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RESUMO

O presente trabalho reporta o desenvolvimento de trés métodos analiticos para
determinacdo de manganés e vanadio, empregando a espectrometria de absorcao
atbmica com forno de grafite e a colorimetria, baseado em imagens digitais,
respectivamente. O primeiro trabalho consistiu no desenvolvimento de duas
abordagens de microextracdo em fase liquida (LPME): a microextracdo com gota
suspensa (SDME) e a microextracdo com fluxo continuo (CFME), empregando o
reagente 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN) como agente complexante e o
hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazoélio [C4MIM] [PFg] como solvente extrator.
As eficiéncias de extracdo foram comparadas, de modo que algumas variaveis,
como volume da gota, tempo de extracdo, vazdo da amostra e velocidade de
agitacdo foram otimizadas utilizando-se o método univariado. O sistema SDME
apresentou limite de deteccdo e de quantificacdo de 0,0039 e 0,0186 pg L™,
respectivamente, e fator de enriquecimento de 17,67. A precisdo do método
expressa como desvio padrdo relativo (%0RSD, n=10) foi de 6,15, usando uma
solucéo de Mn (I1) 1,0 ug L™. A exatiddo do método foi avaliada pela determinacéo
de manganés em material de referéncia certificado de tecido de mexilhdo (SEM
2976). As concentragcdes de manganés encontradas nas amostras certificadas
variaram entre 4,16 e 4,85 ug g™. O segundo trabalho envolveu o desenvolvimento
de um sistema bastante versatil para extracdo de vanadio (V) em amostras de
aguas, empregando a SDME acoplado a colorimetria com imagens digitais. O analito
de interesse foi extraido em uma gota do solvente hexafluorofosfato de 1-hexil-3-
metilimidazolio. As analises quimicas foram realizadas em um programa ImajeJ que
emprega um espaco de cores primarias RGB (vermelho-verde-azul) com valores
variando de 0 a 255. As imagens digitais foram armazenadas em formato JPEG, e
os dados RGB foram obtidos a partir de imagens digitais recortadas com formato
retangular, com tamanhos uniformes para todas as imagens. Os dados obtidos pelo
canal vermelho foram utilizados para construgdo da curva analitica, uma vez que
apresentou uma maior sensibilidade. Sob condicbes otimizadas, o método
apresentou fatores de enriquecimento de 50, o limite de deteccéo obtido foi de 0,59
ng L™ e um limite de quantificaco foi 1,86 pg L™. A exatiddo do método foi avaliada
através da analise de um material de referéncia certificado de BCR-414, Plankton.
Os dois métodos apresentam parametros analiticos adequados para determinacao
de manganés em amostras de bebidas e pescados e vanadio em amostras aguas.

Palavras-chave: manganés; vanadio; SDME; liquidos ibnicos; andlise de imagens
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ABSTRACT

The present work reports the development of three analytical methods for the
determination of manganese and vanadium, using atomic absorption spectrometry
with graphite furnace and colorimetry, based on digital images, respectively. The first
work consisted in the development of two liquid phase microextraction approaches
(LPME): suspended extraction microextraction (SDME) and continuous flow
microextraction (CFME) using the reagent 1- (2-pyridylazo) -2-naphthol (PAN) as
complexing agent and 1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate [C;MIM]
[PF¢] as the extracting solvent. The extraction efficiencies were compared, so some
variables such as drop volume, extraction time, sample flow rate and stirring speed
were optimized using the univariate method. The SDME system showed a limit of
detection and quantification of 0.0039 and 0.0186 ug L™, respectively, and
enrichment factor of 17.67. The accuracy of the method expressed as relative
standard deviation (% RSD, n = 10) was 6.15 using a 1.0 ug L™ Mn (I1) solution. The
accuracy of the method was evaluated by determination of manganese in certified
reference material of mussel tissue (SEM 2976). The concentrations of manganese
found in the certified samples ranged from 4.16 to 4.85 ug g*. The second work
involved the development of a very versatile system for extraction of vanadium (V) in
water samples, using SDME coupled with colorimetry with digital images. The analyte
of interest was extracted into 1 drop of solvent 1-hexyl-3-methylimidazolium
hexafluorophosphate. The chemical analysis were performed using ImajeJ program
that employs an RGB (red-green-blue) primary color space with values varying from
0 to 255. The digital images were stored in JPEG format, and the RGB data were
obtained from digital images with a rectangular shape, with uniform sizes for all
images. The data obtained by the red channel were used to construct the analytical
curve, since it presented a higher sensitivity. Under optimized conditions, the method
presented enrichment factors of 50, the detection limit obtained was 0.59 ug L™ and
a limit of quantification was 1.86 pg L™. The accuracy of the method was assessed
through the analysis of a BCR-414 certified reference material, Plankton. Both
methods present adequate analytical parameters for the determination of manganese
in samples of beverages and fish and vanadium in water samples.

Keywords: manganese; vanadium; SDME; ionic liquids; GF AAS; image analysis
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Espectrometria de massa com plasma com plasma
indutivamente acoplado (Do inglés: Inductively coupled plasma
mass spectrometry)

Grupo responsavel pelo padrdo JPEG (Do inglés: Joint
Photographic Experts Group)

Limite de deteccao

Liquido idnico / IL- Liquido ionico (Do inglés: ionic liquid)
Extracdo em fase liquida (Do inglés: Liquid phase extraction)
Microextracdo liquido-liquido-liquido (Do inglés:Liquid-liquid-
liquid microextraction)

Microextracdo em fase liquida (Do inglés: Liquid-phase
microextraction)

Limite de quatificacéo

Fibra de média densidade (Do inglés: Medium-Density
Fiberboard)

Metilciclopentadienil-manganés tricarbonil

1-(2-piridilazo)-naftol

1-Fenil-3-metil-4-benzoil-5-pirazolona

Politetrafluoretileno

Vermelho, verde, azul (Sistema de cores aditivas)

Desvio Padrao Relativo (Do inglés Relative Standard Deviation)
Microextracdo com gota suspensa (Do inglés: single drop
microextraction)

Sistema em linha com injecdo sequencial associado a
microextragao com gota suspensa

microextracdo de gota organica flutuante solidificada (Do inglés:
microextraction solidified floating organic droplet)

Extracdo em fase solida (Do inglés: solid phase extraction)
Formato de Arquivo de Imagem com Tags (Do inglés: Tagged
Image File Format)

Acido undecanoico

Espectroscopia no ultravioleta visivel (Do inglés: visible

ultraviolet spectroscopy)
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1.0 INTRODUCAO GERAL

A determinacdo de elementos-tragos em uma variedade de matrizes
ambientais, alimenticias e biol6gicas € um desafio ao estudo da salude dos
seres humanos. Alguns elementos em baixas concentracbes atuam como
micronutrientes essenciais para o metabolismo humano, mas que podem ser
toxicos em concentracdes elevadas. Assim, devido a alguns elementos
apresentarem faixas estreitas entre a essencialidade e a toxicidade o
desenvolvimento de técnicas analiticas tem se tornado cada vez mais
interessante para quantificar espécies em baixas concentracdes [1].

Apesar dos grandes avancos no desenvolvimento de métodos analiticos,
altamente seletivos, sensiveis e com baixos limites de deteccdo, poucas
permitem uma analise direta para determinacdo de quantidades-traco sem
gualquer tratamento prévio da amostra [2]. Numerosos métodos analiticos sé&o
relatados na literatura para determinacdo de metais, metaloides e compostos
organicos em meio aquoso. A espectrometria de absorgcéo atdmica com forno
de grafite (GF AAS) se destaca, uma vez que apresenta limites de deteccéo
extremamente baixos (na ordem de pg L™), possui elevada sensibilidade e
permite analise direta de amostras sdlidas para determinacdo de quantidades
traco. Apesar das vantagens apresentadas, nem sempre a quantidade do
analito disposto na matriz é capaz de ser determinado. Por isso, procedimentos
de bancada envolvendo preparo de amostras sdo de grande valia com a
finalidade de clean up, pré-concentracdo ou até mesmo para minimizar efeitos
de matriz, reduzir possiveis interferéncias espectrais e até mesmo aumentar o
fator de enriquecimento do analito de interesse.

Existem diferentes estratégias analiticas que podem ser empregadas
para melhorar a sensibilidade, a quantificacdo, a separacdo e a pré-
concentracdo do analito de interesse em uma determinada matriz. Na literatura
sdo reportados alguns métodos, como a extracdo em fase sélida (SPE),
extracdo liquido-liquido (LLE) e a extragdo em ponto nuvem (EPN). No entanto,
estas técnicas de extracdo utilizam quantidades relativamente elevadas de
solventes organicos, que podem acarretar excessiva geracdo de residuos,

causando um grande impacto ao meio ambiente. [3; 4; 5].
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Neste sentido, o desenvolvimento de procedimentos miniaturizados
associados a métodos mais limpos (ambientalmente e ecologicamente
corretos) tem sido um desafio no @mbito da quimica analitica e vem ganhando
destaque, tornado-se uma tendéncia, principalmente pela reducdo do uso de
solventes. Os métodos miniaturizados oferecem algumas vantagens, a
exemplo de baixo custo, reducdo de etapas no procedimento, quantidades
minimas de solventes organicos e amostras e a possibilidade de automacao. A
miniaturizagdo da extragdo em fase liquida é implementada através de uma
reducdo drastica do volume do solvente extrator, originando a microextracao
em fase liquida (LPME). [6; 7]. A LPME originou diferentes abordagens, que
podem ser divididas em trés categorias: a microextragdo em gota suspensa
(SDME), microextracdo em fase liquida com fibra oca (HF-LPME) e a
microextracao dispersiva liquido-liquido (DLLME). Esses métodos apresentam
0 mesmo principio de extracdo em fase liquida convencional, mas ha uma
consideravel diminuicdo no consumo de solventes e amostras, muitas vezes
em nivel de microlitros.

Este trabalho apresenta algumas metodologias envolvendo a
microextracdo com gota suspensa para determinacdo de Mn(ll) e V(V),
empregando a espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite e a
colorimétria, dando énfase as caracteristicas favoraveis das técnicas de
microextracdo em fase liquida, assim como o uso de quantidades minimas de

solventes e os elevados fatores de enriquecimento obtidos.

1.1 MICROEXTRACAO EM GOTA SUSPENSA (SDME)

A técnica de SDME baseia-se na formacédo de um volume muito pequeno
(geralmente uma microgota) de uma fase aceptora imersa diretamente no meio
de uma amostra liquida (fase doadora) e suspensa por uma seringa ou um tubo
capilar. Apos a formacédo e estabilidade da gota, ocorre a extracao dos analitos
provenientes da fase doadora para a fase aceptora [3; 5].

A primeira descricdo da SDME foi apresentada em 1996 [8]. Neste
trabalho, a extracdo foi realizada em uma microgota de solvente organico
imisivel em &gua (n-octano) acomodada na porgao final de um dispositivo de

politetrafluoretiieno (PTFE), imerso na solugdo para extracdo de 4-
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metilacetofenona em amostras de agua. ApOs a extracdo sob agitacdo, o
dispositivo foi retirado da amostra e a fase organica injetada em um
cromatografo a gés.

Uma modificacdo na técnica foi descrita em um trabalho posterior [9],
passando-se a utilizar uma microsseringa como suporte, onde a fase organica
era suspensa na ponta da agulha. A amostra foi inserida em um frasco com a
tampa de polipropileno com septo de silicone e 1,0 yL do solvente extrator foi
aspirado para o limen de uma microsseringa. Apos a formacdo da gota,
iniciou-se o processo de extracdo colocando-a em contato com a fase doadora.
A gota foi succionada pelo movimento do émbolo da seringa e inserida
diretamente em um cromatégrafo a gas.

A SDME tem atraido atencdo consideravel nos ultimos anos para a
extracdo das espécies organicas e inorganicas devido ao seu baixo custo,
simplicidade, baixo impacto ambiental, compatibilidade com cromatografia a
gas (GC), cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) e técnicas
espectroanaliticas, bem como sua aplicabilidade a diferentes matrizes, pois
existe uma variedade de solventes que podem ser usados [10; 11].

Apesar das vantagens obtidas durante o processo de extracdo, a SDME
apresenta algumas limitagbes como a variacdo do volume da gota devido a
evaporacdo do solvente, a baixa estabilidade da fase extratora quando
submetida a elevadas velocidades de agitacdo (ou taxas de fluxo). Além
destes, a temperatura do sistema e o tempo de extracdo sao alguns
parametros que devem ser controlados. A SDME ndo € adequada para
amostras com particulas em suspensdo, pois podem causar um
desprendimento da gota, uma vez que as particulas em suspensao perturbam
0 sistema, afetando a microgota, consequentemente, o seu desprendimento
[12].

Atualmente, existem seis modos diferentes de SDME que podem ser
classificadas em: bifasicas (micro-extracdo com fluxo continuo, CFME; micro-
extragdo gota-a-gota, DDME; micro-extragcdo com gota diretamente suspensa,
DSDME; micro-extracdo por imersdo direta, DI-SDME) ou trifasica (micro-
extracdo por headspace, HS-SDME; micro-extracdo liquida-liquida-liquida [6].

A Figura 1 apresenta um esquema das categorias da SDME.
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Figura 1. Representacdo esquematica das categorias da SDME.

Microextragao com gota
suspensa (SDME)

P————

(DI-SDME) (CFME) (DDME) (DSDME) (HS-SDME) (LLLME)

L. J \ J

Sistema de duas fases Sistema de trés fases

Fonte: Préprio autor.

1.1.1 Microextracdo em gota suspensa com imerséao direta (DI-SDME)

A microextracdo em gota suspensa com imersao direta (DI-SDME) é uma
técnica de extracdo onde uma microgota de um solvente organico é formada na
ponta da seringa e imersa diretamente na fase doadora aquosa, permanecendo
estatica durante a extragdo [11]. A Figura 2 apresenta uma representacao

esquematica da técnica (DI-SDME).
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Figura 2. Representacdo esquematica da técnica DI-SDME.

Fonte: Préprio autor.

Numerosos pesquisadores tém utilizado a DI-SDME para extracado de
espécies inorganicas em diversos tipos de matrizes, como agua, frutos do mar
e bebidas [5]. Um fator critico nessa técnica € o volume reduzido de solvente
organico utilizado para determinagdo. Nesse caso, a espectrometria de
absorcdo atbmica com forno de grafite (GF AAS) € bastante eficaz, pois
utilizam pequenos volumes na deteccdo. ApOs 0 processo de extracdo, a gota
pode ser inserida diretamente no forno de grafite. A cada extracdo, apenas
uma injecdo direta da gota € possivel, portanto € necessario um operador
especializado para realizar o procedimento de analise, a fim de garantir
resultados precisos.

Um sistema empregando DI-SDME e cloroféormio como fase extratora foi
desenvolvido para extracdo de Mn(ll) [5]. Os autores acoplaram uma haste de
politetrafluoroetiieno (PTFE) na ponta da agulha para evitar possiveis
contaminacBes e aumentar a superficie de contato para formacdo da gota,
utilizando um volume de 15,0 uL do solvente extrator.

Um método simples e sensivel foi proposto para a extracdo de cadmio em
Oleos vegetais utilizando a microextracdo por gota Unica em fase reversa
assistida por ultrassom (reverse-SDME). A detecc¢ao foi realizada utilizando a
espectrometria de absor¢cdo atdbmica com atomizagdo eletrotérmica e fonte

continua de alta resolucdo (HR-CS ET AAS) [13]. A extracdo foi realizada em
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uma gota de HNO3 0,1 mol L™ imersa diretamente na amostra. O procedimento
de microextracdo foi empregado com uso do ultrassom para aumentar a
eficiéncia de extracéo, e as gotas foram diretamente injetadas no GF AAS.
Alguns pesquisadores tém adaptado a DI-SDME a sistemas em fluxo com
injecdo sequencial (SIA). Um novo sistema automatizado de microextracao
com gota suspensa e injecdo sequencial foi proposto para determinacdo de
cromo (VI) em &guas naturais por GF AAS (Figura 3) [14]. Nesse trabalho, 0s
autores utilizaram uma microgota do tolueno como fase extratora suspensa
diretamente na ponta de um tubo capilar acoplado diretamente ao amostrador
automatico do GF AAS. A guantidade do solvente extrator foi aferida com uma
microsseringa conectada ao amostrador. A versatilidade do amostrador
automético na injecao da fase extratora melhorou significativamente a precisédo
do método, sendo uma grande vantagem em relacdo aos procedimentos em
batelada, pois elimina a etapa de injecdo manual, diminuindo os possiveis erros

do operador, e consequentemente aumentando a precisdo das medidas.

Figura 3. Representacdo esquematica de um sistema de SDME-SIA-ETAAS

para determinacdo de cromo (VI).

Descarte

IR

Amostra APDC  Solugdo de lavagem

(A) bomba peristéltica, (B) alca de contengéo, (C) vélvula de seis posi¢des, (D)
amostrador automatico, (E) frasco da microextracéo, (F) braco do amostrador
automatico, (G) agitador magnético, (H) tubo capilar, (I) microsseringa.

Fonte: Adaptado de [14].
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Um sistema de pré-concentracdo envolvendo a DI-SDME foi aplicado
para a analise de Cu(ll) por espectrometria de absor¢céo atdmica com chama (F
AAS). Os ions cobre (Il) foram complexados com 1-fenil-1,2propandi-1-oxima-
tiossemicarbazona (PPDOT). Apés a formacdo do complexo, o analito foi
extraido pelo solvente extrator 1-octanol. A fase enriquecida foi diluida com
uma mistura de etanol e HNO3 e foi aspirada para detecc¢ao [15].

De maneira semelhante, uma nova abordagem empregando a DSDME foi
proposta para determinacdo de ferro e cobre em amostras de aguas, frutas e
vegetais, utilizando a espectrometria de absorcédo atdmica com chama (F AAS).
Um volume de 210 pyL do solvente extrator metil-isobutil-cetona (MIBK) foi
introduzido na solucdo aquosa. Apés extracdo dos ions ferro e cobre, a gota foi
diluida com etanol. Apesar da necessidade de solubilizagdo da fase extratora
com etanol, o método possibilitou um grande aumento de sensibilidade [16].

A SDME foi aplicada para determinacdo espectrofotométrica de cadmio
em amostras de arroz e agua. Tetraclorometano foi utilizado como solvente
extrator. Os autores adaptaram um tubo de PTFE na ponta da agulha, a fim de
obter um volume maior da gota melhorando a superficie de contato na
extracdo. Apds a extracdo, a fase enriquecida foi diluida com 3,0 mL de
acetona, devido ao volume de amostragem requerido pelo espectrofotdmetro.
O artigo destaca que houve uma melhora no processo de extracdo com o
aumento da fase rica, como consequéncia, 0 sistema apresentou uma

excelente precisao [17].

1.1.2 Microextracao em fluxo continuo (CFME)

A microextracdo em fluxo continuo baseia-se na formagdo de uma gota
do solvente de extracdo injetada em uma camara através de uma
microsseringa cromatografica. Nesse sistema, a camara € preenchida com um
fluxo vertical da amostra aquosa através de tubo de PTFE, seguindo
diretamente para o descarte, enquanto a gota do solvente esta continuamente
em contato com a solucéo [18].

Um sistema empregando a microextracdo em fluxo continuo (CFME) GF AAS
foi desenvolvido para determinacdo de chumbo em amostras de agua [19]. Os

autores empregaram como meio extrator uma gota de 1-fenil-3-metil-4-benzoil-
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5-pirazolona (PMBP) imersa em uma amostra sob fluxo continuo. Apés o
enriguecimento, a microgota € retraida e injetada no forno de grafite. Uma

representacao esquematica deste sistema esta apresentada na Figura 4.

Figura 4. Representacédo esquematica do sistema de CFME.

1-fenil-3-metil-4-
benzoil -5-pirazolona

Camara

Descarte @

Bomba

Seringa

peristdltica

Amostra

Fonte: Adaptado de [19].

