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RESUMO

Titulo: Desenvolvimento de Método Empregando DLLME para Extracédo e Preé-
concentragdo de Ferro em Amostras de Agua com Diferentes Salinidades
Autor: Ederson Rodrigues Pereira

Orientador: Prof. Dr. Fabio Andrei Duarte

Neste trabalho foi desenvolvido e validado um método analitico para a
determinacdo de Fe total em amostras de agua com diferentes salinidades
empregando a microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME), seguido de
determinacdo espectrofotométrica na regido do ultravioleta-visivel. Nas extracdes
por DLLME, o Fe foi complexado com pirrolidina ditiocarbamato de aménio (APDC) e
extraido apds a injecdo de uma mistura composta de 1,2-diclorobenzeno (solvente
extrator) e etanol (solvente dispersor). Os fatores que influenciam a eficiéncia de
extracdo (tipo e volume de solvente extrator e dispersor, concentracdo de APDC e
tempo de extragcdo) e subsequente determinacdo espectrofotométrica foram
otimizados. Apos otimizacao das condi¢des, a curva de calibracdo foi linear entre
0,02 e 2,0 mg L™ (r* = 0,9998) e os limites de deteccdo e quantificacdo do método
foram de 6,1 e 18,3 ug L™, respectivamente. O fator de pré-concentracéo foi de 3,3.
A exatidao foi avaliada em termos de recuperacgéo, com variacéo entre 90 e 102% e
desvio padrao relativo (RSD) inferiores a 12%. A exatiddo do método também foi
avaliada utilizando um material de referéncia certificado (SRM 1643e, Elementos
Traco em Agua), o qual apresentou concordancia de 104% e RSD de 5%. O método
foi aplicado para amostras de agua com diferentes salinidades, como agua mineral,
estuarina e de alto mar. Além disso, o0 método proposto apresentou concordancia da
ordem de 95%, quando comparado com o método 1,10-fenantrolina para a

determinacao de Fe total.

Palavras-chave: Microextragdo liquido-liquido dispersiva; Ferro; Espectrofotometria.



ABSTRACT

Title: Development of a Dispersive Liquid-liquid Microextraction Method for
Iron Extraction and Pré-concentration in Water Samples with Different
Salinities

Author: Ederson Rodrigues Pereira

Advisor: Prof. Dr. Fabio Andrei Duarte

A new method for iron determination in water samples with different salinities
using dispersive liquid-liquid microextraction followed by UV-Vis spectrophotometric
determination was developed. In the proposed method, Fe was complexed with
ammonium pyrrolidinedithiocarbamate (APDC) and extracted after the injection of a
mixture composed by 1,2-dichlorobenzene (extraction solvent) and ethanol
(dispersive solvent) into the sample solution. The main factors that influencing the
extraction efficiency (type and volume of the extraction and dispersive solvents, the
amount of APDC, and extraction time) and its subsequent spectrophotometric
determination were optimized. Under optimized conditions, the calibration curve was
linear ranging from 0.02 to 2.0 mg L™ (r* = 0.9998) and the limit of detection and limit
of quantification of method were 6.1 and 18.3 pg L™, respectively. The pre-
concentration factor was 3.3. Accuracy was evaluated in terms of spike recovery,
ranged from 90 to 102%, with relative standard deviation (RSD) lower than 12%. In
addition, a certified reference material (SRM 1643e, Trace Elements in Water) was
analyzed, with agreement of 104% and RSD of 5%. The method was applied for
samples with different salinities, such as well, estuarine and seawater. In addition,
the proposed method shows agreement about 95%, when compared with 1,10-

fenantroline method for total Fe determination.

Keywords: Dispersive liquid-liquid microextraction; Iron; Spectrophotometry.



1. INTRODUCAO

Diversos elementos quimicos presentes nos recursos hidricos sdo essenciais
a vida principalmente por participar dos ciclos biogeoquimicos em macro e micro-
organismos aquaticos.’ Dentre esses elementos, diversos metais sdo essenciais
para a vida ou meramente benéficos e, dependendo da concentracdo, podem ser
altamente t6xicos.?

Dentre os elementos mais estudados no contexto da andlise quimica, o Fe
ganha destaque, pois € um constituinte essencial para os seres vivos. A deficiéncia
de Fe em seres humanos tém sido associada a diversas alteracbfes em processos

3,45

metabdlicos que podem afetar as funcdes cerebrais e motoras, além de ser a

principal causa da anemia.® Em ambientes aquéaticos, o Fe é essencial para o
crescimento e desenvolvimentos de plantas, as quais sao indispensaveis na cadeia
trofica, pois sdo produtoras primarias, suprindo de oxigénio e nutrientes muitas
formas de vida. No entanto, o excesso de Fe pode causar diversos problemas de
saude tais como cancer e problemas no sistema nervoso.”® Nesse sentido, devido &
importancia do elemento Fe para a saude e para o meio ambiente, torna-se muito
importante o desenvolvimento de métodos analiticos para sua determinacdo em
agua.

Diferentes técnicas para a determinacdo de Fe em amostras de agua tém
sido reportadas na literatura, tais como espectrofotometria na regido do ultravioleta-
visivel (UV-Vis),*° espectrometria de absorcéo atdmica com atomizacdo em chama
(F AAS)™*? ou atomizacéo eletrotérmica (ET AAS)."®* Também tém sido utilizadas

técnicas que fazem uso de plasma para atomizacao/ionizacdo do elemento como

! Neto et al.; Poluigdo Marinha, 2008, 440 p.

% Ansari et al.; J. Appl. Sci. 4 (2004) 1-20.

® Batra et al.; Indian J. Clin. Biochem. 17 (2002) 108-114.
“Beard, j. I.; J. Nutr. 131 (2001) 568S-579S.

® Jellen et al.; Biochimie 91 (2009) 1255-1259.

® Soetan et al.; Afr. J. Food Sci. 4 (2010) 200-222.

" Bhatia, k.; J. Neurol. 258 (2011) 8-8.

8 Cortese et al.; World J. Biol. Psych. 13 (2012) 223-231.
° Almendral et al.; Microchim. Acta 147 (2004)

9 Kozak et al.; Anal. Chim. Acta 702 (2011) 213-217.

" Khayatian et al.; Quim. Nova 35 (2012) 535-540.

2 Kremling et al.; Anal. Chim. Acta 70 (1974) 35-39.

3 Naozuka, J.; Oliveira, P. V.;J. Braz. Chem. Soc. 17 (2006) 521-526.



espectrometria de emiss&o 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES),**
porém com menor frequéncia. A técnica de UV-Vis é interessante do ponto de vista
analitico por ser simples, versatil, rapida, precisa e relativamente barata quando
comparada a maioria das técnicas espectrométricas.’® No entanto, a determinacéo
direta de Fe por UV-Vis em baixas concentracbes é dificultada pela sua baixa
sensibilidade quando comparada as demais técnicas. Por esta razdo, uma etapa de
pré-concentracdo pode ser requerida.

Diferentes métodos tém sido desenvolvidos com o propdsito de extrair e/ou
pré-concentrar 0 analito em amostras de agua, onde podem ser citados a extracao

11,14

liquido-liquido (LLE),*® extracdo em fase sélida (SPE), co-precipitacdo,*®

extrac&o em ponto nuvem (CPE)*"*8

e resinas trocadoras com gradiente difusivo em
flme (DGT).!® Alguns desses métodos possuem desvantagens em relacdo a
geracao de residuos, volume de solventes e tempo de analise. Os métodos de LLE e
co-precipitacdo, por exemplo, consomem grandes quantidades de solventes além de
serem relativamente demorados, enquanto que métodos como a CPE dependem de
uma etapa de aquecimento.

A microextracédo liquido-liquido dispersiva (DLLME) é um método de extracéo
e pré-concentracdo baseado em um sistema ternario de solventes e tém sido
caracterizado como rapido, preciso, de baixo custo e com grande fator
de enriquecimento. No inicio de seu desenvolvimento, a DLLME foi empregada para
a extracdo e posterior determinacdo de compostos organicos.?® Posteriormente,
diversos trabalhos tém reportado a determinagcdo elementar em amostras de agua

21-23 25,26 27,28
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mercirio?® e ferro®, entre outros. Entretanto, ha poucos trabalhos que avaliam o
comportamento destes métodos em amostras de dgua com diferentes salinidades.
Desta forma, este estudo propde o desenvolvimento e validacdo de um método para
a extracdo e pré-concentracdo de Fe total em amostras de agua com diferentes

salinidades empregando a DLLME seguida da determinagéo por UV-Vis.

29 Jia et al.; Spectrochim. Acta Part B 66 (2011) 88-92.
% Moghadam et al.; J. Hazard. Mater. 197 (2011) 176-182.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Ferro

O Fe é o quarto elemento mais abundante da crosta terrestre, onde uma
pequena parte ocorre no estado livre (origem meteoritica), enquanto que a maior
parte estd combinada com enxofre, oxigénio e silicio.®> A hematita (Fe,O3) é 0
principal minério de Fe de ocorréncia natural constituido por 70% de Fe, podendo
ocorrer ainda como limonita [FeO(OH).nH,0] (42% de Fe), magnetita (FezO4) e
siderita (FeCQO3). O Fe também forma diversos compostos com enxofre, dos quais a
pirita (FeS,) e a pirrotita (FeS) s&o os compostos mais abundantes.® O Fe é um
metal branco-prateado quando puro, ddctil, reativo e de ocorréncia natural no meio
ambiente, o qual, primeiramente é oxidado a sua forma ferrosa [Fe(ll)] e entdo a
forma férrica [Fe(lll)]. O estado férrico pode sofrer hidrdlise facilmente, levando a
formacdo de compostos hidroxilados insoluveis (ferrugem). Além dos estados de
oxidacéao Il e Ill, o Fe pode ser encontrado com estados de oxidacao que variam de
IV a VI, onde as formas VI e V sdo encontradas apenas na forma de anions “oxo”.
Menores estados de oxidacdo podem ocorrer em compostos gue contém aceptores
“pi”, como as fosfinas, olefina e CO.*?

As fontes de contaminacdo por Fe podem ser naturais ou antropogénicas. As
fontes naturais sdo provenientes do processo de intemperismo, enquanto que as
fontes antropogénicas sdo causadas principalmente pela mineragdo, fundigéo,
soldagem e polimento de metais.®! Os efluente urbanos (esgotos industriais e
municipais) também estdo entre as principais fontes antropogénicas de
contaminagao por Fe.

