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RESUMO: Nesta dissertacao é apresentado um estudo inovador e sensivel utilizando
0 método de andlise quimica com base na colorimetria de imagem digital com
instrumentacao construida a partir de materiais acessiveis e de baixo custo visando a
guantificacao de cobalto e niquel em concentracdes tracos. Os métodos consistem no
desenvolvimento de um sistema em linha usando extracdo em fase soélida, constituido
basicamente de uma microcoluna de vidro recheada com o sorvente poliestireno
divilbenzeno impregnado com o reagente complexante 1-(2-tiazolilazo)-p-cresol (TAC)
e um microscopio portatil multifuncdo, utilizado para a aquisicdo das imagens. A
imagem do sorvente apos extracdo de Co(ll) e Ni(ll) foi obtida e relacionada a
concentracdo dos elementos em cada solucdo/amostra. As variaveis pH, vazao de
amostragem e volume da amostra foram avaliadas utilizando ferramentas
guimiométricas multivariadas para estabelecer os niveis 6timos das variaveis
significativas. Os limites de quantificagdo do método foram 2,7 e 2,6 ug L e os fatores
de enriquecimento foram 91 e 148 para Co(ll) e Ni(ll), respectivamente. A confirmacéo
da exatiddo do método para a extracdo de Co(ll) foi realizada por comparacdo com
um método de absorcdo atbmica com forno de grafite e para a extragdo de Ni(ll) foi
feita analisando material de referéncia certificado (folhas de tomateiro NIST1573a e
cabelo humano BCR397). Posteriormente, os métodos foram aplicados na
determinacao de ions Co(ll) em amostras de camarao, sururu, siri e superalimentos e
na determinacao de ions Ni(ll) em amostras de 4gua de rio, café e cigarro. As novas
metodologias analiticas desenvolvidas usando imagem digital se apresentaram como
uma excelente alternativa para a determinacdo de cobalto e niquel em diversas
amostras. Os métodos apresentaram simplicidade, baixo custo, eficiéncia, além de

serem ecoldgicos.

Palavras-chave: imagem digital, extracdo em fase sdlida, niquel, cobalto, alimentos,

cigarro, agua.
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ABSTRACT: This dissertation presents an innovative and sensitive study using the
chemical analysis method based on digital image colorimetry with instrumentation built
from accessible and low-cost materials aiming at the quantification of cobalt and nickel
in trace concentrations. The methods consists in the development of a system with
solid phase extraction, consisting basically of an extraction chamber filled with
polystyrene divinylbenzene sorben impregnated with the complexing reagent 1-(2-
thiazolylazo)-p-cresol (TAC) and a portable microscope multifunction, used for image
acquisition. The image of the sorbent after extraction of Ni is obtained. This image is
related to the concentration of the elements. The variables, pH, flow, and sample
volume, were evaluated using a complete factorial design 23 for the screening and a
Doehlert matrix to establish the optimal levels of the significant variables. The
quantification limits were 2.7 and 2.6 pg L' and enrichment factor 91 and 148 for Co
(I and Ni (1), respectively. Confirmation of accuracy of the method for the extraction
of Co (Il) was carried out by comparison with an atomic absorption method with
graphite furnace and for the extraction of Ni (ll) was using certified reference material
of tomato leaves NIST1573a and human hair BCR397. Subsequently, the methods
were applied in the determination of Co(ll) ions in samples of shrimp, sururu, crab and
superfoods and in the determination of Ni(ll) ions in samples of river water, coffee and
cigarettes. The new analytical methodologies developed using digital image were an
excellent alternative for the determination of cobalt and nickel in several samples. The

methods showed simplicity, low cost, efficiency, besides being ecological.

Keywords: digital image, solid phase extraction, nickel, cobalt, food, cigarette, water.
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Apresentacéo

Esta Dissertacdo de Mestrado faz parte dos estudos desenvolvidos no ambito
do Projeto de Pesquisa denominado Avaliacdo de impactos causados por
substancias potencialmente toxicas em &guas e sedimentos da bacia
hidrografica do Rio de Contas. Este projeto foi contemplado no edital para
CHAMADA UNIVERSAL MCTI/CNPgq N° 01/2016 do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) — Faixa A, N° do Processo:
431491/2016-0.

O trabalho de dissertacdo foi desenvolvido no Laboratério de Quimica
Analitica Ill da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus de Jequié. As
analises utilizando a técnica de imagem digital foram realizadas no Laboratério de
Quimica Analitica (UESB), em parceria com o Prof. Dr. Valfredo Azevedo Lemos,

coorientador do estudo.

Este trabalho foi escrito seguindo o formato de Dissertacdo em texto corrido,
conforme as orientagcdes constantes no Manual para Elaborac&o de Dissertagdes
do Programa de Poés-Graduacdo em Quimica (PGQUI-UESB). A escrita da
dissertacéo seguiu as instrucdes do periddico Quimica Nova, para submissao apos a

realizacdo das correcdes sugeridas pela banca examinadora.
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1. INTRODUCAO

O interesse no desenvolvimento de metodologias alternativas e sensiveis para
guantificar niveis tracos de substancias potencialmente toxicas tem sido crescente nos
ultimos anos devido ao fato de que tais informa¢des podem revelar muito sobre o grau
de contaminacdo de diversos organismos, ambientes e matrizes. Adicionalmente,
alguns elementos presentes no ambiente entram facilmente na cadeia alimentar
podendo se tornar um risco para a saude humana.

Elementos como cobalto e niquel podem estar presentes em diferentes
compartimentos e materiais provenientes de agfes antropogénicas oriundas de
atividades industriais, mineracao, agricultura e despejos de residuos urbanos. O uso
regular e muitas vezes inadequado de diversas substancias que apresentam em sua
composicdo elementos toxicos oferece risco de contaminacdo da atmosfera, dos
solos, das aguas naturais e dos alimentos, podendo provocar efeitos irreversiveis em
organismos aquaticos, terrestres e intoxicacdo humana pelo consumo de substancias
contaminados.

Tais problematicas também estédo presentes na regido sudoeste da Bahia, que
€ caracterizada por grande producdo de alimentos, tais como café, maracuja,
melancia, cacau e manga. Boa parte da producdo apresenta uso regular de
agrotoxicos e praticamente ndo ha o devido acompanhamento pelas agéncias de
regulacéo, fiscalizacdo e normatizacdo. A regido contempla ainda a Bacia do Médio
Rio de Contas e esta entre os cinco cursos de agua de maior destaque do Estado.
Essa regido apresenta em andamento projetos de exploracéo de jazidas e depdsitos,
como é caso da exploracdo de metais como niquel, ferro, vanédio, cobre, uranio, entre
outros, atividades que séo realizadas proximas ao Rio de Contas. Companhias deste
setor tendem a acumular grande volume de rejeitos e aumenta o risco de acidentes
ambientais, o que provocaria danos significativos ao meio ambiente e,
consequentemente, a populagéo.

Portanto, o desenvolvimento de metodologias eficientes para atender a essas
demandas se tornam uma atividade de extrema importancia. Com base nessa
preocupacdo, foram desenvolvidas novas estratégias analiticas utilizando
instrumentos simples de aquisicdo de imagens e dispositivos portateis de baixo custo

para a quantificacdo de cobalto e niquel.
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A andlise por imagem é uma técnica bastante promissora, sendo possivel
determinar alguns elementos apos formacéo de compostos coloridos por meio de uma
reacdo colorimétrica. Esta técnica apresenta caracteristicas desejaveis tais como
relativa rapidez da analise, facilidade de operacdo, baixo custo, capacidade de
automatizagao e boa seletividade. Outra grande vantagem do uso de imagens digitais
€ a ndo dependéncia de equipamentos de alto custo para realizar analises.

Os estudos realizados nesta pesquisa foram os primeiros que combinaram as
vantagens da metodologia analitica da extracdo em fase solida com o processamento
computacional por analise de imagens para a quantificacdo de cobalto e niquel. Além
disso, 0os novos métodos apresentam potencial para a amostragem e analise in situ

sem a necessidade de transportar a amostra até o laboratorio.

1.1. O elemento niquel

O niquel é o vigésimo segundo elemento mais abundante na natureza. Possui
nimero atdmico 28, massa 58,71 g/mol e densidade de 8,9 g/cm? [1]. O estado de
oxidacao mais conhecido € o Ni(ll) e sua cor verde presente em solu¢des dos sais de
niguel em dgua deve-se a presenca de ions complexos [Ni(H20)e]?*. Por ser um metal
de transicdo, forma complexos que em sua maioria sdo quadrado planares e
octaédricos e, em alguns casos, tetraédricos, quando reagem com alguns ligante de
campo fraco [2].

Este elemento € considerado um metal duro, de cor prata-esbranquicada, que
tem diversas aplicabilidades na industria, podendo ser utilizado na producéo de aco
inoxidavel e ligas de cobre para produzir moedas e na formacao de baterias de niquel-
cadmio, podendo ainda ser muito util guando usado como catalisador na producéo de
gorduras hidrogenadas [3; 4].

O avango da tecnologia tem proporcionado maior exploracéo e uso deste
metal. Em contrapartida, o resultado do uso em grande escala de produtos contendo
niquel tem causado um desequilibrio no meio ambiente. Os compostos de niquel séo
liberados para o ambiente em todas as etapas de producao e utilizacédo e seu acumulo
em compartimentos naturais pode acarretar um sério perigo para a saude humana,
pois os ions de niquel podem chegar a compor a natureza quimica de alimentos de

origem vegetal e animal através dos processos naturais de absorcéo e alimentacéao.
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O niquel apresenta elevado potencial de toxicidade e o contato com
compostos de niquel pode causar uma variedade de efeitos adversos na saude
humana. Os efeitos criticos mais frequentes sdo alergia, fibrose pulmonar, doencas
cardiovasculares e renais e cancer de pulmé&o e nariz. Existem evidéncias de que

alguns compostos de Ni sdo cancerigenos para humanos [5; 6; 7].

1.2. O elemento cobalto

O cobalto € um elemento de transicdo que apresenta dureza acentuada, €
guebradico, caracterizado por sua cor prata-acinzentada e usado de forma associada
ao ferro na formacéo de ligas metélicas. Este elemento possui nUmero atémico 27 e
massa atdbmica 58,93 g/mol, apresenta estados de oxidacdo Co(ll) e Co(lll) como mais
abundantes e importantes [1]. E encontrado em associacdo com o sulfeto de cobre
(I1), cobaltita (CoAsS), esmaltita (CoAsz), eritrita (Co3(AsOa4)2:8H20) e lineita (C03S4)
[1; 2].

Os compostos de cobalto tiveram forte influéncia no desenvolvimento da
guimica de coordenacao, principalmente pelos estudos realizados por Werner, o qual
foi responsavel por sintetizar os isébmeros cis e trans do complexo
tetraaminobisclorocobalto(lll) [Co(NH3)4Clz2]*. Tal composto era um complexo
opticamente ativo mesmo sem a presenca de carbono e essa observacao contribuiu
de forma eficiente para o desenvolvimento dessa area da quimica, que posteriormente
foi contemplada com a descoberta dos compostos de Co(lll) e Co(ll) em suas formas
tetraédricas e octaédricas com variadas cores e aplicabilidade [8].

