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RESUMO

A combinacéo da voltametria de redissolu¢cdo anddica usando onda quadrada
(SWASV) com o eletrodo de diamante dopado com boro (DDB) foi proposta
para a determinacdo simultanea de Zn, Cd, Pb e Cu livre e total em agua de
coco natural e industrializada. Os valores 6timos e/ou escolhidos a partir do
planejamento experimental para essa técnica foram: —1500 mV e 240 s para o
potencial e tempo de pré-concentracdo; 0,206 mol L1 para a concentracédo do
tampédo acetato pH 4,7, 11,56 mV para o incremento do potencial; 55mV e
100 Hz para a amplitude de pulso e frequéncia. A aplicacdo da SWASV na
amostra industrializada de agua de coco | (I1A), sem digestao prévia, forneceu
concentracdes livres de Zn e Cu iguais a 76,8+4,2 e 7,7+0,6 ug L1,
respectivamente. Comparando com a técnica ICP OES, essas concentracdes
foram 0,33 (230+2ugL™') de Zn e 1,54 (50+0,5ug L™') do Cu. Nesta
determinacao, as concentragdes de Cd e Pb foram menores que 0s respectivos
LD;cp ogs, 0,25 € 1,6 ug L. Por outro lado, uma determinacdo da concentragcio
total desses analitos foi obtida apdés uma digestdo assistida por ultrassom.
Neste método, foram usados 1,00 mL da amostra de agua de coco natural A,
0,8 mL de H,O, (37%, v/v) e 0,6 mL HCI (35%, v/v). ApOs aplicacdo da
SWASV na amostra digerida, os valores de concentracdo para Zn e Cu foram
1,02 e 0,46 em relacéo aos valores obtidos por ICP OES. Novamente, Cd e Pb
foram menores que o LD de ambas as técnicas. Alternativamente, foram
realizados estudos preliminares aplicando a SWASV, com as mesmas variaveis
citadas anteriormente, porém empregando o tampao amoniacal pH 8,0 em
substituicdo ao tampao acetato pH 4,7, para determinar a concentracdo dos
guatro metais em uma amostra natural E (NE) digerida. Os resultados obtidos
para Zn e Cu foram, respectivamente, 192,6 +17 (1,04 do ICP OES) e
13+3ug L™t (<1,6ugL™t, LDicpops), Ccom destague para a grande
sensibilidade obtida para o Cu. Ao final desses estudos, podemos constatar
gue o uso do eletrodo de diamante dopado com boro em conjunto com a
SWASV é uma ferramenta analitica sensivel e versatil, que abre novas
possibilidades para a determinacdo de metais traco em amostras naturais e
digeridas.

Palavras-chave: Zinco, Cadmio, Chumbo, Cobre, Diamante Dopado com Boro, agua

de coco, voltametria de onda quadrada e voltametria de redissolucao anddica.
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ABSTRACT

The square-wave anodic-stripping voltammetry (SWASV) and boron-doped
diamond thin film electrode (BDD) have been proposed for the simultaneous
determination of Zn, Cd, Pb and Cu, free and total, in natural and processed
coconut water. The optimal values and/or chosen from the experimental design
for this technique were: -1500 mV; 240 s; 0.206 mol L™; 11.56 mV; 55 mV and
100 Hz for the potential; time of deposition; concentration of acetate buffer pH
4.7; step voltage; pulse amplitude and frequency, respectively. The application
of SWASV in the processed coconut water | (Al), with no previous digestion
provided free Zn and Cu concentrations values of (85,8 = 5%) and (7.7 = 9%)
Hg L™, respectively. Compared to the ICP OES technique, these concentrations
were 33% (230 + 1%, in pg L™) of Zn and 154% (5.0 + 10%, pg L™) of Cu. In
this determination, the concentrations of Cd and Pb were lower than the
respective LODcp oes (0.25 and 1.6 pg L™, respectively). On the other hand, the
determination of the total concentration of these analytes was carried out after
digestion process assisted by ultrasound. In this method there were used 1.00
mL of natural coconut water of the sample A (NA), 0.8 mL of H,O, (37% V/v)
and 0.6 mL HCl (35% v/v). After the application of the SWASV the
concentration values of the digested sample for Zn and Cu were 102% and 46%
in response to the values obtained by ICP OES. Again, Cd and Pb were lower
than the LOD of both techniques. Alternatively, preliminary studies were
conducted by applying SWASV with the same previously cited variables, but
using pH 8.0 ammonium acetate buffer to replace the buffer with pH 4.7 to
determine the concentration of the four metals in a digested natural sample E
(NE). The results obtained for Zn and Cu were respectively 192.6 + 17 pg L™
(104% of ICP OES) and 13 + 3 pg L™? (< 1,6 ug L™Y), highlighting the great
sensitivity obtained for the Cu. At the end of these studies we noted that the use
of DDB in conjunction with SWASV is a sensitive and versatile analytical tool
which opens new possibilities for the determination of trace metals in natural

and digested samples.

Keywords: zinc, cadmium, lead, copper, boron doped diamond, coconut water,
square wave voltammetry and anodic stripping voltammetry.
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1  INTRODUCAO

1.1 Consideracdes Iniciais

A formacédo da endosperma liquida do fruto do coqueiro (Cocos Nucifera
L.) € uma estratégia ecofisiolégica para o armazenamento de substancias
nutritivas de reserva como mecanismo de sobrevivéncia da espécie.?
Portanto, esse liquido de aspecto turvo, mais conhecido como agua de coco, é
rico em carboidratos, lipidios, proteinas, vitaminas e minerais tais como Na, Ca,
Fe, Zn, K, Mg, P, entre outros, citados na Tabela 1.®> Os teores dessas
substancias podem variar em funcdo do periodo de maturacéo, da nutricdo do

solo de cultivo, da irrigacdo e condicdes climaticas ao longo do ano.*>

Tabela 1. Principais constituintes organicos e inorganicos em 100 g agua de coco.

(continua)

Nutrientes Quantidade
Agua (94,99 £ 0,270) g
Proteina (0,72+0,417) g
Lipidios Total (0,20£0,085) g
Cinzas (0,39 £ 0,082)g
Carboidratos 3719
Fibras 11g
Acucares Total 2,61g
Vitaminas
C 24mg + 0,879
Bl 0,030 £ 0,022mg
B2 0,057 £ 0,044
B3 0,080 + 0,060 mg
B5 0,043 mg
B6 0,032 mg
Lipidios
Acidos Graxos,
Total saturado 0,176 g
Acidos graxos,
Total monoinsaturada 0,008 g
Aminoacidos
Triptofano 0,008g
Treonina 0,026 g
Isoleucina 0,028 g
Leucina 0,053 g
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Tabela 2. Principais constituintes organicos e inorganicos em 100 g agua de coco.
(concluséo)

Nutrientes Quantidade
Lisina 0,032g
Metionina 0,013 g
Cistina 0,014 g
Tirosina 0,022 g
Valina 0,044 g
Arginina 0,118 g
Histidina 0,017 g
Alanina 0,037 g
Acido aspartico 0,070 g
Acido glutamico
Glicina 0,034 ¢
Prolina 0,03 g
Minerais
Caélcio 24 + 3,347 mg
Ferro 0,29 £ 0,094 mg
Magnésio 25mg
Potéassio 250 mg
Sadio 105 mg
Zinco 0,10 mg
Cobre 0,040 mg
Manganés 0,142 mg
Selénio 1ug

Fonte: Statistics Report 12119.3

A agua de coco é um alimento isotbnico mundialmente conhecido e
apreciado em todo o Brasil, principalmente em regides litoraneas, devido ao
sabor agradavel e suas propriedades medicinais.®’ O beneficio da agua de

coco para o metabolismo vem sendo elucidado a cada pesquisa realizada.?®

O aperfeicoamento do processo de conservacdo da agua de coco fora do
fruto (industrializada) tem facilitado a comercializacdo e exportacao,
principalmente por aumentar o tempo de prateleira.’®'! Nesse sentido, uma
atencdo especial € dada para essa amostra, no tocante ao desenvolvimento e
aprimoramento de técnicas analiticas visando o monitoramento da qualidade

desse alimento.

A Tabela 1 apresenta varios compostos organicos e
macro/micronutrientes inorganicos existentes na 4gua de coco. Neste trabalho,

destacamos os micronutrientes zinco (Zn) e cobre (Cu).*? Ambos tém diversas
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funcionalidades no organismo humano. O Cu, por exemplo, participa da sintese
da hemoglobina na etapa de oxidacdo do ferro, o qual ocorre no plasma
sanguineo, através da enzima ferroxidase. Ele esta presente nas enzimas
responsaveis pela sintese de elastina e colageno e na enzima citocromo
oxidase, que catalisa a reducdo do oxigénio molecular para agua, na célula. A
intoxicagdo por Cu é caracterizada pelo seu acumulo no figado, causando
nauseas e vomitos. O valor diario recomendado para a sua ingestdo maxima é
2 mg. O Zn é um dos constituintes da anidrase carbodnica, fosfatase alcalina e
de uma série de desidrogenases e peptidases. Ele também participa na sintese
de RNA e outras proteinas. Além disso, ele € essencial para o crescimento e
desenvolvimento normal do esqueleto. O valor diario para ingestdo € de 15
mg.13

Além dos elementos Zn e Cu, a determinacdo do valor das concentracdes
de cadmio (Cd) e chumbo (Pb) também foi avaliada neste trabalho para um

monitoramento das contaminacgdes por metais tdxicos na agua de coco.

Os metais Zn, Cd, Pb e Cu citados podem ser determinados em varias
matrizes usando técnicas voltamétricas e diversos tipos eletrodos de trabalho

14,15 16-18 hanotubos de carbono®® 2,

como os de mercurio, ouro~">, carbono vitreo
etc. No entanto, diante das recentes tecnologias de materiais eletrédicos
aplicados como eletrodo de trabalho, podemos citar o eletrodo de Diamante
Dopado com Boro (DDB), que vem se destacando a mais de duas décadas

dentre os materiais utilizados pela eletroquimica.?*2®

1.2 Aculturado coqueiro

O coqueiro é um dos principais recursos vegetais da humanidade sendo
considerado pelos pesquisadores como a arvore da vida, a planta de “mil e
uma” utilidades. Todas as suas partes, como raiz, caule, folha, inflorescéncia e
fruto sdo empregadas para fins artesanais, alimenticios, nutricionais,
agroindustriais, medicinais e biotecnoldgicos, entre outros. O seu cultivo se
destaca ndo s6 pelos aspectos econbmicos que proporciona, mas também
pelos ganhos sociais e ambientais advindos da exploracdo sustentavel dessa

cultura.?®
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1.2.1 Cultivo do Coqueiro no Mundo

A cultura do coco pode ser encontrada em mais de 200 paises. Porém,
sua exploragdo comercial se detém expressivamente em aproximadamente 90
desses paises. O principal objetivo do cultivo mundial € a obtencdo do 6leo e

coco seco desidratado, que possuem maiores aplicacdes na culinaria.?

A Organizacédo das NacgOes Unidas para Alimentacéo e Agricultura (sigla
FAO, do inglés Food and Agriculture Organization), na década de 70, indicou
que a producédo total mundial foi cerca de 26 milhdes de toneladas colhidos
numa area de 6,7 milhdes de hectares. Atualmente, a producdo circunda a
quantidade de 60 milhBes de toneladas em uma area colhida proxima a 12
milhdes de hectares. Porém, o que mais chamou a atencao foi o aumento
significativo, em termos de producdo por hectare (produtividade), que €
consequéncia do aprimoramento tecnoldgico dos sistemas de cultivo refletindo
no avanco da produtividade global.?® Os 5 principais paises sdo (em ordem
decrescente de producéo): Indonésia, Filipinas, india, Brasil e Sri Lanka.?*

O Brasil é o quarto pais do mundo na produc¢édo de frutos contribuindo

com cerca de 5% do total produzido.*

1.2.2 Cultivo do Coqueiro no Brasil

Y

A producdo brasileira se destina, basicamente, & agroindustria para a
producdo de coco ralado e leite de coco e, cada vez mais crescente, a 4gua de

coco.?®

O cultivo do coqueiro para a obtencdo da agua de coco tem aumentado
nos ultimos anos, o que o classifica como um mercado promissor com uma

forte tendéncia econdmica para o futuro.*

z

No que se refere ao comércio de derivados de coco, é importante
evidenciar que, até o ano passado, 0 crescimento interno e externo
mercadoldgico foi atribuido, principalmente, ao aumento da qualidade de vida e
saude da populacéo brasileira.?® Por esse e outros motivos, o setor é promissor

e alvo de investimentos milionarios.3!
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O crescimento da cultura do coqueiro no Brasil foi tdo evidente que de
2000 até 2008, sua posicdo na producdo mundial de cocos saltou de décimo
para quarto. Atualmente, essa condicdo de destaque do Brasil no cenario
mundial se sobressai ainda mais quando se compara aos paises da América

do Sul, regido na qual a produc&o brasileira é responsavel por 88%.°

A regido nordeste contribui com a maior producdo nacional de coco. No
entanto, o rendimento da cultura nessa regido, em termos de produtividade, é
menor do que em outras regides, como a sudeste. Esta situacdo decorre
principalmente do nivel tecnologico empregado, das variedades de coco
exploradas e de sua utilizacao final. No Nordeste, por exemplo, o cultivo de
coco e voltado para as espécies de coqueiro “Gigante” (Figura 1a) cujos frutos
sao, geralmente, destinados a producdo de coco seco com maior aplicacdo na
culinaria. A regido sudeste contém predominantemente o cultivo das espécies

de coqueiros “Andes” (Figura 1b) e “Hibridos” (Figura 1c).?

Figura 1. Coqueiros das variedades (a) gigante, (b) ana e (c) hibrido (uma mistura do coqueiro
gigante e an&o).?

As espécies de coqueiro ando (Figura 2a) e hibrido compdem uma cultura
voltada pra a obtencdo da &gua de coco ao passo que, 0 coqueiro gigante é
usado para a obtencao do coco seco (Figura 2b).%
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Figura 2. (a) Fruto do coqueiro “ando” para obtengdo da agua de coco. (b) fruto do coqueiro
“gigante” para obtencgéo do coco seco.”

Os principais estados brasileiros produtores séo (em ordem decrescente):
Bahia, Ceara, Sergipe, Par4, Espirito Santo, Pernambuco e Rio de Janeiro.
Porém, em termos de produtividade (frutos / hectare), o Rio de Janeiro e

Espirito Santo (ES) ganham destaque.?®
1.2.3 Cultivo do Coqueiro no estado do Espirito Santo

Em 2009, o estado do ES mantinha uma producdo de 158 milhdes de
frutos por ano. Essa estatistica posicionou o estado em 5° lugar na producéo
brasileira e o 2° na producdo de frutos por hectare (produtividade), atras
apenas do Rio de Janeiro.® Hoje, 0 ES permanece na 5° posicdo, porém, lidera
a produtividade do Brasil, reportando-o para uma condicdo de destaque

nacional.?®

Os municipios do ES pioneiros na cultura do coco foram: Sado Mateus,
Conceicéo da Barra, Vila Valério, Sdo Gabriel da Palha e Linhares (Figura 3).
Além disso, estes também sdo os principais contribuintes da regido sudeste a
qual detém 7,7% da area cultivada e, 15,6% da producao brasileira.?
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Conceigdo
o da Barra

Vila Valério

e S3o0 Mateus

Sao Gabriel da
Palha

------------------- .| Linhares

Figura 3. Distribui¢cdo da cocoicutura no estado do Espirito Santo em 2014.

O municipio de Sdo Mateus, no Espirito Santo tem a maior area plantada
da regido, com 15,2% do total, e quantidade produzida de 22,6% da producédo

regional.®

1.3 Técnicas analiticas para determinacdo de metais na agua de coco

A crescente demanda mercadolégica da agua de coco despertou em
pesquisadores de varias partes do mundo uma busca por métodos analiticos
capazes de avaliar caracteristicas sensoriais, parametros fisico-quimicos, bem
como a sua composi¢do orgéanica e inorganica de forma rapida e eficiente.
Nesse sentido, a eletroforese e as técnicas cromatograficas podem ser
empregadas para qualificar ou quantificar varios compostos organicos na agua
de coco.”*?* Por outro lado, 0os compostos inorganicos sdo, na maioria das

vezes, determinados por técnicas espectrométricas.”*2343°

Os metais K, Na, Mg e Ca, por exemplo, foram determinados na matriz

agua de coco por espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (sigla F

AAS, do inglés Flame Absorption Atomic Spectroscopy) por Jeganathan et al.>*

|.35

em 1992. Quatro anos mais tarde Santoso et a usaram a técnica de

espectrometria de emisséo atdbmica com plasma indutivamente acoplado (sigla
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ICP AES, do inglés Inductively Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometry)
para determinar Mg, K, Na, Ca, P, S, Mn, Fe, Zn, Cu, B e Al na mesma matriz.
Aleixo et al.** em 2000 determinaram a concentracéo de Selénio em agua de
coco e leite de coco industrializado utilizando a espectrometria de absorcao
atdmica em forno de grafite (sigla GF AAS, do inglés Graphite Furnace Atomic
Absorption Spectrometry). No ano de 2005, Sousa et al. determinaram Mg, Ca,

Mn, Fe, Zn e Cu em &gua de coco industrializada’® e natural®

por
espectrometria de emissdo o6tica com plasma indutivamente acoplado (sigla
ICP OES, do inglés Inductively Coupled Plasma Optical Emission

Spectrometry).

No entanto, as técnicas espectroanaliticas, anteriormente citadas,
possuem um custo elevado e tempos moderados de execucdo. Em
contrapartida, as técnicas eletroanaliticas, principalmente a voltametria, vem
sendo cada vez mais empregadas para obter informagdes fundamentais sobre
diversas substancias orgéanicas e inorganicas, inclusive espécies metélicas. A
sua aplicabilidade é ampla e vasta, com destaque para o seu emprego em
processos de oxirreducdo em varios meios; em processos de adsorcdo em
superficies e em mecanismo de transferéncia de elétrons, inclusive com a
utilizacéio de eletrodos de trabalho modificados.® Um aspecto desejavel das
técnicas voltamétricas € a possibilidade de sua aplicacdo direta na amostra
evitando o preparo da mesma.*® Essa caracteristica possibilita andlises com
materiais coloridos ou mesmo amostras turvas, como o caso da agua de coco,

que contém particulas sélidas dispersas.®

O uso de técnicas voltamétricas se baseia na relagdo direta entre a
concentracdo do analito e suas propriedades elétricas (corrente elétrica,
potencial, condutividade, resisténcia e carga). Aléem disso, essas técnicas sao
bem adequadas na quantificacéo das espécies de interesse em diversas areas,
pois as medidas propostas apresentam baixo nivel de complexidade, alta
sensibilidade, curto tempo de execugdo, baixo custo se comparados as

técnicas cromatogréficas e espectroscopicas.*®*

As técnicas eletroanaliticas tem se tornado cada vez mais sensiveis as

diversas espécies, fazendo com que os seus limites de deteccdo (LD) sejam
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comparadas as técnicas convencionais, usadas na analise de compostos

organicos e inorganicos em matrizes ambientais, biolégicas e em alimentos.>®
1.4 Técnicas Voltamétricas

Dentre as técnicas voltamétricas mais conhecidas, podemos destacar a
voltametria ciclica (VC), a voltametria de pulso diferencial (sigla DP, do

inglés, Differencial Pulse) e a voltametria de onda quadrada (SWV).

A voltametria ciclica é geralmente aplicada para uma investigacédo
qualitativa do sistema eletroguimico. As principais informacdes obtidas pela
VC, para posterior aplicacdo em técnicas de redissolucdo anddica (sera citada
no 1.4.4), sao: Reversibilidade do sistema; potencial minimo aplicado para pré-
concentrar o analito e regido de potencial onde ocorrem o0s picos da
redissolucdo (ou oxidacédo). Seu conceito envolve algumas particularidades

destacadas a sequir.
1.4.1 Voltametria ciclica

A Voltametria Ciclica € um método que proporciona uma varredura de
potencial (com velocidade constante) compreendido numa faixa delimitada por
dois potenciais preestabelecidos. Nestes potenciais, também chamados
primeiro e segundo potencial de vértice, ocorre a inversdo no sentido da
varredura. Com isso, estudam-se as reacfes eletroquimicas diretas e inversas
dadas pelos fendbmenos de oxidacdo e reducao, respectivamente.** A Figura 4a
mostra algumas variaveis da técnica e a Figura 4b um voltamograma genérico

para a voltametria ciclica.*?
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Figura 4. (a) relacéo entre potencial de excitagdo e 0 tempo e seus parametros experimentais
da voltametria ciclica e (b) um voltamograma ciclico genérico. Adaptado: Henze 2004.%

1.4.2 Voltametria de Pulso Diferencial

A voltametria de pulso foi inicialmente desenvolvida para suprimir a
contribuicdo das correntes capacitivas originadas da interface eletrodo-
eletrélito.** Por ser desenvolvida no século passado, a voltametria de pulso
diferencial cresceu acompanhada do eletrodo gotejante de mercurio (sigla
DME, do inglés Drop Mercury Electrode), visto que esse sistema possibilita
uma sincronia da queda da gota de mercurio com o final do pulso aplicado. Por
consequéncia, a corrente oriunda de processos meramente capacitivos foi

minimizada.**
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A DPV, ou voltametria de pulso diferencial, pode alcangar LD’s da ordem
de 1078 mol L71, limites estes menores que os da polarografia que néao

utilizavam o pulso.

A Figura 5 apresenta o sinal de excitacao aplicado no eletrodo de trabalho
para uma voltametria usando DPV.*® O potencial de amplitude pulso (AE,) €
aplicado sobre uma staircase (linha preta hachurada, L) durante um tempo (t,).
Além desses parametros, a DPV também possui parametros como tempo entre
cada um incremento de potencial (At;) e o proprio incremento de potencial
(AE).
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Figura 5. Sinais de excitagdo da voltametria de pulso diferencial. As varidveis dessa técnica
sé@o: amplitude de pulso (AE,); tempo de aplicagdo do pulso (t,); tempo do incremento de
potencial (At,); incremento de potencial (AE,). Adaptado: Henze (2004)*.

