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RESUMO

Neste trabalho foram aplicadas estratégias analiticas para a determinacdo de Cd
e Hg em amostras de agua do mar empregando a espectrometria de fluorescéncia
Atdmica com geracdo quimica de vapor (CVG AFS). Para o desenvolvimento do
método uma adaptacdo no sistema de geracdo de vapor frio foi realizada, com a
finalidade de diminuir o consumo de amostra/ reagente e melhorar a estabilidade do
sinal analitico da técnica. Também foi empregada uma metodologia de otimizagédo
multivariada, para ambos os analitos. Primeiramente, um planejamento fatorial
completo de dois niveis (2%), foi empregado para avaliar a tendéncia dos fatores:
concentragdo de HCI, concentracéo de NaBH4 e vazéo do gas de arraste (VGA). Dentro
do dominio experimental estabelecido todas os fatores foram significativos, assim como
a interacdo entre eles. Apds a etapa de triagem, foi aplicado um planejamento Box-
Behnken com o intuito de otimizar as condi¢Oes de geracdo de vapor frio. Os resultados
da otimizacao foram avaliados através da Analise de Variancia (ANOVA), demostrando
que os fatores sdo estatisticamente significativos e que o modelo gerado representa
adequadamente o método proposto, obtendo como valores criticos 0,408 e 0,41 mol L™
de [HCI], 2,80 e 3,86 %(m v') de [NaBH,] e 0,27 e 0,19 mL min™ de VGA para Cd e
Hg, respectivamente. Além disso, um estudo univariado para aferir a influéncia das
concentragfes de L-cisteina e cobalto Il no processo de geracdo de vapor frio foi
realizado. O método proposto permitiu a determinacdo de cadmio e mercdrio com
limites de deteccdo de 0,16 e 0,20 ng L, precisdo a partir do desvio padrdo relativo
(RSD) do ERM CA713 de 4,3 e 3,4 %, para Cd e Hg, respectivamente. A exatiddo do
método foi confirmada mediante anélise dos materiais de referéncia de agua residual
(CAT713), tecido de ostra (NIST 1566b), folha de espinafre (NIST 1570a) e solode San
Joaquin (SRM 2709a). Um estudo da calibracdo do método foi realizado para validar
gue o método proposto ndo sofre interferéncia da matriz agua do mar. Apds isso, 0
método foi satisfatoriamente aplicado em trés amostras de dgua do mar coletadas na
regido de Salvador-BA, Brasil. As concentracdes de Cd e Hg nas amostras estdo de
acordo com a literatura e apresentaram valores abaixo dos limites maximos permitidos

pela resolucdo do CONAM 357/2005 para aguas salinas classe I1.



ABSTRACT

In this present work, analytical strategies for the determination of Cd and Hg in
sea water samples using Atomic Fluorescence Spectrometry with Cold Vapor
Generation (CV AFS) were applied. For the development of the method an adaptation
in the cold vapor generation system was performed. To reduce the sample/reagent
consumption and improving the stability of the analytical signal of the technique. The
multivariate optimization methodology was also employed, for both analytes. Beginning
with a complete two-level factor design (2%), which was used to evaluate the trend of the
variables: HCI concentration, NaBH4 concentration and carrier gas flow (CGF). Within
the established experimental domain all factors were statistically significant, as well as
the interaction between them. After the screening stage, a Box-Behnken design was
applied to optimize the cold steam generationconditions. The results of the optimization
were evaluated through the Analysis of Variance (ANOVA), graphs of residues versus
predicted values and predicted versus observed values, demonstrating that the factors
are statistically significant and that the generated model adequately represents the
proposed method, obtaining as critical values0.408 and 0.41 mol L™ of [HCI], 2.80 and
3.86 %(m v*') of [NaBH4] and 0.27 and 0.19 mL min?* of CGF for Cd and Hg,
respectively. Furthermore, a univariate study to evaluate the influence of L-cysteine and
cobalt Il concentrations on the cold steam generation process was performed. The
proposed method allowed the determination of cadmium and mercury with detection
limits (30/S) of 0.16 and 0.20 ng L™, accuracy from the relative standard deviation
(RSD) of ERM CA713 of 4.3 and 3.4 % for Cd and Hg, respectively. The accuracy of
the method was confirmed by analysis of the residual water reference materials
(CAT713), oyster tissue (NIST 1566b), spinach leaf (NIST 1570a) and San Joaquin soil
(SRM 2709a). A calibration study of the method was carried out to validate that the
proposed method does not suffer interference from the sea water matrix. Moreover, the
method was satisfactorily applied to three sea water samples collected in the region of
Salvador-BA, Brazil. The concentrations of Cd and Hg in the samples are in accordance
with those found in the literature and presented values below the maximum limits
allowed by the resolution of CONAMA 357/2005 for saline waters class II.
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1. INTRODUCAO

A melhoria nas tecnologias, desenvolvimento da indlstria e da agricultura,
conduziram a uma maior geracao de produtos que utilizam metais potencialmente
toxicos em sua composi¢do, como cadmio e mercdrio. Como consequéncia, tem-se 0
impacto da contaminacdo de ambientes marinhos, o que leva a um dano em cadeia,
impactando peixes, invertebrados e humanos. Esses metais sdo bioacumulaveis,
provocam efeitos perigosos e contaminantes ao meio ambiente e aos seres humanos,
mesmo em concentracdes traco (CAROLIN et al., 2017; WU et al., 2008; YUAN et al.,
2020).

O Cd é um elemento classificado como cancerigeno, podendo causar problemas
renais e osteoporose. O principal contato do ser humano com esse elemento, por via
ambiental é proveniente da alimentacdo. Outra fonte de emissdo é o tabagismo, pois o
cadmio ¢é retido nas folhas de tabaco e eliminado na queima (HOSSNY et al., 2001;
ZWOLAK, 2020).

O mercdrio € um elemento toxico, sendo seus compostos organicos 0s que
apresentam maior toxicidade para o ser humano. E um elemento traco, bioacumulativo e
biomagnificante ao longo da cadeia trofica. Em agua, € encontrado majoritariamente na
forma de mercurio bivalente e metilmercirio. Os peixes carnivoros podem apresentar
concentracdes elevadas de mercurio, devido a ingestdo de pequenos peixes que também
tiveram o contato prolongado com agua contaminada, representando grande risco ao ser
humano (LEOPOLD; FOULKES; WORSFOLD, 2010; ZHENG et al., 2019)

A contaminacdo da &gua do mar pode ocorrer, devido a erosdo, particulas
provenientes do ar, rios, esgotos e principalmente por descarte de efluentes industriais
(LEOPOLD; FOULKES; WORSFOLD, 2010; SINGH et al., 2011). Alguns seres vivos
podem acumular em sua estrutura grandes quantidades de cadmio e mercurio, sendo 0s
peixes um desses. Os peixes sdo organismos capazes de absorver metais que estejam
contidos em &guas ou em alimentos, seja esse metal essencial ou ndo-essencial,
armazenando-os no tecido muscular. Um exemplo sdo os peixes predadores, que se
alimentam de outros peixes e outros organismos marinhos, e apresentam grande
habilidade para reter metais e ndo-metais em seus tecidos musculares. Mediante essa
capacidade dos peixes, 0 estudo de metais, associados ao mesmo, torna-se

cientificamente interessante e necessario, pois € um alimento muito consumido que
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fornece varios nutrientes importantes para a dieta humana (LIMA et al., 2015; WEBB et
al., 2015)

No intuito de determinar Cd e Hg em amostras de &gua do mar, 0 primeiro passo é
armazenar adequadamente as amostras, para ndo haver perdas dos analitos. Apos isso,
deve-se utilizar ou desenvolver um método de anélise capaz de detectar quantidades a
nivel traco e que ndo sofra interferéncia da elevada concentracdo de sais existentes

nesse tipo de amostra.

A determinacdo de baixas quantidades de Cd e Hg em amostras de agua do mar
e outras matrizes € muitas vezes realizada por técnicas espectroanaliticas, como
espectrometria de absorcdo atdbmica com geracao de vapor frio ou forno de grafite (CV
AAS, GF AAS) (KOJU et al., 2018; LUCENIR; ALMEIDA; MELO, 2012);
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES)
(ALEX VIRGILIO, DANIELA SCHIAVO, 2016); espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (PANIZ et al., 2018) e a espectrometria de
fluorescéncia atbmica com geracdo de vapor frio (CV AFS) (WANG et al., 2018); que
sdo técnicas que apresentam alta sensibilidade, seletividade, e alguns sdo de féacil

operacdo e baixo custo.

A geracdo de vapor frio, acoplada com técnicas de espectrometria atdbmica (F
AAS, GF AAS, ICP OES, ICP-MS, AFS), leva a uma etapa de preparo da amostra e
atua na melhora da sensibilidade, pois possibilita a separacdo eficiente da matriz,
aperfeicoamento da seletividade e reducdo de interferentes (LEI et al., 2018). Os
principais interferentes na geracdo quimica de vapor sao os ions de metais de transicéo,
que podem ser minimizadas utilizando agentes mascarantes/quelantes. Para Cd e Hg,
reagentes contendo enxofre, como L-cisteina e tioureia, em combinagcdo com cobalto,
ferro ou niquel, em determinadas condi¢cBes, mostraram grande enriquecimento na
eficiéncia de geracdo de vapor, de acordo com alguns trabalhos relatados na literatura.
Esses fatores apresentam melhor rendimento quando as condi¢fes de geracao de vapor
sdo otimizadas (ARSLAN; YILMAZ; ROSE, 2015; CHEN et al., 2015; GUO; GUO,
1995).

A fim de adequar as melhores condi¢cdes de operacdo e gerar melhor resposta

analitica para determinacGes analiticas, ferramentas quimiométricas podem ser
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utilizadas para contribuir com o estudo do efeito das variaveis e suas interacdes sobre o
sistema. A Quimiometria relaciona métodos matematicos, estatisticos de informatica
para otimizar e avaliar dados fornecidos por experimentos quimicos. Para este estudo,
primeiramente realiza-se uma etapa de triagem aplicando-se planejamento fatorial de
dois niveis com o intuito de verificar o comportamento dos fatores de acordo com o0s
experimentos. Apos essa etapa, a aplicacdo de metodologia de superficie de resposta é
necessaria para se obter as condigdes Otimas do sistema em estudo (BEZERRA et al.,
2008; FERREIRA et al., 2018).

2. OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

e Desenvolver estratégias analiticas para determinacdo de cadmio e mercurio

empregando espectrometria de fluorescéncia atbmica com geracao de vapor frio.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar condicBes para geracdo de vapor frio e quantificacdo de Cd e Hg por CV

AFS empregando-se estratégia de otimizacdo multivariada;

e Estudar estratégias de enriquecimento do sinal para geracdo de vapor frio de Cd e
Hg;

e Validar 0 método proposto através da determinacdo de uma série de parametros
analiticos, como: limites de deteccdo e de quantificacdo, exatiddo, precisdo e faixa

dindmica linear da curva de calibracao;

e Aplicar o método desenvolvido para anélise de amostras de 4gua do mar e avaliar 0s
resultados obtidos de acordo com os limites maximos estipulados para Cd e Hg pela
Resolucdo 357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), para

aguas salinas de classe II;

e Aplicar o método para a analise de amostras que apresentem caracteristicas
diferentes da agua do mar, como: sedimento, amostras vegetais e animal, no intuito

de avaliar a influéncia do efeito de matriz.
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3. OSELEMENTOS CADMIO E MERCURIO.

3.1 ASPECTOS GERAIS E TOXICIDADE DO CADMIO

Cadmio € um metal bivalente, que € proveniente de processo gradual de abraséo
de rochas e solos e por eventos singulares, como incéndios florestais e erupcgdes
vulcanicas. Esta presente em todos os lugares no ar, na agua, nos solos e nos alimentos.
Metal de grande preocupacdo, pois é ndo degradavel na agua e no solo, podendo ser
absorvido por plantas, peixes e animais. A principal via antropogénica através da qual o
cadmio entra no meio ambiente é atraves de residuos de processos industriais como
galvanoplastia, fundicdo, fabricacdo de ligas, pigmentos, plastico, baterias de cadmio-
niquel, fertilizantes, pesticidas, mineracdo e corantes, operacGes e refino de tecidos
(RAO et al., 2011; ZANG; BOLGER, 2014).

O cadmio ndo apresenta funcdo biolégica em humanos ou animais. O uso de
tabaco e o consumo de &gua e alimentos contaminados podem gerar diversos efeitos
toxicos ao ser humano, incluindo problemas de disfuncdo renal, aumento da pressao
arterial, danos nos rins, bronquite, disturbio gastrointestinal, descalcificacdo &ssea e
cancer (SINGH et al., 2011; ZANG; BOLGER, 2014).

3.2 ASPECTOS GERAIS E TOXICIDADE DO MERCURIO

O mercurio (Hg) é um metal toxico que impacta de maneira significativa a satde
humana e o0 meio ambiente. Além de ser encontrado naturalmente na crosta terrestre, o
Hg é utilizado na industria elétrica (interruptores, termostatos, baterias, lampadas),
odontologia, catalisador da industria de cloro, producdo de soda caustica, atividade de
mineracdo, pigmentos de tintas, reatores nucleares, como agentes antifingicos para o
processamento de madeira e como conservante de vacinas, na forma de timerosal
(CAROLIN etal., 2017; SANFELIU et al., 2003).

As caracteristicas toxicoldgicas do mercario dependem da forma do elemento
(elementar, inorganica e compostos organicos). Compostos inorganicos podem conter

Hg em estados de oxidacdo +1 e +2. A absorcdo de compostos inorganicos de alimentos
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€ menor que 7% no sistema gastrointestinal humano. J& o metilmercurio (MeHg) é
absorvido em uma faixa de 90-95%. Os rins retém a maior concentracdo de Hg apds a
exposicao de compostos inorganicos ou vapor e o Hg orgénico tem maior afinidade pelo
cérebro, mais especificamente pelo cortex posterior. O vapor de mercurio tende a
acumular no sistema nervoso central mais rapidamente que 0s compostos inorganicos.
Os maiores riscos para saude humana surgem dos efeitos neurotoxicos em adultos e
toxicidade para o feto se a mulher for exposta durante a gestagéo, pois todas as espéecies
de Hg sdo capazes de atravessar a placenta e atingir o feto, causando alteracGes
cromossémicas (WHO, 2017).

