (16,16), € ndo foi significativa (p=0,6125)
ao nivel de confianca de 95%. Além disso, a inspecao dos residuos deixados pelo
modelo (Figura 7A) sugere uma distribuicdo aleatéria e sem indicios de
anormalidade. Observa-se uma concordancia satisfatéria entre a MR prevista pelo
modelo e a MR experimental, como evidenciado no gréafico de valores observados e
preditos (Figura 7B).

Figura 7 — Comparacao entre os valores preditos e residuos (A) e valor observados
experimentalmente e valor predito (B) obtidos no modelo quadratico
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir do modelo obtido foi possivel estabelecer a importancia de cada fator
e suas interacdes. O grafico de efeito padronizado (Figura 8), mostra que o tempo e
temperatura apresentam efeitos positivos e de mesma magnitude, indicando que a
ER aumenta juntamente com a elevacédo do nivel do fator (FERREIRA, 2015).

A temperatura (Fator X3, Q) exerce influéncia significativa no meio reacional
(efeito 20,51). Na UAE, desempenha um papel importante em procedimento de
extracdo, por favorecer cineticamente a ocorréncia de reacfes quimicas. Embora
temperaturas na faixa de 20-50 °C apresentem efeitos positivos na UAE para a
maioria dos metais, acima de 50 °C promovem a diminuicdo da tensdo superficial da
fase extratora e 0 aumento da pressdo de vapor dentro das bolhas de cavitacéo.
Essa condicdo promove a reducao das ondas de choque e os efeitos sonoquimicos
no meio reacional (BENDICHO; LAVILLA, 2000a; CALLE et al., 2013; PADILHA et
al., 2011).Temperatura e tempo sao fortemente correlacionados e a importancia do
tempo (Fator X2, Q) pode ser entendida como o intervalo necessario para as ondas
ultrassoénicas agirem sobre a matriz, principalmente na fragmentacdo das particulas,
condicao favoravel ao aumento da area superficial e a circulacdo do solvente
extrator entre as fissuras da matriz (PRIEGO-CAPOTE; CASTRO, 2004).

Figura 8 — Efeito padronizado para fatores e suas interacdes obtido do modelo
quadratico ajustado aos dados experimentais no delineamento Box-Behnken usando
a resposta multipla
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Fonte: Elaborado pelo autor.
A linha vermelha (vertical) indica o nivel de confianca (95%).

Outro fator que apresenta efeito elevado € a poténcia (Fator X1, Q) que esté
diretamente relacionada com a amplitude e a distribuicdo de energia no banho
ultrassénico. O aumento na intensidade energética favorece a elevacao dos efeitos
quimicos causados pela sonicagdo. Entretanto, quando uma vibracdo de amplitude
muito alta € aplicada, um grande numero de bolhas de cavitagdo é gerado na
solucéo, o que pode ser desfavoravel para o crescimento e colapso destas bolhas e
resultar em uma diminuicdo da energia liberada através do liquido. Essa condicao
deprecia a quebra das ligacbes dos analitos com os concomitantes organicos e
inorganicos da matriz, reduzindo a eficiéncia da extracdo (BENDICHO; LAVILLA,
2000a; PADILHA et al., 2011).

O efeito de interacéo entre o fator X2 (L) e X3 (L) tende a ser favoravel na
UAE, visto que, uma maior poténcia aplicada ao meio reacional leva a um
aguecimento gradual do sistema.

Os demais efeitos, ndo significativos ao nivel de confianca de 95%, nao
exercem influéncia na resposta e foram desconsiderados (indicados em negrito) no
modelo matematico, apresentado em termos de valores codificados (Equacao 15),
em que, MR é a resposta multipla, X1 — poténcia (%,W), X2 — tempo (minutos) e X3

— a temperatura (°C).

MR = 3’325(i0,008) + 0,068X1(i0’009) - O, 023X2(i0.009)
+ 0, 006X3(.{__0’009) - O, 011X1X2(i0.013) + 0, 025X1X3(i0,013)
+0,122X2X3 (49,013) — 0,091X1% 507y — 0,138X2% 1.4 007
— 0'141X32(i0,007)

Equacéo 15

Esta equacdo € capaz de descrever satisfatoriamente, dentro do dominio
estudado, o comportamento da resposta durante a variacao dos niveis dos fatores e
suas respectivas interacoes, que podem ser graficamente visualizados nos gréaficos
de superficie e de contorno apresentados na Figura 9 (A, B e C).