O cobalto tem grande aplicabilidade na industria e cerca de um terco deste
elemento é usado na producdo de pigmentos para industrias de ceramica, tintas e
vidro. Um quinto da producdo € direcionado a obtencao de ligas metélicas e producéo
de iméds muito mais poderosos que o de ferro [9; 10; 11]. Também pode ser usado
para mascarar a cor amarela do ferro com a finalidade de obtencdo da coloragcao
branca. Além disso, por ter a capacidade de formar acos resistentes, podem ser
usados como instrumentos cirdrgicos, brocas e ferramentas de tornos [10; 11].

Quanto a essencialidade, estima-se que no organismo a concentracao
encontra-se na faixa de 0,7 a 1,1 mg de Co, sendo que 4,4% (0,09 a 0,22 mg) estao
na forma de vitamina B12, responsavel por ajudar no combate da anemia [12].
Também é considerado um micronutriente essencial no processo de fertilizacdo das

plantas [13]. Por outro lado, em concentragdes acima do permitido, o cobalto pode
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apresentar certa toxicidade e alterar alguns processos bioldgicos tais como: i) afeta
0S processos metabolicos, 6rgaos e glandulas, incluindo a substituicdo do zinco pelo
cobalto provocando caréncia de zinco; ii) influencia a captacéo do oxigénio e producéo
de energia; iii) inativa as enzimas oxido-redutivas podendo levar a depresséao e iv)
pode causar danos as células do epitélio dos tubulos proximais [14; 15].

A determinacdo direta de cobalto muitas vezes é dificil, pois a amostra
apresenta concentracdes baixas do elemento (ug kg a ng kg?) e algumas técnicas
nao apresentam limite de quantificacdo suficientemente baixo para determinacao de
guantidades-traco. Uma forma de resolver essa limitacdo é aplicando um
procedimento de separacgao e pré-concentracao antes do procedimento de deteccéo.

A mesma consideracao pode ser feita para a determinacdo de niquel.

1.3. Técnicas analiticas de separacao

O conhecimento da composi¢cdo da amostra em estudo permite avaliar seu
valor econdbmico ou avaliar sua contaminacdo frente aos limites de concentracao
toleraveis. Para isso, varias estratégias consolidadas tais como extracdo em fase
liguida (LPE), extracdo em ponto nuvem (CPE), coprecipitacdo, deposicdo
eletroanalitica, troca idnica e extracdo em fase solida (SPE) tém sido largamente
utilizadas [16].

Uma técnica classica para extrair metais é a extracdo liquido-liquido e mais
recentemente tem se utilizado crescentemente a microextragdo em fase liquida
(LPME). Nesse contexto, um método foi desenvolvido para a extracdo de cadmio,
chumbo, niquel, cobalto e cobre em frutos do mar apés realizar uma etapa de
microextracdo liiquido-liquido dispersiva (DLLME) [17]. Essa técnica consiste na
separacao do analito da matriz entre dois liquidos (ou fases) imisciveis. Outra forma
util de separacéo é a extragdo em ponto nuvem, que consiste no uso de surfactantes
nao-idnicos em solucdes aquosas, onde havera a isolamento de fases com o aumento
da temperatura. A CPE tem sido considerada uma alternativa eficiente quando
comparada com a LPE [18].

Outro método de extracdo e separacdo € a extracdo em fase sdlida, uma
técnica que esta sendo utilizada ha bastante tempo e em relacdo a LPE apresenta
vantagens, pois diminui o tempo de extracao, exposicdo a solventes organicos, além
de apresentar baixo custo [19]. Diversos autores tém escolhido a SPE devido a
simplicidade, apresenta alto fator de pré-concentracdo, possibilita a utilizacdo no
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campo, usa pouco solvente, quando necessario, e facilidade em adaptacdo para

automacdao e analise por imagem.

1.3.1 Extracdo em fase soélida

A SPE foi introduzida em 1976 tendo como umas das principais finalidades
suprir as desvantagens apresentadas pela LPE. Atualmente consiste em um dos
métodos mais populares de preparo de amostra, sendo utilizado por grande parte dos
cromatografistas em andlises de rotina e também por analistas responsaveis em
controle de metais toxicos, possuindo um vasto campo de aplicagdo como analises de
alimentos, farmacos, meio ambiente e nas areas de bioquimica [16].

A extracéo e separacado de metais tragcos em solucédo aquosa sempre foi alvo
de estudos com variados tipos de fases sdlidas. Um dos suportes que vem se
destacando como fase de empacotamento € a resina ndo-iénica, tendo com destaque
o poliestireno-divinilbenzeno (PS-DVB). Este material est4 disponivel comercialmente
como resinas Amberlite XAD [20]. O PS-DVB possui alta retencdo de compostos
polares devido a sua superficie hidrofébica, que contém um namero relativamente
grande de sitios aromaticos ativos. Além disso, eles sdo amplamente utilizados no
desenvolvimento de varios sorventes quelantes, devido as suas propriedades fisicas,
como porosidade, alta area de superficie, durabilidade e pureza. Atualmente entre as
resinas mais usadas estao a XAD-2, XAD-4, XAD-8, XAD-16 e XAD-7 sendo as quatro
primeiras ndo polares e a ultima com polaridade intermediaria [20].

Estudos relatam os diversos usos da resina amberlite XAD, porém uma das
mais citadas, devido a sua polaridade intermediéaria, € a amberlite XAD-7, que € uma
resina polimérica acrilica, alifatica, ndo idnica com ligagdo cruzada constituida de uma
fase porosa e de elevada area superficial. Esta resina foi utilizada por Vicent et al.
(2008), com a finalidade de extrair os metais La(lll) e Bi(lll) em urina, justificando a
importancia do bismuto ser usado na area medicinal e no tratamento de doencas
gastrointestinal, e o lantanio estimula a formacgéo de céalculo renal [21].

Na maioria dos trabalhos desenvolvidos, essas resinas tém sido modificadas
guimica ou fisicamente com a adicdo de varios ligantes, tendo por finalidade
prepararem novos materiais, podendo extrair e separar metais e eliminar impurezas.
Santos et al. (2002) extrairam cobre, manganés e zinco em matriz salina modificando
a resina de amberlite XAD-7 com vermelho de alizarina S [22]. Freitas (2007) extraiu

cobre modificando a resina de amberlite XAD-7 com di-2-piridil cetona
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saliciloilhidrazona (DPKSH) [20]. Geralmente, sistemas que envolvem pré-
concentracdo precisam ser otimizados para encontrar condicbes apropriadas para

sorcao e dessorcao do analito.

1.4 Otimizagao de sistemas analiticos

A etapa de otimizac&o de sistemas analiticos € uma das etapas mais criticas
no desenvolvimento de métodos ou procedimentos. Nesse contexto, existem duas
metodologias usadas para otimizar os métodos em estudo: a univariada e a
multivariada. A analise univariada é relativamente simples e de facil interpretacdo e
consiste em otimizar uma Unica variavel por vez, fixando as condi¢cdes das outras
variaveis envolvidas no processo. Este método apresenta algumas limitacOes e
desvantagens por demandar um maior gasto de reagentes, maior tempo de estudo e
também ndo considera as interagdes que ocorrem entre as variaveis [23].

Por outro lado, a otimizagdo multivariada permite avaliar as interacfes entre
as variaveis estudadas, o tempo de otimizacdo e o consumo de reagentes é reduzido,
pois 0 nimero de experimentos € menor e uma maior robustez do processo € obtida
[24]. A desvantagem dessa otimizacdo esta na maior dificuldade de interpretacéo dos
dados gerados, porém o uso de softwares que possuem recursos estatisticos
avancados facilita a interpretacdo. Tais softwares sdo fundamentados em conceitos
matematicos e estatisticos e tém auxiliado na aquisicdo de resultados satisfatorios,

por mais que demandem um certo conhecimento por parte do operador [23].

1.4.1. Analise multivariada: estratégias de otimizacao para métodos de pré-
concentragcao

A analise multivariada € uma técnica analitica que encontra padrbes e
relacdes entre diversas variaveis, permitindo prever mudancas e efeitos que uma
variavel tera sobre as demais. Esta técnica usa informacbes de varias fontes,
simultaneamente, para obter melhores condicfes experimentais. Dentro da quimica,
a necessidade de ferramentas novas e mais sofisticadas para tratar e extrair
informacdes relevantes deu origem a Quimiometria, uma area especificamente
destinada a analise de dados quimicos de natureza multivariada [24].

O termo quimiometria foi introduzido pelo suico Swede Svante Wold e pelo

americano Bruce R. Kowalski [25]. Desde o seu desenvolvimento, a quimiometria tem
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sido amplamente utilizada, principalmente na area da quimica analitica, sendo um
tema bastante discutido em debates e congressos, devido a sua importancia quando
se necessita planejar e otimizar métodos. Em uma definicdo mais especifica, a
quimiometria € uma ciéncia que esta relacionada a dados obtidos de sistemas
guimicos, e seus resultados é consequente da aplicacdes de métodos estatisticos e
matematicos [26]. A Figura 1 representa a interacdo que a quimiometria pode ter com
outras ciéncias, bem como evidencia a importancia do operador durante a aplicacéo
do procedimento que na maioria das vezes precisa tomar decisdes com base cientifica

e “bom senso” para avaliar os dados obtidos [26].

Eletronica

Bom
SENS0

Figura 1- Quimiometria e suas interacdes. Adaptado de Ferreira (2015).

Em uma otimizagdo multivariada, a realizagcdo das principais etapas no
desenvolvimento de otimizacdo esta atrelada a selecdo das variaveis envolvidas no
processo, definicdo criteriosa do dominio experimental das varidaveis, avaliacdo
preliminar das variaveis, aplicacdo de metodologia de superficie de resposta (MSR) e
validacdo do método. Nessa perspectiva, a MSR é muito aplicada, porém € necessario
avaliar quais as variaveis de maior efeito usando, geralmente, o planejamento fatorial,
sendo este considerado fundamental na etapa de triagem [27]. O delineamento
Plackett-Burman também ¢é utilizado em casos onde se tem muitas variaveis para

avaliar na etapa de triagem.
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1.4.1.1. Planejamento fatorial completo de dois niveis: triagem dos fatores

No planejamento fatorial as variaveis sao consideradas fatores e tem como
finalidade investigar e avaliar quais delas afetam um determinado sistema norteando
sua significancia. Este tipo de planejamento é muito utilizado na etapa de triagem,
onde séo investigadas as influéncias de todos os fatores experimentais de interesse
e os efeitos de interagcdo em uma ou mais respostas [28].

O numero de experimentos que € determinado para o desenvolvimento de um
planejamento fatorial completo de dois niveis é dado pela expresssdo n = 2%, em que
n é o niamero de experimentos, 0 nimero 2 € expresso, justamente, porque o
planejamento € em dois niveis (maior e menor) e k € 0 numero de fatores. Um
planejamento de trés fatores e dois niveis (2°) origina, assim, uma matriz com oito

experimentos conforme mostrado na Tabela 1 [23].

Tabela 1. Matriz codificada para um planejamento hipotético 23.

Experimento Variaveis

X1 X2 <3
1 ) - -
: ) ) +
3 ) . _
4 ) . )
5 n ] _
6 N _ )
7 + N _
8 N . )

A Tabela 1 mostra valores codificados (-1, nivel inferior e +1, nivel superior).
Para a avaliagdo do erro experimental insere-se na matriz experimentos contendo
condicBes intermediarias entre os niveis estudados, chamados de pontos centrais.
Outra forma de determinar o erro do planejamento experimental é duplicar a
guantidade de ensaios em cada experimento [27].

