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Um novo método para determinacdo de cobalto em amostras de aguas e
medicamentos empregando a microextracdo liquido-liquido dispersiva e a

analise de imagem digital

Autor: lvanilson Vieira Souza Junior

Orientador: Valfredo Azevedo Lemos

RESUMO

Neste trabalho, foi desenvolvido um método para determinacdo cobalto em amostras
de 4gua e medicamento utilizando a microextracéo liquido-liquido dispersiva (DLLME)
e a Colorimetria de Imagem Digital (DIC). O analito foi complexado utilizando o
reagente quelante 2-(2-tiazolilazo)-p-cresol (TAC) e pré-concentrado com a mistura
tricloroetileno e etanol. As condi¢cdes Otimas de trabalho foram obtidas através da
otimizacdo multivariada, empregando a matriz de Doehlert para trés variaveis. Os
valores oOtimos encontrados para pH, volume do solvente dispersor e volume do
solvente extrator foram, respectivamente, 7,48, 648 pL e 48 pL. As imagens foram
capturas com um microscopio portatil e os sinais RGB foram adquiridos e processados
no sofware ImageJ. O canal R (vermelho) apresentou maior sensibilidade, sendo
usado como parametro na obtencdo das respostas analiticas. Nas condi¢cdes 6timas
de trabalho, o método apresentou limite de deteccdo de 1,77 pg L?, limite de
guantificacdo 5,35 pug L e o desvio padréo relativo (DPR) preciséo foi de 4,1%. O
método proposto foi aplicado em amostras de agua e vitamina B12, a exatidao foi

avaliada pela determinacéo de cobalto em material de referéncia certificado BCR 397.

Palavras-Chave: Colorimetria, Imagem Digital, Cobalto.



A new method for the determination of cobalt level in water samples and drugs

employing dispersive liquid-liquid microextraction and digital image analysis

Author: Ivanilson Vieira Souza Junior

Advisor: Valfredo Azevedo Lemos

Abstract

In this work, a method for cobalt determination in water and drug samples was
developed using dispersive liquid-liquid microextraction (DLLME) and Digital Image
Colorimetry (DIC). The analyte was complexed using 2- (2-thiazolylazo) -p-cresol
chelating reagent (TAC) and preconcentrated with the mixture trichlorethylene and
ethanol. Optimal working conditions were obtained through multivariate optimization
using the Doehlert matrix for three variables. The optimum values found for pH,
dispersing solvent volume and extracting solvent volume were, respectively, 7.48, 648
uL and 48 pL. The images were captured with a portable microscope and the RGB
signals were acquired and processed in ImageJ software. The R channel (red)
presented higher sensitivity, being used as a parameter to obtain the analytical
responses. Under optimal working conditions, the method had a detection limit of 1.77
Mg L-1, a quantitation limit of 5.35 pug L-1 and the relative standard deviation (DPR)
accuracy was 4.1%. The proposed method was applied to water and vitamin B12
samples, accuracy was assessed by cobalt determination in BCR 397 certified

reference material.

Keywords: Colorimetry, Digital Image, Cobalt.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt teeteeaeeteees 1
1.2, CODAIO ettt 1
1.2. Microextracao liquido-liquido dISPErSIVA ........cceeuveiiieiiiiiee e e 2
1.3, IMagem igital .........uuiiiiieee et aae 3

2. OBUIETIVOS .. ettt e e e e 7
2.1. ODJELIVO GEIAL....cceeeiiiiiiie e 7
2.2. ODbJetiVOS €SPECITICOS ....eiiiiiiiiiiiiee e 7

3. PARTE EXPERIMENTAL........coovuiviieeiieeieeeseeesseeeeseseesesees s seses s sesae s 8
3.1. REAJENTIES € SOIUCOES. ....uuu i ieieieiii e e e et e et e e e e e e e e e et e e e e eaea e e e e eeanannns 8
I [ Y1 (0] 01T [ r= oz Lo L PP PP P PP 8
3.3. Procedimento para Pré-CONCENIIAGAD .......ccevevuuueeeeeeiiiieeeeeeeiiieeeeeeeaeeeeeeeenennns 9
3.4. Obtencéo das imagens e avaliacdo de dados RGB ...........cccccevvivveiiiiiiieeeennn, 10
3.5. Otimizag&o das condi¢cfes experimentais do método analitico....................... 12
3.6. Preparo de @mOSIIAS .......coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiee et e e e e e e n e 13

4, RESULTADOS E DISCUSSAOQ. .....cciiitiiteeieeee et eee et ste et see e 14
4.1. OtimizaGao dO ProCeAIMENTO. ... ...civeiieiieee ettt 14
4.2. Caracteristicas analiticas do MEt0dO .............oovvvieiiiiiiiiiii 18

4.2.1. CUrVas @nalitiCas ........ccoeiriiiiiiiii e 18

4.2.2. Limite de detecc¢éo (LD) e limite de quantificacdo (LQ).......ccccceeeeereennn 21

4.2.3. PIECISEO . ...t eeeeeiiieeeeeet sttt 22

4.3. EStUdO de INtEIEIENTES ..o 24
V2SN o] [Tor=Tox= T o [0 I 4 =] o o o 25
5. CONCLUSOES ...ttt ettt 27

B. REFERENCIAS.......ooiiiteieeeeeee ettt ettt ettt ettt aeene, 28



1. INTRODUCAO

1.1. Cobalto

O elemento quimico cobalto € um metal de transicéo localizado no grupo 9 da
tabela peridédica. O Co corresponde a cerca de 23 ppm em peso em relacdo a costa
terrestre, sendo, portanto, pouco abundante. Os principais minérios de obtencéo séo
a cobaltita (CoAsS), esmaltita (CoAsz), eritrita (Co3(AsO4)2-8H20) e linneita (Co3S4)
[1, 2]. Ele é identificado na natureza associado a outros metais sobretudo niquel, cobre
e chumbo. Foi isolado pela primeira vez em 1735, por meio da esmaltita, pelo quimico
sueco Georg Brandt (1694-1768) [1].

O cobalto tem sido utilizando mundialmente para finalidades variadas, entre
elas destacam-se: fabricacdo de ligas metélicas usadas na producgéo de turbinas a
jato, na producédo de acos rapidos usados na confec¢ao de ferramentas de corte, na
fabricacdo de pigmentos para industria de ceramica, vidros e tintas e no tratamento
radioterapico de tumores cancerigeno a partir do isétopo radioativo ¢°Co [2].

