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RESUMO

O presente trabalho apresenta o desenvolvimento de um método de preparo de
amostra para a determinacdo de cadmio em matrizes aquosas de diferentes
origens, através da extragdo por ponteiras descartaveis utilizando como fase
extratora a cortica. A melhor condicdo para a extragao foi constituida por trés
ciclos de extragdo com a amostra em pH 5 e oito ciclos de eluicgdo com HNO3
6%, todos com tempo fixado em cinco segundos. A determinagcdo de cadmio foi
realizada por espectrometria de absor¢cao atdbmica de alta resolugdo com fonte
continua em forno de grafite (HR-CS GF AAS), utilizando a linha principal de
cadmio em 228.802 nm. Foi empregada platina como modificador quimico
permanente, conferindo melhores resultados nas temperaturas de 900 °C e
1700 °C para as etapas de pirdlise e atomizacéo, respectivamente. As curvas
de calibragdo externa por padrdo aquoso e por adicdo de analito nao
apresentaram diferencgas significativas quanto ao coeficiente angular. O estudo
da pré-concentragao mostrou-se eficiente, conferindo um fator de concentracao
de aproximadamente quatro vezes. Os limites de deteccdo e quantificacao
alcangados foram de 0,1 uyg L' e 0,3 pug L' respectivamente. A exatidao foi
verificada a partir das amostras certificadas NIST 1643e — “trace elements in
water” e ERM-CA-713 — “trace elements in waste water”, e baseados em um
teste-t com limite de confianca de 95%, os valores obtidos foram concordantes
com o certificado. O método desenvolvido foi aplicado também em amostras de
agua provenientes de corregos, mangues e praias de Florianopolis e Balneario

Camborid.

Palavras-chave: Cadmio; Preparo de amostra; DPX; Cortica; HR-CS GF AAS.
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1 INTRODUGAO

Ao submeter uma amostra a uma técnica analitica, deve-se estar atento
a composigdo da matriz. Os procedimentos para o preparo da amostra sao
necessarios para adequagao da amostra ao instrumento, além da eliminagao
de interferentes. Este preparo é realizado de acordo com a natureza da
amostra, do analito, assim como em fungdo da concentragcdo em que se
encontram e a técnica que sera utilizada para determinacao.

Para a espectrometria de absorgdo atbmica em forno de grafite (GF
AAS), as amostras geralmente ndo exigem um tratamento laborioso, ou até
mesmo, dispensam o preparo da amostra. Porém matrizes complexas, que
apresentam grandes quantidades de sais dissolvidos, compostos organicos de
dificil eliminagdo na etapa de pirdlise, ou mesmo a presenca de elementos e
moléculas que possam gerar interferéncias requerem um tratamento prévio.

A busca por métodos de preparo de amostra que sejam eficientes,
ambientalmente amigaveis e de baixo custo vem sendo cada vez mais
estudadas. A extragdo com ponteiras descartaveis (DPX) recentemente vem
sendo associada ao preparo de amostra para analise de compostos organicos,
isto porque a mesma confere alta frequéncia analitica e baixo consumo de
solventes, além de fornecer a limpeza da amostra e pré-concentragao do
analito. Porém para a determinagéo de inorganicos, até o presente momento,
apenas um trabalho utiliza a DPX como preparo de amostra.

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de um método analitico
para a determinacdo de Cd em amostras de agua e efluentes por
espectrometria de absorcdo atdmica de alta resolugcdo com fonte continua em
forno de grafite, utilizando DPX no preparo das amostras, sendo a fase
extratora um biossorvente, a corti¢ca. Varios parametros envolvendo o processo
de preparo da amostra, assim como o estudo de modificadores quimicos,
parametros de mérito e a verificacao da exatidao foram estudados. O método
desenvolvido foi aplicado a duas amostras certificadas: NIST 1463e (trace
elements in water) e ERM CA-713 (trace elements in waste water), além de
amostras de agua proveniente de manguezais, cursos d’agua e praias de

Floriandpolis e Balneario Camboriu.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cadmio

O cadmio é um elemento que se apresenta na forma sodlida a
temperatura ambiente, sendo encontrado na forma de minerais combinados
com zinco, chumbo e cobre. Em funcdo das propriedades de maleabilidade e
ductibilidade, € altamente aplicado na fabricacdo de baterias, revestimentos,
estabilizantes e como pigmento, quando na forma ibnica, de coloragdo amarela
[1.2. Devido a sua alta toxicidade ¥ e da crescente liberagédo por atividades
antropogénicas, sua concentracdo no meio ambiente tem causado bastante
preocupacao. I

Os residuos de cadmio descartados de forma indevida entram em
contato com liquidos, sendo lixiviados no solo, ficando retidos ou contaminando
fluxos d’agua, sendo a principal fonte de contaminagdo nas aguas . Em
ambientes de agua doce, o cadmio €& geralmente encontrado na forma
bivalente, como hidréxido de cadmio e carbonato de cadmio. J&a em aguas
salgadas, encontra-se combinado na forma de cloretos. As substancias
soluveis sao facilmente transportadas, sendo assimiladas por plantas e
organismos aquaticos, desta forma o cadmio é introduzido na cadeia alimentar
causando bioacumulagdo e biomagnificacdo [. Uma vez que diversas
populagdes em todo o mundo utilizam peixes, crustaceos e moluscos como
alimento, é de fundamental importancia o controle dos niveis de cadmio no
meio aquatico, para evitar a intoxicagdo de seres humanos [°l,