Outra abordagem da microextracdo em fluxo continuo (CFME) pode ser
representada por um novo sistema bastante similar ao anterior. Neste sistema,
a camara de extracdo € preenchida com a solucdo aquosa e em seguida a
solucdo retorna para o reservatorio de origem [20]. Entdo, uma gota do
solvente extrator € injetada no fluxo da amostra. Apés a extracdo, a gota é
recolhida e transferida diretamente para o equipamento de deteccdo. A
representacado esquematica € apresentada na Figura 5. Uma grande vantagem
frente ao metodo desenvolvido pelos pesquisadores anteriores € o retorno da
amostra da camara de extracdo para o reservatorio de origem, permitindo
diversas extracfes repetidas. A recirculacdo permite o uso de quantidades
muito reduzidas do volume da amostra (1,0 - 2,0 mL) e evita a secagem

acidental do reservatorio.
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Figura 5. llustracdo do esquema do sistema baseado na microextracdo em
fluxo continuo.

Seringa

o Cdmara
peristdltica E'j

Amostra

Fonte: Adaptado de [20]

1.1.3 Microextragdo em fase liquida com gota organica flutuante
solidificada (SFODME)

A SFODME utiliza um solvente dispersor e um solvente extrator com
baixa densidade e ponto de fusdo préximo a temperatura ambiente (10 — 30
°C), tendo a possibilidade de se solidificar em baixas temperaturas. Nessa
técnica, o contato entre as fases pode ser realizado por agitacdo ou disperséo
do solvente extrator na fase doadora. A grande vantagem da SFODME é a
solidificacdo da gota organica flutuante, que pode ser removida facilmente com
uma espatula, diferente dos outros métodos oriundos da SDME, que necessita
de uma microsseringa para equilibrar a microgota na solucédo. O procedimento
baseia-se na injecao rapida de uma mistura de solvente extrator e solvente
dispersor em uma solucdo aquosa, formando uma solugcdo turva.
Posteriormente, a mistura é centrifugada e o frasco que contém a amostra e a
microgota € imerso em um banho de gelo até que o solvente seja solidificado.
A microgota solidificada é removida com uma espatula e transferida para um
pequeno recipiente. Apés fundir-se a temperatura ambiente, a fase enriquecida
€ acomodada em um frasco e posteriormente conduzida para deteccao [21].

Comparado a outros métodos de extragdo como a SDME, HS-LPME e
DDME, a SFODME ¢é bastante versatil na escolha de alguns parametros

operacionais, principalmente na quantidade de solvente e na velocidade de
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rotacdo. Nessa técnica, é possivel utilizar maiores volumes de solvente
extrator, pois a gota nao fica suspensa na ponta da microsseringa, no entanto,
no ambito da quimica verde, pode-se entender como uma desvantagem. Nesse
método o nimero de solventes extratores com baixo ponto de fusdo € limitado.
Os solventes mais utilizados s&o: 1-dodecanol, 1-undecanol e &cido
undecanaoico [21].

Para selecdo do solvente dispersor, a principal caracteristica € a sua
miscibilidade com o solvente extrator e com a fase aquosa. Este solvente ajuda
na dispersdo das pequenas goticulas do solvente extrator na solug¢do. Diante
do que é relatado, poucos solventes dispersores podem ser utilizados. Os mais
comuns sdo acetona, metanol e acetronitrila. A Figura 6 apresenta um

esquema da técnica SFODME.

Figura 6. Representacédo esquematica da técnica SFODME.

—_—

Dispersao Centrifugagéo Banho de gelo

Solvente extrator
+

Solvente Dispersor

Solugéo turva

Fonte: Préprio Autor

Um grupo de pesquisadores desenvolveu um método para a extracdo de
mercario em amostras de agua por microextracdo em fase liquida com gota
solidificada. Um volume de 50,0 yL de acido undecandico (UA) pré-aquecido foi
rapidamente adicionado a 25,0 mL da amostra aquosa. A mistura foi aquecida
a uma temperatura de 50 °C e a velocidade de agitacdo foi elevada para que

ocorresse a fragmentacdo da gota de UA. Apds essa etapa, o frasco com a

Leane Santos Nunes 29



Tese de Doutorado

mistura € imerso em um banho de gelo até ocorrer a solidificacdo da gota.
Assim, a gota € removida com uma espatula e transferida para um microtubo.
Entdo, a fase extratora enriquecida € aquecida e injetada em um ET AAS [22].

A Figura 7 esquematiza a representacdo do sistema de extracao.

Figura 7. Representacdo esquematica das etapas do sistema de extracdo
mostrando a fase extratora solidificada e a fase liquida.

_—
Aquecimento

—_—
Banho de gelo

Fonte: Adaptado de [22]

Um sistema de injecdo em fluxo foi empregado para determinacéo de
cobre por espectrometria de absor¢édo atdmica com chama. O sistema inclui
duas bombas peristalticas, uma valvula de duas posi¢cdes e seis vias e uma
alca de amostragem. Uma gota de 1-undecanol foi adicionado na amostra
aguosa contendo o reagente complexante 1,5-difenilcarbazida (DPC) sob
agitacao constante. Posteriormente a amostra foi imersa em banho de gelo,
onde o solvente organico foi solidificado. Em seguida, o microextrato
solidificado foi transferido para um frasco conico, onde ocorre imediatamente a
fusdo. O solvente extrator foi diluido em etanol, a solugéo resultante foi inserida
no sistema em fluxo, a valvula foi acionada para posicao de injecédo e a fase

organica foi inserida para o nebulizador do F AAS (Figura 8) [23].
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Figura 8. Representacdo esquematica de um sistema de fluxo para
determinacao de cobre.

F AAS

Bomba
peristdltica

Eluente

injetora

Descarte

Fonte: Adaptado de [23]

1.1.4 Microextracdo com gota suspensa headspace (HS-SDME)

A microextragdo com gota suspensa em headspace consiste em um
sistema de trés fases: fase aquosa, a fase vapor e a fase extratora (gota). Em
um sistema fechado, a gota extratora é suspensa na ponta da microsseringa
inserida no espaco superior acima da amostra, sob agitacdo constante para
extrair os analitos volateis e semi-volatis, conforme apresentado na Figura 9
[24; 25].

Figura 9. Representacdo esquematica do sistema de microextracdo em HS-
SDME.

Fonte: Préprio Autor.
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A HS-SDME oferece algumas vantagens em relacdo a SDME: permite
uma maior agitagdo da amostra, minimizando o risco de desprendimento da
gota e deixando-a mais estavel; as interferéncias da matriz diminuem, pois nao
existe o contato direto entre a gota e a fase aquosa; permite o aquecimento da
fase aquosa para acelerar o processo de transferéncia dos analitos da amostra
aguosa para a fase vapor [26].

Uma metodologia derivada da SDME, empregou a microextracdo com
gota Unica por headspace com liquido idnico e vapor frio (CV-ILAHS-SDME),
para extracdo de mercurio em amostras de agua do mar, tecidos de peixe,
cabelo e vinho [27]. Uma ilustracdo do procedimento utilizado nesse trabalho
esta apresentada na Figura 10. O procedimento analitico com a geracao de
vapor frio (CV) in situ utilizou o cloreto estanoso (SnCl,) para reduzir Hg?* a Hg°
volatil e oxidacéo dos organomercurios. O vapor de Hg° foi extraido para uma
gota do liquido i6nico (cloreto de tetradecil(trihexil)fosfonio). Posteriormente, a
fase rica foi injetada em um ET AAS. Os autores apresentam a CV-ILAHS-
SDME como uma alternativa conveniente a outras técnicas de extracdo, pois
integra extracdo, pré-concentragdo e introducdo de amostra em um Unico

passo, sem a necessidade de solventes organicos comuns.

Figura 10. Representacao do procedimento envolvendo CV-ILAHS-SDME.

Hg™ oy — Hg (o Hg’ ) — He® g

Hg' (so) Hg' W) Hg" gy — HE™ ®rmy

Geracéao de vapor (a); Etapa de extracao do vapor de mercurio (b); Introducéo
da microgota de LI enriquecida com mercurio em tubo de grafite para posterior
analise em ETAAS (c).

Fonte: Adaptado de [27]
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A metodologia headspace também foi utilizada para a determinacdo de
lodo em amostras de agua, produtos farmacéuticos e alimentos, utilizando
espectrofotometria  UV-Vis. O meio extrator foi uma gota de N,N-
dimetilformamida. Apés a extracdo, a gota foi inserida no sistema de medida do
espectrofotdmetro, como mostra a Figura 11 [28]. Os autores destacam que 0
volume da fase enriquecida foi adaptado a capacidade maxima do
espectrofotometro. Uma grande desvantagem em relacdo ao metodo
anteriormente descrito é a elevada quantidade do solvente extrator utilizado.

Figura 11. Representacdo esquematica das diferentes etapas para a
determinacao de iodo por HS-SDME por espectrofotometria UV-Vis.

Feixe de radiagdo

Gota
enriquecida
—_—

N,N-dimetilformamida

Detector

Fonte: Adaptado de [28].

Outro sistema empregando a HS-SDME foi aplicado para extracado de
selénio inorganico total e selénio (IV) em amostras de aguas. A irradiacdo UV
promoveu a reducdo de Se (VI) em Se (IV), facilitando a determinacédo de
selénio total. Entdo, a amostra foi inserida no frasco de microextracdo e as
espécies de H,Se foram geradas através da adicdo de 0,1 mL de NaBH, a 1%
(m v1). Os autores utilizaram como meio extrator uma mistura de 30 mg L de
Pd(NO3), e 1,5% (m v1) de HNOg3 As espécies de selénio sob a forma de vapor

foram extraidas, e a gota, retraida e injetada em ET AAS [29].
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Um novo sistema utilizando a HS-SDME foi desenvolvido para extracéo
de clorobenzeno em amostras de solos [30]. A representacdo esquematica é
apresentada na Figura 12. Nesse sistema, o solvente de extracdo € mantido na
seringa. O corpo da seringa foi adaptado em uma camara de vidro para a
captura da espécie volatil. A extracdo ocorre através do movimento do émbolo.
Os autores destacam que 0 contato entre os analitos gasosos e o filme do
solvente de extracdo presentes no lumen da microsseringa reduziu
significativamente a perda do analito durante a extragdo, pois a fase extratora
permanecia dentro do limen da microsseringa, evitando o desprendimento do
solvente de extracdo, 0 que geralmente acontece no procedimento

convencional quando a solucao é agitada.

Figura 12. Representacdo esquematica da HS-LPME.
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(1) Antes do movimento do émbolo para cima (ponto inicial do ciclo de
extracdo), (2) retirada da amostra, (3) estado de pausa apés a imersdo da
amostra (ponto final do ciclo de extracdo). (A) Embolo da seringa, (B) Embolo
da seringa, (C) solvente organico, (D) solvente orgéanico, (E) Filme do solvente
organico, (F) Amostra gasosa e (G) solvente organico enriquecido com

clorobenzeno.

Fonte: Adaptado de [30].
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1.2.5 Microextracao liquido-liquido-liquido (LLLME)

A LLLME é constituida de trés fases: fase doadora, fase aceptora e fase
organica. No sistema, os analitos sdo extraidos da fase doadora para a fase
organica e, simultaneamente, da fase organica para fase aceptora (gota). A
gota é introduzida na fase organica com auxilio de uma microsseringa. Apos o
enriquecimento da fase aceptora, a gota € retraida e inserida no instrumento de
deteccéo.

Um método utilizando a LLLME foi proposto para a determinacdo de
prata. Os autores empregaram como meio extrator uma gota de dietilditio-
carbamato de sédio (DDTC) [31]. A prata presente na solucdo aquosa (fase
doadora) foi extraida pelo tioaminofenol, que se encontrava acima da fase
doadora, e depois para o DDTC (gota). Apds a extracdo, a gota € retraida e
injetada no ETAAS. Uma representacdo esquematica deste sistema €
mostrada na Figura 13.

Figura 13. Representacdo esquematica de um sistema de LLLME para
extracao de prata.

!

Tioaminofenol- Fase orgdnica

Gota DDTC- Fase aceptora

Solugdo da amostra-Fase doadora

OFF/ON

Fonte: Adaptado de [31]
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1.1.6 Microextracdo gota a gota (DDME)

A DDME € uma técnica analitica em que se utiliza uma quantidade muito
reduzida (micro) da amostra, sendo frequentemente usada para compostos de
analise em que a disponibilidade da amostra € minima. As vantagens Sao:
rapidez, facilidade de operacdo, simplicidade do dispositivo e reducdo no
consumo de solvente e amostra [32]. No entanto, o uso de um volume muito
pequeno de amostra torna a operagdo mais dificil de ser controlada. No
método, a microgota organica € imersa em uma gota maior de uma fase
aquosa.

Liu e Dasgupta empregaram a microextracdo gota-a-gota em linha para
determinacao espectrofotométrica de dodecil sulfato de sédio. O cloroférmio foi
utilizado como solvente extrator imerso dentro de uma gota aquosa maior [33].
Uma representacdo esquematica do sistema esta apresentada na Figura 14. O
procedimento de extracdo é baseado na intensidade de cor da gota. O artigo
destaca a grande vantagem do sistema de deteccdo in situ na propria gota,
utiliza um diodo emissor de luz (LED) e fibras éptica. Assim, ndo foi necessario

o transporte da fase rica para um sistema de deteccéo.

Figura 14. Representacao esquematica do sistema empregando DDME para a
determinacéo de dodecil sulfato de sodio.

Clorofdérmio
Fase \L
aquosa

‘L | _/I\%Tubo
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Gota
orgdnica
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aquosa

Fonte: Adaptado de [33].
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Diversos pesquisadores tém utilizado a SDME para extracdo de varios
analitos, por apresentar bons limites de deteccdo, elevados fatores de
enriquecimento, compativel com varias técnicas de deteccédo, além da reducao
no consumo de reagentes, 0 que propicia menor custo nas analises. A Tabela 1
apresenta alguns trabalhos sobre a microextragcdo em gota suspensa e analise
por ETAAS, FAAS e UV-Vis publicados desde 2008 até 2017.
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Tabela 1. Trabalhos publicados envolvendo a microextragdo com gota suspensa para determinacédo de metais em diferentes

amostras.
Solvente extrator Amostra
Técnica de Técnica de LD _
_ _ Elemento . _ Volume _ Volume 4 EF Referéncia
microextracao deteccao Tipo Tipo (g L)
(L) (mL)
Aguas, cabelo,
SDME Chumbo ETAAS (PMBP)-benzeno 3,0 farinha de 1,0 0,025 16 [12]
arroz
DI-SDME Cromo(VI) ETAAS Tolueno 3,0 Agua 2,5 0,02 70 [14]
Agua,
. N,N- produtos
HS-SDME lodo UV-Vis o _ 2,5 _ 10,0 0,69 623 [34]
dimetilformamida farmacéuticos
e alimentos
SDME Mercurio ETAAS m-Xileno 10 Agua de rio 15,0 0,01 970 [35]
SFODME Cobre FAAS 1-undecanol 300 Aguas 100,0 0,0004 324 [23]
SDME Cadmio UV-Vis Tetraclorometano 25 Agua e arroz 5,0 0,0005 128 [17]
HS-SDME Mercurio ETAAS Tiouréia e APDC 4,0 Agua e peixe 10,0 0,005 35 [25]
SDSME Cobre FAAS 1-octanol 150 Aguas 60,0 3,0 52,6 [36]
o Dissulfeto de )
CF-SDME Cadmio ETAAS o 50 Agua e macga 50 0,0075 123 [18]
carbono
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1.2 PARAMETROS QUE AFETAM A EFICIENCIA DE EXTRACAO DA SDME

Alguns parametros sdo importantes para otimizacdo de procedimentos
envolvendo microextracdes liquido-liquido. Portanto, foi realizado um
levantamento prévio na literatura sobre os principais parametros que podem
influenciar nas concentracdes durante a extracdo do analito de interesse. Entre
0s principais fatores experimentais que afetam a eficiéncia de extracéo,
encontram-se: tempo de extracdo, tipo do solvente extrator, velocidade de
agitacao ou fluxo da amostra, temperatura e volume da gota. Esses parametros
supracitados foram minuciosamente avaliados e estudados com o intuito de se

convergir para os melhores resultados ao final do desenvolvimento do método.
1.2.1 Tempo de extracéo

A eficiéncia do tempo de extracdo em SDME depende da transferéncia de
massa do analito da fase aquosa para o solvente extrator. A extracdo dos
analitos é alcangcada quando o sistema atinge o equilibrio entre a fase aquosa e
a fase organica, ou seja, a distribuicdo entre as fases permanece constante. No
entanto, algumas vezes o equilibrio ndo € alcancado inicialmente, sendo
necessario a utilizacdo de um tempo elevado em torno de 30 minutos. Porém,
um tempo de extragdo prolongado, pode acarretar desprendimento da gota
para amostra. Na técnica HS-SDME, o equilibrio é alcancado mais rapidamente
guando comparado com as outras categorias da SDME, pois os coeficientes de
difusdo em fases gasosas sdo geralmente 10" vezes maiores que em fase
liguida. Além disso, a fase extratora fica suspensa na ponta de uma
microsseringa na parte superior da fase aquosa, permitindo velocidades de

agitacao mais rapidas, ou até mesmo o aquecimento da amostra [37].
1.2.2 Tipo de solvente extrator
A escolha do solvente de extracdo € o parametro mais importante da

SDME. Alguns critérios sdo necessarios para escolha do solvente organico.

Esse solvente deve ser imiscivel na agua, portanto o uso de solventes apolares
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ou fracamente polares sdo mais adequados. Outros critérios que devem ser
levados em consideracdo sdo a baixa volatilidade para evitar a perda do
solvente durante a extracdo, principalmente quando se utiliza velocidades de
agitacdo rapidas e prolongadas; e possuir um elevado -coeficiente de
distribuicdo. Este pode ser definido como a relacdo das concentracfes da
substancias na fase organica pela fase aquosa, ou seja quanto maior o
coeficiente de distribuicdo, maior sera a separacdo das fases durante a
extracao [6].

Geralmente o solvente de extracdo em procedimentos que envolvem a DI-
SDME possui uma elevada volatilidade. Numerosos solventes tém sido
utiizados como fase extratora na SDME: cloroférmio, diclorometano,
tetracloreto de carbono, tricloroetileno, tolueno entre outros [5]. Esses solventes
convencionais apresentam uma baixa viscosidade e uma elevada pressao de
vapor, afetando a estabilidade da gota. Os liquidos ibnicos tém sido utilizados
para o enriquecimento de separacdo dos analitos moderadamente polares ou
apolares, volateis e semi-volateis em diversos tipos de matrizes, como aguas
naturais, aguas subterrdneas e agua de mar. A elevada viscosidade dos
liguidos i6nicos pode ser considerada uma vantagem para DI-SDME, pois
proporciona um formato mais esférico da gota, diminuindo as perdas durante o
processo de extragao.

Na extracdo por DI-SDME, um dos fatores importantes é a interacdo entre
0 analito e a fase extratora, pois quanto mais apolar o solvente, maior o fator de
pré-concentracdo. Outro fator importante é o ponto de ebulicdo, na maioria das
vezes utiliza-se solventes com ponto de ebulicdo elevado para ndo ocorrer a
evaporacao do solvente durante a extracdo. Na HS-SDME, o solvente extrator
pode ser hidrofilico, visto que a fase aquosa ndo esta em contato direto com o
solvente de extracdo. No entanto, o solvente extrator deve possuir uma
presséo de vapor relativamente baixa, para evitar a evaporacdo do solvente de
extracdo durante o procedimento. [11; 38]. Na Tabela 2 sdo apresentadas as
propriedades fisico-quimicas dos principais solventes de extracao utilizados em
SDME.
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Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas para os principais solventes de extracdo utilizados em SDME.