As respostas encontradas nem sempre estéo descritas eficientemente dentro
do dominio experimental estudado. Assim, a avaliacdo do planejamento fatorial é feita
através de analise de variancia (ANOVA) que compara a variacdo devido ao
tratamento utilizado com a variacdo aleatéria referentes aos erros inerrentes as

medi¢cdes das respostas geradas. Os efeitos principais incluindo também as
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interagdes entre as varidveis de um planejamento fatorial podem ser analisados pelo
grafico de Pareto, que € um recurso que explica os resultados de maneira mais
objetiva e clara [24]. No gréafico de Pareto, os efeitos padronizados sao exibidos na
forma de barras e o efeito padronizado do fator € definido pela relagdo entre o efeito

do fator e o erro padréo associado ao efeito [26].

1.4.1.2. Metodologia de superficie de resposta

Os planejamentos fatoriais de dois niveis geram equacdes de primeira ordem
gue nao fornecem valores 6timos das variaveis estudadas. Para se conhecer tais
valores, utilizam-se relacbes matematicas que possuem termos quadraticos e
consequentemente se obtém equacdes de segunda ordem. A MSR teve seu
desenvolvimento atrelado a Box e colaboradores nos anos 50 e € uma ferramenta
bastante utilizada para otimizar métodos analiticos [29].

As principais etapas desenvolvidas ao usar um planejamento MSR sao as
seguintes: i) definicdes dos dominios experimentais das variaveis, que depende da
etapa de triagem (planejamento fatorial); ii) realizacdo dos experimentos, dependente
do tipo de MSR escolhido; iii) determinagcdo dos coeficientes do modelo; iv)
determinacao dos pontos criticos a partir do modelo obtido; iv) validacdo do modelo e
vi) avaliacdo da robustez [29].

As principais superficies de respostas podem ser obtidas a partir de
planejamentos quadréticos tais como: matriz Doehlert, planejamento Box-Behnken,
planejamento composto central e planejamento fatorial de trés niveis [24; 29]. A
aplicacao dessas metodologias geralmente acontece apds uma etapa preliminar com
0 uso de planejamento fatorial ou planejamento fatorial fracionario, conforme

mencionado, que evidencia quais as variaveis mais significativas do sistema.

1.4.1.3. Otimizacéao de variaveis usando o planejamento Doehlert

A matriz Doehlert € uma ferramenta quimiométrica usada para estimar pontos
criticos. Esta foi desenvolvida em 1970 quando proposta por David H. Doehlert. Desde
a sua descoberta, a matriz Doehlert vem sendo usada como importante ferramenta de
MSR, a fim de obter pontos 6timos em inUmeros procedimentos de pré-concentracdo
usando a SPE, CPE, LPME, dentes outros procedimentos [30].
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O planejamento Doehlert pode descrever varios tipos de dominios. A
guantidade e forma desses dominios dependem do numero de variaveis envolvidas
no processo. Para duas variaveis, apresenta-se em formato circular, esférico para trés
e hiperesférico para mais de trés variaveis, o que mostra a uniformidade no espaco
envolvido. Quanto aos numeros de experimentos, € denotado de grande eficiéncia e
pode ser determinado pela expressdo N = k? + k + pc. Sendo N o numero de
experimentos necessarios, pc € o numero de réplicas do ponto central e k € o nimero
de variaveis [27].

O planejamento Doehlert apresenta algumas vantagens em relacdo aos
planejamentos citados anteriormente. Dentre estas vantagens, estd o numero
reduzido de experimentos para sua aplicacdo, o qual esta atrelado a quantidade de
variaveis que se deseja estudar. A Figura 2a mostra que, para duas variaveis, a matriz
Doehlet consiste de um ponto central e mais seis outros pontos formando um
hexagono regular. A Figura 2b mostra uma matriz Doehlert envolvendo trés fatores e,
portanto, apresenta trés diferentes possibilidades oriundas de um cubo octaedro,
podendo ser uma projecao sobre uma face triangular, uma projecdo sobre uma face
guadrada e uma projecao sobre um vértice, possibilitando o estudo das variaveis em

maior e menor significancia [29; 30].

C) (b)

X2

X3
.

L 4

X2

v

X1 #

Figura 2. Pontos experimentais para geracdo de planejamentos para ajuste de modelos
guadraticos: (a) planejamento Doehlert para otimizacao de duas variaveis e (b) planejamentos
Doehlert para de trés variaveis.

1.5. Anédlise por imagem digital

A guantidade de técnicas analiticas para a determinacéo de niquel e cobalto
em amostras de aguas, sedimentos, suplementos, alimentos e diversas outras

matrizes € muito grande, podendo ser quantificados por métodos classicos e
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instrumentais, a depender da quantidade do analito presente na solucao final. Entre
0s métodos classicos podem ser citados aqueles nos quais os analitos podem ser
identificados por gravimetria (medidas de massa) ou por volumetria (titulacédo). Estes
métodos sao relativamente simples de equipamentos, apresentam confiabilidade dos
resultados e sdo mais indicados para macroanalises. No entanto, demandam mais
recursos humanos e tempo nas analises, os limites de quantificagdo nem sempre sao
atendidos para analise de quantidades tracos e 0s erros estao presentes em maiores
proporcoes.

Por outro lado existem os métodos instrumentais, que exploram fenébmenos
distintos daqueles observados nos métodos classicos. Propriedades como
condutividade elétrica, absorcdo ou emissdo de luz sdo utilizadas para detectar
diferentes analitos inorganicos, organicos e bioldgicos. Dentre as principais técnicas
instrumentais para quantificagdo desses analitos, as mais aplicadas sao:
espectrofotometria UV-VIS [31], espectrometria de absor¢do atdmica em forno de
grafite (GF AAS) [32], espectrometria de absorcdo atdmica com chama (F AAS) [33],
espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES)
[34], espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) [35]. No
entanto, tais técnicas requerem equipamentos de alto valor financeiro, alta demanda
de manutencdo e consumo de gases inertes. Existem ainda os métodos
eletroanaliticos que s&o bastante sensiveis e relativamente baratos, mas exigem grau
de conhecimentos mais avangado [36].

Uma técnica alternativa e bastante promissora é a andlise por imagem, sendo
possivel guantificar elementos tais como niquel e cobalto apdés a formacdo de
compostos coloridos por meio de uma reacao colorimétrica. Caracteristicas desejaveis
como facilidade de operacéao, baixo custo, seletividade, relativa rapidez da anélise e
capacidade de automatizacdo estdo associadas a técnica [37].

Quanto a aplicacédo da colorimetria de imagem digital na quimica analitica,
Monemi et al.(1999) foram um dos pioneiros nesta area e usaram uma camera com
dispositivos de carga acoplada (CCD) para determinar proteina de ligacéo ao retinol
(RBP) por quimiluminescéncia capilar em imunoensaios [38]. Lampen et al. (2000)
realizaram estudos com a finalidade de obter informages quimicas e mineralégicas
de solos e rochas a partir da analise de imagens digitais [39]. A partir do sucesso
eminente, os trabalhos com imagens digitais voltaram-se para técnicas baseadas em

fendmenos de emisséo tais como ICP, fluorescéncia e quimiluminescéncia. Assim,
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Yamanaka et al. (2001) utilizaram uma espectrocamera CCD para delinear o perfil
espacial e espectral da emissdo atdmica em torno da superficie de compasitos [40].
Estes estudos foram fundamentais para o desenvolvimento da quimica analitica em
concordancia com o uso de imagens digitais.

Vallvey et al. (2015) realizaram estudos sobre o crescente uso de sensores
por imagens digitais em suas diferentes esferas acoplada a quimica analitica e
concluiu que até 2015 foram mais de 587 trabalhos que fazem esta relacao [41]. Os
autores ainda afirmam que entre 2005 e 2015 houve um aumento de 87,5% em
relacdo aos anos inicias [41]. Em trabalhos recentes, Soares et al. (2017)
determinaram a concentracdo de iodo em biodiesel baseado em imagem digital
explorando um smartphone [42]. Salcedo et al. (2018) quantificou vapor de mercurio
usando imagens baseadas em camera do smartphone [43]. Portanto, a combinacao
de dispositivos de imagem com técnicas de processamento de cores vem
possibilitando a obtencdo de relevantes informacdes quimicas sobre a matriz de
interesse.

O avanco, sucesso e aceitacao da colorimetria de imagem digital (DIC) sao
referentes a sua instrumentacdo simples, acessivel, precisa e de baixo custo com
aplicabilidade nas diversas areas da quimica e ciéncias afins. Para realizar a captura
das imagens, geralmente sdo usadas ferramentas computacionais tais como camera
digital [38], smartphone [42; 44] e webcam [40]. O tratamentos de dados geralmente
€ baseado no uso de softwares como ImageJ, Matlab e chemostat, que permite a
andlise e manipulacdo dos dados [42; 43; 44]. Normalmente, as imagens adquiridas
com um sensor de imagem fisica e gerenciadas com hardware e software de
computacao efetuam o tratamento das imagens que tem uma variacao na intensidade
das cores quando os analitos estdo em concentracdo diferente e conseguem
transformar esses sinais em valores de absorbancia.

O processamento de imagens digital emprega uma série de operacdes
matematicas, como diminui¢do de ruido, correcdo de nivel de cinza e correcédo de
desfoque, com a finalidade de aperfeicoar a qualidade da imagem e extrair defeitos.
A andlise de imagem seleciona as regifes de interesse (ROI). Essa regido pode ser
definida usando a informacgéo de variacdo de cor em funcdo de uma reacdo quimica
e esse parametro analitico é construido a partir de uma informacao analitica qualitativa

ou quantitativa. Tal informacdo pode ser extraida por meio da aplicacdo de um
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processo de calibragéo e através do reconhecimento de padrdes podem associar as
diferentes cores a uma dada concentracdo do analito [40].

No processamento digital, uma imagem é formada por uma matriz de M linhas
e N colunas que possui um numero finito e inteiro de pontos, sendo definidos como
pixels (picture elements) [45]. Cada pixel é caracterizado por duas propriedades
fundamentais: a posicdo e a cor. Os valores p(Xx;y) inteiros positivos indica a
intensidade de cor em cada posicédo (Xx,y) da imagem que descreve a propriedade
fisica correspondente em uma regido do espaco. Valores altos sdo apresentados na
tela como pixels claros e valores baixos como pixels escuros. Quanto menor for o
intervalo de amostragem para uma mesma regido do espaco, maior sera a resolucao
espacial da imagem, podendo assim, estar associado a uma maior sensibilidade do
método proposto [46].

O principio para o processamento da imagem digital € baseado no modelo de
cores e dependendo da forma como a informacéo é organizada numericamente na
matriz para formacao dos pixel € usado um modelo de cores diferente. Um modelo de
cores € uma representacéo tridimensional em que cada cor é representada por um
ponto no sistema de coordenadas 3D [47]. Os modelos empregados para representar
as cores sdo: CMY (cyan, magenta and yellow) e CMYK (variante do modelo CMY,
onde k denota Black), HSI (hue, saturation, intensity), Lab (Luminosidade, a e b) e
RGB (red, green and blue) [48].

