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RESUMO

Um novo método para extracéo e pré-concentracéo de fons Cu®* em meio aquoso,
usando microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) seguido de quantificacao
por espectrometria de absor¢do atdbmica com chama (FAAS) foi desenvolvido. A
extracdo foi efetuada utilizando 5,0 mL de solucdo-amostra, 2-(2-tiazoliazo)-5-
dimetilaminofenol (TAM) como agente complexante e uma mistura de tricloroetileno
(solvente de extracdo) e metanol (solvente dispersor). As condi¢cdes otimizadas,
através da metodologia matriz Doehlert, para os demais parametros foram: pH (7,5);
concentracdo do TAM (0,0036 mol L™ ): volume do solvente dispersor (1,30 mL);
volume do solvente extrator (50,0 yuL). O método proposto viabilizou a determinacéo
do cobre com limite de deteccdo de 0,77 pg L™ e limite quantificacéo de 2,57 ug L™
A precisao, calculada como desvio padrao relativo (n=11), foi de 7,1% e 6,9% para
as concentracdes de 5,0 pg L' e 50,0 pg L?, respectivamente. O fator de
enriquecimento e o indice de consumo foram de 166,6 e 0,030 mL, respectivamente.
A exatiddo foi verificada através da andlise de materiais de referéncia certificado
NIST 1515-folha de macgd e NIST 1573a- folha de tomate, além de testes de
adicdo/recuperacdo de analito em amostras de agua. O método demonstrou ser
simples, rapido, com baixo consumo de reagentes, e foi aplicado para determinacéo
de cobre em amostras de aguas (estuarina, mineral, subterranea, de rio, e de
abastecimento publico) com concentracdes variando de 1,77 a 8,14 pg L*, e
também aplicado em amostras de folhas de plantas frutiferas da mata Atlantica:
cacau (Theobromacocoa), cupuacu (Theobroma grandiflorum), jaca (Artocarpus
beterophyllus Lam.), jambo (Syzygium jambos) e banana (Musa sp), com
concentracdes de 4,92 mg kg™, 3,86 mg kg, 2,85 mg kg?, 4,02 mg kg™ e 6,79 mg
kg™, respectivamente.

Palavras chave: Pré-concentracdo, cobre, DLLME, FAAS, agua, folhas.



ABSTRACT

A new method for extraction and pre-concentration of ions Cu®* in aqueous medium
using dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) followed by flame atomic
absorption spectrometry (FAAS) quantification. The extraction was performed using
5.0 mL of sample solution, 2- (2-tiazoliazo) -5-dimethylamino phenol (TAM) as a
complexing agent and a mixture of trichlorethylene (extractor solvent) and methanol
(disperser solvent). The optimized conditions for the following parameters were: pH
(7.5), concentration TAM (0.0036 mol L™) disperser solvent volume (1.30 mL) and
the extractor solvent (50.0 pL). The proposed method allows the determination of
copper with a detection limit of 0.77 pug L™ and quantitation limit of 2.57 ug L™. The
precision, calculated as relative standard deviation (n = 11), was of 7.1% and 6.9%
for concentrations of 5.0 ug L™ and 50.0 pg L™, respectively. The enrichment factor
and the consumption rate were 0.030 and 166.6 mL, respectively. The accuracy was
verified through the analysis of the certified reference materials 1515 NIST-apple
leaves and NIST 1573a-tomato leaves, and by addition/recovery of analyte in real
water samples. The method is simple, fast, with low reagent consumption, and was
applied for determination of copper in water samples (estuarine, mineral,
groundwater, drinking, and tap water) with concentrations in the range from 1.77 to
8,14 pg L?, and also applied in samples of leaves of fruitful plants from tropical
forest: cocoa (Theobroma cocoa), cupuacu (Theobroma grandiflorum), jackfruit
(Artocarpus beterophyllus Lam), iamb (Syzygium jambos) and banana (Musa sp),
with concentrations of 4.92 ug g*, 3.86 ug g*, 2.85 ug g*, 4.02 pg g*e 6.79 ug g%,

respectively.

Keywords: preconcentration, copper, DLLME, FAAS, water, leaves.
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CAPITULO | - Considerag6es iniciais

1. Introducéo

Alguns elementos quimicos sdo essenciais para a manutencdo da vida, mas,
dependendo da concentracdo destes podem tornar-se tOxicos para humanos,
animais e plantas, tornando-se a determinacdo da quantidade cada vez mais
importante. O cobre € um desses elementos que pode se tornar toxico e é
amplamente distribuida na natureza, tais como no solo, agua e plantas [1].
Dependendo do tipo de planta e tratamento estabelecido para a agua de consumo
humano, alguns controles de vigilancia estabelecem os limites toleraveis de cobre,
em agua e plantas entre 5-13 ug L™ e 5-40 mg kg™, respectivamente [2]. No entanto,
0 seu montante tem crescido rapidamente devido a acdes antrépicas, muitas vezes
causadas pelas industrias, mineracdo, lixo doméstico e na agricultura com a
aplicacdo de fungicida a base de cobre, resultando em contaminacdo do meio
ambiente. A toxicidade aguda de cobre pode provocar vomitos, diarreia, melena,
anemia hemolitica aguda, danos nos rins e no figado, aumento da presséo arterial e
disturbios genéticos da doenca de Wilson [3].

Métodos analiticos para a determinacdo de elementos tracos em amostras de
interesse ambiental e alimenticio sdo disponiveis na literatura. Varios desses
métodos estdo associados as técnicas espectroanaliticas: espectrometria de
absorcdo atbmica (AAS), espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES), espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) [4-6].

A AAS em chama é utilizada para a determinacdo quantitativa de elementos
(metais e alguns ndo metais) em uma ampla variedade de amostras, tais como,
materiais biol6gicos (tecidos e fluidos), ambientais (aguas, solos, sedimentos e
plantas), alimentos, tecnolégicos, dentre outros [7-9]. Entretanto, ndo € possivel
determinar diretamente elementos traco em diversos tipos de matrizes, muitas vezes
devido a baixa concentracdo e presenca de concomitantes. Desta forma faz
necessario utilizar métodos de separacdo e pre-concentracdo, que sao formas de
pré-tratamento da amostra que eliminam as interferéncias inerentes a matriz e

aumentam a sensibilidade para quantificagéo dos analitos.

18
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Existem diversos tipos de técnica de pré-concentracdo, tais como: extracao
em fase solida (SPE) [10-11], extragdo no ponto nuvem (EPN) [12-13], co-
precipitacdo, extracdo liquido-liquido com solventes organicos (LLE) [14]. Dentre as
técnica de pré-concentracao supracitados, a extracéo liquido-liquido € bem eficiente
na quantificacdo de metais tracos, porém faz uso de elevadas quantidades de
solventes. A fim de contornar essa caracteristica indesejada e possuir um elevado
fator de pré-concentracdo e eficiéncia, a técnica de microextracdo em fase liquida
(LPME) é possuidor de o6timas caracteristicas e utiliza quantidades minimas de
solventes (uL) [15-17]. Dentro das técnicas de LPME encontram-se a microextragao
liquido-liquido dispersiva (DLLME) que se baseia na particdo dos analitos utilizando
pequenas quantidades de solventes dispersor e extrator, os quais fazem parte de
duas fases imisciveis uma aquosa e a outra organica [18-20]. Esse método tem sido
amplamente aplicado para a andlise de amostras ambientais: &agua, solo,
sedimentos, bioindicadores; alimentos: vegetais, animais, 6leos, bebidas alcodlicas e
nao alcoolicas; bioldgicas: tecido animal, sangue, urina, cabelo, associado a técnicas
analiticas, como FAAS [21-22], GFAAS [23-24], HPLC [25-26], ICP OES [27-28].

O cobre é considerado essencial a nutricdo humana, bem como toxico
guando presente em altas concentracdes. Estima-se que cerca de 75 mil toneladas
de cobre sao liberadas para atmosfera, onde um quarto ocorre de fonte natural e as
demais de forma antropogénicas, € distribuido na natureza como sulfetos, arsenitos,
carbonatos, cloretos, sua maior parte € produzida a partir dos minérios de sulfetos
[29].