Com o aumento da atividade industrial, 0 meio ambiente, principalmente os corpos

aquaticos, sofrem grande impacto, decorrente do descarte dos residuos produzidos.

O Hg entra na 4&gua como um processo natural de remoc¢do da crosta terrestre e
também através da poluicdo industrial. Em &guas naturais, o Hg pode ser encontrado em
trés principais espécies: mercurio inorganico (Hg?* e complexos), mercirio organico
(monometilmercario e dimetilmercirio) e mercdrio elementar (Hg®), todas toxicas.
Todas essas espécies apresentam grande mobilidade, como mostrado na Figura 1 que
apresenta o ciclo biogeoguimico do mercdrio (LEOPOLD; FOULKES; WORSFOLD,
2010)

Figura 1 — Ciclo biogeoquimico do mercurio

Hg? > Hg'! < Hg® < DMeHg
o <5% <3%

90%
Atmosphere t |

Fonte: LEOPOLD et al. (2010).
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A Figura 1 informa que aproximadamente 90% do mercurio das aguas da superficie
sdo provenientes da deposicdo atmosférica. O mercdrio 1l (Hg 1) sofre bioacumulacéo,
podendo formar espécies de monometilmerctrio (MMeHg; CHsHg") e dimetilmercurio
(DMeHg; (CHz)2Hg). Os microrganismos e processos de fotodecomposi¢cdo podem
reverter as reacdes de formacdo de espécies metiladas. O ciclo biogeoquimico do
mercUrio mostra que todas as espécies apresentam alta mobilidade entre atmosfera,
hidrosfera e sedimento (LEOPOLD; FOULKES; WORSFOLD, 2010).

O aumento na quantidade de Hg presente em diferentes compartimentos do
ambiente e a sua introducdo na cadeia trofica pode gerar uma contaminacdo em
alimentos marinhos que faz parte da dieta humana, conduzindo a uma futura intoxicagéo
(RAMALHOSA e RIO-SEGADE, 2008). O monitoramento de Hg em &guas e em
peixes & muito importante devido a alta toxicidade, mesmo em concentracfes
mindsculas (da ordem de pg L?), elevado fator de bioacumulagdo (acima de 10°) e
biomagnificacdo (LEOPOLD; FOULKES; WORSFOLD, 2010).

Aguas naturais apresentam composicdes diversificadas, tornando complexa a
analise de mercurio. Fatores da propria matriz e externos podem transformar as espécies
e alterar a forma de transporte e fixacdo (KALLITHRAKAS-KONTOS; FOTEINIS,
2015).

3.3 A IMPORTANCIA DA DETERMINACAO DE CADMIO E MERCURIO EM
AGUA DO MAR.

H& uma grande necessidade de se determinar e monitorar cadmio em &gua do
mar, devido & sua elevada toxicidade, mesmo em concentracdes traco, e féacil
bioacumulacio ao longa da cadeia alimentar (JURADO-GONZALEZ; GALINDO-
RIANO; GARCIA-VARGAS, 2003; SUN et al., 2018). Sendo assim, 0 CONAMA
(2011) estabelece, em sua Resolu¢do 357/2005, que a quantidade maxima de Cd
permitida em ambientes de adguas salinas de classe I, no qual se enquadra a &gua do mar
do litoral de Salvador- Bahia, ¢ de 40 ug L*. O JECFA, Comité de Especialistas em
aditivos e contaminantes alimentares da Organizagdo das Nagbes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura (FAO) e da Organizagdo mundial da Saude (OMS),
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estabelece como tolerdvel para ingestdo de Cd em peixes e crustaceos, a quantidade

méaxima mensal de 25 ug/ kg de peso corporal (ANVISA, 2019).

As concentragfes extremamente baixas de Cd na agua do mar, o pH, podendo
influenciar na retencdo da espécie em sedimentos, a concentracdo das matérias
suspensas, 0 tamanho das particulas e a alta concentracdo de sal na matriz, trazem
grandes dificuldades para analise (WANG et al., 2012; WU et al., 2008). Devido a isso,
diversas técnicas de separacdo e pré-concentracdo sao utilizadas como etapa de preparo

da amostra para posterior analise com técnicas espectrométricas.

Mediante as diversas atividades antropogénicas, a deposicdo de mercirio em
solos e corpos aquaticos vem aumentando significativamente, de maneira a contaminar
0s peixes que fazem parte da dieta humana. O peixe € um alimento acessivel a todas as

classes sociais, sendo facilmente encontrado no comércio de Salvador-Bahia.

O mercurio é um elemento muito toxico em baixos niveis e é bioacumulativo. A
resolucdo 357/2005 do CONAMA (2011) estabelece como limite méximo de Hg total
em aguas salinas classe Il a concentragio de 1,8 ug L. A quantidade maxima toleravel
que pode ser ingerida de mercurio total que o JECFA indica é de 4 pug kg™ de peso
corporal por semana, para ingestdo de pescados (ANVISA, 2019).

Devido a necessidade de conhecer a qualidade da 4gua do mar, que pode gerar
contaminacédo de peixes, que compdem a dieta humana, pesquisas foram realizadas no
intuito de determinar cddmio e mercirio em amostras de diferentes classes de agua. A
Tabela 1 mostra o levantamento de alguns métodos analiticos propostos para essa

determinacdo nos Ultimos dez anos.
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Tabela 1 — Métodos propostos para a determinacéo de cddmio e mercurio em amostras de 4guas

Amostras

Técnica analitica

Limite de deteccéo

Informacdes adicionais

Referéncias

Agua do mar

Aguas de superficie
e 4gua do mar

Agua do mar e 4gua
de poco

Aguas naturais
Aguas naturais

Aguas naturais

Agua do mar

CVC AFS - Espectrometria de fluorescéncia atdmica por geragdo de vapor frio

CVC AFS

HPLC-ICP-MS

ICP OES

CV AFS
DPASV

FI-CV AAS
HR-CS GF AAS

Cd (0,19 pug LY

In-Hg (0,78 ng L)

Me-Hg (0,63 ng L?)

Cd (0,59 pug LY
Hg (0,02 g L)
Hg (0,02 pg L™)
Hg (0,322 ug L)

Cd (0,0021 ug LY
Cd (0.1 pg LY

Retencdo do analito por
coprecipitagdo com APDC

Extragdo na fase sélida

Determinagédo simultanea de 14
elementos

[P para pré-concentracdo

[P para retengdo

Extracdo na fase sélida

Extragdo na fase sélida

SUN et al., 2018

JIAetal., 2019

GUERRERO et al., 2016

LINS et al., 2019
FRANCISCO; FEITEIRA, 2019

SERKAN S, AHAN, 2012
CADORIM et al., 2019

HPLC-ICP-MS - Cromatografia liquida de alto desempenho hifenado a um espectrometro de massa com plasma acoplado indutivamente
ICP OES - Espectrometria de emissdo Atdmica com plasma acoplado indutivamente
DPASV - Voltametria de redissolugéo anddica de pulso diferencial
FI-CV AAS - Espectrometria de absorcdo atbmica com vapor frio e injecdo em fluxo

HR-CS GF AAS — Espectrometria de absor¢do atdmica de alta resolu¢do com fonte continua com forno de grafite
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4. ESPECTROMETRIA DE FLUORESCENCIA ATOMICA

A espectrometria de fluorescéncia atdmica (AFS) é uma técnica muito sensivel e
seletiva para determinacdo de um numero importante de elementos que compdem
amostras ambientais, como: mercurio, arsénio, selénio, bismuto, teldrio, chumbo e
cadmio, sendo alternativa para outras técnicas espectrométricas atdbmicas e de massas
(SANCHEZ-RODAS et al., 2010).

O fendmeno da fluorescéncia atbmica € um processo espectroscopico
fundamentado na absorcdo da radiacdo de comprimento de onda especifico por um
vapor atdmico com subsequente deteccdo da radiacdo coletada em uma direcdo
normalmente ortogonal a fonte de excitacdo, no intuito de evitar que o detector capte a
radiacdo emitida pela fonte de radiacdo. Existem alguns tipos de fluorescéncia atbmica,
sendo a forma mais predominantemente usada em Quimica Analitica a fluorescéncia
ressonante, que ocorre quando o processo de excitacdo e de emissdo apresentam O
mesmo comprimento de onda (SANCHEZ-RODAS et al., 2010; SKOOG et al., 2002;
SYCHRA; SVOBODA; RUBESKA, 1975).

A intensidade da radiacdo de fluorescéncia produzida em uma transicao depende
de alguns fatores, sendo que os mais importantes sdo: a intensidade da fonte de
excitacdo, a concentracdo de atomos no caminho dptico, a eficiéncia energética do
processo (a relacdo entre a energia emitida na fluorescéncia e a absorvida, por unidade
de tempo) e a extensdo de qualquer auto-absorcdo no atomizador (CAl, 2000).

As principais desvantagens da fluorescéncia atdmica sdo: extingdo, quando
ocorre colisdo entre atomos excitados e outras moléculas nas fontes de atomizacédo e
interferéncias (espectral e quimica). A interferéncia espectral ocorre quando linhas na
fonte de radiacdo se sobrepdem sobre as linhas dos elementos, durante o processo de
fluorescéncia. A interferéncia quimica, por sua vez, resulta de processos que ocorrem na
etapa de atomizacdo que podem diminuir a quantidade de atomos livres. Essas
desvantagens tornam-se minimas quando adicionados agentes protetores e agentes
liberadores. O acoplamento de sistemas de geracdo de hidreto (HG) e vapor frio (CV)
também reduzem esses problemas (CAl, 2000; SANCHEZ-RODAS et al., 2010)

As lampadas de catodo oco (HCL), comumente utilizadas em AFS, séo fontes de
radiacdo ndo continuas, de alta intensidade que alcangam uma boa sensibilidade (CAl,

2000). Elas consistem em um anodo composto por tungsténio e de um catodo produzido
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com o metal do analito. Ambos estdo envoltos em um tubo de vidro selado contendo gas
argonio (SKOOG et al., 2002; SYCHRA; SVOBODA; RUBESKA, 1975).

E comum o uso de um sistema AFS acoplado a um gerador de vapor, que
consiste de uma fonte de radiacdo primaria, um caminho para geracao e conducgédo do
vapor atdmico e de um detector para medida da radiacao de fluorescéncia. A posi¢édo da
HCL deve estar em um angulo onde a radiacdo néo incida diretamente sobre o detector.
Essa incidéncia faz com que a radiacdo da HCL seja interpretada como sinal analitico,
podendo também causar dano ao detector. A utilizacdo de filtros, que tem a funcdo de
barrar as radiacGes ndo desejadas e as lentes, que colimam o feixe de radiacéo evitando
a dispersdo, durante a deteccdo, pode evitar a dispersao espectral. As espécies volateis
obtidas de amostras liquidas ap6s a geracdo do vapor séo carregadas com um fluxo de
argonio para um separador gas-liquido. Para os analitos Cd e Hg, a técnica de vapor frio

é utilizada, ndo necessitando de etapas de atomizacéo.

4.1 GERAGCAO QUIMICA DE VAPOR

A geracdo quimica de vapor (CVG) é uma técnica que consiste na transformacéo
de uma espécie metalica em um composto volatil por meio de rea¢do quimica, o que
facilita o transporte ao atomizador. Muito utilizada na determinacdo de analitos em
quantidades traco e ultraco, elementos que apresentam concentracdo na faixa de ppm e
ppb, respectivamente. Uma importante ferramenta de introducdo de amostras nas
analises por espectrometria atdmica para aumentar sua sensibilidade e diminuir seu
limite de detecgdo (TAKASE, 2002; PENG, 2010, GAO, 2013).

Apresenta como principais vantagens: separacdo do analito de alguns
concomitantes da matriz que ndo formam espécies volateis; sistemas mais eficientes do
que o0s baseados em nebulizagdo pneumatica convencional, melhores limites de
detecgéo, devido a um transporte mais eficiente e ao confinamento do vapor quimico no
volume estabelecido pela cela de quartzo, o que aumenta a concentragdo de atomos no
caminho oOptico (TAKASE, 2002). Como desvantagens, existem as limitaces de poder
ser aplicada somente para um numero limitado de elementos que formam hidretos e/ou

vapor frio; a necessidade da otimizacdo do pH e da concentracdo dos reagentes; a
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cinética de algumas espécies; e as interferéncias que podem ocorrer devido a presenca
de espécies concomitantes.

A geracéo de vapor frio é a técnica mais comumente empregada para determinar
mercurio. Entretanto, as espécies de cadmio também se adequam as essas condicdes.
Essa técnica consiste na reducio das espécies de Cd?* e Hg?* para espécie HgP por agio
de um reagente redutor (LEOPOLD et al., 2010). Esse procedimento permite a geragéo
de espécies volateis livres, 0 que elimina a necessidade de atomizacdo. Os reagentes
mais utilizados como redutor para essas espécies sdo tetrahidroborato de sodio (NaBHa)
e cloreto estanhoso (SnCl>), esse ultimo apenas para mercurio. Quando comparados 0s
dois reagentes, 0 NaBH4 possui forte capacidade para reduzir muitos elementos (As, Cd,
Se, Sb) e suas espécies, enquanto o SnCl, é um redutor mais suave que apenas é capaz
de reduzir Hg inorgéanico. A acdo mais seletiva do SnCl; na geracdo de vapor de Hg
diminui a interferéncia de metais, mais do que o NaBH4 (GAO, LIU e YANG, 2013).
Para os métodos de determinacdo de Cd e Hg propostos, o NaBHa4 foi escolhido como
redutor, devido a sua caracteristica de reduzir outros metais e espécies, além do Hg.

Semelhantes ao Hg(ll), que quando reduzido gera atomos livres, o Cd(ll)
apresenta 0 mesmo comportamento, podendo ser conduzido ao detector de um
espectrometro de fluorescéncia atbmica a temperatura ambiente. Entretanto,
dependendo da natureza do reator quimico e das espécies de cadmio existentes no meio,
o0 hidreto pode ser gerado juntamente com a forma elementar de Cd (D’ULIVO, 2016).

Na Figura 2, esté representado 0 mecanismo proposto por D’ulivo (2016) para a
geracdo quimica de vapor com tetrahidroborato em meio aquoso, considerando o meio

livre de interferentes.