O modelo RGB é o mais usado em imagens digitais, tendo como base as
combinacdes das trés cores primérias: vermelho, verde e azul que se encontram
representados em um sistema de coordenadas cartesianas. Um modelo alternativo é
0 CMY que se baseia das combinacfes das cores primarias aditivas RGB, onde as
cores base sdo: ciano, magenta e amarelo. A Figura 3 mostra como base o modelo
RGB, em que trés cores primérias estdo em trés eixos perpendiculares, e
alternadamente as cores secundarias (ciano, magenta e amarelo) em outros trés eixos
[49].
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Figura 3. Representacao cartesiana de um modelo RGB em que se observa as cores primarias
como a base do modelo (vermelho, verde e azul) e a combinagdo dessas cores originando as
cores secundarias. Modelo adaptado de Cardoso, 2014 [49].

A combinacéo das cores vermelha, verde e azul origina a cor branca (R+G+B
= branco) enquanto que a combinac¢é&o das cores ciano, amarelo e magenta dé origem
a cor preta (C+M+Y = preto) [49]. No cubo da Figura 3 cada eixo representa a
contribuicdo de uma cor primaria com intensidades variando na faixa 0 — 255 (8 bits)
na formacdo das demais cores, ou seja, com 256 niveis de intensidade totalizando
16,7 milhdes de possibilidade de cores [45].

O modelo RGB é o mais usado e bem aceito na DIC. Alguns trabalhos foram
desenvolvidos e publicados na literatura usando esse modelo. Zhang et al. (2018)
usaram nanoplacas de prata triangulares para reduzir e quantificar Hg(ll), com o
auxilio de uma camera digital para aquisicdo de dados usando um software fotoshop
[50]. Manna et al. (2019) desenvolveram um novo quimiossensor Optico sensivel e
seletivo a base de hidrazida para a detecc¢éo de ions Ni(ll). Neste estudo, a aplicacdo
foi feita em imagens de células vivas e o monitoramento foi realizado com
smartphones, atingindo limite de deteccédo de 1,8 pg L* [51]. Zamora et al. (2011)
propuseram uma abordagem quantitativa de imagem digital para determinar o teor de
niquel de meteoritos metalicos [52]. A abordagem utilizou imagem digital para
guantificar o complexo formado de niquel-dimetilglioxima. Os resultados foram

validados por comparacdo com o método espectrofotométrico.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver sistemas de extracdo em fase sélida acoplado com deteccao por

imagem digital para determinacdo de cobalto e niquel em amostras de alimentos,

superalimentos, agua e cigarro.

2.2. Objetivos especificos

X/
°

X/
L X4

X/
L X4

Desenvolver métodos simples e de baixo custo acoplando a colorimetria de
iImagem diretamente no sorvente;

Desenvolver sistemas de extracdo em fase sdélida usando a resina XAD-7
impregnada com 2-(2-tiazolilazo)-p-cresol (TAC) seletivo para os ions cobalto e
niquel;

Otimizar parametros fisicos e quimicos do sistema proposto através de

planejamento de experimentos;

Validar os métodos propostos usando material de referéncia certificado e/ou

método comparativo;

Utilizar a colorimetria de imagem digital associada a um sistema de extracdo em
fase solida para quantificar cobalto em alimentos e superalimentos e niquel em

amostras de café, cigarro e agua de rio.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Instrumentacgéo

Para quantificar os analitos, um sistema de colorimetria de imagem digital foi
necessario. Para isto, usou-se um microscopio portatili multifuncdo Supereyes
(Shenzhen, Guangdong, China) para obtencdo das imagens, uma caixa branca
isolada da luz externa e iluminada com luz branca proveniente da lampada de LED
(6W). Para o recebimento das informacdes, foi necessario um microscopio conectado
ao notebook via porta USB e um aplicativo AMCap, uma ferramenta responsavel pela
captura da imagem e transformar no formato JPG.

Na digestdo das amostras foi usada bomba de digestdo de aco inoxidavel
(Parr Instrument 4749, Moline, lllinois, EUA) aquecida em estufa Eurobras. A pesagem
das massas das amostras e materiais foi feita em balanga analitica (Shimadzu modelo
AY220). A medicdo do pH foi realizada por um pHmetro (Quimis modelo G-400AS) e
0 processo de desionizacao de agua foi feito usando um desionizador Quimis Q-180M

com condutividade inferior a 20uS/cm?.

3.2. Reagentes

o 2-(2-tiazolilazo)-p-cresol (TAC)

e Acetato de sdodio (VETEC)

e Acido acético glacial (VETEC)

e Acido cloridrico (Sigma-Aldrich)
e Acido nitrico (MERCK)

e Amberlite XAD-7 (Sigma-Aldrich)
e Borato de sodio (VETEC)

e Etanol (Sigma-Aldrich)

e Hidroxido de sodio (QUIMEX)

3.3. Solugdes

O procedimento para descontaminacao de vidrarias foi feito usando solucéo
aquosa de &cido nitrico a 10 % (v/v). Para manter o pH das solucfes estabilizado foi

preparada solugéo-tampéo de borato de sédio em que 38,13 g do soluto foi dissolvido
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em 1000 mL de agua deionizada, com faixa de trabalho de pH entre 7,0 e 9,0 ajustado
com acido cloridrico concentrado. Solucdo-tampao amoniacal (pH entre 9 e 11) e
acetato de sodio (pH entre 5 e 6) também foram empregadas no estudo de pH no
procedimento de otimizagdo. Usou-se o acido cloridrico concentrado e solucao de
hidréxido de sédio 6,0 mol L™t no processo de ajuste do pH.

O preparo das solucdes aquosas foi realizado com agua deionizada ultrapura.
As solucdes intermediarias de Ni(ll) e Co(ll), usadas nos procedimentos de otimizacéo
das variaveis e calibracao do sistema, foram preparadas a partir de solucdes padrdes
estogue com concentracdo de 1000 mg L' A solugcdo do complexante 2-(2-
tiazolilazo)-p-cresol (TAC) (Figura 4) foi preparada pesando 0,015 g do reagente e
solubilizando em 100 mL de etanol com a finalidade de obter-se uma solugdo com

concentracgéo de 0,015% (m/v).

OH

CH3

Figura 4. Estrutura do reagente complexante TAC

3.4. Preparo da mini-coluna recheada com o sorvente

Antes do empacotamento do material na mini-coluna, o Amberlite XAD-7
passou por um processo de impregnacao com o agente complexante TAC 0,015%
(m/v). Para esse procedimento, foi feito o estudo do tempo de contato entre a fase
sélida (XAD-7) e o agente complexante TAC, em intervalos de 30, 60, 120 e 240
minutos.

O processo de empacotamento da mini-coluna (tubo de vidro) foi realizado
utilizando uma coluna de vidro com 2,0 cm de comprimento e 0,3 cm de diametro
interno. Uma massa de 0,040 g de Amberlite XAD-7 foi pesada com auxilio de uma
balanca analitica e inserida dentro da mini-coluna, apds passar pelo processo de
impregnagéo. Para favorecer a montagem do sistema, foram usados tubos de teflon
nas extremidades da coluna de vidro faciltando a passagem da amostra.
Posteriormente esta mini-coluna e seus aparatos foram ajustada em um suporte de

acrilico, conforme mostra a Figura 5.
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Figura 5. Suporte de acrilico responsavel por apoiar o tubo de vidro recheado com sorvente
de XAD-7/TAC.

O suporte de acrilico com a mini-coluna foi introduzido dentro de uma caixa
de madeira (15 x 23 x 20 cm). A madeira usada para confeccionar a caixa era branca
para evitar os efeitos dos reflexos e para realizar a iluminacdo usou-se uma lampada
LED (6W), eliminando assim a necessidade de flash. Na captura da imagem, o
posicionamento correto da lampada foi necessario para garantir a reprodutibilidade
das imagens durante as medidas. Foi feito na caixa um pequeno orificio com a
finalidade da penetragdo do microscépio que ficou preso a um suporte fixo e
conectado ao notbook com auxilio de um cabo USB. O sistema responsavel por

realizar a extracdo em fase sélida é apresentado na Figura 6.

Ldmpada

Caixa de / -

madeira

Minicoluna

Microscopio

Figura 6. Sistema desenvolvido para realizagdo da extracao em fase sélida.
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3.5. Procedimento para extragcdo e separacdo dos analitos

O sistema de extracdo dos analitos foi conduzido pelo uso de uma bomba
peristaltica multi-canais com tubos de silicone para propulsionar os liquidos atraves
da mini-coluna. Essa etapa de extracdo e separacdo dos analitos da matriz foi
realizada on-line utilizando um volume de solu¢cdo contendo os ions do analito e a
captura da imagem foi feita imediatamente apds 0 processo com 0s ions ainda retido
na mini-coluna. Apos a realizacdo da medida, foi promovida a eluicdo usando acido
cloridrico 0,1 molL! e assim o material ficou livre para reiniciar uma nova pré-
concentracéo. Para a curva de calibracao foram utilizadas solugdes em concentracdes
de 0-40 pg Lt e 0-20 pg L para Co(ll) e Ni(ll), respectivamente. A andlise das
amostras foi realizada seguindo o mesmo procedimento, apds passar pelo processo

de digestéo.

3.6. Aquisicéao e tratamento de dados do sistema RGB

As imagens foram registradas usando o software AMCap como dispositivo
para obtencdo das imagens no formato JPEG. A distancia entre a lente do microscépio
e a coluna foi fixada em 2,5 cm, ajustando também o zoom para melhorar a resolucéo
da imagem. Uma regiéo de interesse em forma quadrada foi definida em uma posi¢éo
fixa e, com o auxilio de programa de computador, Chemostat, as imagens foram
tratadas. Este programa permite a aquisicdo de dados do sistema RGB para todos os
pixels na ROI. Esta informagéo é organizada em um histograma colorido e o valor
médio de cada canal de cor, vermelho (R), verde (G) e azul (B) é calculado [47].

Os sinais gerados foram convertidos em absorvéancia, aplicando a lei de
Lambert-Beer. A definicdo dos sinais analiticos com base no valor da cor e em
conformidade com a lei de Beer foram definidos como —log (P / Po), onde P é o valor
de R, G e B da solugéo padrao ou amostra e P, é o valor de R, G e B para o branco

analitico [53].

3.7. Estratégia de otimizagao

A otimizacdo dos parametros para extragdo de niquel e cobalto usando
extracdo em fase solida foi feita usando técnicas de planejamento experimental. Em
estudos preliminares, foi realizado um planejamento fatorial completo em dois niveis
como etapa de triagem e nesse processo as variaveis estudadas foram pH, vazao da
amostra e volume de amostra. Apds essa etapa de triagem, utilizou a matriz Doehlert

com apenas as variaveis que influenciaram significativamente no planejamento inicial
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e assim obteve-se 0s valores criticos. A Tabela 2 demonstra o dominio experimental
para os dois planejamentos e as matrizes completas estdo apresentadas junto com
os resultados. Nas etapas de otimiza¢Oes foram utilizadas solu¢des teste contendo os
analitos com concentracdo conhecida e os resultados foram avaliados usando o
software STATISTICA 12. Os ensaios de ambos os planejamentos foram realizados

de forma aleatoéria.

Tabela 2. Dominios experimentais estabelecidos para os planejamentos.