Nos seres vivos 0 Co esta presente em algumas enzimas e na estrutura quimica
da vitamina B12 (cianocobalamina) [3], influenciando na funcionalidade de vitaminas,
entre elas, a C (acido ascorbico) e B12 [4]. Sendo, também, elemento traco
fundamental encontradas nos tecidos do corpo. Em concentracdo relativamente
maiores, sao encontradas no figado associado a vitamina B12 obtida a partir da dieta
de alimentos de origem animal e posterior sintese por microrganismos [3]. Esse metal
possui importancia vital ao corpo humano, visto que desempenha biologicamente
influéncia sobre a formagdo do sangue, sintese hormonais, hemoglobina,
neurotransmissores, acidos biliares e DNA [4].

Por outro lado, o cobalto caracteriza-se por possuir duas faixas de exposi¢cao
gue sdo nocivas aos seres vivos. Tanto deficiéncia na concentracdo de Co no
organismo quanto o excesso podem causar doencas ou até mesmo a morte [3, 5]. A
deficiéncia pode gerar, entre outras doencas, anemia perniciosa [4, 6, 7]. Portanto, o
monitoramento da quantidade de cobalto em fluidos corporais é de suma importancia para
evitar deficiéncias nutricionais, além do risco de intoxicacdo associado a exposicdo em
concentracgoOes elevadas [4, 8].

A contaminacao pela exposicdo em concentracdes acima do toleravel pelos

organismos Vivos pode gerar problemas: no trato respiratorio, pele, sistema cardiaco



e glandula tireoide [6]. A toxicidade nos seres humanos pode desencadear doencas
como vasodilatacdo, rubor e cardiomiopatia [4]. Além de evidéncias da atividade
genotoxica e carcinogénica associada ao Co [6, 9]. Estudos, a partir de testes com
roedores, apontam que tanto a forma sollivel quanto a insolavel de compostos de
cobalto podem ser carcinogénicas ap0s a exposicdo por inalacdo, bem como
alteracbes hormonais e intracelulares [10, 11]. A citotoxicidade e genotoxicidade,
também, tem sido estudada a partir de nanoparticulas de cobalto (Co-nano) e ions
cobalto (Co?*) [9, 12]. Um estudo recente identificou os metais pesados arsénico,
cromo, cobalto, chumbo e niquel, como contaminantes em pesticidas, considerando e
avaliando sua toxicidade [13].

Métodos analiticos para determinar Co em quantidade traco tem sido
desenvolvidos para quantificar a concentracdo do metal em matrizes variadas, a partir
de diferentes métodos analiticos. Nesse sentido, emerge a necessidade em otimizar
técnicas ja existentes, bem como propor novos métodos de detec¢do considerando-

se 0 baixo custo, exatidao, precisdo, rapidez, robustez, seletividade e sensibilidade.

1.2. Microextragdao liquido-liquido dispersiva

Na busca por maior sensibilidade na determinacdo de elementos traco,
métodos de pré-concentracdo tem sido largamente utilizados [14]. O cobalto, e outros
metais de transicdo, tem sido pré-concentrado usando as seguintes técnicas: extracao
liquido-liquido, microextracdo liquido-liquido dispersiva, extracdo em fase
solida, coprecipitacdo, flotagdo e extracdo de ponto de nuvem [7, 15, 16]. Os
principais fatores que restringem a quantificacdo de ions metalicos em limite de
deteccdo adequado, estdo associados a baixa concentracdo do analito e
interferéncias de matriz [8], [14].

A microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME), apresentada em 2006 por
Assadi e colaboradores [4], tem como principais vantagens a: simplicidade, uso reduzido
de solventes organicos perigosos, baixo custo, rapidez, altas recuperacdes e fatores de
enriquecimento [4, 8, 17]. Tornando-se uma das técnicas mais utilizadas em
microextracdo em fase liquida. Analitos de natureza quimica variada tem sido pré-
concentrados de forma eficiente, entre eles compostos organicos presentes em pesticidas,

amina biogénica e ions metéalicos em matrizes diversas [4].



A DLLME fundamenta-se na diferencga de polaridade e solubilidade entre solventes
gue formam um sistema ternario. Esse sistema é constituido por um solvente imiscivel em
agua (extrator), um solvente miscivel em agua (dispersor) e a solucdo aquosa contendo o0
analito [4]. Injeta-se, através de uma seringa, uma mistura contendo o solvente extrator e
0 solvente dispersor na solu¢cdo aquosa de interesse, instantaneamente uma emulsao
estavel é formada contendo microgoticulas do extrator disperso na solugdo, aumentando
superficie de contato entre as fases [8]. O analito é transferido para a fase extrativa devido
a baixa tensao superficial entre as fases [15]. A solugédo turva formada é, na maioria dos
casos, centrifugada para separacao das fases: aquosa e enriquecida, por fim, o analito é

guantificado na fase sedimentada [4, 8, 15, 17].

1.3. Imagem digital

Procedimentos analiticos para determinacédo de Cobalto em amostras naturais
tradicionalmente sao realizados por meio dos métodos espectrométricos. Entre as
principais técnicas de andlise quantitativa destacam-se: espectrometria de absorcéo
atdmica com chama (FAAS), espectrometria de absorcao atdmica em forno de grafite
(GFAAS), espectroscopia de emisséo Optica de plasma acoplado indutivamente (ICP-
OES), espectrometria de massa de plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) [7, 16,
17] e espectrofotometria UV-Vis [17]. A espectrometria de absor¢céo atdmica (AAS) e
o ICP-OES tem sido bastante utilizados como método sensivel e seletivo para
guantificar ions metalicos, entre eles cobalto [4].

Entretanto, esses métodos, nem sempre possuem sensibilidade suficiente para
guantificar baixas concentracbes do analito presente na amostra [7, 18], sendo
necessario a pré-concentracdo o analito [8] e uso de equipamentos analiticos
modernos que nem sempre estdo a disposicdo do pesquisador ou da instituicdo de
ensino. Fatores que estdo associados ao custo relativamente alto de aquisicdo e
manutencgdo, dificuldades operacionais, necessidade de instrumentos robustos e
sofisticados [4, 19-21]. S. Bahar et. al [8] determinou tracos de Co (II) em materiais
naturais pré-concentrando o analito por DLLME e detecc¢éo pelo FAAS, obtendo limite
de deteccdo de 5,6 ug L.

Nessa perspectiva, cresce a demanda por técnicas que utilizem instrumentacao
acessivel, simples, preciso e de baixo custo que atendam a necessidade e mantenha
a confiabilidade analitica. A colorimetria de imagem digital (DIC) vem ganhando



destaque nos Uultimos anos por apresentar essas caracteristicas [18, 22-25].
Ferramentas computacionais tais como scanner, camera digital, smartphone,
computador tablet e webcam tem sido propostas [18-22, 26], associadas a softwares
gue permite o tratamento e manipulacdo dos dados [20]. Os softwares ImageJ e
Matlab tem sido proposto para efetuar o processamento das imagens e obtencao da
intensidade das cores [27].