O comportamento do Fe no meio ambiente e sua disponibilidade na biota
estdo ligados principalmente ao seu estado de oxidacgdo (Il ou Ill) e a forma fisico-
quimica o qual se encontra.®* No estado de oxidacdo (Il) e em ambientes anéxicos
acidos, o Fe inorganico (disponivel) esta presente essencialmente como ion e possui
forte tendéncia em formar complexos com compostos organicos. Em ambientes com

pH acima de 8, a espécie Fe(ll) é oxidada rapidamente a Fe(lll) e predomina a

%L Nordberg et al.; 32 ed. Academic Press. Califérnia, 2007, 992 p.
| ee, Blucher. Sao Paulo, 1999, 546 p.



formacdo de hidréxidos.*** No entanto, Fe(lll) possui baixa solubilidade em agua e
tende a formar complexos com ligantes organicos naturais.*

Ha diversos micro-organismos e plantas que possuem grande capacidade de
bioacumular Fe, tornando esse elemento essencial para seu crescimento e
desenvolvimento.** Para seres humanos, o Fe é um componente importante na
manutencdo da homeostase celular, além de participar de diversos processos
fermentativos e metabolicos, como ativador enzimatico, estabilizador e componente
funcional de proteinas.>*3® A deficiéncia de Fe no organismo leva & anemia, a
alteracdo do metabolismo muscular e disfunces no sistema imunolégico.* Do
contrario, o excesso de Fe causa hemossiderose e hemocromase, caracterizada por
pigmentacdo na pele, lesdo pancreatica com diabetes, cirrose hepdética, entre
outras.>>*

Os seres humanos estdo expostos ao Fe principalmente através da
alimentagdo. A resolucdo do CONAMA n° 357, de 17 de Marco de 2005,%
estabelece o limite maximo de Fe soltvel de 0,3 mg L™ para aguas de
abastecimento doméstico, dgua salina e agua salobra enquanto que, para agua de
irrigacéo o limite maximo permitido é de 5,0 mg L™. A concentracéo de Fe presente
em aguas de superficie, subterrdnea e maritima € dependente, principalmente, da
origem do solo e de atividades antropogénicas. Em aguas subterraneas, o Fe esta
presente em concentracdes entre 0,5 e 10 mg L*, essenciaimente na forma
divalente, enquanto que em aguas maritimas a concentracdo ndo excede 0,1

mg L-1.38

Portanto, devido a importancia deste elemento em ambientes aquaticos e
para o ecossistema como um todo, o conhecimento da concentracdo de Fe em
amostras de agua se torna indispensavel para estudos ambientais. Neste sentido, o
desenvolvimento de métodos de extracdo e/ou pré-concentragdo, assim como
meétodos de determinacdo torna-se uma necessidade crescente na area de quimica

analitica.

4 Beard, J. L.; J. Nutr. 131 (2001) 568S-579S.
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2.2 Métodos para extracdo de Fe em 4gua

Em amostras de agua o Fe pode estar nos estados de oxidacdo Fe(ll) e
Fe(lll), solubilizado, coloidal ou na forma de complexos organicos e/ou
inorganicos.** Quando a concentracéo de Fe esta presente em niveis de mg L™ e a
determinacao é feita a partir de métodos espectrofotométricos, ndo h& necessidade
de métodos de extracdo. Neste caso, é necessario apenas um pré-tratamento da
amostra de acordo com a espécie de interesse, levando em conta as caracteristicas
do complexante, quando o uso deste é requerido.

Kremling e Petersen'? fizeram a extracdo de Fe total utilizando extracéo
liquido-liquido (LLE) a partir da extragdo com metilisobutilcetona (MIBK). Neste
método, o analito foi complexado com pirrolidina ditiocarbamato de amonio (APDC)
e determinado posteriormente por F AAS e sua principal aplicacao foi para amostras
de agua salina. Para isso, em 100 mL de &gua do mar foram adicionados 100 pL de
uma solucéo de &cido cloridrico 0,01 mol L™ e 50 pL de solucdo APDC 2%. O pH da
solucéo foi ajustado entre 3 e 4. Nesta solucédo foram adicionados 100 mL de MIBK
com agitacao durante 3 min. Apds a separacao das fases (por volta de 10 min), o Fe
foi determinado por F AAS. De maneira similar, AkI*® também fez a extracdo de Fe
empregando LLE em amostras de agua utilizando MIBK como solvente extrator. No
entanto, neste trabalho® foi utilizado 2-carbometoxi-1,3-indandiona de sédio
(CEIDNa) como agente complexante para Fe(lll). O complexo formado (razdo molar
de 1:3) apresentou coloracdo vermelha e o pH 6timo para complexacéao foi entre 1,5
e 3,5.

Devido as baixas concentracdes de Fe presentes, principalmente, em
amostras de agua salina, diferentes métodos tém sido desenvolvidos visando a pré-
concentracdo do analito. Khayatian et al.,'* desenvolveram um método baseado na
extracdo e pré-concentracdo de espécies de Fe utilizando extracdo em fase solida
(SPE), seguida de determinacao por F AAS. Para isso, os autores utilizam dimetil-
(E)-2-[(Z)-1-acetil-2-hidroxi-1-propenil]-2-butenodiodato como agente quelante para

Fe(ll) e Fe(lll) enquanto que, como fase estacionaria, foi utilizada uma membrana de

" Khayatian et al.; Quim. Nova 35 (2012) 535-540.

12 Kremling et al.; Anal. Chim. Acta 70 (1974) 35-39.

1 Nordberg et al.; 32 ed. Academic Press. Califérnia, 2007, 992 p.
% Akl Microchem.; J. 75 (2003) 199-209.



silica octadecil modificada. Nestas condi¢cfes, os autores conseguiram fatores de
enriquecimento de 166 vezes, com faixa linear entre 40 e 1000 ug L™.

Giokas et al.,*® fizeram a extracdo e pré-concentracdo de Fe em amostras de
agua utilizando CPE, seguida da determinacdo por F AAS. Neste estudo,'® o Fe foi
complexado com APDC e, ap06s ser submetido a temperatura de 70 °C, foi extraido
com auxilio do surfactante Triton X-114. As micelas formadas foram separadas,
diluidas e acidificadas em solucdo metandlica acidificada para posterior
determinacdo. Com este procedimento o0s autores encontraram um fator de
enriquecimento de 20 vezes, com recuperacdes entre 97 e 103% para diferentes
amostras de 4gua, vinhos e material de referéncia certificado (CRM).

Embora métodos como LLE, SPE e CPE possuam grande aplicacéo, estes
métodos apresentam deficiéncias como longo tempo de extracdo, consumo
significativo de solventes organicos e consequentemente geracdo de grande
quantidade de residuos.

Em 2006, Rezzae et al.,”® desenvolveu um método denominado
microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME) para extracdo e pré-concentracao
de compostos organicos em agua. No entanto, diversos estudos tém reportado o uso
da DLLME para extracdo e pré-concentracdo de compostos inorganicos,?42440-42
demonstrando ser um método de facil operacdo, que consome pequenas
guantidades de solventes organicos, rapido, de custo relativamente baixo e com
elevado fator de enriquecimento. Este método tém sido aplicado para determinacdo
de Fe em amostras de 4agua,”® no entanto, poucos estudos avaliam seu

comportamento em amostras de agua com diferentes salinidades.
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2.3 Microextracao liquido-liguido dispersiva

A DLLME é um método de extracdo e pré-concentracdo baseado em um
sistema ternario de solventes. Na extracdo por DLLME, uma mistura apropriada de
solvente extrator (apolar) e solvente dispersor (média polaridade), é injetada
rapidamente com a ajuda de uma seringa em uma solu¢cdo aquosa contendo o
analito. Logo apds a extracdo, é observada a formacédo de uma solucéo turva e o
analito é extraido quase que instantaneamente pelo solvente extrator. Esta extracao
é instantdnea por que a area de contato entre solvente extrator e analito é
aumentada enquanto o equilibrio da solugdo € retomado rapidamente. Apos a
extracdo, a separacdo das fases é acelerada pela centrifugacdo da solucdo e a
concentracdo do analito é determinada na fase sedimentada.** Cabe destacar que
alguns parametros como volume e o tipo do solvente extrator e dispersor, tempo de
extracdo, tempo de centrifugacéo, adicdo de sais e pH influenciam diretamente na
eficiéncia da DLLME e precisam ser otimizados.

Na selecdo do solvente extrator, algumas caracteristicas devem ser
consideradas. O solvente extrator deve ser miscivel no solvente dispersor e
imiscivel em &gua e ndo deve interferir na etapa de determinacao.

Entre os principais solventes extratores utilizados, destacam-se o0
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4051 @ |jquidos idnicos.?*#°> Estes solventes possuem densidade maior

cloroférmio
que da &gua e, quando submetidos a centrifugacéo, sedimentam no fundo do tudo
podendo ser retirado com o auxilio de uma seringa. No entanto, solventes menos
densos que a &agua também tem sido utilizados na DLLME, formando as
denominadas gotas organicas flutuantes (SFO). Wu et al.,?® fizeram a determinacéo
de Cd em amostras de agua utilizando DLLME-SFO, seguida da determinacao por F
AAS. Neste estudo, os autores utilizaram 0,1 mL de 1-dodecanol como solvente
extrator, combinado com metanol (solvente dispersor). Foi obtido um fator de
enriqguecimento de 133 vezes, com recuperacdes entre 92 e 104% e desvio padréao
relativo (RSD) de 6%.

ApoOs selecionar o tipo de solvente extrator, seu volume também deve ser
otimizado. O volume de solvente extrator deve ser suficiente para extrair todo o
analito do meio aquoso. Além disso, deve-se utilizar o menor volume possivel com a
finalidade de aumentar o fator de enriquecimento.

Por outro lado, os solventes dispersores devem ser misciveis tanto no

| 27,56 | 25,57
) )

solvente extrator como na solucdo aquosa e se limitam a metano etano

acetonitrila,*’ acetona®®>®

e tetrahidrofurano (THF). De maneira similar, o volume de
solvente dispersor também influencia na eficiéncia de extracdo na DLLME, pois a
medida que o volume de solvente dispersor aumenta ou diminui, a dispersdo do
solvente extrator na fase aquosa também o faz,?° diminuindo ou aumentando a
eficiéncia de extracéo.

Outro parametro avaliado na DLLME é o tempo de extracdo. Este tempo é

definido como o intervalo entre a injecdo da mistura dos solventes (extrator e
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dispersor) na fase aquosa até o inicio da centrifugacdo.?’ Por se tratar de um
parametro fundamental em métodos de microextracdo, este é um parametro
avaliado por diversos trabalhos na literatura.’®?**® No entanto, diversos autores tém
destacado a independéncia da DLLME em relacdo ao tempo de extracao.
Mohammadi et al.,?* fizeram a determinacéo de Cu em amostras de agua utilizando
DLLME, avaliando o efeito do tempo de extracdo entre 0 e 30 min. Neste estudo,?
0S autores concluiram que o tempo de extracdo néo teve influéncia significativa na
extracdo do analito. De maneira similar, Naseri, et al.,*® estudaram a influéncia do
tempo de extracdo (entre 0 e 60 min) na determinacdo de Pb em amostras de agua
utiizando DLLME, os quais também chegaram a mesma conclusdo. Ambos os
autores enfatizam que o fato da DLLME ser independente do tempo € devido a
grande area superficial entre solvente extrator e solucdo aquosa, criada pelo
solvente dispersor, possibilitando maior contato entre o analito e o solvente extrator.

A eficiéncia de extracdo na DLLME ainda pode ser aumentada quando uma
etapa de adicdo de sal (e.x., NaCl) é feita antes da extracdo. Em solucdo aquosa, as
moléculas de agua tendem a solubilizar os ions dispersos na solucao diminuindo
assim a solubilidade do solvente extrator, aumentando consequentemente o volume
da fase sedimentada.

Cabe salientar que para a determinacdo elementar € requerida uma etapa de
complexacdo previamente a DLLME, pois 0s metais nhdo possuem grupamentos
organicos, o que impossibilita a interagdo/extracdo entre o solvente apolar e analito.
Diversos complexantes tem sido utilizados com este proposito, especialmente os
ditiocarbamatos.?>2742:43:47:48:3356.3961 g a5 propriedades estdo diretamente ligadas a
presenca de dois atomos de enxofre doadores que, na grande maioria das vezes,

estdo coordenadas com o metal. Sdo estes 4tomos que determinam a natureza do
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metal a ser complexado, assim como sua estabilidade apés a complexagéo.®* A

reacdo entre ion metélico e o &nion ditiocarbamato estd mostrada na reagéo 1.