Durante o periodo dos anos de 1970 a 1980, a regidao do Sul da Bahia
possuia como base agricola a cultura do cacaueiro (Theobroma cacao L.), que
produz o fruto do cacau, utilizado na fabricacdo de chocolates. Porém, devido a
infestacdo do fungo patogénico (Moniliophtora perniciosa), fungicidas a base de
cobre foram usados no controle dessa praga. Esses fungicidas sdo aplicados em
folhas e frutos de diversas plantacdes, onde o cobre forma uma pelicula protetora no
fruto impedindo a acdo do fungo. Com 0 uso excessivo, 0 cobre pode ser lixiviado
para o solo e se acumular nas camadas superficiais onde as plantas podem
absorver de forma excessiva esse elemento e pode haver lixiviagcdo para o0s
sistemas aquaticos subterraneos e superficiais, favorecendo a um desequilibrio

ambiental. Nao sdo encontrados trabalhos publicados nos ultimos cinco anos sobre

19
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concentracfes de cobre em agua, solo ou vegetais na regido Sul da Bahia, também
conhecida como Regido Cacaueira. Dessa forma, é oportuno o desenvolvimento de
meétodo analitico para determinacdo de cobre nas referidas amostras dessa regido
[30-31].
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1.10Dbjetivos
1.1.1 Geral

Desenvolver uma metodologia para determinacdo de cobre usando a pré-
concentracdo por microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) e deteccdo por

espectrometria de absorcao atbmica com chama (FAAS).

1.1.2 Especificos

» Otimizar as varidveis que afetam a extracdo: pH, concentracdo de
complexante, volume e tipo dos solventes extrator e dispersor;

» Validar o método;

» Quantificar cobre em amostras de aguas e de folhas de plantas frutiferas da
regido de Mata Atlantica do Sul da Babhia;

» Divulgar os resultados na midia local, no jornal da Universidade Estadual de
Santa Cruz e em eventos cientificos;

» Publicar artigo cientifico em periddico de relevancia na area de quimica.
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CAPITULO Il — Revisao de literatura

2. Elemento quimico cobre

2.10corréncia e usos

O cobre € um elemento quimico que possui o0 simbolo Cu, é classificado como
elementos de transi¢do e se encontra no grupo 11 na tabela periddica, possuidor de
uma massa atdmica de 63,6 g mol®, nimero atdmico 29 e coloracdo marrom
avermelhado. Este elemento foi um dos primeiros metais encontrados em formas
relativamente puras. A palavra cobre veio de cuprum, nome romano para metal
Cipriano. O seu uso marca a transicdo da idade da pedra para um modo de vida
mais moderna, a idade dos metais [29]. Sua abundéancia relativa corresponde a
0,0068% da crosta terrestre. Os paises que mais extraem cobre da crosta terrestre
séo Chile, Estados Unidos, Polbnia, Zambia, Russia e Peru.

Existe uma ampla aplicacdo desse elemento em eletrodos, ligas, manufaturas
de fios e condutores, galvanoplastia, utensilios de cozinha, tubulagfes residenciais e
para linhas de servigos, inseticidas, fungicidas, algicida e desinfetante, dentre outros

3].

2.2Exposicdo humana e seus efeitos toxicos

As principais formas de cobre em aguas doces e salgadas s&o Cu*?, Cu(HCO3),
e Cu(OH),. Em &guas naturais a maior fracdo do cobre é encontrada na forma
complexada e em menor como ion livre. As concentracdes em aguas doces variam
de 1,0 a 20,0 pg L™, em mar aberto encontra-se de 0,02-0,20 pg L™ e préximo a
praias podem atingir 1,0 pg L™ [29].

Segundo o CONAMA a agua é classificada a partir do tratamento que é aplicada
para o consumo humano, podendo verificar 0s niveis maximos permitidos na Tabela
1. Para agua doce: classe | - apoOs tratamento simplificado; classe - Il apos
tratamento convencional; classe Ill - ap0s tratamento convencional ou avang¢ado;
classe IV ndo destinada ao consumo humano. J& as aguas salobras e salinas a

classe Ill ja ndo é mais destinada ao consumo humano [32].
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Tabela 1: ConcentragcBes maximas de cobre em agua estabelecidas pelo CONAMA.

Agua Classe | Classe ll Classe llI
Doce 9,0 ug L™ 9,0 ug L™ 13,0 ug L™
Salina 5,0 ug L™ 7.8 ug L

Salobra 5,0 ug L™ 7.8 ug L™

As doengas provindas do cobre devem-se ao fato da falta e do excesso no
organismo conhecido como hipocupremia e hipercupremia, respectivamente. A falta
de cobre no corpo humano pode provocar anemia, diarreia, defeitos na formacéo
dos tecidos conectivos, problemas cardiacos e de circulagdo, além de anomalias
0sseas.

Mesmo quando consumido em excesso pode ocasionar diversas reacdes em
seres vivos, algumas das reacdes sdo problemas neurolégicos, hepaticos, nos rins,
psiquiatricos, hematoldgicos, infertilidade, musculoesqueléticos, perda da
integridade celular devido a producéo excessiva de oxirradicais, como pode ser vista
através da reacdo 1 [33], outra bastante conhecida € a doenca de Wilson,
caracterizada pela falta de coordenacéo. Desta forma deve ser ingerido de 2,0 a 5,0
mg de cobre em uma dieta normal de uma pessoa, sendo que s6 faz necessario 0,9
mg e a parte que excede deve ser eliminado [29].

Na Tabela 2 sdo informados limites toleraveis de cobre em alguns alimentos e

bebidas segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria).

Cu*+ H,0; — Cu?* + OH + OH’ (1)

O cobre por sua vez ocorre naturalmente em plantas, porém 0s seus niveis
vém aumentando muito devido a ac¢des antrépicas muitas vezes causados pela
aplicacdo excessiva de fungicidas cupricos. Também faz necesséario para um 6étimo
crescimento e desenvolvimento de plantas, no entanto em altas concentracdes se
torna téxico as plantas e podem se estender ao homem que venha consumir os

frutos.
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Tabela 2: Limites maximos toleravel de cobre em alimentos e bebidas [34].

Alimento Limite méximo
(mg kg™
Bebidas alcoolicas 5,0
Compotas ou doce de frutas com caldas 10,0
Doces em massa ou em pasta 10,0
Doce de leite 10,0
Culturas agricolas em que agrotoxico a base de 10,0

cobre tenham sido autorizado, exceto cacau e café

Cacau e café 30,0
Sal 2,0
Oleos e gorduras virgens 0,4

A falta de cobre afeta o crescimento reprodutivo (formacéo de gréo, sementes
e frutos) muito mais que o vegetativo. O cobre em concentracdes elevadas torna-se
toxico causando danos ao tecido e ao alongamento das raizes, alteracdo na
permeabilidade da membrana e inibicdo do transporte de elétrons fotossintéticos
[35]. Na Tabela 3 sdo apresentados os teores considerados adequados de cobre em
folnas de vegetais, segundo a EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuaria) [36].
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Tabela 3: Limites recomendados de cobre em folhas.

Folhas Limite maximo
(mg kg™
Cacau 8-15
Banana 6—-30
Goiaba 20 - 40
Maca 6 -50
Tomate 5-15
Acerola 5-15
Melédo 10-15
Morango 5-20
Uva 18 — 22
Manga 10 -50

2.3Uso do cobre nalavoura cacaueira

O cacau € de origem da regido da América Central, da familia das
Esterculiaceas, era considerando tdo valioso que os indios usavam como moeda de
troca. Do fruto extrai sementes que depois de fermentadas transformam-se em
améndoas, as quais produzem o chocolate. A producdo de cacau no Brasil é uma
atividade dos grandes e médios produtores, onde se adaptou bem ao solo do Sul da
Bahia a partir do século XVIII iniciando na cidade de Canavieiras, mas foi na cidade
de llhéus que marcou como um ponto principal para a producdo, migrando para
algumas regides circunvizinhas mostrado na Figura 1. Em 1979/1980 a producéao
ultrapassou 310 mil toneladas e gerou 3,0 bilhdes 618 milhdes de ddlares [37]
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Figura 1: Ocupacédo da lavoura cacaueira na regiao do
Sul da Bahia. Fonte: CEPLAC, 2002.