Figura 2 - Esquema do mecanismo de geracdo quimica de vapor em meio aquoso com
THB (tetrahidroborato)

Complexo Hidreto-Metal

- 1 Decomposigio
EL — HEL,, — -- HEL ,-~— H_,EL — | EH K |———| E°

H,
l n E°

Substrato Hidreto

o final .
analitico na Nanoparticulas;

Macroprecipitados

Fonte: Adaptado de (D’ULIVO, 2016).
25



Onde: E corresponde ao analito, L é o ligante presente na matriz (H.0, OH", CI
...) e n é 0 nimero de oxida¢&do do analito.

Segundo D’Ulivo (2016), as etapas para geracdo quimica de vapor baseiam-se
na formacdo dos hidretos volateis a partir da transferéncia direta de hidrogénio das
espécies de borano, para o &omo de analito do substrato analitico. Depois, a
transferéncia de hidrogénio ocorre através de um complexo analito-borano sendo que,
essa etapa ocorre com a formacdo de complexos intermediarios de metal-hidreto. E por
fim, os hidretos finais sdo formados gradualmente. A formacao do hidreto ou da espécie
atdbmica depende da estabilidade do hidreto final. Caso o hidreto seja instavel ele ira se
decompor, podendo se agregar e formar nanoparticulas e macroprecipitados.

A espectrometria de fluorescéncia atdbmica acoplada a geracdo de vapor frio (CV
AFS) tem sido amplamente empregada como técnica para determinacdo de Cd e Hg e
diversos trabalhos relatados na literatura tém apresentado excelentes limites de detecgéo
para esse propasito.

Lei e colaboradores (2018), desenvolveram um método para determinacéo de Cd em
fase ndo aquosa (suspensdo), utilizando espectrometria de fluorescéncia atdbmica com
geracdo de vapor frio (CVG AFS). Um limite de deteccdo de 0,004 pg L™ foi obtido e o
método proposto foi comparado com a geracdo de hidreto (HG AFS) convencional,
apresentando desempenho consideravelmente melhor.

Em um trabalho desenvolvido por Astolfi (2019), foi realizada a analise de amostras
de cabelo humano para determinacdo de mercdrio, empregando espectrometria de
fluorescéncia atbmica com geracdo de vapor frio (CVG AFS). O limite de deteccdo foi

de 0,004 mg kg* para 20 mg de amostra de cabelo humano.

4.2 AUMENTO DA EFICIENCIA DE GERACAO DE VAPOR FRIO

O processo de geracdo de vapor frio de espécies como Cd apresenta grandes
dificuldades devido a interferéncias quimicas, baixo rendimento, instabilidades das
espéecies geradas e baixas concentracbes em amostras de agua do mar (ARSLAN;
YILMAZ; ROSE, 2015). As interferéncias quimicas sao provenientes de ions de metais
de transicdo (GUO; GUO, 19953; YANG et al., 2015). Para diminuir essas
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interferéncias, agentes mascarantes sdo utilizados para enriquecer a sensibilidade do
método proposto, sendo que alguns podem gerar efeito oposto, causando uma supressao
do sinal analitico. Varios agentes mascarantes/quelantes séo utilizados para a analise de
Cd e Hg, incluindo tioureia e L-cisteina, que apresentam em sua estrutura grupos tiol (-
SH) (CHEN et al., 2015; GUO; GUO, 1995). O enxofre interage fortemente com Cd e
Hg, formando complexos mais estaveis que sdo sollveis em &gua. Devido a essa
elevada estabilidade dos complexos com tioureia e L-cisteina, a interacdo dos
mascarantes em conjunto com o NaBH4 apresenta melhor contribui¢do para a geragao
de vapor (YANG et al., 2015). Segundo Kumar (2010), podem existir dois mecanismos
que podem explicar o controle de interferentes por compostos contendo o grupo tiol: o
primeiro seria a formagdo de um substrado do analito com melhor reatividade em
relacdo aos intermediarios de hidroboro formado; ou a formacdo do complexo
mascarante-BH4", que seria um melhor agente redutor devido as propriedades do de
doador de elétrons do grupo —SH, sendo a sequéncia de homogeneizacdo grande
influenciador da preferéncia do mecanismo.

Em um trabalho relatado por Yang e colaboradores (2015), o complexo L-
cisteina-Cd apresentou maior estabilidade, dificultando a geracdo do vapor de Cd. Para
superar essa dificuldade, foi utilizado um catalisador. Esse catalisador pode ser um ion
metélico como cobalto, niquel ou ferro (ARSLAN; YILMAZ; ROSE, 2015; YANG et
al., 2015), que ao reagir com o NaBH3 sera reduzido para um estado de oxidagdo mais
baixo, formando precipitados finos que capturam e decompdem os intermediarios

formados em reacdo secundaria (BAX et al., 1988).

5. OTIMIZACAO MULTIVARIADA

Para avaliar as condi¢fes de méxima resposta analitica em um experimento, é
necessario estudar quais e como os fatores (variaveis) influenciam esse sistema de modo
a ajustar as condic¢Bes para que a maior resposta seja obtida. Uma maneira é utilizando
otimizagdo univariada, que consiste no tratamento experimental no qual apenas um fator
é variado enquanto os outros s&o mantidos constantes. Outra forma de buscar a melhor
resposta analitica é através da otimizacdo multivariada, que consiste em um tratamento

experimental em que todos os fatores sdo variados simultaneamente em diferentes
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combinacbes. A éarea da Quimica que envolve a otimizagdo multivariada é a

Quimiometria.

A Quimiometria fundamenta-se na aplicacdo de métodos matematicos e
estatisticos, associados a informatica com a finalidade de otimizar e avaliar dados
gerados de um experimento quimico (FERREIRA, 2015). Devido ao menor nimero de
experimentos, por consequéncia, menor consumo de reagentes, menor tempo de
trabalho e a disponibilidade de softwares que auxiliam no tratamento dos dados, as
ferramentas quimiométricas vém sendo muito utilizadas nos dltimos anos (FERREIRA
et al., 2007).

5.1 PLANEJAMENTOS FATORIAIS COMPLETOS DE DOIS NIVEIS

O planejamento fatorial é utilizado para avaliar a influéncia das diversas
varidveis e interacdes que podem atuar sobre a resposta de um sistema. Um
planejamento fatorial pode ser trabalhado em dois niveis, sendo um inferior,
representado pelo caractere — (menos), e outro superior, representado pelo caractere +
(mais). Ao estabelecer o nivel inferior e superior para cada fator estudado, tem-se o
dominio experimental do planejamento. Os resultados ndo serdo validos fora dessa
regido. Para obtencdo do numero de experimentos, é necessario conhecer o nimero de
fatores que serdo estudados, em que o numero de fatores sera representado pela letra K e
0 nimero de experimentos sera calculado a partir de uma fungdo exponencial no qual a
base sera o nimero de niveis e 0 expoente sera o nimero de fatores (2X). Uma maneira
de estimar o erro experimental do planejamento sem replicar todos 0s experimentos e de
identificar as relacGes ndo lineares, é adicionando replicatas do nivel zero (0), ponto
central, em que as varidveis estudadas serdo trabalhadas em seu valor médio
(FERREIRA, 2015; NETO, B. B.; SCAMINIO, I. S.; BRUNS, 2010).

A Tabela 2 apresenta uma matriz genérica para um planejamento fatorial
completo (2%) de trés fatores (A, B e C). Neste planejamento, cada fator é estudado em

dois niveis. A matriz contém 8 ensaios mais 3 réplicas referentes ao ponto central (PC).
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Tabela 2 — Matriz de planejamento fatorial completo 23

Experimentos A B C
1 - - -

2 - - +

3 - + -

4 - + +

5 + - -

6 + - +

7 + + -

8 + + +

9 (PC) 0 0 0
10 (PC) 0 0 0
11 (PC) 0 0 0

A aleatorizacdo € um principio que deve ser considerado em experimentos em
que se busca obter condigcdes 6timas. Através dela, pode-se diminuir o efeito de
possiveis erros decorrentes de fatores indesejaveis. Quando 0s experimentos Sao
realizados de maneira aleatéria, a probabilidade de um fator externo e desconhecido
influenciar uma resposta analitica € a mesma em todos os ensaios (NETO, B. B,;
SCAMINIO, I. S.; BRUNS, 2010).

Os planejamentos fatoriais de dois niveis sdo muito utilizados na triagem de
variaveis, ndo objetivando determinar as condigdes 6timas do sistema em estudo. Uma
maneira de representar o comportamento de um planejamento fatorial de dois niveis é
através do grafico de Pareto. E um grafico de barras que mostra a significancia ou ndo
de um fator ou de uma interacdo, por meio de valores de efeito padronizados de todas as
variaveis e suas interagdes (FERREIRA, 2015).

Através dos valores apresentados nos graficos de Pareto ou do calculo de efeitos

e das interacdes dos fatores, € possivel avaliar o comportamento das variaveis do
sistema. Quando o valor apresenta sinal negativo (-) indica que o mesmo tem tendéncia
a gerar maior resposta analitica quando varia do maior para o menor nivel. Para o sinal
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positivo (+) tem-se o inverso, a resposta analitica tende a aumentar quando varia do

menor para 0 maior nivel.

Existem programas estatisticos, como o Statistica, que facilitam o tratamento de
dados gerados por otimizacdo multivariada, j& que apresentam célculos complexos. Os
efeitos para as varidveis principais e para as interacdes, tabela ANOVA (andlise de
variancia) e geracdo de grafico de Pareto e superficies de resposta, sdo informacoes
importantes para estimar efeitos significativos e erros experimentais, que podem ser

obtidos atraves desses programas.

5.2 METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

Apds a triagem das variaveis utilizando o planejamento fatorial de dois niveis,
uma nova etapa para otimizacdo pode ser aplicada para determinar os pontos criticos do

sistema em estudo.

Entre as técnicas de otimizacdo multivariada mais aplicadas para otimizacao de
métodos analiticos, encontra-se a metodologia de superficie de resposta (MSR). Ela é
baseada em um conjunto de técnicas matematicas e estatisticas formuladas a partir de
uma equacdo polinomial, que descreve o comportamento de um grupo de dados
experimentais objetivando fazer previsdes estatisticas. A MSR é bem aplicada quando
uma ou um grupo de respostas de interesse sao afetadas por varios fatores, objetivando a
otimizagdo simultanea das varidveis com a finalidade de obter o melhor rendimento do
sistema (BEZERRA et al., 2008).

Dentre as MSR empregadas para determinar os pontos criticos de um
experimento utilizando um modelo matematico quadratico, Box-Behnken, Composto

central e Doehlert sdo as matrizes experimentais mais aplicadas.

5.3 PLANEJAMENTO BOX-BEHNKEN

O planejamento Box-Behnken é um desenho de segunda ordem baseado em

planejamento fatorial incompleto de trés niveis. O numero de experimentos (N)
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necessarios para desenvolver um planejamento Box-Behnken é estabelecido pela

Equacdo 1.
N=2K((K+1)+CP 1)

Onde K corresponde ao nimero de fatores e CP € o numero de pontos centrais.
Apresenta como principal vantagem o fato de ndo conter combinac¢es em que todos 0s
fatores estdo, simultaneamente, em seus niveis mais altos ou mais baixos. Sendo assim,
sdo Uteis para evitar experimentos que seriam realizados sob condi¢Ges extremas que
podem gerar resultados insatisfatérios. Por outro lado, esses planejamentos s&o
ineficazes para situacdes em que se busca conhecer as respostas extremas do sistema.
(BEZERRA et al., 2008; FERREIRA, 2015; FERREIRA et al., 2007; TARLEY, C. R.
T.; SILVEIRA, G.; DOS SANTOS, W. N. L.; MATOS, G. D.; DA SILVA, E. G. P,
BEZERRA, M. A.; MIRO, M.; FERREIRA, 2009).

A Tabela 3 apresenta a matriz experimental para um planejamento Box-Behnken
de 3 fatores (A, B e C). A matriz Box-Behnken apresenta 15 experimentos, no qual trés

ensaios estdo representando as réplicas do ponto central (PC).

Tabela 3 — Matriz do planejamento Box-Behnken com valores codificados para trés

fatores
Experimentos Fator A Fator B Fator C
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 (PC) 0 0 0
14 (PC) 0 0 0
15 (PC) 0 0 0
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Para validar o modelo experimental, a analise de variancia (ANOVA) deve ser
contemplada com a finalidade de verificar se 0 modelo gerado esté ajustado aos seus
dados experimentais.

6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 REAGENTES, SOLUCOES PADRAO E MATERIAIS DE REFERENCIA
CERTIFICADOS

I.  Acido cléridrico 37% (m/m) (Merck, Alemanha)
II.  Acido nitrico 65% (m/m) (Merck)
I1l.  Tetrahidroborato de sodio (Merck)
IV.  Solugéo padrdo 1000 mg L™ de mercdrio (1) (Specsol, Brasil)
V.  Solucgdo padrdo 1000 mg L de cadmio (11) (Specsol)
VI.  Solugéo padrdo 1000 mg L™ de cobalto (I1) (Specsol)
VIIl.  Solucdo padrdo 1000 mg Lt de ferro (1) (Specsol)
VIIl.  Solucdo padrdo 1000 mg L de niquel (11) (Specsol)
IX.  Cloridrato de L-cisteina — Monohidratada (Synth, Brasil)
X.  Hidroxido de sodio (Merck)
XI.  Peréxido de hidrogénio 30% (v/v) (Merck, Alemanha)
XIl.  Material de referéncia certificado de tecido de ostra 1566b (NIST, EUA)
XIIl.  Material de referéncia certificado de folha de espinafre 1570a (NIST)
XIV.  Material de referéncia certificado de agua residual Ca713 (IRMM, Bélgica)
XV.  Material de referéncia certificado de solo San Joaquim SRM 2709a (NIST)

XVI.  Tioureia (Merck)
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6.2 PREPARO DE SOLUCOES

As vidrarias e materiais foram lavadas e enxaguadas com agua deionizada. Apos
essa etapa, foram mantidos em solucéo de acido nitrico 10% (v/v) por pelo menos 24 h,
sendo, em seguida, lavados com &gua ultrapura, trés vezes, e secos a temperatura
ambiente em local protegido da luz. Todas as solucBes foram preparadas com &gua
ultrapura, com resistividade de 18 MQ cm, e todos os reagentes utilizados foram de grau

analitico para diminuir a contaminacao por reagentes.