Composta por uma matriz de X linhas e Y colunas, a imagem € o resultado da
combinacdo de um numero finito e inteiro de pontos, definido como pixeis. A posicao
e cor de cada ponto dessa matriz vai estar associada a cada pixel. Uma imagem &
classificada basicamente como bindria, escala de cinza, RGB e indexada,
dependendo da maneira como a informacao é organizada numericamente na matriz
de formagé&o dos pixeis [28].

A imagem RGB é constituida por uma matriz de pixeis (m x n x 3) que vao gerar
24 bits, onde cada elemento contribui, logicamente, com 8 bits. A combinacéo entre
as cores vermelho (red, R), verde (green, G) e azul (blue, B) no plano resulta na cor
de cada pixel [28]. O modelo RGB é representado por sistema de coordenadas
cartesianas composto por trés cores primarias (vermelho, verde e azul) que estdo em
trés eixos perpendiculares, trés cores secundarias (ciano, magenta e amarelo) em trés
eixos distintos, o preto na origem do plano e o branco no lado totalmente oposto ao
preto [23, 28]. Essa ideia comumente € representada pelo cubo RGB em 3D [28]. Por
convencao, a imagem colorida € constituida por trés canais de cores primarias (RGB)
tendo (0-255) pixels de valores unitarios que variam de acordo a tonalidade, que
visualmente observa-se pela mudanca na coloracéo [20]. Basicamente, todo espectro
eletromagnético na regido do visivel pode ser representado por esse sistema
tricomético [29].

Para obtencdo precisa das imagens, parametros como fonte de luz da
iluminacéo, refletancia do objeto e caracteristicas da camera devem ser ajustados,
visto que sdo determinantes na confiabilidade dos valores das respostas RGB [29].
Nesse sentido, as fotos devem ser tiradas em condic¢des fixas, iluminagcéo uniforme,
adequacao do objeto de referéncia e selecao de regides fixas de respostas [18, 29].
ApO6s aquisicdo e processamento das imagens, a concentracdo do analito € obtida
pela conversédo das intensidades proveniente das cores vermelha, verde e azul em

absorbancia [26] a partir da curva calibracéo.



Nessa pesquisa, utilizou-se o espaco de cor RGB na obtencgéo das cores e suas
respectivas intensidades, seguida do processamento pelo software ImageJ e posterior
aplicacdo da DIC na quantificacdo de cobalto (II) em aguas. As confiabilidades
analiticas dos dados de um numero consideravel de artigos publicados foram
determinantes na escolha desse sistema de cores. O modelo RGB é classificado como
mais amplo e cientificamente aceito [29].

No campo quimiométrico das ciéncias analiticas varias pesquisas tém sido
propostas aplicando a DIC como método de detec¢do. Firdaus et al. [30] fizeram a
determinacao quantitativa de cromo e ferro e validagéo por espectrofotometria no UV-
visivel com precisdo do método melhor do que 2,5%. Barros et al. [26] determinou
aluminio, ferro, nitrito e fosforo em aguas por DIC com limites de deteccdo adequado
a legislacao brasileira de agua potavel, eles usaram uma webcam para aquisicao das
fotos e destacaram a simplicidade, versatilidade e baixo custo do procedimento. Lima
et al. [18] propbs a determinacéo de cloro residual em aguas a partir da pré-concentracao
do analito por LLE e DLLME, seguida da aquisicdo direta da imagem digital em um
tubo conico contendo o extrato da amostra, obtendo um limite de deteccéo igual a 2,6
ug L. Kearns et al. [31] fizeram um estudo que sugere a DIC para determinacao de
arsénio usando o AgNOz como reagente ao invés do HgBr2 nos kits de teste de campo
comumente utilizados no mundo para determinar arsénio em aguas, tendo em vista a
toxidade do mercurio. Os resultados indicaram a possibilidade de obter precisamente
concentragdes de 0, 5, 10, 15 e 50 yg L™ no nivel de confianca de 95%. Asano et al.
[32] desenvolveu, usando uma impressora 3D, um dispositivo analitico baseado em
papel microfluidico para quantificar cromo hexavalente em amostras de agua, o 1,5-
difenilcarbazida foi usado como reagente complexante. A intensidade de cor verde
apresentou maior sensibilidade entre o conjunto RGB, com um limite de deteccao de
30 ppm. Neto et al. [22] propss a especiacgéo de ferro em vinho branco por DIC, tendo
como principio a reacdo colorimétrica entre o ferro (Il) e a 1,2 orto-fenantrolina,
obtendo sensibilidade compativel com a concentracéo do analito na matriz.

Nesse trabalho, uma nova metodologia de determinacdo de Co (Il) em aguas e
vitamina B12 é desenvolvida. Primeiramente, € feita a otimizacdo multivariada a partir
de ferramentas quimiométricas para obtencado dos valores 6timos de pH e quantidade
de solventes utilizados na pré-concentragdo do analito por DLLME. A partir da reacdo

colorimétrica dos ions Co (Il) com o reagente complexante 2-(2-tiazolilazo)-p-cresol



(TAC), o metal foi quantificado por colorimetria de imagem digital, usando um

microscopio portétil para obtencéo das imagens.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Propor uma nova metodologia analitica baseada em colorimetria de imagem

digital para determinacédo de tracos de cobalto em amostras de agua e vitamina B12.

2.2. Objetivos especificos

v' Desenvolver um método de baixo custo e de instrumentacdo simples para
determinar cobalto em aguas;

v Utilizar a colorimetria de imagem digital associada a microextracdo liquido-
liquido para quantificar tragos de cobalto;

v" Validar o método proposto através da determinacao de cobalto em amostra de
material certificado;

v Aplicar o método proposto para quantificar cobalto em vitamina B12 e comparar
com a determinacgéo pelo F AAS;



3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes e solucdes

Os procedimentos experimentais relacionados ao preparo de solucbes e
higienizacdo de vidrarias foram executados com agua desionizada ultrapura obtida
através do sistema Elga modelo Purelab Classic. Os reagentes utilizados para o
procedimento da microextracdo liquido-liquido dispersiva foram o etanol e
tricloroetileno. O cobalto foi pré-concentrado usando a solugdo alcodlica do 2-(2-
tiazolilazo)-p-cresol (TAC) 0,015% (m/v), como reagente complexante. Todos o0s
reagentes foram do tipo comercial Sigma-Aldrich.