R’ s R'\ S
n N—C{- + M" — N—¢! | M
L / L
R s R s |4

= - Reacao (1)

onde, R e R’ s&o substituintes organicos, os quais nao influenciam nas

ligacdes enxofre-metal, mas podem definir diferentes propriedades analiticas.

2.4 Técnicas para determinacédo de Fe

As técnicas analiticas tém desempenhado um importante papel na resolucao
de problemas ambientais e tém sido extensivamente aplicadas para a determinacéo
de diferentes constituintes em amostras de agua. Muitos métodos empregados para
a determinacdo de Fe em amostras de agua utilizam a caracteristica do Fe em
formar compostos coordenados com estruturas que possuem, principalmente,
atomos de enxofre e oxigénio. Os complexos resultantes destas coordenacfes
absorvem radiacdo eletromagnética e podem ser determinados por
espectrofotometria na regido do UV-Vis. Entre as técnicas mais utilizadas para
deteccdo de Fe, podem ser citadas a espectrofotometria, F AAS, ET AAS e ICP
OES. Poucos métodos fazem uso de uma etapa de separacdo das espécies Fe(ll) e
Fe(lll) previamente a deteccéo, pois Fe(ll) em solugdo € muito instavel podendo ser
facilmente oxidado a Fe(lll). Algumas aplicacdes destas técnicas de determinacao

serdo discutidas a seguir.

2.4.1 Espectrofotometria
A espetrofotometria tem sido amplamente utilizada em laboratorios de
pesquisa e industria por ser relativamente simples, versatil, rapida, precisa

e, principalmente, de baixo custo quando comparada as técnicas

®2 Hulanick, A.; Talanta 14 (1967) 1371-1392.
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espectrométricas.®® As principais razfes deste interesse pela técnica sdo os
avancos tecnoldgicos feitos, especialmente nos detectores, além do uso de fibra
Optica e softwares mais modernos.

A base da espectrofotometria esta baseada na absorcdo, transmissédo e/ou
reflexdo de radiacdo UV-Vis por determinados compostos, possibilitando assim a
execucdo de medidas qualitativas e quantitativas. A radiagdo visivel, uma pequena
parte do espectro magnético (400 - 700 nm), € visivel aos olhos enquanto que a
radiacdo ultravioleta (UV, 180 - 400 nm) ndo é visivel.** Quando uma radiacéo
continua atravessa um material, parte da radiacado pode ser absorvida. Neste caso, a
radiacao residual, quando passada por um prisma (ou grade de difracdo), produzira
um espectro de absorcdo. A energia absorvida por um atomo ou molécula ira
promover elétrons de um estado de menor energia (estado fundamental) para um
estado de maior energia (estado excitado) sendo, portanto, este estado quantizado.
Assim, a promocdo do elétron de um nivel para outro deve corresponder a uma
variacdo quantizada de energia.®®

Diferentes ions de metais de transicdo ou grupamentos moleculares com
véarias ligacdes insaturadas carbono-carbono (croméforos) absorvem radiacdo em
comprimentos de onda caracteristicos. Nos metais de transicdo, a radiacdo €
absorvida devido aos orbitais d ou f estarem degenerados (grupos de orbitais com
energias diferentes) em solucdo, sendo possivel a transicdo eletrdnica entre o0s
niveis. A absorcdo de radiacao esta intimamente ligada a geometria do complexo e
ao nimero de ligantes ligados a ele em solug&o.*

O espectrofotbmetro UV-Vis é composto basicamente por uma fonte de

radiacdo, monocromador, cela de amostra e um detector (Figura 1).

2| ee, Blucher. S&o Paulo, 1999, 546 p.

%3 Abadi et al.; Talanta 99 (2012) 1-12.

® Higson, McGraw-Hill. Trad. Mauro Silva. Sdo Paulo, 2009, 452 p.
® pavia, Trad. Pedro Barros, 42 ed. Sdo0 Paulo, 2010, 716 p.
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Detector

Monocromador
Cela de amostra

Fonte ®

Figura 1. Esquema simplificado de um espectrofotdmetro (Adaptado de Principles and

applications of UV-visible spectroscopy®®)

A fonte de radiacdo pode ser composta por uma lampada de deutério (regido
do UV) associada a uma segunda fonte (lampada de tungsténio - regido do visivel).
O monocromador é composto por uma rede de difracdo e tem a funcéo de separar o
feixe de radiacdo nos comprimentos de onda correspondentes, enquanto que o
detector é, geralmente, um tubo fotomultiplicador ou no caso de instrumentos mais
modernos, composto por fotodiodos. Ha dois tipos de espectrofotdmetros, os de
feixe simples e os de feixe duplo. Em instrumentos de feixe simples, a radiacéo
passa em apenas uma cela contendo amostra, sendo necessaria uma etapa de
linha-base antes das determinacdes. Ja em sistemas de feixe duplo, a radiacédo
incidente é dividida em dois feixes: cela de amostra e de referéncia.®*°°

A cela de amostra também precisa ter algumas caracteristicas, pois sao
determinantes na qualidade das medi¢des. A cela deve ser constituida de material
transparente a radiacdo e compativel com a regido do espectro em estudo. Para
determinacdes na faixa que compreende a regido visivel, celas de vidro ou plastico
sdo adequadas. Para medicdes na regido do UV, estes materiais ndo sao
adequados, pois absorvem radiacdo nesta regido do espectro sendo necessario o
uso de celas de quartzo. A cela de amostra permite ainda melhorar a sensibilidade

do método, pois quanto maior o caminho Optico da cela, maior o nimero de

% Higson, McGraw-Hill. Trad. Mauro Silva. Sdo Paulo, 2009, 452 p.
® pavia, Trad. Pedro Barros, 42 ed. Sdo Paulo, 2010, 716 p.
66 Principles and applications of UV-visible spectroscopy.
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substancias absorvedoras presentes no feixe de radiacdo e, consequentemente,
maior serd o sinal analitico.

Outro parametro muito importante na espectrofotometria é o tipo de solvente
a ser usado em uma determinacdo. O solvente ndo deve absorver radiacdo na
mesma regido em que analito estéa sendo determinado. Outro critério é o efeito do
solvente na banda de absorcdo, a qual pode ser mais larga ou mais fina
dependendo da interacdo solvente-soluto.®®

Kozak et al,'° fizeram a determinacdo de Fe(ll) e Fe(lll) por

9 os autores utilizaram

espectrofotometria em amostras de agua. Neste estudo,’
acido sulfosalicilico e 1,10-fenantrolina para fazer a determinacdo simultanea das
concentracdes de Fe(ll) e Fe(lll). A faixa linear encontrada para Fe(ll) foi entre 0,05
e 4,0 mg L, enquanto que para Fe(lll) a faixa linear foi entre 0,09 e 6,0 mg L™. Os
limites de quantificacdo (LOQ) para Fe(ll) e Fe(lll) nestas condi¢gbes foram 0,03 e

0,08 mg L, respectivamente.

2.4.2 Espectrometria de absorcédo atébmica

A espectrometria de absorcdo atbmica € uma técnica largamente utilizada
para determinacdo de elementos traco em diversas amostras.!’®"® Os dois
sistemas de atomizacdo mais utilizados em AAS sédo F AAS e ET AAS. A técnica de
F AAS é utilizada quando a concentracdo de Fe em agua esta presente em niveis de
mg L™ enquanto que a ET AAS, devido & maior sensibilidade, é utilizada para
determinacdo de Fe em amostras de agua onde a concentracdo do elemento esta
presente em niveis de pug L™ ou ng L2

Tautkus et al.,®® fizeram a determinacdo de Fe em amostras de 4gua natural e
mineral empregando F AAS. Neste trabalho,®® Fe foi extraido por LLE e a
complexacao do ion foi feita com 8-hidroxiquinolina com posterior extracao utilizando
cloroférmio. Os autores encontram limites de deteccdo (LOD) de 0,10 pg L™. Ja
Naozuka e Oliveira,'® utiliza ET AAS para determinacdo de Fe em agua de c6co. As

recuperacgoes encontradas foram em torno de 97%, com RSD de 1%. O baixo LOD

0 Kozak et al.; Anal. Chim. Acta 702 (2011) 213-217.

3 Naozuka, J.; Oliveira, P. V.; J. Braz. Chem. Soc. 17 (2006) 521-526.
" Giokas et al.; Anal. Bioanal. Chem. 373 (2002) 237-243.

% pavia, Trad. Pedro Barros, 42 ed. S&o0 Paulo, 2010, 716 p.

®" Hoffmeister, Fresenius Z. Anal. Chem. 290 (1978) 289-291.

® Tautkus et al.; J. Serb. Chem. Soc. 69 (2004) 393-402.
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(10 pg L™) encontrado neste trabalho™® é resultado da alta sensibilidade da técnica

empregada, a qual permite fazer a determinagéo do analito sem diluir a amostra.

2.4.3 Espectrometria de emissédo Otica com plasma indutivamente acoplado

A técnica de ICP OES possui grande sensibilidade quando comparada as
técnicas como F AAS e UV-Vis, e sensibilidade similar a ET AAS para determinacdo
de Fe.®® No entanto, quando as determinacdes sdo feitas em amostras de agua
salina, € requerida uma etapa de diluicio ou uso de um método de extracdo
seletivo.®*™ A presenca de sais é uma interferéncia da matriz que pode influenciar
diretamente no processo de emissédo dos elementos a serem determinados, além de
causar reducdo na temperatura do plasma.’

Xiong et al.,**

empregaram a técnica de ICP OES para a determinacdo de
Fe(ll), Fe(lll) e Fe total em amostras de agua e utilizaram vaporizacao eletrotérmica
(ETV) como sistema de nebulizagéo. Os autores utilizaram uma micro-coluna com
complexante adequado para reter as diferentes espécies de Fe. Em seguida, o
analito foi vaporizado e carreado até o plasma. O LOD encontrado neste estudo™ foi
de 0,053 pg L™, com RSD inferior a 5%. O fator de enriquecimento foi de 156 vezes.
Comparado ao nebulizador pneutatico, o ETV possui maiores vantagens quanto a
eficiéncia de transporte, baixo consumo de amostra, possibilidade de introducéo de
amostras liquidas e sélidas, entre outras.*

Embora os LODs encontrados para compostos determinados por UV-Vis
sejam maiores do que aqueles encontrados para técnicas espectrométricas (AAS e
ICP), a espectrofotometria € uma alternativa de baixo custo quando comparado as
demais técnicas citadas, principalmente por dispensar o uso de gases inertes ou
combustiveis. A técnica de UV-Vis possui ainda, dentre outras caracteristicas,

simplicidade de operacéao, versatilidade, rapidez e preciséo.

3 Naozuka, J.; Oliveira, P. V.; J. Braz. Chem. Soc. 17 (2006) 521-526.
4 Xiong et al.; Anal. Chim. Acta 559 (2006) 113-119.

% Tautkus et al.; J. Serb. Chem. Soc. 69 (2004) 393-402.

% Grotti et al.; Anal. Bioanal. Chem. 375 (2003) 242-247.

O Karacan et al.; J. Hazard. Mater. 155 (2008) 551-557.