6.2.1 Solucdo de mercurio

As solucbes padrdo de mercdrio (I1) empregadas para a curva analitica e
otimizacdo das condi¢cdes de medida foram preparadas diariamente na faixa de 0,01 a
1,0 pug L, a partir de solugBes intermediérias, as quais foram preparadas utilizando uma

solucéo padrdo de mercurio (1) 1000 mg L.

6.2.2 Solucdo de cadmio

As solucbes de cadmio (1) utilizadas para curva analitica e otimizacdo das
condicdes de medida foram preparadas na faixa de 0,01 a 1,0 pug L™, a partir de solucdes
intermediérias, as quais foram preparadas utilizando uma solucdo padrdo de cadmio (1)
1000 mg L.

6.2.3 Solucéo acido cloridrico

Foi preparada solugéo de &cido cloridrico 6 mol L como solugdo estoque a partir

de HCI 37% (m/m), a qual foi utilizada no preparo das curvas de calibracéo.

6.2.4 Solucdo de 4cido nitrico

Foi preparada solucéo de acido nitrico 7 mol L™* como solucéo estoque a partir de

HNO3 65% (m/m), a qual foi utilizada no preparo das curvas de calibracéo.
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6.2.5 Solucdo de hidroxido de sodio 0,5% (m/v)

Para estabilizar a solugdo de tetrahidroborato de sédio, foi preparada uma solucéo
estoque de hidroxido de sddio 0,5%, a partir da dissolucdo de 2,5 g de lentilhas de

hidroxido de s6dio em um baldo volumétrico de 500 mL com &gua ultrapura.
6.2.6 Solucéo de tetrahidroborato de sddio % (m/v)

As solucges de tetrahidroborato de sodio foram preparadas diariamente a partir da
dissolucdo do mesmo em solucéo de hidroxido de sodio 0,5% (m/v). Os volumes eram

preparados a depender da necessidade do dia.

6.2.7 Solucdo de cloridrato de L-cisteina 2,5% (m/v)

A solucdo de cloridrato de L-cisteina 2,5% (m/v), utilizada para enriquecer o sinal
analitico de Cd e Hg durante a geracdo do vapor frio, foi preparada a partir da
dissolucio em solugio de HCI 0,01 mol L™,

6.2.8 Solucao de tioureia 3% (m/v)

A solucdo de tioureia, utilizada para estudar o efeito enriquecedor do sinal
analitica de Cd e Hg, foi preparada a partir da dissolucéo de 0,75 g de tioureia em agua

ultrapura em um baldo volumétrico de 25 mL.

6.3 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Neste trabalho, os equipamentos e acessorios utilizados foram:

e Bloco digestor (Tecnal, Brasil)

e Sistema para purificagdo de &gua Master P&D (GEHAKA, Brasil)

e Balanca analitica (Shimadzu, Japéo)
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6.3.1 INSTRUMENTACAO UTILIZADA PARA DETERMINACAO DE CADMIO
E MERCURIO EMPREGANDO CV AFS

A determinacdo de Cd e Hg, separadamente, foi realizada utilizando o
Espectrébmetro de Fluorescéncia Atémica AFS 3300 Lumina (Aurora, Canada) com
gerador adaptado de vapor frio (Figura 3). Foram utilizadas I1dmpadas de catodo oco
para Cd com comprimento de onda 228,8 nm e para Hg com comprimento de onda de
253,6 nm (ambas linhas principais para cada elemento). A Tabela 4 indica as condicdes

empregadas para determinacdo Cd e Hg por CV AFS.

Figura 3 — Espectrometro de Fluorescéncia Atdmica AFS 3300 Lumina para

determinacédo de Cd e Hg por geracdo quimica de vapor

Fonte: Aurora instruments (2010)

Tabela 4 - Configuracdes do AFS para determinacéo de Cd e Hg

Condicoes Cd Hg
Corrente da lampada (mA) 60 70
PMT (V) 360 380
Gés de arraste (mL min?) 270 190
Gas de protecdo (mL mint) 800 800

Vazao de introducéo dos

reagentes (mL min) 1,0 1,0
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O vapor frio foi gerado ao misturar a solucao acidificada do analito do padréo ou
da amostra com a solucéo redutora de NaBH4 (nas concentragdes otimizadas para cada
analito) estabilizada em NaOH 0,5% (m/v). A amostra acidificada teve o incremento da
L-cisteina e do cobalto Il para obter um enriquecimento no sinal analitico e diminuir
possiveis interferentes. Para gerar o vapor, a solucdo de NaBH4 e a amostra foram
transportadas por tubos Tygon® com auxilio de uma bomba peristéltica a uma vazédo de
1,0 mL mint. Ambas solugbes se misturam em um frasco reacional onde ocorre a
formacdo do vapor e a separacdo gas-liquido (SGL). O vapor frio formado é
transportado com auxilio do gas argdnio para o sistema de deteccao.

6.3.2 MODIFICACAO DO SISTEMA DE GERACAO DE VAPOR FRIO

Em testes iniciais, foi observado grande oscilacdo do sinal analitico, afetando a
precisdo, além do elevado consumo de amostra e reagentes, devido principalmente a
estrutura do separar gas-liquido fornecido pelo fabricante, ja acoplado ao espectrometro
de fluorescéncia atdbmica. O separador gas-liquido é uma parte importante quando se
trabalha com geracdo quimica de vapor, pois nele pode ocorrer interferéncias na fase
gasosa (KUMAR; RIYAZUDDIN, 2010). Para melhorar a precisdo, diminuir o
consumo de amostra e diminuir as possiveis interferéncias nessa etapa, foi proposto
modificacdes no sistema de geracdo de vapor. Essas modificacdes tiveram como funcao
reduzir o volume morto, volume esse que é resultado da reacdo, podendo causar

interferéncia por efeito de memoria, melhorando a sensibilidade do método.

O sistema de geracdo quimica de vapor do fabricante (AURORA Instruments)
apresenta dois separadores gas-liquido, no qual o primeiro necessita de grande volume
para auxiliar na manutencédo da pressdo e para impedir a chegada do liquido ao detector.
Devido ao seu tamanho, maior tempo é necessario para retirar o volume morto gerado
pelo acumulo de liquido. O segundo separador, com capacidade volumétrica abaixo de
2,0 mL, funciona apenas como frasco de seguranca, impedindo que qualquer goticula

entre na zona de absorcédo de radiagéo.
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As modificagcdes consistiram na utilizacdo de um reator (Figura 4a), seguido da
adicdo de uma bobina de mistura de 15 cm (Figura 4b) e a retirada do primeiro SGL,
mantendo apenas o segundo (Figura 4c), que comporta volume menor. Devido a baixa
capacidade de retencdo de liquido do SGL empregado, houve a necessidade de instalar
uma bomba peristéaltica com vazdo elevada, apenas para o descarte. As alteracfes sdo

mostradas na Figura 4.

Apos as alteracdes, obteve-se melhora na estabilidade do sinal, melhorando a
precisdo e também proporcionando um menor consumo de amostra, saindo de uma
vazdo minima de 3,5 mL min? para 1,0 mL min?®. Como desvantagens, tem-se a
diminuicdo da frequéncia analitica e impossibilidade de trabalhar com vazdes de
introducdo de amostra e de gas de arraste elevadas (acima de 2,4 mL). A figura 5
representa 0 esquema do sistema adaptado acoplado ao AFS, ja nas condices para

geracdo do vapor frio de Cd e Hg.

Figura 4 - Sistema de geracdo de vapor frio adaptado para o desenvolvimento deste

trabalho. Figura 4a. célula de reacdo; Figura 4b. reator de teflon; 4c. separador géas-
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liquido
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Figura 5 - Representacdo do sistema de geracdo quimica de vapor acoplado ao

espectrometro de fluorescéncia atbmica

Gas de
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peristaltica 1
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—
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Separador
gds-liquido
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6.4 ESTRATEGIA DE OTIMIZACAO MULTIVARIADA PARA GERACAO DO
VAPOR FRIO

Para a otimizacdo do sistema, foi empregado um planejamento fatorial completo de
dois niveis para cada analito, o qual serviu para fazer uma triagem das varidveis que
influenciam o sistema de maneira significativa. Em seguida, foi aplicada como
metodologia de superficie de resposta o planejamento Box-Behnken, para a
determinacdo das condicdes 6timas. Foi utilizada como resposta analitica a média da
intensidade de fluorescéncia de cada analito, as quais foram posteriormente tratadas. Os
dados experimentais foram tratados com auxilio do software STATISTICA 7.0,
aplicando um intervalo de confianga de 95%. Todos os ensaios foram realizados de

maneira aleatéria, para diminuir as chances de algum fator extra influenciar o sistema.

6.5 COLETA DAS AMOSTRAS DE AGUA DO MAR

As amostras de agua do mar foram coletadas no litoral da cidade de Salvador,
Bahia, Brasil, seguindo a orientagdo do Guia nacional de coleta e preservacdo de
amostras (2011). As amostras foram coletadas em frascos devidamente

descontaminados e ambientados. Foi realizada uma amostragem de agua superficial
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6.6 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA DETERMINACAO DE Cd E Hg por CV
AFS

Para a analise das amostras de dgua do mar foi necessario realizar uma etapa de
filtracdo (papel filtro quantitativo), devido a possivel presenca de residuo solido nas
mesmas. Todas as amostras foram preparadas em triplicata.

6.6.1 Procedimento para preparo das amostras e CRM de agua do mar

As amostradas coletadas foram levadas para o laboratorio, filtradas e preparadas
para anélise no mesmo dia. Inicialmente, 1 mL da amostra foi transferido para um bal&o
volumétrico de 10 mL, ao qual foram adicionados 680 e 683 pL de HCI 6 mol L, 480 e
400 pL de L-cisteina 2,5% (m v?'), 7 e 10 puL de padrdo de Co(ll) 1000 mg L, para
determinacédo de Cd e Hg, respectivamente, e agua ultrapura para atingir um volume de
10 mL. As solugdes foram conduzidas para medida no AFS. Um procedimento
semelhante foi aplicado para o material de referéncia certificado de agua residual (ERM
Ca-713), utilizando um volume de CRM de 500 pL.

6.6.2 Procedimento para extracdo de Cd e Hg em CRM de solo

Para o material de referéncia certificado de solo de San Joaquin (SRM 2709a),
foi necessario realizar um procedimento de extracdo, empregando uma massa do CRM
de 100 mg, HCI 4,1 mol L™, banho ultrassénico por 20 minutos e centrifugagdo. Apos
essas etapas, foram retiradas aliquotas de 160 pL e 67 pL da fase liquida, e transferidos
para baldes volumétricos de 10 mL, aos quais foram adicionados, respectivamente,
570,7 uL e 637,6 UL de HCI 6 mol L%, 467 pL e 387 pL de L-cisteina 2,5% (mv?), 7 e
10 pL solucdo padrdo de Co(ll) 1000 mg L* para a determinacido de Cd e Hg,

respectivamente, e agua ultrapura para alcangar um volume de 10 mL.
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6.6.3 Procedimento para digestdo do CRM de tecido de ostra e folha de espinafre

Para o preparo do material certificado de tecido de ostra (NIST 1566b), 100 mg
de amostra foi decomposta empregando 2 mL de &cido nitrico 65% (m/m). As amostras
foram mantidas sob aquecimento a 100°C por 1 hora em bloco digestor com dedo frio
acoplado a cada tubo, usado como sistema de refluxo para evitar perda do analito por
volatilizacdo. Depois, os tubos foram retirados e resfriados a temperatura ambiente por
30 minutos para adigéo de 1,5 mL de H20.. Em seguida, os tubos foram recolocados no
bloco a 100°C por mais 1 hora e 30 minutos, totalizando um tempo de digestdo de 3
horas. Com o sistema a temperatura ambiente, o conteddo dos tubos foi transferido
cuidadosamente para balGes volumétricos de 10 mL e avolumado usando &gua
ultrapura. As solucbes foram transferidas posteriormente para tubos de centrifuga. Por
fim, para determinacdo de Cd, 20 pL de solucdo de cada tubo foram transferidos para
um baldo volumétrico de 10 mL, ao qual foram adicionados 671 uL de HCI 6 mol L™
(para manter a concentragdo de analise otimizada de 0,408 mol L) e &gua ultrapura
para alcancar um volume de 10 mL. Para determinacédo de Hg, 1,4 mL de cada solucao
foram transferidas para balGes volumétricos de 10 mL, ao qual foram adicionados 30 uL
de HCI 6 mol L. A L-cisteina foi adicionada nos volumes de 480 e 400 pL de uma
solugdo 2,5% (m v!) e 7 e 10 pL de padrdo de Co(ll) 1000 mg L™, respectivamente
para Cd e Hg. Depois, a agua ultrapura foi adicionada para alcancar um volume de 10

mL. As solucgdes foram conduzidas para determinacdo de Cd e Hg no AFS.

O CRM de folha de espinafre (NIST 1570a) foi preparado de maneira
semelhante ao CRM de tecido de ostra, alterando a massa de digestdo para 200 mg e as

aliquotas retiradas de 10 e 1000 pL para Cd e Hg, respectivamente.
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7. RESULTADOS

Os resultados estdo parcialmente apresentados em duas partes. A primeira parte
dos resultados é focada na apresentacéo dos dados obtidos na otimizagédo da geracdo de

vapor frio de Cd por AFS. Ja a segunda na otimizacdo da geracao de vapor frio de Hg.

7.2 ESTUDO DO EFEITO DO TIPO DE ACIDO PARA GERACAO DE
VAPOR FRIO DE Cd E Hg

Um estudo univariado foi realizado para avaliar a influéncia do &cido cloridrico
(HCI), &cido nitrico (HNOs3) e &cido acético (HAc) na geracéo de vapor frio de Cd e Hg.
Para esse estudo foi fixada a concentragio de Cd e Hg em 500 ng L%, a concentracéo de
NaBHs em 2,5% (m v') e a VGA em 0,4 mL min™. Os trés acidos foram estudados na
mesma faixa de concentracéo, de 0,2 a 1,0 mol L. As figuras 6 e 7 mostram os graficos
com o comportamento da intensidade de fluorescéncia nos trés acidos escolhidos e na

faixa de concentracdo estabelecida.