A solugéo aquosa usada para descontaminacéo das vidrarias foi o acido nitrico
a 10 % (v/v). O pH das solugdes contendo o analito, foram ajustados com o tampéao
borato de sodio preparado com 38,13 g do soluto em 1000 ml 4gua desionizada
ultrapura, com faixa de trabalho entre 7,0 e 8,5 ajustado com HCI 0,1 mol L't e NaOH
0,1 mol L. O tampéo amoniacal (pH de 9 a 11) e acetato de sédio (pH 5 e 6) também
foram empregados no estudo de pH no procedimento da otimizacdo. Apds essa etapa,
apenas o tampdao borato de sodio pH 7,5 foi aplicado nas andlises experimentais
desenvolvidas nesse estudo. Todos os &cidos utilizados foram MERCK.

As amostras de agua analisadas foram coletadas no Rio das Contas a
montante e a jusante da cidade de Jequie-Ba. A vitamina B12 foi adquirida em uma
loja de produtos naturais, em forma de capsulas de 240 mg. O material de referéncia
certificado de cabelo humano (MCR 397), advindo da Community Bureau Reference

(BCR) foi empregado para avaliar a exatidao.

3.2. Instrumentacao

A centrifuga de rotacao fixa de 3500 rpm (modelo SP-32T) foi usada em uma
das etapas do procedimento da microextracdo liquido-liquido dispersiva.

O instrumento empregado para obtencao das imagens foi o microscépio portétil
multifuncdo Supereyes (Shenzhen, Guangdong, China), modelo BOO7, conectado a
uma caixa branca iluminada com luz branca proveniente da lampada de LED (7W).
Um notebook foi utilizado para conectar, via porta USB, a microcamera possibilitando

o recebimento das informacdes.



O equipamento usado na obtencdo de dados comparativos foi um
espectrometro de absorcao atbmica com chama ar/acetileno Perkin Elmer, (Norwalk,
CT, EUA), modelo AAnalyst 200.

3.3. Procedimento para pré-concentragéo

A pré-concentracdo foi efetuada seguindo os principios da microextracao
liquido-liquido dispersiva (DLLME).

Uma solucdo estoque de 1000 pg L* de Co?* foi utilizada para preparar
solucBes intermediarias na faixa linear de trabalho, contendo o analito e o tampéo
borato pH 7,5. Dessas solugdes, foram retiradas aliquotas de 5ml, equivalente a 1 ml
do tampdo e o analito nas concentracGes de 5 a 80 pug L de Co?*. Esse volume de
amostra foi transferido para cada tubo de ensaio. Em seguida adicionou-se 30 pL do
reagente complexante TAC a 0,015%, homogeneizando suavemente. A estrutura do

2-(2-tiazolilazo)-p-cresol (TAC) é apresentada na figura 3.1.

[P\‘:l OH
S)\N;N

CH3

Figura 3.1: Estrutura do reagente complexante 2-(2-tiazolilazo)-p-cresol (TAC).

Posteriormente, preparou-se a mistura contendo 50 pL do solvente extrator
tricloroetileno (C2HCI3) e 650 pL do solvente dispersor etanol (CH3CH20H). Para
efetuar a microextracao utilizou-se uma seringa de 5 ml, injetou-se a mistura no tubo
resultando na turvacéo imediata do sistema.

A fim de separar a fase rica contendo o Co da fase aquosa utilizou-se uma
centrifuga com rotacdo de 3500 rpm durante 6 minutos. Apos a centrifugacdo obteve-
se a sedimentacdo do analito complexado com o reagente TAC. Removeu-se 0
sobrenadante do tubo de ensaio, possibilitando a quantificacdo através do método de
deteccdo. A figura 3.2 ilustra o procedimento da microextracdo adotado para pré-

concentragéo do Co (II).
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Figura 3.2: Principais etapas do procedimento da DLLME empregado na pré-concentracéo do Co (l)
[33].

3.4. Obtencéo das imagens e avaliacdo de dados RGB

As imagens foram obtidas usando o microscopio portatil acoplado a uma caixa
de MDF (Medium-Density Fiberboard) retangular de dimensdes 20x30x12 cm que foi
confeccionada e pintada de branco. Na parte interna, uma lampada de LED (7W) foi
acoplada, na parte lateral, para obtengcédo da luz branca. Na parte superior da caixa,
um orificio com diametro equivalente ao do tubo de ensaio, foi aberto para entrada e
saida dos tubos contendo a fase rica.

O microscopio foi conectado ao computador portatii via USB, sendo
reconhecida automaticamente. Utiliza-se o software AMCap como dispositivo para
obtencao das imagens no formato JPEG. Nessa etapa, foram feitos alguns ajustes na
distancia entre a lente do microscopio e da fase rica, fixando esse afastamento em 2,5
cm, seguido pelo ajuste de zoom para melhorar a resolugdo da imagem. Com isso, a
distancia e o zoom foram mantidos constantes na aquisi¢ao dos sinais RGB. A figura
3.3 ilustra as principais etapas do sistema de aquisi¢cao das imagens empregadas no

método proposto.
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Figura 3.3: Principais etapas e componentes do sistema de obten¢&o de imagens utilizando a DLLME
e a Colorimetria de Imagem Digital.

As imagens geradas foram processadas através do software ImageJ. Para isso,
uma ferramenta de ajuste foi usada para delimitar a regido especifica de interesse
(ROI) para obtencdo dos sinais RGB. Esses conjuntos de pixels gerados estédo
condicionados as cores obtidas e suas respectivas intensidades, representado por um
histograma correspondente a cada cor do sistema RGB. Os sinais gerados séo
convertidos em absorvancia, aplicando a lei de Lambert Beer. Considerando o modelo

RGB, os pontos gerados na faixa de trabalho do vermelho (RED) apresentou maior
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sensibilidade, por esse motivo utilizou-se como parametro nas analises quantitativas

apresentadas nesse estudo.

3.5. Otimizacdo das condi¢cdes experimentais do método analitico

Estudos preliminares univariado foram realizados para verificar, de maneira
elementar, quais seriam as variaveis mais significativas para realizacéo da otimizacao
das condi¢cOes experimentais de maneira multivariada. Constatou-se que a formacéo
do complexo Co(Il)-TAC é potencializada em uma faixa especifica de pH, nesse
intervalo especifico a magnitude do sinal analitico € maior. Ao avaliar a eficiéncia da
microextracdo, verificou-se que a estabilidade da gota enriquecida influencia
diretamente na reacao colorimétrica, e, portanto, na qualidade da imagem capturada.

Nesse contexto, o método proposto foi otimizado a partir da otimizacao
multivariada pela matriz de Doehlert. Essa metodologia tem se popularizado cada vez
mais, uma vez que a otimizacdo multivariada possibilita observar as interacdes entre
as variaveis, propde um menor numero de experimentos. Essas vantagens sao
extremamente relevantes, se comparadas ao método tradicional: univariado [34].
Para obter as condi¢des 6timas de trabalho, usando a otimiza¢cdo multivariada, duas
etapas foram levadas em consideracdo: constru¢cdo da matriz contendo os valores
associado as variaveis estudadas e posterior otimizacdo da resposta. O sistema de
Doehlert para trés variaveis foi usado como parametro quimiométrico.