" Kuhn et al.; Wat. Res. 32 (1998) 265-274.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentacao

As determinacdes de Fe foram feitas utilizando um espectrofotbmetro na
regido do UV-Vis de feixe duplo da Shimadzu (modelo 2550, Japao) equipado com
duplo monocromador e cubetas de quartzo com caminho optico de 1,0 cm.

A salinidade das amostras foi medida em um condutivimetro Yellow Springs
(modelo 33 SCT, EUA). Previamente as determinacdes, as amostras de agua foram
acidificadas e filtradas com o propdsito de remover qualquer material particulado.
Para isso foi utilizado um sistema de filtracdo em membrana de acetato de celulose
(Sartorius Biolab products, Alemanha), com 0,45 pm de diametro de poro e equipado
com bomba a vacuo Tecnal (modelo TE-058, Brasil). O pH foi ajustado com pHmetro
digital Hanna (modelo pH21, Brasil) com eletrodo de vidro combinado, sensor de
temperatura e resolucéo de 0,01 unidades de pH.

Para separacdo das fases durante o procedimento de extracédo foi utilizada
uma centrifuga Centribio (modelo 80-2B, Brasil) com capacidade para doze frascos
de 15 mL. Foi utilizada balanca analitica de preciséo (Bioprecisa, modelo FA 2104N,
Brasil) e micropipetadores de volume variavel (Labmate, Pol6nia). A agua ultrapura
(resistividade de 18,2 MQ cm™) foi obtida por um sistema de purificacdo Milli-Q
Direct-Q UV3® (Millipore, EUA).

As avaliacOes estatisticas foram feitas com auxilio do programa InStat, versao
3.0 (Copyright 1992-1998 GraphPad Software Inc., Microsoft Corporation). Para
comparacao de duas médias foi usado o teste t-student. Para a comparacéo de trés
ou mais médias, foi usada a analise de variancia (ANOVA), com o teste de multiplas
comparacdes de Tukey-Kramer, com um nivel de confianca de 95%.

3.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico enquanto que para o
preparo das solugBes foi utilizada agua ultrapura. Foram preparadas solugfes
estoque contendo 1000 mg L™ de Fe a partir da dissolugéo de FeNH4(SO4),.12H,0
99% (Vetec, Brasil) e Fe(NH4)2(S04),.6H,0 99% (Sigma-Aldrich, Brasil) em HCI 0,1



mol L™ (Merck, Alemanha) e armazenadas em frasco ambar e sob refrigeracéo
(4 °C). O pH das amostras foi ajustado com solucdes 0,1 mol L™ de HCI e NaOH
(Merck). As solucbes estoque de Fe foram preparadas semestralmente enquanto
gue as diluicdes (otimizacéo e curvas de calibracdo) foram preparadas diariamente.

O complexante APDC (Sigma-Aldrich) foi preparado diariamente pela
dissolucdo de quantidades adequadas em etanol (J.T.Baker, EUA) e mantido na
auséncia de luz para evitar degradacao do mesmo. Como agente redutor foi utilizada
uma solucdo de 0,1% (m/v) de hidroxilamina (Vetec), a qual foi preparada
diariamente pela dissolu¢cdo em agua ultrapura.

Como solventes extratores foram utilizados tetracloreto de carbono
tetracloroetileno, monoclorobenzeno e 1,2-diclorobenzeno, fornecidos pela Vetec,
enquanto que cloroférmio foi fornecido pela Merck. Como solventes dispersores
foram utilizados metanol, etanol, acetona, acetonitrila e tetrahidrofurano (THF), todos
fornecidos pela J.T.Baker. Toda vidraria foi previamente descontaminada por
imersdo em solucdo de HNO3; 20% (v/v) (Merck) por um periodo de, no minimo, 24 h

e, posteriormente, lavada com agua ultrapura.

3.3 Amostras de agua

Para a otimizacdo do método foram utilizadas amostras de agua de alta
salinidade (> 30), adquiridas junto ao Instituto de Oceanografia (Universidade
Federal do Rio Grande, Brasil), as quais foram coletadas no periodo entre maio e
junho de 2011 na regido costeira da cidade de Rio Grande - RS, Brasil.

Para os ensaios de aplicabilidade do método proposto, foram utilizadas oito
amostras de agua, incluindo mineral, de torneira, de poco, estuarina e de alto mar.
Todas as amostras foram adquiridas na regido de Rio Grande. As amostras de agua
mineral foram adquiridas em supermercado local e nomeadas como A, B, C, D e E.
As amostras de agua de torneira foram obtidas no proprio laboratério (Universidade
Federal do Rio Grande), enquanto que a agua de poco foi coletada na regido do
Taim (RS, Brasil). Amostras de agua estuarina e de alto mar foram coletadas na
regido costeira e a 322 km (~200 Mi) da costa (Oceano Atlantico Sul),
respectivamente. Amostras de 4gua mineral, torneira e poco foram selecionadas
para representar as amostras de baixa salinidade (< 0,5). Agua estuarina foi

selecionada para representar amostras de agua de média salinidade (0,5 a 30),
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enquanto que as amostras coletadas em alto mar representam as de alta salinidade
(> 30). Apés a coleta, foi feita a medicdo da salinidade de todas as amostras e
classificadas segundo resolucédo do CONAMA, *" n° 357 de 17 de marco de 2005. As
mostras foram acidificadas a pH 2, filtradas e estocadas em frasco ambar e sob

refrigeracao (4 °C).

3.4 Otimizacao das condic¢des instrumentais da técnica de espectrofotometria

UV-Vis para a determinacdo de Fe em amostras de agua

As condicbes como concentracdo de APDC e pH de complexacao utilizadas
para a otimizagdo da técnica espectrofotométrica foram fixadas segundo Satake et

al.”

3.4.1 Espectros de absorcédo do complexo Fe(APDC); em agua

Os espectros de absorcdo do complexo formado entre APDC e Fe(lll) em
agua ultrapura (pH 4), foram obtidos pela mistura entre uma solucdo de 1 mg L™ de
Fe(lll) e 0,3 mL de uma solugcéo de APDC 1% (m/v). O espectro de absorcao apenas
do APDC foi obtido de forma similar, porém sem adicao de Fe(lll). Ap6s a mistura,
as solucdes foram transferidas para as cubetas posicionadas no espectrofotbmetro

para monitoramento da absorbancia em funcdo do comprimento de onda (A).

3.4.2 Estudo do tempo de formacgédo do complexo Fe(APDC); em agua

Foi feito um estudo do tempo de formacdo do complexo para determinar o
tempo necessario para que a reagdo de complexacao de Fe(lll) pelo APDC atinja o
equilibrio. Para avaliar o tempo necessario para a formagdo do complexo em agua,
foi feita a complexacdo de Fe(lll) (item 3.4.1) e, apds rapida homogeneizacéao,
aliquotas foram transferidas para a cubeta posicionada no espectrofotbmetro para
monitoramento da absorbancia em funcdo do tempo utilizando o A de méaxima
absorcdo do complexo. O monitoramento foi feito por durante um periodo entre O e 3

horas.

3 CONAMA, Conselho Nacional do Meio Ambiente, resolug&o n° 357, 2005.
2 Satake et al.; Def. Sci. J. 32 (1982) 201-205.
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3.4.3 Espectros da absorcao do complexo Fe(APDC); preparado em solvente

dispersor

Devido ao pequeno volume da fase sedimentada formada (~50 pL) e
imiscibilidade da fase sedimentada (solvente apolar) com a fase aquosa (solvente
polar) foi necessaria uma adaptacdo na determinacdo espectrofotométrica. Devido a
esta incompatibilidade, a fase sedimentada ndo poderia ser diluida em &agua para
atingir o volume necessario para completar a cubeta. No entanto, o complexo
Fe(APDC); € altamente solluvel em solventes como acetonitrila e etanol (solventes
dispersores), assim como os diversos solventes extratores utilizados, possibilitando
a utilizacdo desses solventes dispersores como diluentes da fase sedimentada. Os
espectros de absorcdo do complexo formado em meio de solvente dispersor foram
obtidos pela mistura entre uma solucdo de 1 mg L™ de Fe(lll) e 0,3 mL de uma
solugcéo de APDC 1% (m/v). O espectro de absorgéo apenas do APDC foi obtido de
forma similar, porém sem adicdo de Fe(lll). Apdés a mistura, as solu¢des foram
transferidas para as cubetas posicionadas no espectrofotdmetro para monitoramento

da absorbancia em funcéo do A.

3.4.4 Estudo do tempo de formacdo do complexo Fe(APDC); preparado em
solvente dispersor
Estudo semelhante ao item 3.4.2 foi feito com o intuito de verificar o tempo
necessario para a formacao do complexo, porém utilizando solvente dispersor como

solvente.

3.5 Efeito do pH

O pH da amostra é um dos fatores essenciais para a formacao do complexo
metal-quelante. Nesta etapa ocorre a formacdo de um composto com propriedades
hidrofébicas, o qual pode ser extraido com solvente organico adequado. A influéncia
do pH na extracdo foi estudada com valores entre 2,0 e 8,0, com variagdo de 1
unidade de pH. Para este estudo, foram utilizados 10 mL de uma solu¢do contendo
1,0 mg L™ de Fe(lll) e 0,3 mL de APDC 1% (m/v) em &gua ultrapura.
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3.6 Otimizacdo da DLLME

Durante todo o procedimento de otimizacdo, a velocidade e o tempo de
centrifugacdo foram mantidos em 3000 rotagbes por minuto (rpm) e 5 min,
respectivamente. Todas as otimizagdes foram feitas com amostras de alta salinidade
com concentracdo de 1 mg L™ de Fe(lll). Foram otimizados diversos parametros que
influenciam a extracdo do analito na DLLME, tais como tipo e volume de solvente
extrator e dispersor, concentracdo de APDC e tempo de extracdo. Os resultados
foram expressos em funcdo da recuperacdo do analito. Os procedimentos
envolvidos no método estdo mostrados na Figura 2. Para todos os estudos de

otimizacao da DLLME foram utilizadas réplicas com n = 3.

10 mL de amostra

Mistura do solvente
0,3mL de APDC [ extrator e dispersor

]

— Injecao rapida

Centrifugacéao por 5
min, 3000 rpm
[

Retirada do
sobrenadante

Afericdo até 3 mL

Determinacéao UV-Vis

Figura 2. Fluxograma do procedimento para extracdo de Fe empregando DLLME.

3.6.1 Formacao de fase sedimentada

Inicialmente, foi feito um ensaio preliminar para avaliar a possivel formagéo
da fase sedimentada a partir da mistura de diferentes solventes extratores e
dispersores encontrados na literatura. Entre os possiveis extratores com densidade

maior que da agua, foram avaliados monoclorobenzeno, 1,2-diclorobenzeno,
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cloroférmio, tetracloroetileno e tetracloreto de carbono. Os solventes extratores
foram combinados com diferentes solventes dispersores, tais como metanol, etanol,

acetonitrila, acetona e THF.