A resposta obtida por meio do voltamograma € dado pela altura do pico o
qual esta relacionada proporcionalmente com a concentra¢do do analito (Figura
6). O perfil do pico é obtido pelas medidas de corrente no final do patamar da
starcaise (i) e no final da aplicagcéo do pulso (i,), fazendo com que a resposta
seja uma diferenga de corrente obtida a cada pulso (Ai).*° A corrente de pico

(i,) € obtida pela altura do ponto maximo do pico até alinha de base.
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Figura426. Voltamograma de uma analise por voltametria de pulso diferencial. Adaptado: Henze
(2004)™.

1.4.3 Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada (sigla SWV, do inglés Square Wave
Voltammetry) se destaca entre as outras técnicas pela velocidade de varredura.
Ela foi inventada por Ramaley e Krause® e, posteriormente, ajustada por
Osteryoung, Turner e Christie.***’ Estes autores pensaram que a voltametria
de redissolucédo anddica com pulsos deveria ter menores limites de deteccdo
do que o método com varredura linear tradicional, pois, no primeiro caso, a
corrente € lida em um estagio de menor intensidade. Os autores reconhecem
também que com o pulso, parte da substancia que foi redissolvida é reposta
entre o intervalo dos pulsos. A velocidade de varredura atualmente proposta
possui valores maiores que 100 mVs~1.%

A Figura 7a mostra as medidas de corrente sendo realizadas apenas ao
final do pulso de potencial, onde a magnitude da corrente capacitiva ja esta
minimizada e a corrente faradaica ainda possui uma magnitude consideravel.
Isso porque a corrente capacitiva é proporcional a e %R¢ onde t é o tempo, R a
resisténcia a solucdo e ¢ a capacitancia da dupla camada, e a corrente
faradaica é proporcional a t=*/2, o decaimento da primeira, apos a aplicacdo do

pulso, € muito mais pronunciado que o da Ultima.*
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Figura 7. (a) Decaimento das correntes faradaicas e capacitivas em funcéo do tempo e (b)
sinal de excitagdo da onda quadrada: Amplitude de pulso (AE,); tempo de aplicagdo do pulso
(t,); frequéncia da onda quadrada (f); incremento de potencial (AEs); sinal de excitagcdo da
staircase (L). Adaptado: Henze (2004)42.

A Figura 7a traz o comportamento das correntes no decorrer da aplicacao
do pulso. O decaimento da corrente capacitiva € mais pronunciado que a
faradaica levando a uma melhor relacéo entre essas duas. A Figura 7b, contém
o sinal de excitacdo para a onda quadrada (em vermelho), bem como a

amostragem de corrente no final de cada pulso.

Na SWV, a forma com a qual o potencial é aplicado no eletrodo de
trabalho pode ser desmembrado em uma staircase (linha hachurada L em
forma de escada na Figura 7b) e uma onda quadrada. Os patamares da
staircase se diferem um dos outros por um incremento de potencial chamado
de AE,. Nesse sentido, cada um desses patamares comporta um ciclo de onda
quadrada que € executado em um tempo de 2 X t,. Logo, durante metade do
tempo (t,) de aplicacdo desse patamar, um potencial € acrescido (4E,) ao
passo que durante a outra metade o mesmo valor de potencial e subtraido. O
formato resultante dessas aplicacdes de pulsos corresponde a linha vermelha
da Figura 7b. O tempo total para que a onda quadrada realize um ciclo &
chamado de periodo e, por definicdo, o inverso do periodo € a frequéncia (f)

da onda.
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Para cada um desses ciclos, duas amostras de corrente sé@o lidas nos
momentos indicados com pontos solidos da Figura 7b (ou seja, no final de cada
pulso). Como pode-se observar, nesses pontos a relagcdo entre corrente
faradaicas e capacitivas € otimizada. A velocidade efetiva para uma analise por
SWYV é dada pelo produto do incremento de potencial com a frequéncia de
aplicacdo dos pulsos de potencial (4Eg-f). Sendo assim, tempos
experimentais muito curtos podem ser obtidos utilizando-se frequéncias

moderadas.>®
1.4.4 Voltametria de redissolucédo anddica

A voltametria de redissolucdo anddica (sigla ASV, do inglés Anodic
stripping voltammetry) foi utilizada pela primeira vez por Zbinden em 1931, ao
tentar determinar ions Cu®* eletrogravimetricamente depositando-o num
eletrodo de platina. Como a quantidade depositada era demasiadamente
pequena para ser determinada com exatiddo, Zbinden sugeriu inverter a
corrente e oxidar (ou “redissolver’) o cobre existente no eletrodo,
determinando-o quantitativamente através da corrente consumida durante o
processo.”® Desde entdo, iniciou-se os estudos com pré-concentracdo do

analito.*®%*

O procedimento de pré-concentracdo consiste no acumulo do analito no
eletrodo de trabalho por uma cronoamperometria, seguido de uma deteccdo
por alguma técnica voltamétrica, como por exemplo, a DPV ou SWV

supracitada.™

A técnica voltamétrica que utiliza o stripping anddico seguido de uma DPV
€ chamada de DPASV (do inglés, Differencial Pulse Anodic Stripping
Voltammetry) ao passo que a técnica que usa a SWV é chamada de SWASV
(do inglés, Square-Wave Anodic Stripping Voltammetry) ambas muito aplicadas
na determinacdo da concentracdo de espécies metélicas'®*1°6-8

LD na ordem de 1079 mol L=1.4°

por atingirem

Os passos da ASV sdo mostrados na Figura 8. Na secao (a) ocorre uma

pré-concentracdo (ou eletrodeposicao) na qual o analito € reduzido no eletrodo
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de trabalho a um potencial constante menor que seu potencial de reducao.

Essa etapa ocorre com agitagdo constante.*

Na secao (b) ocorre um periodo de repouso. Durante esse periodo, ndo
ha agitacdo, o que ocasiona uma queda na corrente catodica por falta de
conveccao do sistema. O potencial aplicado € constante e igual ao potencial
inicial da voltametria usada na redissolucdo. Desta maneira, a dupla camada
elétrica é “reorganizada” ao experimentar o novo campo elétrico gerado por
esse potencial aplicado. Por fim, € na secdo (c) que é aplicada as uma

voltametria de varredura, como a DPV, SWV, etc.

Com Agitagdo:S em A gitacgao
E,, — . DPV ou
' SWV
tempo —
dep :
~" i
tempo —+
__H"\.."
(a) (b) (c)

Figura 8. Etapas do método e curva de potencial versus corrente para determinacfes por
voltametria de redissolugdo anddica. Variaveis sdo: (a) potencial e tempo de pré-concentracao;
corrente de pico; (b) tempo de equilibrio; (c) etapa de determinagéo podendo ser DPV ou SWV,
sendo esta Ultima ilustrada na imagem. Adaptado: Henze (2004) 2,
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Contudo, um voltamograma da corrente versus potencial aplicado
proporciona o valor da corrente de pico (Ipico), exemplificado na secédo (c) da

anterior, o qual esta relacionado com a concentracgéo do analito.*?

Explorando a ASV, Brainina apresentou em 1971 um dos trabalhos mais
completos sobre o tema ao indicar o eletrolito suporte ideal, limites de deteccéo
entre outras informacdes relevantes para a determinacéo de varios analitos.
Ainda a época, o autor cita o uso do MFE (do inglés, Mercury Film Electrode)

como eletrodo de trabalho que ainda é usado.**
1.5 O mercurio como eletrodo de trabalho

O mercurio € um metal liquido a temperatura ambiente que pode ser
obtido com pureza analitica. Quando esse metal € aplicado como eletrodo de
trabalho, este proporciona superficies renovaveis e area de gota reprodutiveis.
Além disso, o0 Hg possui um elevado sobrepotencial de hidrogénio quando
comparado com a maioria dos outros eletrodos, o que facilita seu uso na

determinacdo de metais, principalmente os pesados.*
Atualmente, o eletrodo de mercurio opera em 3 modos.*
1.5.1 Modos do Eletrodo de Mercdurio

O DME é um modo do eletrodo de mercuario pioneiro e de simples
construcdo. Por isso, a elaboracdo da teoria da polarografia é, praticamente,
acompanhada do uso desse eletrodo. O gotejamento do mercurio é realizado
durante todo o tempo de varredura de potencial.®®®* A Figura 9a mostra o
aumento da éarea superficial até que a gota atinja um tamanho maximo e

desprenda do capilar.

O DME apresenta valores expressivos de correntes capacitivas quando
comparado as correntes advindas de processos de oxirredu¢cdo com o analito
de interesse (corrente faradaica). Nesse sentido, outros modos do eletrodo de
mercurio surgiram para melhorar a relacdo corrente faradaica e corrente
capacitiva, como o caso do SDME (do inglés, Static Drop Mercury Electrode).
Este modo do eletrodo de mercurio funciona similarmente ao DME (Figura 9a),

no entanto, a gota permanece estatica apos a sua formagao, como mostra a



35

Figura 9b. O potencial constante aplicado a essa gota, cuja area superficial
também constante, gera uma acomodacdo da dupla camada elétrica num
primeiro momento. Nessa perspectiva, a amostragem da corrente podera ser

realizada no final do tempo de vida da gota.**®?

(a) (b) »

Superficie
Superficie

»
/ r

— o

- » T . = ] w1

Aplicacdo do Potencial # Formagao da Gota AplicagBo do Potencial
40ms

LR

Figura 9. Area superficial da gota de mercurio formada versus tempo usando os modos (a)
DME e (b) SDME. Adaptado: Henze (2004)*.

No entanto, o DME e SDME consomem uma quantidade expressiva de
mercurio. Nessa perspectiva, outros modos do eletrodo de mercurio séo
utilizados, por exemplo, o HMDE (do inglés, Hanging Mercury Drop
Eletctrode).®? Esse modo de eletrodo forma uma pequenissima gota, semi-
esférica, que permanecem “penduradas” durante toda a medida. Com isso, 0
mercurio liquido torna-se um eletrodo estatico como os eletrodos sélidos
(Figura 10a), porém, renovavel com uma facilidade maior. Hoje, a automacao
instrumental é capaz de gerenciar a formacdo das gotas de mercurio de
maneira categérica, com grande reprodutibilidade superficial.** O uso do FME,
nas primeiras décadas da polarografia, permitiu a aplicacdo da pré-
concentracdo de analitos em conjunto com as atrativas propriedades
eletroquimicas do mercurio supracitadas. O FME é um eletrodo com éarea
superficial constante (Figura 10b), que era preparado reduzindo cétions de

mercUrio, numa superficie condutora e inerte.>53%4
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Figura 10. Area superficial da gota de mercurio formada vs. tempo quando se usa (a) 0 modo
HMDE e (b) um eletrodo sélido como o FME. Adaptado: Henze (2004)*.

Porém, como veremos a seguir, 0 emprego do mercurio como eletrodo de

trabalho possui um agravante, devido a sua alta toxicidade.
1.6 Atoxicidade do mercurio

Os efeitos toxicos de compostos de mercurio sdo discussdes relevantes
na area ambiental e da medicina moderna. Vale ressaltar que existem
diferengas substanciais na toxicidade entre mercurio elementar (metalico), sais

inorganicos e compostos organometalicos de mercurio.®®
1.6.1 Mercurio Metalico

O mercurio metélico possui pressao de vapor a 25 °C igual a 0,002
mmHg. Essa pressao quase dobra a cada 10 °C. Por isso, aumentando-se a
probabilidade de ser inalado pelas vias aéreas. Quando o vapor de mercurio €
inalado, este acumula no corpo, principalmente no sistema nervoso central,

local no qual sua acdo é mais pronunciada.®
1.6.2 Compostos inorganicos de mercurio

As toxicidades de sais de mercurio variam com a sua solubilidade.
Normalmente, o Hg () possui baixa solubilidade, logo, menor toxicidade
quando comparado a compostos de Hg (Il), os quais sdo mais soluveis. Por
iISS0, sais inorganicos de mercurio apresentam um risco muito maior que o Hg
elementar quando ingeridos, isso se deve a sua maior solubilidade em agua.
Nesse sentido, o dano causado pela dosagem letal de 0,5 g de cloreto de

mercurio (1) equivale a 100 g de mercurio metélico.®®
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1.6.3 Compostos organicos de Mercurio

Compostos de mercario organicos sdo grandes causadores de

envenenamento.®®

A grande toxicidade desses compostos € oriunda da sua solubilidade em
lipidios, componente da membrana externa celular. Uma dose oral ingerida
pode ser absorvida de 90 a 100%. Apds a absorcao, a distribuicdo exata no

organismo nao é muito clara.®

Por esses motivos, diversas alternativas tém sido propostas a fim de
substituir o mercario como eletrodo por outros materiais de menor toxicidade.
Nessa perspectiva, o eletrodo de diamante dopado com boro (DDB) pode ser
aplicado como eletrodo sélido em substituicAio aos eletrodos de

mercurio.??2325-27

1.7 O eletrodo de diamante dopado com boro como eletrodo de

trabalho

O diamante € a mais densa forma alotropica de carbono e, por isso, em
altas pressofes ele deve ser a forma mais estavel. Este raciocinio foi a base
para a sintese do diamante pelo crescimento em alta-pressao/alta-temperatura
(do inglés high-pressure/high-temperature, sigla HPHT) a qual mais se
assemelha ao processo de formacao natural do diamante. Esta técnica tem
sido utilizada na sintese comercial nos ultimos 40 anos. Varios outros estudos
sobre o crescimento do diamante em baixas pressdes foram realizados durante
os anos 60 e 70. Recentemente, o diamante sintético € produzido com sucesso
por deposicdo quimica a vapor (do inglés Chemical Vapor Deposition, sigla

CVD) a qual ocorre em baixa press&o.®®

Os dois métodos de producao citados diferem quanto aos parametros de
crescimento utilizados em cada processo. O meéetodo HPHT necessita de
temperaturas iguais ou maiores a 1670 K e de pressfes altissimas, da ordem
de 5 x 10 ° Pa. Por outro lado, o CVD trabalha com temperaturas de 1270 K e

pressdes subatmosféricas da ordem de 103 a 10 * Pa.?’
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O diamante natural tem, em geral, graos de formato octaédrico, enquanto
o diamante CVD apresenta dois planos preferenciais de crescimento de graos,
um em formato cubico e outro em formato octaédrico, como pode ser visto na

Figura 11.

(a) natural (b) HPHT {c) CVD

Figura 11. Morfologia do diamante obtido por diferentes métodos: (a) diamante natural; (b) alta-
presséol/alta-temperatura (HPHT); (c) deposi¢do quimica a partir da fase vapor (CVD).

O diamante HPHT apresenta grdos com cantos nao definidos, porém, é o
que mais se assemelha ao diamante natural. Em contrapartida, o diamante
CVD tem um custo menor dentre as trés morfologias. Vale ressaltar que varias
das propriedades do diamante, como condutividade térmica, resisténcia

elétrica, ndo variam com a orientacdo dos gréos.®’

Os filmes policristalinos crescidos pelo método CVD podem conter, em
sua rede cristalina, uma certa quantidade de impurezas provenientes de gases
nao totalmente eliminados do reator pelo vacuo, ou dos materiais usados no
reator. Além disso, podem ocorrer a formacédo de ligacdes sp? entre os proprios
atomos de carbono. A superficie do diamante tem uma camada terminal de
atomos de hidrogénio em estagios diferentes de estruturacdo superficial a qual

a mais estavel é apresentada na Figura 12.

Figura 12. Estrutura mono-hidreto com apenas um atomo de hidrogénio (0) é ligado a cada
carbono (O).

A utilizacdo de novas técnicas baseadas em reatores de alta poténcia
tornou-se mais comum e, pela primeira vez, no ano de 2000, foi possivel

produzir um pequeno pedaco de diamante, cerca de 200 mg, por menos de
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US$ 1,0.°” Depois disso, pesquisas comecaram no Japdo, Estados Unidos,
Franca, Suica e outros paises, sendo que, nos ultimos anos, 0 numero de

publicacées aumentaram consideravelmente.®®®’

Contudo, o diamante possui uma resistividade elevada para ser utilizado
como material semicondutor. Para contornar esse problema, dopou-se o
diamante com o elemento boro, fazendo alusdo ao diamante naturalmente
encontrado, chamado de llb, que possui caracteristicas resistivas 10 bilh6es de
vezes inferior aos outros tipos.®” Desta forma, varios niveis de dopagem de

boro no diamante foram estudados para fins eletroquimicos.®®

O primeiro trabalho sobre o diamante policristalino dopado com boro foi
publicado por Pleskov et al. (1987)%. Nas Ultimas décadas, esse material tem
se destacado como um possivel substituto do eletrodo de mercurio por possuir
propriedades atrativas que incluem uma extensa janela eletroquimica (—0,75V
a +2,35V versus eletrodo normal de hidrogénio, ENH), com destaque para as
regides de potencial negativo (a qual possibilita 0 seu uso na determinagéo de
espécie metalicas), baixas correntes capacitivas e grande resisténcia a varios

23,70-72

meios agressivos além de ser quimicamente inerte ndo poluindo,

portanto, o ambiente.”
1.8 Preparo de Amostras

As varias técnicas analiticas, tails como  espectrometria,
espectrofotometria, voltametria, potenciometria, requerem, geralmente,
amostras com o analito na forma dissolvida.’* Assim, o preparo de amostras é
uma etapa crucial perante as analises quimicas, visto que ela representa, em
média, cerca de 61% do tempo total do experimento e também pode ser
responsavel por aproximadamente 30% do erro total dos resultados.” Uma das
etapas mais importante do preparo de amostras é a digestdo, que promove a
mineralizagdo da matriz disponibilizando o analito. Essa etapa € base para a

determinacéo de varias espécies em diferentes matrizes.’®’’

A dissolucédo da matriz € um procedimento que converte 0s componentes
da amostra em espécies de menor complexidade. A maneira pela qual a

digestdo da matriz € realizada depende dos métodos analiticos utilizados na
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determinacao dos analitos. Por exemplo, certa quantidade de matéria organica
ndo destruida (mas dissolvidos) pode ser tolerada quando a solucéo resultante
€ analisada por métodos de andlise elementar que utilizam ICP (AES/OES ou
MS) e F AAS. No entanto, esse ndo é o caso quando sdo usados métodos de
voltametria ou espectrofotométricos. Os erros mais comuns acontecem quando
o analito é parcialmente incorporado numa molécula organica e, assim,
mascarado durante a determinacdo analitica. Nesses casos, se as espécies
ibnicas (ou livres) sdo necessarias para a determinacdo, a decomposicao
devera ser realizada até completa mineralizacdo.”* Porém, processos
demorados de digestdo em condi¢cdes extremas podem aumentar a chance de
contaminacdo, durante sua execucdo, e perda do analito por volatizacdo.”
Atualmente, métodos de digestdo assistida por micro-ondas (sigla MW, do
inglés Micro Wave) ou por ultrassom tém a capacidade de mineralizar as
amostras e disponibilizar os metais com eficiéncia em tempos relativamente
curtos. Porém, o aparelho de micro-ondas para digestdo de amostras envolve

um custo inicial muito maior em relacdo ao aparelho ultrassénico.”

Contudo, ha casos em que a solubilizacdo parcial da amostra com a
extracdo completa dos analito é suficiente para uma determinacdo precisa.*
Nessa perspectiva, as técnicas voltamétricas podem ser aplicadas para
especiacao de analitos sem preparo prévio da amostra chegando a resultados
de grande importancia para a comunidade cientifica.***’ Deste modo, as
informacgdes sobre a reatividade, mobilidade e biodisponibilidade de metais, por
exemplo, podem ser obtidas mediante a esses estudos de especiacdo com
determinacdo parcial das concentracdes.*® Porém, para uma determinacao
total, as técnicas eletroanaliticas devem ser antecedidas por algum preparo da

amostra tornando os analitos eletroativos.
1.8.1 Digestéo assistida por Ultrassom

A efichcia do banho ultrassbnico tem ganhado espagco na
mineralizacdo/extracdo de metais presentes na amostra. llander e Vaisanen®,
por exemplo, fizeram uma determinacdo de elementos toxicos em amostras de
cinzas. Os autores trataram 30 amostras simultaneamente em 18 minutos

utilizando uma solucédo agua régia e outra de acido fluoridrico. Além disso,
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Santos et al.®!

realizaram uma extracdo multielementar acida em amostras de
feijdo. Para as amostras de agua de coco, podemos citar o trabalho de Munoz
et al.’* onde os autores relataram que é possivel obter a concentracdo de zinco
total apés uma digestdo assistida por ultrassom (US), com resultados

comparaveis com a técnica de GF AAS.
1.8.2 Efeitos gerados pelo ultrassom

O ultrassom (US) € uma onda sonora com frequéncias maiores que a
faixa audivel para os seres humanos (20 kHz).®® O US é conhecido
principalmente por ter efeitos mecanicos através de super-agitacdo.®®* O seu
uso em é&reas cientificas tem aumentado nos ultimos anos com destaque para
a medicina e indUstria, as quais tiveram o maior impacto.® A area quimica, em
especial a quimica analitica, também tem incorporado a energia do US para
realizar tarefas desde uma simples limpeza de vidrarias até mesmo tarefas
mais sofisticadas envolvida no preparo de amostra como a digestdo, a
lixiviacéo, extracdo liquido-liquido, derivacao, etc.**%*

O US é transmitido por meio de qualquer substancia sélida, liquida ou
gasosa que possua propriedades elasticas. No liquido, quando a intensidade
do US é suficientemente elevada para criar compressdo e expansao das
moléculas, o ciclo de expansao pode criar bolhas ou cavidades no liquido. Isso
acontece quando a presséo negativa exercida pelo US excede a resisténcia da
ruptura local do liquido. Nessa perspectiva, o processo pelo qual as bolhas se
formam, crescem e sofrem colapso implosivo é conhecido como "cavitagdo". As

etapas envolvidas nesse processo sédo apresentadas na Figura 13.
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Figura 13. O desenvolvimento e colapso de bolhas de cavitacdo. Adaptada de Priego-Capote e
Castro® apud Castro e Lugue-Garcia (2002) e Mason e Lorimer (2002).
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A alta pressao e temperatura produzida pelo colapso das bolhas de
cavitagdo produzidas pelo US causam a formacgdo de radicais livres e varias
espécies de alta reatividade. A Tabela 3 apresenta as principais reacdes
ocorridas em agua quando aplicada por US. Algumas das espécies de radicais
gerados tém sido citados como potenciais agentes de destruicdo de poluentes
por possuir potenciais de oxirredugdo extremamente elevados como, por
exemplo, o de E° = + 2,8V dos radicais hidroxila (OH-).%

Tabela 3. Os principais radicais livres produzidos durante a aplicacdo de ultrassom em meio
aquoso.

