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RESUMO

Dependendo da sua origem, o mel pode ter uma mistura de diferentes
componentes, principalmente carboidratos, que conferem sabor adocicado ao
produto. A concentracdo mineral é baixa, e depende do ambiente onde o mel €
produzido, sendo afetada pela composicdo do solo, pela geologia e pelas
condicbes geogréaficas locais. Por ser resultado de um processo de
bioacumulacdo, o mel pode ser utilizado para obter informagdes a respeito do
ambiente em que as abelhas produtoras vivem. O presente trabalho
desenvolveu uma metodologia para extracdo e quantificacdo de Cu, Pb, Cd e
Zn em mel com eletrodo de diamante dopado com boro, por voltametria de
pulso diferencial.

A metodologia foi otimizada por meio de planejamento de experimentos,
com obtencdo de modelos de previsédo, apés um estudo detalhado a cerca da
ativacao da superficie do eletrodo. O uso de ferramentas estatisticas, como
Analise de Componentes Principais, Analise de Variancia e superficies de
resposta auxiliaram na obtencdo de condigcdes o6timas de analise para o0s
metais com o eletrodo proposto. Para andlise de Cu, Pb e Cd utilizou-se o
potencial de deposicdo de -0,95 V vs Ag|AgCl por 240 segundos, em acido
cloridrico 0,1 molL™®. A andlise de Zn foi realizada em tamp&o acetato
0,5 molL™ com um potencial de deposicdo de -1,5 V vs Ag|AgCl por 240
segundos. Por se tratar de uma matriz heterogénea e rica em matéria organica,
um tratamento de digestdo da amostra foi necessario. A mineralizacdo do mel
em chapa de aquecimento foi o procedimento mais adequado para tratamento
da amostra. O método otimizado apresentou seletividade, boa sensibilidade,
precisdo, exatiddao e robustez. A concentracdo dos analitos encontrados
variaram entre 0,242 e 1,378 mgL'1 para o Cu; 0,129 e 0,918 mgL'1 parao Pb e
0,819 e 2,492 mgL™ para o Zn. O Cd n&o foi detectado em nenhuma das
amostras. As medidas obtidas foram comparadas com eletrodo de carbono
vitreo modificado com filme de mercurio e espectrometria de absorcdo atbmica
com forno de grafite, e o0s resultados encontrados nao diferiram
estatisticamente, sendo analisados por Analise de Variancia.

Palavras chave: mel, metais pesados, voltametria de redissolucéo

anddica, eletrodo de diamante dopado com boro.



ABSTRACT

Depending on the origin, honey can be a mixture of different components,
mainly carbohydrates, which give a sweet taste to the product. The mineral
concentration is low and depends on the environment where the honey is
produced, being affected by soil composition, geology and by the respective
geographical locations. Being the result of a process of bioaccumulation, honey
can be used to collect information about of environment in which bees live. This
study developed a methodology for the extraction and quantification of Cu, Pb,
Cd and Zn in honey with boron-doped diamond electrode, by differential pulse
voltammetry.

The methodology was optimized through design of experiments, obtaining
prediction models, after a detailed study concerning the activation of the
electrode surface. The use of statistical tools such as Principal Components
Analysis, Analysis of variance and response surfaces assisted in obtaining
optimum conditions for the analysis of metals with such electrode. For analysis
of Cu, Pb and Cd was used the deposition potential of -0.95 V vs Ag|AgCl for
240 seconds, hydrochloric acid 0.1 molL™. Zn analysis was performed in
acetate buffer 0.5 mol L™ with a deposition potential of -1.5 V vs Ag|AgCl for
240 seconds. Because it is a heterogeneous matrix, rich in organic matter,
treatment of digestion of the sample was necessary. The mineralization of
honey on heating plate was the most appropriate for treatment of the sample.
The optimized method showed selectivity, good sensitivity, precision, accuracy
and robustness. The concentration of analytes ranged between 0.242 and
1.378 mgL™ for Cu, 0.129 and 0.918 mgL™ for Pb and 0.819 and 2.492 mgL™
for Zn. The Cd was not detected in any sample. The measurements obtained
were compared with glassy carbon electrode modified with mercury film and
atomic absorption spectrometry with graphite furnace, and the results did not

differ statistically, by Analysis of variance.

Keywords: honey, heavy metals, stripping anodic voltammetry, boron-

doped diamond electrode.
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1. INTRODUCAO:

1.1. O MEL:

O mel & uma substéncia doce e viscosa produzido pelas abelhas (Apis

mellifera) a partir do néctar de diferentes flores e de secrecdes de partes vivas

das plantas, ou de excrecdes de insetos sugadores de partes vivas das plantas

gue as abelhas recolhem, combinam com substancias especificas préprias e

deixam maturar nos favos da colméia. [1] O mel pode ser classificado segundo

sua origem botanica e seu procedimento de obtencdo. De acordo com sua

origem botéanica, o mel pode ser: [2]

» Mel floral: € o mel obtido principalmente do néctar das flores.

Distingue-se em: [2]

mel unifloral ou monofloral: quando o produto procede
principalmente da origem de flores de uma familia, género ou
espécie e possua caracteristicas sensoriais, fisico-quimicas e
microscépicas proprias,

mel multifloral ou polifloral: € o mel obtido a partir de diferentes
origens florais.

mel de melato: € o mel obtido primordialmente a partir de
secrecdes das partes vivas das plantas e das excrecdes de insetos

sugadores de plantas que se encontram sobre elas.

Segundo o procedimento de obteng&o, o mel pode ser: [2]
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mel escorrido: € o mel obtido por escorrimento dos favos
desoperculados, sem larvas;

mel prensado: é o mel obtido por prensagem dos favos sem larvas;
mel centrifugado: é o mel obtido por centrifugacdo dos favos
desoperculados, sem larvas, e

mel filtrado: é o que foi submetido a um processo de filtracdo sem

alterar o seu valor nutritivo.

Devido ao seu sabor, o mel € usado como um substituinte do acucar, e é

um dos alimentos mais populares do mundo.[3] Além de ser um alimento

apreciado pelo homem desde a antiguidade, o mel tem importante papel na



medicina tradicional por apresentar propriedades antioxidantes, bactericidas,
antifingicas, dentre outras. [4] O mel é uma fonte energética possuindo grande

valor nutricional, além de propriedades profilaticas. [3]

As reservas florais brasileiras podem proporcionar milhares de toneladas
de mel, fazendo do Brasil um grande exportador do produto. Segundo dados da
APACAME (Associagdo Paulista de Apicultores, Criadores de Abelhas
Melificas Européias) as estatisticas sobre a cadeia apicola revelam que, em
2003, existiam 80.000 apicultores, dos quais 85% eram considerados
pequenos (10 a 20 colmeéias) e praticavam a apicultura fixa e os 15% restantes
eram considerados apicultores profissionais (média de 400 colméias) e
praticavam a apicultura migratoria. As 1.600.000 colméias habitadas pelas
abelhas africanizadas produziam 35.000 toneladas de mel/ano. Hoje, 10 anos
depois, as exportacfes brasileiras de mel triplicaram e o mercado atual dos
produtos apicolas no pais € de aproximadamente US$ 360 milhdes. Apesar
desse sucesso, em 2006 a Unido Europeia suspendeu a importagdo do mel
devido a ndo implementagcdo dos compromissos anteriormente firmados em
relacdo ao monitoramento da qualidade do produto. Dentre estes
compromissos esta a implantacdo de um Programa Nacional de Controle de
Residuos Bioldgicos (PNCR) desenvolvido pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento. Este plano visa dar garantias de controle dos
residuos e contaminantes dos produtos pecuarios brasileiros destinados a
exportacdo e ao mercado interno, o que inclui 0 monitoramento de residuos de
varios antibiéticos e de contaminantes inorgéanicos. [5,6]

Dependendo da origem das plantas e da composi¢cdo quimica do néctar
produzido por elas, o mel pode ter uma mistura de diferentes carboidratos
(monossacarideos e dissacarideos) (Tabela 1), incluindo frutose (27,3-44,3%),
glicose (22,0-40,8%), maltose (2,7-16,0%), demais acucares (0,1-8,5%),
proteinas, aminoacidos, vitaminas e minerais [7], tracos de acidos organicos,
enzimas, pigmentos, pélen, cera, dentre outros, que sdo adicionados pelas
abelhas ou se devem a manipulacdo e maturacdo do mel. [8] Todos os
componentes sao dissolvidos em agua (13,4-22,9%), o que confere ao produto
diferentes cores e texturas. A contribuicdo dos minerais geralmente é baixa, em

torno de 0,1-0,2%. [9] Desse modo, a concentragdo de elementos metalicos



geralmente € maior no mel de melato que no mel floral. [4] A concentracdo de
metais contidos no mel deriva do ambiente em que ele é produzido. Eles séo
transportados para as plantas diretamente pela raiz, passam para o néctar e
finalmente para o mel produzido pelas abelhas [10]. A composi¢cdo dos metais
no mel, principalmente os majoritarios (Ca, K, Mg, Mn, Na), € afetada pela
composicao do solo, determinada pela geologia e condicdes geograficas locais
(existéncia de atividade vulcanica ou hidrotermal, clima, vegetacéo) [8]. O tipo
de flor, a composicdo do néctar e do pdlen também sdo responsaveis pela
variagdo da concentracdo dos metais contidos no mel. Dessa forma, a
concentracdo dos metais pode ser um indicativo da origem geografica e
botanica das amostras de mel [11]. O metal mais abundante no mel é o K (45-
85%). Outros metais presentes em grandes quantidades sdo Na, Ca e Mg. Em
guantidades intermediarias sdo encontrados Cu, Fe, Zn e Mn. Em quantidades
traco (<1 pgg™) estdo Al, Cd, Co, Cr, Ni, Pb. Os metais podem influenciar em
algumas caracteristicas do mel, como por exemplo, a cor. Mel mais escuro
apresenta uma maior quantidade de Cd, Fe e Pb, enquanto cores mais claras
esta associada a presenca de Al e Mg. [12]

Tabela 1. Composi¢ao quimica aproximada do mel [8,9].

Composto Concentracéo
frutose 27-44% (m/m)
glicose 22-40% (m/m)
maltose 2,5-16% (m/m)
isomaltose 0-2% (m/m)
sacarose 0-1% (m/m)
outros agucares 0-8% (m/m)
agua 15-20% (m/m)
Prolina 200-500 pgg™
a-aminoacidos 400-900 pgg™
hidroximetilfurfural 1-25 pgg™
s6dio 300-500 pgg™*
potassio 400-1200 pgg™
célcio 150-300 pgg™
magnésio 40-80 pgg™
ferro 5-40 pgg™
outros elementos 0-1 % (m/m)




1.2. MEL COMO INDICADOR DE POLUICAO AMBIENTAL:

O mel é resultado de um processo de bioacumulagédo. Dessa forma, tal
matriz pode ser usada para obter informagfes relacionadas ao ambiente em
gue as abelhas vivem. [13,14] A cada dia, de 10000 a 25000 abelhas operarias
fazem uma média de 10 viagens para explorar aproximadamente 7 km? nas
areas que cercam seu habitat, entrando em contato ndo somente com o ar,
mas também com a agua e o solo dessa regido (Figura 1), recolhendo o néctar,
a agua e o polen das flores. Durante esse processo, diversos microorganismos,
produtos quimicos e particulas suspensas no ar sao interceptados por elas e
ficam retidos nos pelos do seu corpo ou sdo inalados no seu aparelho
respiratorio, fazendo com que o mel seja produzido com algum nivel, ainda que

pequeno, de contaminacgao. [5]

Agua

\ Plantas.

Abelhas

Ar

Poluigdo

Solo o

Figura 1. Representacdo da difusdo de substancias presentes no ambiente.[12]

Aparentemente, o mel produzido perto de areas urbanas e industriais
possui um aumento na concentracdo de certos metais, evidenciando que a
investigacao de metais traco no mel pode ajudar no estudo da qualidade do ar
em diferentes regides e cidades (Tabela 2). [12] Experimentos realizados na
Polbnia mostraram grandes flutuagcdes nos teores de metais pesados em

amostras de mel, sendo que grandes quantidades de metais pesados foram
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encontradas em meéis de colmeias situadas proximas a siderurgicas. [15]
Pesquisadores italianos encontraram grandes quantidades de Zn, Cd e Pb em
méis, sendo detectada uma relacdo linear entre a quantidade de Cd que foi
encontrada no mel com outros marcadores biolégicos, como, por exemplo,
flores de Trifolium pratense, sendo, portanto, possivel que o contetdo de
metais pesados no mel possa ser Util para avaliar a presenca de contaminantes
ambientais. [15]

O mel também pode ser contaminado por metais pesados durante o
processo industrial (Figura 2), devido ao contato com equipamentos metalicos
usados para producdo e preparacdo do mel (extracdo, centrifugacao,
maturacao, sedimentacdo e armazenamento) [12,16] A acidez natural do mel
(pH entre 3,5-4,8) e seu efeito corrosivo aumentam as chances de
contaminacgdo por metais durante o processo industrial [12]. Os metais também
podem ser introduzidos em substancias utilizadas na nutricdo das abelhas, tais

como xaropes. [17]

Tabela 2. Faixa de concentracdo de metais em amostras de mel em diferentes
regides de origem, em pgg™. [12]

Origem K Na Ca Mg Zn Cd Pb
Brasil 167- 139-509 7-237 ND-373 ND-14 ND ND
3353
Egito 213- 378- ND 102- 5-9.3 0,01- ND
15550 2550 1325 0,5
Franca ND ND 3-108 1,4-110 0,04- ND ND
5,96
Italia 147- 6,10- 9,10- 3,9-159 0,6-3,66 0,001- 0,003-
4136 232 409 0,305 0,620
Espanha 14-6785 11-1221 13,8- 3,6-230 0,07- <0,001 ND-1,20
341 19,1 -0,365
Turquia 143- 9,3-172  3,3- 2-111 ND-20,2 <0,001 ND-1,20
6029 900 -0,340

ND: nao detectado



PROCESSO FONTE DE CONTAMINACAO

Remocao solo, matérias de plantas, ambiente

Extracéo extratores, tanques, umidade, poeira

Filtrag&do filtros, maturadores, peneiras, decantadores,

aquecedores

Sedimentacéao recipientes, umidade, poeira, altas temperaturas

Armazenagem maquinas de engarrafamento, recipientes,
umidade, poeira, altas temperaturas.

Figura 2. Processos industriais de contaminagéao do mel [12].

Além do monitoramento ambiental, a determinacdo de espécies
inorganicas potencialmente toxicas (como 0s metais pesados) € interessante
para o controle da qualidade do mel e dos aspectos nutricionais. [18] Os ions
metalicos (dentre eles, o Cu e 0 Zn) sdo necessarios para muitas das funcoes
vitais do organismo humano. A falta ou o excesso de metais ou de quaisquer
outros elementos quimicos pode ser prejudicial a salude, ou seja, um
desequilibrio na concentracéo de alguns destes elementos pode levar a pessoa
a morte. Alguns metais e semi-metais, por sua vez, quando presentes no
organismo humano, podem causar intoxica¢des, como, por exemplo, o Cd e o
Pb. [19]

Apesar do Zn ser essencial ao organismo, contribuindo para o bom
funcionamento hormonal, sensibilizacdo do paladar e do olfato e auxiliar no
processo de cicatrizacdo [20], sua ingestdo em excesso pode causar danos a
saude, tais como anemia, diferentes anormalidades durante a gestagdo, além
de deficiéncia no crescimento de individuos em desenvolvimento. [21] J& o
cobre é essencial para incorporar o ferro do organismo a hemoglobina. [22]
Porém, em grandes quantidades, pode causar problemas como a presenca de

sabor metélico na boca, nausea, diarréia, ictericia, hemoglobindria, hematuria e
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oliguria. Além disso, existem problemas genéticos causados pelo excesso de
cobre, exemplificado pela ocorréncia da doenca de Wilson. [23,24]

Dentre 0s metais que causam seérios distarbios ao organismo humano
mesmo em baixas concentra¢des, podemos citar o cadmio e o chumbo. O
cadmio, bastante citado em noticiarios por fazer parte da composicdo de
baterias de telefones celulares, pode causar problemas gastrintestinais e
respiratorios, além de ser comprovadamente um agente carcinogénico. [25] O
chumbo, pode causar intoxicacdo através da absorcdo pelo sistema
gastrointestinal e pelas vias respiratorias, causando alteracbes no aspecto
cognitivo, neurocomportamental e neurofisiolégico, além de ser carcinogénico.
Causa encefalopatia, irritabilidade, cefaléia, tremor muscular, alucinacoes,
perda de memoria e da capacidade de concentracdo, lenta e progressiva
deficiéncia renal. [19,26]

1.3. DETERMINACAO DE METAIS PESADOS EM MEL:

A literatura descreve a determinacdo de impurezas metalicas em mel
utilizando técnicas e métodos diversos. [12, 27-31] Porém, as técnicas
espectroscopicas sdo as mais utilizadas para esse tipo de determinacao,
incluindo espectrometria de absor¢cdo atbmica por chama (FAAS) e forno de
grafite (ET-AAS) e espectroscopia de emissdo atdmica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES). [12] Outras técnicas podem ser utilizadas,
como espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
[27-29], cromatografia de ions [30], espectrometria de raio-X [31], além de
técnicas eletroquimicas.

Dentre os estudos envolvendo a eletroanalitica, encontra-se o de Mufioz
et al. [3] que determinaram 0s metais no mel através da redissolugédo
potenciométrica com fluxo continuo. Outro trabalho de destaque € o de Sanna
et al. [32] que utilizaram a voltametria de redissolucdo anddica com uso de
microeletrodos. Alguns estudos mostram o uso de outros eletrodos na anélise
de metais pesados, como o0 uso de eletrodos modificados com filmes de
mercurio [33], polianilina sulfonada [34] e bismuto. [35]

Sabe-se que o mel € uma matriz heterogénea, devido principalmente a

presenca de residuos de cera, prépolis e materiais organicos insollveis em
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agua em sua composicao. Além disso, o mel verdadeiro (ndo adulterado)
cristaliza com o passar do tempo, 0 que faz da amostragem uma etapa muito
importante na determinacdo de espécies que podem estar na forma de
complexos nesta amostra. Com isso, um tratamento da amostra antes da
determinacdo dos metais € necessario, eliminando a matriz para obter as
espécies de interesse livres em solucao.

Durante a selecdo de um método de preparo de amostra algumas
caracteristicas sdo desejadas: simplicidade, robustez, baixo custo, frequéncia
analitica elevada, aplicacdo multielementar, baixa acidez residual e geracdo da
menor quantidade possivel de residuos. [6] E necesséario que o tratamento
selecionado relna essas caracteristicas, a fim de garantir a confiabilidade dos
resultados obtidos.

Sanna et al. [32] utilizaram a mineralizagéo assistida por micro ondas para
pré-tratar a amostra e compararam os resultados com a amostra analisada sem
pré-tratamento, obtendo uma melhor resposta para a amostra mineralizada.
Muioz et al. [3] utilizaram a dissolucdo da amostra para determinacdo dos
metais por potenciometria de redissolu¢cdo com eletrodo de carbono vitreo
modificado com filme de mercuario e por ICP-MS. Alguns trabalhos utilizam a
solubilizacdo em banho de ultrassom, como o de Paes et al. [6] na

determinacao de cobre, manganés e cadmio por GFAAS.

1.4. A VOLTAMETRIA NA DETERMINACAO DE METAIS:

A voltametria € uma técnica eletroguimica na qual as informacdes
gualitativas e quantitativas de uma espécie quimica sdo obtidas a partir do
registro de curvas corrente-potencial, feitas durante a eletrolise dessa espécie
em uma cela eletroquimica, constituida de pelo menos 2 eletrodos, sendo
usados mais comumente sistemas com 3 eletrodos (eletrodo de trabalho,
auxiliar e referéncia). O potencial é aplicado entre os eletrodos de trabalho e
referéncia em forma de varredura, isto é, variando-o a uma taxa constante em
funcdo do tempo. O potencial e a corrente resultante sao registrados
simultaneamente. A curva corrente vs. potencial obtida é chamada de

voltamograma. [36]



A voltametria desenvolveu-se a partir da polarografia, que ¢ um método
gue utiliza um eletrodo gotejante de mercurio como eletrodo de trabalho. No
final da década de 50, a polarografia classica encontrou uma série de
dificuldades que a tornaram obsoleta frente as técnicas espectroscopicas.
Entre essas dificuldades, pode ser citada os altos limites de deteccéo, devido
principalmente a corrente capacitiva. Essa corrente limita a sensibilidade e a
exatiddo em determinacdes de baixas concentracdes, onde a corrente
capacitiva é usualmente maior que a faradaica (corrente originada dos
processos de oxi-reducdo das espécies presentes em solucao), dificultando a
interpretacao dos resultados obtidos. [22]

Em 1958, Barker propds a aplicacdo de impulsos de potencial na célula
eletroquimica, medindo a corrente no final de cada pulso. [37] Devido ao
desempenho muito melhorado, as técnicas de pulso suplantaram a polarografia
classica. Essas técnicas visam diminuir os limites de deteccdo das medicoes,
principalmente por aumentar a relacdo entre as correntes faradaica e
capacitiva, permitindo a quantificacdo de concentracdes abaixo de 10 molL™.
Ap6s a aplicacdo do pulso de potencial, a corrente capacitiva decai
rapidamente para um valor desprezivel, enquanto a corrente faradaica decai
mais lentamente. [38] Os primeiros trabalhos confiaveis apareceram na
literatura apenas na década de 70, e somente na década de 90 houve um
progresso substancial no desenvolvimento das instrumentacdes de pulso,
relacionado com a introduc&o de microprocessadores e softwares avancados.
[39] Dentre os métodos de pulso, podem ser destacados a voltametria de pulso

normal, a voltametria de onda quadrada e a voltametria de pulso diferencial.