O bom ajuste do modelo e a regido estudada indica pontos de maximo e 0s
valores criticos para os fatores estudados estdo apresentados na Tabela 10, assim

como, a comparacao entre a MR prevista e a MR obtida.
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Tabela 10 — Valores criticos obtidos a partir do modelo matematico ajustado aos
dados experimentais e comparacao do ponto de maximo gerado pelo modelo
quadratico

Fator Ponto critico? Resposta multipla (MR)

X1  Poténcia (%)? 91,87 (0,19) Predita® 3,825

X2  Tempo (minutos) 9,78 (-0,04) Experimental (n=3) 3,866 + 0,133
X3  Temperatura (°C) 40,09 (0,09) tealculado® 1,32

Fonte: Elaborada pelo autor.

1 Os valores criticos foram arredondados para 90, 10 e 40, respectivamente na execucao
experimental.

2 Poténcia de =323 W, calculada com base na poténcia nominal do equipamento (350 W).
8 Calculada tendo por base o valor executado experimentalmente.

4Valor t calculado conforme Equacéo 5, 95% de confianca.

Comparando os valores de t em seu respectivo grau de liberdade (n=3) e
nivel de confianca (95%), verifica-se que tcaiculado (1,32) < ttabelado (4,30), indicando a

inexisténcia de diferenca significativa entre ambas as MRs (prevista e experimental),

isto é, ratifica a validade do modelo matematico e sua elevada capacidade preditiva.



Figura 9 — Superficie de resposta e gréafico de contorno modeladas a partir do
delineamento Box-Behnken usando a resposta multipla
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 AVALIACAO DE PARAMETROS DE DESEMPENHO DO PROCEDIMENTO
PROPOSTO

5.2.1 Estudo do efeito de matriz

Conforme os dados apresentados na Tabela 11, observa-se os coeficientes

57
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angulares e lineares com suas respectivas incertezas e o0 coeficiente de
determinacao (R?).

O teste F indicou que as variancias dos grupos sao equivalentes, em que
Fcalculado Ag—Ad.C (0,98) e Ag—Ad.F (0,97) < Ftabelado,4) (6,38). A comparacdo dos
coeficientes angulares da curva aguosa com a curva de adicdo de matriz de caule
(Ad.C) e folha (Ad.F) por meio do teste t, indicou que nao existe diferenca
significativa entre os coeficientes angulares obtidos na curva aquosa (Ag) e nas
curvas de adicao de padrao (Ad), em que tcaiculado Ad.C (0,01); Ad.F (0,02) < ttabelado
(2,31), Df=8, ao nivel de confianca de 95%.

Tabela 11 — Comparacao entre curvas analiticas obtidas a partir de diferentes
métodos de calibracéo (curva aquosa e de adi¢do de padrao em amostras de folha e
caule)

Analito Curva a b R?

Cu Aq. 0,172 + 0,002 0,002 + 0,001 0,9990
Ad.F. 0,177 £ 0,002 0,006 + 0,001 0,9991
Ad.C. 0,173 £ 0,001 0,003 + 0,001 0,9993

Fe Aq. 0,120 £ 0,001 -0,001 + <0,001  0,9991
Ad.F. 0,126 £ 0,001 0,061 + 0,001 0,9992
Ad.C. 0,127 £ 0,001 0,021 +<0,001  0,9990

Mn AgQ. 0,256 + 0,002 0,001 + 0,001 0,9996
Ad.F. 0,247 + 0,003 0,226 + 0,001 0,9992
Ad.C. 0,246 + 0,002 0,132 + 0,001 0,9993

Zn Aq. 0,750 + 0,009 0,008 + 0,005 0,9994
Ad.F. 0,775+ 0,013 0,062 + 0,007 0,9984
Ad.C. 0,773 £0,014 0,038 + 0,007 0,9987

Fonte: Elaborada pelo autor.

a — Coeficiente angular; b — Coeficiente linear; Rz — Coeficiente de determinacgdo; Ag. — Aquosa;
Ad.F. — Adicdo de analito na folha; Ad.C. — Adicdo de analito no caule.