Os é&cidos cloridrico e nitrico foram elegidos para o estudo pois sdo 0s mais
utilizados em sistemas de geracdo de hidreto e vapor frio (ARSLAN; YILMAZ; ROSE,
2015). O HNOg, por ser um oxidante forte, € muito utilizado quando ha a necessidade
de digestdo da amostra, como no caso do CRM de folha de espinafre usado na validagéo
desde trabalho. O &cido acético, mesmo sendo um &cido fraco, € muito utilizado para
enriquecer o sinal de Hg quando combinado em sistemas com radiacdo ultravioleta
(ZHENG et al., 2010).

Figura 6 - Estudo da concentracdo e tipo de &cido para determinacdo de Cd por CV AFS
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Figura 7 - Estudo da concentracdo e tipo de acido para determinagdo de Hg por CV AFS
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Os resultados mostraram que os trés tipos de &cidos estudados influenciam na
geracdo de vapor frio de Cd e Hg, entretanto, o que apresentou efeito mais significativo
foi o HCI, na concentracdo de 0,4 mol L™, para ambos os analitos. A baixa efetividade
do acido acético deve-se ao tamanho da molécula, esse € um problema que a
fotodegradagdo com radiacdo UV pode solucionar, convertendo em espécies volateis ou
mais simples (ZHENG et al., 2010). O HCIl e o0 HNOs tiveram um comportamento
parecido e isso foi levado em consideracdo ao trabalhar com amostras digeridas em
HNO:a.

7.1 OTIMIZACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS PARA GERACAO
DE VAPOR FRIO E DETERMINACAO DE CADMIO POR CVG AFS
Inicialmente, foi realizado um planejamento fatorial completo 22 para investigar

0 comportamento de algumas variaveis e suas interacées no sistema de geracdo de vapor
quimico no espectrometro de fluorescéncia atbmica (AFS). As variaveis estudadas nesse
planejamento foram: concentracdo de é&cido cloridrico ([HCI]), concentracdo de
tetrahidroborato de sodio ([NaBHa]) e vazao do gas de arraste (VGA). Os experimentos
iniciais foram realizados estabelecendo como base as condi¢des recomendadas pelo
fabricante para valores das correntes das lampadas de catodo oco de cadmio e mercurio,

voltagem do detector (Photomultiplier tubes — PMT) e vazdo do gas de protecdo (0s

42



valores utilizados estdo contidos na Tabela 3). Para a otimizacdo, foi utilizada uma
solugo padrdo de Cd na concentracdo de 500 ng L, em meio de acido cloridrico, com
a concentracéo variando de 0,05 a 0,55 mol L.

Os dominios experimentais do planejamento fatorial completo de dois niveis
para Cd estdo expostos na Tabela 5. A matriz do planejamento apresenta 11
experimentos, sendo que 3 experimentos correspondem a triplicata do ponto central, que

foi utilizado para avaliacdo do erro experimental.

Tabela 5 - Fatores e niveis experimentais estabelecidos para o planejamento fatorial

completo 22 aplicado para avaliar as condigdes de geracéo de vapor frio de Cd

Niveis experimentais estabelecidos

Fator
-1 0 +1
[HCI] mol L 0,05 0,30 0,55
[NaBH4] (m/v)% 0,50 1,50 2,50
VGA L min 0,20 0,40 0,60

A matriz do planejamento fatorial de dois niveis apresenta as respostas obtidas
(intensidade de fluorescéncia, IF) e os valores codificados e reais dos trés fatores para
cada um dos 11 experimentos. Todas essas informagdes estdo contidas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Matriz do planejamento fatorial de dois niveis aplicado para avaliar os fatores

envolvidos na geragéo de vapor frio de Cd

Experimento [HCI] (mol L) [NaBHs] %(mv?) VGA (L min?) IF Cd
1 (-1) 0,05 (-1) 0,50 (-1) 0,20 212,30
2 (+1) 0,55 (-1) 0,50 (-1) 0,20 1839,00
3 (-1) 0,05 (+1) 2,50 (-1) 0,20 3635,00
4 (+1) 0,55 (+1) 2,50 (-1) 0,20 5781,30
5 (-1) 0,05 (-1) 0,50 (+1) 0,60 2671,67
6 (+1) 0,55 (-1) 0,50 (+1) 0,60 464,00
7 (-1) 0,05 (+1) 2,50 (+1) 0,60 2955,67
8 (+1) 0,55 (+1) 2,50 (+1) 0,60 2141,00
9 (0) 0,30 (0) 1,50 (0) 0,40 4023,00
10 (0) 0,30 (0) 1,50 (0) 0,40 4079,00
11 (0) 0,30 (0) 1,50 (0) 0,40 4011,00

Analisando a matriz do planejamento fatorial de dois niveis, observa-se que 0s

sinais mais elevados foram obtidos para o experimento 4. Esse experimento utilizou o

maior nivel de HCI (0,55 mol L), a maior concentracdo de NaBH4 (2,50% m v1) e o

menor nivel para a VGA (0,20 L min®).

A partir dos resultados obtidos, foi possivel gerar o gréafico de Pareto (Figura 6)

e o grafico das médias marginais (Figura 7).

44



Figura 8 - Gréafico de Pareto gerado a partir do planejamento fatorial completo de dois

niveis aplicado para avaliar as condi¢des de geracao de vapor frio de cddmio
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O grafico de Pareto (Figura 8) apresenta os valores dos efeitos padronizados
(efeito dividido pelo erro padrdo) e permite avaliar a significancia de todas as variaveis
e interacdes estudadas. Como indicado nos resultados da Tabela 6, o grafico apresenta
as mesmas tendéncias do experimento 4. Todas as varidveis estudadas e suas interacoes
foram estatisticamente significativas, em um intervalo de confianga de 95%. A
concentracdo de NaBHs apresentou o efeito (2331,5 + 25,7) mais significativo e
positivo, indicando que o sinal analitico tende a aumentar quando se trabalha em niveis
mais altos de concentragdo. A VGA teve um efeito (-808,8 + 25,7) negativo, indicando
uma tendéncia do sistema em aumentar a IF quando trabalha-se com 0s nives mais
baixos de vazdo de gas de arraste. O HCI apresentou o menor efeito entre os fatores
principais, com efeito (187,7 + 25,7) positivo. A tendéncia observada do NaBHa4 deve-se
ao fato do mesmo ser parte integrante da reacdo de formacdo da espécie ativa que
conduz a formacdo de espécies volateis do analito. A hidrélise acida do NaBH4 gera
produtos intermediarios que sdo responsaveis pela transferéncia do hidrogénio para o

analito complexado. O HCI favorece a reacgdo de substituicdo e favorece a formagdo do
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gas hidrogénio, que auxilia no transporte e na dispersao do vapor frio de Cd juntamente
com o gas de arraste (argbnio) (D’ULIVO, 2010).

Figura 9 - Grafico das médias marginais para os fatores [HCI], [NaBHs] e VGA
avaliados na geracéo de vapor frio de Cd
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O gréfico das médias marginais (Figura 9) informa sobre a relagdo entre os
efeitos principais e das interacdes, dentro dos niveis do dominio experimental definido
para o planejamento. O grafico permite visualizar dois cenérios. A esquerda, para VGA
no menor nivel, tem-se que a intensidade de fluorescéncia aumenta quando a
concentracdo de NaBH4 varia do menor para o maior nivel, tanto para as concentracdes
de HCI no menor quanto para o maior nivel, sendo o efeito mais significativo no maior
nivel de HCI. A direita, analisando VGA no maior nivel, tem-se um comportamento

semelhante ao da esquerda da figura, porém com menor intensidade de fluorescéncia.

De acordo com o grafico das médias marginais, a melhor condicéo € apresentada
quando a VGA estd no menor nivel, e a concentracdo de NaBH4 e de HCI estdo no

maior nivel, confirmando as informacGes apresentadas no grafico de Pareto.
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Com o planejamento fatorial completo de dois niveis, foi possivel verificar que
todas os trés fatores estudados, concentragdo de HCI, concentragdo de NaBHs e VGA
foram significativos com grau de confianga de 95%. Para estabelecer as condicGes
Otimas para a geracdo do vapor frio, foi aplicado um planejamento Box-Behnken para
trés fatores com 15 ensaios. Esse planejamento foi escolhido devido a simplicidade,
grande eficiéncia, quando comparados com outras metodologias de superficie de
resposta em trés niveis, e por ndo apresentar combina¢fes em que os fatores sejam
trabalhados nos niveis mais alto ou baixo simultaneamente, evitando experimentos em
condicdes extremas, 0 que poderia acarretar resultados insatisfatorios ao sistema
adaptado utilizado para geragdo de vapor frio (FERREIRA et al., 2007). Para os
experimentos, foi utilizado solucdo padrdo de Cd na concentragio de 500 ng L? e
mantendo as mesmas condi¢des instrumentais empregadas no planejamento fatorial

completo.

Na Tabela 7, encontram-se os niveis estabelecidos para o dominio experimental

estabelecido para o planejamento Box-Behnken.

Tabela 7 - Fatores e niveis estabelecidos para o planejamento Box-Behnken aplicado

para otimizar as condicdes de geracao de vapor frio de cadmio

Niveis estabelecidos

Fator
-1 0 +1
[HCI] mol L 0,2 0,4 0,6
[NaBH4] (m/v)% 15 2,5 3,5
VGA L mint 0,2 0,4 0,6

A matriz do planejamento é exibida na Tabela 8, na qual estdo registrados os

valores reais e codificados e os valores da intensidade de fluorescéncia.
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Tabela 8 - Matriz do Planejamento Box-Benhken para trés variaveis aplicado para

otimizar as variaveis envolvidas na geracéo de vapor frio de Cd

[HCI] [NaBH4] VGA
Experimento IF
(mol L) (% mv?) (mL mint)

! 0,20 1,50 0,40 3781,75

2 0,60 1,50 0,40 872,50

3 0,20 3,50 0,40 2055,00

4 0,60 3,50 0,40 3991,75

5 0,20 2,50 0,20 2540,50

6 0,60 2,50 0,20 3919,25

7 0,20 2,50 0,60 1761,25

8 0,60 2,50 0,60 2510,75

9 0,40 1,50 0,20 3809,25

10 0,40 3,50 0,20 6055,75
11 0,40 1,50 0,60 2370,00
12 0,40 3,50 0,60 2391,75
13 (PC) 0,40 2,50 0,40 4819,00
14 (PC) 0,40 2,50 0,40 4979,00
15 (PC) 0,40 2,50 0,40 5434,00

A partir dos resultados obtidos para o planejamento Box-Behnken, foram
geradas superficies de resposta, em que € exibida a relacdo entre as variaveis, tendo
como variavel dependente a intensidade do sinal analitico. As superficies de resposta

séo apresentadas na Figura 10.
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Figuras 10 - Superficies de resposta geradas pelo ajuste de uma funcgéo quadratica aos

sinais de fluorescéncia do Cd
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(@) = (IF x VGA x [HCI]): (b) = (IF x VGA x [NaBH.]); (c) = (IF x [NaBH.] x [HCI]).

Todas as superficies apresentaram caracteristicas de condicdo de maximo.
Entretanto, uma avaliacdo realizada somente com base na inspe¢do visual das
superficies de resposta pode ndo ser suficiente para garantir ponto de maximo e
obtencdo das condicdes Gtimas, e também, se modelo descreve satisfatoriamente os
dados experimentais. Para verificar esses parametros, € necessario avaliar os valores
criticos e aplicar a anélise de variancia, ANOVA, a qual avalia o termo falta de ajuste
(lack of fit) (BEZERRA et al., 2008). De acordo com os resultados da ANOVA, o termo
falta de ajuste ndo foi estatisticamente significativo, indicando que os dados

experimentais sdo descritos adequadamente pelo modelo matematico estabelecido.
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Todas as superficies foram geradas pelo software STATISTICA 7.0. Os valores

da falta de ajuste sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - ANOVA para os resultados obtidos a partir do planejamento Box-Behnken

aplicado para Cd

Fator SS df MS F p
(1) [HCI] (L) 8482450 1 8482450 83.3178 0,011790
[HCI] (Q) 10519616 1 10519616 103.3277 0,009540

(2) [NaBH4] (L) 1675136 1 1675136 16.4538 0,055743

[NaBH4] (Q) 1883203 1 1883203 18.4975  0,050038
(3) VGA (L) 106061 1 106061 1.0418 0,414776
VGA (Q) 1842878 1 1842878 18.1014  0,051051

Falta de ajuste 9567512 6 1594585 15.6626 0,061222
Erro puro 203617 2 101808

Total SS 31114065 14

Os resultados da ANOVA apresentam a soma quadréatica (SS), referindo-se ao
desvio da média, o grau de liberdade (df), que € a quantidade de determinacGes avulsas
menos 0 numero de parametros estatisticos a serem avaliados no sistema, a média da
soma quadratica (MS), que € a razdo entre SS e o df. O teste F (a média quadratica da
regressdo dividido pela média quadratica do erro, residuo), tem o intuito de testar de
forma estatistica a igualdade entre as medias e o p-valor, que se refere a rejeicdo ou ndo
da hipdtese nula. Para um nivel de confianga de 95%, o p-valor deve ser menor que 0,05

para que o efeito seja estatisticamente significativo.

A forma de verificar o ajuste do modelo matematico € através do teste de falta de
ajuste, que é a razdo entre a média quadratica da falta de ajuste (MQfaj) e a média
quadratica do erro puro (MQep). O F calculado foi igual a 15.66. O valor do F tabelado

com os graus de liberdade de 6 (MQfaj, numerador) e 2 (MQep, denominador) é igual a
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19.33. Isso indica que MQfaj e MQep sdo estatisticamente iguais. Dessa forma, o
modelo ndo apresenta falta de ajuste e a incapacidade em se ajustar aos valores reais se
confunde com o erro intrinseco das réplicas auténticas do ponto central (FILHO, 2015).

Outra maneira de verificar a qualidade do modelo que foi gerado é através da
significancia estatistica da regressdo. A razéo entre as médias quadraticas da regressao
(MQreg) e a média quadratica dos residuos (MQres) fornece o F calculado. MQreg foi
21.342.932,96 e MQres teve o valor de 9.771.132,224, obtendo F calculado de 2,91. O
F tabelado para os graus de liberdade de 6 para MQreg e 8 para MQres foi de 3,58.
(NOVAES et al., 2017).