CETESB: Companhia ambiental do estado de Séo Paulo

Peso Densidade . ) _ o
Solvente o Ponto de Ponto de Presséo de Viscosidade  Solubilidade em
molecular liquido-vapor o . 1
extrator 1 1 ebulicdo (°C) fuséo (°C) vapor (mm Hg) (cP) HO (g L™)
(g mol™) (g mL™)
Tetracloreto de
153,83 159-5.3 76,5 -22,6 100 0,95 0,08
carbono
Tricloroetileno 131,39 1,46 -4,5 87 -73 60 0,58 0,11
Cloroférmio 119,39 1,49-41 61,2 -63,5 200 0,55 0,8
Iso- octano 114,2 0,703 - 3,9 125,6 - 56,5 20 0,54 0,002
) 0,880 — néo
m-Xileno 106,16 ) 1444 -25,2 5 0,77 Insolavel
pertinente
0,867 - ndo
Tolueno 92,14 _ 110,6 -95 40 0,58 0,05
pertinente
Hexano 86,17 0,659 - 3,0 68,7 -94 200 0,32 Insolavel
Diclorometano 84,93 1,322-2,9 39,8 -97 400 0,45 1,38
Dissulfeto de
76,14 1,26 - 2,6 46,3 -111,6 400 0,36 Insoluvel

carbono

Leane Santos Nunes 41


http://www.cetesb.sp.gov.br/

Tese de Doutorado

1.2.3 Velocidade de agitacao

A velocidade de agitacao € extremamente importante na SDME, pois esta
diretamente relacionada a transferéncia de massa do analito para o solvente de
extracdo. Em geral, o processo de extracdo é realizado sob agitacdo da
solucdo, podendo ser, por exemplo, por meio de agitadores magnéticos. A
utilizacdo de velocidades elevadas proporciona uma reducdo no tempo de
equilibrio entre a fase aquosa e a gota extratora. No entanto, velocidades
elevadas podem provocar o aparecimento de bolhas de ar na superficie da
gota afetando diretamente a sua estabilidade. Em sistemas que envolvem a
HS-SDME € possivel utilizar velocidades de agitacdo bastante rapidas da
amostra, sem desprendimento da gota. Isso ocorre pois a gota do solvente é
mantida acima da solu¢do aquosa, diminuindo o tempo de extracdo, sendo esta

uma vantagem frente a outros sistema de microextracao [6].

1.2.4 Volume da fase extratora

O volume da fase extratora é um parametro relativamente dificil de ser
controlado em procedimentos que envolvem a SDME. Geralmente os modos
de operacdo da SDME utilizam pequenos volumes da fase da extratora. Os
volumes mais utilizados variam na faixa de 1,0-20 pL, dependendo das
propriedades fisico-quimicas do solvente utilizado. Volumes maiores da gota
sao dificeis de manipular, pois diminuem a sua estabilidade, tornando dificil
manté-la fixada na ponta da microsseringa, 0 que afeta significativamente a
velocidade de agitacdo e o tempo de extracdo. Muitos pesquisadores utilizam
adaptadores de PTFE acoplados na ponta da microsseringa para conseguir
maiores volumes da fase extratora [39].

1.2.5 Temperatura

Em SDME, a temperatura afeta significativamente o equilibrio entre a fase
aguosa e a fase extratora, acelerando o processo de transferéncia de massa.
Apesar do equilibrio entre as fases ser atingido rapidamente, o aumento da

temperatura provoca a dissolucdo da gota na fase aquosa e na formacao de
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bolhas, diminuindo a precisdo do método. A maioria dos métodos utilizam
SDME a temperatura ambiente. Em HS-SDME o aumento da temperatura
acelera a cinética da reacao durante a extracdo, pois o0 solvente extrator ndo
fica imerso na solugdo aquosa, o que possibilita o aquecimento desta fase. O
aguecimento aumenta a transferéncia de massa da fase aquosa para fase
organica, induzindo o processo de conveccdo. Outro modo de operacdo em
gue a temperatura pode ser elevada é a microextracdo em fase liquida com
gota organica flutuante solidificada (SFODME), pois é necessaria a fusdo da

gota solidificada antes de ser inserida no equipamento de deteccao [26].

1.3 MICROEXTRACAO EM GOTA SUSPENSA COM LIQUIDO IONICO

O desenvolvimento de métodos para preparo de amostras que utilizam
solventes sustentaveis apresentou um avanco significativo nos dltimos anos. A
utilizac&o de liquidos i6nicos (ILs) tem recebido destague como alternativa aos
solventes clorados, devido as diversas vantagens apresentadas: elevada
viscosidade, permitindo o aumento da gota e proporcionando uma maior
aderéncia desta a ponta da seringa; baixa presséao de vapor e alta estabilidade
térmica, evitando a evaporacdo do solvente; miscibilidade em diversos
solventes. Outra vantagem dos ILs é que eles podem ser facilmente
sintetizados em laboratério [40; 41].

Diversos pesquisadores utilizam os ILs em diferentes tipos de
microextracdo devido as suas caracteristicas intrinsecas. Varios tipos de
liquidos i6nicos tém sido utilizados em SDME, tais como: hexafluorfosfato de 1-
octil-3-metilimidazélio  ([CsMIM][PFg]),  hexafluorfosfato  de  1-hexil-3-
metilimidazolio ([CsMIM][PF¢]) e hexafluorfosfato de 1-butil-3-metilimidazdlio
([C4sMIM][PF¢]) [42]. A Tabela 2 apresenta as alguns trabalhos empregando a
IL-SDME e suas principais caracteristicas analiticas.

Um sistema empregando IL-DI-SDME foi desenvolvido para a extragao de
manganés em amostras de agua. O liquido i6nico [CsMIM][PF6] foi utilizado
como solvente extrator. Os autores destacam que, antes de cada extracdo, a
ponta da microsseringa foi lavada com etanol para evitar a formacao de bolhas

de ar na superficie da gota[43].
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Um sistema empregando IL-HS-SDME foi aplicado para extracdo de
metilciclopentadienil-manganés-tricarbonil (MMT) em amostras de agua e
gasolina [44]. Os autores utilizaram o hexafluorofosfato de 1-butil-3-
metilimidazolio como fase extratora. Neste trabalho, durante o processo de
extracdo, o contato entre as fases foi realizado pela agitacdo e aquecimento da
fase aquosa para acelerar o processo de transferéncia de massa. Apos término
do processo de extracdo, a fase rica foi injetada diretamente no forno de
grafite. A vantagem é o aquecimento da fase aquosa, que proporciona uma
reducdo no tempo para atingir o equilibrio entre as fases. A tabela 3 apresenta

alguns trabalhos publicados empregando a IL-SDME.
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Tabela 3. Trabalhos empregando a IL-SDME para extracdo de metais em diversos tipos de matrizes.

CTF: cloreto de tetradecilo (tri-hexil) fosfonio; MMT: Metilciclopentadienil-manganés tricarbonil; ESP: espectrometria

Solvente extrator Amostra
Técnica de Técnica de LD _
_ . Elemento . _ Volume _ Volume N EF Referéncia
microextracao deteccao Tipo Tipo (g L)
(L) (mL)
IL-SDME Pb ETAAS [C4MIM][PF¢] 7,0 Agua e leite 1,75 0,015 76 [45]
IL-SDME Mn ETAAS [CsMIM][PF6] 4,0 Agua 1,8 0,024 30,3 [43]
IL-SDME Co ETAAS [CsMIM][PF¢] 9,0 Agua 1,70 0,04 120 [46]
CVILAHS- Agua, peixe,
Hg ETAAS CTF 6,0 _ 10,0 0,01 75 [27]
SDME cabelo e vinho

Aguas
IL-SDME Pb ETAAS [C4MIM][PF¢] 4,0 _ 1,50 0,0032 32 [47]

naturais

_ Agua e
IL-HS-SDME MMT ETAAS [C4Min][PF¢] 2,5 _ 11,0 0,01 124 [44]

gasolina

_ Agua e
IL-SDME Cu ESP [C4MIn][PFg] 20 . 10,0 0,15 33 [48]

alimentos

IL-SDME Cd ETAAS [C4MIM][PF¢] 20,0 Agua e arroz 10,0 0,015 42 [49]
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1.3.1 Estrutura e propriedades dos liquidos iénicos

Os liquidos i6nicos podem ser definidos como sais organicos que

apresentam ponto de fusédo inferior a 100 °C. Geralmente os ILs sdo formados

através da combinacdo de cations organicos grandes e assimétricos com

anions organicos ou inorganicos relativamente pequenos. Os principais cations

utilizados séo fosfénio, amonio, sulfénico, piridinio, imidazdlio, entre outros. Os

principais &nions, por sua vez sao haletos, nitratos, tetrafluorofosfato, entre

outros. As Figuras 15 apresentam as principais estruturas dos cétions e anions

utilizados nos ILs [40].

Figura 15. Principais cétions e anios dos ILs.
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Os principais fatores que influenciam o ponto de fusdo dos ILs sdo a
simetria dos ions, as distribuicbes das cargas nos ions, as forcas de Van der
Walls e a capacidade de formar ligacées de hidrogénio. Anions que possuem
maiores simetrias apresentam elevados pontos de fusdo e vice-versa. A
simetria do cation também influencia no ponto de fusdo. Quanto menor a
simetria do cation, menor o ponto de fusdo, pois ocorre um desvio no
empacotamento dos ions no reticulo cristalino do solido, diminuindo a energia
de ligacdo. Os pontos de fusdo dos ILS tendem a aumentar com a reducgao da
cadeia alquilica. Entretanto, compostos que apresentam cadeia carbdnica com
8-10 atomos de carbono, tendem a aumentar os pontos de fuséo, devido as
forcas de Van de Walls [50].

A viscosidade dos liquidos ibnicos € determinada pela sua forte tendéncia
em formar ligacdes de hidrogénio e pela forca das suas interacdes de Van de
Walls. Os liquidos i6nicos possuem uma elevada viscosidade, propriedade
fisico-quimica que é uma grande vantagem em procedimentos que envolve a
SDME, pois proporciona maiores volumes da fase extratora e uma maior
aderéncia do extrato na ponta da microsseringa. Em alguns casos, a
viscosidade do ILs pode ser reduzida através do aumento da temperatura. A
Tabela 4 apresenta as propriedades fisico-quimicas dos principais ILs
utilizados em SDME [51; 52].
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Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas dos liquidos ibnicos mais utilizados em SDME.

Formula Densidade Massa Ponto de Tenséo ] . Solubilidade

o o Viscosidade
Liquido iGnico molecular a25°C molar superficial (cP) em H,O
c

(g mol™) (g cm?) (g mol™) (MmN m™) L™
[C4sMIM][PF¢] CgHisFsNoP 1,31-1,36 284,1 -48,8 207-450 18
[CsMIM][PFg] CioH19FsN2P 1,30 312,24 43,4 560-586 7,5
[CsMIM][PF¢] Ci2H23FeN2P 1,24-1,27 340,29 37,7 682-982 2

[CAMIM][PF6]: hexafluorfosfato de 1-butil-3-metilimidazolio; [C6MIM][PF6]: hexafluorfosfato de 1-hexil-3-metilimidazdlio;

[CBMIM][PF6]: hexafluorfosfato de 1-octil-3-metilimidazdlio
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CAPITULO II

METODOS ENVOLVENDO A MICROEXTRAGCAO COM GOTA SUSPENSA
PARA DETERMINACAO DE MANGANES EM AMOSTRAS DE BEBIDAS E
PESCADOS

Leane Santos Nunes 49



Tese de Doutorado

2.0 OBJETIVOS

2.0.1 Geral

Desenvolver sistemas utilizando a SDME e a CFME para pré-
concentracdo de manganés em amostras de bebidas e pescados

com determinagéo por espectrometria de absor¢géo com forno de grafite.

2.0.2 Especificos

» Otimizar e validar os sistemas de microextracdo com gota suspensa com
deteccao por espectrometria de absorgéo atdmica com forno de grafite;

» Investigar o uso do iridio e tungsténio como modificador permanente;

» Comparar a eficiéncia de extracdo e pré-concentracdo dos meétodos de
microextracao desenvolvidos;

» Aplicar o método proposto em amostras de bebidas e pescados para

determinar o teor de manganés.

2.1 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.1 Aspectos gerais do elemento manganés

O elemento manganés (Mn) é localizado no grupo 7 da tabela periddica,
apresentando nimero atdémico 25 e massa atémica 55 g mol™. Apresenta cinco
diferentes estados de oxidacdo: Mn(+2); Mn(+3); Mn(+4); Mn(+6); Mn(+7),
embora apenas 0s que variam de -3 a +7 tenham sido observados. Dentre
estes, 0o estado de oxidacdo (+2) caracteriza-se como 0 mais estavel. O
manganés é um metal de aspecto cinza-prateado, ductil, quebradico, dificil de
fundir, podendo ser facilmente oxidado. A Tabela 5 mostra algumas de suas

caracteristicas fisico-quimicas [53].
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Tabela 5. Caracteristicas fisico-quimicas do manganés.

Grandeza Valor Unidade
Entalpia de fusdo 12,41 KJ mol™
Entalpia de vaporizagao 221 Kj mol™*
Configuracao eletrdnica [Ar] 4s%d® -
Condutividade térmica 7,82 W/(m°C)
Densidade 7,47 gcm?
Estados de oxidagao +7, +6, +4, +3, +2, 0, -3 -
Ponto de ebuligéo 2120 °C
Ponto de fuséo 1250 °C

O Mn?* é um elemento essencial para o metabolismo humano e
desempenha diversas fungdes no organismo. E fundamental na formac&o dos
0ssos e tecidos, possui fungbes reprodutivas, atua na ativagdo de muitas
enzimas ligadas aos processos metabdlicos vitais, e a deficiéncia desse
nutriente  no organismo pode influenciar no crescimento, provocar

anormalidades esqueléticas, e ainda, a desmineralizacao 6ssea [43].
2.1.1.1 Fontes de manganés em alimentos

Atualmente, a demanda por alimentos saudaveis exige um controle
rigoroso de qualidade sendo de grande importancia observar a composicéo
elementar desses produtos. Nesse contexto, 0 manganés € um elemento trago
essencial aos seres humanos, com concentragbes que variam
acentuadamente. Sua necessidade diaria ndo passa de poucos miligramas,
sendo recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), uma
concentracéo de 2-8 mg/dia de Mn(ll) para uma dieta a ser consumida por um
adulto [54].

Em corpos de agua doce e superficiais, o Mn(ll) pode ser encontrado na
forma solivel e também na forma suspensa. Nos oceanos, € encontrado na
forma de diéxido de manganés (MnO), produzido a partir da acao de bactérias

sobre os sais do metal. Estudos revelam que o transporte do Mn(ll) é
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favorecido, principalmente, pelas variagcdes de pH. Em meio acido, as formas
insollveis de Mn apresentam mobilidade na forma livre e tendem a atingir

aguas subterraneas e precipitar [55].

Existem diversas agéncias regulamentadoras e governos que
estabelecem um controle rigoroso da concentracdo de Mn(ll) em sistemas
aguaticos naturais, através de normas e limites de tolerancia. O Conselho
Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), através da resolucdo N° 357 de 2005,
estabelece como limite maximo de Mn em &guas salinas a concentragdo de
100 pg L™ [89]. J& o grupo de estudo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) sugeriu limites ocupacionais de manganés de 30 pg L™

para aguas naturais [90].

2.1.2 Espectrometria de absorcao atdmica com forno de grafite (GF AAS)

2.2.1.1 Principios e funcionamento

A elevada sensibilidade da espectrometria de absorcdo atébmica com
forno de grafite (GF AAS) faz dela uma técnica de deteccdo para determinar
diversos elementos em concentracdes 1000 vezes mais baixas do que a
espectrometria de absorcdo com chama (F AAS). O principio da técnica
consiste em gerar uma nuvem de atomos densa e em condi¢cBes controladas.
Esta nuvem proporciona uma maior sensibilidade, e as condi¢cées controladas
minimizam as interferéncias através do programa de aquecimento,
possibilitando um ambiente isotérmico [56].

A GF AAS ¢é considerada uma excelente estratégia analitica de
introducdo de amostras em determinacdes espectrométricas, uma vez que
permite a separacdo do analito da matriz, aumentando a eficiéncia de
transporte do analito por meio de um programa adequado de temperatura,
diminuindo as possiveis perdas do analito durante o processo de atomizagao
[56], sendo esta a principal diferenca entre a GF AAS e a F AAS. As etapas do
programa de temperaturas envolvidas séo: secagem, pirélise, atomizacédo e
limpeza [56].

Leane Santos Nunes 52



Tese de Doutorado

1. Etapa de secagem: consiste na evaporacao do solvente da solucéo
da amostra a uma dada temperatura (~110 °C). Essa etapa é um pouco lenta,
para que nao ocorra projecdo da amostra.

2. Etapa de pirdlise: etapa onde ocorre a destruicdo da matriz, com
decorrente eliminacéo seletiva de seus componentes inorganicos e organicos ,
deixando-a “menos complexa” para analise. Nessa etapa ocorre elevacao da
temperatura (~300-1200 °C), sendo uma fase lenta, para que nao ocorra a
volatilizacdo do analito.

3. Etapa de atomizagé&o: ocorre com a formagédo da nuvem atémica do
analito e com a deteccdo do sinal de absorvancia. O fluxo de gas é
interrompido durante a atomizagéo para evitar que o analito seja expulso para
fora do forno. Essa etapa ocorre a uma temperatura entre 2000-3000 °C em
poucos milissegundos a segundo, sendo rapida, para que o analito seja
volatilizado de forma simultanea. Dependendo do tipo de matriz, torna-se
necessario uma etapa de pré-pirolise.

4. Etapa de limpeza: consiste na eliminacédo de todo e qualquer residuo
da amostra no tubo de grafite. A faixa de temperatura varia entre 2200-3000

°C, sendo uma etapa muito rapida. A Figura 16 apresenta as etapas envolvidas
durante o programa de aguecimento.

Figura 16. Etapas envolvidas no programa de aquecimento do GF AAS.
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Apesar do adequado programa de temperatura, a técnica GF AAS tem

~

mostrado uma susceptibilidade a interferéncias de matriz, as quais podem
causar severas reducfes ou aumentos no sinal analitico. A presenca de

interferéncias quimicas pode ser causada pela reacdo entre a espécie de
interesse e as paredes quentes do forno de grafite formando carbetos
refratarios e a formacéo de moléculas gasosas estaveis que séo perdidos antes
de serem decompostas em atomos. Entdo, a utilizacdo de estratégias como
modificagdo quimica passou a ser empregada nas analises por GF AAS. O uso
de modificadores quimicos foi proposto Richard D. Ediger, em 1974 e,
possuem a funcdo de diminuir a producdo de compostos térmicos dos ions
interferentes e/ou dificultar a volatilizacdo do analito [57].

O modificador quimico pode atuar de duas formas: combinando-se com
0 analito e aumentando sua estabilidade térmica, ou combinando-se com a
matriz, aumentando sua volatilidade. Existem dois tipos de modificacbes
guimicas: os modificadores convencionais e permanentes. O convencional esta
presente em solucdo e € adicionado antes, depois ou conjuntamente com a
amostra, e a modificagdo quimica permanente consiste na introducdo de varias
aliquotas de solucdo de modificador quimico na superficie da plataforma de
grafite, seguido por etapas de secagem-pirdlise, obtendo uma camada do
modificador quimico termicamente depositada na superficie do tubo de grafite
[58]

Os principais elementos usados como modificadores convencionais sao
0 Cu, Ni, Pd/Mg(NO3), e &cido citrico. JA os modificadores permanentes séo
geralmente metais nobres de alto ponto de fusdo, como os do grupo da platina
(Ir, Pd, Pt, Rh, Ru) e os elementos que formam carbetos (Mo, Nb, Re, Ta, Ti, V,

W, Zr, Hf, B, Si), podendo ser empregados individualmente ou combinados

[58].
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2.1.3 O reagente 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN) e o 2-(5-bromo-piridilazo)-5-
dietilaminofenol (Br-PADAP)

O reagente PAN é um pulverizado cristalino de coloragdo laranja-
avermelhada de massa molecular 249,27 g mol™, e possui ponto de fus&o entre
140 e 142° C. E bastante estavel no estado soélido e praticamente insoltvel em
agua, sendo soluvel em solugdes é&cidas, solucdes fortemente alcalinas e

varios solventes organicos. Na Figura 17 € mostrada a estrutura do reagente
[59].