3.6.2 Escolha do solvente extrator e dispersor

O tipo de solvente extrator e dispersor usado na DLLME €& um parametro
importante para garantir boa eficiéncia de extracdo. O solvente extrator deve ter a
habilidade de extrair os analitos e ter baixa solubilidade em agua, enquanto que o
solvente dispersor deve possuir miscibilidade tanto no solvente extrator quanto na
fase aquosa.?® Assim, a partir do estudo da formacdo da fase sedimentada (item
3.6.1), foram selecionados os possiveis solventes extratores e dispersores, 0s quais,
assim como todas as variaveis neste estudo, foram avaliados de forma univariada.
Inicialmente, o tipo de solvente extrator foi avaliado pela combinacdo de 50 uL deste
solvente com 500 pL de etanol como solvente dispersor. Para avaliar o tipo de
solvente dispersor, foram combinados 50 pL do solvente extrator selecionado na
otimizacao do tipo de solvente extrator com 500 pL de metanol, etanol, acetonitrila,

THF e acetona.

3.6.3 Escolha do volume do solvente extrator e dispersor

No estudo do efeito do volume de solvente extrator na eficiéncia de extracao,
foram feitos experimentos com diferentes volumes de solvente extrator (variando
entre 10 e 100 pL) com volume do solvente dispersor fixado em 500 pL. Para avaliar
o efeito do volume de solvente dispersor na eficiéncia de extracdo, foram
combinados diferentes volumes de solvente dispersor (variando entre 200 e 1000

pL) juntamente com o volume previamente otimizado de solvente extrator.

3.6.4 Concentracdo de APDC

O efeito da concentragcdo de APDC na recuperacdo do analito foi avaliado
usando concentragbes do complexante variando entre 0,1 e 3,0% (m/v) (0,2 e 5,5
mmol L™). O estudo foi feito com as condicées previamente fixadas, enquanto que o

parametro tempo de extracdo (ainda ndo otimizado), foi fixado em 3 min.?’

%0 Rezaee et al.; J. Chromatogr. A 1116 (2006) 1-9.
" Liang et al.; Microchim. Acta 166 (2009) 47-52.
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3.6.5 Tempo de extracao

Na DLLME, o tempo de extracdo € definido como o intervalo entre a injecéo
da mistura do solvente extrator e dispersor até o inicio da centrifugacéo.”® O tempo
de extracdo foi estudado em um intervalo entre 0,5 e 30 min, utilizando os

parametros da DLLME otimizados previamente.

3.6.6 Interferentes

A presenca de alguns ions podem reduzir a eficiéncia de extracdo ou reagir
com o complexante, causando interferéncias. Dessa forma, foi realizado um estudo
para avaliar a influéncia dos fons, tais como AI**, As**, Ca®*, cd**, CI, Co*", cr*,
Cu®, F, Hg?, K", Mg?, Mn*, Na*, Ni*, Pb**, PO,*, SO,* e Zn*" (Tabela 2)
presentes em diferentes concentracdes. Para isso, foram utilizados 10 mL de agua
ultrapura contendo 0,1 mg L™ de Fe(lll) com diferentes concentracées dos possiveis
interferentes. A adicéo inicial dos fons Ca®", CI', Na*, F, K*, Mg®*, SO,* e foram
feitas de maneira que as concentracdes em solucdo apresentassem um fator duas
vezes maior quando comparados a concentracdo desses ions em uma agua do
mar.”* Para As®" e diferentes elementos de transicéo, tais como Al**, Cd?*, Co*,
cr¥*, cu®, Hg**, Mn*, Ni**, Pb** e Zn** as concentracdes foram fixadas em
1 mg L™ A concentracdo inicial de PO, foi estipulada segundo Liang et al.?” A
concentracéo limite do interferente foi considerada a concentragdo que causou um

decréscimo de até 10% na recuperacdo de 0,1 mg L™ Fe(lll).

Tabela 1. Concentragdes iniciais em mg L™ dos ions interferentes.

fons interferentes Concentracao
APt As®*, cd?, co?, cr¥*, cu®, Hg®", Mn?*, Ni**, Pb** e Zn** 1

F 10

K*, SO~ 1000

ca®, Mg¥*, PO,*, 5000

Na* 20000

Cr 30000

" Liang et al.; Microchim. Acta 166 (2009) 47-52.
® Rezaee et al.; J. Chromatogr. A 1217 (2010) 2342-2357.
4 Baumgarten, Imprensa Rio Grande. Rio Grande, 1996, 132 p.
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3.7 Estudo de interconverséao entre Fe(ll) e Fe(lll)

Apés a otimizacdo das condi¢cdes experimentais da DLLME, foi feito um
estudo complementar para avaliar a conversdo entre as espécies de Fe(ll) em
Fe(l11).%% Neste estudo foram empregadas solucdes de Fe de ambas as espécies em
duas concentracdes (150 e 300 pg L™), utilizando amostras de agua de alta

salinidade.

3.8 Desempenho analitico

Os parametros utilizados para avaliar o desempenho analitico do método

proposto foram linearidade (curva de calibracdo), LOD, LOQ, preciséo e exatidao.

3.8.1 Linearidade

A linearidade expressa a correlacdo entre o sinal analitico e a
massa/concentracdo do analito dentro de uma faixa de aplicacdo (curva de
calibracdo). A curva de calibracédo foi preparada em etanol nas concentracdes de
0,01; 0,02; 0,05; 0,10; 0,50; 0,80; 1,20 1,60; 2,00; 2,50 e 3,00 mg L™, em triplicata e
com trés leituras de cada replicata. A partir da curva de calibracdo foi possivel
avaliar a faixa linear dindmica do método, avaliando além do coeficiente de
correlacdo linear (r?), os residuos de interpolacdo (RI), razdo sinal/concentracdo
(A/m), limites inferior (LI) e superior (LS) com tolerancia para a razdo A/m de 5%."

Os residuos de interpolacdo foram calculados conforme a equacéo 1.
Rl = A - <A>; 1)
onde A e <A>; sdo o0s sinais analiticos e interpolacdes obtidas para o
i-ésimo ponto da curva de calibracdo, sendo que, <A>; foi calculado conforme a

equacao 2.

<A>=a*Ci+b (2)

®2 Hulanick, A.; Talanta 14 (1967) 1371-1392.
® Ribeiro et al.; Quim. Nova 31 (2008) 164-171.
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onde a e b representam os coeficientes angular e linear respectivamente,
enquanto C; representa a concentracao para o i-esimo ponto da curva de calibracao.
As razBes A/m; calculadas para o i-ésimo ponto da curva de calibracdo foram

calculadas a partir da equacéo 3.

Alm; =Ai‘_b (3)
Ci

Os LI e LS foram calculados segundo as equacdes 4 e 5.
LI = 0,95*a 4)
LS =1,05*a (5)

3.8.2 Limite de deteccéao e limite de quantificacéo

O LOD representa a menor quantidade de um composto que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente mensuravel com certo grau de confiabilidade.
Entretanto, o LOQ do método representa a menor quantidade deste mesmo
composto quantificado com certo grau de confiabilidade dentro de um procedimento
aplicavel.”® O LOD e LOQ foram estimados pela multiplicacéo por 3 e por 10 do valor
do desvio padrdo de 10 medidas do branco, respectivamente. Foi utilizada uma

mistura de 10 mL de etanol e 0,3 mL de solucdo APDC 1% (m/v) como branco.”’

3.8.3 Preciséo e exatidao

A precisédo, geralmente expressa em termos de desvio padrao (SD) ou RSD,
€ 0 grau de concordancia entre resultados independentes quando extraidos de um
procedimento experimental.”® J4 a exatiddo, representa o grau de concordancia
entre os resultados encontrados em um procedimento experimental comparados a
uma referéncia aceita como verdadeira.”

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetitividade utilizando
como critério o RSD entre as medidas enquanto a exatidado foi avaliada através da
concordancia entre os valores de recuperagao de diferentes concentragdes de Fe(lll)

® Ribani et al.; Quim. Nova 27 (2004) 771-780.
" Christian, 6th ed. Wiley, New York, USA, 2004.
® Thompson et al.; Pure Appl. Chem. 74 (2002) 835-855.
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(60, 300 e 600 pg L™) avaliadas através da extracdo e quantificacdo de Fe total em
amostras de 4gua de baixa, média e alta salinidade. Cada nivel de concentracéo foi
feito com n =5 e com trés leituras de cada replicata. A exatiddo do método também

foi avaliada com o uso de CRM de agua (1643e, Elementos Traco em Agua).
3.9 Determinacao de Fe por UV-Vis utilizando 1,10-fenantrolina

Primeiramente, em 50 mL de cada amostra foi feito o ajuste até pH 4,5. Em
aliquotas de 10 mL foram adicionados 1 mL de solugdo hidroxilamina 0,1% para
reducdo das espécies de Fe(lll) para Fe(ll). Em seguida, foi adicionado 1 mL de
solugéo 0,2 mol L™ de 1,10-fenantrolina. Nestas condicées, o Fe(ll) reage com 1,10-
fenantrolina gerando um complexo de coloracdo vermelho-alaranjado, o qual pode
ser detectado em comprimento de 510 nm. Como a hidroxilamina € um agente
redutor muito forte, todo Fe(lll) presente na solucéo € reduzido a Fe(ll), podendo ser
determinado como Fe total. Cabe destacar que estas condicdes seguem as normas
da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, norma NBR 13934/1997 -

Agua - Determinac&o de Fe - Método colorimétrico da ortofenantrolina). "

3.10 Aplicacdo do método desenvolvido em amostras de dgua com diferentes

salinidades

O método proposto foi aplicado para a determinacédo de Fe total em amostras
de agua mineral, torneira, poc¢o, estuarina e de alto mar. Adicionalmente, foi feito um
estudo para monitorar a eficiéncia da extracao de Fe utilizando concentracbes de 60
e 300 pg L em uma amostra de baixa salinidade (Agua mineral A) e em uma
amostra de alta salinidade (alto mar).

& ABNT, Associacgédo Brasileira de Normas Tacnicas, Rio de Janeiro, 1997.
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4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1 Ajuste das condi¢des instrumentais para determinacao de Fe por UV-Vis

4.1.1 Espectros de absorcao do complexo Fe(APDC); em agua

A adicdo do complexante na solucdo aquosa contendo Fe(lll) levou a
formacao de uma solucao ligeiramente escura (esverdeada). Conforme mostrado na
Figura 3, podem ser observados trés maximos de absor¢cdo em 352, 505 e 595 nm
para o complexo Fe(APDC)3, sendo a primeira banda de absor¢cdo a mais intensa.
No entanto, o espectro de varredura de uma solucdo aquosa contendo apenas
APDC em meio aquoso também apresentou uma banda em 350 nm, indicando que
0 complexante absorve fortemente, tornando esta regido inapropriada para a
determinacao de Fe devido a possivel sobreposicdo de bandas.

O complexo formado apresentou intensidades de absorcdo semelhantes nas
regibes de 505 e 595 nm. No entanto, a regido de 505 nm é mais propicia a
interferéncias espectrais. Neste sentido, o A de 595 nm foi selecionado como regiao

Otima para determinacédo de Fe.

0,30 [ 7T

0,15 | (a) *.
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Figura 3. Espectros de absorcao de solucao de agua ultrapura (10 mL, pH 4) contendo: (a)
0,3 mL de solugéo de APDC 1% (m/v) e (b) 0,3 mL de solugdo de APDC 1% (m/v)
+1,0mg L™ Fe(ll).



4.1.2 Estudo do tempo de formacéo do complexo Fe(APDC); em agua

A eficiéncia de extragédo pode ser maximizada a partir de um estudo do tempo
de formacdo do complexo Fe(APDC)s, pois 0s metais quando presentes na forma
inorganica, ndo sédo extraidos por solventes imisciveis em agua, devendo assim,
serem complexados e extraidos nas suas formas hidrofobicas. Pelo fato da extragéo
se tratar de uma reacdo, o tempo necessario € um fator importante para que o
equilibrio seja atingido.