Em fungdo da alta afinidade com moléculas de enxofre e nitrogénio
consegue adentrar nas células e causar uma série de disfungbes biologicas [2l.
A exposicao ao cadmio pode afetar 6rgaos reprodutivos, rins, pulmodes e figado
[Pl sendo apontado pela Agéncia Internacional de pesquisa em cancer como
agente carcinogénico 1.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) [l estabelece a
concentragéo de 5 ug L' em aguas salinas e salobras destinadas a recreagéo
de contato primario, a aquicultura e as atividades de pesca. O Ministério da
Saude do Brasil [l estabelece a mesma concentragédo de 5 ug L' para que a

agua atenda aos padrdes de potabilidade.
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2.2 Preparo de amostra — extragao em ponteiras descartaveis (DPX)

Cada vez mais novos métodos de preparo de amostra vém sendo
desenvolvidos com o intuito de acelerar o processo de extracdo dos analitos,
diminuir custos e diminuir o uso de solventes, como é o caso da extragcdao com
pipetas descartaveis (DPX) [°l.

O desenvolvimento da DPX foi realizado pelo Dr. William Brewer em
2003 como uma alternativa a outras técnicas de extragdo em fase solida 1%,
que em sua grande maioria, utilizam grandes volumes de solvente e
apresentam baixa frequéncia analitica. A DPX pode armazenar um conteudo
de 1 a 5 mL, utilizando pequenos volumes de solvente, fornecendo rapida
extragdo devido & grande area superficial e altos indices de recuperacdo. E
composta por uma pequena quantidade de sorvente disposta entre dois filtros,
permitindo a passagem dos fluidos, retendo apenas a fase adsorvente [,

A fase extratora para ponteiras DPX pode ser encontrada
comercialmente em diferentes composi¢cdes como: fase reversa (DPX-RP)
utilizada para compostos polares, utiizando como fase extratora C-18
(octadecilsilica); troca ibnica, para cations e compostos nao polares (DPX-CX)
e para anidns e compostos néo polares (DPX-WAX); sendo que na literatura,
ha descricbes de aplicagbes para diversos compostos organicos, nas mais
diversas matrizes [°l. Além dessas é possivel modificagbes da fase extratora
para adequagao ao analito a ser determinado.

Segundo Bordin et al. ¥l o processo de extragdo utilizando ponteiras
descartaveis deve ser iniciado com a ativagao dos sitios de ligagdo da fase
extratora em um solvente adequado, para permitir a posterior interagao entre a
fase sodlida e o analito. A amostra liquida € primeiramente aspirada e
subsequentemente o ar para que a amostra seja entdo misturada com a fase
extratora, formando uma suspensdo. Em seguida a amostra é dispensada e a
lavagem é realizada a partir de um solvente escolhido em fungéo da interagao
entre o sorvente e o analito, além de considerar a eliminagdo de possiveis
interferentes adsorvidos na fase extratora. O processo de eluicao é realizado
com a aspiragao de ar e solvente compativel com o analito diversas vezes para

garantir dessorgdo completa do mesmo. Ao final o eluato formado pode ser
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levado ao instrumento a ser utilizado na andlise °l. A Figura 1 apresenta um

esquema com as etapas envolvidas no uso de DPX.

Figura 1. Etapas envolvidas na extragdao por DPX. (1) Condicionamento da fase
extratora, (2) aspiracao da amostra, (3) aspiracado do ar, (4) amostra dispensada, (5)
lavagem e (6) eluato pronto para ser levado para analise.

Fonte: Adaptado de BORDIN et al. (2016, p.1170).

Embora as ponteiras descartaveis sejam comercialmente pouco
acessiveis este método de preparo de amostras vem sendo bastante utilizado
para a determinagdo de compostos organicos. Aplicada principalmente em
associacio a técnicas de separacao, onde a pré-concentracdo do analito e a
adequacgao da amostra ao instrumento sdo essenciais para se alcangar bons
resultados. Guan e Stewart et. al. 'l utilizaram DPX em cromatografia liquida
de alta eficiéncia para determinar explosivos pouco polares e nao polares em
agua; Elisson et. al. "2 analisou anfetaminas, opidceos, cocaina e seus
metabdlitos, metabolitotetraidrocanabinol, antidepressivos triciclicos,
meperidina, metadona e fenciclidina em amostras de urina, a partir da DPX
com mecanismo de troca catibnica e fase reversa a partir de um modificador
em cromatografia gasosa e deteccao por espectrometria de massas com uma
recuperacgédo média de 90%; Jaison et. al. '3ldeterminou Pd em amostra de lixo
a partir de um método indireto, pela formacdo do complexo paladio-
benzoiltoureia, utilizando como fase extratora C-18 e metanol, a analise foi
realizada por cromatografia gasosa e detecgédo por espectrometria de massa,

sendo até entdo, a unica aplicagdo conhecida da DPX para metais.

13



2.3 Biossorventes

S&o conhecidos como biossorventes materiais de origem natural
formados por macromoléculas contendo grupos funcionais capazes de interagir
com contaminantes. Devido a sua estrutura, sdo capazes de interagir por
complexagdo, adsorgdo quimica ou troca idnica ['4. A cortica, proveniente da
casca do sombreiro, (Quercus suber L) possui essa caracteristica, sendo uma
otima alternativa como remediadora de contaminantes por ser altamente
estavel, impermeavel, além de renovavel e biodegradavel 9],

Esse biossorvente apresenta formato de um prisma hexagonal (Figura 2)
e é constituido de forma heterogénia por suberina (40%), uma cera hidrofébica
com fungdo de impermeabilizar o tronco das arvores ['®! lignina (24%) que
fornece rigidez da parece celular vegetal, contendo diversos fendis em sua
estrutura ('], polissacarideos (celulose e hemicelulose) (20%), ceras e outros
extrativos (15%) Y], podendo haver variagdo na constituicdo por sofrer

influéncia de fatores como solo e clima 19!,

Figura 2. Representagao da disposicéo das células de cortica.
Secfo Transversal
S| o=

4

pt——— Secio Radial

Secfo Tangencial

Fonte: Adaptado de GIL et al.(1993, p. 20).