Niveis
Variaveis . ~
Minimo (-) Maximo (+)
Planejamento fatorial 23 para Co(ll) e Ni(ll)
pH - (4,0) +(8,0)
Volume de amostra (mL) - (25,0) + (50,0)
Vazédo de amostragem (mL min?) -(3,0) +(6,0)
Matriz Doehlert para Co(ll)
pH - (4,0) +(8,0)
Volume de amostra (mL) - (25,0) + (50,0)
Matriz Doehlert para Ni(ll)
pH - (4,0) +(8,0)
Volume de amostra (mL) - (25,0) + (50,0)
Vaz&o de amostragem (mL min?) -(3,0) +(6,0)

3.8. Coleta e preparo de amostras

As amostras de agua foram coletadas no Rio de Contas, localizado na cidade
de Jequié, Bahia, Brasil. O Rio de contas é muito importante na atividade regional.
Dente essas atividades pode-se destacar a pesca e consumo humano. Em
contrapartida a atividade industrial e os despejos acentuados de efluentes tem
causado contaminacao a essas aguas. As amostras foram filtradas e submetida ao

procedimento de pré-concentracao.

As amostras de camardo, sururu, siri foram adquiridas no comércio localizado na
cidade de Salvador-BA e as amostras de superalimentos, café e cigarro foram obtidas
em comércio na cidade de Jequié-BA, Brasil. As amostras solidas de cigarro, café,
camaréo, siri, sururu e suplementos naturais (chlorella e spirulina) foram submetidas

ao pré-tratamento de digestdo acida.
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Na digestdo das amostras sélidas, em torno de 0,1 g foi pesado em copos de
teflon e em seguida for submetida ao procedimento de digestdo acida seguindo um
procedimento descrito por Melo et al. (2008), em que 2,0 mL de &cido nitrico 65% PA
e 0,5 mL de peroxido de hidrogénio PA foram adicionados a amostra [54]. A mistura
foi colocada em bombas de aco e submetida a estufa em temperatura de 120 °C
durante 4 horas. Apés esse periodo, esperou-se o esfriamento das amostras, ajustou-
se 0 pH com adi¢do de solucédo de hidroxido de sédio 6 mol L2, adicionou-se 10 mL
do tampé&o borato e avolumou-se com agua ultrapura para um volume de solucao final

otimizado.

3.9. Procedimento para avaliar a exatiddo dos métodos

Os métodos desenvolvidos foram avaliados através de figuras de meérito,
conforme indicado na literatura. Para avaliar a exatiddo do método de extracdo de
Ni(Il) usou-se material de referéncia certificado de cabelo humano (BCR 397 - NIST)
e folha de tomate (SEM 1573a - NIST). A avaliacdo da exatiddo do método para a
extracao do cobalto foi realizada por comparacdo com a espectrometria de absorc¢éo

atbmica em forno de grafite.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacédo do tempo de impregnacéo entre a Amberlite XAD-7 e TAC

Neste estudo foi desenvolvido um método para determinacdo de cobalto e
outro para determinacdo de niquel. Ambos utilizaram a formacédo da fase sélida
impregnada, com a finalidade de extrair os ions em estudo. Inicialmente foi necessério
estudar o tempo para a formacéo da fase extratora impregnada entre a resina XAD-7
e o ligante TAC. Esse tempo de contato foi estudado em 30, 60, 120 e 240 minutos.
ApGs os estudos, observou-se que o tempo ideal para a reacdo quimica acontecer
eficientemente foi de 120 minutos. Em um tempo menor a formacéo da ligacéo
quimica foi ineficiente, pois ao passar uma solucéo de 25,0 mL de Ni(ll) 10 pg L a
coloracdo da fase sdlida estava distribuida de forma heterogénea. Além disso, no
processo de eluicdo dos analitos a ligacao entre XAD-7 e o TAC era desfeita. Por outro
lado, em um tempo maior que 120 minutos, a complexacdo também era
comprometida, pois um periodo longo de contato entre a XAD-7 e TAC acaba
degradando a fase solida. Dessa forma, em um tempo de 120 minutos foi observado
a melhor consisténcia do compexo formado. Para a dessor¢do do complexo formado
foi utilizado &cido cloridrico 0,1 mol-L. A Figura 7 mostra a evolugéo do processo da
reacao referida.

A)

Figura 7. Estudo do tempo de contato entre a fase solida (XAD-7) e o complexante (TAC) ap6s
eluicdo de ions Ni(ll). A) Fase sélida modificada XAD-7/TAC; B) Fase sélida modificada (t<120
min); C) Fase s6lida modificada (t=120 min); D) Fase sélida modificada (t>120 min).

4.2. Otimizacao das variaveis

4.2.1. Etapa de triagem

O planejamento fatorial completo pode ser utilizado de forma eficiente como
etapa de triagem para a investigacdo dos fatores que influenciam num processo de

extracdo. Antes da aplicacéo do planejamento, uma curva de calibragao foi realizada
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com a finalidade de avaliar qual canal do modelo RGB apresentaria melhor
sensibilidade e maior correlacdo entre os resultados. As imagens obtidas foram
processadas no programa Chemostat, a regido quadrada de interesse (ROI) foi
convertida em pixel e, em seguida, convertida em absorvancia usando o Excel 2010.

O canal no modelo RGB escolhido foi o vermelho (R), pois apresentou melhor
sensibilidade e correlacdo nos resultados. Apos estabelecido o melhor canal, um
planejamento fatorial completo 23 foi executado para avaliacdo da influéncia de trés
variaveis no método proposto. A matriz experimental e os resultados, para ions Co(ll)
e Ni(ll), estdo apresentados na Tabela 3, contendo os valores codificados (+ e -) e 0s
valores reais entre parénteses. Os ensaios foram realizados em duplicata e de forma

aleatédria para validar o modelo por meio da estimativa da variancia experimental.

Tabela 3. Matriz e resultados para o planejamento fatorial fracionario 23 na extracdo de Co(ll)
e Ni(ll).

Experimento VA (mL) pH (\rﬁz'mpi‘:i) Co(ll) ADS Ni(ll)
1 +(50,0) +(8,0) + (6,0) 0,266 0,295 0,272 0,325
2 +(50,0) +(8,0) - (3,0) 0,314 0,330 0,366 0,365
3 +(50,0) - (4,0) +(6,0) 0,014 0,016 0,060 0,061
4 +(50,0) - (4,0) -(3,0) 0,019 0,017 0,073 0,071
5 -(25,00 +(8,0) + (6,0) 0,148 0,171 0,178 0,180
6 -(25,00 +(8,0) - (3,0) 0,163 0,183 0,238 0,256
7 -(25,0) - (4,0) + (6,0) 0,009 0,011 0,042 0,045
8 -(25,0) - (4,0) - (3,0) 0,010 0,013 0,054 0,061

VA: Volume de amostra; Vaz. Am.: Vazao de amostragem.

Avaliando a Tabela 3 de forma preliminar, em uma analise qualitativa,
observa-se que em pH maiores (8,0), tanto para a extracdo de Co(ll) como para a
extracdo de Ni(ll), o sinal de absorvéancia tende a aumentar. No entanto, para as
demais variaveis ndo é possivel avaliar a significancia das mesmas.

O experimento 2, destacado em verde, mostra a condicdo que demonstrou
maior sensibilidade e o experimento 7, destacado em vermelho, a condicao de menor
sensibilidade. Os experimentos 2 e 7 apresentam condicbes extremas para as

variaveis. Essas observacoes, ainda que demonstrem importancia e indiquem uma
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possivel condi¢do ideal, ndo mostra com clareza quais sdo 0s pontos precisos para a
maior absorvancia e ndo demonstra a significancia da interacdo entre as variaveis
estudadas. Nesse caso ha necessidade de interpretacdo de forma multivariada, que
pode ser obtida através do grafico de Pareto, a um limite de confianga a 95%, para
identificar as varidveis mais significativas e suas interacdes na extracdo de Co(ll) e

Ni(Il). Os gréficos de Pareto referente a cada elemento estdo apresentadas na Figura

VA x Vaz Am }

EStmativa 00 vaior padr 30 (vakr 2080l

Figura 8. Gréficos de Pareto obtidos a partir do planejamento fatorial 22 para (a) Co(ll) e (b)
Ni(ll). VA: Volume de amostra; Vaz.Am.: Vazao de amostragem.

O gréfico de Pareto € uma alternativa para avaliar a significancia de cada
variavel e suas interagdes. A linha vertical pontilhada, em vermelho, é conhecida como
linha de referéncia e representa o significado estatistico para p = 0,05, ou seja, no
nivel de confianca de 95% [26].

Comparando o comportamento dos dois gréficos apresentados na Figura 8, €
possivel perceber que ambos evidenciam caracteristicas experimentais muito
similares, tais como: i) As variaveis pH e VA séo as mais significantes; ii) As interacfes
VA x pH e pH x Vaz.Am sé&o significantes; iii) A interacdo VA x Vaz.Am ndo €
significante e iv) Todos os sinais de significancia (positivo ou negativo) séo
equivalentes. A Unica variavel que apresentou comportamente diferente foi Vaz.Am.,
gue ndo apresentou significancia para a extracdo de cobalto mas foi significante para
a extracao de niquel.

Para o processo de extracdo de Co(ll) (Figura 8(a)), as variaveis pH e volume
de amostra (VA) e a interacdo entre elas mostrou-se significativa, apresentando valor
positivo de significancia. Neste caso, o sinal positivo indica que a resposta medida é
mais sensivel e maior quando se utiliza a variavel no seu nivel maximo. A interacao

pH x Vaz. Am. apresentou pouca significancia negativa.
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Ja no processo de extragdo dos ions niquel, o grafico 8(b) mostra que no
processo de extracdo as variaveis que se revelaram mais significativas (efeitos que
excedem a linha vermelha e pontilhada) e positivas foram o pH e volume de amostra
(VA), bem como a interagédo entre elas. Por outro lado, a vazdo de amostragem
(Vaz.Am.) apresentou valor negativo, mas com significancia menor e a interacdo pH
x Vaz.Am. apresentou pouca significancia negativa.

Em ambos os procedimentos, de extracao de Co(ll) e Ni(ll), o pH foi a variavel
mais importante. De certo, o pH da fase aquosa € um fator crucial em procedimentos
de pré-concentracdo, principalmente quando as reagfes envolvem agentes
complexantes de metais. Um pH ideal contribui para que a extracdo do metal de
interesse seja quantitativa, além de separar diferentes espécies da matriz devido as
diferencas de estabilidades dos complexos, aumentando a seletividade e
sensibilidade do método [55].

Outro parametro importante foi o volume de amostra. Este de certa forma
dimensiona a quantidade de matéria do analito na solucdo. Pelos resultados, quanto
maior a quantidade de matéria no meio mais favoravel foi a extracdo, pois aumenta a
probabilidade de complexacdo na mini-coluna visto que tem maior quantidade de um

dos reagentes, conforme prevé Le Chetelier [56].

4.2.2. Otimizagdo usando matriz Doehlert

De posse das informacfes obtidas pela aplicacdo do planejamento fatorial
completo 23 e através do grafico de Pareto foi possivel estabelecer as variaveis e
interacdes que apresentam 0s maiores efeitos na extracdo dos ions. Ademais, a
triagem permitiu ter uma ideia da regido préxima aos valores criticos, porém uma
analise mais criteriosa e precisa € necessario usando uma matriz quadratica com
metodologia de superficie de resposta. Entdo foi escolhido a matriz Doehlert que
permite estudar sistemas com duas ou trés variaveis, ideal para a situacao observada

nos estudos preliminares.