1.4.1. Voltametria de pulso diferencial (VPD):

A voltametria de pulso diferencial € uma técnica muito utilizada para a
determinacdo de tracos de espécies organicas e inorganicas. Uma série de
pulsos de amplitudes constantes sdo superpostos a um potencial crescente. A
corrente é medida duas vezes: antes da aplicacdo do pulso e no final do pulso.
A primeira corrente € instrumentalmente subtraida da segunda, e a diferenca
entre elas é plotada em funcao do potencial aplicado (Figura 3). Como trata-se
de uma técnica diferencial, a resposta é semelhante a primeira derivada de um

voltamograma diferencial, ou seja, em forma de pico, cuja altura é diretamente
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proporcional a concentracdo dos analitos estudados.Uma das principais
importancias da VPD nas analises quimicas € sua capacidade de eliminar a
corrente capacitiva, o que permite detectar analitos a concentra¢cdes abaixo de
0,5 pmolL™. [22,38,40]

2% corrente (a) 3
amostrada i, W ()
5a100ms — ‘-(- T
! 102100 mV =
< 05a4s — L vlf o
a( )
12 corrente \.} b
amostradai, i | — [
U1 Tempo

Figura 3. (a) Sinais de excitacdo para voltametria de pulso diferencial e, (b)
Voltamograma de um experimento de voltametria de pulso diferencial,
Ai =iy — iy [38]

A selecdo de alguns parametros é muito importante na VPD. Um deles é
a amplitude do pulso a ser usado. Geralmente, escolhe-se um valor entre 10 e
100 mV; valores tipicos sdo de 25 mV para sistemas com um elétron e 50 mV
para sistemas com 2 elétrons. Aumentando a amplitude do pulso, aumenta
também a corrente de pico, entretanto aumenta a largura do pico, reduzindo
assim a resolucdo. Dois picos adjacentes ndo podem ser resolvidos ao menos
gue a amplitude do pulso seja bem menor do que a separagao entre os dois
potenciais de pico. A escolha da amplitude deve ser um compromisso entre o
aumento da sensibilidade e a perda de resolucédo. Dai usar de um modo geral
os valores tipicos mencionados de 25 mV para sistemas com um elétron e 50
mV para sistemas com dois elétrons. [38,41]

Outro parametro importante a ser escolhido é a velocidade de varredura.
O valor tipico é de 5 mVs™. Se forem usadas velocidades de varreduras
maiores que 10 mVs™ as etapas de potencial serdo muito longas e elas até
mesmo poderdo "pular” o pico, dependendo dessa velocidade. Nesses casos,

haveria, portanto uma perda de resolucdo, de modo que ou ndo havera
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registros de corrente em pontos importantes dos picos voltamétricos ou, até

mesmo, esses picos poderdo nao ser registrados. [38,41]
1.5. TECNICAS ELETROANALITICAS DE PRE-CONCENTRACAO:

A polarografia ganhou novo impulso com a descoberta da possibilidade
de pré-concentrar espécies eletroativas na gota de um eletrodo de mercurio,
conferindo um grande aumento de sensibilidade. [42] Esse processo de pré-
concentracdo pode ser estendido a outros eletrodos com ganhos em
sensibilidade na ordem de 1000 vezes e diminuicao do limite de deteccédo em 3
ordens de magnitude, chegando a concentracées abaixo de 10° molL™. Essa
técnica é conhecida por analise de redissolucdo (Stripping Analysis). O
desenvolvimento de instrumentacdo portatil, simples e de baixo custo, aliado a
sensibilidade e seletividade da técnica, tornaram-na popular dentro da quimica
analitica. [43]

Os métodos de redissolucdo possuem uma etapa inicial caracteristica
(etapa de deposicdo). Nesta etapa, o analito é depositado no eletrodo de
trabalho, a partir de uma solucdo sob agitacdo. Depois de um determinado
periodo, a eletrolise € interrompida, cessa-se a agitacdo e ha um tempo de
equilibrio. Em seguida, inicia-se a varredura de potencial para determinacéo do
analito por meio de um dos métodos voltamétricos existentes. Nesta etapa, 0
analito é redissolvido e retirado do eletrodo de trabalho. A etapa de deposicao
equivale a uma pré-concentracéo eletroquimica do analito, pois a concentracéo
deste na superficie do eletrodo € maior que na solucao, o que faz com que 0s
métodos de redissolugdo melhorem ainda mais a sensibilidade dos métodos
voltamétricos. [44]

Para determinacdo de metais, usa-se a voltametria de redissolucdo
anodica, onde o eletrodo de trabalho funciona como anodo na etapa de

redissolucéo. Esta envolve uma sequéncia de medicdo com duas etapas: [45]

e celetrorreducdo dos ions em um potencial negativo para depositar 0s
metais na superficie do eletrodo, pré-concentrando os analitos;
e celetrooxidacdo de cada metal no potencial de varredura lenta para

potenciais positivos.
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Durante a etapa de eletrorreducdo, os ions sdo reduzidos a metal na
superficie do eletrodo de trabalho, e apds essa etapa a agitacdo € cessada e o
potencial de eletrdlise removido do eletrodo de trabalho. Este comeca a
descarregar e o potencial cai até o potencial limite estipulado. Quando o
potencial do eletrodo atinge o potencial redox para um par metal-ion metalico,
0s metais sado reoxidados e redissolvidos para a solucao. [45,46] Um exemplo
do uso da voltametria de redissolucdo anddica é a determinacéo de Cd e Cu,

conforme esquematizado na figura 4. [38]
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Figura 4 Na Figura 4a: etapas envolvidas na voltametria de redissolucao
anodica. (a) programacéo E vs t mostrando o tempos de deposi¢éo (T,); e

2 2
potenciais de deposicdo E,, para Cd ' e Cu +. (b) Tempo de repouso (T,) . (c)
Etapa de redissolugdo. Na Figura 4t2): Voltamogramas hipotéticos obtidos na
+ +
etapa da redissolucédo para Cd e Cu . [38]

Os principais tipos de interferéncias nos métodos de redissolucdo incluem
a proximidade dos potenciais de oxidacdo das espécies analisadas formando
picos sobrepostos, a presenca de compostos organicos tensoativos que
adsorvem na superficie do eletrodo de trabalho inibindo a deposicdo de metal,
principalmente para o mercurio, e a formacédo de compostos intermetélicos (por

exemplo Cu-Zn) que afeta tanto o tamanho quanto a posicdo do pico. O
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conhecimento dessas interferéncias € importante para que possam ser
prevenidas, por meio de uma atencdo adequada a constituicdo da amostra
analisada. [38] O uso de métodos voltamétricos em andlise de tracos envolve
cuidados experimentais do mesmo modo que outros métodos analiticos
utilizados nessas analises. Assim, é importante realizar a limpeza do material
utilizado, evitar contaminacdes, perda do analito durante os processos de
tratamento da amostra, etc. Todos esses fatores mencionados afetam a
exatidao e a confiabilidade da andlise e devem ser minimizados. [41]

Além da voltametria de redissolucdo anddica, também s&o conhecidas a
voltametria de redissolucéo catddica, a redissolucdo adsortiva, a redissolucéo

abrasiva e a potenciometria de redissolucao. [38]

1.6. O ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO (BDD):

O desempenho dos métodos voltamétricos depende fortemente do
material do eletrodo de trabalho. Dois fatores sdo importantes na escolha: o
comportamento redox da substancia a ser analisada na superficie do eletrodo e
a corrente de fundo sobre a regido de potencial necesséaria para a medicao.
[38]

No passado, o mercario era largamente utilizado como eletrodo de
trabalho, por causa da renovacdo da superficie da gota, do baixo ruido da
corrente, da ampla janela de potencial catédico e da alta reprodutibilidade. Os
eletrodos de mercurio existentes séo: eletrodo gotejante de mercurio (DME),
eletrodo de gota pendente de mercurio (HMDE) e, mais frequentemente usado,
o eletrodo de filme de mercuario (MFE). O MFE geralmente € preparado sobre a
superficie do carbono vitreo, através de deposicdo catddica a partir de uma
solucdo de mercurio. Entre as principais desvantagens dos eletrodos de
mercurio estdo a limitacdo em trabalhar com potenciais anddicos (devido a
oxidacdo do mercurio) e a toxicidade. [38,47] O mercario possui acao
neurotoxica, provocando inibicdo da sintese proteica, febre, calafrios, dispneia,
cefaleia, diarreia, cdibras abdominais, diminuicdo da visdo, complicacdes como
pneumotorax, enfisema, gengivite, salivacdo, estomatite, tremor e alteracdes
psicologicas, podendo levar a morte. [19] Hoje em dia é altamente
recomendado o uso de outros tipos de eletrodo, cuja toxicidade é baixa ou
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nula. [47] Alguns suplentes do eletrodo de mercurio foram investigados, como o
Ir [48], Bi [49], Au [50], Ag [51] e grafite. [52] A deposicdo de uma camada de
metal em eletrodos solidos é um processo mais complicado que no caso da
formacdo de uma amalgama de mercurio (deposicdo de um metal dentro de um
volume de Hg). [45] Eletrodos de carbono tem sido usados como grafite
[52,53], carbono vitreo [54], eletrodo de pasta de carbono [55] e eletrodo de
carbono impresso [56], demonstrando grande eficiéncia em andlises de
redissolucéao.

Recentemente, o diamante tem sido utilizado em diversas aplicacbes
analiticas. Filmes ultrafinos de diamantes sdo dopados com boro, que possui
alto valor de condutividade, por deposicdo de vapor quimico (CVD) em um
substrato inerte, como o silicio por exemplo. O boro é proveniente do gas
trimetil-boro, numa concentracéo que varia de 10 a 20000 mgKg™, fornecendo
ao material caracteristicas de um semicondutor ou de um semimetal,
dependendo da concentracdo de dopante utilizada. O substrato a ser escolhido
deve possuir boa resisténcia mecénica e coeficiente de dilatagdo parecido com
o do filme de diamante, para ndo ocorrerem eventuais rachaduras apds a

dopagem. [57-59] A tabela 3 exibe as principais propriedades do diamante. [59]

Tabela 3. Algumas propriedades fundamentais do diamante. [59]

Alta dureza ca. 10000 kp m™
Alta condutividade térmica 20W cm™ K™* a 300 K
Transparéncia 6ptica 2.5 um a 230 nm
(sem dopagem)

Indice de refracéo 2,42 a 546 nm
Constante dielétrica 5,6

Ponto de fusao 4027 K
densidade 3,52 gcm™
Superficie quimicamente inerte Até 850K no ar

Até 2000K no vacuo

Apesar do diamante ser inerte, o diamante dopado com boro (BDD)
possui propriedades muito Uteis para medicdes eletroquimicas. O BDD tem
uma grande eletroatividade em &gua, permitindo o estudo de espécies dificeis
de reduzir ou oxidar, e produz uma baixa corrente de fundo (background),

numa magnitude menor do que a gerada pelo eletrodo de carbono vitreo. [57]
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Além disso, a robustez quimica e mecanica o torna adequado para trabalhar
em meio corrosivo, bem como em meios ricos em surfactantes, além de sua
resisténcia a ultrassom. [60,61] Ele possui cinética favoravel a transferéncia
eletrbnica e inércia da superficie, o que resulta em alta resisténcia a
desativacdo. Possui transparéncia Optica nas regides do UV/Vis e
IV. O eletrodo em si é resistente a incrustacdo (pois ndo adsorve compostos
organicos) e pode ser reutilizado véarias vezes. O BDD possui uma ampla janela
de potencial de trabalho em meio aquoso, entre -3V e +3V (vs Ag|AgCl),
refletindo numa alta sobretenséo de oxigénio e de hidrogénio. Neste eletrodo, o
desprendimento de hidrogénio comeca em -1,5 V e o desprendimento de
oxigénio comeca em + 2,5V (vs Ag|AgCl). [38,62,63] A figura 5 mostra como a
janela de potencial do BDD €é muito maior que a dos outros eletrodos

comumente utilizados. [63]

© |
-3.0 | | 3.0
| | 1M H,SO,
Pt
| | 1M NaOH
| | 1M H-SO,
| | 1mkel
| | Hg
I I 1M NaOH
| | 1M HCIO,
C
I I 0,1M KCI
I | 0.5 M H,SO, } BDD

Figura 5. Intervalo de potencial (em volts, vs Ag|AgCl) de aplicacado aproximado
para os eletrodos de platina, mercurio, carbono vitreo e diamante dopado com
boro. [63]

O BDD se tornou uma excelente alternativa aos eletrodos modificados,
principalmente o eletrodo de mercdurio, pois, além das propriedades que possui,

ndo produz residuos toxicos. Uma comparacdo entre as principais
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propriedades do BDD e dos eletrodos modificados com mercurio podem ser

analisadas na tabela 4. [64]

Tabela 4. Comparagao entre as principais propriedades do BDD e do eletrodo
de carbono vitreo modificado com filme de Hg. [64]

BDD Hg
Ampla janela de potencial Ampla janela de potenciais
catddicos
Baixa corrente de fundo Alta corrente de fundo
Boa sensibilidade Boa sensibilidade
Quimicamente inerte Interagcdo com CI’
Superficie nao reutilizavel Superficie facilmente renovada
(pré-tratamento
necessario)
N&o téxico Toxico
N&o volatil Volatil

7

Como a superficie do eletrodo de BDD ndo é reutilizavel, um pré-
tratamento € necessario. Na maioria dos trabalhos encontrados na literatura, os
eletrodos sdo submetidos principalmente a tratamentos anddicos e catodicos.
Os tratamentos anddicos consistem em oxidar a superficie do BDD, tornando-a
hidrofilica. Até o ano de 2004, esse era 0 Unico pré-tratamento utilizado. O pré-
tratamento catodico consiste na reducéo da superficie do BDD, deixando-a rica
em terminacdes hidrogénio. [58]

Em funcdo de suas qualidades, o eletrodo de diamante é cada vez mais
utilizado no desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos em diversas
matrizes, tanto para compostos organicos quanto compostos inorganicos.
Oliveira e Brett [65] utilizaram o BDD na oxidacdo de bases de DNA por
voltametria de pulso diferencial. Zhao et al [66] desenvolveram um método para
determinacao simultanea de triptofano e tirosina com BDD, obtendo um limite
de deteccdo de 1 x 10 e 1 x 10 molL™, respectivamente, também com o uso
da voltametria de pulso diferencial. Dragoe et al [67] utilizaram o BDD para
determinacdo de chumbo em agua de torneira utilizando voltametria de
redissolucédo anddica, chegando a um limite de deteccdo de 2 x 10™° molL™.
Babyak e Smart [68] estudaram a interferéncia entre diversos eletrdlitos suporte
na medida de chumbo e cadmio em agua de rio com BDD por voltametria de

onda quadrada. Svorc et al [69] determinaram paracetamol e penicilina também
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por voltametria de onda quadrada com BDD, atingindo concentracdes abaixo
de pMolL™. Outros estudos mostram a utilizacdo de BDD na determinacéo de
pesticidas como 4-nitrofenol e 4-clorofenol, e também de compostos organicos
como captopril, dopamina, acido Urico, poliaminas, histaminas e serotoninas,
entre outros. [63]

Entretanto, vale ressaltar que nenhum trabalho que utilize o eletrodo de
BDD na determinagdo de metais pesados em amostras de mel foi encontrado
na literatura, sendo esta uma das grandes motivagcdes para a realizagéo deste
trabalho. Com a utilizacdo do eletrodo de BDD elimina-se a etapa de
modificacdo da superficie do eletrodo, sendo que essa pode constituir um
problema durante a andlise, principalmente por nem sempre se mostrar
reprodutivel, além do tempo gasto durante esta etapa. O uso do BDD também

nao produz residuos toxicos.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:
» O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e implantacdo de uma
metodologia analitica para a avaliacdo de metais pesados em mel
usando um eletrodo de diamante dopado com boro e a voltametria de

pulso diferencial com redissolucdo anddica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Avaliar o efeito da polarizagéo catddica e anddica do BDD na analise de
metais;

» Desenvolver um método adequado para tratamento da amostra de mel
para analise por VPD,;

» Otimizar uma metodologia analitica para a determinacdo de metais (Zn,
Cd, Pb e Cu) em de mel usando eletrodo de diamante dopado com boro
em substituicdo ao eletrodo de carbono vitreo modificado com mercurio;

» Aplicar o procedimento otimizado nas amostras reais, quantificando o

nivel de Cu, Cd, Pb e Zn em mel de diferentes origens (floral e melato);
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» Comparar o desempenho do BDD com o eletrodo de carbono vitreo
modificado com mercurio;

» Ultilizar a técnica de espectrometria de absor¢cao atdbmica com forno de
grafite para validar o método proposto;

» Utilizar os dados obtidos para uma possivel avaliagdo das condi¢des

ambientais dos locais de origem da amostra de mel.

3. PARTE EXPERIMENTAL:
3.1. REAGENTES E SOLUCOES:

Todas as solucBes foram preparadas com agua deionizada (Milli-Q
Quantum EX) com resistividade aproximadamente 18MQcm™, sendo esta
mesma utilizada para a limpeza de toda vidraria empregada. As solucdes
analiticas dos metais foram preparadas a partir de diluicbes das solugdes-
padrdo 1000 mgmL™ (Vetec) dos metais Cu, Cd, Pb e Zn em meio de &cido
nitrico 5% v/v. Uma solucdo estoque de Hg 1000 mgL™ (Vetec) foi utilizada
para a modificacdo eletroquimica na superficie do eletrodo de carbono vitreo.
Uma solucdo de Ga 1,00 mgL™ foi preparada a partir de uma solucéo estoque
1000 mgL™ (Vetec) para evitar a formacédo do composto intermetalico Zn-Cu
nas analises de Zn.

HCI supra-puro (37% v/iv — Vetec) foi utilizado para preparacdo do
eletrélito-suporte para analise de Cu, Pb e Cd. Para a preparacdao de 100 mL
de HCI 0,1 molL diluiu-se 833 uL de HCI 12 molL™* em &gua deionizada.

Acido acético glacial (Vetec) e acetato de sodio tridratado (Vetec) foram
utilizados para a preparacdo do tampao acido acético-acetato pH 4,8 0,5 molL™
para a determinacdo de Zn. Para a preparacdo de 100 mL do tampéo
dissolveu-se 6,804 g de acetato de sodio triildratado e 2,86 mL de acido acético
em agua deionizada.

H,SO, concentrado (Vetec) foi utilizado para preparacdo da solucdo de
ativacdo do BDD. Para o preparo de 100 mL de H,SO,4 0,5 molL™ diluiu-se 2,72
mL de H,SO, 18 molL™* em &gua deionizada.
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HNO;3; (69% v/v — Vetec) e H,0O, (30% v/iv — Vetec) foram utilizados
durante a etapa de tratamento das amostras.

Alcool etilico foi utilizado na limpeza do eletrodo BDD.

Ferricianeto de potassio (Vetec) foi utilizado para a avaliagdo das
propriedades eletroativas do BDD. Para o preparo de 1,00 mL de solucédo 50
mmolL™* dissolveu-se 0,01646 g de K4[Fe(CN)s] em agua deionizada.

KCl (Vetec) foi utilizado para a confecgdo do eletrodo de referéncia
Ag|AgCI.

Solucdes de Mg(NOs3), (Perkin Elmer) e de Pd(NOs3), (Perkin Elmer) foram
utilizadas como modificadores quimicos nas andlises de Zn e Pb no

espectrofotdmetro de absorcdo atémica com forno de grafite.

3.2. INSTRUMENTACAO E MATERIAIS:

Para a realizacdo das medidas eletroquimicas foi usado um
potenciostato p-Autolab (EcoChemie, Utrech, Holanda), inserido em gaiola de
Faraday (Metrohm Autolab, Holanda) interfaceado a um microcomputador.

Um banho ultrassénico T28110 (Unique, Brasil) operando a frequéncia
de 25 KHz e poténcia de 120 W, foi utilizado para promover a homogenizacéo
das amostras, bem como limpeza das vidrarias e superficie do eletrodo.

A agitacdo do sistema foi realizada utilizando um agitador magnético
(IKA-lab Disc, Alemanha) com barras magnéticas de 5 mm de diametro x 15
mm de comprimento (Stir bar), e fixada para todas as analises em torno de
1500 rpm.

A aquisicao e tratamento dos dados foram realizados pelos programas
Oringin 8.0, Microsoft Excel, Statistica e GPES.

Com o intuito de validar o método proposto, um espectrbmetro de
Absorcdo Atbmica com forno de grafite (GF95, Thermo Scientific, China) e
amostrador automéatico (FS95, Thermo Scientific, China) utilizando lampadas
de catodo oco monoelemento (Photron Lamps, Austrélia) foi utilizado para a

determinacao de Cu, Pb, Cd e Zn.
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3.3. AMOSTRAS:

A maioria das amostras de mel foi adquiridas no comércio local e
analisadas apods procedimento de abertura proposto neste trabalho. Foram
analisadas 10 amostras de mel, sendo estes de diferentes origens, de acordo

com a Tabela 5.

Tabela 5. Origem geografica e botanica das amostras analisadas.
origem botéanica

Amostra predominante classificacao local
1 Eucalipto floral Coronel Pacheco/MG
2 Jatai floral Campinas/SP
3 Manuka floral Nova Zelandia
4 Rengue floral Japao
5 Laranjeira floral Japao
6 Silvestre floral Tabuleiro/MG
7 Bracatinga melato Teresopolis/RJ
8 Assa peixe melato Domingo Martins/ES
9 Morro de Candeia melato Teresopolis/RJ
10 Velame melato Santa Barbara/MG

3.4. ELETRODOS E CELULAS ELETROQUIMICAS:

A célula eletroquimica foi constituida de um eletrodo de trabalho de
diamante dopado com boro, um eletrodo de Ag|AgCl como eletrodo de
referéncia e um eletrodo de platina adquirido da METROHM como auxiliar.