A matriz de Doehlert é uma ferramenta quimiométrica multivariada que
apresenta uma metodologia capaz avaliar a influéncia das variaveis que constituem o
sistema, e a0 mesmo tempo estabelecer possiveis relacdes entre elas. Um namero
relativamente pequeno de experimentos possibilita estudar as variaveis, o que confere
a essa matriz vantagens se comparadas a outros tipos de otimizacdo [35], além de
apresentar alta eficiéncia [36].

A metodologia da superficie de resposta (RSM) tem sido empregada para
interpretar os dados oriundos da matriz de Doehlert. Essas superficies sdo descritas
a partir de uma funcéo polinomial contendo as variaveis em estudo. Ao igualar essa
funcéo a zero e aplicar a derivada parcial para cada fator de interesse, o ponto critico
€ obtido [35]. A partir disso, os valores 6timos para cada variavel sdo estabelecidos e

0 processo de otimizacéo é finalizado.
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As variaveis que influenciam diretamente na eficiéncia do método foram
combinadas simultaneamente, sendo elas: pH, quantidade do solvente dispersor e
guantidade do solvente extrator. O pH da solucdo tampéao foi submetida a uma faixa
de 5 a 11, correspondente a 7 niveis, o volume do solvente extrator na faixa de 30 a
70 pL, correspondente a 3 niveis e 0 volume do solvente dispersor na faixa de 200 a
1000 pL, correspondente a 5 niveis. A concentracdo usada como parametro foi 50 g
Lt de Co?*, sendo ela mantida nos 13 experimentos com medidas em duplicata para
cada condicdo avaliada.

Apbs obtencdo dos dados, eles foram tratados no software Statistics StatSoft
version 10, com nivel de confianca constante em 95%. A partir disso, superficies de
respostas e curvas de niveis foram descritas em graficos contendo trés variaveis.
Equacgbes matematicas descrevem esse processo e possibilitaram identificar se nas
superficies h4 um ponto de méaximo, ponto de minimo ou ponto de sela. A
interpretacdo matematica desses dados e do comportamento das curvas de niveis
permitiram estabelecer, a partir do critério de Lagrange e da RSM, o ponto 6timo a ser

aplicado no curso desse trabalho.

3.6. Preparo de amostras

As amostras de agua foram coletadas nos mananciais, filtradas com papel filtro
e armazenadas a 2 °C, em um refrigerador. O pH foi ajustado as condicfes 6timas de
trabalho.

A vitamina B12 foi adquirida em uma loja de produtos naturais em forma de
capsulas de 240 mg. O procedimento empregado para fazer abertura da amostra foi
a digestdo acida conforme descrito por Tekin et. al [37]. Inicialmente, 240 mg do
comprimido foi dissolvido em 50 ml de agua deionizada para preparar a solucao
estoque. Ao aplicar a relacdo estequiométrica estabelecida por Tekin et. al [37], a
solucdo obtida continha, aproximadamente, 208,93 mg L* de cobalto. Os a&tomos de
Co presentes na vitamina B12 foram transformados em ions Co (Il) apés o tratamento,
com acido nitrico 65% PA, de 1 ml da solucdo estoque. Essa mistura teve seu pH
ajustado para 7,5 com adicdo gota a gota das solugbes de acido cloridrico 1,0 M e
hidréxido de sédio 0,1 M. A solucdo resultante foi diluida para 1000 pg Lt e

armazenada a 2,0 ° C em um refrigerador. Outras diluicdes foram realizadas em
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concentracdes da faixa linear de trabalho. A solucdo de 1000 pg L' também foi
guantificada pelo F AAS.

O material de referéncia certificado de cabelo humano BCR 397 foi preparado
por meio da pesagem de 0,1 g, seguida pela transferéncia para o recipiente da bomba
de Teflon para o efetuar o processo de digestdo acida. O acido nitrico 65% PA (2,0
ml) e 1 ml do peréxido de hidrogénio 30% (v/v) foram transferidos para o material
sélido. A digestéo acida foi realizada a partir do fechamento da bomba e o repouso do
sistema por 5,0 h a uma temperatura de 110 °C. O pH resultante foi ajustado para 7,5
com adicao gota a gota de NaOH 1,0 M e transferido para o baldo volumétrico de 5,0

ml e aferido com a agua desionizada ultrapura.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Otimizacao do procedimento

A reacdo colorimétrica responsavel pela formacédo do complexo Co (lll)-TAC
estdo associadas as condi¢cdes quimicas bem definidas. Os principais parametros
avaliados foram o pH, volume do solvente extrator e dispersor usados na
microextragdo, bem como a interagéo entre essas trés variaveis, afim de estabelecer
condi¢des Otimas de trabalho.

Ao analisar preliminarmente de forma univariada essas variaveis, constatou-se
gue a solucéo tampéao tem papel fundamental na manutencédo do pH 6timo constante,
ja o volume dos solventes influencia na eficiéncia da pré-concentracdo. Por outro lado,
0 estudo multivariado, mostrou-se vantajoso por levar em consideracdo a interacao
entre as variaveis e possibilitar o uso reduzido de solventes organoclorados. Nesse
contexto, foi aplicado o método de otimizacdo multivariado, a fim de estabelecer as
condicOes ideais para garantir a sensibilidade e precisao dos sinais.

O planejamento multivariado, o sistema Doehlert foi usado como ferramenta
guimiométrica na obtencéo dos valores 6timos. Ao aplicar a equacdo N=K?+ K + C e
considerar a duplicidade das medidas 13 experimentos foram executados, ja que o
valor 13 foi obtido ao propor 3 variaveis (valor de K) em duplicata (valor de C). A tabela

4, apresenta as absorbancias para cada condicédo experimental.
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O pH variou de 5 a 11 (7 niveis), o volume do solvente extrator variou de 30 a
70 uL (3 niveis) e o volume do solvente dispersor variou de 200 a 1000 pL (5 niveis).
Os sinais RGB foram analisados nas cores vermelho, verde e azul, porém o vermelho
apresentou maior sensibilidade, evidenciado pelos maiores valores nos sinais e
caracteristicas analiticas da curva de calibragdo. Nesse sentido, o presente estudo foi

realizado na dimensao R desse sistema de cores.