Extracéo de ions Co(ll)

O planejamento Doehlert aplicado na extragdo do ions Co(ll) foi realizado
executando-se sete experimentos para estudar duas variaveis, seguindo a expressao
N = k? + k + pc. O gréafico de Pareto demonstrou que apenas pH e volume de amostra

foram significativos, assim a matriz Doehlert consiste em um ponto central e mais seis
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outros pontos formando um hexagono regular [24]. Os estudos anteriores mostraram
gue o pH comporta-se como a variavel mais critica do processo de extracéo, portanto
esta variavel foi estudada em cinco niveis. O volume de amostra que passa na mini-
coluna foi uma variavel menos critica do que o pH e por isso foi estudada em trés
niveis. A vazdo de amostragem foi fixada em 3,0 mL min e os experimentos também
foram realizados de forma aleatodria. A Tabela 4 apresenta a matriz experimental do

planejamento Doehlert e as respostas.

Tabela 4. Matriz e resultados para o planejamento Doehlert na extragcéo de Co(ll).

Variaveis

Experimento Abs
pH VA (mL)
1 6,0 50,0 0,020 0,028
2 7,0 30,0 0,237 0,232
3 7,0 70,0 0,268 0,261
4(PC) 8,0 50,0 0,368 0,351
5 9,0 30,0 0,250 0,263
6 9,0 70,0 0,277 0,282
7 10,0 50,0 0,257 0,263

PC: Ponto Central; VA: Volume de amostra; ABS: absorvancia.
Destacado em vermelho: menor sinal; destacado em verde: maior sinal.

Os dados foram tratados no programa Statistica e gerou a superficie de

resposta e superficie de contorno apresentadas na Figura 9.

(a) (b) ™
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Volume de amostra
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N -03
B <0225 %
03
<0,125 = :0‘225
<0,025 2% <0,125
Il <-0,075 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 10500 <0025
W <-0,175 B <0075
pH W <0175

Figura 9. (a) Superficie de resposta e (b) Superficie de contorno para pH x VA na aplicacéo
do planejamento Doehlert para extragéo de ions Co(ll).
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Através das duas superficies obtidas é possivel observar uma regido de
maximo, que tende ao valor critico, representada pela regidao de cor vermelha intensa
na superficie em pH entre 8,3-8,7. A0 mesmo tempo, uma regido de maxima
intensidade também aparece para volume de amostra em torno de 50-55 mL. Os
resultados demonstram que a condicdo intermediaria do dominio experimental
estudado foi a que apresentou maior sensibilidade e € a regido que apresenta uma
maior robustez do sistema. A robustez é definida como indicacdo da capacidade de
um método analitico em resistir a pequenas e deliberadas varia¢cdes dos parametros
analiticos [24].

Com a matriz Doehlert também € possivel obter os valores criticos, que
representam pontos 6timos para obter uma maior extracao dos ions Co(ll), gerados

pelo programa (Tabela 5).

Tabela 5. Valores criticos obtidos para a matriz Doehlert na extragcédo de Co(ll).

Variaveis )] (+) Valor critico  Valor usado
pH 6,00 10,00 8,39 9,0
VA (mL) 30,00 70,00 52,71 50,0

VA: Volume de amostra.

Os valores criticos obtidos estdo compreendidos dentro do dominio
experimental estudado, o que indica que os experimentos tendem a uma regido de
maximo. No entanto, muitas vezes € dificil utilizar nos experimentos exatamente 0s
valores criticos devido a impossibilidade fisica de algumas medidas, como volumes
fracionarios, por exemplo, por isso foi usado o volume de amostra em 50,0 mL. O valor
de pH aplicado foi maior do que o critico (8,39), porque em pH 8,0 ocorre interferéncia
dos ions Ni(ll) na extracdo de ions Co(ll). Em pH 9,0 ocorre a extracao de Co(ll) com
menor influéncia dos ions niquel e sem ter perda referente ao sinal do Co(ll). Algumas
vezes 0 analista precisa tomar decisdes com base cientifica e “bom senso” para
avaliar os dados obtidos [26].

O ponto critico da superficie de resposta € caracterizado através da aplicacdo
do critério de Lagrange, que se baseia no determinante Hessiano. Se a superficie de
resposta apresentar um ponto critico (maximo, minimo ou sela) suas coordenadas sdo
encontradas pela resolucéo do sistema de equagdes formado pela primeira derivada

em relacdo a cada variavel [57].
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A qualidade do ajuste do modelo referente aos dados da matriz Doehlert foi
avaliada. Os valores observados proporcionam uma boa correspondéncia quando
comparados com os valores preditos (Figura 10). Também foi realizada a avaliacéo
do modelo pela analise de variancia (ANOVA) e o modelo empregado mostrou-se bem

ajustado e, portanto, os valores criticos encontrados séo confiaveis.

0.35

0,30

0.25 =

0,20 a

015

[a )]

Valores preditos

0,10

0,05

0,00

0,05
0.05 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35

Valores observados

Figura 10. Valores preditos x valores observados para duas variaveis no processo de extracao
de ions Co(ll).

Extracao de ions Ni(ll)

A interpretacéo dos resultados obtidos com o planejamento fatorial aplicado a
extracdo de Ni(ll) mostrou que as trés variaveis sdo significativas no processo. Assim,
uma matriz Doehlert com projecéo sobre uma face quadrada foi usada para obtencao
dos valores criticos [27]. A variavel pH se mostrou a mais critica na etapa de triagem
e foi estudada em cinco niveis. O volume de amostra que passa pela mini-coluna
também foi estudado em cinco niveis e a vazdo de amostragem, por ser a variavel
menos critica, foi estudada em trés niveis. A Tabela 6 apresenta a matriz experimental

do planejamento e a resposta.
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Tabela 6. Matriz e resultados para o planejamento Doehlert na extragédo de Ni(ll).

, Variaveis _
Experimento : Absorvancia
pH VA (mL) Vaz. Am. (mL -min?)

1 10,0 50,0 3,0 0,150

2 9,0 40,0 2,0 0,221

3 9,0 40,0 4,0 0,145

4 9,0 60,0 2,0 0,305

5 9,0 60,0 4,0 0,187

6 8,0 30,0 3,0 0,191

7 8,0 50,0 3,0 *0,295 /0,298 /0,286
8 8,0 70,0 3,0 0,421

9 7,0 40,0 2,0 0,197

10 7,0 40,0 4,0 0,125

11 7,0 60,0 3,0 0,245

12 7,0 60,0 4,0 0,186

13 6,0 50,0 3,0 0,021

*Triplicata do ponto central. VA: Volume de amostra; Vaz. Am.: Vazdo de amostragem.
Destacado em vermelho: menor sinal; destacado em verde: maior sinal.

Os dados foram tratados no programa Statistica e geraram as superficies de
resposta e superficies de contorno apresentadas na Figura 11. Como foram estudadas
trés variaveis e uma das dimensdes da superficie de resposta € usada para apresentar
a absorvancia, € possivel visualizar apenas a relacdo de duas variaveis em cada
gréfico. Dessa forma, trés graficos de superficies de resposta sdo obtidos com duas
variaveis em estudo e mantendo-se a terceira variavel em seu nivel central. Cabe
lembrar que uma verdadeira superficie de resposta € uma composicdo dessas trés

superficies.
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Figura 11. Planejamento Doehlert para extracao de ions Ni(ll). (al) Superficie de resposta
para pH x vazdo de amostragem; (a2) Superficie de contorno para pH x vazdo de
amostragem; (b1l) Superficie de resposta para pH x volume de amostra; (b2) Superficie de
contorno para pH x volume de amostra; (cl) Superficie de resposta para vazao de

amostragem x volume de amostra; (c2) Superficie de contorno para vazdo de amostragem x
volume de amostra.
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As superficies 11(al) e 11(a2) apresentaram um perfil de maximo, indicando
gue para a avaliacdo dessas duas variaveis ocorre uma maior sensibilidade na
extracdo em condicOes intermediarias do dominio experimental. Por outro lado, para
as demais superficies da Figura 11 é possivel observar que ocorre uma tendéncia de
maior sensibilidade na extracdo em condi¢es fora do dominio experimental estudado.

A partir das superficies sdo obtidas as coordenadas do valor critico (ponto de
maximo neste caso) aplicando um sistema de equacBes com a primeira derivada da

funcdo sendo igualada a zero, conforme apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Valores criticos obtidos para a matriz Doehlert na extragédo de Ni(ll).

Variaveis ) (+) Valor critico  Valor usado
pH 5,00 10,00 8,16 8,0
VA (mL) 30,00 70,00 54,2 50
Vaz.Am. 2,0 4,0 3,0 3,0

VA: Volume de amostra; Vaz. Am.: Vazao de amostragem.

Algumas superficies o valor critico obtido € caracterizado como uma regido de
sela. O ponto de sela representa o ponto de inflexdo entre 0 maximo relativo a um
fator e 0 minimo relativo a outro fator. Isso quer dizer que é possivel ter condi¢des de
extracdo mais sensiveis alterando o nivel estudado de algumas variaveis,
principalmente volume de amostra (VA) para este caso. No entanto, condicdes
extremas e fora de certos dominios experimentais nem sempre é viavel em sistemas
guimicos, podendo gerar maior quantidade de residuos e alterar condicdes favoraveis
de pré-concentracdo. Portanto, como a intencdo é obter uma resposta maxima, as
coordenadas do ponto de sela precisa ser avaliada com critério pois alguns valores
criticos ndo servem como valores 6timos experimentais. Esta situacdo ocorreu neste
estudo e foi necessario definir um valor diferente para VA. O valor ideal foi definido
com base na observacdao visual das superficies da Figura 11.

Assim como no processo de extracdo de ions Co(ll), o modelo foi analisado
através do grafico dos valores preditos versus valores observados (Figura 12), no qual
a reta é a representacdo dos valores preditos pelo modelo e os valores observados
sao representados pelos pontos em azul. O modelo quadratico demonstrou que os
dados estdo bem ajustados e ndo apresenta residuos significativos. A avaliacdo do

modelo também foi feita pela ANOVA e, apesar de apresentar falta de ajuste
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significatica, o modelo foi muito Gtil na coompreenséo do processo de extracéo de ions

Co(ll) e permitiu obter um sistema bem mais sensivel.

05
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Valores preditos

0,1

0,0
201 0,0 0.1 02 03 04 05
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Figura 12. Valores preditos x valores observados para trés variaveis no processo de extracao
de ions Ni(ll).

4.3. Curva de calibracdo usando o modelo RGB

Usando as condi¢des otimizadas com o planejamento fatorial completo e
matriz Doehlert a curva de calibracao foi construida e as imagens foram registradas
usando o software AMCap, armazenadas no formato JPEG. Em seguida, o
processamento das imagens foi feito mediante a aplicagdo uma série de operacdes
matematicas em que a analise da imagem é realizada na regido de interesse. Essa
regidao pode ser definida a partir da informacéo de variacao de cor em funcéo de uma
reacdo quimica e esse parametro analitico € constituido de informacdo analitica
gualitativa ou quantitativa que é extraida através do reconhecimento de padrdes
podendo associar as diferentes cores a uma dada concentragéo do analito [53].