Foi utilizado um eletrodo de carbono vitreo com 2 mm de diametro
modificado com filme de mercdrio como eletrodo de trabalho para a
comparacao dos resultados. Para a formacao do filme de mercurio, o eletrodo
foi imerso em uma soluc&o de mercurio 1000 mgL™ por 300 segundos, com um
potencial constante de -0,7 V vs Ag|AgCI. Tal arranjo foi combinado no interior

de uma cela com volume final de 10 mL.
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O eletrodo de referéncia miniaturizado de Ag|AgCl foi construido no
préprio laboratorio, através da insercdo de um fio de prata no interior de uma
ponteira de micropipeta de 10 a 100 pL, vedada com uma membrana semi
permeavel e preenchida com uma solugédo saturada de KCI, de acordo com o
proposto na literatura. O fio de prata, de aproximadamente 3,5 cm, foi
previamente polido com uma lixa fina, e imerso em uma solucédo saturada de
KCI, e oxidado por 60 segundos a um potencial constante de + 1,0 V vs
Ag|AgCl, afim de formar uma fina camada de AgCI. [70]

A célula eletroquimica foi desenvolvida no proprio laboratério, em um
compartimento de nylon com capacidade para 10 mL, com um adaptador para
fixar o BDD a célula. Este ficou preso com o auxilio de um O-ring de borracha,
que definia uma area exposta & solucdo de aproximadamente 0,6 cm?® O
contato elétrico foi estabelecido por uma placa de cobre pelo lado do substrato
de silicio, fixada através de parafusos. Esta célula continha também um
pequeno compartimento para a barra magnética responsavel pela agitacdo do
sistema, de modo que esta barra ndo entrasse em contato com o BDD. Na
Figura 6 sdo apresentadas fotografias onde & mostrada a montagem da célula
eletroquimica, bem como os eletrodos utilizados. A montagem dessa célula
contribuiu para a ndo formacéo de bolhas na superficie do eletrodo, gracas a
sua posi¢ao durante a andlise, e dessa forma as amostras ndo precisaram ser

deaeradas.
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Eletrodo

de BDD
Compartimento

para barra
magnética.

(a) (b)

(e) (f)

Figura 6. Montagem da célula eletroquimica: (a) pecas da cela e eletrodo de
BDD, (b) compartimento de nylon utilizado como célula eletroquimica, (c)
eletrodo de BDD colocado no adaptador, (d) placa de cobre sendo colocada
para o contato elétrico, (e) célula eletroquimica montada e (f) em operacao
contendo os eletrodos auxiliar e de referéncia.
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3.5. METODOLOGIA ANALITICA
3.5.1. Controle da contaminacéao:

A fim de evitar a contaminacdo das amostras durante as etapas de
digestdo e analise, foi seguido um rigoroso procedimento de limpeza, assim
como o descrito por CAMPOS e VIEL. [71]

Apds o uso, toda a vidraria utilizada, bem como as ponteiras das pipetas
e também as barras magnéticas foram lavadas com detergente em ultrassom
por 300 s e, logo apds, foram lavadas em agua ultra pura também no ultrassom
por 300 s. Apos a lavagem, todo o material foi enxaguado em agua ultra pura e
deixado de molho em banho de HNO3 10 % (v/v) por 12 horas.

Todas as solugdes utilizadas foram preparadas em bal6es volumétricos
previamente descontaminados e armazenadas em tubos Falcon, também
descontaminados pelo procedimento descrito acima.

Apés a realizacdo das analises, o eletrodo de trabalho foi limpo com
agua ultra pura e, no caso do eletrodo de carbono vitreo, foi polido com uma
suspensao de alumina em uma superficie porosa e submetido a um potencial
de 0,5 V por 300 s para promover a oxidacdo de qualquer impureza adsorvida.
Ja o eletrodo de diamante, ap0s limpeza em agua ultra pura, foi levado ao
ultrassom por 300 s e ainda borrifado etanol em sua superficie, a fim de
promover o polimento do mesmo. Ocasionalmente, o eletrodo é deixado em
banho de HNO3; 10 % (v/v) por 12 horas para promover sua descontaminacao,

principalmente em relagdo a matéria organica.
3.5.2. Ativacéo da superficie do BDD:

Sabe-se que a polarizacdo do BDD € uma maneira simples e rapida de
ativar a superficie do diamante. [65] Assim, foi estudada a diferenca na
resposta do BDD ap0s as polariza¢des catddica e anddica e comparadas com
a resposta do eletrodo sem nenhum pré-tratamento. Para essa comparacao,
utilizou-se a técnica de voltametria ciclica em uma solucédo de ferricianeto de
potassio 0,6mmolL?, entre os potenciais de -0,2 V e + 1,0 V (vs Ag|AgCl),
como ja descrito por Salazar et al. [62] Foram observadas as respostas dos
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picos de potencial anddico e catédico para o par Fe(CN)g*/ Fe(CN)s> apds
cada pré-tratamento e também para o eletrodo sem nenhum tratamento preévio.

Foram realizados dois diferentes procedimentos de pré-tratamento na
superficie do eletrodo, ja descritos na literatura: [65]

e pré-tratamento anddico: um potencial positivo (E= +3,0 V) foi aplicado
por 1800 s, oxidando a superficie do eletrodo;

e pré-tratamento catddico: um potencial negativo (E= -3,0 V) é aplicado
por 1800 s, reduzindo a superficie do eletrodo, que fica com altas
concentracdes de H;O".

Os procedimentos foram realizados tanto em solucdo tampao acetato
0,1 molL™ pH 4,6 quanto em solucéo de acido sulftrico 0,5 molL™, a fim de se
estudar a influéncia do pH nos tratamentos realizados. ApGs o tempo de pré-
tratamento, foram aplicados 15 ciclos voltamétricos entre -1,5 V e +1,5 V na

propria solucéo de ativacao, afim de se estabilizar a superficie do BDD.

3.5.3. Otimizacéao das condi¢des de analise:

A otimizacao das condi¢cdes eletroquimicas foi realizada com o intuito de
se obter uma melhor sensibilidade para as medidas. Os parametros foram
otimizados para VPD em duas etapas distintas. Primeiramente foi feita a
avaliacdo de cobre, chumbo e cadmio simultaneamente, e, posteriormente,
avaliou-se o0 zinco. Foram feitos estudos em separado pois ja foi reportado na
literatura uma grande influéncia do pH nas analises desses metais onde, para
andlise de cobre, chumbo e cAdmio, uma determinacdo mais eficiente é obtida
em pH < 2, enquanto que para o zinco os melhores resultados sdo obtidos em
pH entre 4 e 5. [72] Assim, foi escolhido o HCI como eletrélito suporte na
analise de Cu, Pb e Cd, e tampéao acetato pH 4,6 na analise de Zn. Além disso,
ja foi reportado na literatura a formacdo de um composto intermetélico entre
Cu-Zn, quando ambos séao eletrodepositados, [73] 0 que acaba interferindo nos
sinais analiticos das duas espécies. Para evitar a formacédo deste complexo &
necessaria a adicao de quantidade suficiente de solucéo de galio para que este
forme um composto intermetalico com cobre, Cu-Ga, que é mais estavel que o
formado com Zn. Dessa forma, o Zn fica livre em solucdo podendo ser entéo

determinado.
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As respostas obtidas nos sistemas eletroquimicos séo influenciadas por
diversos parametros, sendo os mais importantes o potencial de deposicao (Eq)
e o0 tempo de deposicado (ty), que irdo agir diretamente na etapa de
pré-concentracdo da espécie metalica na superficie do eletrodo e
consequentemente na sensibilidade do método. Existem também os
parametros que agem diretamente na etapa de condicionamento e equilibrio do
eletrodo de trabalho, como o potencial e o tempo de condicionamento (Econg €
tcond), O tempo de equilibrio (tequ) dos metais na superficie do eletrodo e o
potencial limite (E;m), que € o potencial onde se finaliza a analise. [74]

Visando a otimizacdo para as analises, foi elaborado um planejamento
fatorial para a otimizacdo de algumas condicfes de eletrodeposicdo. Nesta
etapa do estudo, foram escolhidos os parametros que agem diretamente na
etapa de pré-concentragdo dos metais, que sdo o potencial e o tempo de
deposicao, além de otimizar também a concentracéo do eletrdlito suporte (HCI)
nas analises de cobre, chumbo e cadmio. Estudos preliminares mostraram que
ndo foi necesséario otimizar a concentracdo do eletrélito suporte (tampao
acetato) para andlise de zinco. Os outros parametros foram fixados em valores
especificos, visto que eles ndo estdo diretamente ligados a etapa de pré-
concentracdo dos metais.

Foi utilizado um planejamento fatorial 3° do tipo Box-Behnken para a
anélise de cobre, chumbo e cadmio; e um planejamento fatorial completo 32
para o0 zinco, com a obtencdo de modelos de resposta para cada um dos
metais. Os dados obtidos foram tratados utilizando o pacote de ferramentas
estatisticas EXCEL e o programa STATISTICA. As concentracdes dos metais
utilizadas para estes testes foi de 40 ug L™.

Os planejamentos de Box-Behnken diferem dos planejamentos de
composicdo central de duas maneiras. Primeiro, apenas trés niveis para cada
fator sdo empregados. Segundo, os planejamentos Box-Behnken ndo tém
pontos de vértices (Figura 7), sendo assim, por vezes, preferidos ao invés
de planejamentos de composicao central, pois quando ha restrigdes fisicas ou
econbmicas, elesimpedem a utilizacdo de pontos de vértices, ou seja,
guando todos os niveis dos fatores estdo em um extremo. Este planejamento
estd baseado em experimentos com blocos incompletos balanceados. Nele,

fixa-se uma variavel em 0 e um planejamento completo 2° é realizado com as
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outras variaveis. Neste planejamento, existe informacédo suficiente para realizar

um teste de falta de ajuste. [75]
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Figura 7. Disposicao dos pontos no planejamento Box-Behnken para k=3.

3.5.3.1. Otimizac&o das condi¢fes de analise para Cu, Pb e Cd:

Para a determinacdo de cobre, chumbo e cadmio com o eletrodo de
diamante dopado com boro, foram otimizados o potencial e o tempo de
deposicao (Eq4 € tg), além da concentracdo do eletrdlito suporte HCI. Como o0s
dados estdo sendo comparados com o eletrodo de carbono vitreo modificado
com filme de mercurio, foi realizado um planejamento 2° para este caso, com
0S mesmos parametros estudados, sem a preocupacdo de obter modelos
matematicos, chegando apenas a uma condicao favoravel para a andlise.

Os parametros eletroquimicos relacionados ao condicionamento e
equilibrio do eletrodo de trabalho foram fixados de acordo com a Tabela 6. Na
Tabela 7, encontram-se os parametros estudados através do planejamento
fatorial Box-Behnken. A Tabela 8 exibe a matriz do planejamento Box-Behnken
com os parametros estudados. Todos os ensaios foram realizados de modo

aleatorio.
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Tabela 6. Parametros eletroquimicos
planejamento fatorial para Cu, Pb e Cd.

fixados para a realizagdo do

Parametros Valores adotados
Econd / V (vs Ag|AgCI) 0,50
teond /' S 20
tequi /'S 15
Eim /V (vs Ag|AgCl) 0,05

Tabela 7. Niveis avaliados para os parametros no planejamento fatorial de Cu,

Pb e Cd.
Nivel Eq/V tq/s [HCI] / mmol L*
Alto (+1) 0,75 300 100
Médio (0) 0,85 240 75
Baixo (-1) 0,95 180 50

Tabela 8. Matriz do planejamento Box-Behnken para otimizacdo dos

parametros na analise de Cu, Pb e Cd.

Ensaio Eq/V ty/s [HCI] / mmol L™
1 -0,95 180 75
2 -0,95 300 75
3 -0,75 180 75
4 -0,75 300 75
5 -0,95 240 50
6 -0,75 240 50
7 -0,95 240 100
8 -0,75 240 100
9 -0,85 180 50
10 -0,85 180 100
11 -0,85 300 50
12 -0,85 300 100
13 -0,85 240 75
14 -0,85 240 75
15 0,85 240 75
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3.5.3.2. Otimizacéo das condi¢des de analise para Zn:

Para a determinacao de Zn, os testes foram realizados com uma solugé&o
de tampé&o acetato, na concentracéo 0,5 mol L™ e pH 4,6. Essa concentracéo
foi escolhida devido a acidez da amostra, que estava interferindo no pH final da
solucdo. Como o Zn deve ser analisado em pH 4,6 optou-se por esta
concentracdo para que esse pH fosse mantido. Foi utilizado um planejamento
fatorial completo 3, com os niveis fixados de acordo com a Tabela 9. Os
parametros eletroquimicos fixados foram os mesmos utilizados para a analise
de Cu, Pb e Cd, com excecao do potencial limite que, neste caso, foi de -0,5V
vs Ag|AgCI. Vale ressaltar que os experimentos foram realizados de modo
aleatorio. Tal como na analise de Cu, Pb e Cd, foi realizado um planejamento
fatorial 3% para a anélise com o eletrodo de carbono vitreo, afim de se obter

uma condicao favoravel de analise.

Tabela 9. Niveis avaliados para o planejamento fatorial de Zn.

Nivel Eq/V tq/s
Alto (+1) -1,3 300
Médio (0) -1,4 240
Baixo (-1) -1,5 180

3.5.4. Mineralizag&o das amostras:

Como foi dito anteriormente, o mel verdadeiro (ndo adulterado) cristaliza
com o passar do tempo, fazendo da amostragem uma etapa muito importante
na determinacdo de espécies que podem estar na forma de complexos nesta
amostra, como 0s metais pesados. Neste trabalho o mel foi submetido a
aguecimento em banho-maria a 50 °C e solubilizado em banho de ultrassom
por 20 minutos sempre que 0 mesmo apresentou-se cristalizado. Para facilitar
a manipulacdo da amostra, 2,5 g de mel foram usados para preparar uma
solugdo aquosa 50 % (m/m), diminuindo assim a viscosidade e facilitando o

manuseio, conforme dados da Tabela 10.
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Tabela 10. Massas de mel para o preparo de solu¢gbes aguosas 50 % (m/m).
Amostra massade mel/g massade agua/g % (m/m)

1 2,5044 2,5243 49,80
2 2,541 2,5099 50,31
3 2,5793 2,5725 50,07
4 2,6188 2,6427 49,77
5 2,5512 2,6884 48,69
6 2,5042 2,556 49,49
7 2,5615 2,587 49,75
8 2,5606 2,5701 49,91
9 2,5204 2,7095 48,19
10 2,5298 2,6408 48,93

Diferentes procedimentos de tratamento da amostra foram analisados,
com o intuito de se encontrar um procedimento simples, rapido, com a menor
manipulacdo da amostra possivel fornecendo resultados precisos e exatos.
Tais procedimentos envolveram tanto a mineralizagcdo acida quanto apenas a
solubilizagdo do mel, antes de sua andlise por VPD.

A fim de se avaliar a exatiddo do método proposto, as amostras de mel
foram fortificadas com os metais antes do procedimento de pré-tratamento ser
realizado, para efetuar testes de recuperacdo. Foram adicionados a amostra
aliguotas dos metais de modo que, durante as analises, realizadas todas as

diluicdes necessarias, a concentracdo dos metais fosse igual a 30 pgL™.

3.5.4.1. Diluicdo da amostra
Foi preparada uma solucdo de mel 50 % (m/m) conforme descrito
anteriormente; essa solucado foi acidificada com HCI até pH=1 e depois

analisada.

3.5.4.2. Solubilizacdo em banho de ultrassom

Transferiu-se 1 g da solugdo de mel 50 % (m/m), para baldo de 10,00
mL, adicionou-se 0,5 mL de HNO3 2 % (v/v), e submeteu a solugédo ao banho
de ultrassom por 20 minutos. Este procedimento ja foi proposto por Mendes et

al. para anélise de metais em mel por ICP-OES. [76]

29



3.5.4.3 Mineralizacéo acida em chapa de aquecimento

Esse procedimento foi proposto no préprio laboratorio. Em um béquer de
10 mL, pesou-se 1 g de solugcdo de mel (50 % m/m) previamente preparada,
adicionou-se 2 mL de HNOj3; 69 % (v/v), e deixou em repouso por 12 horas,
para uma etapa de pré-digestdo. Apds esse tempo, adicionou-se 2 mL de H,0,
30 % (v/v) e aqueceu-se a ebulicdo por aproximadamente 1 hora. No residuo
restante foram adicionados 2 mL de HNO3 69 % (v/v) e 2 mL de H,O, 30 %
(v/v) e levado novamente a ebulicdo a 90°C por aproximadamente 1 hora.
Durante o aguecimento, foi observado o rapido desprendimento de vapores
marrons, relacionados a reatividade da mistura além da eliminacdo de matéria
organica. O procedimento foi repetido até que ndo fosse mais observada a
liberagcdo destes vapores em grande quantidade. A solucdo resultante foi
adicionada a um baldo volumétrico de 10,00 mL e o volume completado com
solucdo do eletrélito suporte utilizado. Um fluxograma com as etapas do

tratamento pode ser observado na Figura 8.

AMOSTRA

@<— Homogeneizacgdo

ULTRASSOM

<«—1 Solubilizagao

SOLUCAO 50 % (m/m)

<+—1 2,00 mL HNO;

4— 2,00 mL de H202

AQUECIMENTO 90°C (1 hora)

Figura 8. Fluxograma representando a mineralizagdo &acida em chapa de
aguecimento.
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3.5.5. Determinacao de Cu, Pb, Cd e Zn por VPD

Uma vez que os parametros ideais foram obtidos, bem como o melhor
procedimento de tratamento da amostra foi escolhido, realizou-se as analises
simultdnea de Cu, Pb e Cd e a analise de Zn utilizando a VPD e o eletrodo de
BDD. Os ensaios foram realizados em células eletroquimicas contendo 2,00
mL de eletrélito suporte e 0,50 mL de amostra para a determinacéo de cobre,
chumbo e cadmio; e 0,25 mL de amostra para a determinacdo de Zn. A analise
foi realizada através de adicdo de padrédo, onde foram adicionados 30 pL de
solucéo padrdo dos metais 1000 pg L-1.Antes de cada analise, a amostra foi
sonicada por 5 minutos, a fim de homogeneiza-la.

Os dados obtidos com o eletrodo BDD foram comparados com dados
obtidos com o eletrodo de carbono vitreo. Os ensaios foram realizados da

mesma forma para os 2 métodos.

3.5.6. Determinagéo de Cu, Pb, Cd e Zn por GFAAS

A fim de validar parcialmente o método proposto foi realizada a
determinacao de Cu, Pb, Cd e Zn nas amostras de mel por GFAAS, utilizando
lampadas de catodo oco monoelementar, visto que esse é um método bem
estabelecido na analise de metais traco. Foram construidas curvas de
calibracdo através da diluicdo de padrées 1,00 pgl™ dos metais. O volume final
da gota foi de 20 yL para as analises de Cu e Cd e de 30 pL para as analises
de Pb e Zn, devido a utilizacdo de 10 puL de modificador quimico. Os
parametros utilizados nas analises encontram-se na Tabela 11. Os parametros

foram escolhidos de acordo com o manual do usuario do aparelho.
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Tabela 11. Parametros utilizados nas etapas de operacdo e aquecimento para

as determinacgbes de Cu, Cd, Pb e Zn em mel.

Parametros instrumentais

Cu Cd Pb Zn
A (nm) 324,8 228,8 217 213,9
resolucao espectral
(nm) 0,5 0,5 0,5 0,2
corrente da
lampada (Ma) 4 3 4 5
Parametros de aquecimento para o atomizador
Tempo
Etapa temperatura (°C) (s) Vazao do gas (L/min)
Cu
Secagem cd 100 30 0,2
Pb
n
Cu 950
Pirdlise cd °00 20 0,2
Pb 1200
Zn 800
Cu 2100
Atomizacao cd 800 3 -
Pb 1000
Zn 1100
Cu
Limpeza cd 2500 3 0,2
Pb
n
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES:

Os resultados obtidos encontram-se agrupados em 5 partes distintas:
estudo das polarizacbes anddica e catddica para ativacdo da superficie do
BDD; influéncia dos parametros eletroquimicos na quantificacdo dos metais,
otimizando as condicdes de andlise por planejamento de experimentos;
tratamento da amostra a fim de extrair os analitos; avaliagdo do método
proposto com a utilizacdo de figuras de mérito e determinagéo de Cu, Cd, Pb e
Zn por VPD com BDD, eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de
mercurio e GFAAS.

4.1. ATIVACAO DA SUPERFICIE DO BDD:

Inicialmente, foram estudados os efeitos de dois diferentes pré-
tratamentos na superficie do eletrodo de BDD encontrados na literatura, e
esses pré-tratamentos foram comparados com o BDD sem nenhum tratamento
prévio. Para essa avaliacdo, foram realizados os pré-tratamentos anddico e
catédico, ambos em solucdes de H,SO, 0,5 molL e tampdo acetato
0,1 molL?, estudando assim ndo apenas os efeitos da polarizacéo
eletroquimica, mas também a influéncia do pH nessas polarizacdes. Apds 0s
tratamentos, aplicou-se a voltametria ciclica em uma solucado de ferricianeto de
potassio 0,6 mmolL™* em meio &cido, afim de se verificar a reversibilidade do
par redox Fe(CN)s*/ Fe(CN)s>. A Figura 9 apresenta todos os voltamogramas
ciclicos obtidos com os pré-tratamentos em diferentes &cidos, além do

voltamograma ciclico obtido com o BDD sem nenhum tratamento prévio.
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Figura 9. Efeito do tipo de pré-tratamento na resposta eletroquimica do BDD
em solucdo aquosa 0,6 mmolL™ de KiFe(CN)g] em (A) H.SO,4 0,5 molL™ e (B)
tampdo acetato 0,1 molL™; sendo (a): BDD sem tratamento, (b): BDD apés
tratamento anddico e (c): BDD apds tratamento catédico.

Observando a figura 9, pode-se perceber que ndo houve resposta
eletroquimica evidenciavel para o par Fe(CN)s*/ Fe(CN)s* com o eletrodo BDD
sem nenhum pré-tratamento. Tanto para o pré-tratamento catddico quanto para
0 pré-tratamento anodico pode-se observar um pico de oxidacdo em
aproximadamente +0,4 V e um pico de reducdo em aproximadamente +0,3 V.