Tabela 4.1: Matriz de Doehlert para trés variaveis.
Leiturano VERMELHO

Experimentos | pH VSE (uL) | VSD (uL) | Abs 1 Abs 2
1 11 50 400 0,128 0,108
2 11 50 800 0,021 0,021
3 10 70 600 0,119 0,109
4 9 30 400 1,240 1,287
5 9 30 800 0,546 0,764
6 8 50 200 0,888 0,895
7 8 50 600 1,054 1,063
8 8 50 1000 1,119 1,116
9 7 70 400 0,395 0,250
10 7 70 800 0,509 0,552
11 6 30 600 0,010 0,012
12 5 50 400 0,006 0,002
13 5 50 800 0,001 0,004

VSE: Volume do solvente extrator.

VSD: Volume do solvente dispersor.

Ao analisar, de forma elementar, a tabela 4 percebe-se que ha valores de
absorbéancia mais sensiveis e precisos na faixa levemente alcalina, evidenciado pelo
efeito do tampéo borato na manutencédo do pH constante. A quantidade de cada
solvente usado na microextracdo tendem a valores centrais do intervalo estudado. No
entanto, € de suma importancia aplicar a metodologia de superficie de resposta (RSM)
para avaliacdo das interacdes entres os fatores e posterior aquisicdo do ponto critico.

Com a execucdo desses 13 experimento, os dados obtidos (sinais de
absorbéancia) foram tratados, com auxilio do software Statistics StatSoft version 10,
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geraram a superficie de resposta e o grafico contendo as curvas de niveis, a partir da
matriz de Doehlert, apresentado para cada conjunto de variaveis estudadas.
Constatou-se que todos os trés niveis do planejamento fatorial estudados e a

interacdo entre eles sao estatisticamente relevantes como mostra a figura 4.1.

Fitted Surface; Variable: Abs Fitted Surface; Variable: Abs
3 factors, 1 Blocks, 26 Runs; MS Pure Error=29,80769 3 factors, 1 Blocks, 26 Runs; MS Pure Error=29,80769
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Figura 4.1: Superficie de resposta e curvas de niveis de (a) VSD x pH, (b) VSE x pH e (c) VSD x VSE

da matriz Doehlert com trés variaveis do sistema de pré-concentragéo de Co (l1).

A correlagéo entre os dados apresentados pode ser avaliada a partir da figura
4.2, gerada pela comparacéao entre os valores preditos e 0os observados. Os pontos
estao distribuidos aleatoriamente ao logo da linha bissetriz na extenséo do intervalo
de y, indicando que h&d uma aproximagdo entre as medidas teoricamente esperadas e

os valores experimentais associados a esses valores [38].
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Figura 4.2: Valores observados versus valores preditos obtidos através da matriz de Doehlert com

trés varidveis para a determinagéo de Co (ll).

As superficies de respostas geradas com o planejamento multivariado pela
matriz de Doehlert estabeleceu a influéncia das trés variaveis e a interacdo entre elas.
A equacdao 4.1 descreve a expressao que relaciona a absorvancia com pH, volume do

solvente extrator (VSE) e volume do solvente dispersor (VSD).

Abs=4,06 + 21,71pH — 1,33pH? + 1,20VSE - 0,02VSE? + 0,03VSD - 0,00004VSD? —
0,008pH.VSE - 0,002pH.VSD + 0,0008 VSE.VSD (4.1)

Ao calcular as derivadas parciais em funcao de cada variavel os valores criticos
foram obtidos. A tabela 4.2 apresenta esses dados e os pontos minimo e maximo do

conjunto de experimentos.

Tabela 4.2: Valores criticos, minimo e maximo obtidos da matriz de Doehlert.

Variaveis Minimo Valores Criticos Maximo
pH 5,0000 7,4839 11,000
VDE (uL) 30,0000 48,0480 70,000

VSD (L) 200,0000 648,4415 1000,000
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4.2. Caracteristicas analiticas do método

O método analitico proposto foi desenvolvido seguindo os parametros
tradicionalmente seguidos nos trabalhos publicados no campo das ciéncias analiticas.
Entre eles, curvas de calibracdo, figuras de méritos: limite de deteccao, limite de
guantificacdo, linearidade, precisdo e exatiddo. Para avaliar a influéncias de ions

presentes na matriz, foi realizado o estudo de interferentes.

4.2.1. Curvas analiticas

As imagens digitais foram obtidas seguindo os procedimentos descritos no
topico 3.3. ApoOs determinar a regido especifica de interesse, os sinais do conjunto
RGB foram determinados a partir do branco, seguido pela variagdo da concentracéo
de Co (Il) presente nas solucao preparadas a partir da diluicdo do padréao de 1000 mg
L. A faixa de trabalho para confec¢éo da curva analitica foi de 0 pg L*a 80 pg L.
Medidas em triplicata foram realizadas, e os valores médio de cada componente RGB
sdo apresentados na tabela 4.3.

As seccOes das imagens dos padrdes encontram-se na figura 4.3. A cor
amarelada, da primeira imagem, indica o ponto de origem da curva (0 pg L de Co?*)
e a cor azul o ponto mais concentrado, seguida por intensidades intermediarias
associadas a diferentes concentracdes do analito.

Figura 4.3: Imagens geradas para o processo de construcao da curva de calibracdo do cobalto, a partir
da diluicdo do padréo.

Os valores dos sinais do conjunto RGB foram processados no ImageJ.
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Tabela 4.3: Média dos sinais de cada componente RGB gerados no ImageJ.

Conc. (ug L) R G B
0 164,331 179,943 43,805
5 142,559 159,164 19,841
10 127,826 148,333 4,848
20 101,520 127,866 27,504
30 76,937 107,882 25,920
40 53,130 80,755 47,638
50 40,782 66,185 33,404
60 25,979 52,274 33,210
70 18,712 47,329 46,180
80 6,604 38,454 55,454

Conc.: concentragdo

Os componentes R e G apresentaram uma diminuicdo progressiva na
intensidade do sinal, apresentando uma coeréncia, jA que a cor verde e azul do
complexo formado constitui componente complementar dos canais R e G do sistema
de cores RGB. O canal B, porém, ndo apresentou variagdo constante, mas valores
alternados, tendo em vista a similaridade da cor do complexo com a intensidade no
componente B, ndo tenho um aumento linear com a variagdo da concentracdo do
cobalto.

Ao observar os valores, constatou-se que a relagdo entre as cores
complementares e a concentracdo do cobalto eram inversamente proporcionais e
levaria a uma curva analitica negativa, visto que o sinal diminuiu com o aumento da
presenca do analito.