H,O — OH- + H-

OH-+H- — H,;0

2 0OH 2 H,0,

OH-+OH- - H, + O,

2H-— H,

20H-20-+H,0

20-20;,

H,0O- + 2H- — H,0 + H,

H,0- + H,O- + O, — 2H,0,

HO- + H,O0 — H,0, + H-
Reac0fes adicionais na presencga de oxigénio:
0,—20:

0,+0-— 03

0O, +H:- — OOH-: (ou OH: + O)
O-+ O0OH- 2 OH- + O,

O-+H,0 — 2 OH-

2 O0OH: — H,0;, + O,

Fonte: Adaptado de Capote e Castro (2007).82

Além disso, o uso do peroxido de hidrogénio na digestdo assistida por
ultrassom gera uma gama de reagdes de alto poder oxidante que ajudam na

mineralizacdo da amostra.®
1.8.3 Dispositivos geradores de Ultrassom

Ha dois dispositivos geradores de US comumente usados para aplicacbes
no preparo de amostras: o banho ultrassdnico e a sonda ultrassénica. Esta
dltima, tem a vantagem de concentrar sua energia em uma regido de

amostragem, proporcionando uma maior eficiéncia da cavitacdo no liquido. No
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entanto, os banhos de ultrassom sao mais usados nos laboratérios. Eles tém
duas desvantagens que diminuem substancialmente a repetitividade e

reprodutibilidade experimental:®*-%°

e Falta de uniformidade na distribuicdo de energia do US (apenas uma
pequena fragdo do volume de liquido total nas imediacfes da fonte de
US experimenta a cavitacao);

e Diminuicdo da poténcia de US com o tempo.

Embora digestdo assistida por US ndo seja tdo estabelecida como a
digestao assistida por micro-ondas ou métodos classicos de digestéo (via seca
ou via umida), a energia do US pode ser usada para acelerar a digestdo de
uma grande variedade de amostras. Além disso, 0 uso dessa alternativa traz
beneficios como: a simplicidade de utilizagdo; os custos relativamente baixos;
maior seguranca, em comparacdo com 0s métodos convencionais; henhum
risco de evaporacao da mistura digerida; e aptidao para o trabalho baseado em

campo.?’

No entanto, o ideal, em determinac¢des analiticas de concentracdes tracgo,
seria negligenciar/reduzir a etapa do preparo de amostras minimizando: perdas
do analito por volatilizacdo, contamina¢des além do custo de analise, por exigir
menos trabalho técnico e consumo de reagentes. Nesse sentido, vale destacar
o trabalho de Sousa et al. (2005), que usou a técnica de ICP OES aplicando

apenas filtragdes e diluicdes.™

1.9 Espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES)

A técnica de emisséo optica com plasma indutivamente acoplado ou ICP
OES é uma poderosa ferramenta para determinacdo de elementos quimicos
numa gama de amostras. Com essa técnica, amostras aquosas sao injetadas
para o interior de um plasma que pode chegar a temperatura de 10.000 K.
Esse plasma é obtido por uma descarga elétrica num gas inerte (geralmente
argobnio). Nessa etapa, ocorre a ionizacdo do gas fornecendo uma populacao
de elétrons que séo induzido e mantido por um campo magnético oriundo de

um sistema de bobina e fonte de radiofrequéncia.®®®® As escolhas dos
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nebulizadores, camaras de nebulizacéo, visdo axial/radial, entre outros geram
uma gama de possibilidades de analises para diversos elementos,
principalmente metais. Os elementos atualmente analisaveis por ICP OES

estdo destacados na Figura 14, ou seja, quase toda a tabela periddica.

"'H ? He
*Li | Be - Comprimento de onda (nm) : fC "N |0 *F |"Ne
5?01784 3131-["37 il Gy | niimero atémico, elemento ZJDi??Z JDSiDSD
200 835 4— comprimento de onda Estado de ionizagdo
"Na ["M - P I=atomo neutro mAl [vsi [sp |55 |mq@l |=Ar
580502 | 280,271 l estado de ionizagao li=ion 1+ 396.153 | 251,611 | 213.617 | 180.660 |725.670
1 I I I 1

“K ["Ca [*Sc [*Ti |*V *Cr |*Mn [*Fe (“Co |*Ni [®Cu |"Zn |"Ga [*Ge [®"As *Se |®Br |"Kr
766.490 |393.366 | 361.383 [334.040 |200.880 |267.716 |257.610 |238.204 | 228,616 |231.604 | 327.303 | 206.200 | 417.206 | 265.118 | 188.970 | 196.026 | 863.866
I it 1 1 I it 1 it it it 1 it 1 1 1 1 1

“Rb |®Sr |®Y |“Zr “"Nb |*Mo (“Tc |“Ru |“Rh [“Pd ["Ag |“Cd |*In (*Sn |*Sb |*Te | 1 |*Xe
780.023 407.771 |371.029 |343.823 | 309418 [202.031 | 249.677 | 240272 | 343489 |340.458 | 328.068 | 228.804 | 230.606 | 180.927 | 206.836 | 214.281 | 178.215
I 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 i I I 1

“Cs |“Ba |"La |"Hf "Ta "W |"Re |["Os |"Ir [®Pt [® Au mHg “TI |*Pb |*Bi "Po |*At |®Rn
455.531 |455.403 |408.672 |264.141 | 226.230 |207.912 |197.248 | 228.226 | 224.268 |214.423 | 267.505 | 104.168 | 190.801 | 220353 | 223.06
I it 1 it 1 it I i it 1 1 i i i 1

“Fr |"Ra |"Ac

Limites de deteccao

*“Ce [*Pr [*Nd |"Pm |“Sm |"Eu_[(*Gd |*Th (® Y “Ho |* Er |*Tm |"Yb |" Lu <0.1ppb
413.764 (414311 [406.108 442.434 |381967 |342.247 350,917 | 353.170 |345.600 (337.271 |313.126 |32B.037 |261.542

i i i i i it it 1 i 1 i i it 0.1-1.0ppb
“Th ("Pa (% U |*Np [*Pu |"Am |*Cm |“Bk [*Cf |*Es |“Fm |"Md |™No |™Lr 1.0-10.0ppb
283730 (385,958 | 385.058 >10.0ppb

Figura 14. Elementos analisaveis por ICP OES. Adaptado: Fonte (2014)% apud Perkin Elmer®
(2008).

1.10 Planejamento e otimizag&o de experimentos

As técnicas espectroanaliticas e eletroanaliticas, anteriormente citadas,
podem apresentar um aumento significativo de sua performance a partir do uso

1991 Essa ferramenta estatistica explora as

da otimizacdo multivariada.
condi¢gBes experimentais do sistema com o minimo de experimentos possiveis
revelando, portanto, as contribuicbes das variaveis da técnica na resposta
analitica de forma muatua. Além disso, a otimizagdo aumenta a sensibilidade do
método, minimizando o efeito da matriz por possibilitar uma maior diluicdo da

amostra mantendo a concentracdo do analito ainda detectavel.?*

Nesse sentido, a otimizagdo multivariada pode empregar o planejamento
fatorial completo em uma etapa inicial, chamada de triagem, que seleciona as
variaveis experimentais que influenciam significativamente na resposta
analitica.®® As tabelas presentes nos itens 7.1.1 e 7.1.2 (em anexo) apresentam

as matrizes usadas para um planejamento fatorial completo 2 com seis (k = 6)
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e quatro (k = 4) variaveis, respectivamente. Com esse planejamento se obtem

as variaveis que mais influenciam na resposta analitica.®

Numa etapa seguinte, as variaveis mais significativas sdo otimizadas por
alguma ferramenta estatistica que geram modelos quadréticos, por exemplo, o
planejamento composto central (sigla CCD, do inglés Central Composite
Design).*®

O CCD é uma ampliacao do planejamento fatorial completo adicionado a
pontos axiais, também conhecido como planejamento em estrela e pontos

centrais, usados para estimar o erro padréo.*

O numero de experimentos a ser realizados na etapa de otimizacéo
usando o CCD é igual a 2 + 2k + n, onde k indica o nimero de variaveis
estudadas e 2% 2k e n sdo, respectivamente, os nimeros de experimentos
referentes ao planejamento fatorial completo, ao planejamento axial e ao ponto
central. As tabelas presentes nos itens 7.2.1 e 7.2.2 (em anexo) apresentam
duas matrizes CCD, para duas (k = 2) e trés (k = 3) variaveis, representadas

pelo planejamento fatorial 2¢ adicionado ao planejamento em estrela e a um

ponto central, onde a = V2k.%

No planejamento CCD, cada varidvel é estudada em 5 niveis distintos (0,
+1, —1, +a e —a) compondo a matriz do planejamento. Desta maneira, quando
0 numero de variaveis € igual a dois, os niveis codificados sao: 0, +1, —1,
+1,41 e —1,41. Por outro lado, quando o numero de variaveis é igual a trés, os
niveis sdo: 0, +1, —1, +1,68 e —1,68.%

AplOs a realizacdo dos experimentos, € estabelecida uma equacao
matematica que relaciona as variaveis a serem otimizadas (Xq), X), X@), etc.)
com a resposta analitica. Vale ressaltar que 0s experimentos devem ser

conduzidos em ordem aleatéria para evitar resultados tendenciosos. %

O modelo matematico polinomial gerado deve apresentar boas
estimativas para os coeficientes, fornecendo uma boa regressao e pouca falta
de ajuste. Nesse sentido, a analise de variancia (ANOVA) é empregada para a

validacdo desse modelo matematico, garantindo a adequacdo do mesmo as
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respostas obtidas experimentalmente e avaliando numericamente a qualidade

do seu ajuste.?®

Apés a validagdo do modelo matemético, a equacao pode ser expressada
graficamente através de uma superficie de resposta, que auxilia na escolha
visual dos valores das variaveis. Por outro lado, os valores otimizados podem,
também, ser obtidos aplicando derivadas parciais em relacdo as variaveis da
equacdo do planejamento CCD.% Nesse método, iguala-se as equacdes a zero
e o sistema de n equacgles e n incognitas é resolvido obtendo os valores do

ponto critico.*

A conversao dos valores codificados em valores reais (ou vice-versa) &

realizada com a Equacao 1, apresentada abaixo:*

(Zreal - Zmédia )
A7 Equacéo 1
(7)

Valor Codificado =

onde Z,., € 0 valor real da variavel, Z,¢4is € @ média dos valores dos

niveis +1 e —1 e AZ é a variacao entre os valores dos niveis +1 e —1.

Essas ferramentas estatisticas usadas no planejamento experimental, ja

foram empregadas para uma otimizacéo de métodos eletroanaliticos.*®
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OBJETIVO

O principal objetivo desse trabalho foi aprimorar uma metodologia

eletroquimica usando o DDB como eletrodo de trabalho para determinar metais

traco em amostras de adgua de coco natural e industrializada por SWASV.

Para isso, 0s seguintes objetivos especificos foram realizados:

v

Preparacdo e caracterizacdo do eletrodo de DDB empregado como

eletrodo de trabalho;

Avaliagcdo do desempenho dos eletrodos de DDB por meio de estudos de

limpeza e ativagéo;

Otimizacdo e caracterizacdo dos parametros responsaveis pelo

desempenho analitico da metodologia proposta;

Desenvolvimento de uma metodologia eletroquimica para determinacéo de

Zn, Cd, Pb e Cu livre e total na 4gua do coco;

Aprimoramento da metodologia de digestdo das amostras de agua de coco

assistida por ultrassom.

Verificacdo da metodologia eletroanalitica proposta comparando com a
técnica de ICP OES.



PROCEDIMENIO
EXPERIMENTAL
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e Solucdes

As solucbes empregadas nos experimentos foram preparadas a partir de
reagentes de grau analitico (listados na Tabela 4) utilizando agua ultrapura
(resistividade de 17 M2 cm 25 °C) obtida de um sistema de purificacdo com
osmose reversa (Quimis®). Todas as vidrarias foram descontaminadas, usando
solucédo 10% (v/v) de acido nitrico por 48 horas, e enxaguadas com agua de

osmose.

Tabela 4. Procedéncia e pureza dos reagentes utilizados.

Reagentes Procedéncia Teor
Acido Cloridrico (HCI) Vetec® 37%
Acido Nitrico (HNO3) Vetec® 65%
Peréxido de Hidrogénio (H,0,) Dinamica® 30%
Acido sulfarico (H,S0,) Pré-Quimios® 98%
Amonia Aquosa (NH (4q)) Pr6-Quimios® 25%
Ferricianeto de Potassio (K;[Fe(CN)g]) Cinética Quimica® 99,0%
Acetato de Zinco (Zn(CH;C00), - 2H,0) Merck® 99,0%
Cloreto de Cadmio (CdCl, - H,0) Nuclear® 95%
Acetato de Chumbo (Pb(CH;C00), - 3H,0) Merck® 99%
Acetato de Cobre (Cu(CH;C00), - H,0) Merck® 99,5%
Acetato de Sédio Anidro (CH;COONa) Isofar® 99%
Padréo de Zinco* Qhemis® 1000 mg L™*
Padrdo de Cadmio* Qhemis® 1000 mg L*
Padréo de Chumbo* Qhemis® 1000 mg L1
Padrdo de Cobre* Qhemis® 1000 mg L*

* Usado nas determinagdes por ICP OES

3.1.1 Solugdes padréo para os ensaios voltamétricos

As solucdes estoque comerciais destinadas para as analises
espectrométricas em meios aquosos usam, na maioria das vezes, nitratos
metélicos estabilizados em solucdo diluida de acido nitrico. No entanto, as
técnicas voltamétricas que usam o eletrodo DDB requerem o uso de solugfes a

base de sais ausentes de nitrato. Isso se da pela viabilidade do eletrodo de
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DDB reduzir nitrato a aménia diminuindo a eficiéncia da etapa de pré-

concentracdo dos metais durante a determinacéo eletroquimica.®”?®

Portanto, as solucdes estoque de Zn, Cd, Pb e Cu foram preparadas a
partir da dissolucéo dos sais de acetato de zinco, cloreto de cadmio, acetato de
chumbo e acetato de cobre, respectivamente, em agua ultrapura obtendo-se
uma concentracdo final préximo a 300mg L™1. As quatro solucdes foram
armazenadas sob refrigeracdo durante 6 meses. Neste periodo, duas
determinacdes das concentracdes destes analitos foram realizadas por ICP
OES, uma no inicio e outra no final do periodo de armazenamento. Com isso,
verificou-se a estabilidade das solugbes estoque durante a realizacdo dos
ensaios eletroquimicos. Por fim, as concentracdes de Zn, Cd, Pb e Cu, em
cada solucdo estoque foram iguais a (295 + 2); (287 + 1); (299 + 2);
(286 + 2) mg L1, respectivamente.

Uma solucdo estoque intermediaria mista foi preparada, diariamente, a
partir das quatro solugdes estoque supracitadas para se obter 1,00 mg L™! dos
analitos Zn, Cd, Pb e Cu em solucéo 0,2 % (v/v) de HCI. Neste trabalho,
sempre que for mencionado a adicdo dos analitos na célula eletroquimica,

subtende-se 0 uso desta solucdo estoque intermediaria.

Uma solugdo tampdo CH;COOH /CH;COONa (tampdo acetato)
1,0 mol L™ (pH 4,7) foi preparada e utilizada como eletrélito de suporte durante

as andlises eletroquimicas, de acordo com Hondrio et al. (2014).*®

Uma solucdo de acetato de sédio 1,7molL™! e amobnia aguosa
2,0 mol L™ foram usadas apds as digestdes para titular o HCI remanescente
até a formagdo de um tampdo acetato pH 4,7 e NH; /NH,Cl (tampao

amoniacal) pH 8,0, respectivamente.
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3.2 Instrumentacao Eletroanalitica

Para pesagem, utilizou-se uma balanca analitica digital Sartorius® modelo

ED224S com legibilidade da pesagem de 0,1 mg.

Os ensaios eletroquimicos foram realizados com um analisador
voltamétrico da Metrohm® modelo 797 VA Computrace. Todos os dados
gerados pelo programa foram tratados e disponibilizados na forma de gréaficos

utilizando o programa Origin 8.5 da Microcal®.

Um banho ultrassénico da marca Sonders® modelo SoniClean 6 foi usado
como gerador de ultrassom na frequéncia de 40 kHz. O ajuste automatico de
pH foi realizado usando um Titulador da marca Hanna Instruments® modelo HlI
902C.

3.2.1 Célulaeletroquimica

A célula eletroquimica utilizada é confeccionada em vidro borossilicato
com volume de trabalho entre 10 a 90 mL e tampa em policloreto de vinila
(PVC) contendo orificios para a acomodacdo dos eletrodos (eletrodo de
trabalho, auxiliar e referéncia), mangueira para desoxigenacdo com 0O Qas

inerte bem como um agitador conforme € ilustrado na Figura 15.

(a)(b)
(d)
Lyt

e

Figura 15. Representacao da célula eletroquimica: (a) eletrodo de referéncia, (b) eletrodo de
trabalho, (c) agitador (d) eletrodo auxiliar (e) entrada do gas inerte.

O sistema de eletrodos empregado nas determinacdes eletroquimicas é
composto por: um eletrodo auxiliar de platina (Pt) em formato cilindrico com

area geomeétrica proxima a 1 cm? pertencente a propria configuracédo padrdo do
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equipamento; um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl em KCI 3,0 mol L™, com
um valor de potencial de 240 mV contra eletrodo normal de hidrogénio (ENH); e
eletrodo de trabalho de diamante um dopado com boro com &rea geométrica
de 0,23 cm? e grau final de dopagem de “8000 ppm” de boro. Este eletrodo de

trabalho foi criado e adaptado (labmade) para operar no 797Computrace.
3.3 Construcao das curvas de adi¢cédo de analito

Para a construcdo das curvas de adicdo para cada analito, cada
quantidade de matéria de Zn, Cd, Pb e Cu adicionados a célula eletroquimica
devem gerar respectivas concentracdes finais dentro na faixa linear de
trabalho. Nesse sentido, usou-se uma solucdo estoque intermediaria de
concentracdo igual a 1,00mg L' de cada metal para realizar adicdes de
volumes entre 100 a 500 uL com o auxilio de uma micropipeta (Marca

Eppendorf®).
3.4 Amostra de agua de coco

Foram obtidas 5 amostras de agua de coco industrializadas, de diferentes
fabricantes, em embalagem Tetra Pak®. Outras 5 amostras de coco verde com

5 a 6 meses de maturacao foram obtidas no comércio de Vitéria/ES.

As amostras industrializadas foram mantidas na prépria embalagem de
origem. Por outro lado, as amostras naturais foram extraidas usando uma
haste de inox para abrir um orificio entre a casca e o interior do coco. Em
seguida, a amostra foi extraida com auxilio de uma seringa de vidro com

agulha em inox, descontaminados.

As amostras naturais foram armazenadas em frasco de polipropileno de
500 mL ao passo que as industriais foram mantidas na propria embalagem do
fabricante. Por fim, todas as amostras foram codificadas, segundo a Tabela 5,

e armazenadas sob refrigeracao (4 °C) durante 30 dias.



Tabela 5. Listagem da codificacdo para as 10 amostras de agua de coco e sua origem.
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Tipo Cddigo Procedéncia
Natural NA Sao Mateus/ES
Natural NB Sao Mateus/ES
Natural NC Varejo em Vitéria/lES
Natural ND Varejo em Vitéria/ES
Natural NE Varejo em Vitéria/ES

Industrializada 1A Fabricante A
Industrializada IB Fabricante B
Industrializada IC Fabricante C
Industrializada ID Fabricante D
Industrializada IE Fabricante E

3.5 Metodologia para digestdo das amostras de 4gua de coco

O procedimento de digestao abordado faz alusédo a metodologia proposta

por Munoz et al. (2007)**. No entanto, os volumes que compdem uma mistura

oxidante formada por HCI concentrado e H,0, 30% (v/v) foram estudados a fim

de se obter a melhor combinacédo desses reagentes com a maior eficiéncia. O

parametro avaliado para uma interpretacdo indireta dessa eficiéncia foi a

concentracdo de zinco por DPASV (que sera citada no 3.6). Nesse sentido, um

planejamento CCD tipo “estrela” para duas variaveis e trés pontos centrais

(totalizando 11 experimentos) foi adotado (matriz disponivel no item 7.2.1). Os

niveis minimo e maximo assumidos para as variaveis encontram-se na Tabela

6.

Tabela 6. Variaveis para otimizacao do processo de digestdo da agua de coco.

Variaveis

Volume HCI concentrado (mlL)
Volume H,0, 30% (v/v) (mL)

Nivel
Minimo Méximo
0,2 0,6
0,2 0,6

Cada experimento foi realizado em tubos Pyrex® autoclavaveis,

comumente usados em analises de demanda quimica de oxigénio (DQO).