ESPIRITO
SANTO

A planta mais abundante no Sul da Bahia por longas datas foi a monocultura
cacaueira e durante muito tempo também a sustentacdo da regido. O
desenvolvimento da cultura deu-se ap0s a construcéo da ferrovia que interligava as
cidades produtoras do Sul da Bahia, mesmo com tanta riqueza a ideia era produzir a
qualquer custo ndo se preocupando com os trabalhadores em relagdo a qualidade
de vida, seguranca e muito menos incluséo social, onde muitas vezes 0s pequenos
proprietarios eram mortos para que 0s coronéis aumentassem seus latifandios.

No entanto, no final da década de 40 surge a podridao-parda no Sul da Bahia,
gue chegou a ter perdas de 70 a 80% anual na producdo de cacau da regiao, tendo
como caracteristica os frutos comecam a possuir uma coloracdo castanha apos
cerca de 30 horas desde a infeccdo. Como efeito de controle utilizou-se fungicidas,
principalmente a base de cobre. As primeiras tentativas de controlar a podridéo-
parda por meio de uso de fungicidas cupricos se deu no inicio dos anos 50 e desde
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entdo esse tipo de fungicida vem se utilizando com intuito de controle e que obtém
respostas satisfatorias [38].

Na década de 1980 a regido iniciou uma crise por conta da enfermidade
vassoura de bruxa, com condi¢cdes favoraveis a vassoura de bruxa atingiu muitos
produtores em um curto periodo. E causada por um fungo patogénico
cientificamente denominado de Moniliophtora perniciosa, foi descoberto pela
primeira vez no Suriname em 1895, no Sul da Bahia obteve-se um auge dessa crise
em 1990, trazendo um prejuizo fazendo a producédo cair drasticamente, tem como
caracteristica hipertrofia dos ramos com intensa brotacdo das gemas laterais, a
principal contaminagdo é através pelo ar e as chuvas também exercem um papel
importante a respeito da contaminacdo. Nas imagens da figura 2 sdo mostrados
alguns dos efeitos causados por tal praga [30]. Os frutos distinguem-se em dois tipos
de infeccdo: a direta, por esporos através do epicarpo e indireta, através das flores
infectadas.

Figura 2: a) folhas de cacaueiro sadio, (b) folhas de cacaueiro com efeitos do
ataque da Vassoura de Bruxa, (c) fruto do cacaueiro sadio, (d) fruto do cacaueiro
com efeitos do ataque da Vassoura de Bruxa.
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Para controlar a praga, os agricultores fizeram uso de fungicidas cupricos. No
entanto, usando de forma inadequada existia e existem grandes chances de
contaminagcdo ao ambiente e em seres humanos. Esses agrotoxicos ainda hoje séo
utilizados em diversas producdes agricolas, devido o cobre apresenta propriedades
fungicidas, podendo em caso de uso inadequado contaminar as plantas atingidas,
tendo ocorréncias em ir ao leito marinho e contaminar a 4gua com concentracdes
elevadas e posteriormente aos animais marinhos, que por sua vez sao bastante
consumidos na regido Sul da Bahia.

O uso de agrotéxico em diversas culturas e a presenca de concentracdes
acima do permitido em alimentos vem gerando uma preocupagdo a mais para 0s

consumidores e o governo que investe em acdes de controle no uso de agrotoxicos.

2.4Espectrometria atdmica para quantificacao de cobre

Técnicas espectroanaliticas como a espectrometria de absor¢cdo atdmica em
forno grafite (GFAAS), espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES), a espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplada (ICP-MS) e espectrometria de absorcao atdbmica com chama (FAAS) séo
comumente utilizadas para determinacao elementar e apresenta limites de deteccéo
instrumental estimado para o cobre de 0,1 pg L™, 0,9 pg L™, 0,005 pg L e 1,5 ug L
! respectivamente [39].

Dentre as técnicas supracitadas a espectrometria de absorcdo atbmica é a
mais amplamente utilizada, tem seu arranjo instrumental constituido de uma fonte
(emite o espectro do elemento de interesse), atomizador (os analitos sao convertidos
a atomos livres), monocromador (dispersdo da luz e selecdo do comprimento de
onda a ser utilizado) e detector (mede a intensidade da radiacdo, transforma este
sinal luminoso em um sinal elétrico e o amplifica), que pode ser visualizado através

do diagrama simplificado da Figura 3.
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Figura 3: Diagrama simplificado dos principais componentes de um FAAS.

Para o uso da espectrometria de absorcdo atbmica com chama na
determinacéo de elementos em baixissimas concentracdes (ug L™), faz necessério
aplicar previamente um método de separacdo e pré-concentragdo, por possuir
limites de deteccao relativamente mais alto em relacdo as demais técnicas. Como
mencionado anteriormente, o FAAS apresenta limite de deteccdo instrumental para
o cobre de 1,5 pg L™, no entanto para avaliar a sensibilidade é necessario observar
também a concentracdo caracteristica, que € correspondente a concentracdo do
analito para uma absorvancia de 0,0044. Para o cobre a concentragdo caracteristica
é de aproximadamente 30 pg L na linha 324,8 nm com chama ar-acetileno,
mostrando que para determinar este analito por FAAS é necessario se trabalhar com
concentracdes bem acima de 30 pg L™ [8]. Apesar disto, o FAAS possui boas
caracteristicas e é bastante utilizado por apresentar: boa seletividade, relativa
rapidez da analise, robustez do equipamento, facilidade de operacado, baixo custo

instrumental e operacional [40].

2.5Pré-concentracao por extracédo liquido-liquido (ELL) e microextracdo em
fase liquida (LPME)

Um dos grandes desafios da quimica analitica é a etapa de pré-tratamento da
amostra para analise de elementos tracos. Para eliminar possiveis erros inerentes a

matriz, que chega a ocasionar interferéncias, faz necessarias etapas de separagéo e
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pré-concentracdo com intuito em aumentar a sensibilidade para quantificar o analito
atraves de técnicas com alto limite de deteccéo.

A ELL é um método de extracdo e pré-concentracdo de analitos que apresenta
algumas desvantagens como: demora no processo de extracdo, requer grandes
volumes de solventes organicos e perdas de analitos. Esse método se baseia na
transferéncia de analitos a partir de uma solugdo amostra aquosa de um solvente
imiscivel com agua. A eficiéncia da extracdo depende da afinidade do soluto pelo
solvente de extracéo, da razdo das fases e do numero de extracdes [41].

Existem muitas caracteristicas indesejadas que esse método possui, as quais
foram supracitadas. Um método para ser ideal deve possuir caracteristicas como:
preparacdo deve ser rapida, facil de usar, baixo custo e compatibilidade com uma
gama dos instrumentos analiticos, sendo que a tendéncia seja no sentido de
simplificacdo e miniaturizacdo das etapas de preparagdo de amostra e a diminui¢céo
da quantidade de solventes organicos utilizados. O método de LPME possui tais
caracteristicas citadas anteriormente [16-42].

A LPME é um formato miniaturizado de ELL e superam muitas das desvantagens
que ela possui. E simples de usar, geralmente é um procedimento rapido, usa
volumes de solventes na faixa de pUL e € caracterizada pela acessibilidade e
dependéncia de materiais amplamente disponiveis [43].

Para maiores melhorias, novos métodos foram desenvolvidos para analisar
compostos de uma natureza diferente e obter grandes fatores de enriquecimento
utilizando tempos relativamente curtos de extracdo. A LPME pode ser classificada
em: microextracdo em gota suspensa (SDME) [44], microextracdo em gota organica
solidificada (SFODME) [45], microextracdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME)
[46] e microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) [47-48].

2.5.1 Microextracdo em gota suspensa (SDME)

Em 1996 Jeannot e Cantwell, desenvolveram o método de microextracdo em
gota suspensa, a partir de uma gota de solvente organico colocado no final da haste
de Teflon deixada suspensa dentro de uma solugédo amostra sendo agitada. Apés a
extracdo, a fase organica foi amostrada utilizando uma microseringa e injetado em

um cromatoégrafo a gas para analise [49].
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Esse método por sua vez foi modificado desenvolvendo entdo: imerséo direta
(DI-SDME) e headspace (HS-SDME). A DI-SDME consiste na extracdo de analitos
através de uma Unica gota orgéanica fixada na ponta de uma agulha de seringa

imersa em uma solucdo amostra, conforme ilustra a Figura 4 [50].