Figura 17. Formula estrutural do 1-(2- piridilazo)-2-naftol.

HO

Os compostos azo possuem a estrutura basica Ar-N=N-Ar1, onde Ar e
Ar1 representam grupos aromaticos quaisquer. Essas substancias apresentam
coloracdo intensa devido a presenca da ligacdo azo (—N=N-), que provoca a
conjugacdo de dois anéis aromaticos. Essa conjugacdo forma um extenso
sistema de elétrons 1 deslocalizados e possibilita a absor¢cao da luz na regiao

do visivel que confere cor brilhante a estes compostos [60].

Os reagentes da classe dos piridilazo, na qual o PAN esta incluido,
comportam-se como ligantes tridentados e formam quelatos com ions
metdlicos através do a&tomo de oxigénio do grupo orto-hidroxila, atomo de
nitrogénio da piridina e um dos atomos de nitrogénio do grupo azo. A razao
molar metal pode ser representada de duas formas: 1:1 e 1:2 [61].

Uma representacdo da reacdo de complexagcdo envolvendo as duas
razdes molares é apresentada, onde M é o metal e HL é a forma neutra do
PAN.
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M*+HL — ML + H*
M2* + 2HL— ML, + 2H*

O PAN reage com vérios ions metélicos, formando diversos complexos
coloridos. A reacdo que ocorre entre o reagente complexante e 0s ions
metélicos depende da variagdo da concentracdo hidrogenibnica do meio
reacional, isso se deve a protonacdo em meio acido do atomo de nitrogénio do
grupo piridina e da ionizagdo do hidrogénio do grupo hidroxila em meio basico.
A mudanca de cor varia de acordo com o pH do meio reacional. Na Figura 18,

sao apresentadas as trés formas quimicas acido-base do PAN. [62].

Figura 18. Representacao do equilibrio acido base do reagente complexante
PAN.

Ka pKa
H,L* ,p:‘1 HL :‘2 L-
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pH<2,5 pH25a12  pH>12

pKa,=2,9  pKa,=11,6

Os compostos piridilazo sao derivados da 2-aminopiridina, sendo que a
sintese dos seus reagentes envolve o acoplamento do piridildiazotato,
(geralmente realizado com alguma dificuldade) com uma substancia fendlica
em atmosfera de diéxido de carbono. A estrutura do quelato metdlico Mn**
+PAN é mostrada na Figura 19 [63].

Figura 19. Estrutura do quelato Mn?* +PAN.
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Outro reagente largamente utilizado como reagente espectrofotométrico
para determinacdo de ions metalicos, principalmente os cations dos metais de
transicdo é o 2-(5-bromo-piridilazo)-5-dietilaminofenol, conhecido como Br-
PADAP. Esse reagente possui ponto de fusdo na faixa de 151 a 152 °C, sendo
muito soluvel em diversos solventes organicos e apresenta uma baixa
solubilidade em agua. E bastante estavel e forma complexos coloridos, como
ligante tridentado. O complexo metal e reagente é formado a partir do
acoplamento do m-dietilaminofenol com 2-amino-5-bromo-piridilazo em solugé&o
etandlica [64].

2.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.2.1 Instrumentacéo

Todas as determinacdes de Mn(ll) e o estudo dos parametros da SDME
foram realizadas utilizando um espectrometro de absorcdo atdmica modelo
AAnalyst 400 e um forno de grafite modelo HGA 900, ambos adquiridos pela
Perkin Elmer (Shelton, EUA). A correcdo do sinal de fundo foi realizada com
uma lampada de deutério. A fonte de radiacdo utilizada foi uma lampada de
catodo oco de manganés (Perkin Elmer), usando a linha espectral principal em
279,48 nm. Tubos de grafite piroliticamente revestidos e plataforma integrada
foram utilizados com mdodulo de aquecimento transversal. O gas argdnio com
alta pureza 99,99% v/v, White Martins, Salvador, BA, Brasil foi utilizado como
gas purga e de protecdo durante todas as fases de aquecimento, exceto
durante a etapa de atomizacdo. Para as medicdes, 5,0 yL do solvente extrator
foram injetados através de uma seringa cromatogréfica diretamente no tubo de
grafite. O sinal de absorvancia foi obtido pela integracdo da area de pico. Os
parametros instrumentais utilizados seguiram as recomendacdes do fabricante

e sao apresentados na Tabela 6:
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Tabela 6. Condicdes operacionais na determinacdo de Mn(ll) por ET AAS.

Parametros Valores
Comprimento de onda (nm) 279,48
Corrente da lampada (mA) 20

Banda espectral (nm) 0,5

Corretor de radiacéo de fundo Lampada de deutério
Fluxo do gas de purga (mL min™) 250 (Argonio)

Foram utilizados, em todos os estudos para a formacdo da gota
suspensa, uma microseringa de vidro com capacidade interna de 10 yL com
uma ponta e um embolo de aco inoxidavel (modelo Hamilton); tubos capilares
de teflon de 3,0 mm de diametro interno e 0,5 cm de comprimento foram
inseridos na ponta da agulha. Depois da realizacdo dos experimentos, 0s
capilares de teflon foram lavados com 4&lcool e, em seguida, com &gua
desionizada. Nenhum efeito oxidativo foi observado na ponta da microseringa
durante o trabalho. Um agitador magnético, modelo Fisatom 754, foi utilizado
para promover a transferéncia de massa no momento da extracdo do PAN-
Mn(Il). O pHmetro, (Quimis - modelo Q400AS) foi utilizado para ajustar o pH no
preparo das solu¢des tampao.

2.2.2 Reagentes e solucdes

Todos as solugdes aquosas foram preparadas a partir de reagentes com
grau de pureza analitica e agua desionizada ultrapura, obtida de um purificador
ELGA (Modelo Classic UF MK2) com resistividade maior que 18,2 mQ. cm. As
vidrarias e frascos utilizados no preparo das solugbes foram previamente
colocados em banho &cido contendo solugdo de HNO3; 10% (v v ™), por no
minimo 24h e, posteriormente, lavados com agua ultrapura antes do uso.
Abaixo estdo listados todos os reagentes/marca durante o desenvolvimento do

trabalho.
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e Solucdo padrédo de Mn 1000 ug mL™*(Fluka, S&o Paulo, Brasil)

e Acido nitrico a 65% (m/v) (MERCK); Acido cloridrico a 37% (m/v)
(MERCK); Acetona (MERCK);

e Etanol a 99% (v/v) (MERCK);

e Cloreto de amonio P. A. (VETEC);

e Hidréxido de amdnio P. A. (MERCK);

e Hidréxido de sédio (MERCK);

e Borato de sédio (SYNTH);

e Acetato de sédio anidro (SYNTH);

e Acido acético glacial (MERCK);

e Acido acético (MERCK);

e Liquido ibnico: Hexafluorofosfato  de  1-butil-3-metilimidazdlio
[C4sMIN][PF¢] (SIGMA);

e 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN).

A partir dos reagentes listados acima as solugbes foram conduzidas

seguindo os procedimentos abaixo:

Solucdo de manganés 1,0 ug L™

As solucdes foram preparadas através da diluicio de uma solucéo
estoque de manganés 1000 ug mL™ (padrdo para absorcdo atémica, Sigma-
Aldrich) com &gua ultra pura.
Solucdes de 4cido nitrico

As solucbes foram preparadas medindo-se quantidades apropriadas do
acido e diluindo-se com agua ultra pura.
Solucédo de hidroxido de sodio

As solugbes de hidroxido de sédio foram preparadas pesando-se
guantidades apropriadas do reagente e diluindo-se com agua ultra pura.
Solucéo de PAN a 0,05 % m v

A solucdo do reagente 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN) foi preparada
pesando-se 0,05 g do composto sélido e diluindo-se com alcool etilico absoluto
para um baldo volumétrico de 100,0 mL.

Solucgéo de cloreto de potassio (pH 2,0 -3,0)
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Foi pesado 0,37 g de cloreto de potassio, dissolveu em 42,50 mL de
acido cloridrico 0,20 mol L™ e diluiu em 100 mL de agua ultrapura.
Solucao tampao acetato de sédio (pH 4,0-5,5)

Foi pesado 82,00g de acetato de sédio anidro, dissolveu em 1000 mL de
agua ultrapura e ajustou o pH com acido acético glacial.
Solucéo tampéo fosfato (pH 6,5-7,5)

Foi pesado 28,39 g de fosfato acido de sodio, Na;HPO,, e 23,99 g de
fosfato diacido de sodio, NaH,PQy,, e dissolveu em 100 mL de agua ultrapura.
Solugéo tampéao borato de sodio (pH 8,0-8,5)

Foi pesado 38,13 g de tetraborato de sédio, dissolveu em 1000 mL de
agua ultrapura e ajustou o pH com solucéo de acido cloridrico.

Solugéo tampé&o amoniacal (pH 9,0 e 10)
Foi pesado 53,50 g de cloreto de amobnio, dissolveu em 1000 mL de

agua ultrapura e ajustou o pH com hidroxido de amonio.
2.2.3 Pré-tratamento das amostras

2.2.3.1 Digestéo acida das amostras reais

As amostras de bebidas alcoolicas foram coletadas na cidade de Jequié,
estado da Bahia, Brasil. Foram utilizadas amostras de jurubeba (Ledo do
Norte), Catuaba (acai, mel e tropical) e conhaque de alcatrdo. Um volume de
5,0 mL das amostras de bebidas foram introduzidas em um tubo de ensaio
apropriado para o bloco digestor, adicionados 2,0 mL de &cido nitrico
concentrado e 2,0 mL de peréxido de hidrogénio 30% (v/v). A mistura foi
aguecida em um bloco digestor a 120°C durante 5,0 horas. ApGs o resfriamento
a temperatura ambiente, o pH da solucéo residual foi ajustado para 7,0 com
hidroxido de soédio. Finalmente, a amostra foi transferida para um baldo
volumétrico de 10,0 mL, e o volume completado com &agua ultrapura. Em
seguida, o procedimento proposto de microextracdo foi aplicado para as
amostras digeridas, analisadas em triplicata.

As amostras de pescado: robalo (Centropomus undecimalis) e tainha
(Mugil brasiliensis) e do molusco: sururu (Mytella guyanensis) foram coletadas

no municipio de Sédo Francisco do Conde, Bahia, Brasil. Uma massa de
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aproximadamente 0,100 g das amostras foi pesada em recipiente de PTFE. Em
seguida, foram adicionados 0,5 mL de peroxido de hidrogénio e 1,5 mL de
acido nitrico concentrado. O sistema fechado foi mantido em uma estufa a
110°C durante 6,0 h. Apés o arrefecimento até a temperatura ambiente, o pH
do digerido foi ajustado para 8,0 com solucéo diluida de NaOH. e adicionado
ao baldo volumétrico de 25,0 mL contendo solucdo tampdo adequada e o
volume final aferido com &gua ultrapura. Brancos de reagentes também foram
preparados. Desta forma, as solugdes de amostras e os brancos dos reagentes

foram submetidas ao procedimento de microextragdo com gota suspensa.

2.2.3.2 Digestédo do material de referéncia certificado

Aproximadamente 0,1 g de amostra foi pesada em um recipiente de
PTFE. Em seguida, foram adicionados 1,5 mL de acido nitrico a 65% (m/m) e
1,0 mL de peréxido de hidrogénio a 30% (v/v), tendo a mistura sido depositada
em uma bomba de digestdo &cida. O sistema foi mantido por 4 horas a uma
temperatura de 110 °C em estufa. ApGs resfriamento a temperatura ambiente,
o pH do digerido foi ajustado para 7,0 com solucdo de hidroxido de saédio.
Finalmente, a amostra foi transferida para um baldo volumétrico de 50,0 mL,
adicionou-se tampao borato pH 8,0 na solugdo e o volume completado com

agua ultrapura.

2.2.3.3 Procedimento de modificacdo permanente do tubo de grafite

Antes das analises para determinacao de Mn(ll) por GF AAS, tubos de
grafite com plataforma integrada foram revestidos com 250 pg dos
modificadores permanentes tungsténio e iridio. O procedimento realizado foi
baseado nos estudos de Cassella et al. (2011), em que 5 injecdes de 50uL da
mistura de uma solucdo contendo 1000 mg L™ de W e 1000 mg L™ de Ir foram
depositadas na superficie da plataforma com auxilio de uma micropipeta. A
cada injecdo o tubo era submetido as etapas do programa de temperatura,

mostrado na Tabela 7:
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Tabela 7. Programa de temperatura do GF AAS para o tratamento da
plataforma do tubo de grafite com modificador permanente de tungsténio e

iridio (1000 pg L™).

Etapa Temperatura Rampa(s) Patamar (s) Fluxo de
(°C) gas (mL
min™)
Secagem 1 90 5 30 250
Secagem 2 140 5 30 250
Pirdlise 1 1000 10 10 250
Atomizacao 2000 0 5 0
Limpeza 2600 1 10 250

Fonte: Proprio autor.

2.2.3.4 Estudo do comportamento eletrotérmico: temperaturas de pirélise

e atomizacdao utilizando tungsténio e iridio como modificador permanente

As temperaturas de pirdlise e atomizacdo foram otimizadas em varias

etapas distintas, através do programa de aquecimento. O argonio foi utilizado

como gas de purga e a sua vazao foi fixada em 250 mL min™ nas etapas de

secagem, pirdlise e

limpeza, sendo

interrompido durante a etapa de

atomizacdo. As condicOes operacionais do equipamento utilizado para a

determinacdo de manganés sdo mostradas na Tabela 8.
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Tabela 8. Programa de aquecimento utilizado para a determinacdo de Mn (Il).

Etapa Temperatura  Rampa (s) Patamar (s) Fluxo de
(CN®)] gas (mL
min™)
Secagem 1 120 20 10 250
Pirdlise 1 1000 5 40 250
Pirdlise 2 1000 1 3 250
Atomizacao 2300 0 4 0
Limpeza 3000 2 2 250

Fonte: Préprio autor.

2.2.3.5 Procedimento de pré-concentracdo e determinacdo de Mn(ll)

envolvendo a microextracdo com gota suspensa por imersao direta.

Solugdes contendo 1,5 mL de Mn(ll) com concentracdo de 1,0 pg.L™
foram transferidas para frascos de vidro com capacidade de 2 mL. Em seguida,
foram adicionados 200 pL do tampéao borato pH 8,0 e 10 pL do agente quelante
PAN 0,05 % (m/v). Posteriormente, utilizou-se um suporte universal,
juntamente com uma pinga para fixar a microseringa cromatografica a solugcéo
aguosa de manganés. Entdo, uma quantidade de 5,0 yuL do solvente extrator
[C4MIM][PF¢] foi aspirado por meio de uma microseringa, e a ponta da agulha
acoplada com teflon, foi mantida em contato direto com a amostra da solugéo,
formando-se uma microgota. O sistema foi acomodado sobre um agitador
magnético com uma velocidade de agitacdo de 400 rpm durante 7 minutos sob
temperatura ambiente. Apds a extracdo, a microgota foi recolhida para dentro
da microseringa e inserida diretamente no forno de grafite para a medida da
absorvancia. As Figuras 20 e 21 apresentam uma representacdo esquematica

do sistema desenvolvido.
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Figura 20. Representacdo esquematica do sistema para pré-concentracédo e
determinacao de Mn(ll) por GF AAS.

(1) Suporte com pinca; (2) Microseringa; (3) Solucdo aquosa; (4) Barra
magnética; (5) Frasco de amostra; (6) Liquido ibnico, (7) Ponta da seringa
acoplada com tubo de teflon e (8) Tubo de grafite.

Fonte: Propio autor

Figura 21. Fotos do sistema de microextragdo com gota suspensa para a
determinacao de Mn(ll).

s
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2.2.3.6 Procedimento de pré-concentracdo e determinacdo de Mn(ll)

envolvendo a microextragcdo com fluxo continuo

Nesse trabalho foi desenvolvido um sistema com fluxo continuo para
pré-concentracdo Mn(ll) e posterior deteccao por GF AAS (Figura 22 e 23). Ele
€ constituido por uma bomba peristaltica de quatro vias com velocidade
variavel (Modelo BT100LC) e tubos capilares de PVC, sendo que a ponta
desse tubo foi inserida no reservatotio da amostra de origem. O procedimento
experimental iniciou-se com o enchimento de toda a tubagem do sistema com
uma solucao de Mn (1l), com o auxilio de uma bomba peristéltica ligada a uma
vazdo constante de 1,0 mL min®. A camara de extracdo foi preenchida com
2,0mL da solucédo e, em segiuda, 5,0 pL do solvente extrator [C4MIM][PFg] foi
injetado no fluxo da amostra para que a extracdo fosse promovida através da
recirculacdo da solucdo aquosa que passava pela gota estatica durante 20
minutos. Finalmente, a gota foi succionada e inserida diretamente no forno de

grafite.

Figura 22. Sistema de microextracdo em linha com fluxo continuo para a

determinacdo de manganés.
Ser'mgaﬁ
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 23. Fotos do sistema de microextragdo em linha com fluxo continuo
para a determinacéao de Mn(ll).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Otimizagao das variaveis

As principais variaveis foram estudadas de forma univariada e uma
solucdo de Mn(ll) 1,0 ug L™ foi utilizada para todos os estudos envolvidos. As
otimizacdes foram conduzidas seguindo duas vertentes. A primeira, estudando
os parametros da eficiéncia na quantificacdo durante as determinacdes de Mn
por GF AAS, sendo o0s principais parametros: temperaturas de pirolise e
atomizagdo; a segunda, os principais fatores experimentais que afetam a
eficiéncia de extracdo, na qual se encontram: tempo de extracdo, pH,
velocidade de agitacdo ou vaz&o da amostra, volume da gota e concentracao

do agente quelante.

2.3.1.1 Estudo das temperaturas de pirélise e atomizacdo utilizando

tungsténio e iridio como modificador permanente

Para investigar as condi¢des térmicas Gtimas para a determinacédo de
Mn apés o procedimento de microextracdo, um estudo da temperatura de
pirdlise e atomizacéo foi realizado por meio da introducgéo direta de 5,0 yL do
solvente extrator [C4MIM][PFs] na plataforma integrada do forno de grafite. O

tubo de grafite foi revestido com modificador quimico permanente tungsténio
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mais iridio na proporcédo de 1:1, devido as elevadas temperaturas empregadas

na etapa de pirolise.

Para avaliar a influéncia da temperatura de pir6lise sobre sinal analitico,
variou-se a temperatura da etapa de pirélise na faixa de 500 a 1200 °C,
mantendo constante a temperatura de atomizacdo em 1900 °C. De acordo com
a Figura 24, temperaturas de pirélise superiores a 1000 °C ocasionaram um
decréscimo do sinal analitico. Observou-se também que, para temperaturas de
pirélise inferiores, ocorre uma diminuicdo no sinal analitico, visto que nao
ocorreu a total eliminacdo dos componentes inorganicos e organicos. Portanto,
a temperatura de pirdlise 6tima foi de 1000 °C. Nessa condicdo, obtiveram
sinais transientes mais definidos, com menores sinais de fundo. O baixo valor
do sinal de background indicou a eliminacdo completa da matéria organica e
auséncia de residuos no atomizador, diminuindo as interferéncias durante a
etapa de atomizacéao.