Desta maneira, adicionou-se uma aliquota de 1,00 mL da amostra de agua de

coco industrializada (IA) e os volumes dos reagentes inerentes a cada um dos
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11 experimentos. O tubo fechado foi posicionado no centro do banho
ultrassonico e ultrassonicado durante 15 min. Ordinalmente, o tubo, ainda
fechado, foi colocado em banho-maria a 100 °C durante 7 min. Por fim, aliviou-
se a pressao interna, cuidadosamente, mantendo o tubo ainda em banho-maria

por 8 min, porém, com a tampa aberta para eliminar o peréxido remanescente.

Antes de ser submetida a analise eletroquimica por DPASYV, ja otimizada,
uma solugdo de acetato de sodio 1,7 mol L~ foi usada para titular o acido
cloridrico ndo consumido durante a digestdo. Desta maneira, e,
categoricamente, o excesso acido foi titulado com o auxilio de um titulador

automatico configurado para o end point o pH de trabalho 4,7.

Os célculos para determinar a concentracdo dos metais nas amostras de
agua de coco foram realizados levando em consideracdo a diluicio de cada

amostra.
3.6 Planejamento Experimental da DPASV usando eletrodo de mercuario

A DPASV com o eletrodo de mercurio (HMDE) foi usada nesse trabalho
para avaliar a eficiéncia da digestdo de maneira indireta quanto a quantificacéo
da concentracdo de zinco na solucdo digerida. Dessa maneira, visando
aperfeicoar o método, realizou-se um levantamento bibliografico para as

variaveis que mais influenciam na técnica,*®#"9%1%

Inicialmente, realizou-se uma etapa de triagem aplicando-se um
planejamento fatorial completo para 6 variaveis 26 (matriz disponivel no item
7.1.1 do anexo). Desta forma, o potencial de pré-concentragao (Eg4p), tempo
de pré-concentracéo (tq.p), amplitude do pulso (AE,), incremento de potencial
(AE), tempo do incremento de potencial (At,), e tempo de duracdo do pulso

(tpuiso) foram abordados nos niveis listados na Tabela 7.
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Tabela 7. Variaveis e niveis escolhidos para etapa de triagem para a DPASV usando o HMDE.

Variaveis Nivels

Minimo Méaximo
Potencial de pré-concentracdo (mV) —1200 —1150
Tempo de pré-concentragao (s) 30 120
Amplitude de pulso (mV) 20 60
Tempo de pulso (s) 0,02 0,05
Incremento de Potencial (mV) 3 6
Tempo de duracéo do Pulso (s) 0,1 0,5

As variaveis, tempo de pré-concentracdo, amplitude de pulso e tempo de
incremento de potencial foram submetidas a uma otimizacdo usando o

planejamento CCD 23 (matriz disponivel no item 7.2.2 do anexo).

Os valores otimizados da DPASV foram usados nas analises

eletroquimicas subsequentes.
3.7 Construcao do eletrodo com o filme de DDB

O eletrodo de trabalho foi montado usando um filme de diamante dopado
com boro fixado com solda eletrénica (Estanho: 63% e Chumbo: 37%) em um
fio de cobre para proporcionar contato elétrico com o equipamento. A estrutura
foi confeccionada em acrilico acomodando o filme diamante. As extremidades
foram cobertas com resina epdxi Araldite® Hobby deixando-se secar por 3 dias
(Figura 16).

= (a)
(b) %

| = ()

() % |

Figura 16. Eletrodo de diamante dopado com boro: (a) fio elétrico, (b) rolha para tubo de
ensaio em borracha, (c) estrutura em acrilico e (d) area ativa do diamante dopado com boro.
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O filme de DDB foi preparado no Centro Suico de Eletronica e de
Microtécnica (Neuchatel-Suica), sobre um substrato de silicio contendo um
filme de ouro na parte posterior para permitir o contato elétrico. Esse filme de
DDB foi sintetizado pela técnica HF-CVD (do inglés Hot Filament Chemical
Vapor Deposition), com temperatura de filamento compreendida entre 2440 e
2560 °C. A fase gasosa consistia em metano (CH4) com excesso de H;, sendo
0 gas de dopagem o trimetil-boro.

A limpeza e ativacdo do eletrodo do DDB foi realizada de acordo com

Suffredini et al.”?

(2004) e consiste no pré-tratamento anddico da superficie do
eletrodo em uma solucéo de acido sulfarico 0,5 mol L~ aplicando um potencial
de +3,0 V por 15 segundos, seguido de um pré-tratamento catodico aplicando
um potencial de —3,0 V por 45 segundos. O procedimento de limpeza-ativacéo
do DDB foi realizado de maneira automatizada com um aparato “labmade” de
limpezal/ativacado visando assegurar a confiabilidade e a reprodutibilidade dos

resultados experimentais.
3.8 Verificagcao do funcionamento do DDB

A caracterizagao inicial do sistema foi realizado aplicando a VC, com
velocidade de varredura de 100 mV s~!, em uma solucdo de ferricianeto de
potassio 160 umol Lt (diluido em H,SO4 0,5 mol L™1), previamente desaerada
por 10 minutos, a fim de se comprovar, junto a literatura’, a adaptacédo do
eletrodo de DDB no analisador voltamétrico para fins eletroanaliticos.

3.9 Construcao do Aparato para Limpeza/Ativacao

O aparato para limpeza e ativacdo do DDB foi construido usando uma
plataforma de prototipagem Arduino modelo Mega 2560 R3, display de cristal
liquido (sigla LCD, do inglés Liquid Crystal Display), servo motor modelo 960G,
motor de passo e sistema de émbolo, ventoinha adaptado para agitacéo,
eletrodo de platina como eletrodo auxiliar no processo de limpeza, além de

outros componentes eletrénicos basicos.

O sistema automatizado para limpeza/ativagdo encontra-se na Figura 17.

O seu custo foi de aproximadamente R$ 600,00 reais.
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Status: Ativando ™ 4 o

: ‘ Tempo: @1:14s ) Lt

Figura 17. Aparato para limpeza e ativagédo do eletrodo DDB: (a) bombeador do &cido sulfdrico
0,5mol L™ (solugéo de limpeza) para dentro da (b) célula eletroquimica; (c) eletrodo de DDB

em tratamento; (d) voltimetro para monitoramento do potencial aplicado; (e) display com
contagem regressiva e informagfes de estagio.

Um software com interface amigavel foi criado usando o Microsoft Visual
Studio 2013® exclusivamente para gerenciar remotamente varios dos
parametros pertinentes para a limpeza/ativagéo do eletrodo de DDB, tais como:
o tempo de aplicacdo dos potencias catdédicos e anddicos; o valor dos
potenciais; a velocidade de agitacdo; o numero de lavagens da célula onde é
realizada a limpeza eletroquimica contra eletrodo de platina. A interface

disponivel para o analista encontra-se na Figura 18.
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e Gerenciador - Limpador de Eletrodo =

Parta: || v Conectar Lavar Sistema

‘!_" Lavagens
- Agitacdo Magnética
Mimero de Lavagens: |1

50%

Wel. da Lavagem: |10 |5 B Velocidade
@ Tratamento Anddico
Voltagem Mominal da Limpeza
Tempo (seq). |60 3,0V
@ Tratamento Catddico
Usar AtivagSo: Voltagem MNominal da Ativacdo
Tempo (zeg). |180 3.0v
_U'_ Avisos Sonoro
Ativar
Limpar Eletrodo Reiniciar

Figura 18. Software criado para controlar os processos de limpeza e ativacdo do eletrodo DDB.

3.9.1 Verificagdo da repetitividade na limpeza/ativagdo do DDB

A verificagcdo da eficiéncia e repetitividade do processo de limpeza e
ativacado foram investigados realizando sete varreduras de onda quadrada em
cinco solucdes padrao de acido géalico com concentracdes de 0,6; 1,0; 0,5; 1,9 e
2,4mmol L™t em eletrélito suporte H,SO, 0,5molL™t. A avaliagdo dos
resultados foi realizada segundo os critérios de aceitacdo de repetitividade
orientado pelo Manual de Garantia da Qualidade Analitica (MAPA).'%

3.10 Planejamento Experimental da SWASV usando DDB

Para cada uma das varreduras por SWASV foi realizado o tratamento
eletroquimico no DDB utilizando o aparato supracitado. Além disso, 0s
experimentos foram conduzidos em ordem aleatoria para evitar medidas

tendenciosas oriundas de efeitos de memodria do eletrodo de DDB. Desta
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forma, a otimizacdo foi separada em parametros de pré-concentracdo e

parametros de varredura (SWV)
3.10.1 Otimizacéo dos parametros de pré-concentragcdo da SWASV

Na otimizagdo do potencial (E 4p) € do tempo (t4.p) da pré-concentragao,
as variaveis da SWYV foram fixadas em 100 Hz para a frequéncia, 50 mV para a
amplitude de pulso, 10 mV para o incremento de potencial e 0,10 mol L™! para
a concentracdo do eletrdlito suporte de tampéo acetato (pH 4,7). A solucéo
empregada nessa etapa foi composta por 5,00 mL da amostra de agua de coco
industrializada (IA) e 2,0 mL da solucdo estoque do eletrdlito suporte. Além
disso, foram adicionados 1,00 mL da solucdo estoque intermediaria de Zn, Cd,
Pb e Cu para fortificar o sistema com os analitos de interesse. A solugdo foi

aferida para um volume final de 20,0 mL com agua ultrapura.

Os valores das duas varidveis da pré-concentracdo (potencial e tempo)
foram otimizados aplicando o planejamento composto central (CCD) com duas
repeticbes dos pontos centrais totalizando 11 experimentos (matriz disponivel

no item 7.2.1 do anexo).

Tabela 8. Variaveis e niveis para a otimiza¢éo da pré-concentracdo da SWASV usando o DDB.

. Niveis
Variaveis — —
Minimo Maximo
Potencial de pré-concentragédo (mV) —1500 —1350
Tempo de pré-concentragdo (s) 30 240

3.10.2 Otimizacao dos parametros de varredura da SWASV

Para a otimizacdo dos parametros de varredura, a composi¢ao do sistema
e as variaveis ja otimizadas na pré-concentracdo foram usados.
Consequentemente, o potencial e o tempo de pré-concentragdo foram de

—1500 mV e 240 s, respectivamente.

As variaveis da SWV abordadas nesse trabalho estdo listadas na Tabela
9. Elas s&o relatadas na literatura por apresentarem influéncia no pico.*®* A
concentracdo do tampao acetato foi otimizada nessa etapa uma vez que 0O

efeito da queda-6mica’®* na SWV foi estudado por Mirceski et al.’** em 2001.
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Tabela 9. Variaveis e niveis para a otimizacédo da varredura da SWASV usando o DDB.

. Niveis
Variaveis — —
Minimo Maximo
Concentracéo do Tampao'® (mol L™1) 0,05 0,1
Incremento® (mV) 2,5 7,5
Amplitude®® (mV) 45 55
Frequéncia® (Hz) 90 110

Para uma avaliacdo das varidveis da SWV, aplicou-se o planejamento
fatorial 2* obtendo 16 experimentos (matriz disponivel no item 7.1.2 do anexo).
Em seguida, os valores das variaveis significativas, concentracdo do tampao
(€), incremento de potencial (AE), amplitude de pulso (AE,) foram otimizados
aplicando o planejamento CCD para 3 variaveis e 2 repeticdes do ponto central

totalizando 17 experimentos (matriz disponivel no item 7.2.2 do anexo).
3.11 Tratamento dos dados das etapas de otimizacao

Os valores das correntes de pico dos analitos Zn, Cd, Pb e Cu foram
primeiramente normalizados devido a discrepancia das intensidades entre cada
elemento. Nesse sentido, o maior valor de corrente assumido por um analito
recebeu o valor unitario e as demais correntes valores proporcionais a esse.'*
Por fim, a varidvel resposta (resposta unificada) usada na matriz da otimizacao,
foi dada pelo somatério dos quatro valores previamente normalizados.
Portanto, esta resposta unificada agrupa as correntes de pico proporcionando

uma otimizacao conjunta dos metais.

Todo o processo de triagem e otimizacdo dos experimentos foi executado
utilizando a versao teste do software Statistica 6.0 e OpenOffice Calc do suite

de aplicativos Open Office® para o processamento dos dados obtidos.
3.12 Determinacéo do LD e LQ da SWASV e DDB

As variaveis da SWASV otimizadas da Tabela 10 foram aplicadas as
solucdes estoque dos analitos cujas concentragdes variaram de 2 a 12 ug L™t
para cada metal em tamp&do acetato (pH 4,7) 0,206 mol L~!. Desta forma,

observou-se a menor concentracdo de analito capaz de gerar uma corrente de
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pico mensuravel (LDgyasy). Por outro lado, os limites de quantificacdo

(LQsw asy) foram obtidos multiplicando os respectivos LD por 3,3.*8
3.13 Linearidade e faixa de trabalho da SWASYV e eletrodo DDB

As linearidades de Zn, Cd, Pb e Cu foram obtidas pela construcdo das
curvas analiticas desses metais sob condi¢cdes da SWASV otimizadas. Desta
forma, pequenos volumes de uma solugdo contendo 585, 287, 299, 286 ug L™!
de Zn, Cd, Pb e Cu, respectivamente, foi adicionada a 20,0 mL de solug&o
tamp&do acetato 0,206 mol L™! com pH 4,7. A avaliacdo da linearidade foi
observada pelo coeficiente de correlacdo ao quadrado (r?) e o grafico de

residuos.

3.14 Determinacédo de Zn, Cd, Pb e Cu livres em agua de coco usando
SWASV e DDB

Para a analise dos metais naturalmente disponiveis na agua de coco
empregamos 0s parametros otimizados nas etapas anteriores. Uma aliquota de
5,00 mL de amostra foi adicionada a 4,12 mL de tamp&o acetato 1,0 mol L%, e
aferido para um volume final de 20,0 mL para obter uma concentracéo
otimizada de eletrdlito suporte equivalente a 0,206 mol L™. Em um segundo
momento, adicionou-se quatro aliguotas de 100 uL da solucdo estoque
intermediaria para construcdo da curva de adicao de analito dos metais Zn, Cd,

Pb e Cu. Os parametros da SWASYV usados estéo listados na Tabela 10.
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Tabela 10. Variaveis da SWASV e seus valores otimizados/definidos para a determinacao
simultanea de Zn, Cd, Pb e Cu.

Parametros Valores
Concentragdo do Tampéo (C) 0,206 mol L™t
pH 4,7
Incremento de Potencial (AEy) 11,56 mV
Frequéncia (f) 100 Hz
Velocidade da onda quadrada (f x AEy) 1156 mV s~1
Amplitude de Pulso (AE,) 55 mV
Potencial de pré-concentragao (Egep) —1500 mV
Tempo de pré-concentragao (tqep) 240 s
Janela eletroquimica de trabalho —1400 mV a +150 mV

3.15 Calculos para adicdo de analito na SWASV e DDB

Como o eletrodo de DDB necessita de limpeza e ativacdo durante cada
varredura, ndo é possivel usar os célculos de concentracbes dos analitos
diretamente com o software do analisador voltamétrico. Por outro lado, esse
software da Metrohm® disponibiliza os pontos de potenciais (eixo x) e correntes
(eixo y) de cada voltamograma em formato de texto, legivel em outros
programas. Nesse sentido, e para favorecer toda a adaptacdo com o eletrodo,
um software foi criado, para importar esses pontos (Figura 19a). Nessa etapa
de importagdo, é possivel determinar as correntes de pico de cada analito
estudado. Posteriormente, na interface do programa mostrado na Figura 19b, é
possivel calcular as concentracdes, visualizar o grafico de residuos e a
incertezas dos coeficientes da regresséo linear. Todas os calculos para o
ajuste linear, residuos, coeficiente de correlacdo foram escritos de acordo

105

Souza e Jungueira (2005)"" e validados com a reproducao total do contetdo

dos artigos Pimentel e Neto (1996)'%

(dados ndo mostrados). Por fim, esse
software torna as determinagcfes das concentracdes usando o eletrodo DDB

mais ageis.
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3.16 Determinacéao por ICP OES

As determinagbes dos elementos Zn, Cd, Pb e Cu foram realizadas
usando um ICP OES (Perkin Elmer, Modelo Optima 7000 DV, EUA). As
seguintes linhas espectrais foram usadas: Zn | (213,857nm), Cd |
(228,802 nm), Pb 11 (220,353 nm), Cu | (324,752 nm).

As amostras de agua de coco foram filtradas e diluidas de acordo com
Sousa et al. (2005)**%. Para isso, 2,00 mL da amostra foram coletados e
diluido em HNO3; (2%) (v/v) até um volume final de 10,0 mL. Os valores dos

parametros usados para a realizacdo das andlises estao listados na Tabela 11.

Tabela 11. CondicGes operacionais do ICP OES segundo SOUSA et al. (2005)***".

Camara de Nebulizacao Ciclonica Twiter
Nebulizador Mira Mist
Injetor de Alumina (mm L.D) 1,2

Tocha de Quartzo One Slot
Gerador de Radio Frequéncia (MHz) 40
Poténcia de radiofrequéncia (W) 1400

Fluxo gas de plasma (L min-) 15

Fluxo gas de nebulizacdo (L min-1) 0,6

Fluxo gas auxiliar (L min-1) 0,5

Taxa de aspiracdo da amostra (mL min-1) 1,0

Instrument stabilization delay (s) 40
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Caracterizacao eletroguimica do sistema por VC

Antes da construcéo do principal eletrodo com suporte em acrilico usado
neste trabalho, varios outros foram confeccionados usando, no lugar do
acrilico, placas de fenolite com face cobreadas de circuitos eletrénicos cobertas
com resina epoxi Araldite® Hobby (Figura 20a). Esse tipo de construcédo de
eletrodo tinha por inconveniéncia a pouca durabilidade que ocasionava, apos
algum tempo, infiltracdes da solucdo da célula eletroquimica entre a resina e o
filme DDB. Isto foi observado pela coloragcéo esverdeada da oxidacéo de cobre
da placa e pelos picos de cobre e chumbo (presente na solda eletrbnica) nos

voltamogramas.

Figura 20. Eletrodos construidos usando o filme de DDB em (a) base de placa cobreada e (b)
em acrilico.

Por outro lado, o eletrodo confeccionado em acrilico (Figura 20b) e com a
mesma resina epoxi, manteve apenas o filme condutor de DDB em contato
com a solucédo da célula eletroquimica. Uma visao frontal da juncdo DDB/resina
realizada com auxilio de uma microscopia 6ptica encontrada na Figura 21,
mostra a auséncia de vazios/defeitos na disposicdo da resina proporcionando
uma maior durabilidade do eletrodo montado com a base de acrilico. Deste
modo, podemos garantir que a solucdo da célula eletroquimica ndo entrara em
contato com a solda eletronica e o fio de cobre.



68

Resina

Filme de DDB

Figura 21. Microscopia ptica (20x) da junta DDB com a resina epéxi Araldite® Hobby.

Por se tratar de uma adaptacdo do eletrodo de DDB na configuracao
padrdo do equipamento, o funcionamento do sistema eletroquimico foi
verificado realizando uma VC em meio &cido sulfdrico 0,5 mol L~ encontrada
na Figura 22. Para este eletrélito de suporte, o eletrodo de diamante dopado
com “8000 ppm” de boro apresentou uma extensa janela eletroquimica
(—0,66 Va 1,90V vs Ag/AgCl) com pequenos valores de corrente capacitiva
num longo intervalo de potencial. A regido, no voltamograma, préxima a +1,6 V
mostra uma pequena corrente anédica que Mahé et al. (2005)** caracterizou
como pequenas quantidades de carbono sp? como impureza da superficie do

diamante.
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Figura 22. Voltamograma ciclico do eletrodo de diamante dopado de “8000 ppm” de boro em
acido sulfarico 0,5 mol L™. Velocidade de varredura de 100 mV s™.

O segundo passo da caracterizacdo do sistema eletroquimico foi a
realizacdo de uma VC, disponivel na Figura 23, de uma solucdo de
K3;[Fe(CN)¢] com concentracdo de 160 umol L™t em eletrélito de suporte acido
sulfarico 0,5 mol L™1. O sistema composto pelo ferricianeto é reversivel e bem
definido. Para a regido negativa de corrente (corrente catddica) ocorre a
reducdo do ferricianeto na superficie do eletrodo de acordo com a reacdo a

seqguir:

Fe(CN)>™ + e~ — Fe(CN)g*~ Erequcio = 419 mV

Na regido positiva de corrente (corrente anodica) ocorre a oxidacdo do

ferricianeto (reduzido anteriormente), como apresenta a seguinte reacao:

Fe(CN)*™ — Fe(CN)¢>™ + e~ Eoxidacao = 477 mV
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Figura 23. Voltamograma ciclico da (—) solucéo de Kj[Fe(CN)s] com concentragcdo de 160
umol L™ e o branco (—) 4cido sulftrico (H,SO4) 0,5 mol L™. Velocidade de varredura de 100

mV s,

A diferenca dos potenciais de oxidacdo e reducdo para um sistema

reversivel é dado por:'%’

AE = onidagao -

onde n é o nimero de elétrons envolvidos no processo de oxirreducao.

59mvV
n

E reducio =

Equacéo 2

No caso do ferricianeto de potassio, o n € igual a 1. Assim, temos que 0s

dados experimentais obtidos geraram uma diferenca de 58 mV. Valor este

coerente com o tedrico (59 mV) fornecido da Equacéo 2. Portanto, o sistema

esta apto para a realizacdo dos ensaios eletroquimicos seguintes.

