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USE OF EXPERIMENTAL PLANNING FOR OPTIMIZATION OF A PROCEDURE FOR SIMULTANEOUS VOLTAMMETRIC
DETERMINATION OF METALS Zn, Cd, Pb AND Cu FREE IN COCONUT WATER. Optimization of the main parameters of
SWASYV using boron-doped diamond electrode was described for the simultaneous determination of Zn, Cd, Pb and Cu free in

coconut water. The values of electroanalytical parameters studied were optimized with the factorial design and center composite

design. The optimized parameters for the preconcentration of metals were -1.50 V for potential, and 240 s for deposition time. For

SWYV, the optimized value was 11.56 mV for step potential. In addition, frequency and pulse height were defined at 100 Hz and 55

mV, respectively. Furthermore, the concentration of the supporting electrolyte (acetate buffer, pH 4.7) was optimized in 0.206 mol

L. The optimized procedure was applied in two samples of coconut water: natural and processed. The limits of detection (LOD)
obtained for Zn, Cd, Pb and Cu were 7.2; 4.4; 3.3 and 1.5 pug L', respectively. The concentrations of Cd and Pb were not detected. On
the other hand, the values found for the concentrations of Zn and Cu were: < LOD (29 pg L") and (6.8 + 0.9) ug L' for the natural
sample; and (85.8 +£4.2) ug L™ and (7.7 £ 0.6) ug L' for the processed sample, respectively.
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INTRODUCAO

A formacio da endosperma liquida do fruto do coqueiro (Cocos
Nucifera L.) € uma estratégia ecofisioldgica para o armazenamento de
substancias nutritivas de reserva como mecanismo de sobrevivéncia
da espécie.! Portanto, esse liquido de aspecto turvo, mais conhecido
como dgua de coco, € rico em carboidratos, lipidios, proteinas, vita-
minas e minerais tais como Na, Ca, Fe, Zn, K, Mg, P, entre outros.>?
Entretanto, o teor dessas substincias pode variar em fungao do periodo
de maturacdo, da nutri¢do do solo de cultivo, da irrigacdo e condi¢des
climdticas ao longo do ano.*

A dgua de coco é um alimento isotonico mundialmente co-
nhecido e apreciado em todo o Brasil, principalmente em regides
litoraneas, devido ao sabor agraddvel e suas propriedades medi-
cinais.> A sua demanda crescente despertou em pesquisadores de
vdrias partes do mundo uma busca por métodos analiticos capazes
de avaliar caracteristicas sensoriais, pardmetros fisico-quimicos,
bem como a sua composicio organica e inorganica de forma rapida
e eficiente. Nesse sentido, as técnicas cromatograficas podem ser
empregadas para determinar a concentragdo de vdrios compos-
tos organicos em dgua de coco.®’ Por outro lado, os compostos
inorganicos sdo, na maioria das vezes, determinados por técnicas
espectrométricas.*$1°

Os metais Mg, K, Na e Ca, por exemplo, foram determinados
na matriz dgua de coco in natura por espectrometria de absorcéo
atdmica com chama (F AAS) por Jeganathan et al.® em 1992. Quatro
anos mais tarde Santoso et al.’ usaram a técnica de espectrometria
de emissdo atdmica por plasma indutivamente acoplado (ICP AES)
para determinar Mg, K, Na, Ca, P, S, Mn, Fe, Zn, Cu, B, Al na
mesma matriz. Aleixo ef al.'’em 2000 determinaram a concentragao
de Selénio em dgua de coco in natura e leite de coco industriali-
zado utilizando a espectrometria de absor¢do atdmica em forno
de grafite (GF AAS). No ano de 2004, Sousa et al.’> determinaram
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Mg, Ca, Mn, Fe, Zn e Cu em dgua de coco industrializada por es-
pectrometria de emissdo 6tica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES).

No entanto, as técnicas espectroanaliticas, anteriormente citadas,
possuem um custo elevado e tempos moderados de execucdo. Em
contrapartida, as técnicas eletroanaliticas, principalmente a voltame-
tria, vem sendo cada vez mais empregadas para obter informacdes
fundamentais sobre diversas substancias organicas e inorganicas,
inclusive espécies metdlicas. Um aspecto desejdvel dessas técnicas €
a possibilidade de sua aplicagdo direta na amostra evitando o preparo
da mesma. Essa caracteristica possibilita andlises com materiais
coloridos ou mesmo amostras turvas, como o caso da dgua de coco,
que contém particulas sdlidas dispersas.!!

Dentre essas técnicas podemos destacar a SWASV (do inglés,
Square-wave anodic stripping voltammetry) que pode ser aplicada
na determinagé@o da concentracdo trago de espécies metdlicas.!>!