Para avaliar o efeito da temperatura de atomizacdo sobre o sinal
analitico, o procedimento realizado foi semelhante ao estudo da temperatura de
pirélise, variando-se a temperatura de atomizagcédo na faixa de 1900 a 2600 °C
e mantendo fixa a temperatura de pir6lise em 500 °C. A etapa de atomizacéo
deve ser suficientemente elevada para gerar uma nuvem atémica, no menor
tempo possivel. Por outro lado, ndo pode ser exageradamente elevada, para
nao deteriorar prematuramente o tubo de grafite. O forno foi purgado com
argbnio durante cada etapa, exceto na atomizacdo, para remocdo do material
volatil. Durante a atomizacdo, o fluxo de gas interno foi interrompido para
maximizar o tempo de residéncia dos atomos no caminho Optico e manter a
isotermicidade, evitando que o analito seja projetado para fora do forno, e
também para nao interferir no sinal analitico.

A Figura 24 mostra, também o efeito da temperatura de atomizacéo
no sinal analitico para Mn(ll). Observando-se a curva de atomizacéao, verifica-
se que temperaturas abaixo de 2300 °C, proporcionam uma diminui¢éo do sinal
analitico, visto que o analito ndo foi atomizado de forma satisfatoria. Entretanto,
para temperaturas superiores ao valor 6timo, observam-se maiores valores de
background, indicando a possivel presenca de residuo carbonaceo, oriundo da

matéria organica da fase rica, que ficou acumulado no tubo de grafite,
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originando maiores valores de background, interferindo na determinacdo de
manganés. Portanto, a temperatura de atomizacao selecionada para o Mn(ll)
foi de 2300 °C.

Figura 24. Estudo do efeito de pirolise e atomizac&o para Mn*".
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2.3.1.2 Tempo de extragao

Em procedimentos que envolvem a SDME, o tempo de extracdo esta
relacionado com o equilibrio que ocorre entre a fase doadora e a fase receptora
[43]. Esta variavel determina a quantidade de massa da espécie que ficara
retida na gota extratora. A influéncia do tempo de extracdo foi estudada,
variando-se o tempo de pré-concentracdo de 2,0 a 10 minutos para o sistema
SDME e periodos entre 2,0 a 30 minutos para sistema em linha CFME. De
acordo com Figura 25 e 26, foi possivel observar uma linearidade entre o
tempo de pré-concentracdo e a absorvancia até o valor de 7 minutos para o
sistema SDME e 20 minutos para o sistema CFME. A transferéncia do analito
da fase doadora (amostra) para a fase receptora (gota) ocorre rapidamente,
pois a area superficial entre o solvente extrator e a fase aquosa € muito
elevada, fazendo com que o equilibrio entre as fases seja alcancado
rapidamente. Maiores intervalos de pré-concentragdo ndo afetam

significativamente o sinal analitico, pois o equilibrio entre as fases foi
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alcancado. Nos experimentos posteriores, foi utilizado um tempo de 7,0 e 20

minutos para o sistema SDME e para sistema CFME, respectivamente.

Figura 25. Influéncia do tempo de contato na pré-concentracéo e determinacgao
de Mn(ll) por SDME.
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Figura 26. Influéncia do tempo de contato na pré-concentracéo e determinagao
de Mn(ll) por CFME.
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2.3.1.3 Estudo do tipo de solvente extrator e influéncia do pH

A escolha do solvente extrator foi baseada nas propriedades fisicas e
guimicas, como densidade, viscosidade, solubilidade e pressdao de vapor. A
densidade deve ser maior que a da agua, para permitir a formacdo da fase
aceptora; a solubilidade e a pressao de vapor devem ser rigorosamente baixas,
para evitar a perda da fase aceptora durante a extragdo. Os solventes
extratores estudados foram cloroformio, tricloroetileno, hexafluorofosfato de 1-
butil-3-metilimidazélio [C4MIN][PFs] e hexafluorofosfato de 1-hexil-3-
metilimidazolio 1-HMIM [PF6]. Dentre eles, o [C4MIN][PF¢] obteve uma maior
eficiéncia de extracdo, pois o 1-HMIM [PF6] apresentou uma elevada
viscosidade devido a presenca da cadeia longa do grupo 1-alquila, dificultando
0 processo de extracao, pois parte do IL ficava retida nas paredes do tubo de
grafite. Apesar do tricloroetileno possuir uma pressao de vapor menor que a do
cloroférmio, este ndo teve uma boa afinidade com o complexo formado e, além
disso, o formato esférico da gota foi comprometido, ficando partes do solvente
nas paredes da seringa. Portanto, hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazélio
[C4MIN][PF¢] foi o solvente extrator utilizado em todos os estudos posteriores.

O estudo do pH de complexagdo € muito importante para formacéo do
quelato Mn-PAN. Por isso, faz-se necessério realizar um estudo para
estabelecer as melhores condicbes de pH. O pH das solugdes de Mn(ll) foi
variado na faixa de 2,0 a 10,0, utilizando solu¢des-tampé&o acetato (4,0 - 6,0),
borato (7,0 - 8,5) e amoniacal (9,0 - 10,0). De acordo com a Figura 27, o0 maior
sinal analitico de Mn(ll) apresentado foi em pH 8,0. Em meio &cido, a extragéo
dos analitos praticamente n&o foi observada, pois a quantidade de PAN
desprotonada para formacédo do complexo Mn-PAN néo foi suficiente para a
sua extracao. Valores de pH acima de 8,0 o sinal decresce. Nessas condicdes,
ha um excesso de ions hidroxido precipitando na forma do respectivo hidroxido,
diminuindo a formagdo do complexo Mn-PAN. Com base nos resultados
obtidos, o pH 8,0 foi utilizado em todos os experimentos posteriores, pois
viabilizou a maior formacdo do complexo. A influéncia da quantidade de
tampédo também foi avaliada, variando o volume entre 30, 50, 80, 100, 150 e

200 pL. Os resultados mostraram que a adicdo de 200 pL de tampéao borato 0,1
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mol L™? nas solucbes aquosas das amostras foi suficiente para manter

constante o pH.

Figura 27. Influéncia do pH na pré-concentracéo e determinacao de Mn(ll) por

SDME.
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2.3.1.4 Efeito da velocidade de agitacdo para SDME e vazdo da amostra
para CFME

O estudo foi conduzido, variando-se a velocidade de agitacdo do
sistema. O efeito da velocidade de agitacdo para SDME afeta
significativamente a transferéncia de massa do analito para o solvente de
extracdo. Um aumento na velocidade de agitagcdo acelera a cinética de
extracdo, facilitando a difusdo entre a fase aquosa e a fase aceptora [42]. A
velocidade de agitacao variou entre 200 a 700 rotagdes por minuto. Observou-
se que, em baixas velocidades de agitacdo, ndo ocorrem uma transferéncia
efetiva do analito para a gota extratora, mostrando que a cinética da reacéo foi
relativamente lenta. Quando foram utilizadas velocidades elevadas, observa-
se, também, uma diminuicdo no sinal analitico, pois ocorre uma redu¢do no
tamanho ou a perda total da gota. Nos experimentos posteriores foi empregado

um valor de velocidade de 500 rpm (Figura 28).
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Figura 28. Influéncia da velocidade de agitacdo na pré-concentracao e
determinacao de Mn(ll) por SDME.
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Para o sistema CFME, a influéncia da vazéo da solucdo do complexo
Mn-PAN no sinal analitico também foi avaliada. A vazéo da solugcdo variou na
faixa de valores entre 0,2 e 3,0 mL min™®. Valores elevados de vazdo
provocaram uma diminui¢ao significativa no sinal analitico, pois a velocidade de
passagem da solucdo de Mn(ll) foi tdo elevada que o fluxo da amostra
provocou uma pressao no sistema, empurrando uma parte da gota do solvente
para o interior do tubo capilar na ponta da seringa. Isso acarretou um contato
insuficiente entre as fases, diminuindo a quantidade de manganés extraida.
Menores valores de vaz&o possibilitaram a obtencdo de maiores sinais
analiticos, pois existe uma transferéncia eficiente dos analitos para o solvente
de extracdo [18; 19]. Com base nos resultados, foi empregado um valor de

vaz&o de 1,0 mL min™ (Figura 29).
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Figura 29. Influéncia da vazdo da amostra na pré-concentracdo e

determinag¢ao de Mn(ll) por CFME.
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2.3.1.5 Influéncia do volume da gota

A quantidade da fase extratora imersa na solucdo é diretamente
proporcional a quantidade de analito extraido da solu¢do. Portanto, quanto
maior a area da gota extratora, maior sera a superficie de contato com a
solucdo e, consequentemente, maior sera a quantidade de Mn(ll) extraido. O
efeito do volume da gota foi avaliado variando-se o volume de IL entre 2,0 e
10,0 pL para SDME e CFME. A estabilidade da gota depende basicamente da
gravidade e das forcas de adesdo. Como a densidade da fase extratora é maior
do que a da fase doadora, o balango entre a gravidade e a forca de adeséo
determina a estabilidade da gota na ponta da agulha [41]. Com a finalidade de
aumentar a forca de adeséo da gota, uma haste de teflon foi inserida na ponta
da agulha da microseringa para melhorar a estabilidade e reduzir as possiveis
contaminacgdes. Nas Figuras 30 e 31, observa-se um aumento no sinal analitico
com o aumento do volume da gota, pois ocorre um aumento na area
superficial, resultando em uma maior transferéncia de massa entre as fases.
No entanto, volumes maiores que 5,0 pL provocam a instabilidade da gota,
notando-se uma dificuldade em manté-la presa na ponta da microseringa [19].

Nesse sentido, um volume de 5,0 uL foi fixado para os estudos posteriores.
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Figura 30. Influéncia da quantidade do solvente extrator na pré-concentracao e
de Mn(ll) por SDME.
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Figura 31. Influéncia da quantidade do solvente extrator na pré-concentracao e
de Mn(ll) por CFME.
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2.3.1.6 Influéncia da concentracdo do reagente complexante PAN

O estudo da quantidade de reagente quelante 1-(2-piridilazo)-2-naftol
(PAN) foi realizado variando-se a concentracao na faixa de 0,0025 a 0,25% m
vl Os resultados apresentados na Figura 32 permitram observar uma
tendéncia crescente do sinal analitico, até uma concentracdo de PAN de 0,05%
foi utilizada. Valores superiores a 0,05% resultaram em um decréscimo no sinal
analitico, devido a presenca de uma grande quantidade de matéria organica
presente na fase aquosa, diminuindo a eficiéncia de extracdo. Para os demais

estudos foi fixada uma concentracéo de PAN de 0,05% m v,

Figura 32. Influéncia da concentracdo do reagente complexante na pré-
concentracdo e determinacdo de Mn(ll) por SDME e GF AAS.
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Apoés a otimizacdo dos parametros da extracdo usando SDME e CFME,

segue na Tabela 9 o resumo das condicdes otimizadas por GF AAS.
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Tabela 9. Resumo dos parametros otimizados.

Parametro Condicdes
otimizadas

Tipo de solvente [C4MIM] [PF¢]
Tempo de extracao (SDME) 7,0 minutos
Tempo de extracdo (CFME) 20,0 minutos
pH 8,0
Solucao-tampéao Borato
Vazédo da amostra 1,0 mL min™
Volume da gota 5,0 uL
Concentragéo do reagente 0,05% mv*
Velocidade de agitagao 500 rpm

Fonte: Préprio autor.

2.3.1.7 Seletividade de alguns ions

Para avaliar a seletividade do sistema de pré-concentragdo de Mn(ll), foi
realizado um estudo sobre a influéncia de alguns ions no sinal analitico.
Diferentes quantidades de ions foram adicionados em uma solucdo de
manganés 1,0 pg L™ e, em seguida, aplicou-se no procedimento proposto. Foi
considerado como interferéncia quando o sinal em presenca do ion
correspondente resultou em uma diferenca maior que 5% no valor da
absorvancia. A Tabela 10 mostra as quantidades toleraveis das espécies

testadas.
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Tabela 10. Estudo de alguns interferentes em SDME por GF AAS.

Eenéo Concentracao
spécie méaxima (ug L) Recuperacéo (%)
Na' 10 000 94
K 10 000 o1
ca 10 000 99
NOs 10 000 96
cr 10 000 112
PO 10 000 107
SO.% 10 000 92
COs> 5000 90
= 5000 95
AP 1000 117
Cr3+ 1000 105
FoF 1000 99
7nZ 1000 92
NiZ* 400 107
o 400 103
cu? 400 101

2.4 CARACTERISTICAS ANALITICAS
2.4.1 Linearidade

A linearidade de um método corresponde a capacidade que este tem em
responder linearmente as concentracfes das espécies em uma determinada
faixa de aplicacdo. Com o objetivo de avaliar o desempenho do método para
microextracdo usando a metodologia SDME, foram propostas trés curvas
analiticas. Uma foi construida através da submissdo de solugdes de
guantidades variadas de manganés ao processo de pré-concentracdo para o

sistema SDME e CFME (Figura 33, e 34); a outra, construida através da

Leane Santos Nunes 77



Tese de Doutorado

medida direta de Mn(ll) no espectrémetro de absorcdo atdbmica com

atomizacao eletrotérmica, sem a execucao do processo de pré-concentracéo
(Figura 35).

Figura 33. Curva analitica correspondente ao sistema em batelada para pré-
concentracéo e determinacédo de Mn(ll) por SDME e GF AAS.
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Figura 34. Curva analitica correspondente ao sistema em fluxo para pré-
concentracéo e determinacéo de Mn(ll) por CFME e GF AAS.
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Figura 35. Curva analitica correspondente a determinacéo direta de Mn(ll) por
GF AAS.
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A curva sem pré-concentracdo foi avaliada com o intuito de comparar os
sinais analiticos e verificar o aumento de sinal na determinacdo de Mn(ll) com o
da pré-concentracdo. A regressdo da curva sem pré-concentrar foi; Y =
0,0249x + 0,0132 e um coeficiente de correlacdo de 0,9993. A curva preé-
concentrada para o sistema em batelada obteve uma regresséo linear de Y =
0,4401x + 0,0135 e um coeficiente de correlacdo de 0,9996, enquanto a do
sistema em fluxo foi de: Y = 0,3777x + 0,0147, com coeficiente de correlacéo
de 0,9977.

2.4.2 Limite de deteccédo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

O limite de deteccéo para um procedimento analitico representa a menor
concentracdo que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada.
A IUPAC recomenda expressa-lo matematicamente como trés vezes o desvio
padrdo do valor do sinal analitico correspondente ao branco (Sy,), dividido pela
inclinacdo da curva analitica (b) [65]. A Equacéo 1 foi utilizada para o céalculo

do limite de deteccao:

35y,

LD = 3 (Equagéo 1)
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A menor concentragdo do analito que pode ser medida, com
determinado grau de confianca é o seu limite de quantificagdo. O LQ foi
calculado de forma semelhante ao LD, sendo utilizado dez vezes o desvio
padréo do valor do sinal analitico correspondente ao branco (Sg,), dividido pela
inclinacdo da curva analitica. O limite de quantificacéo foi calculado utilizando-

se a Equacao 2:

10S
LQ = Tbr (Equacéo 2)

O limite de deteccéao calculado para o método proposto foi de 0,0039 ug

L™, e o limite de quantificacéo foi de 0,026 pg L™

2.4.3 Fator de enriguecimento (EF)

O fator de enriquecimento é um critério utilizado para avaliar o
desempenho de sistemas de pré-concentracdo. Ele é calculado pela razéo
entre os coeficientes angulares das curvas analiticas com pré-concentracéo
(0,4401) e sem pré-concentracdo (0,0249). Seu resultado é baseado no
aumento da resposta e ndo no aumento real da concentracdo. Com base nas
equacdes obtidas para as curvas com e sem pré-concentracdo, o fator de

enriguecimento (FE) disposto na Equacao 3 foi igual a 17,67.

FE == (Equacéo 3)
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2.4.4 indice de consumo (IC)

O IC indica o volume de amostra, em mililitros, consumido para obtenc¢ao
de uma unidade do fator de enriquecimento (FE). O calculo € baseado na razéo
entre o volume, em mililitros de amostra, que foi consumida no procedimento
experimental, e o fator de enriquecimento.. O indice de consumo calculado
para os sistemas SDME e CFME desenvolvidos neste trabalho foram de 0,10

e 0,20 mL, respectivamente. O IC foi calculado através da Equacao 4:

_V(mL)

IC FE

(Equacéo 4)

2.4.5 Precisao do método

A precisao de um método pode ser expressa pelo desvio padréao relativo,
RSD% (ou coeficiente de variacdo), o qual é calculado pela razdo entre o
desvio padrédo de varias medidas em uma determinada concentragdo (S¢) e a

média dessas medidas (Xc), geralmente em percentagem.

S
RSD% = ° ) .100
Xe

No procedimento proposto para determinacdo de Mn(ll) complexado
com PAN, tendo o hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazélio [C4sMIM] [PFe]
como solvente de extragdo, a precisdo do método foi avaliada pela
repetibilidade nos resultados, ou seja, concordancia dos resultados individuais
obtidos pelo mesmo método, sob as mesmas condicdes (operador,
equipamento, laboratério) em um curto periodo de tempo, avaliando os sinais
de absorvancia de 10 determinacdes para uma concentracdo de 1,0 ug L™ de
manganés. O desvio padrdo relativo encontrado através da equacao foram de
6,15% e 6,90% para SDME e CFME, respectivamente.
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2.4.6 Comparacéo da SDME e CFME

A eficiéncia de extracdo do método SDME para a determinacdo de
Mn(ll) foi comparada com a CFME. A Tabela 11 apresenta um resumo dos
parametros analiticos apds otimizacdo do sistema de pré-concentracdo para
SDME e CFME.

Tabela 11. Resumo dos pardmetros analiticos apds o processo de pré-
concentracdo em SDME e CFME por GF AAS.

Parametros SDME CFME
Fator de enriquecimento 17,67 15,17
indice de consumo (mL) 0,10 0,20
Preciséo (n=10) (RSD %) 6,15 6,90
Volume de amostra (mL) 1,71 3,00
Limite de deteccdo (ng L™) 0,0039 0,0079
Limite de quantificacdo (ng L™) 0,0186 0,0195
Coeficiente angular da curva pré-concentrada 0,4401 0,3777
Coeficiente angular da curva direta 0,0249 0,0249

Como mostrado na tabela 11, os valores de fator de enriquecimento para
SDME e CFME séo 17,67 e 15,17, respectivamente. A SDME apresentou uma
maior eficiéncia de extracdo em comparacdo com a CFME. O limite de
deteccao (0,0039 pg L™) para SDME foi menor do que para o CFME (0,0079 pg
L"), sugerindo que o SDME possui uma melhor sensibilidade. Outros
parametros, como a precisdo, expressos como RSD, coeficientes de
correlacéo, indice de consumo, e volume da amostra foram um pouco melhores

para os SDME do que para CFME.
2.4.7 Exatidéo e aplicacdo do método proposto

A exatiddo do método representa o grau de concordancia entre 0s
resultados encontrados e um valor aceito como referéncia. Para avaliar a
exatiddo do método proposto, o teor de Mn(ll) foi analisado em material de
referéncia certificado. O material analisado foi o SEM 2976, tecido de mexilh&do
do Institute National of Standards and Technology. O resultado obtido na
amostra de referéncia foi 4,81 + 0,03 pg g e estd em concordancia com o

valor certificado (4,88 + 0,24 ug g™).
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A exatiddo também foi avaliada através do teste de adicdo e recuperacao
realizadas em amostras de jurubeba (Ledo do Norte), Catuaba (acai, mel, e
tropical), conhaque de alcatrdo e em amostras de pescado (robalo, sururu e
tainha). O teste T foi utilizado para avaliar estatisticamente a significancia entre
os resultados. As recuperacfes encontradas para as cinco amostras de
bebidas foram de 92 a 106% e para as amostras de pescado foram de 98 a
112%. A Tabela 12 mostra os resultados obtidos para determinagcdo de

manganés apos aplicacao do sistema de SDME com deteccédo por GF AAS.