Solugdo aquosa da
amostra

\\

d

|_Agitador Magnético
\"\.

= ()

Figura 4: Esquema simplificado do DI-SDME e HS-SDME. (Fonte: Dionisio, M. G. G.;
Batistdo, M. B., et al., 2010 [51]).

2.5.2 Microextracdo em gota organica solidificada (SFODME)

Esse método baseia-se na solidificacdo da gota organica, foi desenvolvido em
2007. O solvente extrator utilizado deve possuir densidade inferior que a agua, ponto
de fusd@o préximo a temperatura ambiente e baixa toxicidade [52].

A SFODME ¢ trabalhada da seguinte forma: cerca de 20 yL do solvente
extrator (solvente organico) é colocado na solu¢cdo aquosa, por apresentar baixa
densidade ira permanecer na parte superior da amostra. Essa solucao é agitada,
com intuito de aumentar o contato entre as duas solugdes, e transferida para um
banho de gelo. O solvente orgéanico é solidificado, transfere-se para um pequeno
tubo de vidro de fundo cbnico, deixando o solvente retornar para o estado liquido e
entdo determinado por uma técnica selecionada, conforme ilustra a Figura 5 [53].

Para melhores resultados devem-se estudar algumas variaveis que afetam o
procedimento de extracdo de analitos por meio desse método, as quais séo: o tipo e
volume do solvente de extracdo, a adicdo de sal, velocidade de agitagéao,

temperatura e tempo de extracao.
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Figura 5: Esquema simplificado da microextragdo coma gota organica solidificada
(Adaptado de Ghambarian, M. et al., 2013 [52]).

2.5.3 Microextragdo em fase liqguida com fibra oca (HF-LPME)

A HF-LPME foi iniciada por Pedersen-Bjergaard, baseia-se na extracdo de
analitos através dos poros de uma membrana capilar porosa e hidrofébica, onde o
solvente de extracdo € colocado e estabilizado dentro dos poros das fibras oca e o
seu limen é preenchido com uma fase aceptora (pode ser aquosa ou organica) que
nao entra em contato direto com a fase doadora. ApGs o término da extracao, a fase
aceptora é entdo analisada através de uma técnica selecionada [54].

Esse método pode ser utilizado tanto com 2 ou 3 fases, sendo ilustrado na
Figura 6. Com 2 fases o solvente organico se encontra na parede porosa e dentro do
limen da fibra oca, onde esse solvente organico extrai o analito da solucédo aquosa.
J4 no método que apresenta 3 fases os analitos sdo extraidos utilizando solvente
organico (presente nos poros da membrana) da fase doadora (solugcdo aquosa),
transferindo para a fase aceptora (solucdo aquosa) que esta presente no lumen da
fibra oca [55].
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Figura 6: Principio da microextracdo em fase liquida com fibra oca: (a) de trés e (b)
HF-LPME de duas fases. (Adaptado de Lee, |. et al. 2008 [55]).

2.5.4 Microextragao liquido-liquido dispersiva (DLLME)

A DLLME que é um método de separacdo e pré-concentracdo baseia-se na
particdo dos analitos utilizando pequenas quantidades de solventes dispersores e
extratores, os quais fazem parte de duas fases imisciveis uma aquosa e a outra
organica [48]. O principio da DLLME foi proposto em 2006 por Rezaee e
colaboradores, o qual consiste na injecdo de uma mistura ternaria de solvente na
amostra aquosa, e 0s analitos sdo transferidos por particio para fase organica,
conforme ilustrado na figura 7 [56].

Em geral, varios requisitos tém de ser cumpridos para realizar o isolamento de
amostra usando DLLME. O solvente dispersante tem de ser totalmente soltvel, com
a fase da agua e a fase organica. O solvente de extracdo tem de ter o potencial para
extrair analitos. Além disso, tem que ser soltvel no solvente de dispersao, enquanto
a sua solubilidade na agua tem de ser muito baixa. E por fim, a densidade do
solvente de extracdo deve ser diferente grandemente da densidade da agua, para
permitir a separacdo de fases. Na Figura 8 verifica-se o procedimento do método
através de um fluxograma e na Tabela 4 as propriedades fisico-quimicas de alguns

solventes utilizados [57-58].
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Figura 7: Principio da microextracdo liquido-liquido dispersiva. (Adaptado de
Moreira, B. J., et al. 2014 [59]).

Tabela 4: Propriedades fisico-quimicas de solventes extratores e dispersores.

Solvente Solubilidade em Densidade PV
H,O (g L™* a 20 °C) (gcm3a20°C) (mm Hg a 20 °C)

Extratores

Tetracloreto de 0,8 1,59 90

carbono

Cloroférmio 8,0 1,47 158
Diclorometano 20,0 1,33 356
1,2-Dicloroetano 8,7 1,25 65

Tolueno 0,52 0,81 22

Tricloroetileno 1,30 1,46 60

Dispersores

Metanol Soluvel 0,792 96

Etanol Soluvel 0,790 44

Acetona Soluvel 0,790 175
Acetonitrila Soluvel 0,786 73
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A DLLME é realizada em duas etapas, que sao:

| Etapa: consiste em injetar uma mistura ternaria de solvente dispersor,
extrator e complexante na amostra aguosa que contém o analito. Ocorrendo uma
turvacao da solucdo e o solvente extrator € disperso extraindo os analitos em gotas
muito finas. Devido a grande area superficial entre o solvente extrator e a amostra
aquosa, o equilibrio é atingido rapidamente e a extracdo é independente do tempo,
sendo esta a principal vantagem do método [49].

Il Etapa: ocorre a centrifugacdo da mistura e sedimentacdo do analito. A fase
sedimentada é transferida para um tubo de vidro e quantificada através da técnica

proposta.

[ Amostra ]

Mistura do solvente
Reagente extrator e dispersor

complexante [ Injecéio ]

[ Centrifugacéo ]

4 ] N\
Retirada da fase
sedimentada
\ J
4 N\
Anélise
\ J

Figura 8: Fluxograma do procedimento para extracdo de elementos empregando
DLLME.
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2.6 Metodologias de otimizacao

Para otimizag&o das variaveis experimentais pode fazer uso de dois tipos de
metodologias, a univariada que aperfeicoa cada variavel uma de cada vez fixando as
demais, que tem como aspecto negativo a grande quantidade de experimentos a
serem realizados e uso de grandes quantidades de reagentes e solucdes, além de
ndo promover o estudo das interacdes entre as varidveis. E a multivariada, a qual
trabalha com todas variaveis de uma sO vez, estudando as interacdes entre os
fatores, diminuindo os nimeros de experimentos e consequentemente o tempo de
execucdo do trabalho, por estas razbes frequentemente vem se utilizando as
metodologias multivariadas [60-61].

A matriz Doehlert € uma metodologia de otimizacdo multivariada possuidoras
de boas caracteristicas, pois apresenta menores quantidades de experimentos,
comparado a outras, além de poder estudar cada varidvel com niveis diferentes de
acordo com sua significancia, segundo observado na Tabela 5, por exemplo, um
estudo com quatro variaveis elas podem ser trabalhadas com niveis de 5, 7, 7 e 3
[62].

A resposta obtida através da matriz Doehlert é analisada observando as
superficies de respostas, as quais sdo geradas através da funcao polinomial que
guando igualada a zero e derivando segundo o fator de interesse obtém-se o ponto
otimo de cada fator derivado. Ja para verificar a existéncia de ponto de maximo,
minimo ou de sela, utiliza-se o critério de Lagrange’s, que se baseia no calculo da

determinante Hessian.

Tabela 5: Diferentes niveis e experimentos em diferentes variaveis.

Variaveis Niveis Experimentos
2 53 7
3 57,3 13
4 5,7,7,3 21
5 577,73 31
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CAPITULO Il - Parte Experimental

3.1Instrumentacéo

Foi utilizado para medida do analito um espectrometro de absorcdo atdbmica com
chama VARIAN, tendo como fonte de radiacdo lampadas de catodo oco multe
elementar contendo o cobre operando no comprimento de onda 324,75 nm, corrente
de lampada de 10 mA, vazao do fluxo de aspiracédo da solucdo da amostra de 6,0
mL min? e em todo o procedimento foi utilizado um tempo de integracdo de 6,0
segundos, chama de ar-acetileno com taxas de fluxo de 13,5 e 2,0 L min™,
respectivamente.