No entanto, nem todas as reagfes sao reversiveis como as do ferricianeto

de potassio. Na pratica, uma voltametria realizada em uma amostra contendo

uma infinidade de compostos pode conter espécies com comportamento

irreversivel gerando subprodutos. Estes subprodutos podem ser adsorvidos na

superficie do eletrodo ou desencadear uma série de reacbes paralelas. Em

especial, a adsorcao na superficie do eletrodo pode causar efeito de memoria o



71

gue compromete a repetitividade das medidas voltamétricas. Nesse sentido, o
pré-tratamento anddico € empregado para limpeza eletroquimica da superficie
do filme de DDB por oxidagdo de moléculas adsorvidas. Em seguida, o pré-
tratamento catddico proporciona a formacdo de terminais superficiais de
hidrogénio (como na Figura 12 localizada na péagina 38) gerando uma
superficie mais condutora (ou mais ativa) melhorando a sensibilidade nas
determinacdes analiticas. Portanto, esse processo de pré-tratamento catodico
da superficie (ativacdo), proposto por Suffredini et al. (2004)"%, tem efeito

significativo na resposta do eletrodo DDB para aplicacdes analiticas.

4.2 Aparato “labmade” para limpeza e ativagdao do DDB

7

O eletrodo de DDB é um eletrodo de estado solido (EES) com
propriedades atrativas para as técnicas eletroanaliticas. Porém, as ASV de
redissolucdo anddica que usam um EES, por exemplo, possui um
procedimento manual de rotina para a limpeza do eletrodo antes da pré-
concentragdo e varredura. No caso especifico do DDB usado neste trabalho,
além de uma limpeza eletroquimica, uma ativacao eletroquimica também deve
ser aplicada. Nesse sentido, a repetitividade dos voltamogramas, mesmo
quando sujeitos as mesmas condi¢cdes, dependem da repetitividade do
tratamento dado ao eletrodo. Por fim, os tempos de aplicagdo dos potenciais de
limpeza/ativacdo ndo podem sofrer variacdo entre as medidas dos

voltamogramas.

Todo esse procedimento era realizado manualmente com o auxilio de um
crondmetro e um pequeno terminal de inversdo da polaridade (Figura 24).
Embora esse pequeno aparato fosse suficiente para o tratamento do DDB, ele
exigia total atencdo do operador ocasionando determinagdes mais trabalhosas
com pouca repetitividade dos voltamogramas. Muitas caracteristicas do
eletrodo de DDB superam as do eletrodo de mercurio, principalmente quanto a
toxicidade e sobrepotencial de hidrogénio: DDB —1500 mV'® contra Hg
—1200 mV*. Porém, a repetitividade dos voltamogramas obtidos pelo eletrodo

DDB é uma desvantagem em relacéo ao eletrodo de mercurio.
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Figura 24. Primeiro aparato construido para limpeza e ativacéo do eletrodo DDB.

Nesse sentido, um novo sistema mecanizado foi criado (Figura 25) para a
limpeza/ativagéo do eletrodo DDB. Com este segundo aparato, o eletrodo era
colocado na célula eletroquimica para promover a limpeza e ativagdo assistido
pelo software.

Figura 25. Segundo aparato construido para limpeza e ativa¢éo do eletrodo DDB.
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4.2.1 Repetitividade do eletrodo de DDB apos limpeza/ativacao

A eficiéncia do novo aparato foi investigada usando a SWV de cinco
solugbes de &cido galico em eletrélito de acido sulfarico 0,5mol L™! cujas
concentracbes variaram de 0,6 a 2,4 mmol L™1. Esse sistema € irreversivel e
compromete a limpeza do eletrodo. Entre cada voltamograma, foi realizado o
pré-tratamento para a limpeza/ativacdo do eletrodo DDB. As 35 leituras das
correntes de pico do acido galico encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12. Corrente de pico em fungdo da concentracdo das replicatas de &cido galico em
acido sulfarico 0,5 mol L™

T A A A A A A e 1) )
Padrao
Acido Galico
(mmol L™1) hd
0,59 53,3 54,3 55,0 56,0 56,0 55,3 55,7 55,1 1,0 1,8%
1,00 106,0 102,0 102,0 102,0 103,0 104,0 103,0 103,1 1,5 1,4%
1,48 162,0 164,0 1660 164,0 168,0 1640 167,0 165,0 2,1 1,3%
1,92 218,0 215,0 215,0 211,0 213,0 212,0 215,0 2141 2,3 1,1%
2,36 261,0 257,0 263,0 259,0 264,0 2650 2640 261,9 3,0 1,1%

Diante disso, os dados foram repetitiveis e a relacdo de concentracado

versus corrente de pico encontra-se nas Figura 26 a e b.
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Figura 26. (a) Voltamogramas de onda quadrada para a diferentes niveis de concentragdo do
padrdo acido galico em eletrdlito suporte de &cido sulfarico 0,5 mol L™ (f =100 Hz, AE, =
50 mV e V=100 mV s'l); (b) Curva analitica do acido gélico com todos os pontos de corrente.
Equacéo da reta: I, = 117,46 10 g6 [Acido Galico| — 0,0128 44 914 COM 72 = 0,9991.

A equacao obtida a partir de um ajuste linear dos minimos quadrados
para os pontos de corrente de pico da Figura 26b é, havendo boa linearidade e

disperséo dos residuos (Figura 27).
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Residuos / pA

060 090 120 150 1,80 210 240
[Acido Galico] / mmol L™

Figura 27. (a) Residuos da curva analitica do &cido gélico para os cinco niveis de
concentracao.

A eficiencia da limpeza/ativacdo foi avaliada indiretamente pela
variabilidade das corrente de pico aplicando os critérios de aceitacéo disponivel
no Manual de Garantia da Qualidade Analitica’®. Os valores do coeficiente de
variacdo (RSD;) de cada conjunto de dados (i) para os cinco niveis de
concentracdo foram obtidos (Tabela 12). Comparando-os com 0 RSDyrwitz

tedrico obtido pela Equacéo 3:

RSDyorwit; = 2017051090 Equac&o 3

onde k é a fragdo massica adimensional (g/g).

O desvio padrao relativo dos dados obtidos devera ser menor que 2/3 do
desvio padrao relativo da equacédo de Horwitz (Equacdo 3). Nesse sentido,
para cada nivel de concentracdo, o desvio padréao relativo calculado pelas 7
correntes de oxidacdo do acido gélico atenderam o critério de aceitacdo
(Tabela 13). Por fim, a limpeza/ativacao realizada pelo aparato “labmade” entre

cada uma das 35 SWV’s (5 niveis com 7 replicatas) foram repetitiveis.

Tabela 13. Avaliagdo da repetitividade para os 5 niveis de concentragao do &cido gélico.

Niveis Acido Galico RSD RSD Crzitério
(i) (mmol L™ 1) ! Horwitz — pSp, < 3 RSDorwiez

1 0,59 1,8% 8,0 % Aceito
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2 1,00 1,4% 7,4 % Aceito
3 1,48 1,3% 7,0 % Aceito
4 1,92 1,1% 6,7 % Aceito
5 2,36 1,1% 6,5% Aceito

Cada procedimento de tratamento do DDB consome cerca de 20mL da
solucédo de limpeza acido sulflrico 0,5mol L™ e tem um tempo total de 80

segundos.
4.3 Planejamento Experimental da SWASV usando DDB

Os parametros experimentais da SWASV que foram otimizados usando o
planejamento fatorial completo neste estudo, representam as principais
variaveis, que segundo a literatura, influenciam significativamente a corrente de

pico dos voltamogramas.3#10%1%8

4.3.1 Estudo do comportamento das variaveis da pré-concentragao

Para a otimizacdo das varidveis na etapa de pré-concentracao,

estabeleceu cinco niveis para as variaveis potencial (E 4¢p) € tempo (tgep), ONde
o nivel zero foi de —1450 mV para a variavel E4,, € 135 s para tq.,. A Tabela

14 apresenta a otimizacdo de duas variaveis com base na matriz do

planejamento composto central.
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Tabela 14. Matriz do planejamento CCD para a otimizagdo das variaveis Eg,, € tge, Na
determinacéo de Zn, Cd, Pb e Cu em agua de coco.

Potenc,ial de Tem po de
Ensaio concg:ﬁragéo conczﬁragéo Uﬁﬁ?(?;;;a
(mV) (s)

1 —1490 (-1) 61 (-1 1,185

2 —1410  (+1) 61 (=1 0,828 Planejamento

3 -1490 (-1) 209  (+1) 3,393 Fatorial

4 —1410 (+1) 209  (+1) 2,591

5 —1450  (0) 135 (0) 2,361

6 —1450 0 135 0 2,433 Ponto Central

7 —~1450  (0) 135 (0) 2,236

8 —-1510 (—1,41) 135 (0) 2,882

9 —1390 (+1,41) 135 (0) 1,873 o
Pontos Axiais

10 —1450  (0) 30 (—1,41) 0,623

11 —~1450  (0) 240 (+1,41) 3,477

Os valores entre parentes correspondem ao valor codificado.

O modelo polinomial quadratico que descreve uma relacdo entre as

variaveis otimizadas Eg4., € tg,, COM a resposta (corrente de pico) foi

estabelecida na Equacdo 4 a partir da matriz de planejamento CCD. Os

ensaios eletroanaliticos foram realizados aleatoriamente para ndo haver erros

estatisticos associados. A Equacao 4 apresenta o modelo algébrico usado para

otimizacao das variaveis x; (Egep), X2 (tdep)-

Y = by + by(x1) + by(x3) + b3(x1)* + by(x3)? + bs(x1x7)

Equacéo 4

Onde b, € o0 valor da média dos pontos centrais e b, até bs S0 0S

coeficientes do modelo a serem determinados. Os coeficientes da equacgéo do

modelo foram obtidos por meio da Equacéo 5:

b = (XX) Xty

Equacéo 5
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Onde X é a matriz de contraste, Xt é a transposta de X e a matriz Y é a
meédia das respostas unificadas. Sendo assim, a Equacdo 6 foi obtida para o

modelo de otimizagao de E 4ep € tgep:

2
lcodificada = 2,343 40,090 — 0,323 40,055 (Edep) B 0’037i0,065 (Edep)

5 Equacéo 6
+1,000 10,055 (taep) — 0,20040,066 (taep) — 0,200 40,078 (taep Edep)

Para a validacdo do ajuste do modelo desenvolvido na otimizacdo das
variaveis, foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA). A Tabela 15 apresenta a
validagéo do modelo matematico gerado para otimizagédo das variaveis Eg,), €

Laep-

Tabela 15. ANOVA e validagcdo do modelo matematico para a etapa de pré-concentracédo.

Fonte de Soma Graus de Média F F95%
Variagdo Quadratica liberdade Quadréatica calculado tabelado
Regressao 9,13 4 2,28 MQR

. =113,4 Fo¢ =453

Residuo 0,12072 6 0,0212 MQr

Faltade ;044 4 0,0252

AjUSte MQFajuste _ 2 54 F4_'2 = 19,25
Erro Puro 0,01987 2 0,0099 MQerr. Puro v

Total 9,25025 10

Variagao Explicada = 98, 69 %

Maxima de Variagdo Explicavel = 99,79%

MQR (Média Quadratica da Regressdo), MQr (Média Quadratica do Residuo), MQF
Quadratica da Falta de Ajuste) e MQ (Média Quadratica do Erro Puro).

(Média

ajuste

err. Puro

O Teste F foi aplicado para verificar a significancia da regressao, visto
que um F.4cuiado Maior que o F?jg/glado indica uma regressao forte e positiva e,
consequentemente, um modelo matematico que representa satisfatoriamente

seu experimento.®?

Desta maneira, com os dados obtidos pela tabela da ANOVA, verificou-se
gue o modelo matematico gerado € estatisticamente significativo, visto que o
Foaiculado da regressédo (113,4) é maior que 0 Figpeiado (4,53) @ um nivel de
confianca de 95%, e 4 e 6 graus de liberdade. Além disso, o ajuste quadratico
aplicado foi verificado analisando a falta de ajuste e o erro puro. Sendo assim,

o valor de F,qcuiado iQual a 2,54 € menor que o valor do Figpeiad0 (19,25) @ 95%
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de nivel de confianca com graus de liberdade de 4 e 2. Portanto, o modelo n&o

possui falta de ajuste.®*

A partir do modelo descrito pela Equacao 6 foi possivel gerar a superficie

de resposta (Figura 28) para os metais Zn, Cd, Pb e Cu, simultaneamente.

M -4

B <325
[]<2,25
[ <1,25
B < 0,25
B <-0,75

Figura 28. Superficie de resposta gerada pelo modelo matemético quadratico: otimizacdo das
variaveis E,,, € tq.p,€m funcdo corrente de pico unificada dos elementos Zn, Cd, Pb e Cu.

A etapa de pré-concentracdo proporciona uma maior sensibilidade na

determinacao da concentracdo dos metais. As duas variaveis estudadas nessa

7

etapa sdo: potencial de pré-concentracdo (Eg4p) € O tempo em que ele €

M-

aplicado (t4e,). Consequentemente, a etapa de triagem para duas variaveis
desnecessaria. Neste caso, essa otimizacdo foi realizada diretamente com o

planejamento CCD.

Para as analises voltamétricas que empregam a pré-concentracao, o
aumento de sensibilidade pode ser atribuido a quantidade de analito
depositado na superficie do eletrodo de trabalho. Portanto, espera-se que o
emprego de potenciais mais negativos aumente a sensibilidade da SWASV.*

Assim, o menor valor que pode ser assumido por E g, foi de —1500 mV, por ser
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0 menor potencial capaz de reduzir todos 0s quatro metais sem que houvesse
a reducdo dos ions H*. Contudo, esta reducdo compete com a reducédo dos
analitos, o que diminuiria a eficiéncia da pré-concentracdo. Em contrapartida,
—1400 mV é o maior valor de potencial capaz de depositar todos 0s metais,
inclusive 0 Zn, que dentre 0s quatro metais apresenta o maior potencial de

reducao.

Os niveis (—1,41 e +1,41) atribuidos para os valores de tg4., foram 30 e
240 s. A superficie de resposta mostra que valores elevados de t4., aumentam
a resposta unificada dos analitos. Porém, o tempo efetivo total de analise

também aumentaria, 0 que ndo é uma caracteristica atrativa para um método

analitico.

Assim, os pontos criticos foram estabelecidos em —1500mV para o

potencial de pré-concentracéo e 240 s para o tempo de pré-concentragao.
4.3.2 Estudo do comportamento das variaveis da SWV

Uma vez que os analitos Zn, Cd, Pb e Cu sé&o reduzidos no eletrodo de
trabalho, a segunda etapa (SWV) estabelece uma corrente de pico oriunda da
redissolucdo destes metais. Consequentemente, as varidveis da SWV que
influenciam consideravelmente na sensibilidade e seletividade do método foram

otimizadas neste trabalho.

A frequéncia (f) de aplicacdo dos pulsos de potencial, por exemplo, é
uma das mais importantes varidveis da SWV.*® Ela influencia
proporcionalmente na corrente de pico ocasionando maior sensibilidade do
meétodo. Por outro lado, em frequéncias maiores, a resolugcdo do pico é
reduzida quando esta perde o seu aspecto que, de maneira simplista, faz

alusdo a uma gaussiana.

A amplitude de pulso (AE,) na SWV aumenta a altura e largura do pico.
Nesse sentido, o0 aumento dessa corrente de pico pela amplitude de pulso é
desejado. Por outro lado, o alargamento do pico proporcionaria uma menor

seletividade ao sobrepor correntes de pico de analitos vizinhos.
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Em contrapartida, a velocidade de varredura da SWV é funcéo do produto
da frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potenciais (f) com o incremento de
potencial (AE;). Sendo assim, o incremento de potencial afeta a velocidade de
varredura da onda quadrada melhorando significativamente a sensibilidade das

analises.

Além dessas trés variaveis, a concentracdo do eletrélito suporte (C) foi

avaliada nessa etapa uma vez que, segundo Miréeski et al. (2001)*%

, & queda
O6hmica pode influenciar diretamente na SWV. Portanto, realizou-se um
planejamento fatorial completo do tipo 2%, isto €, 4 variaveis estudadas em 2

niveis cada uma.

No planejamento fatorial completo de uma determinagdo simultanea de
Zn, Cd, Pb e Cu, o uso de uma resposta unificada’®* das correntes de pico

pode ser empregado para uma triagem conjunta dos metais. Desta forma, a



82

Tabela 16 apresenta o valor experimental unificado para todos os metais.
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Tabela 16. Resultados experimentais obtidos na etapa de triagem para o valor da resposta

unificada
Concent[agéo Incremen'go de Amplitude de Frequéncia
Exp. Tampao Potencial pulso Uﬁﬁggds;%‘l
(mol L71) (mV) (mV) (Hz)
1 0,05 (-1 2,5 (-1 45 (-1 90 (-1 1,21
2 0,1 (+1) 25 (1) 45 (-1) 90 (-1 1,69
3 0,05 (-1 7,5 (+1) 45 (-1 90 (-1 2,15
4 0,1 (+1) 75 (+#1) 45 (=1) 90 (1) 3,20
5 0,05 (-1) 25 (-1) 55 (+#1) 90 (-1 1,54
6 0,1 (+1) 2,5 (-1 55 (+1) 90 (-1 1,85
7 0,05 (-1) 75 (+#1) 55 (+#1) 90 (-1 2,61
8 0,1 (+1) 75 (+#1) 55 (+#1) 90 (-1) 3,77
9 0,05 (-1) 25 (-1) 45 (=1) 110 (41 1,28
10 0,1 (+1) 25 (1) 45 (=1) 110 (+1) 1,74
11 0,05 (-1 75 (+1) 45 (=1) 110 (4+1) 2,48
12 0,1 (+1) 75 (+1) 45 (-1) 110 (+1) 3,34
13 0,05 (-1) 25 (=1) 55  (4+1) 110 (+1) 1,35
14 0,1 (+1) 25 (=1) 55 (+1) 110 (4+1) 2,00
15 0,05 (-1) 75 (+1) 55  (+1) 110 (4+1) 2,44
16 0,1 (+1) 75 (+#1) 55  (+1) 110 (+1) 4,00

Os valores entre parentes correspondem ao valor codificado.

A partir desta resposta unificada, calcularam-se os efeitos de cada

variavel para o sistema que é apresentado no diagrama de Pareto (Figura 29).
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(2) Incremento de Potencial |

(1) Concentragao do Tampao | 4,70
1:2} 4,22
(3) Amplitude de Pulso | 1,43 |
231 1,42
1:3F 1,03
(4) Frequéncia | -1,01
3:41 o902
14t o,8p
2:4 N

p=0,05

Efeito estimado padronizado
(valor absoluto)

Figura 29. Diagrama de Pareto resultante do planejamento fatorial completo para quatro
variaveis: Concentracdo do tampéo (C€); Incremento de potencial (AE,); Amplitude de pulso
(AEp); frequéncia da onda quadrada (f).

O diagrama de Pareto expressa as variaveis consideradas significativas a
95% de nivel de confianca. Além do mais, € possivel evidenciar a importancia
do incremento de potencial (AE;) e a concentracdo do tampdao acetato (€) uma
vez que, os mesmos influenciam individualmente e sinergicamente (interacéo

1: 2) na resposta unificada.

A gquarta variavel (frequéncia) pode ser desprezada dentro do dominio de
90 a 110 Hz uma vez que o efeito calculado (1,034) pode ser negligenciado
com 95% de confianga. Além disso, as interacdes da frequéncia com as outras
trés variaveis também obtiveram efeitos ndo significativos. Contrapondo o
resultado anterior, sabemos que a frequéncia € um parametro importante para
a SWV, porém, essa afirmativa ndo péde ser contemplada na etapa de triagem
tendo em vista o pequeno intervalo de frequéncia utilizado na otimizagdo dos

experimentos. Assim, o valor de frequéncia escolhido foi de 100 Hz.

Desta forma os parametros: concentracdo do tampéo (C), incremento de

potencial (AEs) e amplitude de pulso (AE,), foram significativos na etapa de
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triagem e foram otimizados utilizando o planejamento CCD. A Tabela 17 mostra
a matriz do planejamento com os 17 experimentos realizados e a respectiva

resposta unificada.

Tabela 17. Valores experimentais usados na otimizacéo e a resposta unificada.

Concentracédo do Incremento de Amplitude de R
Tampéo Potencial pulso Unief?cp:c;lsatl%“
(mol L71) (mV) (mV)
1 0,100 (-1) 5,0 (1) 40 (-1) 1,70
2 0,200 (+1) 5,0 (-1) 40 (1) 1,62
3 0,100 (-1) 10,0 (+1) 40 (-1) 2,38
4 0,200 (+1) 10,0 (+1) 40 (-1) 2,68 Planej.
5 0,100 (1) 5,0 (1) 70 (+1) 2,45 Fatorial
6 0,200 (+1) 5,0 (-1) 70 (+1) 2,29
7 0,100 (-1 10,0 (+1) 70 (+1) 3,39
8 0,200 (+1) 10,0 (+1) 70 (+1) 3,90
9 0,150 (0) 7,5 (0) 55 (0) 2,70 oot
10 0,150 (0) 7,5 (0) 55 (0) 2,70 Repeti.
do Ponto
11 0,150 0 7,5 0 55 (0) 2,68 Central
12 0,066 (—1,68) 7,5 (0) 55 (0) 2,45
13 0234  (+1,68) 7,5 (0) 55 (0) 2,54
14 0,150 (0) 3,3 (—1,68) 55 (0 1,56 Pontos
15 0,150 (0) 11,7  (+168) 55 (0) 3,49 Axials
16 0,150 (0) 7,5 (0) 30 (—1,68) 1,78
17 0,150 (0) 7,5 (0) 80  (+1,68) 3,29

Os valores entre parentes correspondem ao valor codificado.

A Equacdo 7 apresenta o modelo matematico quadrético para otimizagéo
C, AE, e AE,.

Leodificada = 2/68340,057 + 0,066,027 (€) + 0,561,027 (AE)

+ 0,456,026 (AE,) — 0,042.40 929 (€)? — 0,039 44,029 (AE)?
5 Equacao 7
— 0,027 40,020 (AE,)" + 0,126 19935 (C AE;)

+ 0,003,034 (CAE,) + 0,088,035 (AESAE))

onde que C é a concentracdo do tampédo acetato, AE; € 0 incremento de

potencial e AE,, € a amplitude de pulso.
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A validacdo do modelo gerado pela matriz de planejamento CCD foi

realizada com o auxilio da ANOVA, na Tabela 18.