A adsorcdo dos metais se deve a presenca de grupos que podem
interagir, tanto pela lignina como pelos polissacarideos presentes, atraves de
interagdes como do tipo acido-base de Lewis, entre os orbitais vagos do metal
e os elétrons ndo ligantes dos oxigénios presentes na estrutura. Outra forma é

pela interagao fisica promovida pela grande superficie de contato da cortica,
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principalmente quando na forma de p6. Por ser um material considerado de
baixo impacto ambiental, a cortica vem sendo empregada em diversos casos
de biorremediagcédo, mostrando eficiéncia em adsorg¢do de poluentes organicos

e inorganicos 8],

2.4 Espectrometria de Absorcao Atéomica de alta resolugiao e fonte

continua

A espectrometria de absorcdo atbmica é atualmente uma das técnicas
analiticas mais utilizadas na determinacdo de elementos-trago. Aplicadas em
diversas matrizes, confere baixos limites de quantificacdo em comparacao a
meétodos classicos, alta robustez, exatiddo e principalmente aplicabilidade, visto
que para a maioria das matrizes faz-se uso de pouco ou nenhum preparo
prévio da amostra [9],

A técnica baseia-se no conceito de que na forma gasosa os atomos
livres possuem tanto um espectro de absor¢do como de emissdo com linhas
caracteristicas de acordo com a configuragao do elemento, emitindo no mesmo
comprimento de onda que absorvem. A intensidade de radiagcéo absorvida €&
proporcional ao numero de atomos no caminho 6ptico, obedecendo a Lei de
Lambert-Beer sendo uma técnica de quantificagdo de elementos trago 129,

Assim como nos espectréometros com fonte de linha, o espectrometro de
absorcado atomica de alta resolugdo e com fonte continua (HR-CS AAS) é
formado por uma fonte de radiagao que incide sobre a nuvem de atomos livres
da amostra formadas pelo atomizador, que ira absorver energia. A energia
transmitida € direcionada até o monocromador que direcionara a linha de
interesse até a fenda de saida e detector 1211,

Os HR-CS AAS diferem na complexidade da fonte de radiacéo,
enquanto em um espectrobmetro convencional s&o utilizadas lampadas
especificas para cada elemento, nos HR-CS AAS uma lampada de arco curto
de xendnio com alta pressao, fornece uma emissao continua de 190 a 850 nm,
podendo ser utilizada para todos os elementos que possuem linhas de
absorcao nesta regiao espectral. O instrumento também conta com um sistema
de duplo monocromador formado por um prisma pré-dispersor e uma rede

echelle, que confere alta resolugdo (menor que 2 pm) ao instrumento,
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permitindo a separacao da linha de interesse dos demais comprimentos de
onda, emitidos pela fonte continua, diferente do sistema de monocromador
simples e de baixa resolugdo dos instrumentos convencionais de AAS. O
equipamento é também dotado de um detector CCD, capaz de monitorar ndo
apenas a absorvancia em fungdo do tempo, mas também em funcdo do
comprimento de onda, fornecendo uma visao tridimensional da vizinhanga

espectral 122, A figura 3 esquematiza o sistema descrito.

Figura 3. Representacao esquematica do espectrometro de absorgéo atémica de alta
resolugdo com fonte continua: (1) ldmpada de arco curto de xendnio — 190 a 850 nm,
(2) jogo de espelhos elipsoidais, (3) atomizador (chama ou forno de grafite), (4) fenda
do monocromador, (5) espelhos parabdlicos, (6) prisma, (7) fenda intermediaria, (8)
rede echelle e (9) detector CCD.

2

2_‘\ 32 4 5

-y

=

Fonte: Adaptado de BORGES et al. (2005, p. 59).

Diferente dos instrumentos convencionais, onde a corre¢cdo de fundo é
feita através de lampadas de deutério ou de correcao por efeito Zeeman, nos
instrumentos de HR-CS AAS correcgdes de interferéncias espectrais podem ser
realizadas por pelo menos trés maneiras. Em funcio dos pixels utilizados para
o0 monitoramento e corregcdo de eventos continuos, através do espectro
tridimensional capaz de fazer a separagdo temporal entre o sinal analitico e
interferentes, e a partir do sistema computacional, utilizando o algoritmo de
minimos quadrados, corrigindo eventos ndo continuos, como estruturas finas
de moléculas, que antes nao poderiam ser corrigidas com facilidade,

garantindo uma maior exatiddo dos resultados 2.
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2.5 Espectrometria de Absorgao Atdmica em forno de grafite

A absorcdo atbmica em forno de grafite (GF AAS) difere da
espectrometria de absor¢cdo atbmica em chama (F AAS) em fungdo do
atomizador, que devido ao maior tempo de exposicdo no caminho Optico,
aumenta significativamente a sensibilidade da técnica. Em GF AAS é possivel
utilizar a area do sinal transiente ao invés da altura do sinal e desta forma, s&o
eliminados efeitos de cinética na etapa de atomizagdo. No forno de grafite
também ha a possibilidade da pré-concentragao, de amostras liquidas no tubo
e insercéo direta de solidos 9],

A amostra é inserida no forno de grafite que é aquecido gradualmente a
partir de um programa de temperatura que diminui interferéncias da matriz e
melhora a atomizagao 23],

Este programa ocorre em ao menos quatro etapas e permite, além de
controlar a temperatura, o controle do tempo que o forno permanecera na
temperatura desejada e a taxa de aquecimento. As etapas do programa sao: a
secagem para a eliminagdo do solvente; pirdlise para eliminar a matriz
composta por componentes organicos e inorganicos sem que ocorra
eliminagcdo do analito; atomizacdo, produzindo a nuvem atémica e; por fim a
limpeza para a remogao de residuos, evitando que venham a interferir nas

medidas posteriores, denominados efeito de memaria 9.