Também fez uso de um medidor de pH digital modelo MB10 para as medicdes de
pH e uma centrifuga L-700 foi usada para acelerar o processo de decantacdo das

goticulas organicas dispersas na fase aquosa.

3.2Reagentes e solucdes

Todas as solucdes foram preparadas com agua proveniente de um purificador
de agua Milli-Q® da Millipore®. Utilizou-se cloreto de sédio (Sigma-Aldrich, St. Loius,
MO, USA), 2-(2-tiazoliazo)-5-dimetilaminofenol (TAM) (Merck, Darmstadt, Germany).
Toda a vidraria foi mantida em solucdo de acido nitrico a 10,0% v/v durante tempo
minimo de 12 horas. As solucbes de trabalho de cobre foram preparadas
diariamente, diluindo-se uma solucdo estoque de 1000 pug mL™ (Merck). Todos os
reagentes usados foram de grau analitico.

As solucbes do reagente TAM foram preparadas pela dissolugédo de
quantidades apropriadas do solido em metanol absoluto (Merck). Os solventes
acetonitrila (Vetec), tricloroetileno (Synth), metanol (Merck), etanol (Merck) e 1,2-
dicloroetano (Synth) também foram usados no procedimento de microextracdo. O pH
das solucdes de metais foi ajustado com o auxilio de solu¢des-tampéo acetato de
sédio/acido aceético (pH 3,5-6,5), acetato de amoénio (pH 7,0-7,5) e acido
borico/NaOH (pH 8,0-9,5). Para estudos de exatidao, avaliou-se através do método
de adicdo e recuperacdo de analito em amostra reais e pelo material de referéncia
certificado: folha de maca (NIST1515) e folha de tomate (NIST 1573a).
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3.3 Amostragem e preparagdo de amostras

Os materiais de referéncia certificado (CRM) folhas de macé (NIST 1515) e
folhas de tomate (NIST 1573a), obtido a partir do Instituto Nacional de Padrbes e
Tecnologia (Gaithersburg, MD) foi analisada para estudos de exatiddo. Para a
decomposicdo de material esta foi tratada com 0,1 g de cerca de 3,0 mL de solucéo
de acido nitrico concentrado (HNO3), 2,0 mL de 30 % de peroxido de hidrogénio
(H20,) e manteve sistema de digestdo. O aquecimento foi realizado em bloco
digestor a 110 °C durante 3h. Apds arrefecimento até a temperatura ambiente, o pH
da solucéo foi ajustado para préximo a seis com 10 % (m/v) de solu¢do tampéo de
uma solucdo de hidréxido de sédio adequado. ApOs este passo, a solucdo foi
transferida para um baldo volumétrico de 20,0 mL e o volume foi completado com
agua ultrapura.

As amostras de folhas de plantas frutiferas (jaca, cupuacu, jambo, banana)
foram coletadas em uma area de mata Atlantica no Campus da Universidade
Estadual de Santa Cruz, cidade de Ilhéus, Bahia, Brasil. As folhas foram lavadas
com agua corrente e deionizada, secas em estufa a 60°C, trituradas, pesada 0,2 g e
realizou-se 0 mesmo procedimento que os CRM quanto a digestdo. As aguas foram
coletadas: mineral, agua de abastecimento publico e do bebedouro foram amostrada
na Universidade Estadual de Santa Cruz, rio cachoeira e aguas do estuario foram
amostradas na regido de llhéus, BA, Brasil. As amostras foram filtradas e adicionado
5,0 mL de tamp&o com pH 2,0 a fim de evitar a adsor¢cdo dos ions de cobre nas
paredes dos frascos. Pelo menos uma solucdo em branco foi executada para cada

amostra, a fim de avaliar a contaminacéo por cobre os reagentes utilizados.

3.4 Otimizacdao das variaveis

Durante o procedimento de otimiza¢do do método de pré-concentracdo usou-
se 5,0 mL de uma solucdo amostra com concentracdo de 20,0 pug L™ de cobre.
Inicialmente, de forma univariada avaliou-se o0 tipo de solventes extratores
(Tricloroetileno e 1,2- dicloroetano) e dispersores (etanol, metanol e acetonitrila) a
serem utilizados. Posteriormente, uma segunda etapa de otimizacdo multivariada foi

realizada, utilizando a matriz Doehlert para quatro variaveis independentes, a fim de
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estimar o pH, concentracdo do complexante, volume do solvente dispersor e volume
do solvente extrator.

Um planejamento experimental utilizando a matriz Doehlert, envolvendo
triplicata no ponto central foi utilizado para a otimizacdo das variaveis. Os fatores

foram estudados em diferentes niveis segundo a Tabela 6.

Tabela 6: Niveis codificados (entre parénteses) e valores reais da matriz Doehlert
para as quatro variaveis estudadas.

Variaveis Niveis

Concentracdo de TAM (-1) (-0,5) 0) (0,5) ()

(mol L™ 40x10%  1,3x10° 22x10° 3,1x10° 4,0x10°

Ph (-0,866) (-0,577)  (-0,289) (0) (0,289) (0,577) (0,866)
3,5 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5 9,5

Volume dispersor (-0,817) (-0,613) (-0,204) (0) (0,204) (0,613) (0,817)

(mL) 0,7 0,8 0,9 1,0 11 1,2 1,3

Volume extrator (-0,791) (0) (0,791)

(mL) 0,05 0,075 0,1

Para este planejamento experimental foi avaliado usando o sinal analitico
(absorvancia) como resposta analitica. Os dados experimentais foram processados

utilizando o programa Statistica 7.0.

3.5 Procedimento da microextracéo liquido-liquido dispersiva

Utilizou-se 5,0 mL de solucédo ou amostra com pH ajustado para 7,5 com solugéo
tampdo previamente preparada de acetato de aménia, sendo adicionado de 1,0 mL
de solucéo de cloreto de sodio 3,0 % (m/v), e em seguida o reagente complexante
TAM 0,0035 mol L. Posteriormente, injetado com ajuda de uma seringa de vidro, a
mistura de 1,30 mL de metanol (solvente dispersivo) e 50 uL de tricloroetileno
(solvente extrator). Com a adi¢c&o dos solventes ocorre a turvacao da solugéo, neste

momento os complexos Cu?’~TAM sdo extraidos em pequenas goticulas de
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tricloroetileno. Entéo, a solugcéao foi centrifugada a 3000 rpm por 5,0 minutos e as
goticulas dispersas de tricloroetileno ficaram depositadas no fundo do tubo. Cerca
de 30 pL da fase rica foi utilizada para determinar a concentracdo do analito por
espectrometria de absorcdo atbmica com chama, todo o procedimento simplificado

pode ser visualizado na Figura 9.

T

o
e
SOLVENTE i
ﬂ EXTRATORE | N
= L \ DISPERSOR. | S W W
5)\\H o ’
=/

AMOSTRA

Figura 9: Diagrama simplificado do método de microextracdo liquido-liquido

dispersiva.
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CAPITULO IV — Resultado e Discussao

4.1 Otimizacao das variaveis experimentais

4.1.1 Otimizacao do tipo de solvente extrator e dispersor

Neste trabalho, etanol, metanol e acetonitrila foram estudados como solventes
dispersivos. Tricloroetileno e 1,2- dicloroetano foram estudados como solventes
extratores. As condicbes das demais varidveis foram de 5,0 mL de uma solucdo
amostra com concentracdo de 20,0 pg L' de cobre, pH 7,5, concentracédo do
reagente 4,0 x 10 mol L™, volume de solvente extratos e dispersivos de 1,30 e 50,0
UL, respectivamente. A Figura 10 mostra os resultados obtidos com os solventes
dispersivos e extratores. Analisando os resultados, pode-se verificar que o uso de
metanol e tricloroetileno como solvente dispersor e extrator, respectivamente,
obtiveram os maiores sinais analiticos. Desta forma, estes solventes foram adotados

no preparo da mistura ternaria.