O gréfico contido na Figura 11 apresenta boa distribuicdo entre os pontos,
indicando que h&d homocedasticidade (fendmeno estatistico que ocorre quando 0 modelo
de hipdtese matematico apresenta varancias para Y e X ndo iguais para todas as

observacdes). Existem 8 residuos positivos e 7 residuos negativos.
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Figura 11 - Grafico de residuos versus valores preditos para os resultados do Box-

Behnken aplicado para Cd
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A Figura 12 apresenta o grafico de valores preditos versus valores observados. A
concordancia entre 0s pontos ndo aparenta ser muito significativa (R? = 0,69).
Entretanto, ha uma tendéncia observada na Figura 10 entre os valores experimentais e

0S previstos.
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Figura 12 - Grafico de valores preditos versus valores observados para 0 Box-

Behnken para Cd
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O modelo matematico obtido apresentou como solucdo uma regido caracterizada

como superficie de maximo com valores criticos dentro do dominio experimental, 0s

quais estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores criticos gerados pelo planejamento Box-Benhken para Cadmio

Fator -1 Valor critico +1
[HCI] mol L 0,200 0,408 0,600
[NaBH4] (m v1)% 1,500 2,820 3,500
VGA mL min- 0,200 0,270 0,600
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7.2ESTUDO UNIVARIADO DO ENRIQUECEDOR DE SINAL E
CATALISADOR PARA GERACAO DE VAPOR FRIO DE Cd.

Matrizes mais complexas como &gua do mar, podem conter, além da
concentracdo elevada de sais, outros interferentes, como 0s metais de transicdo que
atuam reduzindo a eficiéncia da geracdo de vapor, dependendo da concentracdo. No
intuito de melhorar ainda mais a sensibilidade do método otimizado e diminuir os
efeitos supressores de sinal, foi estudado o efeito de reagentes mascarantes (quelantes) e
a atuacdo de ions como catalisador. Guo (1995) relatou um aumento significativo na
eficiéncia de geracdo de espécies volateis de Cd quando estudou a tioureia com o ion
cobalto. Em estudos de Martin (1994), observou-se que a adi¢do de L-cisteina melhorou
a tolerdncia do sistema a elementos de transi¢do. L-cisteina e tioureia reagem com
NaBHjs, formando espécies de hidroborano e cianoborato que geram maior eficiéncia na
formacdo de espécies volateis. Co(ll), Ni(ll) e Fe(ll) sdo ions com atividade catalitica,
eles sdo reduzidos preferencialmente para menor estado de oxidacéo. Esse processo gera
precipitados finamente dispersos que capturam e decompdem o hidreto formado, devido
a melhora na etapa de hidrélise do NaBH4 (ARSLAN; YILMAZ; ROSE, 2015; BAX et
al., 1988; YANG et al.,, 2015). Os metais de transicdo podem atuar na melhoria da
eficiéncia da geracdo de vapor frio, dependendo da condi¢éo de concentracéo e do efeito
sinérgico com agentes mascarantes e/ou com o redutor (NaBH4). E também podem
gerar interferéncias, sendo que algumas espécies podem gerar hidretos que atuam na
desativacdo das particulas excitadas por colisdo ou sofrendo redugdo, formando
nanoparticulas que diminuam a disponibilidade do analito.

Dentro desse contexto, o efeito das concentracdes de tioureia e L-cisteina foram
avaliadas na presenca dos ions bivalentes de cobalto, ferro e niquel. Para esse estudo, as
concentragOes de tioureia e L-cisteina variaram de 0 a 0,5% (m v!), enquanto que a
concentracdo dos fons metalicos foi fixada em 1,0 mg L. A concentracdo de Cd foi
fixada em 500 ng L™ e todos esses estudos foram realizados na amostra de 4gua do mar.

Os resultados desse estudo para Cd estdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13 - Avaliacdo do efeito das concentragdes de tioureia e L-cisteina no processo

de geracéo de vapor frio de Cd, na presenca de diferentes catalisadores
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A partir do gréfico gerado, tem-se que todos os aditivos tiveram efeito positivo
na geracao quimica de vapor de Cd, estando de acordo com resultados obtidos em
outros estudos reportados na literatura (GUO; GUO, 1995b; YANG et al., 2015).
Entretanto, os que apresentaram efeito mais significativo foram as adi¢cdes de tioureia
0,05% (m vt) mais Co(ll) e L-cisteina com Co(ll). Esse Gltimo, por mostrar aumento da
eficiéncia de geracdo mesmo com concentracdes diferentes de L-cisteina, foi

considerado o mais efetivo e, por isso, foi escolhido para os proximos estudos.

Desse modo, um estudo univariado foi realizado como o intuito de avaliar ainda
mais a influéncia da concentracdo de L-cisteina na presenca do ion Co(ll). Inicialmente,
a concentragdo de L-cisteina foi variada de 0 a 0,2% (m v!) e a concentracgdo de Co(ll)
fixada em 1,0 mg L. A concentragdo de Cd(l1) foi fixada em 200 ng L. Os resultados

desse estudo séo apresentados na Figura 14.
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Figura 14 - Estudo da influéncia da concntragdo de L-cisteina na geracdo de vapor frio

de Cd, na presenca de Co como catalisado
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De acordo com os resultados obtidos para esse estudo, a concentracdo de L-
cisteina que promoveu maior eficiéncia para a geracdo de vapor frio de Cd foi de 0,12%

(mvY.

Para completar o estudo, foi avaliada a concentracéo de Co(ll), que variou de 0 a
1,0 mg L™ e a concentragio de L-cisteina fixada em 0,12% (m v1). Esse valor foi
estabelecido como maximo, pois a formacdo de precipitados finos (nanoparticulas)
podem influenciar na detec¢do do Cd quando a concentracdo de Co(ll) é muito elevada
(em torno de 2,0 mg L). Em relagio ao Cd (trabalhando na faixa de ng L), observa-se
um decréscimo no sinal. Os resultados s&o apresentados na Figura 15.

Figura 15 - Estudo da concentracdo de Co(ll) no enriquecimento de sinal de Cd.
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A partir desse estudo, foi possivel definir a concentracdo de Co(ll) em 0,7 mg L
!, Com esse resultado, foram definidas as melhores condic@es para geragdo quimica de
vapor de Cd.

Para melhor verificar a influéncia da L-cisteina e do cobalto na intensidade de
fluorescéncia, foi realizado um experimento de comparacdo em que foram geradas
curvas com a concentragdo de Cd variando de 0 a 100 ng L. Essas curvas foram
obtidas considerando-se quatro sistemas diferentes: uma sem adicdo de cis e Co(ll),
uma apenas com cis, outra apenas com Co(ll) e a ultima na condicdo 6tima. O intuito €
avaliar o ganho de sensibilidade ao usar aditivos quando se trabalha com concentracgdes
ultratrago de Cd. Os dados sdo apresentados na Figura 16.

Figura 16 - Curvas de calibragdo obtidas para avaliar o efeito da L-cisteina e do Cobalto
I1 no enriquecimento do sinal de Cd na geracédo de vapor frio
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O grafico comparativo mostra que o efeito sinérgico entre a cis-Co(ll) favorece
muito a sensibilidade do método, em relacdo as outras curvas. Destaque para curva
apenas com adicdo de Co(ll), que apresentou boa correlagdo e boa sensibilidade, isso
indica que a funcdo do Co(ll) como catalisador independe da utilizagdo de um outro
componente para melhorar a eficiéncia do método. A amostra com cis obteve boa

linearidade, porém com baixa sensibilidade. A amostra sem aditivos, apenas HCI e
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NaBHs, ndo gerou uma curva, apresentando péssima correlacdo entre os pontos,
indicando nédo ser uma condicao eficiente para se trabalhar com concentragdes ultratraco
de Cd, nesse tipo de matriz, empregando CV AFS.

7.3 OTIMIZACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS PARA GERACAO
DE VAPOR FRIO E DETERMINACAO DE MERCURIO POR CV AFS

Os fatores e niveis do dominio experimental do planejamento fatorial completo
de dois niveis para Hg estdo expostos na Tabela 11. A matriz do planejamento apresenta
11 experimentos, sendo que 3 experimentos correspondem a triplicata do ponto central,

que foi utilizado para avaliacdo do erro experimental.

Tabela 11 - Fatores e niveis estabelecidos para o planejamento fatorial completo 2°

aplicado para avaliar as condicOes de geracao de vapor frio de Hg

Fator -1 0 +1
[HCI] (mol L) 0,5 1,00 1,50
[NaBH4]% (m v 0,50 2,00 350
VGA (L min) 0,20 0,40 0,60

A matriz do planejamento fatorial completo de dois niveis para 3 fatores esta
representada na Tabela 12. O intuito do planejamento é fazer uma triagem dos fatores
mais significativos para geracdo do vapor frio de Hg. Os fatores selecionados para
avaliacdo foram a concentragdo de HCI (mol L), concentracio do NaBH4 (% m v?) e
VGA (L mint). A concentracdo de Hg nos experimentos foi fixada em 500 ng L.
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Tabela 12 - Matriz do planejamento experimental de dois niveis para trés variaveis

usado para avaliar as condicOes de geracdo de vapor frio de Hg

Experimento [HCI] (mol L) [NaBH4]% (mv?1) VGA (mL min?) IF Hg

1 (-1)05 (-1) 0,50 (-1)0,20 724,25
2 (+1) 1.5 (-1) 0,50 (-1)0.20 748,00
3 (-1) 05 (+1) 3,50 (-1)0.20 101,20
4 (+1) 1,5 (+1) 3,50 (-1) 0,20 805,80
5 (-1)05 (-1) 0,50 (+1) 0,60 644,00
6 (+1) 1,5 (-1)0,50 (+1) 0,60 640,60
7 (-1)05 (+1) 3,50 (+1) 0,60 703,60
8 (+1) 1,5 (+1) 3,50 (+1) 0,60 659,00
9 (0) 1,00 (0) 2,00 (0)040 656,80
10 (0) 1,00 (0) 2,00 (0)0.40 661,80
11 (0) 1,00 (0) 2,00 (0)0.40 671,40

Analisando a matriz do planejamento fatorial 23, observa-se que os sinais mais
elevados foram para o experimento 3. Esse experimento utilizou o menor nivel de HCI
(0,5 mol L), a maior concentracio de NaBHa4 (3,50% m v) e o menor nivel para a
VGA (0,20 L min).

A partir dos resultados obtidos, foi possivel gerar o grafico de Pareto (Figura 17)

e o gréafico das médias marginais (Figura 18).
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Figura 17 - Grafico de Pareto gerado a partir do planejamento fatorial completo de dois

niveis para trés variaveis aplicado para investigar a geragéo de vapor frio de Hg
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O gréafico de Pareto (Figura 17) d& um visdo da significancia dos fatores
escolhidos dentro do dominio experimental estabelecido. No Pareto gerado para Hg,
observa-se que todos os fatores pricipais e suas interacbes sdo estatisticamente
significativos dentro do intervalo experimental estudado, em um intervalo de confianca
de 95%. A VGA (-180,51 * 5,25) apresentou o efeito mais siginificativo e negativo,
indicando que o sinal analitico tende a aumentar quando se utiliza niveis mais baixos de
vazdo. O HCI (-77,41 + 5,25) apresentou a mesma tendéncia da VGA, mas com efeito
menos significativo. O NaBH4 (125,69 * 5,25) apresentou um efeito positivo, indicando
a tendéncia do sistema em ter melhor rendimento quando se trabalha em maiores niveis.
O sistema de geracdo foi modificado (sessdo 6.4.1) para utilizar volumes pequenos de
amostra. Elevadas vaz@es do gas de arraste diminui o tempo de interagdo entre NaBH4 e
o Hg(ll), dispersando mais particulas e diminuindo o sinal de fluorescéncia. O
borohidreto tem grande importancia na formacdo das espécies volateis, ja que seus
intermediérios sdo responsaveis pela redugdo do mercurio. O HCI favorece o meio
reacional e a formacéao do gas hidrogénio. Com mais gas no meio, maior a dispersao das

particulas e menor o sinal analitico.
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O gréafico das médias marginais (Figura 18) permite avaliar o comportamento
entre os fatores principais, dentro do dominio experimental estabelecido. A esquerda,
para VGA no menor nivel (0,2 L min'), tem-se que, quando se trabalha com HCI no
menor nivel e se desloca do menor para o maior nivel do NaBH4, ha um aumento
significativo da intensidade de fluorescéncia. A direita do grafico, tem-se outro cenario,
com a VGA em seu maior nivel (0,6 L min). Nesse caso, uma avaliagio semelhante ao
cenario da esquerda também pode ser feita, entretanto com valores de intensidade de

fluorescéncia mais baixos.

Figura 18 - Grafico das médias marginais para os fatores [HCI], [NaBHs] e VGA

avaliados na geracéo de vapor frio de Hg
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De acordo com o gréafico das médias marginais, a melhor condicéo é apresentada
quando a VGA e o HCI estdo no menor nivel e a concentracdo de NaBHs no maior

nivel, confirmando as informac6es apresentadas no grafico de Pareto.
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O planejamento fatorial completo de dois niveis mostrou que os trés fatores
estudados sdo estatisticamente significativos, em um intervalo de confianga de 95%.
Entéo, os mesmos devem ser melhor estudados e, para isso, aplicou-se um planejamento
Box-Behnken para os trés fatores estudados. Para os experimentos, foi utilizando
solugdo padrdo de Hg a uma concentragio de 500 ng L' e mantendo as mesmas

condigdes instrumentais empregadas no planejamento fatorial completo.

Na Tabela 13, encontram-se 0s niveis estabelecidos para o dominio experimental

estabelecido para o planejamento Box-Behnken.