Os resultados comparativos mostram que o eletrodo de BDD pré-tratado
catodicamente apresenta uma melhor resposta eletroquimica para o par
Fe(CN)s*/ Fe(CN)¢>, facilitando a reacdo redox em ambas as solucdes
utilizadas se comparado ao BDD sem nenhum tratamento prévio. Esse tipo de
pré-tratamento reduz a superficie do eletrodo de BDD, deixando-a rica em
terminacdes hidrogénio. Salazar et al [58] mostraram que esse hidrogénio
“proximo a superficie” € o responsavel pela resposta quase reversivel do par
Fe(CN)¢*/ Fe(CN)¢>. Esse hidrogénio superficial provoca um aumento da
camada de adsorcdo sobre a superficie do BDD, deixando-a aparentemente
mais condutora, em comparacdo com o eletrodo sem pré-tratamento. O pré-
tratamento catddico, apesar de aumentar as terminacBes hidrogénio na

superficie do BDD, mantém suas caracteristicas fisicas e quimicas originais.

34



Por outro lado, o pré-tratamento anddico oxida a superficie do eletrodo
de BDD, formando radicais hidroxila, tornando-a hidrofilica. [58,65] Assim, suas
caracteristicas quimicas sao modificadas, e a presenca desses radicais
hidroxila deixam a superficie do BDD muito reativa, podendo estar envolvido
em reacOes paralelas, tais como a formacdo de peroxido de hidrogénio,
oxidacdo do eletrdlito suporte e corrosdao do BDD. Com isso, a superficie do
BDD nédo é completamente inerte. A figura 9 mostra que esse pré-tratamento
forneceu uma melhora na resposta eletroquimica para o par redox Fe(CN)g*/
Fe(CN)s> se comparado ao eletrodo sem nenhum tratamento, mas a resposta
€ menor comparado ao BDD pré-tratado catodicamente em ambos os
eletrdlitos. A alta reatividade dos radicais hidroxila pode ser a responsavel por
deixar a superficie do BDD menos condutora em comparagdo com a superficie
rica em terminagdes hidrogénio. Com isso, a cinética da reacdo €
desfavorecida.

Estudos realizados na andlise dos metais de interesse por VPD
mostraram que o0 eletrodo sem tratamento ndo forneceu resposta
eletroquimica. Os eletrodos pré-tratados catodicamente e anodicamente
produziram respostas semelhantes. Porém, o pré-tratamento catddico mostrou-
se mais reprodutivel que o pré-tratamento anddico, provavelmente pelo fato de,
no tratamento anddico, a superficie do eletrodo nao ser inerte.

Os resultados mostram que o eletrodo de BDD pré-tratado
catodicamente tem uma grande melhora na resposta eletroquimica quando
comparado ao eletrodo pré-tratado anodicamente e sem nenhum tratamento,
tanto para a reversibilidade do par redox Fe(CN)s*/ Fe(CN)s> quanto para
andlise dos metais de interesse. Portanto, esse tipo de tratamento € o mais
indicado para este trabalho.

Com o pré-tratamento escolhido, estudou-se a influéncia do eletrdlito
suporte nessa polarizacdo. Como mencionado, foram utilizados dois eletrolitos:
tampdo acetato 0,1 molL™? pH 4,6 e H,SO, 0,5 molL™®. Os voltamogramas
ciclicos obtidos para o par redox Fe(CN)s*/ Fe(CN)s> apds o pré-tratamento

catédico com os dois eletrolitos suporte séo apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Efeito do tipo de pré-tratamento na resposta eletroquimica do BDD
em solucgéo aquosa 0,6 mmolL™ de K4[Fe(CN)g] apds o pré-tratamento catddico
(a) sem plré-tratamento, (b) tampao acetato 0,1 molL™ pH 4,6 e (c) com H,SO,
0,5 molL™.

A figura 10 mostra uma boa resposta eletroquimica para o tratamento
realizado nos dois eletrélitos, porém, a resposta é maior quando o pré-
tratamento é realizado em H,SO,; 0,5 molL™*. Como foi mencionado, o pré-
tratamento catédico reduz a superficie do BDD, deixando-a rica em
terminacdes hidrogénio, responsaveis pelo aumento da camada de adsorcao,
tornando-a aparentemente mais condutora. Com H,SO,; 0,5 molL™? como
eletrolito, a concentracdo de H* é muito maior do que com o uso de tamp&o
acetato 0,1 molL™. De acordo com Oliveira et al. [65] o préton H* favorece a

producao de H; na superficie do eletrodo, de acordo com as equacdes:

BDD+H" +e = BDD(H) (a)
BDD(H) + H"+e — BDD +H, (b)
2BDD(H) —  2BDD +H, (c)
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Quando o &cido sulfurico é utilizado no tratamento, as reacoes (a) e (b)
séo deslocadas para a direita, favorecendo a producéo de H,, devido a elevada
concentracdo de H'. [65] Com o tampdo acetato como eletrdlito, a
concentracdo de H* é menor, consequentemente a producéo de H, diminui.

Testes realizados em solugdes com os metais de interesse, por VPD,
mostraram que quando o tratamento é realizado com H,SO, 0,5 molL™ obtém-
se uma boa resposta eletroquimica em um intervalo de tempo maior, 0 que
aumenta a frequéncia analitica, comparado com a andlise apés o tratamento
com tampdo acetato. O eletrodo pré-tratado em solucdo de H,SO,4
0,5 molL"apresentou estabilidade por até uma semana exposto ao ar,
enquanto que o eletrodo pré-tratado com tampao acetato apresentou
estabilidade por apenas algumas horas na andlise dos metais de interesse.
Assim, o pré-tratamento catédico realizado em solucédo de H,SO, 0,5 molL™ foi

0 mais eficaz para a andlise de Cu, Cd, Pb e Zn.

4.2. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE ANALISE:

A otimizacdo das condi¢bes de analise foi importante para estudar a
influéncia dos parametros eletroquimicos na quantificagcdo de Cu, Cd, Pb e Zn
com eletrodo de BDD. Os parametros escolhidos para o estudo foram os que
agem diretamente na etapa de deposicdo (pré-concentracdo) dos metais na
superficie do eletrodo, o potencial de deposicéo (Eq) e o tempo de deposicao
(ts), além da concentragcdo do eletrdlito suporte. Como nesta etapa a
concentracdo de metais na superficie do eletrodo € maior que na solucéo, a
sensibilidade do método foi aumentada. Conforme mencionado anteriormente
(item 111.5.3), a analise de Zn foi realizada separada dos demais metais, pois ja
foi reportado uma grande influéncia do pH na deposicdo dos metais de
interesse. Enquanto Cu, Cd e Pb séo eletrodepositados com mais eficiéncia em
valores baixos de pH (geralmente abaixo de 2), o valor 6timo de pH para
eletrodeposicdo do Zn é entre 4 e 5. Além disso, existe a possibilidade de
formar uma espécie intermetélica entre Cu e Zn (Cu-Zn), quando ambos sao
eletrodepositados, 0 que afeta tanto a posicdo quanto a magnitude do sinal

analitico. Desse modo, foi feito um planejamento para otimizacdo dos
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parametros eletroquimicos para andlise simultanea de Cu, Cd e Pb e outro
planejamento para otimizar os parametros eletroquimicos para andlise de Zn
por VPD com eletrodo de BDD. Como os dados foram sendo comparados aos
obtidos com eletrodo de carbono vitreo modificado com mercurio, foi feito
planejamento para encontrar uma boa condi¢cdo de analise com este eletrodo,
porém, como este ja constitui um método bem estabelecido, os resultados
foram usados apenas para comparacdo com as condi¢cdes utilizadas com o
eletrodo de BDD.

4.2.1. Otimiza¢ao das condi¢des de andlise para Cu, Pb e Cd:

Para a determinacdo de Cu, Pb e Cd com o eletrodo de BDD, foram
otimizados o potencial e o tempo de deposicao (E4 e tg), além da concentracéo
do eletrélito suporte (HCI) através de um planejamento fatorial 3° do tipo Box-
Behnken, e os dados foram analisados com o pacote de ferramentas
estatisticas EXCEL e o programa STATISTICA. Os parametros estudados para
o eletrodo de carbono vitreo modificado com mercurio foram os mesmos. Os
ensaios foram realizados de modo aleatério, com 0s metais na concentracao
de 40 pgL™. Os valores de corrente obtidos para cada ensaio com o
planejamento realizado encontram-se na Tabela 12. A Figura 11 exibe os
voltamogramas para 2 condicdes testadas: a condicdo 7 e a condicdo 8,

mostrando o melhor e o pior resultado obtido com o planejamento.
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Tabela 12. Correntes obtidas da matriz planejamento para a determinagéo
simultdnea de Cu, Cd e Pb com eletrodo de BDD.

Ensaio E4/V tg/s [HCI]/ icu/ MA ipp/ HA ica/ MA
mmol L*
1 -0,95 180 75 0,237 0,267 0
2 -0,95 300 75 0,146 0,203 0
3 -0,75 180 75 0,435 0,337 0,104
4 -0,75 300 75 0,187 0,232 0
5 -0,95 240 50 0,144 0,148 0,085
6 -0,75 240 50 0,136 0,149 0
7 -0,95 240 100 0,234 0,267 0,507
8 -0,75 240 100 0,092 0,2 0
9 -0,85 180 50 0,106 0,114 0
10 -0,85 180 100 0,165 0,145 0,039
11 -0,85 300 50 0,106 0,196 0,133
12 -0,85 300 100 0,186 0,196 0,351
13 -0,85 240 75 0,211 0,231 0,019
14 -0,85 240 75 0,389 0,269 0,012
15 -0,85 240 75 0,224 0,23 0,012
5 5
(a) (b)
44 41
< Pb <
2 3 =
Q 0]
s 2 Cd s 24
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Figura 11. Voltamogramas para o (a) ensaio 7 e para o (b) ensaio 8 no
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Com esses dados, foi possivel estudar o efeito de cada parametro
eletroquimico, bem como a interacao entre eles na analise de cada metal, além
de obter um modelo de previsdo, em forma de equacdes, que pode descrever
de forma matematica a andlise dos metais. Os valores dos efeitos de cada
parametro eletroquimico para os metais estudados sdo descritos na Tabela 13.
Para avaliacdo de cada efeito, observa-se o intervalo em que ele se encontra,
com o auxilio do erro experimental. Se esse intervalo possuir o valor zero, o
efeito em questdo pode assumir tanto valores positivos quanto valores
negativos. Dessa forma o efeito do parametro estudado néo é significativo, ou
seja, ele néo interfere na andlise. O estudo da significancia dos efeitos € uma
etapa importante na avaliacdo do modelo de previsédo obtido por meio do teste
ANOVA.

Tabela 13. Valores dos efeitos e seus respectivos erros da matriz planejamento
para a determinacéo simultanea de Cu, Cd e Pb com eletrodo de BDD.

Cu

Pb

Cd

Média 0,2726 + 0,129 0,2985 + 0,0067 0,1056 + 0,0026
Eq -0,1222 £+ 0,427  -0,0337 +£0,0222 -0,1549 + 0,0102

tq 0,0945 + 0,427 0,0325 *+ 0,0222 0,0902 + 0,0102
[HCI] 0,0168 + 0,427 0,0507 = 0,0222 0,2539 + 0,0102
Eq 0,4028 + 0,427 0,4757 +0,0222  0,01765 + 0,0102

te® 0,392 + 0,427 0,4225 + 0,0222 0,0213 + 0,0102
[HCI? 0,2923 + 0,427 0,3787 + 0,0222 0,2271 + 0,0102
Ed X tg -0,0392 + 0,427  -0,0102 +£0,0222 -0,0520 + 0,0102
Eq x [HCI] -0,0334 + 0,427  -0,0420 £0,0222  0,2492 + 0,0102
tq X [HCI] 0,0052 + 0,427 -0,0077 £ 0,0222  0,0895 * 0,0102

Como pode ser observado na Tabela 13, nenhum dos efeitos foi

significativo na determinacéo de Cu, 0 mesmo ocorrendo com as interagoes.
Na determinacdo de Pb, todos os efeitos sdo significativos, porém a

Unica interacdo significativa ocorre entre o potencial de deposicdo e a

concentracdo do eletrélito suporte. Analisando cada efeito, deve-se levar em

consideragao o intervalo encontrado. De acordo com os dados, a diminuicdo do
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potencial de deposicdo melhora o sinal analitico. O valor encontrado para o
efeito foi negativo, portanto mais proximo do nivel -1 do planejamento (ver
Tabela 7), mostrando que uma diminuigdo neste parametro aumenta a resposta
obtida. O mesmo raciocinio é utilizado para avaliar os demais efeitos. Portanto,
podemos considerar que o aumento do tempo de deposicdo e da concentracao
do eletrélito suporte aumentam a resposta obtida. As interagcdes foram
estudadas através de superficies de respostas.

Na determinacdo de Cd, os efeitos de todos os parametros foram
significativos, bem como os efeitos de todas as interagcées. Assim como
ocorreu para o Pb, uma diminuicdo do potencial de deposicdo aumenta a
resposta obtida, enquanto um aumento no tempo de deposicdo e nha
concentracdo de HCI também aumentam o sinal analitico.

Partindo dos efeitos de cada parametro foi possivel, com o auxilio do
pacote de ferramentas estatisticas EXCEL, obter modelos de previsdo para
cada um dos metais, em forma de equacdes matematicas. Esses modelos
foram avaliados através da ANOVA, para verificar se sdo modelos ajustados.
Os modelos mateméticos sdo apresentados pelas equac¢des abaixo:

Cu?*:dt/dE(s/V)=0,2746(+0,0056)-0,0611(+0,0035)E4+0,0472(+0,0035)ty

+0,0084(+0,0035)[HCI]  -0,0063(x0,0051) E4® - 0,0171(+0,0051)ts® -
0,1168(+0,0051) [HCI]?> -0,0392(+0,0049)Eqxty -0,0334(+0,0049) Egx[HCI] -
0,0053(£0,0049) t4x[HCI] (Equacéo 1)

Pb%":dt/dE(s/V)=0,2433(x0,0003)-0,0169(+0,0002)E4+0,0163(0,0002)tq

+0,0254(+0,0002)[HCI]  +0,0350(+x0,0003) E4* - 0,0184(+0,0003)ts® -
0,0622(+0,0003) [HCI]?* -0,0102(+0,0002)Eqxty -0,0420(+0,0002) Egx[HCI] -
0,0078(£0,0002) tgx[HCI] (Equacéo 2)

Cd**:dt/dE(s/V)=0,0065(0,5773)-0,0774(0,3535)E+0,0451(+0,3535)ty

+0,1179(+0,3535)[HCI]  +0,0088(+0,5204) Es* - 0,0107(+0,5204)ts® -
0,1135(+0,5204) [HCI]> -0,0260(+0,500)Egxty -0,1246(+0,5000) Egx[HCI] -
0,0448(+0,5000)tgx[HCI] (Equacéo 3)
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A validacdo do modelo foi testada por meio da Andlise de Variancia
(ANOVA) para um nivel de 95% de confianca. Os dados encontram-se na
tabela 14, e o valor calculado do teste foi comparado ao valor tabelado de
acordo com a tabela F (anexo 1), considerando os graus de liberdade de forma
adequada (neste caso, 3 para o numerador e 2 para o denominador). O valor
tabelado € 19,16. Para um modelo ajustado, o valor calculado do teste deve ser

menor que o valor tabelado.

Tabela 14. Quadro ANOVA para avaliacdo dos modelos obtidos para anélise
de Cu, Cd e Pb com eletrodo de BDD.

SQrqj SQep MQfaj MQep Fealc
Cu 0,00625 0,01969 0,00208 0,00985 0,2114
Pb 0,00623 0,00099 0,00208 0,00049 4,1977
Cd 0,02445 0,00815 0,00021 0,00011 77,8496

Analisando a tabela 14, e comparando com o valor de F tabelado para
um nivel de 95 % de confianca, pode-se perceber que os modelos matematicos
obtidos para o Cu e para o Pb foram perfeitamente ajustados, porém nao foi
bem ajustado para o Cd. Isso ndo quer dizer que a andlise ndo pode ser
realizada, e sim que este ndo foi um bom modelo de previsdo para a analise de
Cd a 95% de confianca. Manivannan et al [78] mostraram em um estudo que
pode existir uma interacdo entre Cd e Pb na superficie do BDD quando ambos
séo eletrodepositados, pois a deposicdo do Pb pode impedir a deposi¢céo de
baixas concentragdes de Cd, o afetando o sinal analitico do metal. Essa pode
ser a provavel causa de, em alguns ensaios do planejamento, a corrente do Cd
ter sido igual a zero, causando essa falta de ajuste do modelo a um nivel de
95% de confianca. Desse modo, o ajuste do modelo a um nivel de 99% de
confianca foi verificado, com o auxilio da tabela F para esse nivel (anexo 2). O
valor de F tabelado para 99% de confianca € 99,16, e, neste caso, nao existe
falta de ajuste no modelo para o Cd, o que mostra que este foi um bom modelo
de previsdo a um nivel de 99% de confianca. Como ja era esperado, 0S
modelos de previsdo para analise de Cu e Pb também foram ajustados para

um nivel de 99% de confianca.
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Com o auxilio do programa STATISTICA, foi possivel construir um

grafico de escores (Figura 12) com a ferramenta quimiométrica PCA (Analise

de Componentes Principais), que fornece informacdes a respeito da andlise

simultdnea dos metais.

0.3

0.2 ¢

0.1¢

0.0 ¢

01+

Factor 2; 32.56%

02 F

0.3 ¢F

11

o Active

0.4
0.3

0.2 0.1 0.0 01 0.2 0.3 04 04
Factor 1: 65.17%

0.6

Figura 12. Grafico de escores PCA para otimizacdo das condi¢cdes de andlise
para Cu, Pb e Cd com eletrodo de BDD.

A Andlise de Componentes Principais (PCA, do inglés,

Principal

Component Analysis) € uma ferramenta quimiométrica que permite extrair, de

um determinado conjunto de dados, informacdes relevantes para o0 seu

entendimento. Este conjunto de dados é organizado na forma de uma matriz

(dados bidimensionais), onde as linhas podem ser amostras e as colunas
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variaveis. Neste sentido, com a PCA foi possivel efetuar uma simplificacéo,
reducdo da dimenséo original dos dados, modelamento, detec¢cdo de amostras
anbmalas, selecdo de variaveis importantes em determinado sistema,
classificagcao e previsao. [79]

Na PCA, os dados sdo agrupados de acordo com as similaridades
encontradas. Os dados sao projetados através de combinacfes lineares,
formando as componentes principais. [80] O grafico de escores mostrado na
Figura 12 mostra um modelo com as componentes principais agrupadas. O
estudo desses grupamentos de componentes permitiu chegar a uma concluséo
guanto a condicdo 6tima de andlise. Para melhor avaliacdo do grafico de
escores, este deve ser analisado em conjunto com os dados obtidos na Tabela
12.

Primeiramente, observa-se um grupamento onde se encontram O0S
ensaios 1, 4, 13, 14 e 15. As respostas para esses ensaios sao similares, por
isso formam um bloco no grafico de escores. Importante salientar que o0s
ensaios 13, 14 e 15 sao referentes ao ponto central. Os ensaios desse
grupamento favorecem a analise de Cu e Pb, porém, em todos eles, a resposta
para o Cd tende para zero. Entre 0s ensaios desse grupamento, 0 mais
interessante parece ser o correspondente a condicdo 1, pois neste o tempo de
deposicdo encontra-se no nivel baixo (180 segundos), 0 que aumenta a
frequéncia analitica. Mas deve-se salientar que as respostas foram satisfatérias
somente para Cu e Pb.

Em um segundo grupamento encontra-se os ensaios 2, 5, 6, 8, 9 e 10.
Esse conjunto experimental forneceu valores baixos de corrente para analise
dos metais, tanto individualmente quanto simultaneamente, se comparadas as
respostas do primeiro bloco. Além disso, as respostas para Cd tendem a zero.
Nos ensaios 2, 5 e 9, pode-se inferir que as respostas sdo menores quando
comparadas ao primeiro bloco devido a baixa concentracdo do eletrdlito
suporte HCI. Conforme ja foi mencionado, o pH tem uma grande influéncia na
andlise desses metais, e quanto mais baixo o valor do pH da solucdo
analisada, melhor é a resposta obtida. As interacdes entre os parametros
avaliados também podem ser responséaveis pelo baixo desempenho desses

ensaios.
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Em um terceiro momento, encontra-se os ensaios 3, 7, 11 e 12. Esses
ensaios ndo encontram-se agrupados, e sim separados, mostrando que eles
ndo possuem similaridades com nenhum outro ensaio, portanto devem ser
avaliados separadamente. Os ensaios 11 e 12 diferem pela concentracdo de
HCI utilizado como eletrdlito suporte. Apesar da concentra¢do de HCI no ensaio
11 estar no nivel baixo, as respostas obtidas para Cu e Pb séo bastante
similares em relacdo ao ensaio 12. Porém, para o Cd ha um aumento
significativo na resposta para o ensaio 12, que possui uma concentracédo de
HCI no nivel alto. O experimento 3 mostra-se interessante para a analise dos
metais, apresentando as maiores respostas individuais para Cu e Pb, além de
uma resposta razoavel para o Cd. Considerando a analise simultdnea apenas
de Cu e Pb, esse foi o melhor ensaio. Contudo, o experimento 7 mostrou-se 0
melhor para a analise dos 3 metais simultaneamente, pois, além de apresentar
a maior resposta para o Cd, apresentou respostas satisfatorias para Cu e Pb.
Comparado aos outros ensaios, a condicdo do experimento 7 € a que forneceu
a melhor resposta para analise simultdnea dos metais. A Figura 13 mostra o
gréfico de loadings. Através dele é possivel obter informacdes a respeito das
variaveis estudadas no planejamento, bem como a interferéncia de cada

parametro otimizado na analise.
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Figura 13. Grafico de loadings PCA para otimizacdo das condi¢Bes de analise
para Cu, Pb e Cd com eletrodo de BDD.