2.6 Modificadores Quimicos

O uso de modificadores quimicos tem como principal objetivo a redugao
de interferéncias e aumentar a vida util do tubo de grafite 29, Dentre os
diferentes modificadores e suas funcdes, estes podem aumentar a estabilidade
térmica do analito, permitindo a aplicacdo de temperaturas mais altas de
pirdlise sem a perda do mesmo, em casos de elementos volateis; isolar a
superficie do grafite, evitando a formagcdo de carbetos refratarios do analito,
que podem causar efeitos de memodria e exigir altas temperaturas de
atomizagao e limpeza, reduzindo a vida util do tubo de grafite e ainda melhorar

os resultados obtidos na etapa de pirdlise aumentando a volatilidade da matriz
[21]
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Os modificadores sao comumente empregados de duas formas:
permanente, com a deposi¢do do metal na superficie interna do tubo de grafite
por meio de um tratamento térmico ou eletrolitico, ou adicionados diretamente
com a amostra, na forma de uma solugdo. Dentre os modificadores
permanentes mais utilizados, estdo os elementos pertencentes ao grupo da
platina (Pt, Ir, Ru, Rh) e os elementos que formam carbetos (Zr, W, Nb, Ta)
além da combinagdo entre eles 2. Ja entre os modificadores quimicos em
solucdo, a mistura de Pd e Mg(NOs)2, € conhecida como “modificador

universal” devido a eficiéncia na determinagdo de diversos elementos 23,
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3 OBJETIVOS

Desenvolvimento de método analitico utilizando extragdo em ponteiras
descartaveis com cortiga como fase extratora para determinagcdo de Cd por
espectrometria de absorgcdo atbmica de alta resolugdo com fonte continua em

forno de grafite em amostras de aguas e efluentes.

3.1 Objetivos especificos

e Otimizagbes dos parametros da amostra: tempo; massa da fase
extratora; numero de ciclos de extracdo e eluicdo; concentragdo do
acido nitrico para eluicdo; e pH da amostra;

e Otimizagdo do programa de temperatura utilizando modificadores
quimicos permanentes com recobrimento de Ir, Pt ou sem modificador;

e Comparacao entre diferentes formas de calibracéao;

e Verificagao dos parametros de mérito;

e Aplicagdo do método desenvolvido para amostras certificadas e
amostras de agua do mar e efluentes coletadas em diferentes

localidades;
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Instrumentacao

O método foi desenvolvido através da utilizagcdo das ponteiras
descartaveis (DPX Technologies, Estados Unidos) com modificagdo da fase
extratora, sendo utilizado p6 de cortica (particulas <200 ym) com filtro de fibra
de vidro e uma micropipeta de volume variavel de 100-1000 pyL. As medicdes
foram realizadas em um espectrémetro de absorg¢do atébmica de alta resolugéo
em fonte continua (modelo contrAA 600 — Analytik Jena AG, Jena, Alemanha),
equipado com l|lampada de arco curto de xendénio de 300W de poténcia,
operando em modo hot-spot, emitindo um espectro continuo entre 190 e 900
nm, monocromador duplo de alta resolucdo e um detector de arranjos de
dispositivos de carga acoplada (CCD). Foi selecionada a linha principal do

cadmio em 228,802 nm medindo a absorvancia integrada em 5 segundos.

4.2 Reagentes e padroes

Todas as analises foram realizadas a partir de reagentes com no minimo
grau analitico de pureza. Para o preparo das solu¢des dos padrdes e dilui¢des,
agua ultra-pura com resistividade maior que 18MQ obtida utilizando um
deionizador modelo Mega ROUP (Equisul, Pelotas, Brasil).

Foi utilizado padrao de cadmio a 1 g L' (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos), acido nitrico 67% bidestilado abaixo do ponto de ebulicdo (Sigma-
Aldrich) para solugbes em diferentes concentragdes. As solugdes tampdes
foram preparadas pela mistura de acido citrico (Merck, Estados Unidos) e

fosfato de sddio dibasico (Sigma-Aldrich, Estados Unidos).

4.3 Solugoes padrao e amostras

Solugbes aquosas de padrdo de cadmio a 5 ug L™ foram utilizadas nos
estudos multivariados da extragdo e concentracdo dos mesmos. A otimizagao
do pH ideal para a extragao de Cd, foi determinada através da variacdo em um

intervalo entre 3 e 8 com o uso das solugdes tampdes. Acido nitrico nas
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concentracbes de 2 a 8% foram utilizadas para otimizagdo da melhor
concentragao para eluigao.

O método foi aplicado em amostras de agua coletadas em cérregos nao-
canalizados nos bairros Trindade e Cérrego Grande, de agua proveniente do
mangue do bairro ltacorubi, e da praia dos Ingleses em Florian6polis além da
praia Central de Balneario Camboriu e material certificado (CRM) NIST 1643e —

“trace elements in water” e ERM-CA-713 — “trace elements in waste water”.