Os resultados indicam que a matriz residual ndo interfere na sensibilidade e,
portanto, ndo afeta a magnitude da resposta instrumental de forma significativa.
Embora ambos os métodos de calibragdo possam ser utilizados, a curva de
calibracdo aquosa convencional pode ser aplicada na calibragéo instrumental sem
perda e/ou ganho de sensibilidade para os analitos estudados, estratégia que

colabora com a simplificagdo do processo analitico.
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5.2.2 Limites de deteccéo e de quantificacéo

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram determinados a partir de
medidas independentes de 18 brancos analiticos preparados nas mesmas
condi¢cGes das amostras reais. Os LODs (mg kg™) obtidos foram: 0,31, 0,80, 0,43 e
0,39 para Cu, Fe, Mn e Zn, respectivamente. No geral, foram inferiores aos relatados
na literatura para procedimentos semelhantes. Filgueiras et al. (2000) encontraram
LODs (mg kg?) de 1,26 para Mn e 0,65 para Zn. Lavilla, Perez-Cid e Bendicho
(1998) relataram LODs (mg kg?) de 0,83 para Cu, 0,45 para Mn e 0,23 para Zn. Os
LOQs (mg kg?) deste procedimento foram de 0,95, 2,42, 1,31, 1,18 para Cu, Fe, Mn

e Zn, respectivamente.

5.2.3 Exatidao

A exatidao da UAE foi avaliada com base na anélise de CRM e por meio da
comparacao entre protocolos de preparo de amostra. Os resultados para analise do
material de referéncia certificado aplicando a UAE (Tabela 12) evidencia que o

procedimento proposto apresenta exatiddo adequada (LATIMER, 2016).

Tabela 12 — Aplicacao da extracao assistida por ultrassom (UAE) na determinacgéo
de Cu, Fe, Mn e Zn em material de referéncia certificado (NIST 1515) e material de
referéncia (EMBRAPA E1001a)

. Valor certificado  UAE RSD Recuperacéo
CRM Analito (mg kgl) (mg kg'l)l (%) (%)2 {calculado
0 Cu 5,69 + 0,13 5,41+0,34 2,5 95 3,51
02 & Fe 82,7+2,6 73,2+ 11,0 6,0 89 3,73
H<E Mn 54111 50,9+ 3,9 31 94 3,56
z Zn 12,45+ 0,43 12,25+ 0,79 2,6 98 1,10
£.,3 Cu 4,0+0,7 38+04 4,2 95 2,48
<SgE Fe 91+13 88+ 14 6,6 97 0,96
235 Mn 76,0+ 18,5 72,2+10,4 5,8 95 1,58
w = zn 9,9+1,6 9,115 6,6 92 2,19

Fonte: Elaborada pelo autor; EMBRAPA (2013); NIST (2017).
UAE — Extracéo assistida por ultrassom; RSD — Desvio padréo relativo.

£ - . UAE
1 + = 0, -2 3 0, = (7
média £ umed, N=3, 95% confiang¢a; 2 Recuperacio (%) Valor certificado

) X 100; tapelado N=3 (4,30).
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As recuperacfes quantitativas variaram de 89-98% e confirmam a eficiéncia
da extracdo. As determinacdes ndo apresentam diferenca significativa, em
comparacao aos valores certificados, considerando que todos os valores tgaculado <
tiabelado (N=3). Além disso, a exatiddo do procedimento de CAD foi verificada
aplicando a mesma estratégia (Tabela 13). As recuperacdes quantitativas variaram
de 90-99%. O teste t de Student indicou que né&o existe diferenca significativa entre
os valores obtidos experimentalmente e certificados, confirmando a eficiéncia da
CAD.

Tabela 13 — Aplicacdo da digestdo acida convencional (CAD) na determinacgéo de
Cu, Fe, Mn e Zn em material de referéncia certificado (NIST 1515) e em material de
referéncia (EMBRAPA E1001a)

. Valor certificado CAD RSD Recuperacéo
CRM Analito (mg kg (mg kg)! (%) (%)? tcalculado
0 Cu 5,69 +0,13 5,48 +0,91 6,7 96 0,98
ns § Fe 82,7+26 74,1 +9,6 52 90 3,87
5 5%@ Mn 54,1+1,1 53,8 +5,8 4,4 99 0,21
z Zn 12,45 £ 0,43 11,82 +1,92 6,5 95 141
<. 5 Cu 4,0+0,7 3,6+£0,7 8,5 90 2,37
<3 "éu Fe 91 +13 83+9 4,2 91 3,90
g E g Mn 76,0 + 18,5 709+111 6,3 93 1,94
w = zn 99+1,6 94+1,8 7,5 95 1,29

Fonte: Elaborada pelo autor; EMBRAPA (2013); NIST (2017).
CAD - Digestéo acida convencional; RSD — Desvio padréo relativo.