No grafico de loadings, deve-se levar em consideracdo as variaveis
ativas (representadas pelas respostas eletroquimicas dos analitos estudados) e
as variaveis suplementares (representadas pelos parametros estudados:
potencial de deposigcéo, tempo de deposicdo e [HCI]). Observando o gréfico,
pela localizacdo das variaveis ativas, notamos que o parametro de maior
influéncia na anéalise dos metais € o tempo de deposi¢cdo, principalmente na
resposta de Cu e Pb. A concentracdo do eletrdlito suporte HCI tem uma maior
influéncia na resposta do Cd, além de influenciar também nas respostas de Cu
e Pb. O potencial € o parametro que menos influenciou na otimizacdo das

condicGes de analise. Uma melhor compreensédo do grafico de loadings se da
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guando este € analisado juntamente com o grafico de scores e com o estudo
dos efeitos dos parametros do modelo (vide Tabela 13).

Os dados obtidos pela PCA podem ser confrontados com as superficies
de resposta obtidas com o planejamento de experimentos realizado. Para
construcdo das superficies, foi levado em consideracdo a interacdo entre os
parametros 2 a 2, mantendo o outro fixo de acordo com o seu efeito. Assim,
obteve-se 3 superficies de resposta para cada metal, que auxiliam na escolha
da melhor condicdo de andlise. As Figuras 14, 15 e 16 exibem as superficies
de respostas para os metais Pb, Cu e Cd, respectivamente. Os parametros
fixados estdo de acordo com a significancia de cada efeito, ou seja, enquanto a
concentracdo de HCI e o tempo de deposicdo estdo fixados no nivel +1, o
potencial de deposicao foi fixado no nivel -1. Esses valores foram escolhidos
de acordo com o estudo realizado e exibido na Tabela 13. Observando as
superficies de resposta, chega-se a algumas conclusdes a respeito da analise
de Pb com BDD. Mantendo a concentracdo de HCI fixa no ponto +1 (a), nota-
se que um aumento no tempo de deposicdo e uma diminuicdo no potencial de
deposicdo aumentam a resposta obtida. Quando o tempo de deposicdo €
fixado em +1 (b), pode-se dizer que o aumento da concentracdo de HCI
aumenta a resposta eletroquimica. Em (c), onde o potencial de deposicéo foi
fixado, nota-se uma melhor resposta nas imediagdes do ponto central. Esses
dados sé&o condizentes com os dados obtidos com o PCA.
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Figura 14. Superficies de respostas para determinacdo de Pb com BDD para
(a) concentragéao de HCI fixa no ponto +1, (b) tempo de deposic¢éo fixo no ponto

+1 e (c) potencial de deposicao fixo no ponto -1.
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(a) concentragao de HCI fixa no ponto +1, (b) tempo de deposic¢éo fixo no ponto

+1 e (c) potencial de deposicao fixo no ponto -1.
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De acordo com as superficies de resposta obtidas para o Cd (Figura 15),
pode-se notar que as melhores condi¢cdes séo parecidas com as obtidas para o
Pb. Mantendo a concentracdo de HCI fixa em +1 (a), a resposta eletroquimica
foi melhor com um aumento no tempo de deposicdo e uma diminuicdo no
potencial de deposicdo. Com o tempo de deposicao fixo em +1 (b) um aumento
na concentracdo de HCl e uma diminuicdo no potencial de deposicdo
aumentam a corrente obtida. Mantendo o potencial de deposicao fixo no nivel
-1 (c) nota-se que a melhor resposta foi obtida com a concentragao de HCI no
nivel alto e o tempo de deposi¢cdo no ponto central. Tal como aconteceu na
analise de Pb, os dados para analise de Cd sdo condizentes com os obtidos
pelo PCA.

50



0,1

’

0,05

(]
s © o~
=)

408

=

. o
=)

g 5

1

0,4

.

—0,3-\\

@)

0,4-0,45
(a) 0,35-0,4
0.45 0,3-0,35
m0,25-0,3
— 0,4
<C m0,2-0,25
= 1 0,35 m0,15-0,2
0,1-0,15
- —
® 0,3 ,1-0,
< 0,25 m0,05-0,1
S ' = 0-0,05
nd 0,2 '
—
8 0,15
0,1
0,05
(b) 0,4-0,45
0,45 = 0,350,4
®0,3-0,35
0,4 m0,25-0,3
0,35 = 0,2-0,25
4:“ ®0,150,2
= 0.3 =0,1-0,15
= o 00501
Q 0,2 '
c
T 0,15
=
S 0,1
() 0,05
0
(C) 0,4-0,45
045 = 0,35-0,4
04 ®0,3-0,35
’ 0,25-0,3
< 0,35 ®0,2-0,25
=3 0,3 m0,15-0,2
L 025 =0,1-0,15
S o2 = 0,05-0,1
| -
= m0-0,05
5 015
@)

Figura 16. Superficies de respostas para determinacdo de Cu com BDD para
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Apesar de nenhum parametro ter sido significativo para a determinacao
de Cu, as superficies de resposta para esse metal foram construidas de acordo
com as superficies para o Pb e o Cd, por se tratar de uma andlise simultanea.
Mantendo a concentracdo de HCI fixa em +1 (a), nota-se que a corrente obtida
foi melhor com um potencial de deposicdo mais baixo e um tempo de
deposicdo maior. Quando o tempo de deposicao foi fixo em +1, uma resposta
melhor é obtida com a concentracdo de HCI mais elevada e o potencial de
deposi¢cdo menor. Mantendo o potencial de deposi¢éo fixo em -1, percebe-se
gue nas imediagBes do ponto central a resposta eletroquimica foi maior. Tal
como ocorreu para o Pb e o Cd, as superficies de resposta para o Cu chegam
a mesma conclusdo obtida com o PCA.

Com a analise estatistica feita, pode-se fixar os parametros para anélise
simultanea de Cu, Pb e Cd, de acordo com as superficies de resposta e com o
PCA. Assim fixou-se o potencial de deposicdo no nivel baixo, o tempo de
deposicdo no nivel médio e a concentracdo de HCI no nivel alto, de acordo
com a Tabela 15. Esses parametros foram fixados visando uma melhora na

sensibilidade aliada a uma melhor frequéncia analitica.

Tabela 15. Parametros selecionados para analise simultanea de Cu, Pb e Cd
com eletrodo de BDD.

Eq (V) tq (S) [HCI] (mmolL™)

-0,95 240 100

Conforme ja mencionado, os metais foram analisados também com o
eletrodo de carbono vitreo modificado com mercurio, para confirmacdo dos
resultados. Para tal andlise, foi realizado um planejamento fatorial 2° com os
mesmos parametros utilizados na otimizacdo das condi¢cdes de analise com o
BDD. Como a determinacdo de metais com eletrodo de carbono vitreo
modificado com filme de mercario ja € um método bem estabelecido, ndo foi
realizada uma andlise estatistica dos dados, mas esses foram utilizados para
comparar com as melhores condi¢cdes obtidas para a andlise com o BDD. Os
dados do planejamento encontram-se na Tabela 16. O planejamento foi

realizado com os metais na concentracdo de 40 pgL™ e de modo aleatério. A
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Figura 17 exibe os voltamogramas com a melhor e a pior resposta obtidas

(ensaios 7 e 4, respectivamente).

Tabela 16. Matriz planejamento fatorial para Cu, Pb e Cd com eletrodo de
carbono-vitreo modificado com mercurio.

Ensaio  Eg(V) Ta(s) [HCI] mmolL™ iCu/pA iPb/uA  iCd/pA
1 -0,95 180 50 0,678 2,271 0,817
2 -0,75 180 50 0,892 4,08 0,46
3 -0,95 300 50 1,465 2,03 0,01
4 -0,75 300 50 1,081 1,445 0
5 -0,95 180 100 1,605 2,685 1,008
6 -0,75 180 100 1,238 2,971 0,508
7 -0,95 300 100 4,337 3,696 1,338
8 -0,75 300 100 3,061 2,755 0,905
9 -0,85 240 75 0,706 2,918 0,943
10 -0,85 240 75 1,381 2,369 0,267
11 -0,85 240 75 2,554 2,876 0,892
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Figura 17. Voltamogramas para (a) o melhor ensaio e (b) o pior ensaio no
planejamento fatorial para determinagédo de Cu, Cd e Pb com eletrodo de
carbono vitreo modificado com filme de mercdrio.

Analisando os dados obtidos e expostos na Tabela 16, além dos

voltamogramas da Figura 17, nota-se que o melhor ensaio realizado foi o de

namero 7, ou seja, com o potencial de deposicédo no nivel baixo, e o tempo de

deposicao e concentracao de HCI no nivel alto (Tabela 17).
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Tabela 17. Parametros selecionados para andlise simultanea de Cu, Pb e Cd
com eletrodo de carbono vitreo modificado com mercurio.
Eq (V) tq (S) [HCI] (mmolL™)

-0,95 300 100

A observacdo das Tabelas 15 e 17 permite notar que os parametros
selecionados para a analise com o eletrodo de BDD e para a analise com o
eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de mercurio sdo semelhantes,
com diferenca apenas no tempo de deposicdo, que esta no nivel alto para o
eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de mercurio, enquanto para o
BDD encontra-se no nivel médio. Cabe ressaltar que aqui o ponto central ndo
foi estudado, sendo utilizado apenas para obtencdo do erro experimental.
Assim, os niveis estudados foram apenas o nivel alto e nivel baixo. Por ser um
método bem estabelecido, a analise de metais pesados ja é realizada com
eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de mercurio, assim o
planejamento foi realizado apenas para mostrar a similaridade entre as

condi¢des deste método com o método proposto.

4.2.2. Otimizagdo das condi¢des de andlise para Zn:

Para a determinacédo de Zn com o eletrodo de BDD, foram otimizados o
potencial e o tempo de deposicdo (E4 e tg) através de um planejamento fatorial
completo 3% do tipo screening, e os dados foram analisados com o pacote de
ferramentas estatisticas EXCEL e o programa STATISTICA. O eletrdlito
suporte utilizado foi o tamp&o acetato pH 4,6 na concentracdo 0,5 molL™, pois
testes preliminares com outras concentracdes nao forneceram bons resultados,
devido principalmente a acidez da amostra. Conforme mencionado, o pH 6timo
para analise de Zn é entre 4 e 5, e com 0 eletrdlito suporte em baixas
concentracfes, ao adicionar a amostra, 0 pH ndo se manteve nessa faixa,
prejudicando a obtencdo do sinal analitico. Com o tampdo acetato na
concentracdo 0,1 molL™ o sinal analitico apresentava muito ruido, e em
concentracdes abaixo de 0,1 molL™" ndo foram obtidos sinais. Os parametros

estudados para o eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de mercurio
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foram os mesmos, estudando aqui também a influéncia do eletrélito suporte.
Os ensaios foram realizados de modo aleatério, com 0 Zn na concentracao de
40 pgL™. Os valores de corrente obtidos para cada ensaio com o planejamento
realizado encontram-se na Tabela 18. A Figura 18 exibe os voltamogramas
para 2 condi¢des testadas: a condicdo 4 e a condi¢cdo 3, mostrando o melhor e

o pior resultado obtido com o planejamento, respectivamente.

Tabela 18. Matriz do planejamento 32 e os resultados obtidos para o Zn.

Ensaio Eq/V tg/s izn [ HA
1 -1 -1 0,794
2 0 -1 0,366
3 -1 0,117
4 -1 0 1,99
5 0 0 1,04
6 1 0 0,212
7 -1 1 1,46
8 0 1 1,08
9 1 1 0,188
10 0 0 1,07
11 0 0 1,15
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Figura 18. Voltamogramas para o (a) ensaio 4 e para o (b) ensaio 3 no
planejamento fatorial para determinacao de Zn.

Do mesmo modo que foi feito para o Cu, Pb e Cd, foi possivel estudar o
efeito de cada parametro eletroquimico para a analise de Zn, bem como a
interacdo entre eles, além de obter um modelo de previsdo, em forma de
equacado, que pode descrever de forma matematica a analise do metal. Os
valores dos efeitos de cada parametro eletroquimico para os metais estudados
séo descritos na Tabela 19.
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Tabela 19. Valores dos efeitos e seus respectivos erros da matriz planejamento
para a determinacéo de Zn com eletrodo de BDD.

Média 1,4633 + 0,0215
Eq -2,2515 + 0,0569
tg 0,3375 + 0,0569
Eq’ 2,7685 + 0,0569
ty’ 2,3905 + 0,0569

Eq X tq 0,0905 + 0,0569

Com a observacdo da tabela 19, pode-se notar que todos os efeitos
foram significativos, bem como a interacdo entre eles. Uma analise dos dados
sugere que uma diminuicdo do potencial de deposicdo (ou seja, proOXimo ao
nivel -1) interfere aumentando o sinal analitico. Ja o tempo de deposicdo
interfere na analise aumentando a resposta quando proximo ao nivel alto do
planejamento, ou seja um aumento no tempo de deposicdo aumenta a resposta
eletroquimica.

Partindo dos efeitos de cada parametro e das interacdes existentes, foi
possivel, com o auxilio do pacote de ferramentas estatisticas EXCEL, obter um
modelo de previsdo para cada analise de Zn com BDD, em forma de equacao
matematica. Esse modelo foi avaliado através da ANOVA, para verificar se é
ou ndo um modelo ajustado. O modelo matematico é apresentado pela

equacgao abaixo:

dt/dE(s/V)=1,0664(+0,0016) -0,7505(+0,0013)E4 +0,1125(+0,0013)tg
+0,0651(+0,0020)E4* —0,0313(+0,0020)ts> +0,0452(+0,0016)Egxtq
(Equacéo 4)

A validacdo do modelo foi testada por meio da Andlise de Variancia
(ANOVA) para um nivel de 99% de confianca, pois a 95% de confianca o
modelo ndo foi bem ajustado. Os dados encontram-se na Tabela 20, e o valor
calculado do teste foi comparado ao valor tabelado de acordo com a tabela F
(anexo 2), considerando os graus de liberdade de forma adequada (neste caso,
3 para o numerador e 2 para o denominador). O valor tabelado € 99,16. Para

um modelo ajustado, o valor calculado do teste deve ser menor que o valor
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tabelado. Analisando a Tabela 20, e comparando com o valor de F tabelado
para um nivel de 99% de confianca, pode-se perceber que o modelo

matematico obtido para a analise de Zn com BDD foi perfeitamente ajustado.

Tabela 20. Quadro ANOVA para avaliacdo dos modelos obtidos para anélise
de Zn com eletrodo de BDD.

SQfaj Ser MQfaj Mer I:caIc
0,2427 0,0065 0,0601 0,0032 25,03

Os dados obtidos com a matriz planejamento permitiu a obtencao de
uma superficie de resposta que auxiliou no entendimento e na obtencdo das
melhores condi¢cdes de analise para o Zn com eletrodo de BDD. A superficie de

resposta encontra-se na Figura 19.

"1,82
m1,6-138
1,4-1,6
w1214
m11.2
20,81
®0,6-0,8
m0,4-0,6
20,2-0,4

Corrente /pA

Figura 19. Superficie de resposta para determinacao de Zn com BDD.

Observando a superficie de resposta, chega-se a algumas conclusdes a
respeito da andlise de Zn com BDD. Nota-se uma melhora na resposta
eletroquimica com a diminuicdo do potencial de deposicédo (préximo ao nivel
baixo do planejamento) e com o tempo de deposi¢cdo nas imedia¢gdes do ponto
central. E preciso ter cuidado ao diminuir o potencial de deposicédo, pois, em

potenciais abaixo de -1,5 V, pode-se ocorrer liberagdo de hidrogénio (devido a
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elevada taxa de reducdo H*/H, no meio) e formac&o de bolhas na superficie do
eletrodo, portanto, deve-se adequar a resposta obtida as condicdes
eletroquimicas da analise.

Os dados obtidos com a superficie de resposta sdo condizentes com a
analise dos efeitos de cada parametro do planejamento. Assim, chegou-se a
uma condicdo Otima para analise de Zn com eletrodo de BDD, fixando os
parametros de acordo com a Tabela 21, mantendo o potencial de deposi¢céo no
nivel baixo do planejamento e o tempo de deposi¢do no nivel médio, buscando
assim uma melhora na resposta eletroquimica aliada a uma alta frequéncia

analitica.

Tabela 21. Parametros selecionados para analise de Zn com eletrodo de BDD.
Eq (V) tq (S)

-1,5 240

Conforme ja mencionado, 0os metais foram analisados também com o
eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de mercurio, para confirmagao
dos resultados. Para tal andlise, foi realizado um planejamento fatorial 2° com
0S mesmos parametros utilizados na otimizacdo das condi¢cdes de analise com
o BDD, estudando também a influéncia da concentracédo do eletrdlito suporte.
Tal como para a andlise de Cu, Cd e Pb, ndo foi realizada uma analise
estatistica dos dados para a analise de Zn com eletrodo de carbono vitreo
modificado com mercurio, mas esses foram utilizados para comparar com as
melhores condi¢cdes obtidas para a analise com o BDD. Para otimizacdo da

concentracdo do tampdao acetato, os niveis estudados foram:

e Alto: 500 mmol L*
e Meédio: 350 mmol L*

e Baixo: 100 mmol L™
Os dados do planejamento encontram-se na Tabela 22. O planejamento

foi realizado com os metais na concentracdo de 40 pgL™ e de modo aleatério.

A Figura 20 exibe os voltamogramas com a melhor e a pior resposta obtidas
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(ensaios 3 e 5, respectivamente). Esses dados foram comparados aos obtidos

com o planejamento para o eletrodo de BDD.

Tabela 22. Matriz planejamento fatorial para Zn com eletrodo de carbono vitreo
modificado com filme de mercurio.

Ensaio Eq/V tg/s [tamp&o]/mmol L™ iz /pA
1 -1,5 180 500 1,128
2 -1,3 180 500 0,37
3 -1,5 300 500 1,922
4 -1,3 300 500 0,566
5 -1,5 180 100 0,067
6 -1,3 180 100 0,12
7 -1,5 300 100 0,146
8 -1,3 300 100 0,108
9 -1,4 240 350 0,905
10 -1,4 240 350 0,523
11 -1,4 240 350 0,931
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Figura 20. Voltamogramas para (a) o ensaio 3 e (b) o ensaio 5 no planejamento

fatorial para determinagdo de Zn com eletrodo de carbono vitreo modificado
com filme de mercurio.

Analisando os dados apresentados e expostos na Tabela 22, além dos
voltamogramas da Figura 20, nota-se que o melhor resultado foi obtido para o
ensaio 3, onde tem-se o menor potencial (-1,5 V vs Ag|AgCl ) e o maior tempo

de deposicao (300 s). Neste ensaio a concentracdo utilizada para o tampao
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acetato foi de 500 mmolL™? (Tabela 23). O potencial de deposicdo e a
concentracdo de tampéao acetato coincidem com os obtidos para a analise com
o eletrodo de BDD (ver tabela 21). O tempo de deposi¢cao para a analise com o
eletrodo de carbono vitreo modificado com mercurio foi maior, mostrando que o
eletrodo de BDD permite uma maior frequéncia analitica, exibindo mais uma

vantagem no uso do eletrodo de BDD.

Tabela 23. Parametros selecionados para analise de Zn com eletrodo de
carbono vitreo modificado com mercurio.
Eq (V) t4 () [HCI] (mmolL™)

-1,5 300 500

4.3. MINERALIZACAO DAS AMOSTRAS:

Conforme mencionado (item I11.5.4), a amostragem é uma etapa muito
importante na determinacdo de espécies metélicas que podem estar na forma
de complexos na amostra de mel, devido principalmente a presenca de
residuos de cera, propolis e materiais organicos insoliveis em agua em sua
composicdo. Assim, a eliminagdo da matriz se faz necesséria, obtendo os
metais livres em solucdo. Por se tratar de uma amostra muito viscosa e
heterogénea, o mel foi submetido a aquecimento em banho-maria a 50 °C e
solubilizado em banho de ultrassom por 20 minutos sempre que 0 mesmo
apresentou-se cristalizado. Para facilitar a manipulacdo da amostra 2,5 g de
mel foram usados para preparar uma solugéo aquosa 50 % (m/m) (ver Tabela
10). Na busca de um procedimento simples, rapido, com a menor manipulacdo
da amostra possivel que fornecesse resultados confiaveis foram testados trés
métodos de tratamento da amostra de mel: diluicdo da amostra, solubilizacao
da amostra em banho de ultrassom, mineralizacdo da amostra em chapa de
aguecimento. Apos os procedimentos foram realizados testes de recuperacao
dos 4 metais estudados, avaliando a exatiddo do procedimento proposto,

através da fortificacdo das amostras com padrdes dos metais Cu, Cd, Pb e Zn,
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de forma que, realizadas todas as diluicGes necessarias, a concentracdo dos

metais durante a anélise fosse de 30 ugL™.

4.3.1. Diluicdo da amostra (analise direta):

Neste procedimento, uma solucdo de mel 50 % (m/m) foi preparada e
analisada diretamente no eletrdlito suporte, sem nenhum tratamento prévio.
Foram utilizados 0,50 mL de amostra em 2,00 mL de eletrdlito suporte. As
tentativas para realizacdo de determinacdes diretas na solucdo de mel néo
foram bem sucedidas, pois nenhum sinal significativo foi obtido, para nenhum
dos metais analisados. Esses resultados podem ser atribuidos a alta
capacidade complexante da matriz (devido principalmente a matéria organica),
visto que os ions presentes na solucdo encontram-se na forma de complexos
muito estaveis. Outra explicacdo pode estar na viscosidade muito elevada do
mel (mesmo apoés a diluicdo), que faz com que o coeficiente de difusdo das
espécies potencialmente eletroativas seja muito baixo, e a corrente resultante
seja indetectavel, mesmo com tempos de deposicdo maiores. Mesmo diluindo
ainda mais a amostra (75% m/m), diminuindo assim a viscosidade do mel,
foram observados sinais analiticos apenas para o Cu. A explicacdo pode estar
no fato de, diluindo muito a amostra, os metais Cd, Pb e Zn podem ter ficado
abaixo do limite de deteccéo, e o Cu foi detectado por ser encontrado em uma
concentracdo elevada na amostra. Outra explicacdo pode estar no fato de os
complexos de cobre com a matéria organica existentes ser pouco estaveis,
deixando assim o metal livre em solugcdo quando a viscosidade diminui. O fato
€ que ndo foi possivel realizar analise direta nas solucdes de mel por
voltametria de pulso diferencial. Assim, partiu-se para a tentativa de
determinacdo dos metais de interesse através de procedimentos de digestao

da amostra.