A reacdo de complexacédo entre Fe(lll) e APDC atinge o equilibrio quase que
instantaneamente (Figura 4), possibilitando assim o uso deste complexante em
procedimentos de extragdo sem comprometer o tempo de analise. E possivel
observar também que a estabilidade do complexo é relativamente longa, pois

mesmo apads 2 horas em solucéo, a resposta permanece constante.
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Figura 4. Estabilidade e tempo de formacdo do complexo Fe(APDC); a partir de uma
solugéo de 1 mg L™ de Fe(lll) em pH 4, contendo 0,3 mL de APDC 1% (m/v) em

solucéo aquosa.

4.1.3 Estudo da absorcdo do complexo Fe(APDC); em meio de solvente
dispersor
Devido a imiscibilidade da fase sedimentada com a fase aquosa, néo seria
possivel utilizar agua para diluir a fase sedimentada até o volume necessario para
determinagcdo por UV-Vis. Uma alternativa foi escolher entre o0s solventes
dispersores utilizados na otimizagdo do método de extracdo, um solvente que

permitisse a completa dissolucdo da fase sedimentada e ndo absorvesse nas
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mesmas regides do complexo formado. Neste sentido, acetonitrila e etanol
apresentaram o6timos resultados ao serem utilizados como diluentes da fase
sedimentada. No entanto, devido ao baixo custo e grande solubilidade no solvente
extrator quando comparado com acetonitrila, etanol foi escolhido para os demais
experimentos.

Utilizando etanol como solvente, foi possivel verificar que o complexo
Fe(APDC); apresenta 0 mesmo comportamento espectral e com as mesmas
intensidades de absorcdo nos respectivos A (Figura 5), quando comparado com o
meio aquoso. Este comportamento espectral semelhante entre os solventes (dgua e
etanol) permitiu a redissolucdo da fase sedimentada em etanol para posterior

determinacao de Fe por UV-Vis.
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Figura 5. Espectros de absorcéo de uma solucéo de 1 mg L™ de Fe(lll) em pH 4, contendo
0,3 mL de APDC 1% (m/v) em diferentes solventes.

4.1.4 Estudo do tempo de formacdo do complexo Fe(APDC); em meio de
solvente dispersor
A partir de um estudo da cinética de formacdo do complexo em etanol,
monitorando a absorbancia em funcdo do tempo (Figura 6), foi possivel estipular o
tempo necessario para a formacao do complexo e sua estabilidade em etanol. Assim
como em solugcdo aquosa, foi possivel verificar que o complexo € formado

instantaneamente e apresenta estabilidade de até 2 horas apds ser diluido em
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etanol. Este tempo relativamente curto é um aspecto positivo, pois permite ao
analista fazer extragcbes simultdneas sem comprometer os resultados. A
absortividade molar (¢) para o complexo Fe(APDC); em meio de etanol foi de 4,29 x
10% L mol™ cm™ (A = 595 nm).
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Figura 6. Estabilidade e tempo de formacdo do complexo Fe(APDC); a partir de uma

solugéo de 1 mg L™ de Fe(lll), contendo 0,3 mL de APDC 1% (m/v) diluido em

etanol.
4.2 Efeito do pH

O complexante APDC tem grande habilidade em se ligar a diferentes ions
metalicos, principalmente a metais de transicdo. No entanto, algumas de suas
propriedades quelantes, como a dependéncia do pH, ndo diferem de outros
complexantes. A faixa de pH entre 2 e 8 foi estudada com incrementos de 1 unidade
e estd mostrada na Figura 7a. E possivel verificar que o sinal analitico aumenta
rapidamente entre pH 2 e 3 e decresce rapidamente entre pH 3 e 4. E possivel
verificar qual a melhor faixa de pH para formacdo do complexo. No entanto, néo é
possivel saber qual o comportamento da reacdo nos intervalos entre 2 e 3 e entre 3
e 4 unidades de pH. Neste sentido, um novo estudo foi feito na faixa de pH entre 2,5
e 3,5 com incrementos de 0,2 unidades, o qual estd mostrado na Figura 7b. E
possivel verificar que o complexo Fe(APDC)3; possui maxima absorbancia por volta

de pH 3,3, o qual foi selecionado para os demais experimentos. Para valores de pH
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superiores a 4, o sinal analitico decresce devido a formacéo de hidréxido de Fe(lll).

Para valores inferiores a pH 3, o sinal analitico decresce provavelmente devido a

dissociacdo do complexo, levando a formacdo de CS, + R'RNH,",*? segundo a

Reacéo 2.
R R S R R
N—C = H—N—C == N—H + Ccs, — H,
/ N\ /o XDk / /
S R R Reacdo (2)

A faixa de pH 6timo encontrada para o método proposto foi inferior aos

valores encontrados por outros autores que utilizaram o mesmo complexo para

17,18

extracdo em ponto nuvem e absorcdo por naftaleno.”
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Figura 7. Efeito do pH na complexacdo de ions Fe(lll) com APDC, para faixa de pH
entre 2 e 8 (a) e para faixa de pH entre 2,5 e 3,5 (b). Condicdes: volume de
amostra: 10 mL; 1,0 mg L™ Fe(lll); APDC: 0,3 mL soluc&o 1% (m/v).

A partir desses resultados, foi estimada a € do complexo formado em meio
aquoso, a qual foi de 4,30x10° L mol™ cm™ (A = 595 nm, pH 3,3). Esta € é muito
préxima da encontrada para o complexo formado em etanol (4,29 x 10° L mol™* cm™),

" Giokas et al.; Anal. Bioanal. Chem. 373 (2002) 237-243.

!8 Giokas et al.; J. Anal. Atom. Spectrom. 16 (2001) 521-526.
®2 Hulanick, A.; Talanta 14 (1967) 1371-1392.

2 satake et al.; Def. Sci. J. 32 (1982) 201-205.
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justificado pela alta concordancia entre os espectros de absorgcéo (Figura 5, item
4.1.3).

4.3 Otimizac¢ao das condi¢gdes para DLLME

4.3.1 Formagcgéo da fase sedimentada

Nos ensaios realizados a partir da combinacdo dos solventes extratores
(monoclorobenzeno, 1,2-diclorobenzeno, cloroférmio, tetracloroetileno e tetracloreto
de carbono) com os solventes dispersores (metanol, etanol, acetonitrila, acetona e
THF), foi observada a formacao de duas fases para todas as combinagdes. Quando
cloroférmio foi combinado com acetonitrila e acetona foi possivel observar um
aspecto diferenciado da fase sedimentada, sendo que para ambas as combinacdes,
foi obtido um menor volume de fase sedimentada. Este fato se deve a maior
solubilidade do cloroférmio nos solventes dispersores utilizados, o que acaba
limitando seu uso na DLLME. Por este motivo, cloroférmio ndo foi utilizado para os

experimentos posteriores.

4.3.2 Selecao do solvente extrator

Entre os quatro solventes extratores avaliados (Figura 8), monoclorobenzeno
e 1,2-diclorobenzeno foram o0s solventes que apresentaram as maiores
recuperacoes (49 e 81%) e com RSDs de 2 e 7%, respectivamente, enquanto que
as recuperagOes para tetracloreto de carbono e tetracloroetileno foram inferiores a
42% e com RSDs menores que 7%. Devido a alta eficiéncia de extracdo e baixo
RSD, 1,2-diclorobenzeno foi selecionado para os experimentos subsequentes.

Este mesmo solvente tém sido utilizado para extragéo e pré-concentragdo de
Cu em amostras de &gua utilizando DLLME.?* No entanto, neste trabalho® o autor

dispensa o uso de complexantes, extraindo o analito na forma de hidroxido.

2 Mohammadi et al.; Anal. Chim. Acta 653 (2009) 173-177.
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Figura 8. Efeito do tipo de solvente dispersor. Condi¢cdes: volume de amostra: 10 mL;
1,0 mg L* Fe(lll); pH da amostra: 3,3; APDC: 0,3 mL solugcdo 1% (m/v);
volume do solvente dispersor (etanol): 500 pL; volume de solvente
extrator: 50 pL. As letras a, b e c classificam as médias que apresentaram
diferenca significativa entre si. CCl, - tetracloreto de carbono, C,Cl, -
tetracloroetileno, C¢H,Cl; - 1,2-diclorobenzeno e CsHsCl - monoclorobenzeno.

4.3.3 Escolha do solvente dispersor

Entre os solventes dispersores, etanol e acetona foram os solventes que
apresentaram maiores recuperacoes (Figura 9), sendo 82% para etanol e 74% para
acetona, com RSDs de 4 e 6%, respectivamente. Metanol apresentou recuperacdes
de 48% com RSD de 3%, enquanto que para acetonitrila as recuperacdes foram de
apenas 39%. Entre os solventes avaliados, acetonitrila apresentou valores de RSD
relativamente elevados (14%), fato que pode ser explicado pelo aumento do ruido
instrumental nas determinagbes por UV-Vis quando este solvente foi utilizado.
Assim, etanol foi selecionado como solvente dispersor para os futuros experimentos
devido a sua alta eficiéncia de extracdo, baixo RSD e menor toxicidade, quando

comparado aos demais solventes estudados.
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Figura 9. Efeito do tipo de solvente dispersor. Condi¢des: volume de amostra: 10 mL; 1,0
mg L™ Fe(lll); pH da amostra: 3,3; APDC: 0,3 mL solugéo 1% (m/v); volume do
solvente dispersor: 500 pL; volume do solvente extrator (1,2-diclorobenzeno): 50
hL. As letras a e b classificam as médias que apresentaram diferenca significativa

entre si.

Moghadam et al.,*® também utiliza etanol como solvente dispersor para
extracdo e determinacdo espectrofotométrica de Fe em amostras de agua utilizando
DLLME. No entanto, neste trabalho* o autor utilizou a combinacéo de etanol com 1-
undecanol (solvente extrator) e 2-tenoiltrifluoroacetona (TTA) como agente

complexante para Fe.

4.3.4 Selecao do volume do solvente extrator

Maiores recuperacdes sao encontradas quando o volume de 1,2-
diclorobenzeno varia entre 30 e 80 pL (78 a 85%), com RSDs menores que 2%
(Figura 10). E possivel observar que as recuperacdes também n&do apresentaram
diferenca significativa (p > 0,05) para este intervalo de volumes. Para o volume de
30 pL de solvente extrator, as recuperacdes sao superiores a 85%. No entanto, a
manipulagdo da fase sedimentada é extremamente dificil. Quando 10 pL de 1,2-
diclorobenzeno sé&o utilizados, a recuperacao foi de 66%, com RSD de 5%. Este
comportamento pode ser explicado pela baixa eficiéncia de extracdo causada pela
insuficiéncia de solvente extrator. Deste modo, 50 pL foi escolhido para os demais

experimentos por apresentar recuperacoes satisfatorias (82%) e baixo RSD (2%).

% Moghadam et al.; J. Hazard. Mater. 197 (2011) 176-182.

33



100

a

80 I ? a a
S | b I I
(@)
T 60 - |
©
(0]
S 40 -
O
Z

20 -

0

10 30 50 80 100

Volume de CgH,4Cl, (uL)

Figura 10. Efeito dos diferentes volumes de 1,2-diclorobenzeno (CgH4Cl,). Condicdes:
volume de amostra: 10 mL; 1,0 mg L™ Fe(lll); pH da amostra: 3,3; APDC: 0,3 mL
solugdo 1% (m/v); volume de solvente dispersor (etanol): 500 uL. As letrasae b
classificam as médias que apresentaram diferenca significativa entre si.