L - . CAD
1 + = 0, -2 3 0, = (—
média £ umed, N=3, 95% confianc¢a; 2 Recuperacio (%) Valor certifioads

) X 100; ttabelado N=3 (4130)-

A comparacdo direta entre UAE e CAD, aplicadas na andlise de CRM,
evidencia que a UAE obteve resultados comparaveis aos obtidos na CAD, verificado
pelas recuperacdes na faixa de 95-106%, e ndo apresentaram diferenca significativa
(95% de confianga), visto que tcaiculado Variou de 0,35-3,24 < tiapelado (4,30).

Ademais, a comparacdo entre os dois procedimentos (UAE/CAD) foi feita
utilizando amostras reais (Tabela 14). A avaliacdo por meio do teste t de Student
indicou que ndo existe diferenca significativa, ao nivel de confianca de 95%, e
sugere que ambos os procedimentos sédo equivalentes, quando comparados a sua
exatidao e eficiéncia de extracao, reforcado pelas recuperacdes obtidas na faixa de
91-106% (folha) e 90-107% (caule).



Tabela 14 — Comparacao entre extracao assistida por ultrassom (UAE) e digestéo

acida convencional (CAD) aplicados na determinacéo de Cu, Fe, Mn e Zn em
amostras de folha e caule (Rhizophora mangle L. e Laguncularia racemosa (L.)
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C.F.Gaertn)
Analito UAE CAD RSD Recuperacéao ¢
(mg kg)* (mg kgt (%) (%)> caloulado
Cu 2,86+ 0,30 2,71+0,13 4,3 106 2,13
S Fe 126,5 + 14,9 132,9+11,1 4,7 95 1,87
£ Mn 30,9+1,8 29,7+0,5 2.4 104 2,87
A Zn 5,59 + 0,27 5,57 + 0,11 1,9 100 0,32
Cu 2,11+ 0,34 2,29 + 0,27 6,6 92 2,25
2L Fe 33,7+4,9 375+ 4,4 59 920 3,34
S Mn 43,9 +3,6 43,0+2,9 3,3 102 1,08
Zn 4,47 +0,28 4,17 + 0,32 4,4 107 2,67
Cu 11,47 + 0,97 10,88 + 1,11 3,4 105 2,62
S Fe 42,6+ 4,9 46,7 + 4,9 4,6 91 3,64
£ Mn 266,2 + 13,2 265,4 + 4,7 2,0 100 0,26
Zn 4,90 + 0,31 4,96 + 0,18 2,6 99 0,82
B
Cu 1,73+0,28 1,82 + 0,20 6,6 95 1,36
2 Fe 454+ 4.9 47,6 + 4,0 4,3 95 1,98
S Mn 154,3+ 7,5 152,4 + 6,0 1,9 101 1,12
Zn 6,14 + 0,28 5,91 + 0,20 1,8 104 3,56

Fonte: Elaborada pelo autor.
UAE — Extracao assistida por ultrassom; CAD — Digestao acida convencional; RSD — Desvio padrao

relativo. I média £ umed, N=3, 95% confianc¢a; 2 Recuperacio (%) = (

UAE

CAD

) X 100; ttabelado N=3 (4130)-

O ensaio de recuperacao foi realizado com uma amostra de cada tecido

estudado (Tabela 15). As recuperacdes obtidas foram na faixa de 78-104% (folha) e

88-107% (caule). No geral, para o Fe, a eficiéncia da extracao variou de acordo com

o nivel de concentracdo. Embora sejam recuperacdes parcialmente adequadas aos
niveis de concentracdo encontrados (INMETRO, 2018; LATIMER, 2016), este

comportamento pode sugerir limitagdes do procedimento em relacéo a sua eficiéncia

em concentracdes elevadas do metal.
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Tabela 15 — Ensaio de recuperacao em dois niveis de concentragdo realizado com
amostras de folha e caule aplicando procedimento de extracdo assistida por
ultrassom (UAE)

Cu Fe Mn Zn
Ad. Rec. Ad. Rec. Ad. Rec. Ad. Rec.

mg kgt mg kg % mg kgt mg kg % mg kgt mg kg % mg kgt mg kg %

(G 0 286 — 0 126,5 - 0 309 - 0 559 -
% 4 7,03 104 12 1359 78 16 46,5 97 4 9,26 92
A L8 10,93 101 28 149,4 82 32 62,2 98 8 13,70 101
° 0 21 - 0 33,7 - 0 439 - 0 447 -
g 4 6,16 102 12 45,5 98 8 59,8 99 4 7,98 88
Osg 9,96 98 28 63,7 107 32 746 96 8 12,95 106
. 0 11,47 - 0 426 - 0 266,2 - 0 490 -
% 4 15,31 96 12 541 96 16 2816 97 4 8,87 99
B L8 19,10 95 28 69,1 94 32 298,1 100 8 12,52 95
° 0 1,73 - 0 454 - 0 154,3 - 0 6,14 -
c_% 4 554 95 12 57,5 101 16 170,1 99 4 9,93 95
Osg 9,79 101 28 72,3 96 32 186,6 101 8 14,32 102

Fonte: Elaborada pelo autor.
Ad. — Total adicionado; Rec. — Total recuperado.