4.3.2. Solubilizacdo em banho de ultrassom:

Neste procedimento, transferiu-se 1 g da solucdo de mel 50 % (m/m)

previamente preparada para um baldo volumétrico de 10,00 mL, adicionou-se
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0,5 mL de HNO3; 2 % (v/v), e submeteu a solucdo ao banho de ultrassom por
20 minutos.

Ndo foram observados sinais analiticos para nenhum dos metais
estudados, devido a alta capacidade complexante da matriz. Mesmo com a
amostra mais diluida (75% m/m), ndo foram observados sinais analiticos para
Cd, Pb e Zn. Tal como na andlise direta, com a diluicdo da amostra foi obtido
sinal apenas para o Cu, provavelmente pelas razdes ja mencionadas (alta
concentragcdo na amostra e menor estabilidade dos complexos formados com a
matéria organica). Foram avaliadas algumas modificagcbes no tempo de
sonicacao da amostra, variando-se entre 5 e 30 minutos. Em tempos inferiores
a 20 minutos, ndo foram obtidos sinais analiticos para 0s metais,
comportamento ja esperado. Com os tempos de 25 e 30 minutos, foram
observados sinais para os metais estudados, porém com recuperactes
inferiores a 10%. Além disso, observou-se uma variacdo aleatéria da
concentracdo e do desvio-padrdo, mostrando que o método foi pouco
reprodutivo. O aumento do tempo de sonicacdo aumentou o desvio-padrao
para os quatro metais. Os testes foram realizados também com a amostra mais
diluida (75% m/m), e ndo foram observadas alteracdes nos resultados.

Outra modificacdo avaliada foi na concentracdo da solucdo de HNO;
utilizada, trabalhando com HNO3; 10% e HNO3 0,4%. O uso de HNO3; 0,4% né&o
alterou os resultados obtidos anteriormente. O HNO3 10% diminuiu o desvio-
padrdo da analise, mas nado alterou as recuperacdes dos metais, continuando
inferiores a 10%. Mesmo em amostras mais diluidas os resultados n&o foram
alterados.

Também foi acrescentado H,O, 30% v/v (20 puL) a amostra antes da
sonicacdao (além do HNO3). Tal como ocorreu quando apenas HNOj3; foi
acrescentado, ndo foram observados sinais analiticos para 0s metais

estudados. Assim, este procedimento de digestdo da amostra foi descartado.
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4.3.3. Mineralizacéo acida em chapa de aguecimento:

Neste procedimento, 1g de solugdo de mel 50% (m/m) previamente
preparada foi deixada em etapa de pré-digestdo com 2,00 mL de HNO3; 69%
(v/v) por 12 horas (overnight), e depois levada a ebulicdo com adi¢cdo de 2,00
mL de H,O0, 30% (v/v), por 1 hora. Durante a ebulicdo da mistura, observou-se
o rapido desprendimento de vapores marrons, comportamento esperado,
devido a alta reatividade envolvida. Esses vapores estdo relacionados com a
eliminacdo de matéria organica, e o procedimento foi repetido até que néo se
observasse mais a eliminacdo desses vapores, sendo necessarios 3 ciclos. A
mineralizacdo prosseguiu até reducdo do volume da amostra para
aproximadamente 0,5 mL. Apds o aquecimento, a amostra foi deixada em
repouso em temperatura ambiente para ser resfriada, e diluida nas solu¢gdes do
eletrélito suporte (HCI 0,1 molL™ e tamp&do acetato 0,5 molL™) em baldes
volumétricos de 10,00 mL.

Os testes realizados para a determinagédo de Cu, Cd, Pb e Zn apos esse
procedimento forneceram sinais analiticos para os 4 metais estudados, todos
com recuperacdes superiores a 70%, tanto com o eletrodo de BDD quanto com
o eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de mercurio. Nas analises de
Cu, Cd e Pb, a acidez residual da amostra nao representou problemas na
andlise, e as recuperacdes se mantiveram em torno de 108% para o Cu, 82%
para o0 Pb e 109% para o Cd (valores médios). Na analise de Zn, a acidez
residual constituiu um problema, pois este metal tem sua melhor resposta em
pH entre 4 e 5. Porém, a diluicdo da amostra em solucéo do eletrdlito suporte
utilizado (tamp&o acetato 0,5 molL™) contornou este problema, e a andlise
pode ser facilmente realizada. A recuperacdo média do Zn nas amostras foi de
97 %. Além disso, foi observado um baixo desvio-padrdo nas medidas para
todos os metais estudados, mostrando que o método foi reprodutivo.

Um dos motivos do sucesso deste procedimento de digestéo residiu no
fato da matriz de mel ser constituida basicamente por aglcares, e a eliminacao
desses acucares libera os metais na solucdo, sendo assim facilmente
detectados por VPD em baixas concentracbes. Com isso, dos trés
procedimentos de tratamento da amostra realizados, a mineralizagéo acida em

chapa de aguecimento mostrou-se ser mais eficaz, pois além de fornecer sinais
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analiticos para os quatro metais estudados com recuperacfes elevadas,
mostrou-se ser um método bastante reprodutivel, devido ao baixo desvio-

padrdo obtido durante as andlises.

4.4. FIGURAS DE MERITO:

A fim de proporcionar uma maior confiabilidade aos resultados, algumas
figuras de mérito foram estudadas, como a especificidade e seletividade,
linearidade e faixa de trabalho, limites de deteccao e quantificacdo, precisao,
exatidao e robustez. Os resultados aqui observados foram comparados com o

eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de mercdurio.

4.4.1. Seletividade /especificidade:

E a capacidade do método em determinar com exatiddo o analito de
interesse na presenca de outros componentes presentes na amostra. [81] Ou
seja, a amostra fornece sinais para varios analitos, mas é possivel identificar o
analito de interesse.

Durante as analises, ndo foram observadas variacdes significativas entre
os valores de potencial redox observados para cada um dos metais, nao
havendo assim interacdo entre os analitos, visto que o potencial redox para 0s
metais estudados sé&o bem definidos: aproximadamente -0,18 V para o Cu;
-0,45 V para o Pb; -0,62 V para o Cd e -0,98 V para o Zn (vs Ag|AgCl). A
adicdo de padrdes dos metais de interesse durante as analises, com respectivo
aumento da resposta eletroquimica, mostrou ser este um método especifico e
seletivo, conforme mostra a Figura 21. Os testes foram realizados tanto com o
eletrodo de BDD quanto com o eletrodo de carbono vitreo modificado com filme

de mercdurio.
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Figura 21. Voltamograma exibindo sinais analiticos para Cu, Pb e Cd com
adicao de padrdo para uma das amostras, exibindo a seletividade do método.

4.4.2 Linearidade /Faixa de trabalho:

Linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica em
demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentracdo de analito na amostra, dentro de um intervalo especificado. A
faixa de trabalho é a faixa de concentracdo na qual o analito em questéo pode
ser determinado com precisédo aceitavel. [81]

Para avaliar a linearidade do método, foram construidas curvas
analiticas para os quatro metais com o eletrodo de BDD (Figura 22). As

equacdes da curva foram:

Cu: i (A)= (0,280 + 0,012) + (0,012 + 0,002) [CU] (Equacio 5)
Pb: i (LA)= (0,013 + 0,018) + (0,009 + 0,002) [Pb] (Equacéo 6)
Cd: i (WA)= (0,279 + 0,021) + (0,090 + 0,006) [Cd] (Equacio 7)
Zn: i (WA)= (0,216 + 0,017) + (0,051+ 0,004) [Zn] (Equagéo 8)

Os valores de R? obtidos foram 0,998 para o Cu, 0,991 para o Pb, 0,993
para o Cd e 0,999 para o Zn.
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faixa de 4,97 a 40,8 pugL™ com eletrodo de BDD.

faixa de trabalho para os quatro metais estudados:

modificado com filme de mercurio. As curvas analiticas encontram-se na Figura

23.

Na Figura 22, nota-se que o método se mostrou linear em uma ampla
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A linearidade também foi avaliada para o eletrodo de carbono vitreo
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Figura 23. Curvas analiticas para (a) Cu (b), (c) Cd e (d) Zn na faixa de 3,00 a
40,0 pgL™ com eletrodo de carbono vitreo modificado com mercdrio.

Observando a Figura 23, nota-se que a andlise dos metais com o

eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de mercUrio mostrou-se linear

para 0s quatro metais na faixa de trabalho de 3,00 a 40,0 ug L. As curvas

obtidas para os 4 metais apresentaram as seguintes equacoes:
Cu: i (WA)= (0,248 + 0,063) + (0,364 + 0,001)[Cu]
Pb: i (uA)= (0,446 + 0,033) + (0,104 + 0,009)[Ph]
Cd: i (A)= (0,279 + 0,021) + (0,090 + 0,006)[Cd]

Zn: i (WA)= (0,652 + 0,427) + (0,082 + 0,010)[Zn]

(Equacéo 9)

(Equacéo 10)
(Equacéo 11)
(Equacéo 12)
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Os valores de R? obtidos foram 0,996 para o Cu, 0,989 para o Pb, 0,995
para o Cd e 0,996 para o Zn.

4.4.3. Limite de Detecgéo / Limite de Quantificagao:

Limite de Deteccéo (L.D.) € a menor quantidade de analito presente na
amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada,
independentemente de ruido. As principais formas de determinacédo é através
de avaliagdo do branco da amostra, avaliacdo visual (analise de varias
amostras com diferentes concentracdes de analito), relacdo sinal/ruido e
avaliacao do desvio padrao e inclinacéo da curva analitica.

Limite de Quantificacdo (L.Q.) é a menor quantidade de analito presente
na amostra que pode ser determinada com exatidao e precisdo aceitaveis. As
principais formas de determinacdo é através de avaliacdo visual, relacado
sinal/ruido, avaliacdo do desvio padrao e inclinacdo da curva analitica e a partir
do L.D. [81]

Neste trabalho, os valores de L.D. e L.Q. foram obtido através da
avaliacdo do desvio padrédo e da inclinacdo da curva analitica, de acordo com
as equacdes abaixo:

LD=3.s/b (Equacao 13)
LQ=10.s/b (Equacéo 14)
Onde: LD é o limite de deteccéo;
LQ é o limite de quantificacao;
b é a inclinacdo da curva analitica;

s € o desvio-padrao do intercepto da curva analitica.
As Tabelas 24 e 25 apresentam os valores obtidos de L.D. e L.Q.,

respectivamente, tanto para o eletrodo de BDD quanto para o eletrodo de

carbono vitreo modificado com filme mercurio.
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Tabela 24. Limites de Detecc¢ao (L.D.) para Cu, Pb, Cd e Zn com eletrodo de
BDD e carbono vitreo modificado com filme de mercurio, em ugL™.

BDD CVv
Cu 0,37 0,71
Pb 0,40 0,71
Cd 1,28 0,77
Zn 0,16 0,76

Como se observa na Tabela 24, o eletrodo de BDD obteve menores
limites de deteccéo para os metais estudados (com exce¢ao do Cd) mostrando
gue este método € mais sensivel que a analise com o eletrodo de carbono
vitreo modificado com filme de mercurio. O L.D. do Cd mostrou-se mais alto
provavelmente devido a interacdo que ocorre entre este metal e o Pb na
superficie do BDD [78], o que pode interferir na deteccdo de concentracbes
muito baixas de Cd. Apesar dessa interferéncia, 0 método ainda se apresentou

muito sensivel para o Cd, com L.D. de 1,28 pgL™.

Tabela 25. Limites de Quantificacdo (L.Q.) para Cu, Pb, Cd e Zn com eletrodo
de BDD e carbono vitreo modificado com filme de mercurio, em pgL™.

BDD CVv
Cu 1,24 2,37
Pb 1,34 2,37
Cd 4,27 2,56
Zn 0,55 2,54

Os valores de L.Q. (Tabela 25) sugerem a mesma analise feita para os
valores de L.D., mostrando que os metais podem ser quantificados em
concentracfes mais baixas com o eletrodo BDD do que o eletrodo de carbono
vitreo modificado com filme de mercurio (com excecao do Cd). Interessante
ressaltar que, no caso do Zn, o eletrodo de BDD mostrou-se capaz de

quantificar na ordem de ngL™.
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4.4.4. Exatidao:

Exatiddo é o grau de concordancia entre o valor medido e o valor de
referéncia (geralmente uma amostra certificada, quando disponivel). E
verificada através da avaliacdo dos erros aleatdrios e sistematicos. A exatidao
pode ser definida como uma combinacao entre recuperacao e precisao (figura
24). [81]

EXATIDAO

RECUPERACAO PRECISAO

REPETITIVIDADE PRECISAO
INTERMEDIARIA

A 4

REPRODUTIBILIDADE

Figura 24. Representacdo da avaliacdo da exatiddo de um método analitico.

(A) Recuperacéo:

Avaliou-se a exatidao através da adicdo e recuperacao dos analitos. A

recuperacao (R) dos analitos pode ser calculada de acordo com a equacao 6:

R (%)=[(Cs-Cy)/Cy] x 100 (Equacgao 15)

Onde: R = recuperacao;

C:= concentracdo do analito na amostra fortificada;
Cne = concentracao do analito na amostra nao fortificada,
C: = concentracao do analito adicionado a amostra fortificada.
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As amostras de mel foram fortificadas com os metais antes da etapa de
digestao ser realizada. Foram adicionados a amostra 300 yuL de cada um dos
metais na concentracdo de 5 mgL’, de modo que, durante as anélises,
realizadas todas as diluicbes necessérias, a concentracdo dos metais
estudados fosse igual a 30 pgL™. O procedimento de adicdo e recuperacéo dos
analitos em todas as amostras foi realizado apenas para o eletrodo de BDD, ja
gue a andlise com o eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de
mercurio constitui um método bem estabelecido.

As recuperacdes para 0s metais se mantiveram acima de 70 %, obtendo
um valor médio de 108% para o Cu, 82% para o Pb, 109% para o Cd e 97%
para o Zn. Os valores das recuperacoes dos metais de todas as amostras

analisadas encontram-se na Tabela 26, bem como seus valores médios.

Tabela 26. Valores de recuperacao (%) de Cu, Pb, Cd e Zn com eletrodo
de BDD.

Amostra Cu Pb Cd Zn
1 128 79 120 111

2 115 83 97 77

3 118 77 125 103

4 109 77 120 82

5 114 72 118 110

6 97 79 95 94

7 72 94 95 89

8 124 75 105 99

9 101 90 96 103
10 107 98 117 102
Média 108 82 109 97

(B) Preciséo:

A precisdo expressa o0 grau de dispersdao de uma série de medidas e

deve ser considerada de acordo com a repetitividade, precisdo intermediaria e
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reprodutibilidade. Pode ser expressa em termos de desvio padrédo (s), desvio
padréao relativo (s;), intervalo de confianca e coeficiente de variacao. [81]

A repetitividade é a estimativa da previsdo quando a mesma amostra €
analisada pelo mesmo procedimento, instrumento e analista em um curto
intervalo de tempo. A precisdo intermediaria é quando a mesma amostra é
analisada em diferentes intervalos de tempo e/ou por instrumentos e analistas
diferentes. E fortemente recomendado o uso de planejamento de experimentos.
A reprodutibilidade envolve condicbes de medidas que podem incluir diferentes
laboratorios, analistas, sistemas de medicdo e instrumentos, estabelecendo a
eficiéncia de um método e certificando materiais de referéncia. [81]

Alguns desses procedimentos foram efetuados, e foram observados
baixos desvio padrbes nas medidas (abaixo de 5%), mostrando bons
resultados para a repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade.
Com isso, pode-se dizer que a analise dos metais estudados com eletrodo de
BDD tem boa precisao.

Levando em consideragao os resultados observados para a recuperagao
e para a precisao do método, pode-se afirmar que a andlise de Cu, Pb, Cd e Zn

com eletrodo de BDD constitui um método com boa exatidao e precisao.

4.4.5. Robustez:

E a medida da capacidade de um método permanecer inalterado com
pequenas variacbes em seus parametros, mostrando a confiabilidade da
andlise. [81] A robustez foi avaliada durante a fase de otimizacdo da
metodologia analitica (através do planejamento de experimentos) e do
processo de ativacdo da superficie do BDD, mostrando a confiabilidade da

analise em relacéo as variacfes a que o método esta exposto.

Com a avaliacdo das figuras de mérito estudadas (especificidade e
seletividade, linearidade e faixa de trabalho, limites de deteccédo e
guantificacdo, precisdo, exatiddo e robustez) podemos concluir que o método
desenvolvido é adequado para a analise de Cu, Pb, Cd e Zn em amostras de

mel.
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4.5. QUANTIFICACAO DE CU, PB, CD E ZN EM AMOSTRAS DE MEL POR
VPD COM ELETRODO DE BDD:

Uma vez realizado todo o procedimento de ativagdo da superficie do
eletrodo de BDD, otimizacdo da metodologia analitica, processo de digestéao
das amostras de mel e verificacdo das principais figuras de mérito, foram feitas
as andlises para quantificacdo de Cu, Pb, Cd e Zn nas amostras de mel por
voltametria de pulso diferencial com eletrodo de BDD e eletrodo de carbono
vitreo modificado com filme de mercurio. As medidas foram confirmadas
através da técnica de absorcéo atdmica com forno de grafite.

Como anteriormente mencionado, todas as analises foram realizadas
com solucdes de mel 50 % m/m (ver Tabela 10, pag. 30). A massa analisada
dessas solugdes encontram-se expostas na Tabela 27.

Tabela 27. Caracteristicas e massas da solu¢des de mel analisadas.

[solucdo] / massa
Amostra Origem (%om/m) analisada/g

1 floral 49,8 1,0259
2 floral 50,3 1,1045
3 floral 50,1 1,1021
4 floral 49,8 1,1283
5 floral 48,7 1,0218
6 floral 49,5 1,1058
7 floral 49,8 1,0288
8 melato 49,9 1,0750
9 melato 48,2 1,0964
10 melato 48,9 1,0444

Todos os ensaios foram realizados na célula eletroquimica contendo
2,00 mL de eletrélito suporte e 0,50 mL de amostra para a determinacdo de
cobre, chumbo e cadmio e 0,25 mL de amostra para a determinacdo de Zn.

Nas andlises para determinagdo de Zn, foram adicionados 100 pyL de Ga
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1000 pgL™, a fim de se evitar a formacdo do complexo Cu-Zn, prejudicial na
analise desses metais, como anteriormente descrito.

Os teores dos metais estudados em mel sdo regulamentados pela
Resolucdo Normativa n° 9 da ANVISA de 1978 [82], e a tolerancia maxima

desses metais em méis e acucares encontra-se na Tabela 28.

Tabela 28. Tolerancia maxima de Cu, Cd, Pb e Zn em mel de acordo com a
Resolucdo Normativa n° 9 da ANVISA de 1978. [82]
Tolerancia méaxima

metais (mgKg™)
Cobre 15

Céadmio 0,2

Chumbo 0,5
Zinco 25

4.5.1. Quantificacao de Cu, Pb e Cd em mel por VPD com eletrodo de BDD:

Os metais Cu, Cd e Pb foram analisados simultaneamente nas amostras
de mel. Os parametros eletroquimicos para analise desses metais foram
mostrados na Tabela 15 (pagina 50). Utilizou-se o potencial de deposicao de
-0,95 V por 240 segundos em uma solucgéo de HCI 100 mmolL™ como eletrélito
suporte. A andlise foi realizada através da construcdo de curvas de adigdo de
padrdo para os 3 metais, com a adicdo de aliqguotas de 30 pL de solucdes
1000 pgL™ de Cu, Pb e Cd. Foram realizadas 3 adicdes de padrdo para cada
amostra. O potencial de reducdo desses metais foi de aproximadamente -0,18
V para o Cu, -0,45 V para o Pb e -0,62 para o Cd (vs Ag|AgCl). A Figura 25
exibe o voltamograma da andlise de uma das amostras, com as respectivas

curvas de adicdo de padréao.
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Figura 25. a) VPD de Cd, Pb e Cu em 2,00 mL de de HCI 0,1 molL™* com 500

uL de amostra e adicdes de b) Cu e c) Pb na faixa de 11 a 33 pgL™. O Cd nao
foi detectado.

O voltamograma da Figura 25 mostra picos com boa resolucdo e
excelente sensibilidade. Os resultados obtidos com as andlises dos metais com
eletrodo de BDD encontram-se na Tabela 29. O Cd nao foi detectado em

nenhuma das amostras. As equacdes obtidas para as curvas de adicdo de
padréo foram:
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Cu: i(uA)= (0,360 + 0,019) + (0,016 + 0,009)[Cu] ( Equacéo 16)
Pb: i(uA)= (0,293 * 0,055) + (0,061 + 0,003)[Pb] (Equagéo 17)

Tabela 29. Valores encontrados como os respectivos desvios-padréo para as
concentracdes de Cu, Pb e Cd em amostras de mel com eletrodo de BDD.
Amostra [Cu]/mgL™ [Pb]/mgL™

0,567 +0,011 0,220 = 0,001
0,495 + 0,003 0,129 *+ 0,006
0,723 + 0,009 0,144 + 0,005
0,242 + 0,005 0,156 + 0,006
1,378 + 0,015 0,114 + 0,001
0,469 + 0,002 0,302 = 0,007
0,455 + 0,006 0,246 + 0,001
0,349 + 0,004 0,081 + 0,017
0,625 + 0,026 0,918 + 0,003
10 0,942 + 0,026 0,448 = 0,005

O Cd néo foi detectado.