A lei de Lambert Beer pode ser aplicada para transformar esses sinais em
absorvancia. Isso é possivel em virtude a propriedade de reflexdo e absorcao da luz
incidente sobre os &tomos. Esse processo ocorre em comprimentos de onda
especificos. Com o0 aumento da concentracdo do cobalto foi verificado a reducéo da
intensidade do sinal, evidenciado pela maior absorcédo da luz pelas moléculas que séao
representados em forma de imagem. O olho humano, por sua vez, consegue
interpretar essa variacdo pela mudanca de coloracdo e intensificacdo da cor com

aumento da quantidade do analito, mas ndo é capaz de quantificar essa absorcgéo.
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Na determinacdo quantitativa da absorvancia foi realizada trés medidas em
branco nas faixas dos canais vermelho, verde e azul, sendo consideradas como
radiacdo incidente (Po). Os padrGes de calibragdo e as medidas realizadas nesse
estudo foram associados a radiacdo transmitida (P). Ao aplicar a equagdo 4.2
correspondente a Lei de Beer os valores de absorvancia foram calculados e usados
na construcao da curva analitica expressa na figura 4.5.

A= log? (4.2)

A média dos valores de absorvancia calculados e usados para construcdo da

curva sao expressos na Tabela 4.4.

Tabela 4.4: Média dos valores de absorvancia usados para construcao da curva analitica.

Conc. (ug L) R G B
0 0,020 0,002 0,566
5 0,083 0,056 0,629
10 0,123 0,081 0,982
20 0,246 0,163 0,710
30 0,386 0,244 0,613
40 0,514 0,351 0,274
50 0,664 0,455 0,395
60 0,909 0,554 0,392
70 0,990 0,584 0,252
80 1,201 0,655 0,126

Conc.: concentragéo

Os valores obtidos nos componentes R e G foram coerentes com que
teoricamente era esperado, isto €, aumento progressivo da absorbancia com o
aumento da concentragcao do analito. O componente, B, no entanto, apresentou dados
gue ndo seguiram a mesma légica, tendo em vista a baixa sensibilidade dos sinais
oriundos no histograma azul para interpretar variacbes do analito nas condi¢cbes

estudadas.
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Figura 4.4: Curvas de calibragdo obtidas para o Co (Il) usando valores de absorbéncia no vermelho (a),
verde (b) e azul (c).

O canal R apresentou maior inclinacdo da reta e um coeficiente de correlagao
0,9943, sendo descrido pela equacao da reta A=0,0137C — 0,0072, onde A representa
o valor da absorvéancia oriunda do sinal analitico e C é a concentracdo de Co (II) em
ug L. Essas caracteristicas conferem ao espaco RED maior sensibilidade, sendo por
esse motivo utilizado como parametro na aquisicdo das respostas atribuidas ao
estudo das figuras de méritos e nas analises quantitativas. O componente G, por sua
vez, teve um bom coeficiente de correlacdo linear, mas menor sensibilidade em

relacdo ao canal R.

4.2.2. Limite de deteccao (LD) e limite de quantificac&o (LQ)

As figuras analiticas de mérito limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacéo
(LQ) séo ferramentas essenciais para estabelecer a sensibilidade de um método e
garantir a confiabilidade analitica das medidas. O LD é o valor minimo que o analito,
em uma amostra, pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado em
determinadas condi¢des experimentais. O LQ é valor minimo que o analito, em uma
amostra, pode ser confiavelmente quantificado, ou seja, com precisao e exatidao

aceitaveis. Nesse estudo, as figuras de mérito foram calculadas com base em
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procedimentos analiticos cientificamente aceitos, os quais estdo fundamentados em
tratamento estatistico de dados experimentais.

O limite de deteccéao foi calculado pela medida de dez valores da solucédo em
branco. As absorbéancias obtidas foram submetidas ao célculo do desvio padrdo da
resposta (s). O valor obtido foi multiplicado por trés e dividido pelo coeficiente angular

da curva de calibracéo (S), conforme a equacéao 4.3.

LD =22 (4.3)

Foi encontrado 1,765 pg L como limite de deteccdo para o método proposto.
O limite de quantificacao foi calculado pelo desvio padrédo da resposta (s) de
dez valores da solugdo em branco multiplicado por 10 e dividido pelo coeficiente
angular da curva de calibragcéo. Ao aplicar a equacéo 4.4 foi encontrado 5,347 ug L?

como LQ.

LQ == (4.4)

As figuras de mérito estudadas apresentaram dados coerentes com faixa de
trabalho, visto que os resultados numéricos encontrados s@o compativeis aos
objetivos do método. Considerando os valores de LD e LQ, tracos de Co (ll) podem

ser quantificados.

4.2.3. Precisao

Precisdo é uma figura de mérito que estabelece a dispersao de valores medidos
em torno de um valor médio, a partir do desvio padrao relativo (DPR) a precisao &
estimada. A repetibilidade, precisédo intermediéria e reprodutibilidade sdo parametros
estabelecidos para mensurar a precisdo de um conjunto de medidas [39]. Nesse
estudo foram avaliados a repetibilidade e reprodutibilidade.

A repetibilidade foi mensurada seguindo as recomendacfes do INMETRO. As
medidas devem sejam realizadas com repeticdo de sete a nove vezes, em uma dada
condicdo experimental, para o célculo do DPR [40], [39]. Na concentracdo 40 ug L*,
oito medidas foram executas e os dados obtidos, em termos de absorvancia, sédo

expressos na tabela 4.5.
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Tabela 4.5: Repetibilidade dos valores de absorvancia para 40 ug L™ de Co (I1).
Pontos Abs
1 0,458
0,463
0,410
0,431
0,426
0,434
0,436
0,453

oo N O o A~ WD

O calculo do desvio padrao relativo foi efetuado aplicando a equacéo 4.5, sendo

s 0 desvio padrao e x o valor médio do numero total de medidas.

s100
X

DPR = (4.5)

O valor percentual encontrado foi de 4,077% para o DPR, n&o excedendo o
limite méximo de 30% estabelecido para analises de tracos [41].

A reprodutibilidade é a repeticdo de medidas realizadas em um mesmo
laboratorio, podendo variar o analista, ou dias de trabalho, ou equipamentos distintos
[39]. Nesse estudo, foram avaliados os valores experimentais em condi¢des fixas, no
mesmo laboratorio, mas em dias diferentes, com intervalo minimo de trés dias. A

tabela 4.6 mostra os valores encontrados para 20 ug L de Co (l1).

Tabela 4.6: Estudo da reprodutibilidade dos valores de absorvancia para 20 ug L™ de Co (lI).
Dias Abs
1 0,260
0,257
0,255
0,214
0,259
0,266

o 01 A WODN

O desvio padréo relativo foi calculado com base na equacao 4.5 e o valor obtido

de 7,507% Portanto, o método proposto pode ser considerado preciso, uma vez que
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a repetibilidade e a reprodutibilidade apresentaram desvio padrdo relativo com
percentual aceitavel.

Os parametros analiticos estudados sdo apresentados na tabela 4.7.

Tabela 4.7: Parametros analiticos para o método proposto.