Tabela 13 - Fatores e niveis estabelecidos para o dominio experimental para o
planejamento Box-Benhken aplicado para geracédo de vapor frio de Hg

Niveis estabelecidos

Fator
-1 0 +1
[HCI] (mol L) 0,1 0,5 0,9
[NaBH4] % (m v?) 2,00 3,50 5,00
VGA (L min) 0,10 0,20 0,30

A matriz desse planejamento esta apresentada na Tabela 14, na qual sdo exibidos
os valores reais e codificados e os valores da intensidade de fluorescéncia. Todos os
ensaios foram realizados de maneira aleatdria para diminuir as chances de algum fator

extra influenciar o sistema.
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Tabela 14 - Matriz do Planejamento Box-Benhken para trés variaveis aplicado para

geracdo de vapor frio de Hg

Experimento [HCI] (mol L) [NaBHs]% (mv?1) VGA (mL min?t) IFHg
! 0,1 2,0 0,2 900,00

2 0,9 2,0 0,2 756,00

3 0.1 50 02 919,40

4 0,9 5,0 0,2 765,60

> 0,1 3,5 01 850,20

0 0,9 3,5 01 659,00

! 0,1 3,5 0,3 828,00

8 0,9 3,5 0,3 730,20

o 0,5 2,0 01 764,60

10 05 50 0.1 968,00
1 0,5 2,0 0,3 784,80
12 05 50 03 869,40
13 (PC) 05 35 0.2 1105,50
14 (PC) 05 35 0.2 1075,00
15 (PC) 05 35 0.2 1083,67

Para melhor avaliar os efeitos do planejamento Box-Behnken, foram geradas

superficies de respostas, no qual é exposta a relacdo entre as variaveis, sendo a

intensidade de fluorescéncia a variavel dependente. A Figura 19 apresenta as superficies

de resposta.
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Figuras 19 - Superficies de resposta geradas a partir da matriz Box-Benhken para
Hg
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As superficies sdo caracterizadas por apresentaram um ponto de maximo.
Entretanto, essa ndo é a Unica avaliacdo para garantir que a condicao étima esteja dentro
do dominio experimental estabelecido e se 0 modelo gerado esta ajustado aos dados

experimentais. Para verificar esse ajuste, € necesséario avaliar os valores criticos e
aplicar a analise de variancia (ANOVA).

Todas as superficies e tabela de ANOVA foram geradas pelo software
STATISTICA 7.0. Os valores da falta de ajuste sdo exibidos na Tabela 15.
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Tabela 15 - ANOVA para os resultados obtidos a partir do planejamento Box-Behnken
aplicado para otimizacao das condicgdes de geracao de vapor frio de Hg

Fator SS df MS F p
(1) [HCI] (L) 43041,1 1 43041,1 174,2517 0,005690
[HCI] (Q) 102147,4 1 102147,4 413,5369 0,002409

(2) [NaBH4] (L) 12561,1 1 12561,1 50,8529 0,019103

[NaBH4] (Q) 27612,6 1 27612,6 111,7876  0,008827
(3) VGA (L) 57757,3 1 57757,3 233,8266 0,004249
VGA (Q) 88567,9 1 88567,9 358,5609 0,002777
1L e3L 24,0 1 24,0 0,0972 0,784712
1Le3L 2180,9 1 2180,9 8,8292 0,097053
2L e3L 3528,4 1 3528,4 14,2843 0,063420
Falta de ajuste 10423,7 3 3474.,6 14,0665 0,067100
Erro puro 494,0 2 2470
Total SS 264562,2 14

A partir dos resultados da ANOVA, o termo falta de ajuste ndo foi
estatisticamente significativo, indicando que os dados experimentais sé@o descritos
adequadamente pelo modelo matematico estabelecido.

Além disso, a falta de ajuste do modelo também foi verificada a paritr do teste F,
ao analisar se os valores do MQfaj e MQep séo estatisticamente iguais, em um
intervalo de confianga de 95%. O valor do F calculado é 14.07 e o F tabelado,
considerando os graus de liberdade 3 para MQfaj e 2 para MQep é 19.16. O F calculado
¢ menor que o tabelado, indicando que os valores s@o estatisticamente iguais,

confirmando o ajuste do modelo.
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A aleatoriedade apresentada no grafico de residuos versus os valores previstos
(Figura 20), sugere que os valores sdo homocedéasticos, mostrando a boa distribuigdo

dos residuos e boa qualidade de ajuste do modelo gerado.

Figura 20 - Gréafico de residuos versus valores preditos para Box-Behnken para Hg
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Figura 21 - Grafico de valores preditos versus valores observados para 0s

resultados do planejamento Box-Behnken para Hg.
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O gréfico (Figura 21) de valores preditos versus valores observados mostra que
0 modelo estd ajustado aos dados experimentais, indicando que ha uma boa

concordancia entre as respostas, apresentando um valor de R-quadrado igual a 0,95.

O modelo matematico obtido apresentou como solu¢do uma regido de maximo
com valores criticos dentro do dominio experimental, 0s quais estdo apresentados na
Tabela 16.

Tabela 16 - Valores criticos ap6s aplicagdo da metodologia de superficie de resposta
(Box-Behnken) para Hg (1)

Fator Minimo observado  Valores criticos ~ Maximo observado
[HCI] (mol L) 0,10 0,41 0,90
[NaBH4]% (m v1) 2,00 3,86 5,00
VGA (L min¥) 0,10 0,19 0,30
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74.ESTUDO UNIVARIADO DO ENRIQUECEDOR DE SINAL E
CATALISADOR PARA GERACAO DE VAPOR FRIO DE Hg.

Devido a possibilidade de interferéncias por metais de transicdo na analise de
mercUrio em amostras de aguas salinas, um estudo utilizando tioureia e L-cisteina foi
realizado, no intuito de diminuir essas possiveis interferéncias. Outro estudo foi a
utilizacdo de cations bivalentes funcionando como catalisadores no processo de
formacgdo das espécies volateis de mercario. Nestse caso, foram utilizados os ions
Co(Il), Fe(I1) e Ni(ll). Os mesmos reagentes utilizados para a melhora do sinal de Cd,
isso devido a semelhanca das caracteristicas das duas espécies, tanto por gerarem vapor
frio e por terem comportamentos parecidos nas condi¢Ges 6timas de geracdo quimica de

vapor.

Foram estudados o efeito das concentracGes de tioureia e L-cisteina com e sem
adicdo dos ions Co(ll), Fe(Il) e Ni(ll). Para esse estudo, as concentracdes de tioureia e
L-cisteina variaram de 0 a 0,06 % (m v'!). A concentragdo dos fons bivalentes foi fixada
em 1,0 mg L. A concentracdo de Hg foi fixada em 500 ng L™.Os resultados desse
estudo estdo apresentados na Figura 22.

Figura 22 - Estudo da influéncia da tiouréia e da L-cisteina com diferentes catalisadores

na geragéo de vapor frio de Hg
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O gréfico apresenta cenarios distintos, onde o sistema L-cisteina com cobalto |1

tiveram um efeito mais significativo na intensidade do sinal de Hg. A partir disso, como
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no caso do Cd, o sistema Cis-Co(ll) foi definido para um estudo univariado mais

aprofundado, no intuito de se obter uma maior sensibilidade para o método.

Com isso, foi realizado um estudo univariado com o objetivo de avaliar mais
profundamente a influéncia da concentragcdo de L-cisteina na presenga do ion Co(ll). A
partir disso, a concentracdo de L-cisteina foi variada de 0 a 0,2% (m v?!) e a
concentragéo de Co(ll) fixada em 1,0 mg L. A concentracdo de Hg foi fixada em 100

ng L

Figura 23 - Estudo do efeito da concentracdo de L-cisteina na geracdo de vapor frio de

Hg, na presenca de Co(ll) como catalisador
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A partir dos resultados obtidos para esse estudo, com a variagao de L-cisteina
mostraram que para as condi¢des otimizadas de geracao de vapor frio de Hg, a

concentracdo com maior eficiéncia foi de 0,10% (m v?).

Para completar o estudo, foi avaliada a concentracdo de Co(ll), Figura 22, que
variou de 0 e 1,0 mg L™ e a concentragdo de L-cisteina fixada em 0,10% (m v1). Esse
valor foi estabelecido como méximo devido a formacéo de precipitados finos, quando
em concentragdes acima de 1,0 mg L, que podem influenciar suprimindo o sinal

analitico na deteccéo do Hg.
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Figura 24 - Grafico de estudo da concentracdo de Co(ll) no enriquecimento de sinal de
Hg
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A partir desse estudo e analise dos resultados, verificou-se que a concentracdo de
Co(ll) que obteve melhor resposta foi de 1,0 mg L. Com esse resultado, foram

definidas as melhores condigdes para geracdo quimica de vapor de Hg.

Apds encontrar as condi¢des 6timas para ter uma maior eficiéncia na geracéo do
vapor frio de Hg, foi aplicado um estudo comparativo para avaliar a real influéncia da
L-cisteina e do cobalto na intensidade do sinal analitico. Curvas com concentracdo de
Hg variando de 0 a 100 ng L. Alterando apenas as condicGes do sistema. As curvas sao

apresentadas na Figura 25.
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Figura 25 - Grafico de efeito da L-cisteina e do Cobalto 11 no enriquecimento do sinal

de Hg na geracdo de vapor frio
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Semelhante ao comportamento do cadmio, o grafico comparativo das curvas de
mercUrio em diferentes condi¢cdes, mostra o efeito significativo na ascensdo da
sensibilidade, quando h& a combinacdo da cis-Co(Il)(CHEN et al., 2015). As curvas
obtidas apenas com adicdo de Co(ll) e apenas L-cisteina apresentaram boa correlacéo e

boa sensibilidade, principalmente em relacdo a curva sem adicdes.

Essa avaliacdo torna evidente os beneficios da L-cisteina e do Co(ll) na geracdo
de vapor frio de Hg e Cd quando se trabalha na faixa de concentracéo de 0 a 100 ng L™
e quando se aplica metodologia de otimizacdo multivariada para as condices de

geragdo quimica de vapor.

7.4PARAMETROS ANALITICOS DO METODO PROPOSTO

Apds as etapas de otimizacdo das condicBes de geracdo de vapor frio de Cd e Hg,
houve a necessidade de verificar a eficiéncia do metodo por meio da dos parametros

analiticos.
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7.4.1 LIMITE DE DETECCAO (LD) E LIMITE DE QUANTIFICACAO (LQ)

Para a selecdo de um método para analise de quantidades tracos e ultratracos é
importante avaliar os limites de detec¢do (LD) e limite de quantificacdo (LQ), que sdo

fatores criticos do método.

O limite de deteccdo pode ser definido como a concentracdo que da um sinal
instrumental significativamente diferente do sinal do branco (MILLER, 2010). Outra
definicdo, segundo a ANVISA (2010), diz que o LD é a menor quantidade que pode ser
detectada de um analito em uma amostra. Entretanto, mantendo as mesmas condicdes de
realizacdo do experimento, ndo quer dizer que possa ser quantificado. Para métodos
instrumentais, 0 LD pode ser estimado pela relacdo de trés vezes o desvio padrdo dos

brancos dividido pelo coeficiente angular da curva de calibragdo (Equagéo 2).

LD=3x - @)

Onde, s € o desvio padrdo relacionado aos sinais dos brancos analiticos e b é o

coeficiente angular da curva de calibracédo (inclinacdo da reta).

Para determinar o limite de deteccdo do método proposto, foram realizadas
medidas de 10 brancos analiticos. Desse modo, foram estabelecidos os valores de LD

para Cd e Hg de 0,16 ng L™ e 0,20 ng L%, respectivamente.

O limite de quantificagdo esté relacionado com a menor quantidade do analito que
0 método é capaz de quantificar. A equacgdo para calcular o LQ é: o produto de 10 vezes
0 desvio padrdo do branco analitico, representado pela letra s, dividido pelo coeficiente

angular da curva de calibracdo, representado pela letra b (Equacéo 3).

LQ=10x - 3)
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Os LQ estabelecidos para esse método foram de 0,53 ng L™ e 0,66 ng L™ para Cd
e Hg, respectivamente. Os valores dos termos s e b foram os mesmos aplicados para
determinacéo do LD.

Outra maneira de calcular o LD e LQ, é considerando os parametros da curva
analitica. Esses parametros trazem mais confiabilidade estatistica, pois considera o
intervalo de confianca de regressdo. Nesse caso, é definida como a concentracdo
minima de uma substancia que pode ser medida e informada usando-se um nivel de
confianca de 95% (RIBEIRO et al., 2008). Para esses calculos, foram utilizadas as
planilhas de excel com as equacdes definidas e geradas por Ferreira (2008). Os limites
de deteccdo para o método de determinacio de Cd e Hg foram 7,1 ng L e 2,7 ng L™,
respectivamente. Por outro lado, os limites de quantificacdo foram 10,4 ng L e 4,0 ng
L para Cd e Hg.

7.5.2 SENSIBILIDADE

A sensibilidade, segundo o INMETRO (2007), é o parametro que relaciona a
razdo entre variacdo da resposta analitica com a concentracdo do analito. Esse

parametro pode ser observado de duas maneiras.

A primeira é a sensibilidade de calibracdo, que é calculada pela inclinacdo da
curva de calibracdo (coeficiente angular da reta), utilizando a Equacéo 4. E uma medida

limitada pela inclinagcdo da curva de calibracdo e a preciséo.

AY 4)

Onde: AY € a variacdo da resposta analitica e AX é a variacdo da concentracao.

A outra maneira € a sensibilidade analitica, que € estabelecida pela razdo entre a
inclinacdo da curva analitica e o desvio padrdo do sinal analitico, Equagdo 5. E uma
caracteristica que considera o ruido presente nas respostas.

m (®)

Y=
Ss
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Onde: m é a inclinacdo da curva analitica e Ss € o desvio padrdo do sinal

analitico.

A sensibilidade, em termos da inclinagdo da curva de calibracdo, obtida por este
método para Cd foi (22,78 + 1,31) L ng e para Hg foi (10,38 + 0,22) L ngt. Ja a
sensibilidade analitica é 17, 39 e 47,18 L ng* para Cd e Hg, respectivamente.

7.5.3 LINEARIDADE E FAIXA DINAMICA LINEAR

A linearidade esta associada a correlacdo linear que o método é capaz de gerar
quando relaciona as concentra¢des do analito em uma faixa de averiguagdo especifica.
Essa correlacdo linear pode ser observada analisando o coeficiente de correlagdo de
Pearson (r), que gquanto mais proximo de 1, menor o erro existente devido a dispersao
entre os pontos estudados (GUILHEN et al., 2010). Outro fator para inferir a
linearidade é o coeficiente de determinacdo, R2 Neste trabalho, as curvas analiticas
apresentaram valores de R? de 0,9983 e 0,9998 para cadmio e mercirio,

respectivamente.