Tabela 12. Resultados da determinacdo de manganés em amostras de bebidas
e pescado utilizando a SDME..

Quantidade de manganés
Amostra (ug L™ Recuperacgéo (%)

Adicionada Encontrada

0 <LQ —-
Conhague de 0,25 0,23 + 0,007 92
alcatrao
0,5 0,53 + 0,004 106
0 <LQ
Jurubeba 0,25 0,26 + 0,03 104
0,5 0,50 + 0,003 100
0 <L
Catuaba (Tropical) Q 96
0,25 0,24 + 0,01
0,5 0,47 + 0,03 94
0 <L
Catuaba (Mel) Q 92
0,25 0,23 + 0,004
0,5 0,46 + 0,005 92
0 <L
Catuaba (Acai) Q 96
0,25 0,24+ 0,005
0,5 0,52+ 0,003 104
Robalo 0 <LQ
0,5 0,49 + 0,004 98
) 0 <LQ
Tainha
0,5 0,52 +0,01 104
0 <LQ
Sururu
0,5 0,56 + 0,004 112
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2.5 CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho ratificou que a microextragdo com gota suspensa (SDME)
oferece diversas vantagens associadas as analises espectrométricas atdmicas,
pois utiliza microlitros de solventes organicos e pequenos volumes de
amostras, as extracbes sao rapidas e a instrumentacdo € relativamente
simples, 0 que proporciona um menor custo por analise.

A utilizacdo dos liquidos ibnicos como solvente de extracdo proporcionou
um avanco no desenvolvimento de métodos e sistemas que apresentem menor
impacto ambiental. Os pequenos volumes de amostra e reagentes utilizados
também foram algumas das caracteristicas vantajosas neste trabalho.

A andlise de material de referéncia certificado foi utilizada para validar o
método desenvolvido e os resultados obtidos concordaram com o0s valores
certificados, evidenciando que a SDME mostrou-se seletiva para extracdo de
manganés. As concentracbfes de manganés encontradas nas amostras de
bebidas e alimentos encontram-se abaixo do limite maximo permitido pela
legislacao.

O procedimento avaliado apresentou boa precisdo e exatidao,
evidenciadas por bons percentuais de recuperacdo e pelo desvio padrdo
relativo sempre inferior a 10%. Somando a isso, foram alcangados excelentes
limite de deteccao e quantificagdo, e coeficientes de correlagdo adequados.
Estes resultados indicam a viabilidade da aplicacdo do procedimento na
determinacdo de manganés em amostras de bebidas e pescados.

As temperaturas Otimas de pir6lise e atomizacdo obtidas com o
modificador permanente de iridio e tungsténio mostraram-se adequadas,
apresentando sempre maior sensibilidade, bem como a redugdo de sinais
relativos ao fundo. Isso pode ser atribuido a eficiéncia da modificacdo

permanente, na volatilizacdo do manganés.
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CAPITULO 1l

DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA COLORIMETRICO POR IMAGENS
DIGITAIS UTILIZANDO A MICROEXTRACAO COM GOTA SUSPENSA
PARA DETERMINACAO DE VANADIO EM AMOSTRAS DE AGUAS.
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3.0 INTRODUCAO

O monitoramento de vanadio em aguas € de suma importancia para
gualidade de vida dos seres humanos, em virtude da sua potencialidade
terapéutica. Este elemento apresenta diversos beneficios para pessoas que
possuem diabetes, pois auxilia no controle dos niveis de aglUcar no sangue,
além de inibir a sintese de colesterol, evitando a deposi¢cdo de gorduras nas
paredes das artérias[66]. No entanto, quando 0s niveis encontram-se acima do
limite maximo estabelecido, pode ocasionar efeitos téxicos para saude, sendo
entdo a sua contaminacdo no meio ambiente uma preocupacdo de escala
global [67; 68].

A microrregido de Maracdas, no estado da Bahia, possui uma empresa
extratora de minério de vanadio com o grau mais elevado do mundo. As
principais atividades econdmicas da mineradora sdo usadas para producdo de
acos resistentes a corrosao para producdo de ferramentas manuais e materiais
cirdrgicos, na industria aeroespacial, e como catalisador nas industrias de
petréleo e gas. Apesar das diversas aplicabilidades, existe um grande interesse
em gerenciar algumas espécies metdlicas, com caracteristicas contaminantes
proximas dos recursos hidricos da regido.

A importancia de gerenciar a presenca de alguns metais reside no fato
de que as mineradoras sado instaladas em regiées estratégicas proximas aos
recursos hidricos trazendo consigo seus derivados como matéria-prima,
possibilitando o desenvolvimento econémico e social da regido, porém pode
provocar uma contaminacdo desses recursos hidricos locais. Portanto, o
monitoramento € importante para verificar a qualidade destas aguas, em
funcdo das substancias dissolvidas de origem natural ou antrépica. [69; 70].

Entre as atividades antropogénicas que liberam vanadio no ambiente
aquatico, as que mais se destacam sao a mineracdo e a fundicdo de metais
nao-ferrosos. Diante do exposto, verifica-se 0 interesse em desenvolver
métodos sensiveis, simples e rapidos para monitorar rigorosamente as
concentracfes de vanadio, a niveis de traco e ultra-traco, em amostras de
aguas naturais.

A analise colorimétrica baseada em mudancas de cor registradas por

cameras digitais tem sido muito utilizada como uma alternativa para
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determinacdes simples em quimica analitica, isso se deve as vantagens
significativas, como a simplicidade de manipulacao, baixo custo, analises in situ
em um tempo curto e rapidez nas analises[71; 72].

Em geral, o vanadio € encontrado em quantidades-traco em matrizes
como alimentos, aguas naturais e fluidos biolégicos[73]. Esses tipos de
amostras geralmente apresentam problemas de seletividade e sensibilidade na
deteccao. Por isso muitos trabalhos vém propondo a combinacgéo de diferentes
estratégias analiticas, como a SDME, para alcancar excelentes sensibilidades
gue atendam aos baixos limites estabelecidos para niveis de vanadio por
agéncias regulamentadoras.

Apesar das vantagens proporcionadas pela SDME, a utilizacdo de
solventes organicos acarreta na geracdo de residuos e um alto risco de
exposicao, sendo pertinente a reducdo do uso destes solventes. Nesse
contexto, surgem os liquidos i6nicos (IL) que apresentam diversas vantagens
em relagdo aos solventes convencionais. Dentre estas, a baixa presséo de
vapor, possibilidade de modulagdo de acordo com a combinagao adequada do
cation e do anion, conferindo uma nova substancia com propriedades
adequadas, como viscosidade, densidade, entre outras [67; 74; 75]. Devido as
suas propriedades peculiares, os ILs vem substituindo de forma eficiente os
solventes orgéanicos, gerando beneficios analiticos para o sistema.

Neste trabalho, foi desenvolvido um sistema versatil envolvendo a
microextracdo com gota suspensa com detecgdo colorimétrica por imagens

digitais para determinacéo de vanadio em amostras de aguas.
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3.1 OBJETIVOS

3.1.1 Geral

Desenvolver um sistema simples e de baixo custo para determinacdes
colorimétricas, obtidas através de um microscépio com céamara digital
incorporada a microextracdo em gota suspensa para determinacao de V(V) em

amostras de aguas naturais.

3.2.2 Especificos

» Desenvolver um sistema simples, versatil e de baixo custo para captura
das imagens digitais;

> Aplicar o sistema desenvolvido de imagens digitais para determinar o
teor de V(V) em aguas naturais e agua de mar;

> Verificar o uso da microextracAo com gota suspensa, utilizando
dispositivos com imagens digitais;

» Reduzir custos operacionais e aumentar a produtividade do laboratorio,

garantindo a qualidade e eficiéncia dos métodos ja existentes;
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3.2 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.2.1 Aspectos gerais do vanadio

O vanadio é um metal de transicdo representado pelo simbolo (V). No
estado puro, € um metal de aspecto prateado, maleavel, ductil, metalico, sendo
bastante resistente a corrosdo. Apresenta ponto de fusdo mais elevado dentre
os elementos da primeira série de metais de transi¢cdo, devido a participacéo
maxima de elétrons d na ligacdo metdlica [69]. Algumas propriedades fisico-
guimicas do vanadio sdo apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13. Propriedades fisico-quimicas do vanadio.

Grandeza Valor
Massa atémica (g.mol™) 50,94
Namero atémico 23
Calor especifico J/(Kg°C) 489
Entalpia de fusédo (KJ/mol) 21,5
Entalpia de vaporizacéo (KJ/mol) 459
Configurac&o eletrénica [Ar] 4s%d®
Condutividade térmica W/(m°C) 30,7
Densidade (g cm™) 5,96
Estados de oxidagéo +5, +4, 43, +2, +1, 0, -1
Ponto de ebulicéo (°C) 3680
Ponto de fuséo (°C) 2183

O vanadio apresenta diversos estados de oxidacéo, variando de -1 (d°) a
+5 (d°). No entanto, as espécies +3, +4 e +5 s&d0 os mais comuns. A diferenca
entre essas duas espécies V(V) e V(IV) esta relacionada com a sua toxicidade,
sendo o ion V(V) mais toxico do que o ion V(IV) [68; 71]. O ion vanadio atua
como redutor nos estados Il e 1ll, sendo estavel no estado IV e moderadamente
oxidante no estado V. Os estados de oxidacao inferiores se tornam cada vez

menos estaveis.
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3.2.2 Obtencao, abundéancia e toxicidade

O método mais comum para obtencdo de vanadio é através da reacéo
de reducdo do oOxido. O o6xido de vanadio pode ser reduzido pelo célcio,
representada na reacdo abaixo:

V205(5) + 5Ca(|) —2 V(s) +5 CaO(s)

O oOxido de vanadio, V,0s, conhecido como pentdxido de vanadio € o
composto mais importante de vanadio. O V,0sé muito utilizado como
catalisador na conversdo de SO, a SOj3, no processo de contato utilizado na
fabricacdo de H,SO, na fabricacdo de acos que sdo resistentes para
automoéveis e para molas de caminhfes [76]. Este metal vem substituindo a
platina nos catalisadores, devido ao menor custo, e por ser menos susceptivel
ao envenenamento por impurezas como arsénio.

O vanadio € um elemento amplamente distribuido na natureza em
baixas concentragcbes. Em niveis baixos é considerado um micronutriente
essencial para o crescimento normal das células e também atua no
funcionamento adequado do metabolismo, sendo um co-fator para as enzimas
como haloperoxidase e nitrogenase [73]. Porém, a exposicdo a niveis
excessivos pode resultar em uma seérie de efeitos adversos a saude,
provocando opressdo dos vasos, degeneracdo do figado, hemorragia nos
pulmdes e diarreia com perda de sangue.

A toxicidade do vanadio esta relacionada com o estado fisico-quimico,
especialmente o estado de oxidacdo. Geralmente as espécies inorganicas sao
mais toxicas do que as espécies organicas. Dentre aquelas, o vanadato (V)
apresenta maior toxicidade que o ion vanadio IV, devido ao seu maior estado
de oxidacao, o que implica em elevado nivel de toxidade [77]. Por esse motivo,
€ necessario conhecer a concentracdo dos elementos e suas espécies
guimicas presentes no ambiente aquatico, com o intuito de avaliar o nivel de
toxicidade que pode estar associado a este elemento e que pode comprometer

a qualidade de vida humana e a biota.
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3.2.3 Legislacao envolvendo vanadio em agua

A 4gua é uma substancia fundamental para a existéncia da vida na terra,
e a sua qualidade pode estar associada a qualidade de vida de seres humanos
e animais. O desenvolvimento e o crescimento das cidades trazem como
maleficios o despejo de residuos industriais e domésticos nos corpos hidricos.
Neste processo de mudanca, a coleta de informacdes a respeito da situacéo da
agua € importante para a posterior analise da situacao vivenciada e para servir
de base para novos estudos que anseiem pela recuperacao de corpos hidricos.

As aguas de fontes naturais tém recebido uma atencdo especial com
relacdo ao teor de espécies contaminantes, dentre elas os elementos-traco.
Algumas espécies metdlicas, como o V(V), sdo frequentemente encontradas
nessas amostras como resultado de residuos industriais ou areas vulcanicas,
de fundicéo e poluicdo doméstica[69]. A exposicdo prolongada ou a absorcéo
em grandes quantidades de seus compostos pode provocar sérios problemas
para saude humana, causando mal-estar, dor de cabeca e dores no corpo [77].
Portanto monitorar os niveis de contaminacdo em ambientes aquaticos, mesmo
guando presentes em quantidades-traco € importante, pois este elemento pode
ser toxico quando presentes em concentracdo que exceda 0s niveis
estabelecidos.

Por conta de tudo que foi mencionado, agéncias regulamentadoras e
governos estabelecem um controle rigoroso da concentracdo de vanadio em
sistemas aquaticos naturais, através de normas e limites de tolerancia. O
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), por meio da resolugcdo N°
396 de 03 de abril de 2008, estabelece limites maximos para vanadio em aguas
com o intuito de melhorar a sua qualidade. O CONAMA estabeleceu uma
concentracédo de 50 ug L™' do elemento em agua para consumo humano e 100

ug L™ para recreacdo e irrigacdo de pastos [91].
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3.3 IMAGENS DIGITAIS

Uma imagem digital &€ formada por uma matriz de x linhas e y colunas
gue contém diversos pontos minusculos, denominados pixels. O numero de bits
determina a quantidade de pixels que existem em uma imagem. Para cada um
desses pixels € designada uma cor, através das coordenadas X e Y. Quanto
maior o numero de pixels, maior a definicdo e qualidade de uma imagem. Estas
podem ser produzidas por diversos equipamentos, como cameras digitais,
scanners, microscopios eletrénicos, aparelhos de ultrassom, radares, webcams
e telefones celulares [78].

A profundidade de uma cor € usada para descrever a quantidade de bits
utilizada para representar a cor de um unico pixel em uma imagem. O ndmero
de tons que uma imagem pode apresentar depende diretamente da
profundidade da cor, descrita na Equacao 5.

2" = nimero de tons (Equacéo 5)

A letra n representa a profundidade da cor, logo, quanto maior a sua
profundidade, maior o niumero de tons de uma determinada imagem.

Em geral, uma imagem RGB possui 8 bits para cada cor e de acordo
com a Equacdo 5. Assim, cada componente da imagem possui 256 tons
diferentes (2°) e aimagem RGB possui 16.777.216 cores (2*%) [79].

3.3.1 Sistema visual humano

O olho humano é formado por um sistema 6ptico capaz de distinguir
aproximadamente 10 mil cores. Ao incidir a luz, os olhos convertem em
impulsos elétricos que sdo enviados diretamente para o cérebro, onde sao
processados para criar a imagem. A focalizacdo da luz de uma imagem &
realizada através da cornéa, parte transparente do olho responsavel pela
transmissao de luz, refracdo e protecdo do sistema Optico. O cristalino realiza a
focalizagcdo da imagem secundaria através do auxilio de pequenos musculos
localizados ao redor dela [80].

A formacdo da imagem no olho humano se inicia através da luz que
atravessa a cOrnea e chega até a iris, onde a pupila controla a intensidade de
luz a ser recebida pelo olho. Quanto maior a abertura da pupila, maior é a

Leane Santos Nunes 92



Tese de Doutorado

guantidade de luz que entra nos olhos. Entdo, a imagem chega ao cristalino,
estrutura flexivel que acomoda e focaliza a imagem na retina. No cristalino a
imagem sofre refragdo, portanto forma-se uma imagem invertida na retina [80].

E no cérebro que ocorre o posicionamento correto. da imagem (Figura 36).

Figura 36. Focalizacdo da luz pela cérnea e o cristalino.

retin q{basToneTes

Cristalino
Cones{ver'mel ho

verde
azul

Fonte: Préprio autor.

A retina € a parte mais sensivel do olho e sua superficie possui milhées
de fotorreceptores e terminacdes nervosas, que através de uma reacdo
guimica convertem as ondas luminosas em impulsos elétricos que enviam
sinais pelo nervo Optico até o cérebro, onde sdo processados para criar uma
imagem. Existem dois tipos de células fotorreceptoras chamadas de cones e
bastonetes [81].

A retina humana possui aproximadamente 120 milhdes de bastonetes e
6 milhdes de cones. Os bastonetes fornecem informagdes monocromaticas do
preto ao branco, sendo bastante utilizados para detectar movimentos, visualizar
0s objetos e atuar em condi¢cdes de baixa luminosidade, sendo sensiveis a
todos os comprimentos de onda, porém, sdo incapazes de distinguir a cor,
apenas detectam a intensidade da luz. Ja os cones, componentes minoritarios,
situam-se na parte central da retina e atuam em condicdes de alta
luminosidade, codificando a diferenca de cores e detalhes do objeto. A Figura

37 apresenta 0s cones e 0s bastonetes da retina do olho humano [81].
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Figura 37. Bastonetes e cones.
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Através da identificacdo dos tipos de cones presentes na retina, no
século XIX foi desenvolvido o modelo tricromatico de percepcdo das cores.
Segundo esse modelo, a mistura das trés cores em diferentes combinacdes
pode representar as diferentes cores do espectro eletromagnético na regido do
visivel [79]. A Figura 38 apresenta a sensibilidade relativa dos tipos de cones
para todo o espectro da luz visivel.

Figura 38. Curvas de resposta dos cones.
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3.3.2 Sistema de cores primérias aditivas ou RGB

O RGB é também conhecido como sistema de Cor Luz, e baseia-se nas
mesmas propriedades fundamentais da luz que ocorrem na natureza. Existem
trés cores predominantes na luz branca, o vermelho (Red), verde (Green) e o
azul (Blue). Essas cores formam o padrdo de cor RGB, também chamada de
sintese aditiva, em virtude da superposicao das trés cores primarias da luz,

originando a cor branca, conforme o diagrama mostrado na Figura 39 [82].

Figura 39. Cores primarias aditivas: vermelho, verde e azul.

O sistema RGB possui 24 bits, 8 deles sdo determinados para cada
componente vermelho, verde e azul [83]. A intensidade de cada uma das cores
obtidas esta enquadrada em uma escala que varia de zero a 255. O valor zero
refere-se a nenhuma contribuicdo dessa cor (RGB: 0,0,0), o resultado é a cor
preta; e o valor 255 refere-se a intensidade maxima das cores (RGB: 255, 255,

255), que resulta na cor branca (Figura 40)

Figura 40. Representacao do sistema de cores RGB.
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O espaco de cores RBG fornece um espaco vetorial ortogonal em R3
(espaco RGB) [84]. A representacdo geomeétrica desse sistema de cores em
um espaco tridimensional gera um solido conhecido como cubo de cor, em que

apresenta os trés principais eixos com as cores primarias (vermelho, verde e
azul). Neste cubo, cada eixo representa a contribuicdo de uma cor primaria

com intensidades variando na faixa 0 — 255 (8 bits) na formacdo das demais
cores com 256 niveis de intensidade de cor, totalizando 16,7 milhdes de cores.
Nos vértices dos planos formados pelo eixo de duas cores primarias € gerado
um plano em que sao representadas as cores secundarias (ciano, magenta e
amarelo). A diagonal principal deste cubo representa a escala dos valores de
cinza, na qual as trés cores primarias apresentam a mesma contribuicéo (R = G
= B). A interse¢do dos trés planos é formada a cor preta, a qual nao recebe
nenhuma contribuicdo das cores primarias e na extremidade oposta, esta
localizada a cor branca, a qual recebe contribuicdo das trés cores primarias

com a intensidade maxima (Figura 41) [85].

Figura 41. Representacdo geométrica do sistema RGB.