No entanto, as técnicas eletroanaliticas reportadas na literatura
para a determinacio de metais em dgua de coco utilizam uma etapa
de pré-concentracdo, mas ndo uma varredura por SWV. Munoz et
al.," por exemplo, usou a técnica de PSA (do inglés, Potentiometric
Stripping Analysis) e um FME (do inglés, Film Mercury Electrode)
para a determinacdo de zinco em dgua de coco. Nessa determinagao,
os autores comparam os resultados com a técnica GF AAS obtendo
boa coeréncia estatistica entre os resultados a um nivel de 95% de
confianca (n = 3) pelo teste #-Student. O procedimento eletroanalitico
usado por eles emprega o mercurio como eletrodo de trabalho, que
possui uma alta toxicidade. Por esse motivo, diversas alternativas t€ém
sido propostas a fim de substituir este eletrodo por outros materiais
de menor toxicidade. Nessa perspectiva, o eletrodo de diamante
dopado com boro (DDB) pode ser aplicado como eletrodo sélido
em substitui¢do aos eletrodos de mercirio.'s A literatura atribui ao
DDB uma alta resisténcia a corrosio, reprodutibilidade de sua su-
perficie e baixas correntes capacitivas, além de uma extensa janela
eletroquimica de trabalho, que varia de -0,75 V a +2,35 V vs ENH,
em eletrélito suporte de H,SO, 0,5 mol L1.1¢
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A junc¢do do eletrodo de DDB com a SWV tem chamado a
atencdo quanto a infinidade de aplicacdes em diferentes amostras,
principalmente compostos orginicos.'”!” Porém, o uso do DDB
como eletrodo de trabalho na SWASYV aplicado na determinagio de
espécies metdlicas em dgua de coco € atualmente inexistente.

As técnicas espectroanaliticas e eletroanaliticas anteriormente
citadas podem apresentar um aumento significativo de sua perfor-
mance a partir do uso da otimizac¢do multivariada.?’ Essa ferramenta
estatistica explora as condi¢des experimentais do sistema com o mi-
nimo de experimentos possiveis, revelando, portanto, as contribuigdes
das varidveis da técnica na resposta analitica de forma mdtua. Além
disso, a otimizagdo aumenta a sensibilidade do método, minimizando
o efeito da matriz por possibilitar uma maior dilui¢do da amostra
mantendo a concentracio do analito ainda detectdvel >

Nesse sentido, a otimiza¢ao multivariada pode empregar o plane-
jamento fatorial completo em uma etapa inicial, chamada de triagem,
que seleciona as varidveis experimentais que influenciam significa-
tivamente na resposta analitica.* Numa etapa seguinte, as varidveis
selecionadas sdo otimizadas por alguma ferramenta estatistica que
geram modelos quadraticos, por exemplo, o planejamento composto
central (CCD). Por fim, € estabelecida uma equacdo matemdtica
que relaciona as varidveis a serem otimizadas com a resposta anali-
tica (superficie de resposta). Nessa equacao sdo aplicados artificios
matemadticos com os quais se estabelecem uma combinac¢ao numérica
otimizada para as varidveis do sistema.’!

O uso dessas ferramentas estatisticas tais como o planejamento
fatorial e a superficie de resposta jia foram empregadas para uma
otimizac@o de métodos eletroanaliticos obtendo bons resultados.?

Portanto, o presente trabalho aplica o planejamento fatorial e
superficie de resposta para otimizar as varidveis da SWASYV, tais como
a concentragdo do eletrélito suporte; potencial e tempo de pré-con-
centragdo; frequéncia, amplitude e incremento da onda quadrada,
objetivando a determinacdo simultanea de Zn, Cd, Pb e Cu livres de
forma direta na dgua de coco usando o eletrodo de DDB.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucoes

Todas as solu¢des empregadas nos experimentos foram prepara-
das a partir de reagentes de grau analitico utilizando dgua ultrapura
(resistividade de 17 MQ - cm 25 °C) de um sistema de purificagdo
com osmose reversa (Quimis®).

Para o preparo da solugio estoque de Zn (300 mg L"), digeriu-se
cerca de 0,3000 g de zinco metdlico (99%, Lafan®) em 5,0 mL de
dcido cloridrico (35%, Vetec®). Por fim, a mistura foi aquecida até a
secura e o produto remanescente foi dissolvido em dgua ultrapura e
aferido em um baldo volumétrico de 1,00 L. Por outro lado, as solu-
¢oes estoque de Cd, Pb e Cu foram preparadas a partir da dissolucio
dos sais de cloreto de cddmio (95%, Nuclear®), acetato de chumbo
(99%, Merck®) e acetato de cobre (99,5%, Merck®), respectivamente,
em 4gua ultrapura, obtendo-se uma concentracdo final de cerca de
300 mg L. A concentragéo de Zn, Cd, Pb e Cu em cada solugio
estoque foi determinada por F AAS obtendo-se, respectivamente,
292; 300; 380; 240 mg L.

Em seguida, uma solucio intermedidria foi preparada com 2,00;
1,00; 1,00; 1,00 mL das solugdes estoque de Zn, Cd, Pb e Cu, respec-
tivamente, para a obten¢do dos LD e construg@o da curva de adigao
de analito. A solugdo foi aferida para um volume final de 100,0 mL
com dgua ultrapura.