[ —
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De acordo com a Tabela 29, nota-se que o Cd néo foi detectado em
nenhuma das amostras analisadas. Os teores de Cu variaram entre 0,242 e
1,378 mgL™. Esses valores ndo ultrapassam os permitidos pela Anvisa (ver
tabela 28). Os teores de chumbo variaram entre 0,129 e 0,918 mgL™, estando
a amostra 9 com valor acima do permitido. Essa amostra é referente a um mel
de melato, onde geralmente se encontram maiores quantidades de
constituintes inorganicos. Esses valores foram posteriormente confirmados por
VPD com eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de mercurio e com
GFAAS.
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4.5.2. Quantificacdo de Zn em mel por VPD com eletrodo de BDD:

Os parametros eletroquimicos para analise de Zn encontram-se na
tabela 21 (pagina 60). O potencial de deposicdo utilizado foi de -1,5 V vs
Ag|AgCl durante 240 segundos. As analises foram realizadas em tampéo
acetato 500 mmolL™. As anélises foram realizadas através da construcdo de
curvas de adicdo de padrdo, com a adi¢ao de aliquotas de 30 uL de solucdo de
Zn 1000 pgL™. Foram realizadas 3 adicbes de padrdo para construcdo da
curva. O potencial de reducdo do Zn foi de aproximadamente -0,98 V vs
Ag|AgCl. A Figura 26 exibe o voltamograma da analise de uma das amostras,
com a respectiva curva de adicdo de padréo.
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Figura 26. (a) VPD de Zn em 2,00 mL de tamp&o acetato 0,5 molL™" com 250
uL de amostra e (b) adices de Zn na faixa de 11 a 33 ugL™.
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Os dados obtidos com a analise encontram-se expostos na tabela 30,
com seus respectivos valores de desvio padréo. A equacéo obtida para a curva
de adicdo de padréo foi:

i(wWA)= (0,148 + 0,004) + (0,020 + 0,001)[Zn] (Equacéao 18)

Tabela 30. Valores encontrados como os respectivos desvios-padréo para as
concentracfes de Zn em amostras de mel com eletrodo de BDD.

Amostra [Zn] / mgL™
1 2,492 + 0,001
2 1,880 + 0,001
3 1,684 + 0,004
4 2,370 £ 0,001
5 1,272 £ 0,001
6 2,399 + 0,001
7 0,819 + 0,006
8 1,061 + 0,008
9 1,457 + 0,002
10 1,203 + 0,002

Observando a Tabela 30, nota-se que o teor de Zn nas amostras de mel
variou entre 0,819 e 2,492 mgL™. Esses valores encontram-se dentro do limite
estipulado pela ANVISA, e mostram que o mel pode ser utilizado como uma
boa fonte nutritiva de Zn, essencial ao organismo. As medidas foram
confirmadas por VPD com eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de

mercurio e por GFAAS.
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4.6. QUANTIFICACAO DE CU, PB, CD E ZN EM AMOSTRAS DE MEL POR
VPD COM ELETRODO DE CARBONO VITREO MODIFICADO COM FILME
DE MERCURIO:

As andlises realizadas para com o eletrodo de carbono vitreo modificado
com filme de mercurio serviram para comparacdo com os dados obtidos para a
analise com eletrodo de BDD. As condi¢des eletroquimicas foram as mesmas,
com excegdao do tempo de deposicdo. Conforme planejamento de
experimentos realizado, o tempo de deposicdo dessas andlises foi de 300
segundos. Os valores encontrados foram comparados atraves da realizagdo do
teste estatistico ANOVA.

4.6.1. Quantificagcdo de Cu, Pb e Cd em amostras de mel por VPD com

eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de mercurio:

As andlises para determinacdo desses metais foram realizadas
utilizando um potencial de deposicdo de -0,95 V vs Ag|AgCl durante 300
segundos, em meio de &cido cloridrico 0,1 molL?, e os metais foram
guantificados através adicdo de padrdo, com a adi¢cdo de aliquotas de 30 pL de
solucdes 1000 ugL™ de Cu, Pb e Cd. Foram realizadas 3 adicdes de padrdo
para construcdo das curvas (tal qual analise com eletrodo de BDD). A Figura
27 exibe o voltamograma de uma das amostras analisadas com as respectivas
curvas de adicdo de padrdo. As concentracdes obtidas encontram-se expostas
na Tabela 31. As equacdes obtidas para as curvas de adi¢cdo de padréao foram:

Cu: i(uA)= (0,079 £ 0,004) + (0,008 + 0,002)[Cu] (Equacéo 19)

Pb: i(uA)= (0,268 £ 0,041) + (0,094 + 0,002)[Pb] (Equacao 20)
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Figura 27. a) VPD de Cd, Pb e Cu em 2,00 mL de de HCI 0,1 molL™ com 500
uL de amostra e adicdes de b) Cu e c) Pb na faixa de 11 a 33 pgL™. O Cd nao
foi detectado.
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Tabela 31. Valores encontrados como 0s respectivos desvios-padréo para as
concentracdes de Cu, Pb e Cd em amostras de mel com eletrodo de carbono

vitreo modificado com filme de mercdrio.

Amostra [Cu]/mgL?  [Pb]/mgL*
1 0,550 + 0,003 0,189 + 0,005
2 0,485+ 0,001 0,133 +0,008
3 0,714 £ 0,006 0,148 £ 0,002
4 0,222 £ 0,002 0,159 £ 0,002
5 1,363 +0,022 0,123 + 0,003
6 0,475 + 0,002 0,308 = 0,001
7 0,465 £ 0,001 0,225+ 0,002
8 0,337 £0,004 0,079 £ 0,002
9 0,622 + 0,009 0,879+0,012
10 0,938 + 0,019 0,463 + 0,007

O Cd nao foi detectado.

De acordo com a Tabela 31, a variacado do teor de cobre nas amostras
de mel variou entre 0,222 e 1,363 mgL™, enquanto o teor de chumbo variou
entre 0,079 e 0,879 mgL™. O Cd n&o foi detectado em nenhuma das amostras
analisadas. Apesar dos valores de concentracdo estar visualmente coincidindo
com os obtidos para o eletrodo de BDD, os resultados foram comparados

através de analise de variancia (ANOVA).

4.6.2. Quantificacdo de Zn em amostras de mel por VPD com eletrodo de

carbono vitreo modificado com mercurio:

As andlises para determinacdo de Zn foram realizadas utilizando um
potencial de deposicao de -1,50 V durante 300 segundos, em tampéo acetato
0,5 molL™, e o metal foi quantificado através de construcéo de curva de adicéo
de padrdo, com a adicdo de aliquotas de 30 pL de solucdes 1000 pgL™ de Zn.
Foram realizadas 3 adi¢cbes de padrdo para construcéo das curva. A Figura 28
mostra 0 voltamograma de uma das amostras analisadas com a respectiva
curva de adicdo de padrao. As concentracdes obtidas encontram-se na Tabela

32. A Equacéo da curva de adicao de padréao foi:
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i(WA)= (3,916 + 0,410) + (0,131 + 0,018)[Zn] (Equagio 21)
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Figura 28. (a) VPD de Zn em 2,00 mL de tampéo acetato 0,5 molL™" com 250
uL de amostra e (b) adicdes de Zn na faixa de 11 a 33 ugL™.
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Tabela 32. Valores encontrados como 0s respectivos desvios-padrao para as
concentracbes Zn em amostras de mel com eletrodo de carbono vitreo
modificado com filme de mercurio.

Amostra [Zn] / mgL™

2,499 + 0,003
1,881 + 0,011
1,754 + 0,002
2,341 + 0,002
1,259 + 0,002
2,383 + 0,005
0,806 + 0,018
1,091 + 0,153
1,455 + 0,818
1,223 +£ 0,275
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De acordo com a Tabela 32, a variacdo do teor de zinco nas amostras
de mel variou entre 0,806 e 2,499 mgL™. Apesar dos valores de concentracéo
estar visualmente coincidindo com os obtidos para o eletrodo de BDD, os

resultados foram comparados através de analise de variancia (ANOVA).
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4.7. QUANTIFICACAO DE CU, PB, CD E ZN EM AMOSTRAS DE MEL POR
GFAAS:

As amostras de mel foram analisadas por absorcéo atémica com forno de
grafite para comparacdo com o0s resultados obtidos pelas técnicas
eletroquimicas, visto que esta é uma das técnicas recomendadas para analise
de Cu, Pb, Cd e Zn. Os parametros de analise foram escolhidos de acordo com
o manual do usuéario e foram mostrados na tabela 11 (pagina 33). Os
resultados foram comparados estatisticamente através da analise de variancia
(ANOVA). Para analise dos metais, foram utilizadas lampadas de catodo oco
monoelementar. O volume final da gota foi de 20 yL para as analises de Cu e
Cd e de 30 pL para as analises de Pb e Zn, devido a utilizacdo de 10 pL de

modificador quimico.

Para quantificacdo de Cu, Cd, Pb e Zn, foram construidas curvas
analiticas através da diluicdo de padrées 1,00 pgL™ dos metais, seguindo
instrucdes do manual do usuério. As curvas variaram de 3 a 19 pgL™ para o
Cu, 2,5a20 ugL ™ parao Pb, 0,5a 4 pugL™ parao Cd e 0,5 a 2 pgL™ para o Zn.
As curvas analiticas para os 4 metais estudados sdo mostradas na figura 29.

As equacdes das curvas analiticas foram:

Cu: i(uA)= (3,08 + 2,74) + (1,80 + 0,23)[Cu] (Equacédo 22)
Cd: i(uA)= (4,22 £ 0,68) + (1,83 £ 0,32)[Cd] (Equacéo 23)
Pb: i(uA)= (4,62 + 2,51) + (5,83 £ 2,71)[PDb] (Equacéo 24)
Zn: i(uA)= (5,83 + 3,17) + (3,95 + 2,27)[Zn] (Equagéo 25)

Os valores de R? obtidos foram 0,999 para o Cu, 0,992 para o Pb, 0,993
para o Cd e 0,992 para o Zn.
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Figura 29. Curvas analiticas para determinacao de Cu, Cd, Pb e Zn por GFAAS.
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Com a construcdo das curvas analiticas para cada um dos metais, foi
possivel quantificar Cu, Cd, Pb e Zn nas amostras de mel, e fazer a
comparacdo com o0s resultados eletroquimicos. Os resultados obtidos

encontram-se na Tabela 33.

Tabela 33. Valores encontrados como os respectivos desvios-padréo para as

concentracdes de Cu, Pb, Cd e Zn com GFAAS.

Amostra  Cu /mgL™ Pb /mgL™ Zn /mgL™
1 0,547 £ 0,010 0,204 £0,001 2,518 +0,001
2 0,475 +0,001 0,122+0,005 1,817 + 0,003
3 0,732 +0,001 0,150+0,002 1,705+ 0,006
4 0,212 +0,001 0,162+0,013 2,333 0,003
5 1,365+ 0,001 0,131 +0,004 1,247 +0,001
6 0,472 £0,002 0,302+0,015 2,392+ 0,002
7 0,447 £ 0,001 0,235+0,002 0,812 + 0,004
8 0,347 £+ 0,002 0,089 +0,023 1,071 0,010
9 0,638 £ 0,001 0,896 +£0,020 1,455+ 0,002
10 0,925 +0,001 0,457 +£0,015 1,203 0,006

O Cd nao foi detectado.

Observando a tabela acima, notamos que o Cd nao foi detectado. O teor
de Cu variou entre 0,212 e 1,365 mgL™, para o Pb a variagéo foi entre 0,089 e
0,896 mgL™, e para o Zn foi entre 0,812 e 2,518 mgL™. Apesar dos valores
coincidirem visualmente com os valores obtidos pelas técnicas eletroquimicas,
a comparacao dos resultados foi feita através da analise de variancia (ANOVA),
comparando os resultados para cada um dos metais. Nao foi feita a analise de
variancia para o Cd, pois este metal ndo foi detectado nas amostras por

nenhuma das técnicas de analise utilizadas neste trabalho.
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4.8. COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS POR VPD E GFAAS:

A fim de validar as medidas obtidas com o eletrodo de BDD, foram
realizadas analises com o eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de
mercurio e por de absorcédo atdmica com forno de grafite. Os resultados foram
comparados estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA), através
dos valores de concentracdo observados para cada um dos metais estudados.

4.8.1. Cobre:

Na Tabela 34 sdo observados os valores encontrados para a
concentracdo de Cu nas amostras de mel, pelos 3 métodos de analise. O teste
estatistico ANOVA foi realizado com a ajuda do programa Microsoft EXCEL, e

na Tabela 35 encontra-se o quadro referente ao teste.

Tabela 34. Valores de concentragdo de Cu nas amostras de mel por VPD com
BDD e eletrodo de carbono vitreo modificado com mercurio e GFAAS, em
mgL™.

VPD
Amostra EBDD CcVv GFAAS
1 0,567 0,550 0,547
2 0,495 0,485 0,475
3 0,723 0,714 0,732
4 0,242 0,222 0,212
5 1,378 1,363 1,365
6 0,469 0,475 0,472
7 0,455 0,465 0,447
8 0,349 0,337 0,347
9 0,625 0,622 0,638
10 0,942 0,938 0,925
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Tabela 35. Quadro ANOVA para as concentracdes de Cu encontradas nas
amostras de mel por VPD e GFAAS.

Grupo Contagem Soma  Média Variancia
Coluna 1 10 6,171  0,6171 0,107622
Coluna 2 10 6,245  0,6245 0,108163
Coluna 3 10 6,16 0,616 0,108882
ANOVA
Fonte da
variagao SQ al MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0,000427 2 0,000214 0,001975 0,998027 3,354131
Dentro dos
grupos 2,921999 27 0,108222
Total 2,922427 29

Observando a Tabela 35, nota-se que o valor de F calculado é 0,001975;
enguanto o valor de F critico € de 3,354131. Como o valor de F calculado é
menor que o valor de F critico, pode-se afirmar que os resultados nao diferem
estatisticamente. Outra maneira de analisar o quadro ANOVA ¢ atravées do p-
valor. Um p-valor acima de 0,5 mostra que as médias sdo estatisticamente
iguais. Nesse caso, 0 p-valor obtido foi de 0,998027. Desse modo, podemos
afirmar que os resultados obtidos para o cobre por VPD com eletrodo de BDD é
equivalente aos resultados obtidos com eletrodo de carbono vitreo modificado

com mercurio e com GFAAS.
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4.8.2. Chumbo:

As concentragcbes de Pb obtidas através dos 3 métodos utilizados
encontram-se na Tabela 36. A Tabela 37 exibe o quadro ANOVA para essas

medidas.

Tabela 36. Valores de concentragédo de Pb nas amostras de mel por VPD com

BDD e eletrodo de carbono vitreo modificado com mercurio e GFAAS, em

mgL™.
VPD
Amostra EBDD Ccv GFAAS
1 0,220 0,189 0,204
2 0,129 0,133 0,122
3 0,144 0,148 0,150
4 0,156 0,159 0,162
5 0,114 0,123 0,131
6 0,302 0,308 0,302
7 0,246 0,225 0,235
8 0,081 0,079 0,089
9 0,918 0,879 0,896
10 0,448 0,463 0,457
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Tabela 37. Quadro ANOVA para as concentracbes de Pb encontradas nas
amostras de mel por VPD e GFAAS.

Grupo Contagem Soma Média Variancia
Coluna 1 10 2,706 0,2706 0,058024
Coluna 2 10 2,758 0,2758 0,062685
Coluna 3 10 2,748 0,2748 0,059252
ANOVA
Fonte da
variacao SQ gl MQ F valor-P  F critico

Entre grupos 0,000152 2 7,61X10™> 0,001269 0,998732 3,354131
Dentro dos
grupos 1,619652 27 0,059987

Total 1,619804 29

Observando a Tabela 37, nota-se que o valor de F calculado é 0,001269;
engquanto o valor de F critico € de 3,354131. Seguindo 0 mesmo raciocinio
adotado para o Cu, como o valor de F calculado € menor que o valor de F
critico, pode-se afirmar que os resultados ndo diferem estatisticamente.
Fazendo a andlise através do p-valor, chega-se a mesma concluséo, pois o p-
valor obtido foi 0,998732, maior que 0,5. Desse modo, podemos afirmar que 0s
resultados obtidos para o chumbo por VPD com eletrodo de BDD ¢é equivalente
aos resultados obtidos com eletrodo de carbono vitreo modificado com
mercurio e com GFAAS.
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4.8.3. Zinco:

As concentragcbes de Pb obtidas através dos 3 métodos utilizados
encontram-se na Tabela 38. A Tabela 39 exibe o quadro ANOVA para essas

medidas.

Tabela 38. Valores de concentragéo de Zn nas amostras de mel por VPD com
BDD e eletrodo de carbono vitreo modificado com mercurio e GFAAS, em
mgL™.

VPD
Amostra EBDD CVv GFAAS
1 2,492 2,499 2,518
2 1,880 1,881 1,817
3 1,684 1,754 1,705
4 2,37 2,341 2,333
5 1,272 1,259 1,247
6 2,399 2,383 2,392
7 0,819 0,806 0,812
8 1,061 1,098 1,071
9 1,457 1,455 1,455
10 1,203 1,223 1,203
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Tabela 39. Quadro ANOVA para as concentragcdes de Zn encontradas nas
amostras de mel por VPD e GFAAS.

Grupo Contagem Soma Média Variancia
Coluna 1 10 16,699 1,6699 0,354007
Coluna 2 10 16,637 1,6637 0,361996
Coluna 3 10 16,553 11,6553 0,359871
ANOVA
Fonte da
variacao SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0,001074 2 0,000537 0,001497 0,998504 3,354131
Dentro dos
grupos 9,682869 27  0,358625
Total 9,683943 29

Observando a Tabela 39, nota-se que o valor de F calculado é 0,001497,
engquanto o valor de F critico € de 3,354131. Seguindo 0 mesmo raciocinio
adotado para o Cu e para o Pb, como o valor de F calculado € menor que o
valor de F critico, pode-se afirmar que os resultados ndo diferem
estatisticamente. Fazendo a andlise através do p-valor, chega-se a mesma
conclusao, pois o p-valor obtido foi 0,998504, maior que 0,5. Desse modo,
podemos afirmar que os resultados obtidos para o zinco por VPD com eletrodo
de BDD é equivalente aos resultados obtidos com eletrodo de carbono vitreo
modificado com mercurio e com GFAAS.

Desse modo, apés a realizacdo do teste ANOVA, verificou-se que o0s
valores de concentracdo obtidos para 0s metais estudados se equivalem

estatisticamente para os 3 métodos de analise utilizados neste trabalho.
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5. CONCLUSOES:

Buscou-se por meio deste trabalho desenvolver uma metodologia eficaz
para a determinacdo de Cu, Pb, Cd e Zn em amostras de mel por voltametria
de pulso diferencial utilizando um eletrodo de diamante dopado com boro,
estudando as diversas propriedades do eletrodo de BDD, bem como utilizando
ferramentas estatisticas para desenvolver um planejamento de experimentos
gue ajudasse no desenvolvimento da metodologia proposta.

Quanto as propriedades do BDD, pode-se dizer que o eletrodo pré-
tratado catodicamente foi mais eficaz na analise dos metais de interesse do
gue o eletrodo pré-tratado anodicamente ou sem nenhum tratamento preévio,
fornecendo melhores respostas tanto para o par redox Fe(CN)s*/ Fe(CN)g>
guanto para estabilidade do sinal analitico para os metais estudados. O pH do
meio influencia na eficacia do pré tratamento. O eletrodo pré-tratado em
solucdo de H,SO, 0,5 molL™ apresentou uma boa resposta eletroquimica em
um intervalo de tempo maior, 0 que aumentou a frequéncia analitica,
comparado com a o tratamento realizado em tamp&o acetato 0,1molL™. Isso
porque quando o &cido sulfarico foi utilizado no tratamento a producéo de H; foi
favorecida, devido a elevada concentragéo de H*. Com o tamp&o acetato como
eletrolito, a concentragdo de H* foi menor, consequentemente a produgdo de
H, também foi menor.

As condicdes de analise foram otimizadas através de planejamento de
experimentos, sendo realizado um planejamento fatorial Box-Behnken para
anélise de Cu, Pb e Cd e um planejamento fatorial completo 3% para a anélise
de Zn com eletrodo de BDD. Com o auxilio de ferramentas estatisticas, foi
possivel obter modelos de previsdo para a andlise dos 4 metais em estudo. Os
modelos de previsdo foram avaliados através do teste ANOVA, e os dados
obtidos no gréafico PCA foram confrontados com superficies de respostas para
0s metais de interesse, chegando a uma condicdo 6tima de andlise. Para
comparacao com os parametros obtidos para andlise dos metais com eletrodo
de BDD, foi realizado um planejamento fatorial para analise dos metais com
eletrodo de carbono vitreo modificado com mercurio. Os dados mostraram que
para o eletrodo de BDD a anadlise pode ser realizada em um tempo menor,

aumentando a frequéncia analitica.
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Quanto a digestdo da amostra trés procedimentos foram testados:
analise direta dos metais na solucdo de mel, solubilizagdo da amostra em
banho de ultrassom, e mineralizagdo da amostra em chapa de aguecimento. A
mineralizagdo da amostra em chapa de aquecimento mostrou ser o
procedimento mais adequado na analise dos metais, devido ao bom
desempenho analitico, fornecendo 6timas respostas eletroquimicas e baixo
desvio padréo. A solubilizacdo em banho de ultrassom e a analise direta ndo
forneceram resultados satisfatérios. Por se tratar de uma matriz heterogénea e
bastante viscosa, optou-se por trabalhar com solu¢des de mel 50 % m/m.