0,14 -

0,12 -

0,08 -
M Tricloetileno

0,06 - m 1,2-dicloroetano

Absorvancia

0,04 -

0,02 -

Metanol Acetonitrila Etanol

Figura 10: Influéncia do tipo de solvente dispersivos e extrator para microextracao

liquido-liquido dispersiva.
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Dentre os solventes utilizados o que viabilizou em obter melhor sinal analitico
foi o tricloroetileno. A solubilidade em agua do tricloroetileno e do 1,2-dicloroetano
sd0 1,28 g L e 8,70 g L™, respectivamente. Desta forma podemos inferir que o 1,2-
dicloroetano por possuir uma alta solubilidade em agua ocorre uma solvatacdo das
moléculas do solvente na fase aquosa impedindo a ocorréncia de forma eficiente da
migracdo do analito da fase aquosa para a fase orgéanica, deixando menos efetivo

sua extracao.

4.1.2 Matriz Doehlert para otimizagdo multivariada

Uma segunda etapa de otimizacéo foi realizada aplicando a metodologia de
superficie de respostas, utilizando a matriz de Doehlert para quatro variaveis
independentes (pH, concentracdo do complexante, volume solvente extrator e
volume solvente dispersor), sendo estudadas em niveis diferentes. Essa
metodologia foi empregada, pois permite que o planejamento seja realizado
utilizando niveis diferenciados e uma quantidade menor de experimentos.

Os resultados obtidos experimentalmente aplicando a matriz Doehlert para as
quatros variaveis sao apresentados na Tabela 7. A resposta foi o sinal analitico
(absorvancia) (n=2) e os dados foram processados pelo programa Statistica 7.0. As
superficies de resposta podem ser descritas pela equacdo geral 1. Se todos os
coeficientes fossem negativos teriamos ponto de maximo, se todos os coeficientes
fossem positivos teriamos ponto de minimos e quando se tém alguns positivos e

outros negativos o ponto estacionario pode ser um ponto de sela.

Equacéo 1.
R = 0,0700 + 0,070(CC) - 0,004(CC)? + 0,0129(pH) - 0,0174(pH)? + 0,0139(VD) +
0,0073(VD)?- 0,0144(VE) — 0,0034(VE)? — 0,0174(CCpH) — 0,0052(CCVD) +
0,0013(CCVE) — 0,0274(pHVD) — 0,0051(pHVE) — 0,0067(VDVE)

Com os resultados obtidos a partir dos experimentos obtiveram-se as
superficies de respostas através do tratamento dos dados, que sdo apresentadas na
Figura 11 (a, b, c, d, e, f).
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Tabela 7: Valores reais, codificados (entre parénteses) e respostas da Matriz

Doehlert para otimizagéo na determinagéo de cobre por DLLME.

CC?(mol L pH vD® (mL) VE® (mL) Absorvancia
22x10°(0)  65(0) 1(0) 0,075 (0) 0,0696/0,0692
40x10%(1) 65 (0) 1 (0) 0,075 (0) 0,0960/0,0914
31x10%(05) 9,5(0,866)  1(0) 0,075 (0) 0,0390/0,0380
312x10°(0,5) 7,5(0,289)  1,3(0,817) 0,075 (0) 0,0521/0,0619
312x10°(0,5) 7.5(0,289) 1,1 (0,204) 0,1(0,791)  0,0484/0,0414
40x10% (1) 7,5 (0) 1 (0) 0,075 (0) 0,0937/0,0938
1,3x10%(-0,5) 3,5(-0,866) 1 (0) 0,075 (0) 0,0297/0,0299
13x10°%(-0,5) 55(0,289) 0,7 (-0,817) 0,075 (0) 0,0504/0,0640
13x10°%(-05) 7,5(-0289) 1,1 (-0,204) 0,05 (-0,791)  0,0889/0,0876
312x103(0,5) 3.5(-0,866) 1 (0) 0,075 (0) 0,0725/0,0683
312x103(0,5) 55 (-0,289) 07 (-0,817) 0,075 (0) 0,0380/0,0341
312x10%(0,5) 55(-0289) 1,1 (-0,204) 0,05(-0,791)  0,0672/0,0715
1,3x10°%(-05) 9,5(0,866) 1 (0) 0,075 (0) 0,0898/0,0878
22x10%(0)  85(0577)  07(-0,817) 0,075 (0) 0,1097/0,0958
22x10%(0)  85(0577) 0.9 (-0,204) 0,05 (-0,791)  0,0842/0,0808
13x10°%(-05) 7,5(0,289)  1,3(0:817) 0,075 (0) 0,1243/0,1227
22x10%(0)  45(-0577)  1,3(0,817) 0,075 (0) 0,0704/0,0683
22x10%(0) 65 (0) 1,2 (0,613) 0,05 (-0,791)  0,1098/0,1610
1,3x10°(-05) 7,5(0,289) 1,1 (0,204) 0,1(0,791)  0,0699/0,0695
22x10%(0)  45(-0577)  1,1(0,204) 01(0,791)  0,0547/0,0566
22x10%(0) 65 (0) 0.8 (-0,613) 01(0,791)  0,0341/0,0380
22x10%(0) 65 (0) 1(0) 0,075 (0) 0,0683/0,0691
22x10%(0) 6,5 (0) 1(0) 0,075 (0) 0,0689/0,0673

®.concentragéo do complexante; °_ volume solvente dispersor; °-

volume solvente extrator.
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Figura 11: Superficies de respostas: (a) VE x CC x absorvancia; (b) pH x VD x

absorvancia; (c) CC x pH x absorvancia, (d) VD x pH x absorvancia, (e) VE x pH x
absorvancia e (f) VD x VE x absorvancia.
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Aplicando o critério de Lagrange na equacéo global 1, é possivel mostrar que

as superficies de resposta possuem ponto de sela, indicando a existéncia de pontos

maximos em mais de uma regido do dominio experimental, segundo o calculo de

determinante da Hessian.

Tabela 8: ANOVA usando modelo quadratico a um nivel de 95% de confianga.

SS Df MS F p — valdr
(1)CC (L) 0,000309 1 0,000309 730,447 0,001366
CC (Q) 0,000195 1 0,000195 461,265 0,002161
(2)pH (L) 0,001025 1 0,001025 2421,136 0,000413
pH (Q) 0,000627 1 0,000627 1482,199 0,000674
(3)VD (L) 0,001362 1 0,001362 3216,266 0,000371
VD (Q) 0,000163 1 0,000163 385,465 0,002584
(4)VE (L) 0,001161 1 0,001161 2741,612 0,000365
VE (Q) 0,000042 1 0,000042 98,350 0,010015
1L by 2L 0,001324 1 0,001324 3128,292 o,oooslfo
1L by 3L 0,000106 1 0,000106 249,728 0,00391870
1L by 4L 0,000006 1 0,000006 14,752 0,0615150
2L by 3L 0,000912 1 0,000912 2153,248 0,000415)4
2L by 4L 0,000022 1 0,000022 51,212 0,01892703
3L by 4L 0,000046 1 0,000046 109,067 0,00902414
Falta de ajuste  0,005274 6  0,000879 2076,559 0,00042821
Erro puro 0,000001 2 0,000000 “
Total SS 0,015919 22 “

25

L= linear; Q= quadrética; Df= grau de liberdade; SS= soma quadratica; MS= média quadrética; p=

nivel de probabilidade
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A Tabela 8 apresenta 14 coeficientes e 0s termos significativos estéo
destacados, sendo que 13 sao significativos e apenas a interacdo CC x VE € néo
significativo. Nesses coeficientes significativos o valor de p € menor que 0,05. No
entanto, neste modelo a falta de ajuste é significativo sendo justificado por
apresentar um valor de p (0,000481) inferior a 0,05. Assim o modelo quadratico ndo
esta bem ajustado aos dados. Para efeito de avaliacdo da metodologia multivariada
segue os graficos da Figura 12, que apresenta os valores preditos, valores

observados, e os residuos.

Valores preditos

0,12

0,11

0,10

0,09

0,08

0,07

0,06

Residuos

0,05

0,04

0,03

0,02

0,01

o
0,00 8
0,05
-0,01
0,04

0,03 -0,02

0,02
! -003
000 0,02 004 0,06 008 010 012 014 016 002 003 004 005 006 007 008 009 010 011 012

Valores observados Valores preditos

Figura 12: Validacdo do modelo: a direita, valores preditos versus residuos e a

esquerda, dos valores observados versus valores preditos.