Tabela 18. Tabela ANOVA para o planejamento CCD das variaveis da SWV e concentracdo de
tampéao acético.

Fonte de Soma Graus de Média F F95%
Variagdo Quadratica liberdade Quadratica calculado tabelado
Regressao 7,413 10 0,741 MQR
. = 65,81 F4,6 = 4‘,06
Residuo 0,0676 6 0,0113 MQr
Faltade 47 4 0,0104
Ajuste MQFgjyste F,, =19,25
— = 0,80 '
Erro Puro 0,0259 2 0,0129 MQorr. Puro
Total 7,4810 16

Variagdo Explicada = 99,0965 %
Maxima de Variagdo Explicavel = 99,6541 %

MQR (Média Quadratica da Regressdo), MQr (Média Quadratica do Residuo), MQF g5 (Média
Quadratica da Falta de Ajuste) e MQ ot puro (Média Quadratica do Erro Puro).

A partir da ANOVA, verifica-se que o modelo gerado é estatisticamente
significativo, visto que 0 F_.4icuiado da regressao (65,81) € maior que 0 Figperado
(4,06) a um nivel de confianga de 95 %, e 10 e 6 graus de liberdade. Além
disso, podemos também avaliar que o modelo quadratico aplicado esta
significativamente ajustado, pois 0 F,4;cuiad0 d0 e€rro puro (0,80) é menor que o
Feaicuiado (19,25) a um nivel de confianca de 95%, e 4 e 2 graus de

liberdade.%*%

Dada a aceitacdo do modelo obtido pela matriz de planejamento CCD,
foram plotadas trés curvas de nivel, conforme podemos visualizar na Figura
30.
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Figura 30. Comportamento da resposta unificada dos metais Zn, Cd, Pb e Cu por SWASV.
Superficie de resposta de (a) amplitude de pulso versus incremento de potencial (b) amplitude
de pulso versus concentracdo do tampao, e a interagdo do (c) incremento de potencial versus
concentracao do tampéao.

A metodologia da superficie de resposta nos auxilia ao ilustrar as
melhores condi¢cdes experimentais e o comportamento das variaveis sobre o
sistema. Desta forma, a obtencdo do ponto critico (ponto de maximo, neste
caso) dentro do dominio experimental confere ao método uma maior
sensibilidade.
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Por fim, os valores 6timos calculados pela Equacéo 7 e decodificados sdo
de 0,206 mol L™1 para a concentracdo do tampdao, 11,56 mV para o incremento

de potencial e 130,78 mV para a amplitude de pulso.

O valor calculado para a amplitude é aceito matematicamente, porém, na
pratica, valores elevados de amplitude acarretam num deslocamento do
potencial e alargamento do pico. Esse alargamento faz com que o método
perca seletividade ao superpor picos de analitos vizinhos. Logo, o ponto
escolhido para amplitude foi estabelecido em 55mV, por apresentar, em
conjunto com os outros valores otimizados, boa sensibilidade e seletividade.
Por fim, todos os valores para a SWASV usando o eletrodo DDB estéao

apresentados na Tabela 10.
4.4 Determinacao do limite de detecc¢ao e quantificacao

As variaveis da SWASV da Tabela 10 foram aplicadas nas solucfes
padrdes dos analitos cujas concentracdes variaram de 2 a 12 ug L~ para cada
metal em tamp&o acetato (pH 4,7) 0,206 mol L™1. Desta forma, observou-se a
menor concentragdo de analito capaz de gerar uma corrente de pico

mensuravel.

Os resultados obtidos para os limites de deteccdo e quantificacdo estédo
listados na Tabela 19. Diante desses dados, pdde-se observar que o Zn
apresentou o maior valor (4,4 ug L™1) e o Cu o menor valor (0,6 ug L™1) para o
LD.

Tabela 19. Valores de LD e LQ do método para a SWASV usando o eletrodo de DDB.

Analito Prifig%ﬁldie LD Le LDicp ors"
(mv) (ug L7Y) (ug L7Y) (ug L7Y)
Zn —980 44 14,5 0,19
cd ~750 4,2 13,9 0,25
Pb —380 3,0 9,9 1,6
Cu —90 0,6 2,0 2,6

(a) Asdeterminagdes usando ICP OES serdo citados no Item 4.5.
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Os LD listados para a SWASV correspondem a concentracao dos analitos

na célula eletroquimica.

Quando comparados os LD’s da SWASV (LDgy, 4sy) COM 0s obtidos por
ICP OES (LDicpogs), apenas o analito Cu apresentou seu valor de
concentracdo menor. Vale enfatizar que a determinacédo do LDgy 45, fOi obtido
pela menor concentracdo mensuravel dos analitos que péde ser distinguida da
corrente de fundo dos voltamogramas. Por outro lado, 0 LD;qp ogs SA0 obtidos a
partir de calculos estatisticos que envolvem a sensibilidade da curva analitica e

desvio-padrdo do branco.
45 Linearidade e faixa de trabalho da SWASV com eletrodo de DDB

Para determinar a linearidade e a faixa de trabalho da SWASV para os
quatro analitos, construiu-se quatro curvas analiticas a partir das correntes de
pico média dos voltamogramas apresentados na Figura 31. As concentracdes
das solucGes analisadas foram variadas de 15—90pug L™ para Zn e de
5—43 ug L™ para Cd, Pb e Cu.

250 | Branco Cu
— 200 pL
[ ——700pL
200+ — 1200 lJ,L
— 1700 pL
[ —— 2200 pL
150 b —— 2700 uL
3200 pL
| —3700 pL

50

-1200 -1000 -800 -600  -400  -200 0

E /mVvs. Ag/AgCl

Figura 31. Voltamogramas de onda quadrada para a adicbes de oito aliquotas de solugéo
padréo intermediario contendo Zn, Cd, Pb e Cu (concentracdes de 585, 287, 299, 286 ug L'l).
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A Figura 32a apresenta a variagdo das correntes de pico média em
func@o da concentracdo de cada analito e a Figura 32b é uma ampliacdo da
regido pontilhada da Figura 32a.
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o
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Figura 32. Curvas analiticas (a) para Zn, Cd, Pb e Cu e, para uma melhor visualizacao, (b) Zn,
Cd, Pb.

O inicio da faixa linear € dado pelo LDgy 45y As adicbes foram realizadas
até que ndo houvesse uma relagdo linear entre a corrente de pico e

concentracdo contemplado pelo gréfico de residuos (ndo mostrado). Nas
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Figura 32a e b, € possivel observar a perda da linearidade para os analitos.
Todas as faixas lineares apresentaram r? > 0,98 e grafico de residuos nédo
tendenciosos. As informacdes sobre as regressdes estdo disponiveis na Tabela
20.

O Zn apresenta a maior faixa de trabalho (Figura 32a). Os metais Cd e Pb
perdem rapidamente a linearidade acima de 25ug L™! por ocasionar um
alargamento nos seus respectivos picos. Por outro lado, até a concentracao de
90 ug L~! houve linearidade para o Zn. O Cu possui a maior sensibilidade, dado

0 seu maior coeficiente angular.

Tabela 20. Valores de LD e LQ do método para a SWASV usando o eletrodo de DDB.

Coef. Angular  Coef. Linear Faixa Linear
r? p — value ® »
(A L/ug) (1) (ug L™%)
Zn 0,397 + 0,022 -55+1,6 0,9915 p < 0,05 4,4 —90
Cd 0,448 + 0,035 —-1,27+ 0,64 0,9816 p < 0,05 42 — 26
Pb 0,595+0,039 -1,10+0,71 0,9872 p < 0,05 3,0 —26
Cu 3,984+ 0,11 10,4 + 2,7 0,9963 p < 0,05 0,6 — 35

(a) Caso p —value > 0,05 (ou seja, 95%) rejeita-se a hipotese de que a corrente de pico é
funcdo linear da concentracgao.

4.6 Determinacao total de Zn, Cd, Pb e Cu em &gua de coco por ICP
OES

A andlise da agua de coco por ICP OES foi realizada aplicando a
metodologia proposta por Sousa et al. (2003)** para comparar os resultados
com a SWASV deste trabalho. Os autores usaram o material de referéncia
certificado “Mixed Food Diet” e reportam algumas caracteristicas de
desempenho para método usando ICP OES. Por fim, as concentracdes de

macro e micro-nutrientes metéalicos em agua de coco foram reportadas.

Os coeficientes para um ajuste linear com o coeficiente linear
interceptando zero estao apresentados na Tabela 21. As curvas analiticas dos
quatro analitos assumiram bons coeficientes de correlagéo, todos maiores que
0,999. Além disso, os gréficos de residuos assumiram uma distribuicdo
aleatéria  ndo tendenciosa.’® Os limites de deteccdo obtidos

experimentalmente foram menores que o LD reportado por Souza et al.
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(2003)*® com excecéo do cobre. Vale ressaltar que as condi¢des instrumentais
usadas para as analises por ICP OES neste trabalho sdo as mesmas proposta
pelos autores.

Tabela 21. Caracteristicas de desempenho para a andlise das amostras de agua de coco
natural.

CO”? fclﬁ rlg:;taeod € Cﬁie: :_:.C;re Pa;[e gg?: LDicpoes LQicpoes LDpiter™
(Intensidade . L) (ntensidade) (4g 1Y)
mg
n 487100 0 0,9996 0,19 0,63 0,7
cd 623300 0 0,9994 0,25 0,83 0,6
Pb 30490 0 0,9994 1,6 5,3 11
Cu 1779000 0 0,9995 2,6 8,6 1,5

(a) O coeficiente linear foi forcado como zero por assumir valores negativos préoximos a -100.
Este valor de intensidade é negligenciavel quando comparado com o coeficiente de
inclinagdo.

As concentragOes dos 4 analitos para dez amostras encontram-se na Tabela
22.

Tabela 22. Concentracdes de Zn, Cd, Pb e Cu em amostras de 4gua de coco natural e
industrial analisadas por ICP OES.

Zn cd Pb Cu
Cddigo ug L1

NA 924 + 60 <13 <8 744 + 40
NB 531 + 40 <13 <8 90,0 + 0,3
NC 203+ 1 <13 <8 <13
ND 182+ 6 <13 <8 <13
NE 184,44 0,7 <13 <8 <13
1A 230 + 2 <13 <8 50+0,5®@
IB 216 + 2 <13 <8 <13
Ic 48,94 0,5 <13 <8 <13
ID 219,3+0,9 <13 <8 48,4 + 0,7
IE 238,7+0,1 <13 <8 61,8+ 0,9

(a) Valores correspondentes a estimativas de concentragido, por estarem abaixo do LQ, mas
acima do LD.109

As concentragfes de zinco e cobre nas amostras NA e NB do municipio

de S&o Mateus/ES s&o, no minimo, o dobro das outras amostras. As Figura 33
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mostram uma avaliacdo da concentracdo de Zn, Cd, Pb e Cu para as dez
amostras estudadas. Os metais Zn e Cu sdao comumente determinados na
matriz agua de coco, e suas concentracfes, segundo National Nutrient
Database for Standard Reference®, sdo préoximas a 1,0 e 0,4mglL™?,
respectivamente. No Brasil, a faixa encontrada para as concentragcao desses
dois metais sdo 0,4 a 0,18 mgL™! para o zinco. Por outro lado, as

concentracdes de cobre assumem valores menores que 6 ugL~.*?

3 zn

800 -{fi

Cu

600 {2

400 -}

Concentragéo / pg L1

200 i

NA NB NC ND NE IA
Amostras

Figura 33. Avaliacédo da concentragdo de Zn e Cu nas 10 amostras de 4gua de coco.

A Tabela 23 mostra as faixas de concentragéo para Zn, Cd, Pb e Cu para

a agua de coco natural e industrializada reportadas por alguns autores.

Nessa tabela, a concentracdo maxima para o Zn e Cu em amostras
naturais é obtida neste trabalho. Estes metais estdo presentes na composicao
dos fertilizantes, logo, sdo micronutrientes. Consequentemente, ha o acumulo
destes na agua de coco por parte do coqueiro. Desta maneira, podemos propor
que as amostras NA e NB apresentam uma maior concentracdo de Zn e Cu
visto que sdo oriundas do maior produtor por hectare da américa latina, o
municipio de Sdo Mateus/ES, e provavelmente devem empregar uma maior
quantidade de aditivos salinos na cocoicultura. Por outro lado, Cd e Pb ndo sé&o
geralmente determinados na agua de coco, porém, suas concentracdes devem

ser monitoradas por estes serem toxicos, mesmo em concentragdes infimas. O
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autor relatou que as concentracdes desses metais, determinadas por ICP OES,

foram menores que o seus LD'’s.

Ha uma variabilidade nas concentracdes dos analitos entre os autores. O
teor desses metais na agua de coco variam com o periodo de maturacao do
fruto e a estacdo do ano como estudado por Kwiatkowski et al. (2012)°. Estes
autores relatam que o Zn e Cu sofrem uma redugédo na concentragdo com o
aumento do tempo de desenvolvimento dos frutos. Segundo eles, o Cu sé
apresentou concentracdo mensuravel no verdo. Acredita-se que as elevadas
taxas de evaporacdo proporcionada pela temperatura média dessa estacao
diminuem o volume de &agua no interior do fruto, o que ocasiona uma pré-
concentragao.

Tabela 23. Concentragdo de Zn, Cd, Pb, Cu reportados na literatura para a dgua de coco
natural e industrializada.

Zn cd Pb Cu

Autor(es
(es) Nat. Ind. Nat. Ind. Nat. Ind. Nat. Ind.

Este Trabalho 491 —984 48 — 239 <025 <025 <16 <16 90 — 704 0—-63
110

Naozuka 400—480 350-630  ND ND ND ND  26-36 40-—130
Kwiatkowski® 140 — 520 ND ND ND ND ND 0—270 ND
Munoz** 302-508  95-311 ND ND ND ND < 0,03 < 0,03
Sousa'® 40-180  200-360 <6 <1 <111 <96 90 — 190®
USDA® 100 @ ND ND ND ND 40@

(a) Tipo de amostra ndo identificada como natural ou industrializada.

Nat.: Natural; Ind.: Industrializada; ND: Nao determinado no trabalho;

4.7 Determinacdo de Zn, Cd, Pb e Cu livres em &gua de coco por
SWASV

A principal vantagem da voltametria em relagcdo as outras técnicas é a
possibilidade de analise da amostra com pouco ou nenhuma etapa de extracao
e/ou separacdo.®®3 No entanto, a determinacdo da concentracéo total s6 é
possivel se todo o metal estiver 1abil. Nesse sentido, a voltametria tem sido
usada para estudo da especiacdo quimica.>**’ Esta é tdo importante quando a
quantificacdo do teor total de um analito. Alguns autores, por exemplo,
consideram que espécies labeis apresentam maior biodisponibilidade aos
organismos e, por isso, a concentracdo das formas possiveis de um analito

deve ser mensurada.'*!
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Na agua de coco, uma fracdo da quantidade total de zinco esta disponivel
na forma I4bil e a outra parte esta combinado a outras moléculas,

principalmente as organicas.™

Na determinacdo da concentracdo labil, os valores otimizados das
variaveis da SWASV foram aplicados nas amostras de agua de coco IA
(industrializada), sem qualquer tratamento prévio. Munoz et al. (2007)** relatam
gue a proposta inicial do trabalho era a determinacéo de Zn e Cu diretamente
na amostra sem adicdo de eletrolito suporte e diluicdo prévia. No entanto, 0s
autores informam que mesmo com procedimentos de filtracbes da amostra, o
eletrodo de filme de mercurio (usado para o Zn) sofria envenenamento,
possivelmente pela forte adsorcdo de moléculas organicas. Além disso, o
mesmo comportamento era observado no eletrodo de ouro (para determinacao
de Cu).

Por outro lado, essa anomalia ndo foi observada neste trabalho por ser
usado o eletrodo DDB em conjunto com o aparato de limpeza/ativagédo. Logo,

foi possivel determinar a concentracado de Zn e Cu livres, simultaneamente.
A Tabela 24 apresenta as correntes de pico média (Igico™) para as curvas

de adicdo de analito.

Tabela 24. Corrente de pico média (Ig}ﬁgi") e 0 desvio padrao (DP) obtidos ap6s construcéo da

curva de adi¢Bes de padrdo na agua de coco IA.

Solugéo Padréo Zn Cd Pb Cu

Intermediaria I;’}iﬁi“ DP I;r;e;gia DP Igtiigia DP Igtl,fzgia DP
(nL) (uA)

0 1,37 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 1,92 0,15

200 1,53 0,13 1,31 0,07 1,64 0,03 3,86 0,13

400 1,75 0,02 3,57 0,19 3,82 0,02 5,69 0,08

600 1,90 0,16 5,28 0,42 6,31 0,18 7,50 0,13

800 2,34 0,34 5,90 0,68 8,70 0,21 9,07 0,31

Como pode ser observado na Figura 34, os sinais de corrente de pico
associados ao Cd e Pb nédo foram detectados, porém, suas curvas de adi¢do

de analito estdo disponiveis na Figura 35b e c, respectivamente. A curva de
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adicdo de analito do Zn e Cu estdo apresentadas na Figura 35a e d,

respectivamente.
80
Branco
Amostra
70  ——200u
—— 400 uL
—— 600 ul
——800 L
<
3
~~
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Figura 34. Voltamograma obtido pela SWASV da amostra de agua de coco industrializada 1A
em eletrélito suporte tampéo acetato de sédio pH 4,7. Fator de diluigdo: 4 vezes.
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Figura 35. Curva de adicdo de padrao de (a) zinco; (b) cadmio; (c) chumbo e (d) cobre
para a amostra IA (industrializada).

Todas as curvas citadas anteriormente tiveram r2 > 0,99, indicando boa

linearidade nesta faixa de trabalho.

Para a expressao final das concentracdes de Zn e Cu da Tabela 25, o
fator de diluicdo (5,00 mL da amostra para 20,0 mL da célula eletroquimica) foi
considerado.

Tabela 25. Determinacgéo livre usando SWASV e total usando ICP OES em agua de coco
industrializada (1A).

) Concentragcdo SWASV Concentracéo ICP OES
Analitos ) )
(ng L) (ng L)
Zn 85,8+ 4,2 230+ 2
cd < 16,8 <13
Pb <12 <8
Cu 7,7+ 0,6 50+0,5

Por outro lado, as duas principais técnicas espectrométricas usadas para
a andlise total de micronutrientes metalicos em agua de coco, ja reportadas na
literatura, sdo: GF AAS™ e o ICP OES'**. Ambas as técnicas fornecem
energia térmica suficiente para degradar a amostra de maneira a atomizar (GF

AAS) ou atomizar/ionizar (ICP OES) todo o analito presente. Desta forma, a
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concentracdo de Zn encontrados por SWASV séo inferiores os da técnica de
ICP OES. Além disso, o valor de concentragéo para o Cu obtido por ICP OES é
menor que o seu LQ,cpors (8,6 ug L™1). Logo, este resultado é uma estimativa
da concentracdo ndo representando, portanto, a concentracao real. Entdo, é
razoavel presumir que as duas concentracdes para Cu sao proximas e parte
dos analitos encontram-se de fato ligados a compostos nao eletroativos para a
SWASV. '3

Visando determinar a concentracdo de Zn, Cd, Pb e Cu total, igualmente
obtido pela técnica de ICP OES, usando voltametria, uma digestdo similar a
proposta pelos autores Munoz et al. (2007)** foi aplicada na amostra de agua

de coco (que sera citada no item 4.9 na pagina 107).

A eficiencia dessa digestdo foi avaliada de maneira indireta pela
concentracdo de zinco disponivel apdés a digestdo, aplicando a DPASV e o
eletrodo de mercurio HMDE. Esse modo de eletrodo de gota pendente é o que
mais se assemelha (dentre os modos DME, SMDE e HMDE, disponiveis pelo
analisador voltamétrico) ao eletrodo FME usado pelos autores. Além disso, 0
uso do HMDE e DPASV ¢é relativamente rapido por ser totalmente
automatizado. A renovacdo de cada gota com boa reprodutibilidade superficial
facilita a determinacgéo de varios analitos.

A literatura reporta inUmeros trabalhos que aplicaram essa técnica em
diferentes tipos de matrizes. Por fim, trés fatores motivaram a otimizacdo da
DPASV, a saber: (i) usa-la na avaliacdo da eficiéncia da digestdo; (ii) servir
como método voltamétrico comparativo com a SWASV empregando o eletrodo
DDB; (iii) e servir como sugestdo de aula prética para a disciplina de andlise

instrumental ministrada nesta universidade.
4.8 Planejamento Experimental da DPASV usando eletrodo de mercurio

Como foi visto anteriormente, a DPASV € uma técnica voltamétrica similar
a SWASV, no tocante a andlise por redissolugdo anddica. Porém, as suas
variaveis experimentais da etapa de varredura sdo diferentes. Nessa
perspectiva, alguns trabalhos citados na literatura auxiliaram na escolha das

variaveis que mais influenciam a corrente de pico obtida por essa técnica. Ylce
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et al. (2011)*!, por exemplo, realizaram experimentos de DPASV variando o

potencial (E 4¢p) € tempo (t4.p) de pré-concentragéo para determinacgéo de Pb.

Usando essa mesma técnica voltamétrica, Opoka et al. (2011)'®°
estudaram a significancia da amplitude (AE,) e o tempo de aplicagdo dos
pulsos (t,) para determinagdo de Zn e Cu em suco e mucosa gastrica de ratos.
Além disso, Ugo et al. (1997)'° relataram que a velocidade de varredura é,
também, uma variadvel importante para a DPASV. Essa velocidade depende do

incremento de potencial (AE) e do tempo de incremento de potencial (At;).