5.2.4 Avaliacao da Precisédo

A precisao foi avaliada com base no desvio padréo relativo (RSD) obtido nas
determinacdes quantitativas das amostras (Tabela 16). Os RSDs (n=3) variaram de
0,8-6,6%, nas determinacdes realizadas com as amostras reais.

No estudo da repetibilidade (n=10), cujas etapas de preparo e determinacao
elementar foram realizadas sob mesmas condi¢des, a variagdo do RSD foi de 4,2—
6,7%. De modo geral, o banho ultrassbnico pode apresentar variagdes na
distribuicdo de energia ultrassénica no meio aquoso. Esta condicdo pode favorecer a
intensificagdo da formacao de bolhas de cavitagdo em pontos localizados, podendo
comprometer a extracdo dos analitos de forma homogénea nas amostras (ALEIXO
et al., 2004; BENDICHO; LAVILLA, 2000a; KRUG, 2006). Embora o uso do banho
ultrassénico na UAE apresente esta desvantagem, observa-se que 0os RSDs sao

menores que 11% e estdo em conformidade com a norma de referéncia,
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considerando os niveis médios de concentracfes obtidos que admite RSDs na faixa
de 3,7-11% (INMETRO, 2018; LATIMER, 2016).

Tabela 16 — Desvio padrao relativo obtido nas determinagdes de Cu, Fe, Mn e Zn
em amostras de folha e caule aplicando procedimento de extracéo assistida por
ultrassom (UAE)

RSD% (n=3) RSD% (n=10)

Analito

Folha Caule Folha Caule
Cu 3,2-4,8 3,6-6,6 57 6,7
Fe 2,5-4,7 4,3-6,2 59 6,6
Mn 2,0-5,9 0,8-5,3 4,2 53
Zn 1,2-2,6 1,1-44 51 5,7

Fonte: Elaborada pelo autor.
RSD — Desvio padrao relativo.

5.3 APLICACAO DO PROCEDIMENTO PROPOSTO

O procedimento de UAE foi aplicado na determinacdo de cobre (Cu), ferro
(Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn) em amostras de folha e caule (R. mangle L. e L.

racemosa) coletadas no Estuario do Rio Cachoeira, llhéus, Bahia, cujas

concentracdes determinadas sao apresentadas na Tabela 17.

Tabela 17 — Concentracéo (mg kg, média + umed, N=3, 95% confianca) de Cu, Fe,
Mn e Zn determinados em amostras de caule e folha (Rhizophora mangle L. e
Laguncularia racemosa (L.) C.F.Gaertn) aplicando extracdo assistida por ultrassom
(UAE)

Ponto Parte Cu Fe Mn Zn

A(LR) Folha 2,86 + 0,30 126,5+ 14,9 30,9+1,8 5,59 + 0,27
Caule 2,11 +0,34 33,7+4,9 439+ 3,6 4,47 + 0,28

B (RM) Folha 11,47 £ 0,97 42,6 +4,9 266,2 + 13,2 4,90 + 0,31
Caule 1,73+0,28 45,4+ 4,9 154,3+7,5 6,14 + 0,28

C (RM) Folha 1,53+0,18 29,2+1,8 201,0 £ 19,6 6,54 + 0,36
Caule 1,45+0,21 30,947 130,1+2,6 7,36 £ 0,27

D (RM) Folha 1,74+ 0,14 84,0+6,8 306,9 + 16,9 5,66 + 0,22
Caule 1,95+0,21 40,0+5,5 191,3+6,7 9,60 £ 0,27

E (RM) Folha 1,85+0,21 38,4+3,0 348,4 + 51,3 9,85+ 0,29
Caule 1,52+0,14 342+4,7 150,0 + 19,7 5,49 10,24
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Fonte: Elaborada pelo autor.
RM — Rhizophora mangle L.; LR — Laguncularia racemosa (L.) C.F.Gaertn.