[ /(0,255,255)  Branco //—t)(zss,zss,zss)

Ciano

B
Azul (0, 0, 255) Magen’t (255, 0, 255) .. .. . . . ? . . DD D D D
,é’ Escala de cinza
verde Amarelq/
(0, 255, 0) (255, 255, 0)
Preto vermelho R
(0,0,0) (255, 0, 0)

Existe um grande numero de formatos de arquivo utilizados para o
processamento de imagens incluindo TIFF, GIF, JPEG, BMP e DICOM. O
formato JPEG € um esquema de compactagdo muito utilizado em fotografias
digitalizadas, pois oferece taxas de compactacdo muito melhores do que outros
formatos. Durante o processo de compactacdo, algumas informacdes séo
perdidas, mas normalmente a perda de qualidade da imagem é pouco

perceptivel ao olho humano [71]. Apesar das diversas combinacdes de cores,
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este padrdo ndo é utilizado para midias impressas, como cartdes de visitas,
panfletos, folders ou revistas, uma vez que o0s arquivos s&do convertidos,
alterando sua configuracéo original.

A Figura 42 mostra trés imagens JPEGs compactadas. A primeira, com
elevada qualidade, com 686 Kb. Na sequéncia, duas cépias da mesma imagem
em JPEG, porém, a segunda imagem possui média qualidade e tamanho de
238 Kb, e a terceira imagem possui qualidade inferior, com apenas 14 Kb. E
possivel observar que, a medida que aumenta o nivel de compactacdo da
imagem, elas tendem a desfocar os limites das cores, pois o formato JPEG cria
blocos de pixels cada vez maiores, prejudicando a nitidez da imagem. Ja uma
taxa de compactagdo menor produz uma imagem com limites nitidos nas cores,

isso significa que a imagem é formada por diversos pontos minusculos (pixels).

Figura 42. Imagens JPEGs compactadas.

Imagem Media Baixa
Original qualidade qualidade
686 KB 238 KB 14 KB

Fonte: Préprio autor.

A imagem digital pode ser capturada por diversos dispositivos,
como scanners, cameras digitais ou cameras analogicas ligadas ao
computador através de placas digitalizadoras [84]. Neste trabalho foi utilizado
um microscopio com camera digital, dispositivo que possui sensores capazes
de converter uma imagem em sinal eletrénico, gerando uma corrente elétrica
gue é proporcional a intensidade incidente da radiacdo Optica. Este sinal
eletrdnico € convertido a um cddigo digital que caracteriza o correspondente

em coordenadas de cor: vermelho (R), verde (G) e azul (B).
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3.3.3 Software de ImageJ

O ImageJ consiste em um software de processamento de imagens Java,
desenvolvido por Wayne Rasband no National Institutes of Health, com o
objetivo de processar imagens digitais e extrair informacfes colorimétricas,
selecionando as areas de interesse de uma imagem (ROIs). O baixo custo e a
viabilidade de usar uma aplicacdo simples e versétil destes dispositivos vém
sendo uma alternativa aos espectrofotdmetros convencionais.

Ao trabalhar com o software ImageJ, alguns passos sdo adotados. Ao
iniciar o software, surge uma janela principal contendo uma barra de menu,
uma barra de ferramentas, uma barra de status e uma barra de progresso. A
Figura 43 apresenta uma descricdo dos componentes existentes no software

ImageJ:

Figura 43. Componentes do software ImageJ.
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—Selecdo a méo livre

— Sele¢do de poligono

-Selecio oval

— Selecao de retangular

O software contém os comandos para fazer as sele¢cdes, como zoom,
operacOes de rolagem e alteracdo das cores da imagem. Ao clicar em um

comando especifico, este exibe a descricdo na barra de status.
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3.3.4 Histogramas de cor e analises de dados

Os histogramas sdo representacdes graficas com distribuicdo de
frequéncias que permitem mostrar o namero total de pixels com cada valor
diferente dentro da imagem como uma seérie de barras verticais, apresentando
a distribuicdo dos niveis de cinza na imagem. Para o tratamento dos dados é
definida uma area quadrada de 1000 x 1000 pixels a partir do centro de cada
imagem. Utilizando apenas a regido selecionada das imagens, sdo gerados
histogramas empregando o vermelho, azul, verde, matriz, saturacao, brilho e
tons de cinza. Os histogramas médios sdo obtidos pelo proprio programa, a
partir de trés fotos para cada amostra. A informacédo analitica dos histogramas
€ utilizada para construcao da curva de calibracéo.

As Figuras 44, 45 e 46 apresentam algumas informacfes, como o
tamanho da imagem em pixels, a resolucado da imagem (24-bits) e o histograma
da microgota ap6s o processo de pré-concentracdo. E possivel observar a
distribuicdo dos niveis de cinza da imagem. No eixo horizontal, encontram-se
os variados niveis de cinzas, e no eixo vertical, estdo representado o namero
de pixels referente a cada nivel de cinza no eixo horizontal. A imagem do
histograma possui 24 bits. Algumas informac¢des, como o tamanho da imagem
em pixels, a quantidade de pixels (Count), a média (Mean) correspondente a
distribuicdo de 0 a 255, o desvio padrdo (StdDev), o valor minimo, o valor

maximo, a moda e o0 numero de pixels que contem essa moda (Mode).
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Figura 44. Representagdo de uma imagem com 24 bits.
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Figura 46. Histograma do canal de cor R, G e B da microgota apds 0 processo
de pré-concentracéo.
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3.3.5 Métodos analiticos baseados em imagens digitais

A utlizagdo do modelo de cores RGB, como resposta analitica,
fundamenta-se no fato de que os valores das matrizes R, G e B variam de
acordo com a intensidade da cor desenvolvida em uma reacao colorimétrica.
Tal efeito pode ser empregado para estabelecer uma relacdo entre os
componentes da cor e a concentracdo do analito de interesse. E com base
neste principio que as analises quantitativas empregando imagens digitais sao
realizadas.

Um sistema simples e de baixo custo baseado em imagens digitais (do
inglés Digital Image Based) acoplado a microextracao liquido-liquido dispersiva
(DLLME) foi desenvolvido para determinar a quantidade de ferro total em
amostras de aguas e alimentos. O procedimento consiste na rapida injecdo de
uma mistura de solvente extrator (cloroférmio) e solvente dispersor (metanol)
em uma solucéo aquosa contendo ferro (ll). Os autores utilizaram uma solucéo
de cloridrato de hidroxilamina para reducéo do Fe*" para Fe?". As espécies de
Fe?* foram extraidas a partir de finas goticulas de cloroférmio formadas na
solucdo aquosa. Apos centrifugacéo, a fase aquosa foi removida com auxilio de
uma seringa, e a fase enriquecida, inserida em uma placa de vidro. Os autores
utilizaram um scanner de mesa para a aquisicao das imagens, e 0 programa
imageJ, para realizacdo das andlises quimicas. O artigo relata que o uso
desses dispositivos com camara digital oferece uma alternativa
economicamente viavel para analisar o teor de ferro [72].

Uma técnica denominada microextracdo liquido-liquido dispersiva
acoplada a colorimetria digital (DC-DLLME) foi utilizada para pré-concentracao
de vanadio. O procedimento consiste na injecdo de etanol (dispersivo) e
cloroférmio (extrator) em uma solucdo aquosa contendo vanadio(V) e o agente
complexante N-benzoil-N-fenil-hidroxilamina, em um meio acido, fazendo com
gue a interacdo do vanadio com a N-benzoil-N-fenil-hidroxilamina resultasse
em um complexo com coloragdo vermelho arroxeado. Apdos o processo de
extracdo, a fase enriquecida foi adicionada em uma placa de vidro de silica gel
e, em seguida, fotografada por uma camera digital e obtidos os histogramas

para cada canal de cores (RGB), que foram tratados matematicamente [70].
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Um sistema simples, econémico e versatil foi desenvolvido como uma
nova alternativa a determinacdo de compostos volateis. Trata-se de um
sistema que emprega a extracdo via headspace, baseada em papel e andlise
de imagens digitais para a quantificacdo de cianeto em amostras de agua e
efluentes. O método baseou-se na reacdo do acido cloramina-T / piridina-
barbitarico. Durante a reacdo, o cianeto foi convertido em cloreto de
cianogénio, que foi extraido e coletado em um papel impregnado com &cido
piridina-barbitarico. A espécie volatil foi extraida em um pedaco de papel e,
durante o processo de extracdo, adquiriu uma cor vermelho-azulada. Em
seguida, o mesmo papel foi removido, coberto por um fita transparente e
digitalizado. ApGs a digitalizagdo, as imagens foram salvas como arquivos
JPEG e processadas, usando o software ImageJ. A representacao

esquematica do procedimento analitico € mostrada na (Figura 47) [86].

Figura 47. Representacdo esquematica do procedimento analitico de extracao
headspace baseado em papel e andlise de imagens digitais.

Poucos trabalhos relatados na literatura envolvem o método de
microextracdo acoplada a colorimetria digital. A maioria dos trabalhos
publicados envolve a microextracdo em fase liquida dispersiva, ndo sendo
encontrado nenhum trabalho que envolve a microextragcdo com gota suspensa

acoplada a colorimetria digital. Neste trabalho, foi proposto o desenvolvimento
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de um sistema de pré-concentracdo acoplado a captura de imagens. A
concentracdo do analito de interesse foi relacionada com a coloracdo da gota
extratora. Uma grande vantagem deste sistema foi a deteccao in situ na propria
gota, empregando um diodo emissor de luz (LED) na cor branca e um
microscopio digital. Assim, nao foi necessaria a diluicdo da fase rica, e esta foi

inserida diretamente para um sistema fechado para captura da imagem.

3.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.4.1 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados para preparar as solugdes nos experimentos
foram de grau analitico, utilizando agua deionizada por um sistema de

purificacdo de agua Milli-Q.

e Solugao padréo de Vanadio 1000 ug mL™*(Fluka, Sdo Paulo, Brasil)

e Acido nitrico a 65% (m/v) (MERCK);

e Acido cloridrico a 37% (m/v) (MERCK);

e Cloreto de aménio P. A. (VETEC);

e Hidroxido de aménio P. A. (MERCK);

e Hidroxido de sddio (MERCK);

e Borato de sédio (SYNTH);

e Acetato de sédio anidro (SYNTH);

e Acido acético glacial (MERCK);

e 2-[5-bromo-2-piridilazo-5-(dietilamino) fenol — Br-PADAP (solucao
alcodlica 0,06% m/v) (SYNTH);

e Acido acético (MERCK);

e Acetona (SIGMA);

e Etanol (SIGMA);

e Liquido idnico: Hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metilimidazolio (1-Hmim
[PF6]) (SIGMA)
A partir dos reagentes listados acima todas as solugbes foram

conduzidas seguindo os procedimentos:

Leane Santos Nunes 103



Tese de Doutorado

3.4.2 Preparo das solucdes tampéo

Foram preparadas diferentes solu¢cdes tampé&o, com diferentes valores
de pH. Os tampfes acetato de sodio/acido acético (pH 4,0 a 5,0), borato (pH
6,0 a 7,0) foram preparados com agua ultrapura, todos com a concentracao
final de 1,0 mol/L. A solucdo KCI/HCI (pH 1,0 a 3,0) foi preparada com a
concentracéo final de 0,2 mol/L.

3.4.3 Preparo da solucao Br-PADAP 0,06% (m/v)

Em uma balanca analitica pesou-se 0,06 g do reagente organico 2-[5-
bromo-2-piridilazo-5-(dietilaminofenol)]. Posteriormente, a massa foi transferida
para um baldo volumétrico de 100,0 mL, onde todo o reagente foi solubilizado

com alcool etilico absoluto.

3.4.5 Procedimento para SDME utilizando o software ImageJ

Um volume de 3,43 mL de uma solucdo de V(V) na concentracdo de
50,0 pg L™ foi adicionado em um frasco selado de 5,0 mL, juntamente com uma
barra magnética. Em seguida, um volume de 8,0 pL do solvente extrator foi
inserido lentamente no seio da solucdo com o auxilio de uma seringa
cromatografica, acoplada com um capilar de vidro sob agitacdo constante
durante 9,0 minutos. Apds o processo de extracdo, a gota do solvente extrator
apresentou uma coloracdo azulada. Posteriormente, a gota foi recolhida para
dentro da seringa e fixada na caixa de MDF para que a gota fosse inserida na
direcdo da camara digital, onde foram capturadas as imagens. Apds a captura
da imagem da gota, estas foram salvas como arquivo JPEG e processadas,
usando o software ImageJ. Para calcular a intensidade da cor, a superficie total
da gota foi selecionada por meio da ferramenta “retangular selection” do
software ImageJ. Finalmente, o software forneceu a média dos valores em
escala cinza e os valores individuais R, G e B. A conversao logaritmica do valor
RGB foi realizada através de uma planilha do Microsoft Excel, aplicando a
formula da Lei Lambert-Beer. A Figura 48 apresenta uma representacao

esquematica do sistema de pré-concentracdo para determinacdo de vanadio.
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Figura 48. Representacdo esquematica do sistema de pré-concentracao para
determinacao de V(V).

l

3.4.6 Sistema de aquisi¢cao de imagens

A camara de aquisicao de imagens digitais (Figura 50) foi constituida em
MDF (do inglés Medium-Density Fiberboard), revestida com chapa branca e
totalmente fechada para minimizar a interferéncia da luz ambiente. As
dimensdes do compartimento foram de 17 cm de largura x 9,5 cm de
comprimento e 14,5 cm de altura, com uma abertura na parte lateral para
entrada da camara e outra abertura na parte superior para entrada da seringa.
O compartimento interno foi forrado com MDF branco e a fonte de iluminacéo
foi realizada introduzindo lampadas LED na cor branca, posicionadas na parte
superior da caixa, no intuito de uniformizar a incidéncia de luz sobre a gota
contida na microseringa. O circuito de alimentacdo dos LEDs foi composto por
uma fonte de 12 V conectada a rede elétrica e aos LEDs ligados em série. O
polo positivo da fonte foi conectado ao anodo do primeiro LED, e o polo

negativo, ao catodo do ultimo LED (Figura 49).
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Figura 49. Sistema para captura da imagem acoplado com microscéopio U500X
Digital com camara.

Clilr\
Figura 50. Esquema do circuito elétrico de instalagdo do LEDSs.
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Catodo Vv

3.4.7 Sistema de deteccéo

O sistema de deteccdo utilizado para capturar as imagens foi um
microscopio U500X Digital com camara. As imagens foram transferidas por
meio de um cabo USB do celular para o computador. O microscopio utilizado
estd apresentado na Figura 51. O microscépio ficou posicionado a uma
distancia de 15,0 mm da imagem. Foi utilizada uma resolucdo de 640 x 480
megapixels para a captura da gota. A Tabela 14 mostra as caracteristicas da

camara digital.

Figura 51. Modelo de microscépio utilizado para captura das imagens.
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Tabela 14. Caracteristicas da camera digital para determinacéo de V(V).

Céamera digital Microscopio U500X Digital com
imagem

Resolugdo maxima da camera 640x480 Mpx

Distancia de ampliacdo da lente 50X ~ 500X (manualmente)

Sensor de imagem 1.3 Mpx

Zoom digital 5x

Condicdes paratirar fotos

Modo de exposicao Auto

Comprimento focal 40 mm

Balanco do branco Auto

Formato de imagem JPEG

Representacéo de cores RGB (24 bits)

Softwares para computacdo de
imagem

Transferir imagem para o computador  porta USB 5v DC

Medicao de cor RGB Imaje J

Processamento de dados de imagem  Excel 2007

Sistema Operacional Windows 2000 / XP / Vista [ 7 |/
MacOSD

As imagens foram capturadas com auxilio de um microscopio U500X
Digital com camara conectado ao celular. Posteriormente, foram transferidas
para o computador e armazenadas em formato JPEG (do inglés: Joint
Photographic Experts Group) no padrao de cores RGB (24-bit) com uma
dimensdo de 1776 x 1331 pixels de resolucdo espacial. Trés imagens
sequencias foram registradas para cada amostra. Os valores médios das cores
R, G e B foram analisados por meio do programa ImageJ (National Institutes
Health, Bethesda, MD, EUA). Para cada imagem foi selecionada uma regiao
guadrada especifica, com tamanho uniforme para todas as imagens, mantendo
fixa ao longo das analises. Esta informacédo € organizada em um histograma
colorido que fornece o valor de cada canal de cor, vermelho (R), verde (G) e

azul (B). Os valores de RGB foram importados para uma planilha em Excel e o
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sinal analitico foi obtido através da formula da lei de Lambert-Beer: —log (P /
Po), em que P é o valor R, G e B (média ou modo) da solugédo padrdao ou

amostra, e P, é o valor R, G e B para o branco analitico.

3.4.8 Sistema de pré-concentracao

O sistema de pré-concentracdo é constituido por uma seringa modelo
Hamilton 810 RN de 10 uyL para cromatografia. Capilares de vidro foram
utilizados para acomodar o solvente extrator. O agitador magnético, modelo
Firsatom 752, Brasil foi utilizado para promover a transferéncia de massa no

momento da extracdo do Br-PADAP-V para a gota do solvente extrator.

3.5 COLETA E PRE-TRATAMENTO DA AMOSTRA

3.5.1 Coleta e tratamento das amostras

As amostras de agua foram obtidas na regido maritima da Ilha de
Tinharé e de Boipeba, ambas pertencentes ao municipio de Cairu (Bahia,
Brasil); as amostras de 4gua mineral, na regido de Salvador(Bahia, Brasil); e
amostras de agua subterraneas, coletadas em uma area de mineracdo de
vanadio (Maracas, Bahia, Brasil). ApOs a coleta, as amostras foram filtradas e
transferidas diretamente para um baldo de 25,0 mL contendo 2,5 mL da

solugcéo KCI/HCI pH 3,0. Em seguida, o procedimento de SDME foi aplicado.

3.5.2 Digestédo da amostra certificada

Amostra certificada de BCR-414, Plankton, proveniente do Institute for
Reference Materials and Measurements (IRMM, Geel, Belgium), foi digerida a
partir da metodologia de abertura de amostra por via Umida. Aproximadamente
0,1000 g de amostra foram pesados e transferidos para o copo de PTFE de
uma bomba metalica para digestao acida. Entéo, foram adicionados 1,0 mL de
acido nitrico concentrado e 2,0 mL de agua ultrapura. A mistura foi submetida a
aguecimento em estufa por um periodo de 6 horas a 110°C. Apds digestédo, o

pH do digerido foi ajustado para 3,0 com solucdes concentradas e diluidas de
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NaOH. Finalmente, adicionou-se uma solucdo de KCI/HCI pH 3,0 na solucéo e

adicionou-se agua até o volume final de 25,0mL.

3.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.6.1 Variaveis relativas ao sistema de microextracao

As técnicas de microextragdo envolvendo a SDME dependem de alguns
principios fisico-quimicos, portanto existe uma necessidade de realizar uma
otimizacdo dos parametros que possam influenciar na transferéncia de massa
durante o processo de extracdo. Os experimentos foram realizados de forma
univariada. Para todos os estudos, a concentracdo de V(V) utilizada foi fixada
em 50,0 ug L™

3.6.1.1 Tipo de solvente extrator

Para o processo de extracdo de vanadio em aguas naturais, diferentes
solventes de extracdo foram avaliados. Algumas propriedades fisico-quimicas
foram consideradas para escolha do tipo de solvente extrator, dentre elas: o
solvente deve possuir uma densidade maior do que a agua, para permitir a
formacdo da gota; pressdo de vapor relativamente baixa e temperatura de
ebulicdo relativamente alta, para evitar perdas significativas da fase aceptora
(gota) durante o processo de extracdo; baixa solubilidade em agua, permitindo
a separacdo adequada entre as fases e prevenindo a dissolugdo da gota na
fase aquosa. Neste estudo, tricloroetileno, cloroférmio, tetracloreto de carbono,
hexafluorfosfato de 1-butil-3-metilimidazélio [C4MIN][PF¢], hexafluorofosfato de
1-hexil-3-metilimidazolio [CsMIM][PF¢] foram testados como solventes
extratores. Analisando os resultados obtidos, pode-se verificar que o0 uso do
tricloroetileno como solvente extrator proporcionou 0s maiores sinais analiticos.
No entanto, esse solvente € extremamente toxico, gera residuos de dificil
descarte e apresenta elevada volatilidade, ocasionando a perda de simetria no
formato da gota e dificultando a reprodutibilidade das analises. O cloroférmio
nao foi eficaz na extracéo, devido a sua elevada presséo de vapor, tornando as

intensidades das forcas intermoleculares mais fracas, e consequentemente
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evapora com muita facilidade. Com o uso do tetracloreto de carbono, néo foi
obtido bons resultados, pois a gota era direcionada para a parte interna do
capilar, comprometendo a extracédo. Neste trabalho foi utilizado como solvente
de extracdo o liquido i6nico, devido a menor toxicidade, menor grau de
evaporacao e dissolucdo da gota. A viscosidade dos liquidos ibnicos € uma
vantagem para formacdo da gota. Assim, o Hexafluorofosfato de 1-hexil-3-
metilimidazolio foi selecionado como solvente de extracdo (Figura 52). O
[CeMIM][PF¢] possui uma cadeia carbdnica maior quando comparada com 0s
outros solventes. Quanto maior a cadeia carbbnica em uma determinada
substancia, maior a probabilidade de essas moléculas entrelacarem umas com

as outras, ocorrendo um aumento na viscosidade.