Desta forma, as seis variaveis, AEg, AEp, tyyise, Ats, Egep € tgep foram

submetidas a um planejamento fatorial completo (2° = 64) para explorar as
variaveis que mais influenciam na DPASV. Esse planejamento € valido uma
vez que, 6 variaveis gerariam muitos experimentos na etapa do planejamento
CCD, aplicado na sequéncia. Por outro lado, o uso do DPASV e HMDE é
totalmente automatizado e ndo consome a solugcéo da célula eletroquimica. Por
isso, se realizou o planejamento fatorial completo e ndo apenas o fracionado.
Na pratica, a realizacdo dos 64 experimentos exigiu um pouco mais que 2

horas. Todas as correntes de pico do zinco dessa etapa estdo na Tabela 26.
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Tabela 26. Corrente de pico (I,;.,) de Zn para cada experimento (Exp.) obtido pela matriz do
planejamento fatorial completo.

Exp. Ipico  Exp. Lyico Exp. Ipico Exp. Ipico
nA nA nA nA
1 4,53 17 5,76 33 3,42 49 2,40
2 4,54 18 5,86 34 1,77 50 2,07
3 16,90 19 21,30 35 4,57 51 9,20
4 18,80 20 21,70 36 5,31 52 8,00
5 15,10 21 20,60 37 9,69 53 12,90
6 15,20 22 22,90 38 10,20 54 14,00
7 57,90 23 74,40 39 28,40 55 46,40
8 67,20 24 84,70 40 31,70 56 53,90
9 3,34 25 4,52 41 1,61 57 2,23
10 3,89 26 5,28 42 2,02 58 2,69
11 13,70 27 15,90 43 8,08 59 7,63
12 16,10 28 17,50 44 6,25 60 10,10
13 7,77 29 11,60 45 7,38 61 12,30
14 8,05 30 12,70 46 7,95 62 10,50
15 36,50 31 42,70 47 26,20 63 38,60
16 40,60 32 56,00 48 24,50 64 44,60

O resultado do planejamento fatorial

completo pode ser

melhor

interpretado com o auxilio do diagrama de Pareto (Figura 36) o qual denota a

significAncia de cada variavel na resposta de corrente de pico do zinco.
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(2) Tempo de pré-conc. | ‘8,94

(4) Amplitude de pulso | ‘8,88

(6) Tempo do Incr. de potenc. | ‘-3.79

(3) Tempo de pulso | ‘-2.46

(5) Incremento de pot. | ‘2,45

(1) Potencial de pré-conc. | -0,8(

p=0,05

Efeito estimado padronizado
(valor absoluto)

Figura 36. Diagrama de Pareto resultante do planejamento fatorial completo 2° (sem
interacdes) das variaveis da DPASV.

A partir desse gréfico pode-se observar que os parametros a esquerda da
linha de p = 0,05 (que delimita o limite de confianca de 95 %) nado tem efeitos
significativos para a técnica. Por outro lado, aqueles que assumirem maiores
valores, em moédulo, sdo estatisticamente significativos.” Desta maneira,
observa-se que o potencial de pré-concentracédo pode ser negligenciado dentro
do intervalo estudado. Portanto, essa variavel sera fixada em —1200 mV para

0S experimentos seguintes.

As outras cinco variaveis devem ter seus efeitos interpretados da mesma
forma. O tempo de pré-concentracdo, amplitude de pulso e incremento de
potencial tem um efeito positivo sobre a técnica, enquanto o tempo do
incremento de potencial e tempo de pulso, um efeito negativo. Contudo,
podemos destacar que o tempo de pré-concentracdo, a amplitude de pulso e o

tempo do incremento de potencial assumem os maiores efeitos na DPASV.

As variaveis incremento de potencial e o tempo de pulso devem ser
fixados para aplicar o planejamento CCD nas 3 variaveis mais significativas. O
efeito do incremento de potencial € positivo ao passo que o tempo de pulso é
negativo. Por consequéncia, serdo utilizados os valores dentro do dominio

experimental trabalhado, 6 mV (maximo) e 0,02 s (minimo), respectivamente.
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As trés variaveis tempo de pré-concentracao (tq.p), amplitude de pulso

(AE,) e o tempo de incremento do potencial (At,) foram otimizadas aplicando o

planejamento CCD com trés pontos centrais, totalizando 17 experimentos. Os

valores das variaveis codificadas e os experimentos realizados encontram-se
na Tabela 27.

Tabela 27. Matriz do planejamento CCD para trés variaveis e a corrente de pico de Zn de cada
experimento da DPASV.

Tempo de

. TmEotene AT i,

potencial (n4)

(mV) (mV)

1 4824  (-1) 281 (-1 018 (-1) 10,20
2 101,76  (+1) 281 (-1) 018 (-1 21,10
3 4824  (-1) 51,9 (+1) 0,18 (-1) 20,10
4 101,76 (+1) 51,9 (+1) 018 (-1) 40,10 piane
5 4824  (-1) 281 (-1) 042 (+1) 7,54 Fatorial
6 101,76 (+1) 281 (-1) 042 (+1) 14,80
7 4824  (-1) 51,9 (+1) 042 (+1) 15,70
8 101,76 (+1) 51,9 (+1) 042 (+1) 31,70
9 7500  (0) 40 © 03 (0) 1660 oo
10 75,00 (0) 40 (0) 0,3 0) 17,50 R;g;t(i)qnégs
11 75,00 (0) 40 (0) 0,3 0) 17,80 Central
12 30,00 (=1,68) 40 (0) 0,3 (0) 5,65
13 120,00 (+1,68) 40 (0) 0,3 (0) 27,70
14 75,00 (0) 20 (-168) 0,3 (0) 6,67 Pontos
15 75,00 (0) 60  (+1,68) 03 (0) 26,00 Axiais
16 75,00 (0) 40 (0) 0,1 (-1,68) 21,60
17 75,00 (0) 40 (0) 0,5 (+1,68) 12,80

Os valores entre parentes correspondem ao valor codificado.

A aplicacdo do modelo quadratico gerou coeficientes quadraticos

estatisticamente nulos a 95 % de confianga. Por isso, o0 modelo matematico

linear foi usado. A Equagdo 8 relaciona as variaveis tge,, AE, € Atg com a

corrente de pico em nA para o Zn.
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Y = 18,35.051 + 13,3641 15 (taep) + 12,6641 15 (AE,)

— 5,37 11,10 (Ats) + 4,46 1154 (taep AEp) Equacéo 8
- 1;9111,54 (tdep Ats) - 0;9611,54 (AEp Ats)

onde que t4, € 0 tempo de pré-concentracdo, AE, € o amplitude de pulso e

At € o tempo do incremento de potencial.

O modelo linear foi aplicado e validado com o auxilio da ANOVA, na
Tabela 28.

Tabela 28. ANOVA e validagdo do modelo matematico linear para a DPASV.

Fonte de Soma Graus de Qllj/laeddrlélatic F F95%
Variagdo Quadratica liberdade a calculado tabelado
Regressao 1304 6 217,31 MQR
. = 43,56 F6,10 = 3,22
Residuo 49,9 10 4,99 MQr
F:.'ta tde 47,07 8 5,88
Juste MQFajuste — 1025 F8,2 = 19,37
Erro Puro 1,147 2 0,57 MQorr. puro ’
Total 1354 16

Variagio Explicada = 96,13 %
Méxima de Variagio Explicavel = 99,91 %

A partir da ANOVA, verifica-se que o modelo gerado é estatisticamente
significativo, visto que o F calculado da regresséo (43,56) € maior que o F
tabelado (3,22) a um nivel de confianca de 95 %, e 6 e 10 graus de liberdade.
Além disso, podemos também avaliar que o modelo quadratico aplicado esta
significativamente ajustado, pois o F calculado do erro puro (10,25) € menor
que o F tabelado (19,37) a um nivel de confianca de 95 %, e 8 e 2 graus de
liberdade.%*%*

Por fim, o uso da RSM (Figura 30) auxiliou na escolha das variaveis para
a DPASV.
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Figura 37. Curva de nivel obtida entre (a) amplitude de pulso e pré-concentragéo, (b) tempo de

pré-concentracdo e tempo do incremento de potencial e (c) amplitude de pulso e tempo do
incremento de potencial.

Um ajuste linear ndo possui pontos criticos. No entanto, € possivel
explorar o comportamento da corrente de pico do zinco com as trés variaveis:

tempo de pré-concentracdo, tempo do incremento de potencial e amplitude de
pulso.

Nessa perspectiva, as curvas de nivel da Figura 37a e b exibem um

aumento na corrente de pico quando se aplica tempos maiores para a
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deposicdo. Logo, é razoavel o uso de maiores valores para essa variavel.
Porém, tempos elevados de pré-concentragdo geram analises demoradas.
Logo, essa variavel podera ser ajustada, quando necessério, objetivando uma
maior sensibilidade para a DPASV na determinacdo de zinco na solucao

digerida.

A superficie de resposta da Figura 37c apresenta um aumento da
corrente de pico do zinco com o aumento da amplitude de pulso e menores
valores do tempo de incremento de potencial. Consequentemente, os valores
para estas variaveis serdo correspondentes aos seus niveis do dominimo +«
(6 mV) e —a (0,1 s), respectivamente. Na Tabela 29, encontram-se os valores
experimentais escolhidos para as a determinacdo de zinco em agua de coco
digerida usando DPASV.

Tabela 29. Valores das varidveis usadas para os experimentos eletroquimicos.

Variaveis Valores Experimentais
Potencial de pré-concentragédo (mV) —1200
Tempo de pré-concentragéo (s) 60
Amplitude de Pulso (mV) 60
Tempo de Pulso (s) 0,02
Incremento de Pontencial (mV) 6
Tempo do incremento de potencial (s) 0,1

O modelo linear obtido (Equacéo 8) denota caracteristicas mateméticas e
estatisticas, as quais auxiliam nas interpretacdes quimicas sobre a técnica
voltamétrica DPASV. A principal delas é que os coeficientes que multiplicam os
pares de variaveis (interacfes) sdo baixos em relacdo aos coeficientes linear
de cada uma das trés variaveis sozinhas. As duas interagbes com maiores
coeficientes s&o: (tgep AE,) € (tgep Ats). Ambas possuem o tempo de pré-
concentragao (t4p) como fator da multiplicagcéo. Essa variavel € a que mais
afeta a DPASV por ter o maior coeficiente linear (13,3644,15 t4ep). POr outro
lado, a terceira interagcdo apresentada na equagdo, (AE, Atg), possui um
coeficiente estatisticamente nulo, com 95 % confianca. Os dois principais
efeitos obtidos pelo grafico de Pareto (Figura 36) possuem seus valores

préximos, 8,94 e 8,88 que sdo, respectivamente, os efeitos do tempo de pré-
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concentracdo e da amplitude de pulso. No entanto, a interacdo dessas duas

variaveis e desprezivel diante das 3 principais variaveis, tgep, AE,, At,.

Desta forma, podemos inferir que, para as técnicas voltamétricas de
redissolucdo anddica, a etapa de pré-concentracdo independe da etapa de
varredura. Logo, a pré-concentracdo pode ser otimizada separadamente da
etapa de varredura, seja por DP ou SWV.

Para o eletrodo de DDB, que exige um tratamento eletroquimico entre
medidas, € vantajoso realizar essa otimizacao por etapas, em dias diferentes.
Um experimento usando SWASV e eletrodo DDB, por exemplo, tem duracao
minima de 12 minutos (limpeza/ativagdo do DDB, pré-concentracao, etc.).
Logo, numa triagem conjunta das 6 variaveis da SWASV (como realizado para
a DPASV), o tempo total estimado seria inviaveis 13 horas, apenas para uma
triagem. Por outro lado, a ideia da otimizagdo multivariada é a maxima
informacdo estatistica obtida de um experimento de maneira rapida com o

minimo de experimentos possivel.
4.9 Digestdo da agua de coco assistida por ultrassom

Com o objetivo de obter a concentragdo total dos analitos, a Figura 38
mostra um esquema com as quatro principais etapas da metodologia de
digestdo de agua de coco proposta por Munoz et al. (2007)** com pequenas

modificacdes.

Na primeira etapa, sdo adicionados 1,0 mL da amostra e 2mL de uma
composicao de diferentes proporcdes de H,0, 30% (v/v) € HClcone, @0 tubo. A

mistura é submetida a energia do US por 15 minutos com o tubo fechado.
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Figura 38. Esquema da digestdo da agua de coco assistida por ultrassom para andlises
voltamétricas.

A literatura reporta que o banho ultrassénico apresenta perdas
expressivas na poténcia do US com o passar do tempo. Além disso, a
distribuicdo de energia dentro do banho de ultrassom n&o é uniforme. Nesse
sentido, apenas as proximidades da fonte geradora do US experimentam a
cavitacdo. Este fendbmeno fornece energia suficiente para a formacdo de
inUmeros compostos reativos 0s quais auxiliam na decomposicdo da amostra
de agua de coco.®*® Para minimizar esses impasses, os tubos foram

posicionados no centro do ultrassom (acima da fonte de US do banho).

Em seguida, os tubos, ainda fechados, sdo colocados em banho-maria
(100 °C) por 8 minutos. Durante essa etapa, a pressdo interna aumenta
consideravelmente devido a formacéo de gas oxigénio e o aumento da pressao

de vapor da agua.

A abertura dos tubos ainda em banho-maria é realizada para eliminar o
perdxido de hidrogénio, que é indesejavel para a voltametria. A sua taxa de
decomposicdo aumenta aproximadamente 2,5 vezes para cada 10 °C de
incremento na temperatura.*?

Na terceira etapa, os autores propdem a neutralizacdo do excesso de
acido cloridrico, ap6s a digestdo, com solucdo de hidroxido de sodio 2 mol L1
seguido da adicao de tampé&o acetato pH 4,7. Neste trabalho, para minimizar a

adicdo de reagentes, o acido cloridrico foi neutralizado com acetato de sodio
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1,7mol L™! até o pH4,7. O tampdo acetato de soédio tem sua maxima
capacidade tamponante neste pH e este, por sua vez, quando muito baixo,
favorece o desprendimento de gas hidrogénio durante a etapa de preé-

concentrac&o.?*°

A concentracdo do eletrolito suporte tampéo acetato de sédio (pH 4,7)
apos a titulacdo, ndo € igual a concentracdo otimizada de 0,206 mol L. Em
linhas gerais, a concentracdo calculada a partir dos volumes gastos da base
conjugada acetato de sodio 1,7 mol L™! esta entre 0,2 a 0,3 mol L™ . Esta faixa
de concentracdo esta compreendida no dominio experimental estudado para a
SWASV.

A formacdo do tampéo in situ favorece o uso de digestdes acidas para
determinacdes voltamétricas. O tampao € formado a partir da adicdo da base

fraca conjugada até o pH desejado com maior rigor.

Tyszczuk et al. (2007)**® estudaram a interferéncia da formacdo dos
complexos intermetdlicos Cu-Zn em eletrodo de filme de mercurio e
observaram que Zn é determinado com exatiddo quando sua concentracdo €
superior a 10 vezes a concentracdo de Cu. A amostra NC analisada por ICP
OES apresentou concentracdo de Cu menor que 2,6 ug L~! e concentracdo de
Zn igual a (203 + 1) ug L™1. Caso a interferéncia de Cu na presenca de Zn
também ocorra para o eletrodo de DDB, sera possivel determinar Zn com
exatiddo, uma vez que sua concentracdo € no minimo 80 vezes superior a

concentracéo de Cu.

Por ultimo a eficiéncia da digestdo € verificada por DPASV. Esta
metodologia foi ajustada com os valores das variaveis disponiveis na Tabela 29
para a determinacéo de Zn livre, por proporcionar resultados mais rapidos para
a avaliacédo da eficiéncia da digestao realizada. Caso a digestao seja eficiente,
a disponibilizacdo de Zn, Cd, Pb e Cu serdo préximas aos obtidos por ICP
OES.

A ideia inicial foi determinar a concentracdo de zinco livres apds as
digestbes oriunda das diferentes propor¢des volumétrica de H,O, 30% v/v :

HCl 37% m/v oriundos da matriz do planejamento CCD. No entanto, varios
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experimentos ndo foram conclusivos por falta de repetitividade dos
voltamogramas e por ocorrer sobreposi¢cées dos picos de corrente. Por outro
lado, as determinagdes bem-sucedidas geraram concentragbes de zinco

superiores (132%) as obtidas por ICP OES, para a mesma amostra, 203 +

1ug L7,

Os volumes de peroxido de hidrogénio variaram a cada experimento (de
acordo com a matriz do planejamento CCD). Nesse sentido, o tempo para
eliminar o peréxido de hidrogénio remanescente em banho-maria (100 °C)
deveria ser proporcional ao seu respectivo volume adicionado. No entanto,
esse procedimento nao foi realizado e pode justificar os valores elevados para

a concentracgao do zinco.

O peréxido de hidrogénio se decompde formando oxigénio dissolvido o
qual pode ser reduzido eletroguimicamente produzindo duas ondas no
voltamograma (Figura 39), a mais intensa delas é incidente no potencial de
—1000 mV, o mesmo que o potencial de meia onda do zinco (E;,, = —980 mV).
Por esse motivo, 0s sinais do zinco sdo mascarados e, consequentemente,
obtem-se valores superiores aos encontrado por ICP OES. N&o suficiente, o
peréxido de hidrogénio pode reagir com diversas substancias, inclusive, oxidar
o analito eletrodepositado antes que se realize a varredura por pulso
diferencial. A purga com gas nitrogénio durante 5 a 10 minutos € suficiente
para eliminar o oxigénio atmosférico dissolvido, que esta na faixa de 8 mg L™! a
25 °C, mas ndo decompor totalmente o perdxido de hidrogénio, remanescente,

para elimina-lo completamente da célula eletroquimica.*?
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Figura 39. Comportamento da DPASV em solucao contendo oxigénio dissolvido em nitrato de
potassio 0,1 mol L™. Adaptado: Henze (2004)*

Antes da eliminacdo do perdxido de hidrogénio com os tubos abertos,
todas as solugcdes dos experimentos assumem O aspecto transparente e
incolor. No entanto, o aparecimento de uma solucdo de coloracdo amarelada
para as solu¢cdes com menor porcdo de peroxido de hidrogénio é observada
gradativamente com o passar do tempo de aquecimento. A pouca quantidade
de peréxido de hidrogénio proporciona uma digestdo insuficiente com
guantidades ainda expressivas de moléculas organicas, principalmente os
carboidratos. A presenca de carboidratos durante a etapa de eliminacdo de
peréxido de hidrogénio com o tubo aberto favorece a reacdo de Maillard, que
tem produtos de coloracdo amarela, observada na Figura 40.114

Entre os 11 polarogramas obtidos pela matriz do planejamento CCD,
podemos destacar os trés mais representativos em relacdo a proporcao
H.O,/HCI, que sdo os experimentos: 7, ponto central e 3, visualizados na

Figura 40a, b e c, respectivamente.
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Figura 40. Soluc&o digerida dos experimentos (a) 7, (b) ponto central e (c) 3.

A composicao da solucéo digestora para os trés experimentos, ilustrados

acima, encontram-se na Tabela 30.

Tabela 30. Concentracdo de Zn determinada nos experimentos 2, 3, 7 e ponto central obtida

por DPASV.
Volumes Concentracédo
Experimento H,0, 30% (v/v) HClcone. COIf?r:ZFéO Zn
(ml) (ml) (ug L)
7 0,40 0,20 Figura 40a 356+ 16
Ponto Central 0,40 0,40 Figura 40b 259+ 8
3 0,26 0,54 Figura 40c 448 + 42
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Figura 41. Polarogramas dos experimentos (a) 7, (b) ponto central e (¢) 3 do planejamento
CCD da digestédo da amostra (NC). A imagem dos tubos para verificar a coloragcdo da amostra
encontra-se inseridas em cada grafico. Os volumes nas legendas correspondem a adi¢édo da
solucado estoque intermediaria de Zn 1,00 mg L™.

O polarograma da Figura 41c (Experimento 3) apresenta uma maior
instabilidade nas leituras de corrente. Neste experimento, o volume de H,0,
30% (v/v) € a metade do volume de HCl.,,., cOmo apresentado na Tabela 30.
Diante disso, acredita-se que a matéria organica nado foi degradada
suficientemente. Com isso, é razoavel que a carga organica inicial tenha sido
convertida em inUmeros compostos intermediarios aumentando a interferéncia

de matriz em comparagao com 0s outros 2 experimentos destacados.

No que se refere a proporcao volumétrica de H,0, 30% (v/v) € HClcone., O

experimento 7 (Figura 4l1la) possui o dobro do volume do peréxido de

-800
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hidrogénio em relacdo ao acido e o ponto central (Figura 41b) igual volume

desses dois reagente.

Em linhas gerais, a eliminacao incompleta de peroxido de hidrogénio pode
interferir na concentracdo de zinco, obtendo valores superiores aos do ICP
OES. Por outro lado, percebeu-se que maiores volumes de H,0, 30% (v/v)
melhora a digestdo por proporcionar uma baixa intensidade na coloracao

amarelada das solucdes.

Desta forma, a maior proporcdo em volume para H,0, 30% (v/v) foi
adotada. Porém, o processo para elimina-lo deveria ser aprimorado. Para isso,
alguns ensaios foram realizados adicionando-se bissulfito de sodio como
agente redutor. No entanto, surgiram dois picos proximos ao potencial de
—600 mV e —400 mV, como mostrado na Figura 42. Estes picos mascaram 0S
picos de oxidacdo de chumbo e cadmio no voltamograma. Por esse motivo, o

uso dessa acgao foi rejeitado.

50

(b)

40 |

30 -

I/pnA

10 (a)
Zn

-1200 -1000 -800 -600 -400 -200 0

E /mV vs. Ag/AgCl

Figura 42. Varredura por DPASV de uma solucdo digerida apos a adi¢do de bissulfito de sédio.
Destaque para o aparecimento dos picos (a) e (b).