4.4 Preparo das ponteiras descartaveis

As ponteiras de DPX foram preparadas utilizando como fase extratora
cortica proveniente de rolhas de vinho. O preparo do biossorvente foi realizado
conforme descrito por Dias et al. 'Y onde as rolhas de cortigca foram imersas em
agua ultrapura e submetidas a um banho ultrassénico durante duas horas. Em
seguida as rolhas foram levadas a mufla por um periodo de doze horas na
temperatura de 110 °C, para entdo serem lixadas e peneiradas, resultando em
um pé com granulometria menor que 200 pm.

A fase extratora foi pesada diretamente na ponteira e selada com filtro
de vidro para evitar a perda do biossorvente. As ponteiras preparadas
passaram por um sistema de limpeza contendo 7 ciclos utilizando 700 uL de
HNOs a 2% em cada ciclo, seguido por 3 ciclos utilizando 700 yL de agua
ultrapura. As ponteiras foram acondicionadas em frasco de polipropileno com

agua ultrapura para evitar a compactagao do material sorvente.

4.5 Preparo da amostra

O preparo da amostra foi composto de quatro etapas com o tempo fixo
de 5 segundos para cada ciclo. A Tabela 1 descreve as etapas, os

componentes e a quantidade de ciclos.
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Tabela 1. Descrigdo do processo de preparo da amostra.

Etapa Componente Volume / uL Quantidade de ciclos
Limpeza HNO3 2% 700 3
Limpeza Agua ultrapura 700 3
Extracao Amostra 700 3
Eluicao HNO3 6% 300 8

4.6 Otimizagoes do preparo da amostra

Ap0Os o preparo e condicionamento das ponteiras DPX, foram fixadas as
condi¢des de limpeza que precedem cada extragcdo em 3 ciclos, utilizando 700
ML de HNOs a 2% (v/v) e 3 ciclos utilizando 700 yL de agua ultrapura. Também
foram utilizados 700 yL de uma solugdo padrdo de Cd 5 ug L-' como amostra
em todas as otimizagdes. Todas as leituras foram realizadas com 20 yL de
eluato em tubo recoberto com 400 pg de iridio utilizando temperaturas de 900
°C de pirdlise e 1700 °C de atomizacgao.

Para verificar a influéncia do tempo dos ciclos, sendo este considerado
cada vez que o processo de aspiragcao da amostra ou solvente e o posterior
descarte é realizado, um estudo univariado foi feito, utilizando uma ponteira
contendo 20 mg de cortica, com cada etapa (lavagens, extracdo e eluicao)
contendo trés ciclos, nos tempos de 5, 10 e 15 s.

Para avaliar a influéncia da massa de fase extratora, ciclos de extracéo e
eluicdo um grafico de paretos foi produzido a partir de um planejamento fatorial
completo 23, Para essa otimizacdo, além dos parametros ja fixados, foram
utilizados 300 uL de solugdo de HNO3 2% como eluente. Os experimentos e os

niveis de cada variavel foram realizados conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Matriz de experimentos do planejamento fatorial completo 23,

Experimento  Massa de cortica/ mg Ciclos de extracao Ciclos de eluicao
01 10 3 3
02 20 3 3
03 10 10 3
04 20 10 3
05 10 3 10
06 20 3 10
07 10 10 10
08 20 10 10
09 15 6 6
10 15 6 6
11 15 6 6
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Para a otimizagcdo da massa de fase extratora e numeros de ciclos de
eluicdo, foi desenvolvida uma matriz Doehlert. A Tabela 3, apresenta os

experimentos realizados.

Tabela 3. Matriz de experimentos de Doehlert para otimizacdo multivariada da massa
de fase extratora (cortica) e numero de ciclos na etapa de eluigéo.

Experimento Massa de cortica / MG Numero de ciclos de eluigao
01 20 6
02 30 8
03 30 12
04 20 14
05 10 12
06 10 8
07 20 10
08 20 10
09 20 10

A concentragcdo de acido nitrico e ciclos de eluigdo foi otimizada de

forma multivariada, conforme a matriz de Doehlert na Tabela 4.

Tabela 4. Matriz de experimentos de Doehlert para otimizacdo multivariada da
concentragcao de HNO3 na solugao eluente e nimero de ciclos na etapa de elui¢ao.
Experimento HNO3 / % (v/v) Numero de ciclos de eluigdo

01 6
02
03
04
05
06
07
08
09

OO0 NN OB
D OO WWo OO

A otimizacdo do pH da amostra na etapa de extracao foi realizada de
forma univariada com solugdes de 5 ug L' de Cd preparadas em solugdes
tampao de fosfato de sédio/acido citrico nos pH’s 4, 5, 6, 7 e 8. O processo de
extracao e concentracao do analito foi feito utilizando uma ponteira descartavel
com 20 mg de fase extratora, e o processo contou com 3 ciclos nas etapas de
limpeza e de extragao e 8 ciclos na etapa de elui¢do utilizando uma solugao de
HNO3 6%.
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4.7 Recobrimento do tubo de grafite

Foram utilizadas solugdes padrdo 1 g L' de Ir ou Pt como modificador
quimico permanente, em 10 ciclos com injecdo de 40 pL. O programa de

temperatura utilizado € apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Programa de temperatura para o recobrimento de Ir ou Pt como modificador
quimico permanente, o fluxo de gas foi mantido em modo maximo.