4.3.5 Escolha do volume de solvente dispersor

Na otimizacao do volume de solvente dispersor (Figura 11), utilizando 700 pL
de etanol sdo alcancadas recuperacdes de 89% e RSD de 6%. Com o aumento do
volume de solvente dispersor para 1000 pL, a recuperacao é reduzida para 85%
(RSD de 2%). Este fato pode ser explicado pelo aumento da dissolu¢do do
1,2-diclorobenzeno no meio aquoso causado pelo aumento do volume de etanol no
meio. Por se tratar de um sistema terndrio de solventes, quanto maior a

porcentagem de etanol em relagdo a agua, maior sera a porcentagem do
1,2-diclorobenzeno dissolvido.®

8 Atkins, Editora L.T.C. Rio de Janeiro, 1999, 252 p.
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Figura 11. Efeito dos diferentes volumes de etanol (solvente dispersor). Condic¢oes:
volume de amostra: 10 mL; 1,0 mg L™* Fe(ll); pH da amostra: 3,3;
APDC: 0,3 mL solucdo 1% (m/v); volume de solvente extrator
(1,2-diclorobenzeno): 50 pL. As letras a e b classificam as médias que
apresentaram diferenca significativa entre si.

Para volumes de 200 e 300 pL, as recuperacdes foram de 63 e 59%,
respectivamente, com RSD de 6% para ambos os volumes. Este efeito é causado
pela diminuicdo da area de contato (dispersdo) entre solvente extrator e 0 complexo
devido ao pequeno volume de etanol. Ao utilizar 500 pL de etanol, também séo
obtidas boas recuperacdes (83%) e RSD em torno de 6%. Cabe destacar que a faixa
de estudo entre 500 e 1000 pL ndo apresentou diferenca significativa. Desta forma,
700 pL de solvente dispersor foi o ponto médio entre os ensaios e foi selecionado
para os proximos estudos.

4.3.6 Concentracédo do complexante

Quando foram utilizadas concentracbes de 0,5, 1,0, 2,0 e 3,0% (m/v) (0,9,
1,8, 3,6 e 5,5 mmol L™, respectivamente) de APDC na extracdo de Fe(lll), as
recuperacbes foram de 87, 95, 80 e 92%, com RSDs de 3, 3, 4 e 6%,
respectivamente (Figura 12).
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Figura 12. Efeito das diferentes concentracbes de APDC. Condi¢des: volume de amostra:
10 mL; 1,0 mg L™ Fe(lll); pH da amostra: 3,3; volume de solvente extrator
(1,2-diclorobenzeno): 50 pL; volume de solvente dispersor (etanol): 500 pL. As

letras a, b e c classificam as médias que apresentaram diferenca significativa
entre si.

N&do foi observado aumento significativo (p > 0,05) nesta faixa de
concentracdo de APDC. Como pode ser observado na Figura 12, o RSD aumenta
quando sdo utilizadas concentracbes maiores que 1% (m/v) (1,8 mmol L™). Este
efeito pode ser atribuido ao aumento do ruido instrumental causado pela incompleta
dissolucdo do APDC. Ao se utilizar 0,1% (m/v) (0,2 mmol L") de APDC, as
recuperacdes sao reduzidas significativamente para 52%, com RSD de 2%. Nesta
faixa de concentracdo, a baixa recuperacdo pode ser atribuida & incompleta
complexacéo de Fe(lll) pelo APDC. Deste modo, 1% (m/v) (1,8 mmol L) de APDC

foi empregado para os demais experimentos.

4.3.7 Tempo de extracao

No intervalo de tempo estudado (entre 0,5 e 30 min), sdo encontradas
recuperacoes entre 94 e 97%, demonstrando que o tempo de extracdo ndo mostrou
influéncia significativa (p > 0,05) nas recuperagbes de Fe(lll), indicando que a
extragdo ocorre instantaneamente, sendo esta uma das maiores vantagens da

DLLME. A mistura do solvente extrator no solvente dispersor permite uma grande
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area de contato entre solvente extrator e analito, permitindo a rapida migracdo do

7

analito da fase aquosa para a fase extratora. Esta vantagem € enfatizada por

diversos trabalhos na literatura tanto para compostos organicos 2883

22,47-49,52,54,60

quanto para
metais, onde o tempo de extracao € inferior a 3 min.
4.3.8 Interferentes

Alguns interferentes podem reduzir a eficiéncia de extracdo ou apresentar
bandas de absor¢cdo na mesma regido com complexo Fe(APDC)3;. Na Tabela 3 estado
mostrados os resultados para os diferentes interferentes avaliados. Os resultados
mostraram que Hg®* e Mn?" interferem na eficiéncia de extracdo do analito apenas
na razdo de 1:10 (analito:interferente, mg L™?). Para AI**, As®*, Ni** e Zn*" a eficiéncia
de extracdo é reduzida em 10% quando presente em uma proporcdo de 1:5
(analito:interferente, mg L™). Para Cd**, Cr*" e Pb*" a proporcédo destes elementos
na amostra ndo pode ser maior que 1:3 (analito:interferente, mg L™). O caso mais
critico é para Co?* e Cu?*, onde a proporcéo de 1:1 (analito:interferente, mg L™?), as
recuperacdes ndo superam 90%. Os elementos de transicdo tem a caracteristica de
formar compostos de coordenacdo com bases de Lewis, ou seja, com grupos
capazes de doar pares de elétrons, nesse caso o enxofre. > O Co®" forma mais

complexos e compostos que qualquer outro elemento, exceto o carbono.*?

%0 Rezaee et al.; J. Chromatogr. A 1116 (2006) 1-9.

2 Mohammadi et al.; Anal. Chim. Acta 653 (2009) 173-177.

32 Lee, Blucher. S&o Paulo, 1999, 546 p.

" Najafi et al.; Anal. Chim. Acta 670 (2010) 18-23.

“8 Naseri et al.; Anal. Chim. Acta 610 (2008) 135-141.

“9 Shokoufi et al.; Anal. Chim. Acta 681 (2010) 56-62.

2 Abdolmohammad-Zadeh et al.; Cent. Eur. J. Chem. 8 (2010) 617-625.
** Gharehbaghi et al.; F. Chem. Toxicol. 49 (2011) 423-428.

% Mirzaei et al.; J. Hazard. Mater. 186 (2011) 1739-1743.

%2 Hulanick, A.; Talanta 14 (1967) 1371-1392.

8 campone et al.; Anal. Bioanal. Chem. 399 (2010) 1279-1286.
8 campillo et al.; J. Chromatogr. A 1217 (2010) 7323-7330.

8 Zhang et al.; Chromatographia 72 (2010) 1195-1199.
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Tabela 2. Limites toleraveis para diferentes ions na determinacgéo Fe por UV-Vis.

Espécies interferentes  Limites toleraveis (analito:interferente, mg L)

Co**, cu® 1:1

cd®, cr®, pp** 1:3

AP, As** Ni**, Zn** 1:5

Hg?*, Mn*", 1:10

= 1:100
Ca®* 1:10 000
PO.>, SO, 1:10 000
Mg** 1:50 000
K*, Na", 1:100 000
o] 1:200 000

Em termos de interferéncia espectral, nenhum dos possiveis interferentes
absorve na mesma regido espectral do complexo Fe(APDC);. Cabe salientar que o
complexo de Cu?* com APDC absorve fortemente na regido entre 400 e 500 nm.
Dependendo das concentracdes de Cu®*, a banda de absorcdo é tdo intensa que
pode distorcer a banda do complexo Fe(APDC)s;, tornando-se um possivel
interferente espectral. Neste sentido, o estudo deste interferente mostrou que, em
concentracdes de até 0,1 mg L™, a banda de absorcdo do complexo Fe(APDC)3 n&o
apresenta distorcdo e podem ser obtidas recuperacbes de até 90%. Este fato
também foi enfatizado por Satake & Singh,”® que estudaram de maneira similar a
influéncia de interferentes na determinacdo de Fe utilizando APDC como agente
quelante e determinacao por espectrofotometria.

Resultados contrarios sdo observados para halogénios (ClI" e F’), alguns
metais alcalinos e alcalinos terrosos (K*, Mg®*, Na*), além de anions como PO,> e
S0.4%. Para estes compostos, as concentracdes que podem interferir na extracdo do
analito séo relativamente elevadas. No caso do CI, as recuperacdes do analito
diminuem em 10% apenas quando a concentracdo deste fon atinge 20 g L™
Fluoreto interfere quando presente em concentragdes superiores a 10 mg L™. Para
os fons como K*, Mg®* e Na* as recuperacées diminuem em 10% quando suas
concentracdes sdo maiores que 50 g Lt J& para Ca?’, PO,> e SO,~ as

concentracdes ndo devem ultrapassar 1,0 g L™.

2 Satake et al.; Def. Sci. J. 32 (1982) 201-205.
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Cabe destacar que para todos os interferentes, as concentracbes que podem
reduzir a eficiencia de extragdo de Fe estdo muito acima das concentracbes
encontradas em ambientes aquaticos, seja para aguas de baixa, média ou de alta
salinidade. Mesmo para os interferentes metalicos, onde as concentragdes maximas
sdo pequenas quando comparadas as concentracdes de elementos majoritarios (ex:
Ca?*, K*, Mg®* e Na*), as concentracdes estdo acima de 0,1 mg L. Cabe destacar
gue alguns ions metalicos estdo presentes geralmente em niveis traco nos
ambientes aquaticos (salinidade baixa e média) ou até mesmo em ultratraco, quando

presentes em ambientes marinhos (alta salinidade).*
4.4 Desempenho do método analitico

4.4.1 Curvade calibracéo e linearidade

O ponto correspondente a 0,01 mg L™ Fe (lIl) ndo apresentou sinal analitico e
foi desconsiderado. Para a faixa estudada entre 0,02 - 3,00 mg L™, foi possivel
verificar um padréo tipico de néo linearidade a partir do calculo de residuos (Figura
13) e do r* (0,9637) encontrado a partir da construcdo da curva de calibragéo
utilizando esses pontos. Para concentracdo de 2,50 e 3,00 mg L™ Fe(lll)
(correspondentes as barras 9 e 10 da Figura 13), os residuos mostram claramente
este comportamento, podendo assim serem excluidos da curva de calibracdo para

uma nova avaliagao.

0,005

000511 2 3 4 5 6 7 8
-0,015 +

-0,025 ~

RI

-0,035 +

-0,045 ~

-0,055

Figura 13. Histograma dos RI antes da definicdo da faixa linear.

! Neto et al.; Poluicdo Marinha, 2008, 440 p.
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Com a exclusao dos dois ultimos pontos foi possivel construir uma nova curva
de calibracdo, a qual apresentou r* de 0,9998 para a faixa de concentracdo entre
0,02 e 2,00 mg L™ (representados pelas barras de 1 a 8 da Figura 14),

caracterizando uma grande correlagcéao entre os pontos.

0,005

E 0’000 ,<-_'_—_'_._'___'_-_'—'_-_'_.>

-0,005

Figura 14. Histograma dos Rl apos a definicdo da faixa linear.