As curvas de calibracdo foram construidas usando nove solucdes de
concentracdes crescentes dos ions Co(ll) e Ni(ll) em uma faixa de concentracéo de
2,5a40 ug L. Cinco imagens da curva estéo ilustradas através das Figuras 13 e 14.
A regido de interrese da imagem digital foi processada com auxilio do software
Chemostat para obtencédo das melhores respostas analiticas. Este programa permite
a aquisicdo de dados do sistema RGB para todos os pixels na regido quadrada de

interesse. Esta informacado é armazenada em um histograma colorido e o valor médio
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de cada canal de cor é obtido para o vermelho (R), verde (G) e azul (B). Apés, 0s

respectivos valores de pixels podem ser calculados [53].

(b).(c.(d‘ (e’
Figura 13. . Imagens obtidas na constru¢éo da curva analitica de calibragcéo para cobalto.
a: 0,0 pg L-1; b: 2,5 pg L-1; c: 10,0 pg L-1; d: 20,0 pg L-1; e: 30,0 pg L-1.

(b).(C). (d' ('
Figura 14. Imagens obtidas na construcdo da curva analitica de calibracédo para niquel. a:
0,0 ug L-1; b: 2,5 ug L-1; ¢: 5,0 ug L-1; d: 10,0 pg L-1; e: 20,0 ug L-1.

(a)

Nas imagens observa-se a coloracdo amarela referente ao branco e, apos, a
coloracdo comeca a ficar mais intensa devido a complexacéo do ligante com o metal.
Quanto mais intensa a colorac¢do, maior a concentracao do analito no material contido
na fase sdlida.

As imagens obtidas contendo as diferentes concentragdes do analito estdo
associadas com as propriedades de absorcéo e reflexdo da luz incidente, a qual
apresenta diferentes frequéncias e comprimentos de onda. Nesse caso, a lei de Beer
pode ser usada para transformar os sinais analiticos baseados em valor de pixels em
absorvancia. Para essa transformacdo € necessario usar a relagdo matematica
descrita na Equacéo (1), onde P é o valor de R, G e B (média ou modo) da solucéo
padréo ou amostra e Po € 0 valor de R, G e B para o branco analitico [47; 53]. A Tabela
8 mostra os valores de pixels usando o canal R e G e suas respectivas absorvancias.
As Figuras 15 e 16 mostram as curvas e equacodes de calibracdo obtidas com os dados
dos canais R e G.

Po
Equacao (1) A= log?
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Tabela 8. Curva de calibragéo e resultados para Co(ll) e Ni(ll).

Exp. CONC. Co(ll) Ni(l1)

(MgL")  canalR Abs CanalG Abs CanalR Abs CanalG Abs
1 0 170,8 0,000 120,2 0,000 185,43 0,000 159,795 0,000
2 2,5 149,6 0,057 117,6 0,009 139,28 0,124 136,297 0,069
3 5,0 132,9 0,109 107,1 0,050 124,34 0,174 128,845 0,093
4 7,5 123,8 0,139 105,3 0,057 --- - - -
5 10,0 1119 0,183 102,8 0,068 94,117 0,294 112,971 0,151
6 15,0 95,51 0,252 96,41 0,095 --- - - -
7 20,0 75,41 0,303 89,68 0,127 56,34 0,516 94,525 0,228
8 25,0 61,36 0,445 81,54 0,168 --- --- - -
9 30,0 48,04 0,551 76,44 0,196 --- --- --- ---
10 40,0 35,04 0,688 65,68 0,262 --- --- - -
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Figura 15. Curvas de calibragdo usando os canais vermelho e verde para ions Co(ll).
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Figura 16. Curvas de calibracdo usando os canais vermelho e verde para ions Ni(ll).

Ao avaliar os dados da Tabela 8 e a Figura 15 para extracdo de Co(ll),
observa-se gque, tanto usando o canal R quanto o G, os valores apresentam boa
linearidade. No entanto, o canal R (vermelho) apresenta maior sensibilidade, que pode
ser conferida pelo maior angulo de inclinagdo da curva. Essa observacéo foi primordial

para a escolha deste canal nos proximos experimentos. Por outro lado, o canal B

46



(azul) nao foi representado nos graficos, pois apresentou valores muito dispersos e
sem nenhuma linearidade. As mesmas observacdes foram feitas para a curva de
calibracéo com os ions Ni(ll) (Figura 16). A curva de calibracao foi obtida pelo método
de regresséo linear.

Outro parametro que pode ser avaliado para a escolha do canal apropriado é
o coeficiente de determinacédo (R?), que esta associado a linearidade do método. Tal
caracteristica corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia de interesse [58]. O
coeficiente de determinacéo, tanto para a extragéao do Co(ll) quanto para extracao de
Ni(Il), apresentou valor acima de 0,99 usando o canal R. No entanto, para o canal G
esse coeficiente apresentou-se menor que 0,99 na extracdo do Ni(ll) (Figura 15), o
gue permite concluir que o canal R apresenta resultados mais confiaveis e
promissores no desenvolvimento do processo, corroborando com a escolha do canal

R para os estudos posteriores.

4.4, Parametros analiticos

As figuras de mérito sdo parametros que tém por finalidade validar os
procedimentos analiticos. Dentre elas destacam-se: linearidade, seletividade, limite de

deteccao, limite de quantificacdo e exatidao.

4.4.1. Seletividade

As possiveis interferéncias podem influenciar na confiabilidade do método
desenvolvido. Geralmente estes estudos sdo realizados porque o sorvente €
impregnado usando um reagente, neste caso 0 TAC, que nao € especifico na extracéo
de um determinado ion. O estudo de interferéncia de alguns ions no processo de pré-
concentragdo foi avaliado usando uma solugdo de 10,0 ug L* de ions Co(ll) ou de
Ni(Il). Cada espécie (possivel interferente) foi adicionada a solucéo e o sinal analitico
foi comparado com o sinal correspondente ao da solu¢cao contendo apenas o analito.
Considerou-se que a interferéncia de uma espécie so seria significativa quando o sinal
analitico na presenca do concomitante variasse + 10% em relacdo ao sinal analitico
obtido apenas com o analito. Os resultados para este estudo estdo apresentados na
Tabela 9.
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Tabela 9. Estudo para ions concomitantes na extracéo de ions Co(ll) e Ni(ll).

Espécie Proporcao limite Co(ll):Espécie  Proporcao limite Ni(ll):Espécie

K*, NOs, Na*, CI Acima de 1:100 Acima de 1:100

APR*, Ca?*, Mg?*, Fe?* 1:50 1:50

Co? 1:2

Ni2* 1:3

Pb?*, Mn?* 1:20 1:25

Hg?* 1:20 1:25

Cd?* 1:5 1:5

Cu? 1:10 1:15

4.4.2. Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacéo (LQ)

O limite de deteccdo equivale a menor concentracdo da substancia de
interesse que pode ser detectada, sendo este um dos fatores mais criticos em um
método para analise de tracos. Para calcular o limite de detec¢éo € necessario realizar
medidas de dez valores da solugéo em branco. A partir dessas medidas, serdo obtidos
valores de absorbancias que posteriormente serdo submetidas ao célculo do LD,
conforme a Equacéao (2), onde s € o desvio padrédo das dez medidas e S é o coeficiente

angular da curva de calibragéo [55].

Equacéo 2

Os valores encontrados de LD no presente estudo foram 0,9 ug L* para
cobalto e 0,8 ug L para niquel. Quanto ao LQ, pode ser definido como a menor
concentracdo da substancia de interesse que pode ser quantificada com determinada
precisdo e exatiddo. Os parametros LD e LQ séo criticos em sistemas que envolvem
pré-concentracao, pois eles definem qual a sensibilidade do método para quantificar
elementos-traco [59]. A relacdo matematica para determinar o LQ é dada pela

Equacéo (3).

LQ =— Equacéo 3
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Os valores encontrados para o LQ no método desenvolvido foram 2,7 ug L?
para cobalto e 2,6 ug L para niquel. Os baixos valores de LD e LQ demonstram que
0 presente estudo pode ser aplicado na extracdo de ions Co(ll) e Ni(ll) em niveis de
traco.

Quando comparado com a literatura, um estudo baseado em microextracédo
liquido-liquido dispersiva acoplado a colorimetria de imagem digital foi realizado para
deteccdo de cobalto em vitamina B12 e agua. O estudo apresentou um limite de
deteccédo de 0,9 ug L1[37]. O presente estudo também apresenta valor igual a 0,9 ug
Lt observando que nesse contexto o método pode ser aplicado eficientemente.

Um sistema de extracdo em fase sdlida foi desenvolvido usando silica
modificada com oxido de molibdénio (VI) e deteccéo foi realizada por F AAS com
objetivo de quantificar cobalto e niquel em amostras de 4guas naturais. Os valores de
LD foram 10,82 e 8,86 ug L para cobalto e niquel, respectivamente [60]. Estes valores
sdo mais elevados que os do presente estudo (0,9 ug L para cobalto e 0,8 ug L para
niquel), evidenciando que a extracdo em fase solida acoplada a um sistema de
colorimetria de imagem digital € mais sensivel e apresenta melhores limites de

deteccéao.

4.4.3. Precisao

A precisédo € uma medida da concordéancia entre os resultados, ou seja, mede
0 grau de incerteza de um método analitico em que € possivel ocorrer dispersao das
respostas instrumentais e da execucdo dos procedimentos. A preciséo foi expressa
em termo de desvio padrao relativo (DPR), calculado pela razdo entre o desvio padréo
de véarias medidas em uma determinada concentracdo (s) e a média das medidas
dessa concentracdo (x). Foram realizadas oito medidas e o resultado é expresso
geralmente em percentagem e os calculos foram realizados conforme a Equacéao (4)
[55].

DPR = $100

Equacéo (4)

No presente trabalho foram realizadas oito medidas das solugdes contendo
10 ug Lt de Co(ll) e Ni(ll), obtendo DPR de 3,8% e 3,4% respectivamente.
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4.4.4. Fator de enriquecimento

O fator de enriquecimento (FE) € um critério frequentemente usado para
avaliar sistemas de pré-concentracdo em que é diretamente proporcional ao aumento
do sinal analitico [61]. O FE € calculado pela razdo entre os coeficientes angulares
das curvas analiticas com pré-concentracdo e sem pré-concentracdo. Para a
obtencdo do coeficiente angular da curva sem pre-concentracdo foram preparadas
curvas analiticas para medicdo direta usando os sistemas propostos. Os sistemas
espectrofotométricos envolvendo o reagente TAC e os analitos foram preparados
separadamente. As medi¢cOes foram realizadas diretamente em uma cubeta com a
obtencdo das imagens das solucdes correspondentes que posteriormente foram
tratadas e transformadas em valores de absorvancia. A Equacao (5) mostra a forma

de calcular o fator de enriquecimento.

FE Coeficiente angular da curva analitica com pré-concentracédo Equacao (5)
Coeficiente angular da curva analitica sem pré-concentracéo

O FE obtido foi de 148 para o Ni(ll) e 91 para o Co(ll). Estes valores
comparados com outros estudos mostram-se bem significativos. Barreto et al. (2020)
desenvolveu um sistema de DLLME em seringa por diferenca de pressao em que
guantificou cobalto em amostras de alimentos usando a colorimetria de imagem digital
com FE de 65 [62]. Jamali et al. desenvolveu um procedimento de microextragdo em

fase solida para quantificar cobalto em alimentos e o FE obtido foi 50 [63].