Diante do exposto, decidiu-se que, apés a abertura do tubo, este
retornaria para o ultrassom por 10 segundos. Nesse curto intervalo de tempo, a
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mistura aquecida em conjunto com o ultrassom gerou grande desprendimento
de gas oxigénio. Por fim, o tubo aberto foi novamente aquecido em banho-
maria por 8 minutos para garantir a total eliminagéo do peréxido de hidrogénio.

Apoés o procedimento supracitado, a repetitividade da digestdo pode ser

observada nas trés curvas de adicao de analito da Figura 43.

v Replicata 3

200 — [ r?=0,9981
180 + I;;Tii(;ia :1111¢0,03[Zn]+4712
S~ 140+
@ 1
€ 8 120+ = Replicata 1
E o T 2 _
" 100t r - 0,9981
T | % =1,05,505[Zn]+ 40,
80 +
1 e Replicata 2
-38,13+0,75 4 r’ =0,9975
1 sdi
l lyeo” =1,08,005[Zn]+ 41,
1 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " J

-40  -20 0 20 40 60 80 100 120 140

Concentragio de Zn / pg L™

Figura 43. Curvas de adicdo de analito para determinacdo de Zn da (a) Replicata 1 (—), (b)
Replicata 2 (—) e (c) Replicata 3 (—) na amostra NC digerida com 0,8 mL H,0, 30% (v/v) e
0,6 mL de HClgone.

A curva de adicdo de analito para a terceira replicata ndo superpde as
outras duas. Neste caso, houve uma mudanca na sensibilidade (coeficiente
angular), porém, o seu resultado para a concentracdo de zinco esta coerente
com as replicatas 1 e 2. As concentracdes das trés determinacoes,

considerando o fator de diluicdo igual a 7, estdo disponiveis na Tabela 31.
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Tabela 31. Concentracdo de Zn calculada na amostra NC em cada replicata aplicando 0,8 mL
H,0, 30% (v/v) e 0,6 mL de HClcc.

Concentragéo de Zn

Replicata (hg L)
1 267 + 21
2 268 + 15
3 265+ 16

Os valores para a concentracdo de zinco apresentado anteriormente Sao
coerentes entre si, porém, ao comparad-los com as concentracbes de
referéncia, obtidos por ICP OES ([Zn] = 203 + 1 ug L™1), o test t Student rejeita
a hipétese de igualdade das médias com 95 % de confianca. No entanto, estes
foram os resultados mais proximos do esperado, por isso, a digestdo foi
definida na proporcédo de 1,00 mL de agua de coco com 0,8 mL H,O, 30 % (v/
v) e 0,6 mL de HClconc.

4.10 Digestao assistida por Ultrassom para analise total por SWASV

O uso de um material de referéncia certificado com composi¢ao similar a
matriz da agua de coco (como o “Mixed Food Diet”, High Purity Standards
usado por Souza et al.*’

técnicas, ICP OES e SWASV usando o eletrodo DDB. No entanto, na sua

) proporcionaria uma validacao analitica entre as duas

auséncia, uma mesma amostra (NA) foi analisada por ambas as técnicas para

uma verificagao.

Na andlise por ICP OES, o preparo da amostra (filtracao e diluicdo) € mais
simples se comparado com as condi¢Bes da digestdo assistida por ultrassom
aplicado para a SWASV. Nesse sentido, deve-se tomar alguns cuidados,
principalmente, quanto ao intervalo de tempo entre as duas analises. Isso
porque as amostras de agua de coco sdo pereciveis. O seu envelhecimento,
ainda que sob refrigeracdo, altera principalmente a composi¢cdo orgéanica (por
acado enzimatica e microbiana), onde presume-se estar a fracdo nao livre de
Zn, Cd, Pb e Cu.

Desta forma, os estudos a seguir sdo preliminares para a aplicacdo de

uma rotina usando adaptacédo do eletrodo de DDB, aparato de limpeza/ativacao
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do DDB, software para calculo quantitativos e digestdo assistida por ultrassom

para a proposta da metodologia SWASV na determinacéo de metais traco.

A digestao definida anteriormente foi aplicada em amostras naturais de
agua de coco. Em seguida, dois procedimentos usando a SWASV foram
aplicados a solucéo digerida. No primeiro, usou-se o procedimento otimizado
nesse trabalho em eletrélito suporte tampéo acetato de sodio pH 4,7. No
segundo, aplica-se a SWASV com o0s mesmos Vvalores das variaveis
escolhidos, porém, em tampao amoniacal pH 8,0, proposto por Langeloth et al.
(2010)%°.

4.10.1 Determinacéo de Zn e Cu por SWASV em pH 4,7

Os valores das variaveis da SWASV usadas para a determinacéo de Zn e
Cu estao disponiveis na Tabela 32 para a aplicacdo na amostra digerida NA.

Tabela 32. Valores das variaveis da SWASV escolhidos para a determinacdo simultanea de Zn
e Cu em 4gua de coco em pH 4,7.

Variaveis Valores
Concentragéo do Tampao (C) 0,153 mol L1 @
pH 4,7
Incremento de Potencial (AEy) 11,56 mV
Frequéncia (f) 100 Hz
Velocidade da onda quadrada (f x AEy) 1156 mV st
Amplitude de Pulso (AE,) 55mV
Potencial de pré-concentracao (E gep) —1500 mV
Tempo de pré-concentragao (tgep) 120 s
Janela eletroquimica de trabalho —1350mV a 0 mV

(a) Concentracio estimada pelo volume gasto de acetato de sédio 1,7 mol L™1.

Para todas as amostras, as concentracdes de Cd e Pb, obtidas por ICP
OES, foram menores que o LD,-p o5s- ESte valor, por sua vez, € menor que o
LDgy 4sy- 1SSO corrobora com a auséncias das correntes de pico para esses
dois analitos, como mostra o0 voltamograma da Figura 44 para a amostra
digerida (—). Por esse motivo, n&o foram realizadas as adigbes de analito para

esses dois metais.
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A limpeza/ativacdo automatizada do eletrodo de DDB realizado entre
cada um dos voltamogramas da Figura 44 apresentou boa repetitividade

auxiliando na determinacéao.

300
Branco Cu
Amostra Digerida
250 —0,5mL
—1,0mL
200 ‘ ——1,5mL

-1200 | -1000I -800 | -600 | -400 | -200 | 0
E /mVvs. Ag/AgCl

Figura 44. Voltamogramas da SWASV usando DDB aplicado a amostra digerida NA. Os
volumes ir11formados na legenda correspondem a solucdo intermediaria de Zn e Cu, ambos
1,00 mg L.

Os voltamogramas da Figura 44 foram obtidos a partir das adi¢cdes de
500 uL da solucdo estoque intermediaria 1,00 mg L™! de Zn e Cu. Suas curvas

de adicdo do analito encontram-se na Figura 45a e b, respectivamente.
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Figura 45. Curva de adicdo de analito do (a) Zn e (b) Cu sobre a amostra natural digerida NA.
Fator de diluicdo: 20 vezes.

As concentragbes de Zn e Cu considerando o fator de diluicdo de 20

vezes encontram-se na Tabela 33.
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Tabela 33. Concentracao de Zn e Cu para amostra NA apo6s a digestao e os valores obtidos por
ICP OES

) Concentracdo SWASV Concentracao ICP OES
Analitos 1
(g L™7)
Zn 944 + 80 924 + 60
Cu 343+ 16 744 + 40

As concentracbes de Zn entre as duas técnicas estdo coerentes. No
entanto, a concentracdes de Cu obtida por SWASYV foi a metade da obtida por
ICP OES. Quando esses metais estdo presentes em concentracdes elevadas,
ha uma tendéncia para a formacdo de um intermetélico Zn-Cu no eletrodo.'™
Esses compostos intermetalicos, quando redissolvidos rapidamente pela SWV,
podem ser retirados do eletrodo de trabalho sem que haja processo faradaico.
Esse impasse tem sido solucionado adicionando sais de galio (Ga®") que

desestabiliza a ligacdo intermetalica de Zn e Cu.*"!*3

4.10.2 Determinacao de Zn, Cd, Pb e Cu por SWASV em pH 8,0

Os valores das variaveis da SWASV usadas para a determinacdo de Zn e
Cu estao disponiveis na Tabela 34 para a aplicacdo na amostra digerida NE
em tampéao amoniacal com pH 8,0.

Tabela 34. Valores das variaveis da SWASV escolhidos para a determinacao simultanea de Zn
e Cu em agua de coco em pH 8,0.

Variaveis Valores
Concentragéo do Tampao (C) 0,2mol L1 ®@
pH 8,0
Incremento de Potencial (AEy) 11,56 mV
Frequéncia (f) 100 Hz
Velocidade da onda quadrada (f x AEy) 1156 mV s~1
Amplitude de Pulso (AE,) 55mV
Potencial de pré-concentragao (E gep) —1600 mV
Tempo de pré-concentragao (tgep) 120 s
Janela eletroquimica de trabalho —1350 mV a 100 mV

(a) Concentragdo estimada pelo volume gasto de NHs (4¢) 2,0 mol Lt
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A aplicacdo da voltametria em eletrdlitos com concentracfes elevadas de
NH3 aq) geram complexos com analitos Zn e Cu, geralmente, Zn(NH;):* e
Cu(NH3)}%. A Figura 46 mostra os voltamogramas de adicdo de analito. Os
potenciais de oxidacdo foram deslocados para valores mais negativos devido a
formacdo dos complexos.’® Em pH 4,7 com tampéo acetato, os potenciais de
meia onda do Zn e Cu sdo proximos a —800 mV e —100 mV, respectivamente,
como pode ser observado na Figura 44. Por outro lado, em pH 8,0 com tampé&o
amoniacal (Figura 46), os potenciais de meia onda foram préximos a —1000 mV
e —400 mV. Além disso, nesse eletrdlito suporte ha a formagcédo de um segundo
pico de cobre (CuP), proximo ao potencial 0 mV, que corresponde ao segundo

potencial de eletrodo.*

160 | Branco cu?
L Amostra Digerida
140 F —0,5mL
— 1,0 mL

120 ——1,5mL

-1200 -1000 -800 -600 -400 -200 0

E /mVyvs. Ag/AgCl

Figura 46. Voltamogramas da SWASV usando DDB aplicado a amostra digerida NE. Os
volumes ir11formados na legenda correspondem a solucao intermediaria de Zn e Cu, ambos
1,00 mg L.

A partir das correntes de pico dos voltamogramas acima, construiu-se as

curvas de adicao de analito para Zn (Figura 47a) e Cu (Figura 47b).
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Figura 47. Curva de adi¢&o de analito do (a) Zn e (b) Cu® sobre a amostra natural digerida NE.

Fator de diluicdo: 20 vezes.

A concentragao de Zn e Cu considerando o fator de diluicdo de 20 vezes

encontram-se na Tabela 35.
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Tabela 35. Concentragcdo de Zn e Cu para amostra NE apos a digestédo e os valores obtidos
por ICP OES.

) Concentracdo SWASV Concentracao ICP OES
Analitos 1
(g L™7)
Zn 193 + 17 184,44+ 0,7
Cu 13+3 <13

A amostra NE foi escolhida para a aplicagdo do método SWASV em
eletrdlito suporte tampao amoniacal por possuir concentracdo de Cu inferior ao
LD;cp ors- NO entanto, dado o menor LDy 45y para o Cu, a concentracao desse

metal péde ser determinada com valor igual a 13 + 3 ug L™1.

A concentracdo de Zn ndo apresentou diferenca estatistica em relacédo ao
determinado por ICP OES (104%). Por outro lado, a concentracao de Cu obtida
por SWASV foi igual a (13 +3) ug L™1, valor este acima do LQgysy- NO
entanto, a concentracao obtida por ICP OES para a mesma amostra foi menor

que 26 ug L (Fator de dilui¢io X LD;cp ogs)-

A estimativa do LD,-p ors € Obtida estatisticamente aplicando 3s;/m, onde
s, € 0 desvio padréo para 10 observacfes do branco e m a inclinacédo da curva
analitica. Porém, o LQ;cp ogs € O parametro mais importante na pratica. No caso
do cobre, o valor de sua concentracdo esta entre 0 LD;cpors (2,6 ugL™t) e 0
LQ,cp ogs (8,6 ug L™1). Por outro lado, para a técnica SWASV usando o eletrodo

DDB, a concentracdo de Cu pdde ser determinada.

A concentragdo de Zn esta coerente com a do ICP OES, considerando a
incerteza calculada. Na pratica, os LD’s para a SWASV usando como eletrdlito
suporte tampao amoniacal pH 8,0 s&o ainda menores que em tampao acetato.
A Figura 48 mostra a influéncia do tampédo usado como eletrélito suporte na
corrente de pico do zinco aplicando o eletrodo DDB (“10000 ppm”) estudado
por Langeloth et al. (2010)%.
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Figura 48. Influéncia da solucdo tampao na altura de pico com (a) aménia / amonio (pH 8,0) e
E4ep = —1600 mV (b) acido borico / borato (pH 8,0) e E 4, = —1600 mV e (c) acetato (pH 5,5) e
E4op = —1400 mV. Concentracdo de Zn = 1 mg L™*. Adaptado: Langeloth et al. (2010)%°.

0.4 -0,2

A maior sensibilidade é atribuida ao tampdo amoniacal. O meio basico
permite a aplicagdo de potenciais de deposicdo mais negativos (Egep =
—1600 mV) se comparado com o tampao acetato (Eg.p, = —1600 mV) com pH
5,5. Os autores reportam um LD para o Zn igual a 5 ug L~! em eletrélito suporte
tampdo amoniacal 0,1 mol L' empregando DPASV. O LD calculado nesse
trabalho foi obtido aplicando a SWASV utilizando as condigdes operacionais da
Tabela 34. Os voltamogramas da Figura 49a geraram as correntes de pico para

a construcdo da curva analitica da Figura 49b com boa linearidade (r? =
0,9987).
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Figura 49. (a) Sobreposicdo dos voltamogramas para a determinacdo do LD usando os
parametros da Tabela 34. (b) Curva analitica construida a partir dos voltamogramas em
eletrdlito suporte 0,1 mol L* tampé&o amoniacal (pH 8,0).

A menor concentracdo detectavel de Zn foi 2 ug L™1. Portanto, um LD

menor que os obtidos por Langeloth et al. (2010)?°. Logo, a menor sensibilidade

obtida nesse trabalho € atribuida a voltametria de onda quadrada.
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5 CONCLUSAO

O eletrodo de DDB apresentou-se como um dispositivo versatil e com
excelente durabilidade. Isto porque desde o inicio de sua construcdo (com
acrilico e resina epoxi) até o fim deste trabalho, foram realizadas mais de 1400
leituras voltamétricas. Durante essas leituras, o aparato “labmade” usado para
limpeza/ativacdo desse eletrodo foi eficiente e n&o exigiu nenhuma
manutencdo. Esse tratamento eletroquimico automatizado aplicado ao filme de
DDB potencializa o uso deste eletrodo em quimica analitica por mesclar todas
as caracteristicas atrativas do DDB com a boa reprodutibilidade dos
voltamogramas. Logo, este eletrodo pode ser aplicado como um substituto do
eletrodo de mercurio na determinacdo de substancias inorganicas (como os
metais Zn, Cd, Pb e Cu) e até mesmo substancias organicas (como &cido

gélico).

Os planejamentos experimentais aplicados as varidveis das técnicas
voltamétricas DPASV e SWASV foram ferramenta fundamentais para a
obtencdo das melhores condigcdes experimentais. Diante das superficies de
resposta, foi possivel melhorar a seletividade (largura do pico de oxidagao) e,
principalmente, a sensibilidade (altura do pico de oxidagéo) das técnicas. Com
isso, obteve-se menores LD’s que permitem a maior diluicho da amostra

minimizando o efeito da matriz (tdo presente nas voltametrias).

Em especial, o planejamento experimental para SWASV auxiliou na
escolha dos valores 6timos para as principais variaveis desta técnica. Na etapa
de pré-concentracdo foram definidos os valores de —1500 mV e 240 s para o
potencial e tempo, respectivamente. Para a etapa de varredura, o valor definido
para frequéncia foi de 100 Hz e os valores otimizados de incremento do
potencial e amplitude de pulso foram 11,56 mV e 130,78 mV, respectivamente.
Contudo, o valor da amplitude de pulso em conjunto com as outras variaveis
causam um alargamento no pico, por esse motivo, o potencial escolhido foi de
55mV. Além disso, a concentracdo do tampédo acetato pH 4,7 otimizada foi

igual a 0,206 mol L™1.
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Com essa metodologia, obteve-se 0s LDgy 45y dos analitos Zn, Cd, Pb e
Cu na solucéo iguais a 4,4; 4,2; 3,0 e 0,6 ug L™, respectivamente. Por outro
lado, a técnica espectrométrica comparativa, ICP OES, apresentou LD;cp ggs Na

solucgdo iguais a 0,19; 0,25; 1,6 € 2,6 ug L.

Diante dos valores de LD’s apresentados, pode-se destacar que o Cu
apresentou o menor LDgy sy quando comparado com O LDjcpogps. EM

contrapartida, Zn, Cd e Pb tiveram valores de LDgy, 45y SUPEriores.

A aplicacdo da SWASV na analise direta da amostra de agua de coco
industrializada determinou a concentracdo das espécies de Zn e Cu livres ou
labeis. Os valores encontrados para as concentracdes de Zn e Cu foram de
(76,8+42)ugL™t e (7,7+0,6) ug L™, respectivamente. Desta forma, a
especiacdo desses metais pode ser aplicada em outros estudos, como por
exemplo, na avaliacdo do tempo de maturacdo em funcédo da concentracdo de

metais livres.

Na determinacdo da concentracdo total dos quatro analitos em agua de
coco usando a SWASV, a relagcdo de 1,00 mL de amostra com 0,6 mL de HCI
concentrado para 0,8 mL e H,O, 30% (v/v) foi definida na digestdo assistida
por ultrassom. Os resultados mostraram que a concentracdo de Zn e Cu
obtidas em tampéo acetato foram 102% e 46%, respectivamente, em relacao
aos valores obtidos por ICP OES. Contudo, as concentracdes de Cd e Pb
foram menores que seus respectivos LDgy 4sy. Apesar disso, estes resultados
ja eram esperados visto que, a concentracdo desses dois analitos também

estao abaixo do LD;¢p ogs-

Em contrapartida ao uso do tamp&o acetato, o tampdo amoniacal

proporcionou uma reducéo do LD do Zn para 2 ug L™, ou seja, a metade.

A aplicacao da SWASV com eletrodo de DDB em meio tampao amoniacal
para a amostra NE digerida apresentou resultados para o Zn no qual ndo
apresentou diferenca estatistica em relagdo ao determinado por ICP OES
(104%). Por outro lado, a concentragcdo de Cu obtida por SWASV foi igual a

(13 +3) ug L1, valor este acima do LQgy4sy. NO entanto, a concentracdo
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obtida por ICP OES para a mesma amostra foi menor que 26 pug L™t
(Fator de diluicao X LD;cp ops). Apesar dessa comparagcao requerer maiores
estudos, ela € uma aplicacdo préatica de que a sensibilidade da SWASV usando
o eletrodo DDB para determinacdo de Cu € maior quando comparado com o
ICP OES.
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7 ANEXOS

7.1 Planejamento Fatorial Completo

7.1.1 Matriz do planejamento fatorial completo 2°
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Exp. X1 X5 X3 Xa Xs Xs
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1 -1 -1
6 +1 -1 +1 -1 -1 -1
7 -1 +1 +1 -1 -1 -1
8 +1 +1 +1 -1 -1 -1
9 -1 -1 -1 +1 -1 -1
10 +1 -1 -1 +1 -1 -1
11 -1 +1 -1 +1 -1 -1
12 +1 +1 -1 +1 -1 -1
13 -1 -1 +1 +1 -1 -1
14 +1 -1 +1 +1 -1 -1
15 -1 +1 +1 +1 -1 -1
16 +1 +1 +1 +1 -1 -1
17 -1 -1 -1 -1 +1 -1
18 +1 -1 -1 -1 +1 -1
19 -1 +1 -1 -1 +1 -1
20 +1 +1 -1 -1 +1 -1
21 -1 -1 +1 -1 +1 -1
22 +1 -1 +1 -1 +1 -1
23 -1 +1 +1 -1 +1 -1
24 +1 +1 +1 -1 +1 -1
25 -1 -1 -1 +1 +1 -1
26 +1 -1 -1 +1 +1 -1
27 -1 +1 -1 +1 +1 -1
28 +1 +1 -1 +1 +1 -1
29 -1 -1 +1 +1 +1 -1
30 +1 -1 +1 +1 +1 -1
31 -1 +1 +1 +1 +1 -1
32 +1 +1 +1 +1 +1 -1
33 -1 -1 -1 -1 -1 +1
34 +1 -1 -1 -1 -1 +1
35 -1 +1 -1 -1 -1 +1
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+1

+1

+1
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37
38
39
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7.1.2 Matriz do planejamento fatorial completo 2*
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EXp. Xy X, X3 Xa
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1
10 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 +1 +1 +1
16 +1 +1 +1 +1
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7.2 Planejamento CCD

7.2.1 Matriz do planejamento CCD 2% com 3 pontos centrais

Exp. X1 X, Planejamento
1 -1 -1
2 +1 -1 _ _
Planejamento Fatorial
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 0
6 0 0 Ponto Central
7 0 0
8 —a 0
9 +a 0 o
Pontos Axiais
10 0 —-a
11 0 +a

Para 2 variaveis @ = V22 = 1,41



7.2.2 Matriz do planejamento CCD 2% com 3 pontos centrais

Exp. X1 X5 X3 Planejamento
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1 Planejamento
5 -1 -1 +1 Fatorial
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0

Ponto
10 0 0 0
Central
11 0 0 0
12 —a 0 0
13 +a 0 0
14 0 —-a 0 o
Pontos Axiais
15 0 +a 0
16 0 0 —a
17 0 0 +a
Para 3 variaveis a = V23 = 1,68
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