As menores concentracdes observadas foram para o cobre em ambas as
espécies, variando de 1,45-11,47 mg kg?. No ponto B, a concentracdo encontrada
no tecido foliar foi consideravelmente superior aos demais pontos.

Na L. racemosa o ferro apresentou maior concentracdo no tecido foliar
(126,46 mg kg?) e pode ser relacionada com a deposicdo de material particulado
atmosférico retido nas folhas. Embora as amostras tenham sido coletadas na
mesma regido, a estrutura morfolégica da folha da L. racemosa é diferenciada,
principalmente por apresentar rugosidades que podem reter uma maior quantidade
de material particulado e por apresentar estruturas para liberacdo de sais que
podem facilitar a absorcdo do metal (ARRIVABENE et al., 2015, 2016). Na R.
mangle L. a concentracdo de Fe variou de 29,20-84,01 mg kg? na folha e 30,92—
45,39 mg kg no caule.

Na R. mangle L., o Mn apresentou as maiores concentragbes em ambos os
tecidos, variando de 200,9-348,38 e 130,12-191,30 mg kg! na folha e caule,
respectivamente. Observou-se uma tendéncia crescente da concentracdo no tecido
foliar do ponto B—E, podendo ser relacionada a alteragbes do perfil sedimentar que
podem favorecer a absorcdo do metal. A L. racemosa apresentou menor
concentracdo de Mn, em comparacdo com a R. mangle L. Resultados semelhantes
foram constatados por Cuzzuol e Rocha (2012), sendo atribuidos a mecanismos de
controle ibnico que impedem a absorcao do metal nesta espécie.

As concentracdes do Zn variaram de 4,90-9,85 mg kg na folha e 5,49-9,60
mg kg! no caule. Foi observada maiores concentracées de Zn no caule nas
amostras coletadas nos pontos B, C e D, em comparag¢do com as concentracdes na
folha.

A tendéncia geral foi Mn > Fe > Zn > Cu em ambas as espécies, sendo
semelhante as tendéncias observadas em outros relatos (BERNINI et al., 2010;
CUZZUOL; ROCHA, 2012; MADI; BOEGER; REISSMANN, 2015), exceto para o
tecido foliar da L. racemosa (Fe > Mn > Zn > Cu), mesmo perfil relatado por Madi,

Boeger e Reissmann (2015).
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5.4  AVALIACAO DE RISCO POTENCIAL

As concentracdes de metais foram determinadas (Tabela 18) em amostras de
sedimento coletadas na area de manguezal no Estuério do Rio Cachoeira, lIhéus,
BA. As maiores concentracdes observadas foram do Fe, que variou de 12,0-29,5 g
kgt, e as menores foram para Cu (4,59-20,25 mg kg?). As concentracdes dos
metais, no geral, sdo similares as relatadas em outros estudos correlatos
(MACHADO et al., 2002; SOUZA et al., 2014).

Tabela 18 — Concentragéo de Cu, Fe, Mn e Zn em sedimento superficial coletado na
area de manguezal do estuario do Rio Cachoeira, Ilhéus, Bahia

Ponto de coleta  Cu (mg kg?) Fe (g kg?) Mn (mg kg?) Zn (mg kg?)
A 20,25+ 2,16 295+1,4 207,4+4,9 58,09 £ 7,99
B 11,97+ 14 19,5+0,7 153,2 + 33,9 31,68 £ 4,62
C 4,59 + 0,39 15,6 £ 0,7 1175+17,1 23,75+ 2,43
D 1251+1,4 212+15 177,8+7,3 39,2 + 3,07

E 5,22 +0,77 12,0+ 0,5 70,7 £4,9 12,37+ 2,31

Fonte: Elaborada pelo autor.

O Mn e Cu apresentaram menores concentragdes no sedimento em pontos
em maior proximidade com o oceano. Mesma tendéncia foi observada no relato de
Santos, Souza e Santos (2013), que reportaram concentracfes de Cu, Fe, Mn e Zn
em sedimentos superficiais coletados no Rio Cachoeira.

A partir das concentracbes dos metais no sedimento e no tecido vegetal,
foram calculados os BCFs (Figura 10).
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Figura 10 — Fatores de bioconcentracdo para Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de
tecido foliar (Rhizophora mangle L. e Laguncularia racemosa (L.) C.F.Gaertn)
coletadas na area de manguezal do estuario do Rio Cachoeira, llhéus, Bahia

6 I cu

] I Fe
[ Mn
[ zn

Fator de bioconcentracao (BCF)

Ponto de coleta

Fonte: Elaborada pelo autor.