A partir do histograma dos residuos de interpolacdo mostrado na Figura 14, é
possivel verificar 0 novo comportamento dos dados. Estes resultados podem ser
confirmados na Figura 15, onde as razBes A/m (e os limites de tolerancia) sao

plotadas em funcdo da concentracgéo.
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Figura 15. Raz8es A/m com LS e LI (5%) do limite de tolerancia para cada concentragéo de

Fe apds a definicao da faixa linear.
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Com este tratamento estatistico foi possivel definir a curva de calibragéo, pois
a mesma apresenta boa linearidade (> > 0,999) e pequena dispersédo entre 0s
dados. Desta maneira, a equacéo linear da curva de calibracdo foi definida como
sendo Y = 0,0696x + 0,0003, valida para a faixa de concentracédo entre 0,02 e 2,00

mg L™

4.4.2 Limite de deteccdao e limite de quantificacéo

O LOD e o LOQ do instrumento utilizando DLLME e UV-Vis para a
determinacdo de Fe total foram de 20 e 60 pg L™, respectivamente, enquanto que o
LOD do método (LODm) e LOQ do método (LOQm) foram de 6 e 18 pg L™,
respectivamente.

Um ponto importante € que o LODm encontrado neste estudo é menor que 0
LOD encontrado para o método padrdo (reacdo entre Fe(ll) e 1,10-fenantrolina’®) e
para o método sugerido pela Agéncia de Protecdo do Meio Ambiente (EPA), onde as

determinacdes sao feitas utilizando F AAS,®* apresentando LOD de 30 pg L™

Como pode ser observado na Tabela 4, devido a pré-concentracao
proporcionada pela DLLME, o LOD obtido para Fe no método proposto é
comparavel ou até mesmo inferior a diferentes técnicas de determinacdo como F

AAS e UV-Vis, as quais também fazem uso de pré-concentracao.

Tabela 3. Caracteristicas dos diferentes métodos de extracdo e determinacado de Fe

em amostras de agua.

Método Técnica de deteccao r? FP  LOD (ug L™ Referéncias

CPE F AAS 0,997 20 19 17
CPE UV-Vis 0,997 50 7,0 18
SPE ICP OES ni 156 0,053 14
LLE UV-Vis 0,999 20 29 9
LLE F AAS ni - 100 68
DLLME UV-Vis 0,999 3,3 6,1 Método proposto

ni = ndo informado; FP = fator de pré-concentracgao.

& ABNT, Associacgdo Brasileira de Normas Tacnicas, Rio de Janeiro, 1997.
8 U. S. Environmental Protection Agency (online), 1978.

° Almendral et al.; Microchim. Acta 147 (2004)

4 Xiong et al.; Anal. Chim. Acta 559 (2006) 113-119.

" Giokas et al.; Anal. Bioanal. Chem. 373 (2002) 237-243.

'8 Giokas et al.; J. Anal. Atom. Spectrom. 16 (2001) 521-526.

® Tautkus et al.; J. Serb. Chem. Soc. 69 (2004) 393-402.

41



4.4.3 Precisao e exatidao

A precisdo e a exatidao estimadas a partir do RSD e de ensaios de
recuperacdo do analito para cada tipo de salinidade estdo mostrados na Tabela 5.
Para as amostras de agua de baixa salinidade foram encontrados recuperacdes
entre 92 e 100% com RSDs inferiores a 5%. Para amostras de média salinidade as
recuperagfes encontradas foram entre 92 e 100% com RSDs inferiores a 12%. Ja
para amostras de alta salinidade as recuperacdes encontradas foram entre 90 e

102% enquanto os RSDs néo excederam 9%.

Tabela 4. Precisdo e exatiddo para a determinagcdo de Fe(lll) em amostras de dgua com

diferentes salinidades. Resultados correspondem a média + desvio padrdo, n = 5.

Adicionado Certificado  Encontrado Recuperacéo
Amostra
(hg LY (ug L) (hg LY (%)
Salinidade baixa® - - 48 + 2 -
60 - 113+£2 100
300 - 345+ 17 100
600 - 596 + 12 92
Salinidade média® - - 23+3 -
60 - 81+2 100
300 - 302+3 97
600 - 566 + 5 92
Salinidade alta® - - <18.1 -
60 - 61+1 102
300 - 272 +2 90
600 - 537 +3 90
CRM 1643e - 98,1+1 102 +£5 104*

% Agua de torneira.

® Agua estuarina.

¢ Agua de alto mar

* Concordancia com o valor certificado.

E possivel observar que entre as diferentes salinidades, a amostra de alta
salinidade foi a que apresentou menores valores de recuperagbes nas
concentragdes estudadas (300 e 600 ug L"), evidenciando assim uma possivel
interferéncia da matriz salina na extracéo do Fe. No entanto, em um estudo adicional
dos coeficientes angulares das curvas feitas com adicdo de analito e curva no
solvente, foi encontrada uma reducao de apenas 8% nas inclinagbes das curvas,

demonstrando que a exatiddo do método ndo é comprometida nas condicbes de
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extracdo e aplicagdo aqui estabelecidas. Adicionalmente, a exatiddo foi avaliada
utilizando um CRM e os resultados foram concordantes com o valor certificado
(104%) e com RSD de 5%.

4.5 Conversao entre as espécies

Para avaliar a conversdo entre as espécies de Fe(ll) e Fe(lll) causada pelo
complexante, foi feito um estudo adicional que estd mostrado na Tabela 6. O estudo
apresentou excelentes recuperacoes, variando entre 97 e 100% e com RSDs
inferiores a 9% para as concentragfes estudadas, mostrando a total oxidacdo de
Fe(ll) para Fe(lll) causada pelo APDC.

Tabela 5. Determinacdo de Fe total em amostra de agua de alta salinidade a partir da

adicdo das espécies Fe(lll) e Fe(ll). Resultados correspondem a média + desvio

padrdo, n = 5.
Adicionado (ug L™ Encontrado (ug L™
Amostra (gL (g L) Recuperacéao (%)
Fe(lll) Fe(ll) (Fe total)
0 0 <18,1 -
Alta salinidade 00 0 293 £ 27 98
300 290+ 3 97
150 150 3006 100

4.6 Aplicacdo do método

O método proposto foi aplicado para determinacdo de Fe total em amostras
de agua mineral, agua de poco, estuarina e marinha. Adicionalmente, foi feito um
novo ensaio de recuperacdo com concentracdes de 60 e 300 pg L™ de Fe(lll) para
acompanhar a eficiéncia de extracdo da DLLME em amostras de baixa salinidade
(dgua mineral A) e de alta salinidade. Os resultados estdo mostrados na Tabela 7.
As recuperag0Oes variaram entre 86 e 102%, com RSDs inferiores a 9% para as duas
amostras de agua. Ja para as amostras de agua mineral e para a amostra de agua
de alto mar, as concentracdes de Fe total foram abaixo do LODm (18,1 ug L™ ). Em

aguas oceanicas, a concentracdo de Fe dissolvido é extremamente baixa (da ordem
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85,86

de pg Lt oung L™ e somente podem ser detectadas e quantificadas quando se
utilizam meétodos de preparo de amostras de alto fator de pré-concentracdo e/ou

técnicas de elevada sensibilidade.

Tabela 6. Determinacdo de Fe total em amostras de agua com diferentes salinidades
usando o método proposto em comparacdo com o0 método 1,10-
fenantrolina. Resultados correspondem a média + desvio padrédo (ug L™), n = 5.

Salinidade Amostras  Adicionado  Método proposto R (%) 1,10-fenantrolina

Baixa A - <18,1 - < 30
60 51 86 -
300 270 90 -

B - <18,1 - <30

C - <181 - <30

D - <18,1 - <30

E - 25+1 - <30

Poco - 352 - 372

Média Estuarina - < 18,1 - <30

Alta Alto mar - <181 - <30
60 61 102 -
300 272 91 -

Utilizando o método proposto foi encontrado Fe total com concentracBes de
25 + 1 e 35 + 2 pug L' nas amostras agua mineral E e agua de poco,
respectivamente. Enquanto que, com o método 1,10-fenantrolina, as concentracées
encontradas para Fe total foram abaixo do LOD (30 pg L™) para 4gua mineral E e de
37 + 2 ug L™ para agua de poco. No caso da agua de poco, foi obtida concordancia
de 95% entre os dois métodos, ndo apresentando diferenca significativa (p > 0,05). A
concentracdo encontrada nas amostras de agua mineral e de poco estdo abaixo do
valor méaximo permitido pela portaria 1469 do Ministério da Saude,®” e pelo
CONAMA,*" os quais estabelecem limites maximos de 300 pg L™ de Fe para a4gua

de consumo humano e de abastecimento.

37 CONAMA, Conselho Nacional do Meio Ambiente, 2005.

% Armstrong, F. A. J.; J. Mar. Biol. Assoc. UK 36 (1957) 509-517.

8 Achterberg et al.; Anal. Chim. Acta 442 (2001) 1-14.

87 Ministério da satde - Portaria n° 1469, de 29 de dezembro de 2000.
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Um importante ponto € a etapa de pré-concentragdo do método utilizando
DLLME, a qual permite a determinacdo de Fe total na amostra de agua mineral E
(25 + 1 ug L™). Esta determinacdo ndo foi possivel utilizando o método 1,10-
fenantrolina devido ao LOQm (30 pg L™). Outro ponto é a etapa desnecessaria de
reducdo ou oxidacdo do elemento para posterior determinagdo ao se utilizar o

método proposto, pois ambas as espécies sdo complexadas por APDC.
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5. CONCLUSOES

Um novo método utilizando DLLME combinado com UV-Vis foi desenvolvido
para a extracéo, pré-concentracdo e determinacdo de Fe total em amostras de agua
de diferentes salinidades. O método é baseado na formacdo do complexo
Fe(APDC)3, 0 qual pode ser determinado espectrofotometricamente em 595 nm. O
meétodo foi caracterizado como sendo simples e rapido e, devido a etapa de pré-
concentracdo, o LOD alcancado € relativamente baixo quando comparado a técnicas
espectrométricas, tais como F AAS e ICP OES. Além disso, o método desenvolvido
necessita de baixos volumes de solventes, gerando assim menor quantidade de
residuos.

O método desenvolvido € baseado na extracdo e pré-concentracdo de Fe
apos complexacdo com o reagente quelante APDC. Para isso, uma mistura
adequada de solvente extrator (50 pL de 1,2-diclorobenzeno) e solvente dispersor
(700 pL de etanol) foi injetado rapidamente com auxilio de uma seringa em 10 mL de
amostra acidificada a pH 3,3, contendo 0,3 mL de solu¢cdo de APDC 1% (m/v) (1,8
mmol L™). Durante a injecdo foi possivel observar a formacdo de microgotas. Em
seguida, esta solucao turva foi centrifugada por 5 min (3000 rpm) e o solvente
extrator contendo o analito foi sedimentado no inferior do tubo cénico (15 mL). A
fase aquosa foi retirada e a fase sedimentada foi diluida até 3 mL com etanol, para
posterior determinacdo por UV-Vis em 595 nm.

A determinacdo de Fe total utilizando DLLME seguida de determinacao
espectrofotométrica € interessante do ponto de vista econdmico, por ser uma técnica
nao destrutiva e apresentar alta exatidao e precisdo. Outro ponto importante é o uso
da DLLME como método de preparo, pois além da etapa de pré-concentracéo, o
extrato (fase sedimentada) pode ser manipulado de acordo com a técnica de

determinacado, podendo alcancar maiores fatores de pré-concentracao.
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