Parametros Valores
Equacéo da regressao linear A=0,0137C - 0,0072
Coeficiente de correlacdo 0,9943
Linearidade (ug L) 5,35-80,0
Limite de detecgdo (ug L?) 1,77
Limite de quantificacdo (ug L) 5,35
Preciséo (%) 4,1

4.3. Estudo de interferentes

A seletividade do método foi avaliada através do estudo de interferentes de
espécies ibnicas presentes na matriz, sobretudo amostras de agua. Os possiveis
interferentes foram adicionados, na proporcao inicial de 1:1000, a solu¢des padréao
contendo o analito. Algumas espécies ibnicas tiveram suas proporc¢oes reduzidas até
estabelecer uma alteracdo, significativa, na resposta, outras nado interferiram e o
niquel sempre modificava o sinal analitico esperado, independentemente do valor

adicionado.

Tabela 4.8: Estudo de alguns ions interferentes na determinagao Co (Il) em aguas.

Espécie Proporcéo limite Co?*: Espécie

K*, NOz Acima de 1:1000

AR Ca?*, Mg?*, Fe?* 1:10

Na*, CI 1:50

Ni2* 11

Pb** 1:25

Se?* 1:100

Cd? 1:10

Mn2* 1:25
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Os ions analisados sdo expressos na tabela 4.5. O Ni** pode ser considerado
como principal interferente da reacdo colorimétrica Co(ll)-TAC, visto que o niquel
também reage com TAC em pH equivalente, formando um complexo estavel. As
demais espécies avaliadas interferem apenas em proporc¢des elevadas. Portanto, o
estudo proposto pode ser considerado seletivo, tendo em vista os dados apresentados

e a natureza da matriz.

4.4. Aplicagdo do método

As amostras de agua do rio de contas, vitamina B12 foram as matrizes
utilizadas para aplicacdo do método. Em virtude das concentragcdes em niveis tracgo,
foi realizado o ensaio de recuperacdo para avaliar a exatidao, e por consequéncia a
validade do método.

O estudo de recuperacédo consiste na quantidade do analitico recuperado, apés
0 processo de adicao de concentracfes conhecidas a uma certa quantidade presente
na amostra. Nesse estudo, fizemos medidas diretas, apds o preparo da amostra, e
adicao de padréo, contendo concentragdes conhecidas do cobalto nas amostras reais
e na amostra de material certificado.

Os valores foram calculados pela equacdo 4.6 e o0s resultados das
recuperacoes sao expressos na Tabela 4.9, e evidenciam que os dados estdo de

acordo ao percentual cientificamente aceitavel.

(valor obtido—valor real) .100

Rec % =

(4.6)

valor real

O Material de Referéncia Certificado BCR 397 (Cabelo) foi empregado para
avaliar a exatidao da técnica. As analises quantitativas do teor de cobalto presentes a
amostra certificada e o ensaio de recuperacdo nas amostras de agua apresentaram
valores adequados para determinagao do analito nas matrizes estudadas, na faixa de
trabalho em niveis tragos. A tabela 4.9 apresenta a concentracdo de cobalto
encontrada na amostra certificada, através da analise colorimétrica proposta nesse
estudo. Houve uma boa correlagéo entre o valor certificado e o valor encontrado, com

erro percentual de +7,27%, em um intervalo de confiangca de 95%.
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Tabela 4.9: Determinacéo do teor de cobalto em CRM e amostras de agua, com intervalo de confianca
de 95%.

Quantidade de cobalto (ug g*)

CRM Certificado Encontrado Erro (%)
BCR 397 0,55+ 0,03 0,59 + 0,04 +7,27
Cabelo
Adicionado (ug L) Encontrado (ug L!) Recuperacéo (%)

Agua 1 0 <LD 111

20 22,2+0,3
Agua 2 0 <LD 94

20 18,7+ 0,2
Agua 3 0 <LD 98

20 19,6 £ 0,1

A concentracdo de cobalto na vitamina B12, digerida, foi determinada pelo
método proposto a partir do preparo da amostra descrito no item 3.6, seguida por
processos de diluicdo para concentracdo final de 1000 pug L de Co?* presentes no
medicamento. Medidas diretas dessa solu¢ao foram realizadas no F AAS, e os valores
de absorvancia associados a curva de calibracdo correspondente a esse método
espectrométrico, e a concentracao do analito foi calculada.

Através meétodo colorimétrico desenvolvido, determinagcdes na faixa linear de
trabalho, foram realizadas para avaliar o desempenho analitico e compara-los com o

F AAS. Os valores encontrados sao expressos na tabela 4.10.

Tabela 4.10: Determinacao do teor de cobalto em vitamina B12, com intervalo de confian¢a de 95%.

Quantidade de cobalto (mg g)

Fabricante F AAS Este método

Vitamina B12 N&ao declarado 218 + 10 228 + 12

Infere-se que ha uma correlacéo entre a quantidade de cobalto obtida através
do F AAS com a do método proposto. Caso houvesse o valor declarado pelo fabricante

seria possivel avaliar a exatiddo das medidas.
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5. CONCLUSOES

Um novo método para determinacdo de cobalto em amostras de agua e
vitamina B12 foi desenvolvido de maneira eficaz. A microextracdo liquido-liquido
dispersiva foi fundamental na pré-concentracdo do analito. Essa técnica forneceu
subsidios para obter uma configuracéo viavel na obtencdo de imagens, e aplicacédo
Colorimetria de Imagens Digitais. A versatilidade, simplicidade, rapidez, eficiéncia,
baixo custo e sensibilidade s&o as principais vantagens apresentadas, tendo em vista
0 custo elevado dos métodos espectrométricos comumente utilizado em analises
guantitativas.

Os ensaios de recuperacao comprovaram que o cobalto pode ser determinado
em amostras de dgua sem efeitos de matriz e com boa preciséo, visto que esses
valores foram em torno de 100%, evidenciando a sensibilidade e seletividade do
método. A determinacdo na amostra de material certificado avaliou a boa exatidao da
técnica, no intervalo linear empregado. As analises quantitativas do teor de cobalto
em vitamina B12, exigiram a digestao da amostra e diluicdo, sendo essas etapas de
preparo da amostra determinantes na obtencdo de resultados satisfatérios. Ao
comparar os resultados das andlises por DIC com o F ASS, infere-se que ha
similaridade entre os valores relativos a quantidade do analito na vitamina B12.

Nessa perspectiva, hovas pesquisas podem ser desenvolvidas para aprimorar
e ampliar ainda mais o uso de Imagens Digitais como ferramenta analitica para
determinacdes em matrizes variadas. Muitos estudos tem sido propostos, no entanto,
ainda ha muito a ser explorado, tendo em vista o enorme potencial que a Colorimetria

de Imagem Digital tem fornecido as ciéncias analiticas nos ultimos anos.
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