O estudo de algumas figuras de mérito proporcionam uma maior
confiabilidade da metodologia, principalmente se comparado a outros métodos
eletroquimicos bem estabelecidos. O método mostrou-se seletivo para os
guatro metais estudados, ndo observando variagOes significativas entre os
valores obtidos para cada um dos analitos. O método mostrou-se linear em
uma ampla faixa de trabalho para os quatro metais estudados. Foram
observados baixos limites de deteccdo e de quantificacdo para a andlise dos
metais com eletrodo de BDD, principalmente quando os valores foram
comparados a andlise com eletrodo de carbono vitreo modificado com
mercurio. Os resultados obtidos foram bastante precisos, fornecendo baixos
valores de desvio padrdo, exibindo boa repetitividade e reprodutibilidade.
Testes de adicéo e recuperacéo de analitos foram realizados, fornecendo uma
recuperacao meédia de 108 % para o Cu, 82 % para o Pb, 109 % para o Cd e
97 % para o Zn. Levando em consideracdo os resultados observados para a
recuperacao e para a precisdo do método, pode-se afirmar que constitui um
método com boa exatiddo. Por fim, o0 método mostrou-se robusto e adequado
para a andlise de Cu, Pb, Cd e Zn em amostras de mel.

Os valores de concentracdo dos analitos de interesse nas amostras de
mel variaram entre entre 0,242 e 1,378 mgL™ para o Cu; 0,129 e 0,918 mgL™
para o Pb e 0,819 e 2,492 mgL™’ para 0 Zn. O Cd ndo foi detectado em
nenhuma das amostras. Os valores foram comparados aos limites estipulados
pela ANVISA, e em apenas uma das amostras o teor de Pb encontra-se acima
do limite permitido.

Os resultados obtidos para a analise de Cu, Pb, Cd e Zn em amostras
de mel com eletrodo de BDD foram comparados com outros dois métodos:
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analise dos metais com eletrodo de carbono vitreo modificado com mercurio e
espectrometria absor¢cédo atomica com forno de grafite. Para comparacdo dos
meétodos, foi realizado um teste de analise de variancia (ANOVA). Foi
observado que ndo ha diferengas significativas nos resultados obtidos entre os
trés métodos, ou seja, 0s resultados das andlises se equivalem
estatisticamente. Assim, pode-se dizer que a metodologia foi desenvolvida de
modo satisfatorio.

Os resultados obtidos fornecem informacbes sobre a constituicdo
mineral do mel, podendo ser Uteis para a formacdo de uma base de dados e

um posterior estudo das condi¢des ambientais das areas produtoras.

98



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

[1] Campos, G. R. C.; Della-Modesta, T. J.; Silva, K. E.; Baptista, M. F.;
Gomides, R. L.; Godoy, R. L., Ciénc. Tecnol. Aliment., 23 (2003) 1.

[2] Reis, V. D. A.; Mel Organico: Oportunidades e Desafios para a Apicultura no
Pantanal, Embrapa Pantanal, Corumb4, Brasil, 2003.

[3] Munoz, E.; Palmero, S.; Food Chem. 94 (2006) 478.

[4] Lachman, J.; Kolihov4, D.; Miholova, D.; Kosata, J.; Titera, D.; Kult K; Food
Chem., 101 (2007) 973.

[5] Risato, S. R.; Galhiane, M.S; Knoll, F.R.N.; Andrade, R.M.B; Almeida, M.V,
Quim. Nova 29 (2006) 950.

[6] Paes, L.C., Determinacdo de Cobre, Manganés e Cadmio em Mel por
Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica com Forno de Grafite, Dissertacdo de
Mestrado (2007) disponivel em
http://big.igm.unicamp.br/arquivos/teses/ficha76262.htm

[7] Belitz, H. D.; Grosch, W.; Schieberle, P.; Food Chemistry, 2004
pp. 88—891.

[8] Abu-Tarboush, H. M.; Al-Kahtani, H. A.; El-Sarrage, M. S.; Food Chem. 46
(1993) 13.

[9] Hernandez, O. M.; Fraga, J. M. G.; Jimenez, A. |.; Jimenez, F.; Arias, J.J.;
Food Chem. 93 (2005) 449.

[10] Stankovska, E.; Stafilov, T.; Sajn, R.; Environ. Monit. Assess. 142 (2008)
117.

[11] Torres, R.F.; Bernal, J.L.P.;Lopez, M. A. B.; Mochon, M.C.; Sanchez, J. C.
J.;Perez, A. G.; Talanta 65 (2005) 686.

[12] Pohl, P.; Trends Anal. Chem. 28 (2009) 117.

[13] Anklan, E.; Food Chem., 63 (1998) 549.

[14] loannidou, M. D.; Zachariadis, G. A.; Anthemidis, A.N.; Stratis, J.A.;
Talanta, 65 (2005) 92.

[15] Przybytowski, P.; Wilczynska, A.; Food Chem. 74 (2001) 289.

[16] Caroli, S.; Forte, G.; lamiceli, A.L.; Galoppi, B.; Talanta 50 (1999) 327.

[17] Rashed, M. N.; Soltan, M. E.; J. Food Compos. Anal. 17 (2004) 725.

[18] Miller-Ihli, N. J.; J. Food Comp. Anal., 9 (1996) 301.

[19] Massabni, A. C.; disponivel em: http :// www. crg4.org.br/
default.php?p=texto.php&c=quimica_viva__0s_metais_e_a saude_humana
[20] Elia, M.; disponivel em:http://www.olharvital.ufrj.br/2006/index.php?
id_edicao=061&codigo=3

[21] Smith, S. E.; Larson, E. J.; Zinc toxicity in rats- Antagonist effects of Cooper
and liver; disponivel em: http://www.jbc.org/content/163/1/29.full. pdf

[22] Oliveira Filho, W. P.; Utilizacdo da Voltametria de Redissolu¢cdo Anddica
para o Estudo da Interacdo de 3 Fragmentos Peptidicos Sintéticos da Proteina
Prion com os fons Cobre (Il), Dissertacdo de Mestrado (2006) disponivel em:
http://www.bdpa.cnptia.embrapa.br/busca?b=ad&id=186706&biblioteca=vazio&
busca=autoria:%220LIVEIRA%20FILHO,%20W.%20P.%20de%22&qFacets=a
utoria:%220LIVEIRA%20FILHO,%20W.%20P.%20de%22&sort=&paginacao=t
&paginaAtual=1

[23] Chuttani, H. K.; Grupta, P. S.; Gulati, S.; Am. J. Med. 39 (1965) 849.

[24] Bull, P. C.; Thomas, G. R.; Rommens, J. M.; Forbes, J.R.; Cox, D. W.;Nat.
Genet. 5 (1993) 327

[25] Albert, L. A.; Curso béasico a toxicologia ambiental, México, Ed. Limusa
S.A., 1988.

99



[26] Bellinger, D. C.; Needleman, H. L.; Leviton, A.; Watemaux, C.; Rabinowitz,
M. C.; Nichols, M. L.; Neurobehav. Toxicol. Teratol 6 (1984) 387.

[27] Caroli, S.; Forte, G.; lamiceli, A.L.; Galoppi, B.; Talanta 50 (1999) 327.

[28] Caroli, S.; Forte, G.; Alessandrelli, M.; Cresti, R.; Spagnoli, M.; Llio, S.D;
Pauwels, J.; Kramer, G.N.; Microchem.J.67(2000)227.

[29] Bogdanov, S.; Haldimann, M.; Luginbuhl, W.; Gallman, P.; J. Apic. Res.
Bee World 46 (2007) 269.

[30] Buldini, P. L.; Cavalli, S.; Mevaoli, A.; Sharma, J. L.; Food Chem., 73, 2001,
487-495.

[31] Kump, P.; Necemer, M.; Snajder, J.; Spectrochim. Acta Part B 51 (1996)
499.

[32] Sanna, G.; Pilo, M. I.; Pin, P. C.; Tapparo, A.; Seeber, R.; Anal. Chim. Acta
415 (2000) 165.

[33] Martiniano,L. C.;Validacdo de um método para determinacdo de metais em
microemuls6es de combustiveis por voltametria de redissolucdo Tese de
Doutorado (2009) disponivel em:
http://lwww.quimica.ufpb.br/posgrad/teses/Tese_Lorena_Martiniano.pdf

[34] Fungaro, D. A.; Eclética Quimica 29 (2004) 63

[35] Bernadelli, J. K .B.; Preparo e Caracterizacdo de Eletrodos Compdsitos a
Base de Carbono, Bismuto e Poliuretano para Determinacao de Metais (2009)
disponivel em http://www.bdtd.ndc.uff.br/tde_arquivos/8/TDE-2011-05-
02T12171272895/Publico/Julie%20Barnes.pdf

[36] SKOOG et al., D. A.; Principles of Instrumental Analysis. 5. ed. Filadélfia:
Saunders College Publishing, 1998.

[37] Barker, G. C.; Gardner, A. W.; AEREC/R 2297, HMSO, London;
Osteryoung RA, Osteryoung J, Phil Trans R Lond A 302 :315.

[38] WANG, J.; Analytical Eletrochemistry 3" ed Wiley-VCH, 2006

[39] SCHOLZ, F.; Electroanalytical Methods, Ed Scholz, 2002.

[40] Bilewicz, R.; Wikiel, K.; Osteryoung, J.; Anal Chem 1(1989) 965

[41] Mamani, M. C. V.; Determinagao qualitativa e quantitativa de metais em
plantas medicinais por fluorescéncia de raios x e voltametria de redissolugéo
anddica Dissertacao de Mestrado (2003) disponivel em:
http://www.bibliotecadigital.unicamp.br/document/?code=vtls000294015

[42] Barker, G. C.; Jenkins, I. L.; Analyst 77 (1952) 685.

[43] Wang, J.; Tian, B.; Lu, J.; Olsen, C.; Yarnitzky, C.; Olsen, K.
Hammerrstrom, D.; Bennet, W.; Anal. Chim. Acta 429 (1999) 385.

[47] Bard, A. J.; Faulkner, L. R.; Electrochemical Methods- Fundamentals and
Applications 2" ed John Wiley and Sons 2001

[45] Sonthalia, P.; McGaw, E.; Show, Y.; Swain, G.; Anal. Chim. Acta 522
(2004) 35.

[46] Nobre, A. L. R.; Mazo, L. H.; Quim. Nova 20 (1997) 4.

[47] Wang, J.; Analytical Electrochemistry, VCH Pushers inc 91 (1994).

[48] Nolan, M. A.; Kounaves, S. P.; Anal. Chem. 71 (1999) 3567.

[49] Hutton, E. A.; Ogorevc, B.; Hocevar, S. B.; Weldon, F.; Smyth, M. R;
Wang, J.; Electrochem. Commun. 3 (2001) 707.

[50] Feeney, R.; Kounaves, S. P.; Anal. Chem. 72 (2000) 2222.

[51] Bonfil, Y.; Kirowa-Eisner, E.; Anal. Chim. Acta 457 (2002) 285.

[52] Brainina, K. Z.; Malakhova, N. A.; Ivanova, A. V.; NATO ASI Ser., Ser. 2:
Environ. 38 (1997) 255.

100



[53] Moreno-Baron, L.; Mercogi, A.; Alegret, S.; Electrochim. Acta 48 (2003)
2599.

[54] Van Staden, J. F.; Matoetoe, M. C.;Anal. Chim. Acta 411 (2000) 201.

[55] Zhan, Y.; Lu, X.; Zhu, K.; Wang, Z.; Kang, J.; Anal. Lett. 35 (2002) 369.

[56] Wang, J.; Tian, B.; Anal. Chem 64 (1992) 1706.

[57] Granger, M. C.; Xu, J.;Strojek, J. W.; Swain, G. M.; Anal. Chim. Acta 397
(1999) 145.

[58] Salazar Banda, G. R.; Estudo da eletroquimica do diamante dopado com
boro e da sua superficie modificada com catalisadores para a oxidacdo de
metanol e etanol Dissertacdo de Mestrado (2006) disponivel em:
http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/75/75131/tde-11042007-112625/pt-
br.php

[59] Compton, R. G.; Foord, J. S.; Marken, F.; Electroanalysis 15 (2003) 1349.
[60] Chen, Q.; Granger, M. C.; Lister, T. E.; Swain, G. M.; J. Electrochem. Soc.
144 (1997) 3806.

[61] Declements, R.; Swain, G. M.; J. Electrochem. Soc. 144 (1997) 856.

[62] Langeloth, M.; Chiku, M.; Einaga, Y.; Electrochim. Acta 55 (2010) 2824.
[63] Medeiros, R. A.; Determinacdo voltamétrica de aspartame em produtos
dietéticos empregando um eletrodo de diamante dopado com boro Dissertacao
de Mestrado (2007) disponivel em: http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-
40422008000600024&script=sci_arttext

[64] McGaw, E. A.; Swain, G. M.; Analytica Chimica Acta 575 (2006) 180

[65] Oliveira, S. C. B.; Oliveira-Brett, A. M.; J.Electroanalytical Chemistry 648
(2010) 60.

[66] Zhao, G.; Qi, Y.; Tian, Y.; Electroanalysis 18 (2006) 830

[67] Dragoe, D.; Spataru, N.; Kawasaki, R.; Manivannan, A.; Spataru, T.; Tryk,
D.; Fujishima, A.; Electrochimica Acta 51 (2006) 2437.

[68] Babyak, C.; Smart, R. B.; Electroanalysis 16 (2004) 175

[69] Svorc, L.; Sochr, J.; Tomcik, P.; Riejav, M.; Bustin, D.; Electrochimica Acta
68 (2012) 227

[70] Pedrotti, J. J.; Angnes L.; ,Gutz, I. G. R.; Electroanalysis 8 (1996) 673

[71] Campos, M. L. A. M.; Bendo, A.;Viel, F. C.; Quim. Nova 25 (2002) 808.

[72] Saei-Dehkordi, S. S.; Fallah, A. A.; Microchemical Journal 98 (2011) 56

[73] Copeland, T. R.; Osteryoung, R. A.; Skorgeboe, R. K.; Analytical Chemistry
46 (1974) 2093.

[74] Cerqueira, M. R. F.; Caracterizacdo e avaliacdo da potabilidade da agua de
chuva na regido da Zona da Mata Mineira, Dissertacdo de Mestrado (2012)

[75] Box, G. E. P.; Behnken, D. W.; Some new three level designs for the study
of quantitative variables Technometrics, Washington, v. 2, p. 455-475, 1960.
[76] Mendes; T. M. F. F.; Baccan, N.; Cadore, S.; J. Braz. Chem. Soc. 17,
2006, 168.

[77] Copeland, T. R.; Osteryoung, R. A.; Skorgeboe, R. K.; Analytical Chemistry
46 (1974) 2093.

[78] Manivannan, A.;Kawasaki, R.;Tryk, D. A.; Fujishima, A.; Electrochimica
Acta 49 (2004) 3313.

[79] Matos, G. D.;Pereira Filho, E. R.; Poppi, R. J.; Arruda, M. A. Z.; Revista
Analytica 6 (2003) 38

[80]de Souza, R. A.;Neto, W. B.;Poppi, R. J.;Baccan, N.; Cadore, S.; Quimica
Nova 29 (2006) 654

101



[81] Orientacdo sobre validagdo de métodos analiticos — DOQ-GCRE-008;
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial —
INMETRO: 2008

[82] ANVISA- AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. Resolugéo
Normativa n°9 de 1978 da ANVISA Acessado em 16 de junho de 2012,
Disponivel em: http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/09 78 doces.htm

102



7. ANEXOS:

ANEXO 1: Tabela de Distribuicéo F a 95 % de confianca:

[}
Distribuicdo F de
5 0/ Snedecor
O o =0,05

==

gl g/ numerador

denominador 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 161,45] 199,50| 215,71 224,58| 230,16| 233,99 236,77 238,88( 240,54| 241,88
2 1851 10,00] 10.16] 19.25| 10.30| 10.33| 10.35| 10.37| 1938 19,40
3 10.13| 9.55] ©0.28] 9.,12| 9.01| 8094 &89 885 881 879
4 7.71| ©6.04] 6059 639 6.26| 6.16] 6,09 6.04] 6,00 5096
5 6.61| 579 541 519 505 405 4.88 4.82| 477 474
6 500] 514 4.76| 4.53| 439 428 4.21 4.15| 4.0 406
7 550| 4.74] 435 4.12| 3.07| 3.87| 3.79 3.73] 3.68] 3.64
8 5.32| 446 4,07 3,84 3,60 358 3,500 3,44 3,39 3.35
9 512 426 386 2.63| 348 337 3.20 3.23] 3.18] 3.14
10 706 4.10| 3.71] 3.48| 333| 3.22| 3.4 307 3.02] 298
11 84| 308 359 336 320 309 301 205 2090 2.85
12 Z75| 3.80] 349 3.26] a3.11| 3.00] 201 2.85] 2.80] 2.75
13 67| 3,81 3.41 3.18| 3,03| 202 2,83 277 2.71] 2.67
12 60| 3.74] 334 311 206 285 2.76 270 265 260
15 54| 3.68] 320 3,06 200 2.79] 2.71 2.64] 2.50] 254
16 TA9] 363 324 301 285 274 2068 259 254 249
17 TA5] 350 3200 206 281 270 281 255 249 245
18 41| 3.55| 3.96] 2.03] 2.77| 266 258 251 246 241
19 138| 3,52 3.13 2,00 2,74 2063 2054 248 242| 238
20 I35 3491 3100 287 271 2060 251 245 230 2.5
21 T332 347 307 284 288 257 240 ZAZ[ 237 232
22 430 344 305 282 266 255 246 240 234 230
23 478|342 303 280 264 253 244 237 232 2.27
23 I76] 340 301 278 262 251 24 236 230 2.5
25 T4 339 200 276 260 249 240 Z34[ 228 2.4
26 423 337 208 274 250 247 239 232 227 222
27 T21| 3.35| 206 2.73| 257 246 237 231 2.25] 2.20
28 T201 334 205 271 256 245 238 220 224 2.0
29 18] 333 203 270 255 243 235 228 222 218
30 417| 332 292 269 253 242 233 227 221 216
35 T12| 3.27| 2.87 2.64| 2.49| 237 229 222 2.16] 2.11
40 T8 3.23[ 284 261 245 238 225 Z18| 212 2.08
a5 I06| 320 281 258 2242 231 222 Z15[ Z10[ 205
50 703 318 270 256 2Z40[ 220 220 Z13[ 207 203
100 3.04| 3.00] 270 2.46] 231 2.19] 210 203 1.97] 1.03
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ANEXO 2: Tabela de Distribuigéo F a 99 % de confianca:

i)
Distribuicdo F de
1 (’/ Snedecor L
0 o = 0,01

=

gl g/ numerador
denominador 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 4052, 2| 4999,3| 5403,5| 5624,3 5764,0] 5859.0| 5928 3| 5981,0| 6022 4| 60559
2 9850 99,001 9916] 9925 9930 9933 9936] 99,38 9939] 9940
3 34121 30,821 2046] 2871 2824 Z7r 91| 2767 2749 2734 2723
4 21201 18,001 16,69] 1598] 15521 1521 1498 14,80 14,66] 1455
5 16,26 1327 12,06] 11,39] 10,97 1067| 1046 10,29 10,176] 10,05
6 13,75] 10,92 9,78 9,15] 8,75 8.47 8,26 8,10 7,98 7,87
7 12,25 955 8,45 .85 1,46 f.19 6,99 6,84 6,72 6,62
8 11,26 8,65 7,99 7,01 6,63 6,37 6,18 6,03 5,91 5,81
9 10,56 8,02 6,99 6,42 6,06 5,80 5,61 47 5,356 5,26
10 10,04 7,56 6,55 599 564 5,39 5,20 506 4,94 4 .85
11 965 1,21 6,22 o6/ 5,32 0,07 4891 4,74 463 4 54
12 933 6,93 9,95 2,41 0,06 4.82 4 64 4 50 439 4 30
13 9.07 6,70 574 5,21 4 86 4,62 4 44 4 30 4.19 410
14 8,86 6,51 5,56 504 4,69 4.46 428! 4,14 4.03 3,94
15 8,68 6,36 0,42 4,89 4,56 432 414 4.00 3,89 3,80
16 8,03 6,23 5,29 4,77 4,44 420 403 3,89 3,78 3,69
17 8,40 6,11 519 4,67 4,34 4.10 3,93 3,79 3,68 3,59
18 8,29 6,01 5,09 458 425 4.01 3,84 3,71 3,60 3,51
19 8,18 0,93 5,01 450 417 3,94 3,07 3,63 3,52 3,43
20 8,10 0,85 4 94 4 43 4,10 3,87 3,70 3.06] 3,46 3,37
21 8,02 o,78 4 87 437 4,04 3,81 3,64 3,91 3,40 3,31
22 7,95 5,72 482 431 3,99 3,76 3,59 345 3,36 3,26
23 7,88 5,66 476 426 3,94 3,71 3,54 3,41 3,30 3,21
24 7,82 0,61 472 4221 3,90 3,67 3,50 3,36 3,26 3,17
25 1,07 5,57 4 68 418 3,85 3,63 3,46 3,32 3,22 3,13
26 1,72 5,53 4 64 414 3,82 3,59 3,42 329 3,18 3,09
27 1,68 0,449 4 60 4 11 3,78 3,06 3,39 3,26 3,15 3,06
28 .64 0,45 4 51 407 3,75 3,03 3,36 3,23 3,12 3,03
29 7,60 5,42 4 54 404 3,73 3,50 3,33 3,20 3,09 3,00
30 7,56 5,39 4 51 402 3,70 3,47 3,30 37 3,07 2,98
35 7,42 5,27 440 3,91 3,59 3,37 3,20 307 2,96 2,88
40 7,31 5,18 4 31 3,83 3,51 3,29 3,12 2,99 2,89 2,80
45 1,23 5,11 425 377 345 3,23 3,07 2,94 2,83 2,74
50 717 5,06 420 3,721 3,41 3,19 3,02 2,89 2,78 2,70
100 6,90 482 3,98 3,51 3,21 2,99 2,82 2,69 2,59 2,50
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