Etapa Temperatura/ s Rampa /°C s™ Permanéncia / s
1 90 5 40
2 110 1 40
3 130 1 40
4 1200 300 25
5 2100 500 10
6 2100 0 5
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parametros do preparo da amostra

Inicialmente, realizou-se a otimizagdo do tempo de cada ciclo. De
acordo com os resultados, a partir de um teste-t com limite de confianga de
95%, os ciclos de 5 segundos nado apresentaram diferenga significativa em
relacdo aos ciclos de 15 ou 30 segundos. Portanto, com o objetivo de aumentar
a frequéncia analitica foi fixado o tempo de 5 segundos para cada ciclo.

Alguns dos parametros que podem alterar a forma como o analito é
extraido da amostra e posteriormente concentrados no eluato foram
selecionados para serem avaliados de forma multivariada. A massa de fase
extratora (p6 de cortica), o numero de ciclos utilizados na etapa de extracéo e
eluicdo, além da interacao entre estes parametros foram avaliados por meio de
um grafico de paretos. A partir dos resultados dos experimentos do

planejamento completo 23 foi gerado o grafico conforme Figura 4.

Figura 4. Grafico de Pareto gerado a partir de um planejamento fatorial completo 23
relacionando massa de fase extratora (cortiga), numero de ciclos na etapa de extragédo
e numero de ciclos na etapa de eluigdo para uma solugdo aquosa de 5 ug L' de Cd.

Expers 23, MS Residual= 000033

Kia § Is

10,09821

{3) Ciclos de eluigao

{1) Massa de coitica

1por3

{2) Ciclos de exiragao
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1por2 1043463

Estimativa de efeito pac i {valor
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De acordo com os resultados apresentados, é possivel observar que
apenas duas das variaveis estudadas se mostraram significativas para um nivel
de 95% de confianga: o ciclo de extracdo e a massa de cortica utilizada,
mostrando uma tendéncia de melhores resultados quanto maior a quantidade
de cortigca e o numero de ciclos de eluicdo. As variaveis que foram significativas
nao sao dependentes, como observado também na Figura 1.

Baseadas nas informagdes obtidas no grafico de Pareto, foi
desenvolvida uma matriz experimental Doehlert, por fornecer uma faixa ampla
de condi¢des baseadas nos experimentos, para a otimizagao da massa de fase
extratora e numeros de ciclos de eluicdo. A partir dos experimentos foi gerada

uma superficie de resposta exibida na Figura 5.

Figura 5. Superficie de resposta gerada a partir de uma matriz de Doehlert
relacionando a massa de fase extratora (cortica) e o numero de ciclos na etapa de
eluicdo com a absorvancia produzida por uma extracdo de Cd de uma solugao padrao
5ug L™
Fitted Surface; Variable: Absorvdncia integrada /s
2 factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual= 0008081
DV: Absorvanda integrada/ s

=012
Bl <012
@ < 0,1

] <o0,08
B < 0,06

z

Segundo a superficie gerada, & possivel observar que melhores

resultados foram obtidos quando massas de cortica como fase extratora na
faixa de 18 mg a 20 mg foram utilizadas, sendo admitida como 6tima a massa

de 20 mg de sorvente. Acima dessa quantidade verificou-se uma diminui¢cdo do
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sinal, podendo ser atribuida a redugcédo da eficiéncia de homogeneizagcédo da
fase extratora, reduzindo a superficie de contato entre os sitios ativos da
cortica e o analito.

A eluicdo apresentou melhores resultados utilizando seis a nove ciclos,
onde ainda é possivel se obter uma frequéncia analitica adequada a
laboratérios de rotina, fator importante para a utilizagdo do método.

Para a determinacao da faixa de ciclos de eluicdo, foi considerada a
possibilidade da concentragao de acido nitrico no eluato utilizado ser um fator
significativo em relagdo a quantidade de cadmio extraido, e por esta razdo,
achou-se necessario um segundo estudo da influéncia do numero de ciclos. A
partir dos resultados obtidos através dos experimentos, realizados por uma

matriz Doehlert, foi gerada uma superficie de resposta, exibida na Figura 6.

Figura 6. Superficie de resposta gerada a partir de uma matriz de Doehlert
relacionando a concentracdo de HNO3; e o numero de ciclos na etapa de eluigdo com a
absorvancia produzida por uma extragdo de Cd de uma solugdo padrdo 5 ug L™
utilizando ponteira descartavel com 20 mg de cortica.
Fitted Surface: V ariable: Absorvanciaintegrada/ s
2 factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=,0010163
DV: Absorvancia integrada/s
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Através da superficie gerada, um maximo, ponto de sela, é obtido em

altas concentragdes de acido (8%), porém essa concentragdo pode afetar a
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vida util do tubo. Por isso foi determinada a concentracido de 6% de acido
nitrico para o eluato, por manter resultados satisfatorios.

Buscando manter a frequéncia analitica, foram fixados oito ciclos de
extragdo, que segundo a superficie gerada mantém resultados satisfatorios.

A otimizacdo do pH da amostra foi realizada de forma univariada, visto
que o numero de ciclos de extracdo do analito ndo se mostrou significativo. Os

resultados desta otimizagao estdo exibidos na Figura 7.