O Mn apresentou os maiores BCFs, variando de 0,15-4,93 e este
comportamento pode ser associado a sua elevada mobilidade (MACFARLANE;
KOLLER; BLOMBERG, 2007), embora possa ser relacionado a caracteristicas
biolégicas das espécies, tendo em vista, que o0 BCFs em R. mangle L. foram
consideravelmente superiores ao BCF apresentado na L. racemosa. A variacao do
BCFs ao longo dos pontos de coleta também pode sugerir que este metal é
proveniente de fontes antrdpicas, relacionadas principalmente ao despejo de
efluentes domeésticos e industriais no estuario.

Os menores BCFs observados séo para o ferro (BCFs < 0,01). Embora o ferro
tenha apresentado concentracdes elevadas no sedimento, o enriqguecimento deste
metal para biota é relativamente baixo. As caracteristicas redutoras do sedimento e
o elevado teor de matéria organica pode favorecer a baixa disponibilidade do Fe
(LACERDA et al., 1991). Além disso, a maior parte do metal pode ser retida nos
tecidos radiculares, reduzindo a translocacdo para outras partes da planta por meio
de mecanismos fisiologicos, como a formacgédo de placas de ferro nas raizes, que
controlam e reduzem significativamente a adsorcdo de ferro e de outros metais
(MACHADO et al., 2005).

Para o Cu, os BCFs variaram de 0,14-0,96, e para Zn, de 0,10-0,80. A forte

complexacdo com a matéria organica presente na fragdo sedimentar e a retencao
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nos tecidos radiculares séo fatores que podem impedir que estes metais cheguem
aos tecidos superiores, incorrendo em baixos BCFs (MACFARLANE; PULKOWNIK;
BURCHETT, 2003; MADI; BOEGER; REISSMANN, 2015). Os BCFs encontrados
neste estudo sdo concordantes com o relato de Bernini et al.,, (2010), que
observaram BCF < 1 para Fe e variando de 1 a 3,7 para Cu, Mn e Zn, no Estuario do
Rio Sdo Mateus (Espirito Santo).

Ademais, foram estabelecidas correlagbes entre as concentragdes dos metais
nos tecidos em estudo da espécie R. mangle L. (Tabela 19). Verificou-se correlages
positivas do Fe na folha com Cu e Mn no caule, R=0,94 e 0,98, respectivamente.
Embora o ferro seja de pouca relevancia ecotoxicolégica, este metal pode ser
responsavel pela regulacao indireta da absor¢cao de metais, competindo pelos sitios
ligantes nos organismos (SARIKA, 2005). Além disso, verificou-se correlacdo
positiva (R=0,95) entre Cu e Mn no caule, sugerindo que estes metais compartilham
0S mesmos mecanismos de absorcdo e transporte na planta. Correlagdes entre
metais no sedimento e nos tecidos foram encontradas. Zn (folha) com Fe e Mn
(sedimento), ambas R=-0,91, Cu e Fe (caule) com Cu (sedimento), R=0,93 e 0,91,
respectivamente. Estas correlacfes podem indicar que as concentracdes dos metais

nos tecidos da espécie R. mangle L. podem refletir o perfil encontrado no sedimento.

Tabela 19 — Matriz do coeficiente de correlacdo de Pearson para concentracdo de
metais em tecidos vegetais (Rhizophora mangle L.) e sedimento

Cu-F Fe-F Mn-F Zn-F Cu-C Fe-C Mn-C Zn-C Cu-S Fe-S Mn-S Zn-S

Cu-F 1,00

Fe-F -0,15 1,00

Mn-F -0,13 041 1,00

Zn-F -055 -0,35 0,55 1,00

Cu-C 0,20 0,94¢ 0,33 -0,56 1,00

Fe-C 082 044 0,21 -0,63 0,72 1,00

Mn-C -0,04 0,98° 0,54 -0,29 0,95* 0,54 1,00

Zn-cC -0,38 o080 -0,15 -051 0,68 0,0/ 0,67 1,00

Cu-S 054 074 018 -0,72 0,93 091¢ 0,79 047 1,00

Fe-s 039 0,71 -0,19 -091¢ 08 0,71 0,67 0,70 0,91¢ 1,00
Mn-S 033 0,71 -024 -091° 0,83 065 065 0,75 087 099 1,00
Zn-Ss 0,28 0,74 -022 -0,89 084 063 068 0,78 086 099 0,992 1,00
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Fonte: Elaborada pelo autor.
F — Folha; C — Caule; S — Sedimento.
2 p<0,01; P p<0,05; ¢ p<0,1.