A avaliacdo feita através dos valores preditos em funcdo dos valores
observados indica que o modelo ndo esta bem ajustado por ndo apresentar uma boa
correlacdo (y = 0,6683x + 0,0239), com percentual de regressao de 68%. Para os
valores preditos em funcdo dos residuos, os pontos sao distribuidos aleatoriamente
entre os dois eixos. Entretanto, mesmo que o modelo gerado ndo seja ajustado o
suficiente para fazer previsées, ainda assim, utilizou-se as superficies de resposta
para visualizar as melhores condigcdes experimentais e realizar um experimento em
desta forma

uma condicdo estabelecida, pois, reduz-se a quantidade de

experimentos, por ndo necessitar de uma nova matriz em outro dominio
experimental e executar uma nova otimizacao.

Foram realizados experimentos em triplicata nas condi¢des criticas indicadas
pelo modelo de otimizacdo e também nas condicbes estabelecidas pela analise
visual das superficies de resposta. Confrontando os resultados obtidos pelas duas
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metodologias verificou-se que o sistema apresenta melhor desempenho para as
condicdes estabelecidas pela analise visual das superficies de resposta, conforme
apresentados na Tabela 9. Assim, utilizou-se o volume de solvente dispersor de 1,30
mL e ndo de 0,83 mL, pois em volumes pequenos a formacao de goticulas ndo é
efetiva e estavel, o que resulta na diminuicdo da particdo do solvente extrator e por
consequéncia diminui a eficiéncia de extragao.

Outro fato é o volume do solvente extrator, que foi indicado o uso de 40,0 pL
pela otimizacdo com matriz de Doehlert, entretanto apés a separacdo e
sedimentacao a fase organica é retirada para analise, e com esse volume tornou-se
possivel retirar apenas cerca de 20,0 uL da fase orgénica para analise, o que

resultou na diminui¢éo da precisdo e da sensibilidade.

Tabela 9: Valores selecionados das variaveis.

Variaveis Valores criticos Valores selecionados
pH 7,5 75
Concentracéo do complexante 0,0035 mol L™ 0,0036 mol L™
Solvente dispersor 0,83 mL 1,30 mL
Solvente extrator 40,0 pL 50,0 puL
Absorvancias obtidas 0,0985/0,0964/0,1008  0,124/0,1207/0,1265

4.2 Estudo da adicao de eletrdlitos

Nesse estudo foi adicionado uma solucdo de cloreto de sddio (NaCl) nas
amostras, por favorecer o aumento da eficiéncia na transferéncia do analito para
fase organica, processo esse conhecido como “salting out”. Por conta da diminuicéo
da solubilidade do solvente extrator, consequentemente ocorre 0 aumento do
volume da fase rica.

A Figura 13 apresenta os resultados obtidos neste estudo, e pode-se observar

um aumento do sinal analitico até uma concentragdo de 2,5 % (m/v) de NaCl,
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seguida de uma estabilizacdo de ganho do sinal analitico. Assim, selecionou-se a

adicao de NaCl em concentracdo de 3,0 % (m/v) em todas as amostras e padrdes.

Absorvancia

0,16

0,14

0,12

0,10

0,08 +

0,06 +

T T T T T T T
0 1 2 3 4 5
NaCl % (m/v)

Figura 13: Adicao de cloreto de sédio na microextracao liquido-liquido dispersiva.

4.3 Efeito de outros ions

Para verificar o efeito de outros cations de metais de transicdo frente a

seletividade da metodologia empregada, foi realizado o teste através de uma

amostra sintética de 5,0 mL contendo 20,0 pug L™ de cobre e adicionado os ions Ag*,

Cd?*, Pb?*, Zn*", Mn?*, Cr**, Ni**, A®* e Mo®*, com concentracdo de 200 pg L™ para

cada um, e em seguida foi submetido ao procedimento proposto otimizado, em

quadriplicata. Os

resultados obtidos mostraram que o0s

jons nao afetam

significativamente na determinacdo de cobre pelo método proposto, visto que a

influéncia sobre a alteracdo do sinal analitico com e sem 0s outros ions variou entre

94-109 %.
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4.4 Caracteristicas analiticas

4.4.1 Perfil do sinal analitico

O perfil do sinal analitico obtido apos otimizacéo foi avaliado utilizando area
do pico, conforme apresentado na Figura 14, nas seguintes condi¢des: volume da
amostra 5,0 mL, 1,0 mL de NaCl 3,0 %, 1 mL de solugédo tampao de acetato de
aménia com pH 7,5, 0,1 mL de TAM 0,0036 mol L™, tricloroetileno 50,0 pL e metanol

1,30 mL, volume utilizado na analise de 30,0 pL.

— Sinal analitico

TVancla

Sinal background

Lhan

Tempo, s

Figura 14: Perfil do sinal analitico e background obtidos por FAAS.

4.4.2 Curva analitica

Aplicando o método de DLLME, foi construida curva de calibragdo. Uma das
curvas analiticas obtidas é apresentada na Figura 15, foi construida variando a
concentracdo de cobre de 5 a 100 pg L™. A equacdo da reta obtida foi a seguinte: Y=
0,0091X - 0,0088, onde Y é o sinal analitico de absorvancia, e X & a concentracéo
de cobre em pg L™ O coeficiente de correlacédo desta curva foi de 0,9993 e a

concentrac&o caracteristica de 1,45 pg L™
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Figura 15: Curva analitica de cobre aplicando o método de microextracdo liquido-
liquido dispersiva.

4.4.3 Limite de deteccao e limite de quantificacao [63]

O limite de deteccédo (LD) € a concentragcdo minima que um analito pode ser
detectado por um método, € calculado com base em trés vezes o desvio padrao do
sinal obtido por 10 medicdes repetidas do branco, dividido pela inclinacdo da curva
de calibracdo. O LD calculado para a medida utilizando o método proposto é de 0,77
ug L.

O limite de quantificacdo (LQ) é o nivel acima do qual os resultados podem ser
obtidos com um grau especifico de confianca, é calculado através de 10 vezes o
desvio padrdo do sinal do branco (n=10) dividido pela inclinacdo da curva de
calibracdo e define o limite inferior do intervalo. O LQ calculado para a medida

utilizando o método proposto é de 2,57 pg L™.

Equacéo 2.

19
3 x SDbranco 10 x SDbranco
— 3 =
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Considerando as condi¢cdes experimentais da amostra digerida, sendo 0,200
g de amostra e o volume final aferido para 20,0 mL, pode-se estimar um LD de 0,077

Hg gte um LQ de 0,257 pg g™

4.4.4 Fator de pré-concentracéo (FE)

Para avaliar o desempenho do método de pré-concentracao € feito o estudo
do fator de pré-concentracdo. Ele pode ser calculado através da raz&o entre os
coeficientes angulares entre as curvas de calibragdo com e sem pré-concentracdo
onde esses resultados sdo baseados no aumento da resposta e ndo no aumento
verdadeiro da concentracdo. Outra forma de verificar seu valor teérico pode ser
calculada através da razdo entre o volume da amostra e o volume da fase rica.

Dessa forma o valor encontrado para o método foi de 166,6.

4.45 indice de consumo

Para estudo da eficiéncia do sistema de pré-concentracdo, calculou-se o
indice de consumo do método que € a razao entre o volume da amostra em mililitro
e seu fator de pré-concentracdo que foi encontrado de 0,030 mL, segundo pode

verificar através da equacéao a seguir.
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4.4.6 Precisdo

A precisdo, expressa em termos de desvio padrao relativa (RSD), € calculado
pela razdo entre o desvio padrdo de varias medidas em uma determinada
concentracdo (Sd) e a média das medidas dessa concentracdo (Xc), geralmente

expresso em percentagem.

Equacéo 3.

d
RSD%= %100
c

>d
X

Para o método proposto, a precisdo foi expressa como repetibilidade dos
resultados obtidos de dez determinagbes (RSD%, n=10) distintas, realizadas com
concentracdes de cobre em 5,0 ug L e 50,0 pg L™, obtendo-se 7,1 % e 6,9 %,

respectivamente.