Figura 52. Influéncia do tipo de solvente extrator sobre a pré-concentragdo de
V(V) por SDME.
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3.6.1.2 Tipo de material do capilar e formato da gota extratora

Na etapa do sistema de pré-concentracdo foi necessario realizar um
estudo sobre o tipo de material utilizado para formacdo da gota extratora. A
escolha do material foi baseada na polaridade, uma vez que solventes poucos
polares terdo maior afinidade por revestimentos apolares, enquanto solventes
apolares, por sua vez, por revestimentos polares. Em vista disso, foram
realizados estudos para comparacao entre dois materiais diferentes: capilares

de vidro e capilares de teflon.
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Uma propriedade que influencia diretamente no formato esférico da gota
e depende das forcas intermoleculares é a tensao superficial. Esta propriedade
resulta das forcas de coesdo e adesédo. A forca de coesdo é a interacao entre
as moléculas do proprio liquido, e a forca de adeséo esta relacionada com a

afinidade entre liquido e a superficie de um sélido quando em contato.

No experimento, quando uma pequena quantidade do solvente apolar foi
acomodado sobre a superficie de um capilar de teflon (apolar), parte do
solvente se espalhou sobre a area do capilar. Nessa situacdo, as forcas
adesivas sdo mais fortes do que as forcas coesivas, permitindo que a gota
extratora interagisse com o material de plastico, ficando parte do solvente nas
paredes do capilar. Quando se utilizou o capilar de vidro (polar), as forcas
coesivas foram mais intensas do que as forgcas adesivas, ou seja, praticamente
nao houve interacao entre o solvente e as extremidades da superficie do vidro,
como consequéncia, todas as moléculas do corpo da gota foram atraidas da
superficie para o centro, proporcionando uma configuracédo esférica para gota,
resultando em um sistema mais estavel. Nos experimentos posteriores, foi
utilizado o material de vidro para formagéo da fase extratora, pois as moléculas
presentes no vidro sdo polares, o que favorece a formacdo da gota. A Figura
53 apresenta os tipos de materiais utilizados para formacéo da gota extratora e

0 seu respectivo formato.

Figura 53. Influéncia do tipo de material para formacdo da gota extratora
durante a pré-concentragdo de V(V) por SDME.
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3.6.1.3 Influéncia do pH

Muitos ions metalicos, especialmente os metais de transicdo comportam-
se como acidos de Lewis, receptores de pares de elétrons de um ligante
doador de elétrons, que sédo bases de Lewis para que ocorra a formacéao do
complexo, conforme a reacao a sequir:

Mag) * Lag = MLl

jon metalico Ligante Complexo
(acidos de Lewis) (base de Lewis)

As microextracOes para compostos inorganicos sao dependentes do pH,
uma vez que determina a espécie que existe em solucdo e influencia
diretamente a sensibilidade da reacdo. Em um meio &cido, a interacdo do
vanadio com o Br-PADAP resultou em quelatos de coloracdo azulada. A
estrutura do reagente Br-PADAP utilizado para a formagdo do complexo com

os ions de vanadio em solugcdo aquosa é apresentada na (Figura 54).

Figura 54. Estrutura do reagente organico 2-[5-bromo-2-piridilazo-5-
(dietilamino) fenol (Br-PADAP) utilizado para a complexagéo da espécie V(V)
no sistema de pré-concentracgao.

O efeito da concentracédo de hidrogénio foi variado numa faixa entre 1,0
a 7,0 utilizando solucbes de cloreto de potassio/acido cloridrico (1,0 - 3,0),
acetato (4,0 - 6,0) e borato (7,0). De acordo com os resultados apresentados
na Figura 55, quando valores de pH entre 4,0 e 7,0 foram utilizados, a extragéo
foi comprometida, resultando no decréscimo do sinal analitico. Os resultados

obtidos evidenciam que o maximo de extracao foi obtida em pH 3,0, indicando
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a formacédo do complexo entre o Br-PADAP e Ve, consequentemente, uma
grande extragdo da espécie de interesse em elevada acidez. Nos experimentos
posteriores, uma solucdo de KCI/HCI 3,0 foi utilizada para ajustar o pH das

amostras.

Figura 55. Influéncia do pH sobre a pré-concentracdo de V(V) por SDME.
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3.6.1.4 Efeito da concentracédo do Br-PADAP

O efeito da concentracdo do agente quelante Br-PADAP na microextracao
de vanéadio foi avaliada na faixa entre 0,01 e 0,06 % (m/v). A Figura 56 mostra
uma tendéncia crescente do sinal analitico a medida que aumenta a
concentracdo do Br-PADAP. Essa tendéncia € muito favoravel para a
intensidade da coloracdo da gota e, consequentemente, para a obtencdo de
maiores sinais analiticos. Com o intuito de intensificar a cor da gota, a
concentracdo do reagente complexante Br-PADAP utilizado na extracdo de
vanadio foi fixado em 0,06% (m/v). A concentracdes abaixo de 0,06 % (m/v), a
guantidade de agente quelante ndo é suficiente para deslocar o equilibrio da
complexacdo no sentido de formacdo do complexo V(V)-Br-PADAP, o que

diminui a quantidade do metal extraida.
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Figura 56. Influéncia da concentracdo do agente quelante Br-PADAP durante a
pré-concentracao de V(V) por SDME.
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3.6.1.5 Tempo de extracao

O tempo de contato entre a fase aquosa e a fase organica esta
diretamente relacionado com o fator de enriquecimento, que informa o grau de
concentracdo do analito que ocorreu durante a extracdo. A transferéncia de
massa da amostra para o solvente extrator depende do tempo para que a gota
atinja a coloragdo desejada e figue com aspecto uniforme. Neste trabalho, a
influéncia do tempo na extracédo de vanadio foi estudada na faixa de 3,0 a 10,0
minutos. Observando a Figura 57, nota-se que o sinal de absorvancia segue
uma tendéncia, aumentando o sinal analitico até 9,0 minutos e, posteriormente,
o sinal comeca a decrescer, devido as perdas de massa da gota extratora para
a solucado. Entdo, em todos os estudos posteriores, foi empregado um tempo

de 9,0 minutos.
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Figura 57. Influéncia do tempo de extracdo durante a pré-concentracdo de
V(V) por SDME.
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3.6.1.6 Efeito da agitagcdo magnética

Neste trabalho, a velocidade de agitacdo é determinada pela rotacéo do
agitador magnético. O estudo da velocidade de agitagao foi feito de 200 a 700
rpm. Na Figura 58, observa-se que quando se utilizam velocidades de agitacao
baixas, a transferéncia de massa néo é significativa. Velocidades elevadas
aceleram a cinética de extracdo, deixando a gota com uma coloracéo
homogénea. A velocidade de agitacdo foi fixada em 600 rpm. Nao foi possivel

utilizar uma velocidade acima de 600, pois afetava a estabilidade da gota.

Figura 58. Influéncia da velocidade de rotacédo sobre a pré-concentracao de
V(V) por SDME.
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3.6.1.7 Efeito do volume de liquido idnico

A quantidade de solvente extrator € um critério rigoroso a ser
considerado em procedimentos que envolvem a SDME, uma vez que é dificil
controlar a estabilidade da gota na superficie do capilar de vidro. Como pode
ser observado na figura 59, um volume maior da fase extratora proporcionou
uma maior extracdo, pois quanto maior a area da gota, maior sera a superficie
de contato com a fase doadora, resultando em uma transferéncia de massa
mais eficiente. Entdo, um volume de 8,0 yL foi selecionado para promover a
extracdo dos analitos.

Figura 59. Influéncia da quantidade de solvente extrator sobre a pré-
concentracgéo de V(V) por SDME.
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Apds a otimizacdo dos parametros da extracdo usando SDME, a Tabela

15 apresenta o resumo das condi¢des otimizadas.
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Tabela 15. Condicbes do sistema SDME para pré-concentracdo e
determinacao de V (V).

Tipo de solvente extrator 1-Hmim [PF6]
Tipo do capilar Vidro
Volume de amostra 3,43 mL
Volume da gota 8,0 uL
pH da solucédo 3,0
Concentracdo de Br-PADAP 0,06 % m v
Tempo de extragéo 9,0 minutos
Agitacdo magnética 600 rpm

3.6.2 Caracteristicas analiticas do método para determinagdo de vanadio

em amostras de agua
3.6.2.1 Preciséao

A precisdo do método proposto foi avaliada através da andlise de
replicacdo de captura de imagem e calculo de RGB da mesma amostra. O
desvio padréo relativo (RSD) foi calculado como sendo 4,8%, mostrando uma
boa repetibilidade do método proposto.

3.6.2.2 Linearidade

A avaliagcdo da linearidade de um método demonstra a capacidade em
produzir resultados proporcionais entre a resposta instrumental e a
concentracdo do analito. As curvas de calibracdo foram construidas para
determinacao de V(V) usando sete solucbes padrédo do elemento em uma faixa
de concentracdo de 10 a 100 pg L™*. Os dados da imagem digital foram
processados e os valores, obtidos nos trés canais RGB. A Figura 60 mostra a
area especifica da gota correspondente a cada ponto da curva analitica e a
figura 61 apresenta as curvas de calibracdo com as equacdes obtidas a partir

dos dados dos trés canais RGB. A melhor sensibilidade para vanadio usando a

Leane Santos Nunes 117



Tese de Doutorado

determinacao de regressao linear simples foi obtida na cor vermelha, e a menor
sensibilidade para o vanadio foi na cor azul, provavelmente devido a menor

intensidade da cor resultante do complexo V(V) — Br-PADAP.

Figura 60. Area especifica da gota correspondente a cada ponto da curva

analitica.
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Figura 61. Curvas de calibragéo usando os canais vermelho, verde e azul.
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Com o intuito de comparar 0s sinais analiticos e verificar o aumento
destes sinais na determinacdo de V(V) proporcionado pelo sistema
desenvolvido, foi construida uma curva analitica relativa a medida direta do
elemento por analise colorimétrica de imagens digitais. Foram preparadas

solucdes de V(V), de concentracbes variando entre 100 e 1000 pg L. A
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equacdo da reta relativa a esta curva analitica é: y = 0,0001x + 0,0261. O
coeficiente de correlacdo correspondente € igual a 0,995. A curva analitica

relativa a medida direta de V (V) € apresentada na Figura 62.

Figura 62. Curva analitica correspondente a determinacgao direta de V(V).
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3.6.3 Estudo de Interferéncias

Estudos foram realizados para avaliar o efeito de espécies quimicas
presentes em aguas naturais, rio e de mar, empregando a microextragcdo com
gota suspensa. O estudo de interferéncia foi realizado utilizando as condi¢cfes
otimizadas usando o sinal relativo em porcentagem. O estudo experimental
consistiu em adicionar, individualmente, quantidades de varios ions
concomitantes em diferentes concentracfes a uma solucdo de vanadio de 50,0
ug L™". As solucdes foram submetidas & metodologia desenvolvida, e os sinais
analiticos obtidos foram comparados com os obtidos por analise de uma
solucdo de vanadio (V) de concentragdo 50,0 pug L', na auséncia de
concomitantes. Um variacdo de = 5,0% no sinal analitico foi o critério de
interferéncia de cada espécie. Foram estudadas varias espécies consideradas
como principais componentes de uma amostra de agua. A Tabela 16 indica que
as espécies Cu®*, zn*, A", Ni**, Co*, Pb*, Mn** e Fe**, sdo aquelas que
interferem em menores concentragdes no sistema de microextragdo com gota
suspensa, provavelmente porque esses cations competem com o vanadio na

complexacdo com Br-PADAP. Para os estudos envolvendo os anions CI', C032,
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NOs, F, SO e PO,* uma diminuicdo no sinal analitico de vanadio(V) foi

observada quando estdo em concentracdes elevadas (1000-2000 ug L™).

Tabela 16. Quantidades toleraveis de outros ions na determinacdo de vanadio

(V) pelo método de microextragdo proposto.

Cation Tolerancia Anion Tolerancia
cu? 1: 500 Cr 1: 500
Zn?* 1: 500 COs* 1: 2000
AR 1: 500 NO3 1: 2000
Ni%* 1: 1000 F 1: 500

2+ . 2- .
Co 1: 1000 S0, 1: 1000
Pb?* 1: 100 PO, 1: 1000
Mn?* 1: 500
Fe®* 1: 100

3.6.4 Parametros analiticos

A Tabela 17 apresenta um resumo dos parametros analiticos apos

otimizacao do sistema de pré-concentragdo proposto.

Tabela 17. Valores dos parametros analiticos encontrados apos otimizacao do
sistema de extracdo e pré-concentracdo para determinacdo de vanadio(V) em

amostras de aguas.

Fator de enriquecimento 50

Volume de amostra (mL) 3,43
indice de consumo (mL) 0,07
Limite de deteccéo 0,59
Limite de quantificacao 1,86

Equacéo da curva analitica com pré-concentracao

Y=0,005x + 0,013

Equacdo da curva analitica para medida direta

Y = 0,0001x + 0,0261
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3.4.5 Aplicacdo do método em amostras de aguas

O método foi aplicado na determinagdo de vanadio em amostras de
agua de rio, mineral e mar, sendo estas amostras submetidas a filtracdo, ajuste
de pH e posteriormente feita a andlise usando o sistema de pré-concentracéo
proposto. Para avaliar a recuperacdo do sistema, as amostras foram
analisadas com a adicao de quantidades conhecidas de vanadio. Os valores de
recuperacao obtidos ficaram no intervalo entre 91 e 103 %, confirmando a
validade e a aplicabilidade do método. O resultado das analises das amostras e

da recuperacéao esta apresentado na Tabela 18.

Tabela 18. Resultados da determinacdo de vanadio em amostras de aguas
utilizando o método proposto.

- . . P -1 ~
Amostra Municipio Quantidade de vanadio (ug L™) Recup:)eragao
Adicionada Encontrada (%)
. Salvador
Agua (Ilha de Itaparica) 0 <LOD
mineral
50,0 48,3+ 0,16 96
Aglrji‘; de Maracas 0 <LOD
(Mineradora 50,0 49,8 + 0,16 103
vanadio)
Ag#}zrde Cairu 0 <LOD
(Ilha de Tinharé) 50,0 50,1+ 0,30 100
Agrlégrde Cairu 0 <LOD -
(Ilha de Boipeba) 50,0 45,5 + 0,094 91
Agua de Cairu 0 <LOD
rio
50,0 50,4 + 0,33 101

Algumas amostras de agua de rio foram coletadas em pontos préoximo da
empresa de mineracdo, para verificar se a presenca das multinacionais,
extratoras de minérios, instaladas na regido, favoreceu a contaminacao dos

afluentes e rios da regido. Observou-se que as concentra¢cbes de vanadio
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encontradas nas amostras de agua foram muito baixas. Portanto, ndo foi
encontrado indicios de contaminag&o.

As concentragcfes de vanadio obtidas nas amostras de 4gua estdo abaixo
dos limites aceitaveis pela legislacdo brasileira, como a Resolucdo CONAMA
396, que estabelece o limite de 50 pg L™ de vanadio em &gua para consumo
humano, 100 pg L™ para irrigacéo e recreacéo.

A recuperagdo para algumas amostras ndo foram satisfatéria e néo
puderam ser quantificados, devido principalmente as concentracdes estarem

abaixo dos limites de quantificacdo do método.
3.6.6 Aplicacdo do método em amostra certificada

Para o método proposto foi realizado a validacdo usando material de
referéncia certificado. O material utilizado foi BCR-414, Planta aquatica. O
resultado obtido na amostra certificada, foi de 7,95 + 0,17 mg kg* ,e se
encontra de acordo com o valor certificado de 8,10 + 0,18 mg kg™'. Para
comparar os valores obtidos com os valores certificados foi realizado um teste
estatistico conhecido como teste t de Student. Esse teste é realizado para
comparar uma média experimental com um valor conhecido. A comparagéao foi
feita calculando um valor de t e comparando com um valor de t tabelado, no
nivel de confianga de 95 %. E como o t calculado foi menor que o t tabelado,
nédo houve diferenga significativa entre os resultados. O valor de t calculado foi

obtido através da equacéo (6).

! = (} — lu)\ﬁ/ S (Equacio 6)

3.7 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, foi proposto pela primeira vez um sistema usando a
microextracdo com gota suspensa e imagens digitais para determinacao
espectrofotométrica de V (V) em amostras de aguas. O sistema proposto
mostrou-se adequado e eficiente, sendo uma excelente alternativa

economicamente viavel frente aos espectrofotdbmetros convencionais. Além
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disso, esses dispositivos dispensa o uso de seletores de radiacdo, o que
possibilita a reducdo no custo da manutencéo da instrumentacao.

A utilizagdo do liquido ibnico, substituindo reagentes orgéanicos,
extremamente toxicos, como tricloroetileno, cloroférmio e tetracloreto de
carbono, proporcionou um avanco no desenvolvimento de métodos e sistemas
gue apresentem menor impacto ambiental.

O acoplamento do sistema baseado em imagens digitais com a
microextracdo com gota suspensa foi uma estratégia interessante, pois permitiu
0 menor consumo de amostras e reagentes, excelente exatiddo, limite de
deteccao e quantificacdo, evidenciando uma satisfatoria aplicacdo em amostras

de &guas naturais, mar e rio.

Os parametros estudados, como tempo de extracao, pH, concentracdo
do reagente complexante, volume da gota e velocidade de agitacdo foram
otimizados de forma eficiente, pois foi possivel obter uma melhora na resposta
analitica da metodologia proposta. Como pode ser observado na Tabela 19, o
método proposto € comparavel, ou até superior, a outros métodos de pré-
concentracdo de vanadio descrito na literatura, com uma grande vantagem
adicional de oferecerem menor custo, serem de facil manipulacédo e utilizarem

pequenos volumes de amostras e reagentes.
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Tabela 19. Dados comparativos de alguns estudos sobre a pré-concentracéo

de V(V).
Volume
Técnica de de _
Método Reagente . LD Referéncia
deteccéo amostra
(mL)
DLLME-DC DCDHNAQ Colorimetria digital 0,87 5,00 [70]
ug L™
SFODME 8-hidroxiquinolina ET AAS 0,97 50,0 [87]
ug L™
FI-TILDLME Br-PADAP ET AAS 4,8 ng 5,00 [88]
L‘l
CPE TAN + H,0» Espectrofotometria 1,4 ng 100 [76]
L'l
SDME Br-PADAP Colorimetria digital 0,59 3,43 Presente
ug L trabalho

DLLME-DC: microextracdo dispersiva liquido-liquido baseado na colorimetria digital; FI-

TILDLME: sistema de injecdo de fluxo com microextracdo dispersiva liquido baseado na

temperatura liquido iénico.
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