4.4.5. Indice de consumo (IC)

O conceito de IC esta associado com a eficiéncia de um sistema de pré-
concentracéo e € definido como o volume de amostra (Va), em mililitros, consumido
para conseguir uma unidade de fator de enriquecimento, calculado através da
Equacéo (6) [61].

IC =ValFE Equacéo (6)

Os valores referentes ao indice de consumo calculado para o sistema de pré-
concentracéo proposto foi de 0,55 e 0,33 mL para ions Co(ll) e Ni(ll), respectivamente.
A partir desse valor podemos observar que a cada 0,55 e 0,33 mL das amostras de
cobalto e de niquel, respectivamente, aumenta-se uma unidade no fator de

enriquecimento, podemos assim concluir que conquanto o sistema utilize grande
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guantidade de amostra, apresenta bons indice de consumo devido aos altos fatores

de enriquecimento.

4.4.6. Resumo das caracteristicas analiticas do método proposto

As figuras de mérito estudadas apresentaram resultados compativeis aos
objetivos do método, visto que atendem aos limites necessarios para quantificar o teor
dos analitos contidos nessas amostras. O resumo das figuras analiticas de mérito esta

apresentado na Tabela 10.

Tabela 10. Caracteristicas analiticas dos métodos de extracao de niquel e cobalto.

Parametro Ni Co

Equacédo de calibracédo A=294x%x102C+1,14%x 102 A=1,73x102C +1,04 x 102

Equacdo de calibracdo

o A=197x10%C+2,10x10° A=1,91x10*C+2,91x10°
para medicao direta

Faixa linear (ug L™?) 2,5-20,0 2,5-40,0
Limite de deteccéo

: 0,8 0,9
(hg L)
Limite de quantificacdo

: 2,6 2,7
(ug L)
Preciséo
(RSD,%, 10,0 (lg L) 3.4 38
Fator de enriquecimento 148 91
indice de consumo (mL) 0,40 0,55

A: absorvancia; C: concentracao.

4.5. Validacéao e aplicacdo do método

A validacdo do método para a extracdo de ions Co(ll) foi realizada por
comparacao com um método validado usando absor¢cédo atdmica com forno de grafite.
Neste caso, as amostras foram analisadas por GF AAS seguindo o mesmo
procedimento de preparo que no método desenvolvido, no entanto as amostras nao
passaram pela etapa prévia de pré-concentracdo. A aplicacdo do teste t de student
mostrou que para as amostras de spirulina (superalimento) e sururu o t calculado
foram 1,09 e 0,90, respectivamente, e o t critico bi-caudal tabelado foi 4,3, mostrando
gue nao houve diferenca significativa ao limite de confianga de 95%. Para as demais
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amostras, o teor de cobalto ndo foi quantificado, pois estava abaixo do limite de

guantificacdo do método.

Apés a otimizacdo e validacdo, o método proposto foi aplicado na
determinacao de ions cobalto em diferentes amostras de alimentos e superalimentos
(Tabela 11).

Tabela 11. Resultados para determinacdo de ions Co(ll) em amostras de alimentos e
superalimentos (n = 3)

Concentragéo de cobalto (ug L?)

Amostra — Recuperacao (%)
Adicionada Encontrada
0,0 3,05+ 0,05
Sururu
10,0 12,4+0,3 94
. 0,0 <LQ
Siri
10,0 10,8 +0,1 108
0,0 <LQ
Camaréao
10,0 10,1 +0,2 101
o 0,0 3,10+ 0,08
Spirulina
10,0 12,4+0,1 93
0,0 <L
Chlorella R
10,0 9,50 +0,1 95
Concentracao de cobalto (ug L™?)
Amostra , Erro (%)
Este método GF AAS
Sururu 3,05 +0,05 2,92 +£0,09 3,06
Siri <LQ 1,99 + 0,03
Camarao <LQ 0,920+ 0,08--
Spirulina 3,09 £ 0,09 298+0,1 3,56
Chlorella <LQ <LQ

As amostras de superalimento (spirulina e chlorella), sururu, siri e camarao
geralmente apresentam altos teores de vitaminas e sais minerais. Neste sentido,
podem apresentar teores de cobalto tanto em sua forma inorganica como na forma de
vitamina B12, que € conhecida como cianocobalamina. Ao avaliar as amostras de
superalimentos, a spirulina apresentou concentracédo de cobalto total de 3,09 ug L*
(0,77 ug gt). Esse valor estd menor do que aquele quantificado por Bartosiak et al.,
gue quantificou cobalto total em spirulina de 2,63 ug g* da biomassa por ICP OES

[65]. Ainda sobre os superalimentos, Chen et al. analisou chlorella por CE-ICP-MS e
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o valor de cobalto encontrado foi de 0,386 ug g* da biomassa [66], valor inferior ao
limite de quantificacdo obtido no presente estudo. Cabe salientar que ICP-MS é uma

técnica espectrométrica muito sensivel e geralmente consegue limites menores.

Y

Quanto a quantificagdo de cobalto em alimentos, Yebra-biurrun et al.
determinou cobalto por F AAS, apés pré-concentragdo, em uma diversidade de frutos
do mar. Para a amostra de camaréo foi encontrado o valor de 0,48 ug g* e em diversos
tipos de mexilhdo os valores de concentragédo estavam na faixa de 0,8 ug g* [64].
Neste trabalho, a concentragdo de cobalto nas amostras de camaréo estavam abaixo
do limite de quantificagdo, assim como nas amostras de siri. Em contrapartida, o
sururu, que possui caracteristicas similares ao mexilhdo, apresentou concentracéo de
3,05 ug L1 (0,76 ug gt), bem préximo aos valores quantificados por Yebra-biurrun em
relacdo as amostras de mexilhao.

A exatiddo do método desenvolvido foi avaliada por comparagcdo com o
método de absorcao atbmica com forno de grafite apresentando erro de 3,06 e 3,56%.
Outra forma de avaliar se o0 método desenvolvido sofreu algum efeito de matriz &
através de testes de adicéo e recuperacdo. Para os dados da Tabela 11, os valores
de recuperacao obtidos variaram de 93 a 108%, demonstrando que o método proposto
nao sofre efeito de matriz e tem boa aplicabilidade.

Para a validacdo do método de extracdo de ions Ni(ll) foi usado material de
referéncia certificado de folhas de tomateiro (NIST1573a) e cabelo humano (BCR397),
conforme mostrado na Tabela 12. O erro foi calculado e variou de 1,89 a 4,83%, 0 que
ndo comprometeu a confiabilidade do método. Portanto, é possivel assumir que as
diferencas entre os valores € devido a erros aleatérios e ndo estdo relacionadas a

erros sistematicos no método.
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Tabela 12. Resultados para determinagédo de ions Ni(ll) em aguas, café, cigarro e material
certificado (n = 3).

Concentragao de niquel (ug L)

Amostra — Recuperacéo (%)
Adicionada Encontrada
0,0 <L —
Café A Q
10,0 9,8+0,3 98
0,0 <L
Café B Q
10,0 9,7+0,1 97
0,0 <L
Café C Q
10,0 9,6 +0,2 96
0,0 <L
Café D Q
10,0 9,7+0,1 97
Agua de rio 1 0,0 32+04
Agua de rio 2 0,0 6,5+0,1
Cigarro 1* 0,0 29+0,3
Cigarro 2* 0,0 22+04
Concentracéo -1
CRM — sa0 (L9 g™ ) Erro (%)
Certificada Encontrada
Folha de tomate
SRM1573a 1,59 + 0,07 1,56 + 0,08 1,89
Cabelo humano
BCR397 46,0+1,4 43,8+1,8 4.83
“ug gt

Conforme mostrado na Tabela 12, nas amostras de café a concentracédo de
niquel esta abaixo do limite de quantificacdo. Saylan et al. propuseram um sistema
com tubo de quartzo com fenda acoplado a espectrometria de absorgcéo atbmica com
chama (SQT-FAAS) para quantificar niquel em café e também encontraram valores
abaixo do limite de quantificacao [65].

Para as amostras de cigarro é observado certa quantidade do analito. As
amostras 1 e 2 apresentaram concentracdes de 2,9 e 2,2 ug g~*de niquel (11,6 e 8,8
ug L), respectivamente. Talio et al. determinou nigquel em amostras de cigarro por
fluorescéncia molecular e os valores estavam préximos a 10 ug L [66], bem préximos
ao quantificado no presente estudo.

As amostras de dgua apresentaram concentracées de 3,2 e 6,5 ug L para as

amostras 1 e 2, respectivamente. Tais amostras foram coletadas no rio de contas
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proximo a cidade de Jequié e faz parte de um rio muito importante para a regiao,
sendo bastante utilizado para pesca e consumo. Em contrapartida, ha despejos
industriais regulares e outras atividades préoximas que podem ter influenciado para o
aumento da carga de metais no leito deste rio e em consequéncia pode ter aumentado
a quantidade de niquel. A Resolucdo N° 430/2011 do CONAMA prevé os limites
mAaximos aceitaveis de alguns metais considerados potencialmente téxicos e avaliam
gue a concentracdo maxima permitida de niquel em aguas naturais é de 25 ug L [67].
Neste sentido, pode-se concluir que a quantidade de niquel presente na agua esta
abaixo do nivel maximo estabelecido.

O método também foi avaliado através de testes de adicdo e recuperacao.
Para os dados da Tabela 12, os valores de recuperacéo obtidos variaram de 96 a 98%
demonstrando que o método proposto para ions niquel também néo sofre efeito de
matriz e tem boa aplicabilidade.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho, foi demonstrada a aplicabilidade de novas metodologias
analiticas usando imagem digital para quantificacdo de cobalto e niquel em diversas
amostras. A combinacéo da analise diretamente na fase sélida com o processamento
computacional de imagens resultou em métodos que se apresentam como uma
excelente alternativa para a determinacao de elementos tracos.

O uso da resina Amberlite XAD-7 impregnada com o reagente TAC
proporcionou um sistema com estabilidade, durabilidade e alta seletividade para pré-
concentragdo de cobalto e niquel. Adicionalmente, as ferramentas multivariadas
utilizadas permitiram um estudo descritivo e rapido das variaveis, seus efeitos e
interacbes mais importantes no sistema. Esses estudos foram importantes para
direcionar as etapas seguintes na otimizacdo do método. Adicionalmente, os dois
métodos apresentaram parametros analiticos adequados para determinacdo de
cobalto e niquel em diversas amostras.

Os métodos apresentaram simplicidade, baixo custo e eficiéncia, além de
serem ecologicos, de acordo com os principios da Quimica Verde. Os componentes
do sistemas séo de facil aquisicdo e ndo exigem conhecimento técnico aprofundado
do analista.

Os estudos desenvolvidos nessa dissertacdo destacam-se pela inovacédo e
sensibilidade. Os métodos apresentam potencial para analise das amostras
diretamente no local da coleta sem a necessidade de transportar a amostra até o
laboratério. A abordagem deste trabalho pode ser explorada para outros tipos de
sistemas, analitos, fases solidas, complexantes, bem como para extrair e quantificar

substancias organicas e farmacéuticas.
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publicacdo em revista indexada e no Xl Workshop de Quimiometria apds as sugestdes

apresentadas pela banca examinadora.
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