4.4.7 Exatidao e aplicacao

A exatiddo de um método pode ser definida como a diferenca entre o valor do
analito determinado experimentalmente pelo o método e o valor de referéncia. Para
a avaliacdo da exatiddo foram utilizados materiais de referéncia certificados NIST
1515-Folha de magd e NIST 1573a-Folha de tomate. Os resultados obtidos pelo
método proposto e os valores certificados dos CRM’s sdo apresentados na Tabela
10, juntamente com os resultados de outras amostras de folhas de arvores da
regido. A comparacéao estatistica utilizando o teste t Student ndo mostrou diferenca
significativa entre os valores obtidos utilizando o procedimento desenvolvido e os
valores certificados a um nivel de 95% de confianca (t tabelado= 4,30; t caiculado = 1,94
para as folhas de maca, e t caiculado= 2,21 em folhas de tomate).

Para avaliar a exatiddo do método proposto aplicado em amostras de aguas,
foi aplicado o teste de adicdo e recuperacdo de analito em amostras reais. Os
resultados apresentados na Tabela 11 mostram que o procedimento nao foi afetado
pela composicdo da matriz e pode ser aplicado satisfatoriamente para a

determinacdo de cobre em amostras de agua com diferentes caracteristicas.
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Tabela 10: Aplicacdo do método proposto na determinagdo de cobre em amostras

de folhas vegetais (n=3).

Amostras de folhas

Valor encontrado

Valor certificado

(Mg g™ (Mg g™
Maca, NIST 1515 6,72 £ 0,96 5,64 0,24
Tomate, NIST 15732 4,30 + 0,32 4,70 +0,14
Cacau 492+040 -
Jaca 285+014 e
Cupuagu 386+0,78 -
Jambo 402+067  —meee-
Banana 6,79+081 -

As concentragbes de cobre encontradas nas amostras de folhas estéo

proximas da faixa de concentracdo recomendada pela Empresa Brasileira de

Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA). Ja para as amostras de aguas, todas as

concentracfes encontram-se abaixo dos valores maximos permitidos pelo Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA).
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Tabela 11: Resultados obtidos na determinacédo de cobre em amostra de agua (n=3).

Amostra de agua Adicionado, Encontrado, = Recuperacéo

g L* g L* (%)
Mineral engarrafada 0 3,82 +0,19 -

10 13,40+ 0,29 95,6
Abastecimento/torneira 0 8,14 + 0,44 -

10 18,50+ 1,59 1034
Estuarina 1 (Praia do Cristo) 0 1,77 £0,35 -

10 11,22+ 0,27 94,5
Estuarina 2 (Sapetinga) 0 1,81+£0,12 -

10 10,91+0,05 91,0
Estuarina 3 (Banco da Vitoria) 0 3,63+04 -
Rio Cachoeira 0 2,59 + 0,06 -
Bebedouro (UESC) 0 2,93+0,19 -
Fonte natural (Banco da Vitéria) 0 3,36 £ 0,56 -
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4.5 Comparacdes entre métodos de pré-concentracdo para determinacdo de
cobre

Para comparar as caracteristicas analiticas do método proposto neste
trabalho com outros ja publicados na literatura para determinacéo de cobre, a Tabela
12 apresenta alguns métodos que utilizaram DLLME e FAAS. A Tabela 13 apresenta
outros métodos de pré-concentracdo e suas caracteristicas analiticas. Com essa
comparacao, pode-se verificar que o método desenvolvido neste trabalho possui
boas caracteristica analiticas comparaveis com diversos métodos publicados na

literatura.
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1 Tabela 12: Comparacéo de trabalhos publicados utilizando método microextracao liquido-liquido para determinagéo de cobre.
Método e Técnica Amostra Extrator Reagente Faixa linear VA LD FE IC Ref.
(Mg L™ (mb) (gL (mL)
DLLME/FAAS Agua e farinhas de CCl, N,N'-bis-(2-hidroxi-5- 10 0,75 20 0,5 [64]
cereais bromobenzil)-2-hidroxi-1,3-
diiminopropano
IL-DLLME / FAAS Vegetais, frutas e [BMIM][PF6] 100-500 10 0,17 100 0,1 [65]
Especiaria
IS-DLLME/FAAS Agua Xileno DDTP 0,16-12,0 12 0,04 560 0,02 [66]
DLLME-SFO/FAAS Agua e bebida 1-dodecanol 8-QH 0,5-300 20 0,1 122 0,16 [67]
DLLME/FAAS Plantas, solos e CCl, 4-fenil-3- tiossemicarbazida 2-600 10 0,69 20 0,5 [68]
aguas
DLLME/FAAS Vinho banco e tinto CsH4Cl, DDTC 25-100 15 6,3 250 0,06 [69]
DLLME/FAAS Agua Cloroférmio 1-nitroso-2-naftol 10,5 0,95 70 0,15 [70]
SM- DLLME/FAAS Agua e cabelo 1-decanol/THF PDTC 10 0,11 60,3 0,17 [71]
humano
MC-DLLME/FAAS Ambientais Acido decandico Bisoxazolina 7-350 8,5 1,6 30 0,28 [72]
DLLME/FAAS Agua DBIK APDC 4-20 10 1,2 310 0,03 [73]
DLLME/FAAS Agua e folhas Tricloroetileno TAM 2,57-100 50 0,77 166,6 0,03
(Este trabalho)
2 VA: Volume da amostra; IC: indice de Consumo; FE: Fator de enriquecimento; IL: Liquido iénico; IS: Injecéo sequencial; CCl,: Tetracloreto de carbono; THF:

3
4
5

Tetraidrofurano; CgH,Cl,: 1,2-diclorobenzeno; 8-QH: 8- hidroxiquinolina; DDTC: Ditilcarbamato de sédio; DBIK: Diisobutilcetona; APDC:Ditiocarbamato de

amonio e pirrolidina; TAM: 2-(2-tiazoliazo)-5-dimetilaminofenol; ; [BMIM][PF6]: Hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazoélico; DDTP: dietilditiofosfato de

amonio; PDTC: Pirrolidina ditiocarbamato de amoénio.
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Tabela 13: Comparacdo de trabalhos publicados utilizando outros métodos de

separacéo e pré-concentracdo para determinacao de cobre.

Método e técnica  Faixa linear VA LD FE IC Ref.
(Mg L™ (mL)  (ug L™ (mL)

SPE /FAAS 1-600 100 0,2 100 1,0 [74]
SPE /FAAS 500 0,8 100 5,0 [75]
SPME/ CG 0,05-250 5,0 0,1 - - [76]
SPE / FAAS 4-400 100 1,5 50 2,0 [77]
SPE/ ICP OES 100 0,0125 500 0,2 [78]
SPE / FAAS 80 3,1 5,4 14,8 [79]
EPN /FAAS 25-200 15 1,0 30 0,5 [80]
EPN /FAAS 4,0-400 3,0 0,6 38 0,079 [81]
EPN/ETAAS 5-90 20 2,4 - - [82]
EPN / FAAS 0,05-50 60 0,04 88 0,68 [83]
DLLME- 10 1,0 300 0,033  [84]
SFO/GFAAS

DLLME/FAAS 2,57-100 5,0 0,77 166,6 0,030

(Este trabalho)

CG: Cromatografia a gas; SFO: Solidificacdo da gota organica; VA: volume de amostra; FE: fator de

enriquecimento; IC: indice de consumo.
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CAPITULO V - Considerac¢des Finais

5.1 Concluséo

O método proposto de DLLME combinado com FAAS foi aplicado com
sucesso para a determinacdo de cobre em amostras de agua e de folhas de plantas
frutiferas, apresentando vantagens como simplicidade, baixo custo, pouca geracéo
de residuos, elevado fator de enriguecimento, baixos niveis de limites de
quantificacdo, boa precisdo, exatiddo satisfatoria, obteve-se um bom indice de
consumo de 30,0 pL e um fator de enriquecimento de 166,6.

Este método pode também ser aplicado para a determinacdo de cobre na
andlise de rotina e pode ser adaptado para a extracao de outros elementos de pré-
concentracdo em amostras de aguas, folhas, frutos, bebidas alcodlicas, solo, dentre
outros tipos de amostras.

Mesmo com o uso de fungicidas a base de cobre por muitos anos na regido a
concentragéo de cobre nas diversas amostras analisadas néo foi significativamente
diferente de valores encontrados na literatura e, para aguas, foram menores que 0s

estabelecidos pela legislacéo brasileira.
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