Figura 7. Otimizacdo do pH da amostra produzida por uma extragdo de Cd de uma
solugdo padrao 5 ug L™ utilizando ponteira descartavel com 20 mg de cortiga, 3 ciclos
de extracao e 8 ciclos de eluicdo em uma solugéo 6% de HNO:s.
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De acordo com a otimizagdo, pH préximos a 5 conferiram melhores
resultados. Uma vez que o ponto isoelétrico da cortica ocorre em pH préximo a
4, a partir deste pH a cortica se torna negativamente carregada, tornando a
interacdo do ion cadmio eletrostaticamente favoravel 128, A partir do pH 7 ha
um decréscimo da eficiéncia de extragao do cadmio. Essa diminuicdo do sinal,
provavelmente se deve a formacdo do complexo Cd(OH)2. Uma vez que o
hidréxido formado € neutro, a interagdo com os sitios doadores de elétrons da

cortica diminui.
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5.2 Otimizacao do programa de temperatura

O programa de temperatura foi otimizado utilizando extragdes de
solugbes padrdo de cadmio a 5 ug L' sendo que as temperaturas de pirdlise e
atomizacao foram avaliadas em trés condi¢cdes: sem modificador, com iridio ou
platina como modificadores permanentes. O preparo da amostra foi realizado
utilizando solugdes e ponteiras de DPX, cujos resultados estdo dispostos na

Figura 8.

Figura 8. Curvas de pirdlise e atomizacgao utilizando 20 yL de uma extragao utilizando
DPX para uma solugdo aquosa de Cd a 5 ug L. Para tubo () sem modificador, Tpir:
700 °C e Tat: 1600 °C. (®) recoberto com 400 ug de platina, Tpir: 900 °C e Tat: 1700
°C. (A) recoberto com 400 g iridio Tpir: 900 °C e Tat: 1600 °C.
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Observando os resultados obtidos com as curvas de pirdlise e
atomizacao, percebe-se uma maior estabilidade térmica, produzindo sinais
transientes simétricos, quando platina foi empregada como modificador
permanente. As melhores temperaturas para este modificador foram de 900 °C
na etapa de pirdlise e 1700 °C na etapa de atomizacdo. Os resultados obtidos
foram préximos com os publicados por Schneider et al. 81 para a determinagao
de cadmio em amostras de 6leo de peixe. Neste trabalho os autores relataram

que o cadmio manteve sua estabilidade térmica até (1100 °C) e obtiveram
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maior sensibilidade quando as temperaturas de 800 °C e 1600 °C foram
utilizadas nas etapas de pirolise e atomizagao, respectivamente. Para o estudo
em tubo sem modificador permanente, é possivel observar que ndo ha perdas
significativas de sensibilidade até 800 °C na etapa de pirolise, sendo que a
melhor condicdo foi atingida utilizando 700 °C de pirdlise e 1600 °C de
atomizag&o, concordando com os resultados obtidos por Schneider et. al. 1?9
para amostras digeridas de macroalgas.

Porém, quando utilizado tubo de grafite sem modificador permanente,
foram obtidos picos deformados que nao retornavam a linha base, o que
poderia ocasionar perda de precisdo. Por esta razdo, foi selecionado platina
como modificador permanente e o programa de temperatura otimizado esta

descrito na Tabela 6.

Tabela 6. Programa de temperatura para a determinacéo de cadmio utilizando tubo de
grafite recoberto com Pt.

Etapa T/°C Rampa /°C s’ Tempo /s Fluxo de gas
Secagem 90 50 15 Max
Secagem 150 50 20 Max

Pirdlise 900 100 15 Max
Atomizacao 1700 3000 5 Zero
Limpeza 2100 1000 4 Max

5.3 Estudo do fator de pré-concentragao.

Uma das vantagens do uso de ponteiras descartaveis no preparo de
amostra € a possibilidade de pré-concentragdo do analito. Uma vez que o
mesmo fica retido na fase extratora, € possivel repetir varias vezes o processo
de extracdo em diferentes aliquotas da amostra a fim de se obter um eluato
com maior concentracao do composto de interesse.

Para este estudo, foram realizadas duas curvas de calibragdo: uma onde
trés ciclos de extracdo foram realizados utilizando a mesma aliquota de padrao
aquoso, e outra onde cada ciclo de extracdo foi realizado em uma aliquota
diferente. As curvas de calibracdo foram construidas conforme a Figura 9. A
curva obtida quando os ciclos de extracido sao realizados em aliquotas distintas
apresenta um coeficiente angular cerca de quatro vezes maior do que quando

a curva é construida fazendo trés extragdes de uma mesma aliquota.
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Figura 9. Curva de calibragdo externa por padrédo aquoso com trés ciclos na etapa de
extragao, sendo (M) realizadas em uma mesma aliquota e (®) cada ciclo em uma
aliquota diferente.
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Segundo as curvas construidas, € possivel se obter facilmente um fator
de pré-concentragdo quatro vezes maior com 0 mesmo método, apenas
utilizando diferentes aliquotas da amostra. Embora seja possivel alcangar
limites de quantificagcdo menores utilizando este artificio, a quantificagcédo de
amostras foi exata apenas para amostras mais simples. Quando a matriz
apresenta uma maior quantidade de compostos dissolvidos, que podem vir a
competir pelos sitios ativos da cortica, ha necessidade da diluicdo da amostra.
Para a amostra certificada ERM-CA-713, diluindo-se trés vezes, foi possivel
pré-concentrar obtendo-se a concentracio de 5,01+0,24.

Uma vez que nao estavam disponiveis amostras certificadas de agua do
mar, foi feito o estudo de adi¢cao e recuperacao utilizando valores proximos ao
limite de detecgdo, no meio e também préximo ao final da faixa de trabalho.
Para uma amostra de agua do mar diluida cinco vezes, o valor de recuperagéo
em torno de 90%. Nao foi possivel alcangar valores de recuperagao aceitaveis

utilizando um menor fator de diluicao para esse tipo de amostra.