A faixa dindmica linear para este trabalho foi avaliada através da curva analitica,
sendo que essa faixa compreende o intervalo de concentracdo no qual as curvas
analiticas mantem-se lineares (VALDERRAMA; BRAGA; POPPI, 2009). Essa faixa
tem como minimo o limite de quantificacdo e maximo a concentracdo em que a
linearidade é mantida. Para o cadmio, a curva analitica foi linear até a concentracdo de
180 ng L™, enquanto que, para mercUrio, a curva analitica manteve a linearidade até 100

ng L, como pode ser observado nas Figuras 26 e 27.
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Figura 26 - Avaliacdo da linearidade para Cd.
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Figura 27 - Avaliacdo da linearidade para Hg
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7.5.4 PRECISAO

400

400

A precisdo avalia o grau de dispersdo existente entre

450

450

experimentos

independentes, sendo essa dispersdo proveniente de réplicas de uma mesma amostra, de

amostras semelhantes ou de padrées em condic¢des definidas (INMETRO, 2007).

Uma das maneiras de expressar a precisao é atraves do desvio padrdo relativo (ou

coeficiente de variacdo). O desvio padrdo relativo (RSD) é calculado dividindo o desvio
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padrdo da média de uma mesma concentracdo pelo valor da media da concentracao
determinada, de acordo a Equacdo 6. O RSD geralmente é expresso em porcentagem.
Para isso, a razdo entre desvio padrdo e média é multiplicada por 100.

S
RSD % = 100. f —— 6)
X

Onde: s = desvio padrdo da média
Xm = valor da média

A precisdo pode sofrer variacdo quando se altera os niveis da concentracao
avaliada, quando as réplicas sdo realizadas em diferentes laboratorios ou no mesmo
laboratdério. A avaliacdo da precisdo pode ser realizada pela repetitividade e pela
reprodutibidade. A precisdo relacionada a concordancia entre os réplicas intra-ensaios,
avalia a repetitividade. Quando se avalia a concordancia de resultados individuais inter-

ensaios, avalia-se a reprodutibilidade.

Dessa maneira, a precisao foi estabelecida por meio do calculo do desvio padréo
relativo dos resultados gerados da medida de sete padrOes aquosos de diferentes
concentracdes de cadmio e mercdrio. As concentracbes utilizadas e os %RSD

respectivos encontram-se na Tabela 17.

Tabela 17 — Valores de RSD % obtidos a partir de sete medidas de padrdes de Cd e Hg

de diferentes concentracdes

Analito Concentracédo (ng L) RSD (%)
20,0 0,97
Cd 40,0 1,33
60,0 3,34
20,0 0,91
Hg 40,0 1,81
60,0 0,44

A preciséo do método também foi avaliada pelo material de referéncia certificado de
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agua residuais (ERM CA-713). A precisdo em termos de RSD, trabalhando em
quadruplicata, foi equivalente a 4,34% para Cd, a uma concentracdo de 5,06 ug L2, e
3,39% para concentragdo de Hg de 1,86 pgL™.

75,5 EXATIDAO

Para verificar o quanto o valor obtido nos experimentos estd proximo do valor
real, € necessario estudar a exatiddo do método. A exatidao pode ser conceituada como
a diferenca entre do valor obtido experimentalmente e o valor real do analito em uma
determinada matriz (MILLER e MILLER, 2010).

A exatiddo do método proposto para determinacdo de Cd e Hg empregando
espectrometria de fluorescéncia atbmica com geracdo de vapor frio foi estudada,
aplicando mediante analises de materiais de referéncia certificado (CRM).

Foram utilizados, na avaliacdo da exatiddo do método, material de referéncia
certificado (CRM) de agua de residuo (ERM CA-713), solo de San Joaquin (SRM
2709a), tecido de ostra (NIST 1566b) e folha de espinafre (NIST 1570a). Os resultados

obtidos e os valores certificados sdo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18 - Resultados obtidos da anlise de materiais de referéncia certificados para

avaliacdo da exatiddo do método

CRM Analito  Valor certificado Valor obtido Testet
calculado
ERMCa713 g 5,09 £ 0,20 5,06 £ 0,32 0,20 (N = 4)
(hg L) Hg 1,84 +0,11 1,86 + 0,45 0,074
SRM 27092 Cd 0,37 £ 0,02 0,34+0,08 0,74 (N=4)
(Mg g?) Hg 0,90 + 0,20 0,93 + 0,11 0,61
NIST 1566b  Cd 2,48 + 0,08 2,43 +0,52 0,30 (N=3)
(Mg g™) Hg 0,0371+0,0013  0,0372 +0,0013 0,1154
NIST 1570a  Cd 2,88 + 0,06 3,17 0,02 2,53 (N=3)
(g g™) Hg 0,0207 +0,0021  0,0339 + 0,0034 247

Fonte: certificagdo de cada material citado na tabela.
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Para analisar se ha diferencas significativas entre os resultados obtidos e os
valores certificados, apds a aplicacdo do método proposto, foi realizado um teste de
comparacdo de médias para um intervalo de confianca de 95%. O teste estatistico

aplicado foi o teste t (Equacéo 7)

"

ItI=I(X—u)TnI (7)

Onde: x é a média dos valores experimentais, |1 é o valor real, n € o nimero de réplicas

e s corresponde ao desvio padrdo das médias.

So existira diferenca significativa entre os valores experimentais e os valores de
referéncia (certificados) se o t calculado for maior que o t tabelado para o grau de
liberdade correspondente. O que ndo ocorreu para nenhuma das amostras estudadas,
indicando, dessa forma, que ndo ha diferenca significativa entre os valores obtidos
experimentalmente e os valores de referéncia, o que confere por sua vez exatiddao ao
método. Ademais, é possivel demonstrar a eficiéncia dos métodos desenvolvidos em
trabalhar com varios tipos de amostras para determinagdo de Cd e Hg em concentracdes

traco e ultratraco.

A avaliagdo da exatiddo do método utilizando CRMs (agua de residuo, sedimento,
tecido de ostra e folha de espinafre) permitiu inferir que ndo ocorre interferéncia de
alguns elementos na determinacdo de cadmio e mercirio quando estdo nas
concentracdes listadas na Tabela 19. Foram destacados os elementos que podem
interferir na geracdo quimica de vapor e espécies que poderiam reagir formando

hidretos.
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Tabela 19 — Concentracdo de alguns elementos contidos nos materiais de referéncia

certificados

Elemento ERM Ca713 SRM 2709a CRM 1570a NIST 1566b
Na - 1,25% 1,844 % 0,3350 %
Ni 50,3 ug L 87 mg Kg'* 2,2 mg Kg*! 1,13 mg Kg*
Mn 95 ug L? 547 mg Kg*! 77,2 mg Kg*! 18,7 mg Kg!
Fe 445 pg L1 3,43 % - 212,6 mg Kg*t
Co - 13,0 mg Kg! 0,423 mg Kg*! -

Cu 101 pg L? 34,4 mg Kg! 13,08 mg Kg* 73,2 mg Kg!
Pb 17,4 mg Kg* - 0,317 mg Kg*!
Se 49 ug L? 1,5 mg Kg'* 0,1195 mg Kg* 2,21 mg Kg*
As 10,8 pug L? 10,8 mg Kg'* 0,080 mg Kg* 8,30 mg Kg*
Zn 78 ug L 107 mg Kg*! 86,2 mg Kg*! 1470 mg Kg*!

Por meio do teste de adicdo e recuperacdo, também foi possivel avaliar a

exatiddo dos métodos propostos.

O teste foi realizado em amostras de dgua do mar diluidas com agua ultrapura na

proporcdo 1:10 (proporcdo escolhida apds testes preliminares), no intuito de avaliar a

recuperacdo das espécies de Cd(Il) e Hg(ll). A Tabela 20 apresenta os resultados

obtidos no teste de adicéo e recuperacéo.

Tabela 20 - Resultados obtidos para o teste de adicéo e recuperacdo de Cd em amostras
de 4gua do mar

Amostra Concentracéao Valor encontrado Recuperacao (%)
adicionada (Cd) (ng LY)
(ng LY
0 238+0,1 -
SWC 20 46,1+ 0,5 111
60 81,9+0,1 97
0 17,8 +0,0 -
SWI 20 40,6 +1,7 114
60 80,2+0,3 104
0 18,3+0,1 -
SWR 20 348+1,.2 83
60 76,2+ 0,4 96
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Todos os valores de recuperagédo obtidos para Cd form na faixa de 83% a 114%.

Os valores de adi¢do e recuperacdo de Hg estdo registrados na Tabela 21.

Tabela 21 - Resultados obtidos para o teste de adicéo e recuperacdo de Hg em amostras
de &gua do mar

C_oncentragao Valor encontrado x
Amostra adicionada (Hg) (ng L) Recuperacéo (%)
(ng L) :

0 41,9+1,3 -
SWC 20 59,3+1,6 92

60 109,9+0,2 100

0 0,1£0,0 -
SWI 20 19,4 £ 0,6 97

60 55,7+0,7 93

0 0,04 £0,02 -
SWR 20 195+£0,7 98

60 61,2+0,9 102

Para Hg, os valores ficaram na faixa de recuperacédo de 92% a 102%.

7.5.6 ESTUDO DA CALIBRACAO DO METODO

As recuperacfes de Cd e Hg validaram que o método proposto ndo sofre
interferéncia da matriz 4gua do mar. Os graficos abaixo relacionam as curvas direta
(padrdo aquoso) com a curva na matriz agua do mar, com o intuito de averiguar se ha
interferéncia quando trabalha-se em toda a extensdo da faixa de trabalho. Para isso, foi
realizada uma comparacao entre as inclinacdes de curvas analiticas usando a técnica de

calibracdo externa com padrdes aquosos e a técnica de adi¢do de analito na amostra.
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Figura 28 - Grafico comparando as curvas analiticas obtidas usando a técnica de
calibracdo externa e adigéo de analito na amostra, para Cd e Hg
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A anélise e comparacgdo entre as curvas apresentadas na Figura 26 confirmaram
que a agua do mar nao apresenta efeito de matriz na determinacdo de Cd e Hg por CV
AFS quando se trabalha na razéo amostra/solugdo 1/10. Na Tabela 22, séo apresentados
os valores do coeficiente angular das retas com seus respectivos intervalos de confianca.
N&o ha diferencas significativas entre as inclina¢cbes demonstrando que a determinacao
pode ser feita empregando-se a técnica de calibracéo externa com padrdes aquosos.

Tabela 22 - Comparacéo dos valores do coeficiente angular das curvas diretas e na
amostra de dgua do mar para Cd e Hg

Inclinacdo da curva analitica (L ng™)
Analito .
Padr&o aquoso Agua do mar
Cd 22,78 + 1,31 22,84 +1,37
Hg 10,38 £ 0,22 10,14 + 0,51

757 APLICACAO DO METODO PROPOSTO PARA ANALISE DE
AMOSTRAS DE AGUA DO MAR

O método proposto foi aplicado para a determinagdo de Cd e Hg em amostras de
agua do mar, as quais foram coletadas na orla de Salvador e Ilha de Itaparica. As
amostras foram codificadas e analisadas. A seguir, sdo apresentados os resultados da

anélise de onze amostras de agua do mar (Tabela 23).
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Tabela 23 - Concentracdo de Cd e Hg em amostras de agua do mar (n = 3)

Amostra Concentracédo de Cd (ug L) Concentracdo de Hg (ug L)
SWC 0,238 + 0,095 0,447 + 0,013
SWI 0,178 £ 0,010 0,090 + 0,004
SWR 0,113 + 0,085 0,041 + 0,023

SWGB 0,14 +0,01 0,65+0,11
SWB 0,26 £ 0,02 0,07+0,11
SWO 0,40 £ 0,02 <LD

SWRV 0,23 +0,03 0,17 £ 0,04
SWA 0,32+ 0,04 0,52 +0,13

SWPT 0,16 + 0,02 0,47 +£0,03

SWAR 0,29+0,01 0,17 £ 0,04

SWPC 0,23 +0,03 0,50 + 0,01

As concentracdes de Cd nas amostras variaram entre 0,11 a 0,40 ug L, com
valor média de 0,23 pg L. Essas concentragdes estdo abaixo do limite maximo de
tolerancia permitido para aguas salinas de classe 11 (40 pg L™?), definido pela resolugdo
357/2005 do CONAMA. Para Hg, as concentracBes variaram entre 0,04 a 0,65 ug L7,
apresentando como valor médio a concentracido de 0,31 pg L. Todos valores
encontram-se abaixo dos limites maximos toleraveis (1,8 pug L) pela resolucdo
357/2005 do CONAMA. O trabalho reportado na literatura de Pinheiro et al. (2018)
encontrou em matrizes salinas, na Praia de Caraguatatuba (Estado de S&o Paulo, Brazil)
concentragdes de 0,50 e 0,64 pug L de Cd e Hg. Os resultados obtidos neste estudo

estdo de acordo com os dados reportados na literatura.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os metodos analiticos propostos e desenvolvidos para determinacdo de Cd e Hg em
amostras de agua do mar empregando CV AFS, apresentaram-se como uma estratégia
eficaz para a determinacdo desses analitos em amostras diluidas na razéo de 1:10.
Apresentaram excelentes niveis de LD e LQ, adequados as baixas concentra¢fes dos
analitos normalmente existentes nas amostras, além de precisdo e exatidao satisfatorios,

quando aplicado a quatro CRMs de diferentes matrizes.

As ferramentas quimiométricas, planejamento fatorial completo de dois niveis e
metodologia de superficie de resposta (Box-Behnken), foram eficienctes no estudo e
otimizacdo das condicGes de geracdo do vapor frio para quantificacdo de Cd e Hg
empregando CV AFS.

Os estudos univariados para enriquecimento do sinal analitico e melhora da
eficiéncia da geracdo quimica de vapor, envolvendo L-cisteina e Co(ll), foi de extrema

importancia para melhora da sensibilidade das estratégias desenvolvidos.

A exatiddo do metodo foi avaliada mediante anélise de materias de referéncia
certificado ERM CA713 (agua de residuo), SRM 2709a (solo de San Joaquin), NIST
1566b (tecido de ostra) e CRM 1570a (folha de espinafre), o que confirmou a eficiéncia
da geracgdo de vapor e da utilizacdo de agentes mascarantes/quelantes e catalisador para
determinacéo de Cd e Hg.

As concentracdes de Cd e Hg nas amostras de agua do mar estdo concordantes
com os dados reportados na literatura e abaixo dos limites de maximos permitidos pela
resolucio do CONAMA 357/2005 (Cd = 40 pg L*; Hg = 1,8 pug L) para aguas salinas

classe Il.
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