A magnitude dos impactos causados por fontes de poluicdo nos diferentes
pontos dentro da area de estudo foi determinada utilizando o PLI (TOMLINSON et
al., 1980). Os PLIs variaram de 0,05 (Ponto A) a 0,26 (Ponto E), indicando que o
local pode ser afetado de forma mais intensa por tensores antrépicos, comparado
com os demais pontos, embora seja de baixo risco.

Os metais de origem antropogénica podem ser inseridos no manguezal por
diferentes fontes de poluicdo: transportados pelas dguas dos rios ou pela entrada de
dgua oceanica, despejo de efluentes e deposicdo atmosférica. O manguezal,
entretanto, pode reter eficientemente grandes quantidades de metais nos
sedimentos na biota, impedindo a mobilizacdo destes para ecossistemas adjacentes.

Os BCFs obtidos sugerem baixo risco e deplecdo minima associada a
presenca dos metais considerando as concentragdes determinadas nos tecidos em
estudo das respectivas das espécies. Embora existam diversas fontes tensoras no
ecossistema, os impactos relacionados a dispersao dos metais, aparentemente séo
minimos, nado indicando efeitos de risco a curto prazo, para as espécies em estudo,
embora represente pressdes sobre a biodiversidade, relacionado com a inexisténcia
de esgotamento sanitario adequado, destinacdo inadequada de residuos sélidos
urbanos e a presenca de industrias com potencial poluidor das aguas (SEMA,
2017b, 2017c), podendo se traduzir numa degradacdo das condicbes de suporte a
biodiversidade. Possiveis impactos a longo prazo devem ser estudados para melhor

compreensao dos riscos ao ecossistema e minimizar possiveis danos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, foi desenvolvido e avaliado um procedimento de
extragdo assistida por ultrassom para determinacdo de metais em matriz de
interesse ambiental. A validade da metodologia foi confirmada aplicando os
procedimentos recomendados e o0s resultados foram compativeis com a
necessidade analitica exigida.

As estratégias de otimizacdo utilizadas e os modelos matematicos obtidos
foram satisfatérios. A otimizacdo das condi¢cdes aplicadas no preparo de amostra
favoreceu a obtencdo dos pontos de maxima resposta analitica, conduzindo a
obtencdo de resultados quantitativos adequados, compativeis com os valores de
LOD e LOQ, apropriados as necessidades analiticas para aplicacdo na
determinacao dos metais em estudo em amostras de natureza ambiental.

A metodologia proposta é adequada e foi capaz de fornecer dados confiaveis
para a determinacdo de metais em tecido vegetal. A eficiéncia do procedimento é
comparavel aos protocolos convencionais, associado a reducdo do consumo de
reagentes, material e tempo, podendo ser considerada uma alternativa valida aos
métodos de digestdo acida convencional.

A aplicacdo do procedimento na determinacdo de metais nas amostras de
tecido vegetal, mostrou que as concentracdes variaram ao longo dos pontos de
coleta, como resultado de fatores e mecanismos fisioldgicos que controlam a
absorcdo de metais pelas plantas, além das caracteristicas proprias do ambiente. Os
fatores de bioconcentracdo obtidos sugerem baixo risco de danos ou deplecéo
associados a presenca dos metais (Cu, Fe, Mn e Zn) nos tecidos (folha e caule) das
espécies em estudo. O indice de carga de poluicdo indicou baixo impacto na area,
advindo de atividades antropicas. Isso sugere que 0os mecanismos de retencdo de
metais no ecossistema de manguezal atuam eficientemente, reduzindo a disperséao

e transporte para ecossistemas adjacentes.
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7 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a contaminacdo do ambiente, especialmente de um ecossistema
sensivel e importante por multiplos aspectos socioeconémicos, como o manguezal,
requer investigacdes além das que foram conduzidas neste estudo. Nessa oOtica,
algumas abordagens séo sugeridas:

a) investigar sua aplicacdo na determinacdo de outros metais em matrizes de
interesse ambiental de igual importancia,

b) determinar niveis de concentracdo de possiveis contaminantes em tecidos
vegetais provenientes de outros pontos localizados na area de estudo;

c) avaliar a distribuicdo e translocacdo nos diferentes tecidos da planta
(raizes, partes reprodutivas e folhas senescentes);

d) efetuar estudos de especiacdo das diferentes formas de distribuicdo dos

metais no ecossistema.
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