5.4 Parametros de mérito

Com as otimizagdes dos parametros de extragdo e do programa de

temperatura, foi realizada a calibracdo por meio de uma curva externa
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utilizando trés ciclos de extragcbes em uma mesma aliquota de padrao aquoso
de Cd. A partir desta curva foram obtidos os parametros de mérito, a equagao
da reta, coeficiente de correlagdo e os limites de deteccdo (LOD) e
quantificacdo (LOQ) calculados através da razdo entre a multiplicagdo do
desvio padrao de dez leituras do branco por 3 e por 10 e a inclinagdo da curva
de calibragao, respectivamente. Os valores obtidos para os parametros de

meérito estdo dispostos na Tabela 7.

Tabela 7. Par@metros de mérito para a determinagdo de Cd utilizando DPX para
padrdo aquoso por HR-CS GF AAS.

Parametros de mérito Cd
Equacéo da reta y = 0,11558x + 0,04549
Faixa de trabalho 1ugL'-10 ug L!
Coeficiente de correlacao 0,999
LOD/ ug L’ 0,1
LOQ/ ug L™ 0,3

5.5 Verificagao da exatidao e determinagao de Cd em amostras aquosas.

Para a verificagao da exatidio, utilizaram-se duas amostras certificadas,
NIST 1643 e — “trace elements in water” — e ERM-CA-713 — “trace elements in
waste water”. Além das amostras certificadas, o método foi aplicado em
amostras provenientes do manguezal do Itacorubi, do cérregos dos bairros
Trindade e Corrego Grande, além de amostras de agua do mar provenientes
da praia dos Ingleses e de Balneario Camboriu. Os valores das concentracdes

de cadmio encontrados para estas amostras sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8.Verificacdo da exatiddo do método para a determinacao de Cd por DPX.

Amostra Valor encontrado / ug L™ | Valor certificado / ug L™’
NIST 1643e 6,86 + 0,34 6,408 + 0,071
ERM-CA-713 5,01+0,24 5,09 + 0,20

Cérrego daTrindade 3,37+ 0,17 -
Cérrego do Cérrego Grande* <LOQ* -
Manguezal do Itacorubi* <LOQ* -
Praia dos Ingleses <LOQ** -
Praia Central <LOQ** -

*LOQ: 0,3 yg L **LOQ: 1,5 pg L™

Segundo a legislaggo CONAMA n° 357/2005 "], para aguas doces de
Classe 1 (permitido para recreagdo de contato primario, esportes aquaticos e

32



pesca) os valores permitidos sdo de 1 ug L', sendo assim, o cérrego na
proximidade da Universidade Federal de Santa Catarina, no bairro trindade,
mostra-se impréprio para estas atividades. Ja o corrego do bairro Cérrego
Grande e o Manguezal do Itacorubi apresentaram valores dentro do permitido.
Ja para aguas salgadas de Classe 1, os valores maximos permitidos sao
de 5 ug L'. Os valores encontrados para as amostras de agua do mar tanto da
praia dos Ingleses como a praia Central de Balneario Camboriu apresentaram
valores abaixo do limite de quantificagdo. Para amostras de agua do mar, o
limite de quantificacdo é 5 vezes maior que para as demais amostras, uma vez
que a mesma precisa ser diluida 5 vezes para evitar interferéncias. Contudo, o
limite de quantificagdo obtido que se encontra abaixo dos valores estabelecidos
pela CONAMA para praticas de contato primario e pesca, podendo-se afirmar a

qualidade das amostras agua salgada.

5.6 Perspectivas

Uma vez que foi observado interferéncias quando o método é aplicado
em amostras de agua do mar, se faz necessaria uma continuagédo dos estudos
a fim de se obter formas mais eficientes de se reduzir as interferéncias, e desta
forma alcancar menores limites de quantificacdo para este tipo de amostra.
Uma das formas de aumentar a sensibilidade do método seria através do uso
de complexantes para cadmio, o que aumentaria a afinidade com a fase apolar
da cortiga (suberina) e também aumentaria a area de adsorgao.

Além deste estudo, sera feita a comparagao dos resultados obtidos para
a agua do mar e outras amostras de agua por um meétodo alternativo de
preparo de amostra, como por exemplo, por digestdo assistida em microondas.
E também sera concluido o estudo da robustez do método, ja inicializado e
apresentando bons resultados de precisao intermediaria % (variagdo menor
que 10%).
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6 CONCLUSAO

O método desenvolvido para a determinagao de cadmio em amostras de
agua por espectrometria de absorgdo atémica de alta resolugdao em forno de
grafite utilizando ponteiras descartaveis para o preparo de amostra. Obtendo
otimos resultados e robustez, podendo ser realizado de forma rapida em
laboratérios de rotina, principalmente pelo baixo volume de solventes utilizados
e alta frequéncia analitica.

O método desenvolvido pode ser aplicado para o controle de qualidade
de aguas salgadas e doces estabelecido pela legislagao brasileira CONAMA
357/2005. A utilizacdo de DPX permite a pré-concentracdo do analito,
oferecendo baixos valores de LOD e LOQ, conferindo uma maior sensibilidade
ao método. Para amostras com alto teor de sais e organicos dissolvidos, &
necessaria a diluicdo das mesmas para evitar interferéncias.

Além das amostras certificadas, uma amostra coletada no coérrego da
Trindade em Florianopolis apresentou cadmio em concentragdo acima do limite
permitido segundo a legislagdo. Embora n&do seja utilizada para consumo
humano, espécies da fauna local podem ser afetadas pela intoxicagao por
cadmio, além de ser um potencial vetor de contaminagado para outros corpos

d’agua.
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