Uma solugdo estoque 1,0 mol L' de tampdo dcido acético/acetato
de sddio (tampdo acetato) pH 4,7 foi usada como eletrdlito suporte
durante as andlises voltamétricas.
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Amostras

Para a realizag@o dos experimentos foram utilizadas duas amos-
tras de d4gua de coco sendo uma amostra natural (amostra A) e outra
industrializada (amostra B), ambas adquiridas no comércio local
da cidade de Vitéria localizada no estado do Espirito Santo/Brasil.

A amostra A foi extraida diretamente do fruto do coco por meio
de uma seringa descontaminada e armazenada em frasco de polieti-
leno. A amostra B foi mantida na prépria embalagem do fabricante.
Ambas as amostras foram armazenadas sob refrigeracao (4 °C) e
posteriormente analisadas diretamente por SWASV sem qualquer
tratamento prévio.

Aparatos

Os experimentos eletroquimicos foram realizados usando um
analisador voltamétrico 797Computrace da Metrohm®. Um eletrodo
auxiliar de fio de platina com drea geométrica de 1 cm? foi usado em
conjunto com um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol
L") e com um eletrodo de trabalho de diamante dopado com boro
(DDB/8000 ppm) com um filme de drea geométrica de 0,23 cm?,
produzido pelo Centro Suico de Eletronica e Microtécnica (CSEM),
Neuchatel. O sistema eletroquimico foi previamente desaerado com
nitrogénio gasoso (99,997%).

Antes de cada varredura por SWV, um pré-tratamento eletro-
quimico do eletrodo DDB foi realizado de acordo com Suffredini et
al.,'s aplicando 3,0 V por 15 s para a limpeza e -3,0 V por 45 s para a
ativacdo da superficie do eletrodo em solugio de H,SO, 0,5 mol L.

Otimizacio dos parametros de pré-concentracio da SWASV

Na otimizagdo do potencial (E) e do tempo (t) da pré-concentra-
¢do, as varidveis da SWV foram fixadas em 100 Hz para a frequén-
cia, 50 mV para a amplitude de pulso, 10 mV para o incremento de
potencial e 0,10 mol L! para a concentracéo do eletrélito suporte. A
solugdo empregada nessa etapa foi composta por 5,00 mL da amos-
tra de d4gua de coco industrializada e 2,0 mL da solucdo estoque do
eletrolito suporte. Além disso, foram adicionados 1,00 mL da solugdo
estoque intermedidria de Zn, Cd, Pb e Cu para fortificar o sistema
eletroquimico com os analitos. A solucdo foi aferida para um volume
final de 20,0 mL com dgua ultrapura.

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

Otimizacao dos parametros da SWV da SWASV

Para a otimizagdo da SWYV, a composi¢do do sistema e 0s
pardmetros ja otimizados na pré-concentracdo foram usados.
Consequentemente, o potencial e o tempo de pré-concentraciio foram
de -1,50 V e 240 s, respectivamente.

Na avaliacdo das varidveis mais significativas, aplicou-se o
planejamento fatorial 2¢ obtendo 16 experimentos. Os valores das
variaveis significativas, incremento de potencial, amplitude de pulso
e concentragdo do tampdo acetato foram otimizados aplicando o
planejamento CCD para 3 varidveis e 2 repeticdes do ponto central
totalizando 17 experimentos.

Tratamento dos dados das etapas de otimizacio

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

Todo o processo de triagem e otimizacdo dos experimentos
foi executado utilizando a versdo teste do software Statistica 6.0 e
OpenOffice Calc do suite de aplicativos Open Office® para o proces-
samento dos dados obtidos.

Determinac¢io do Limite de Deteccao (LD)

Para a determinac@o do limite de detec¢do (LD) da metodologia
proposta, realizou-se adi¢des sucessivas de aliquotas de 10 uL da
solucdo estoque intermedidria dos metais Zn, Cd, Pb e Cuem 20,0 mL
de uma solug@o tampao acetato 0,206 mol L' até que se observasse
uma corrente de pico mensuravel inerentes aos analitos.

Determinacio da concentracio de Zn, Cd, Pb e Cu livre em
agua de coco

Para a determinacio dos metais naturalmente disponiveis na dgua
de coco empregamos os pardmetros otimizados nas etapas anteriores.
Uma aliquota de 5,00 mL de amostra foi adicionada a 4,12 mL de
tampao acetato 0,206 mol L*, aferidos para um volume final de 20,0
mL para obter uma concentracdo otimizada de eletrdlito suporte
equivalente a 0,206 mol L"'. Em um segundo momento, adicionou-se
quatro aliquotas (200 — 1000 pL) da solugdo estoque intermedidria

Tabela 1. Parametros da SWASV otimizados para a determinagao simultanea
de Zn, Cd, Pb e Cu em dgua de coco

Parametros Valores
Concentrac¢do do Tampao (C) 0,206 mol L!
pH 4,7
Incremento de Potencial (I) 11,56 mV
Frequéncia (f) 100 Hz
Velocidade da onda quadrada (f x I) 1156 mV s!
Amplitude de Pulso (A) 55 mV
Potencial de pré-concentracao (E) -1,5V
Tempo de pré-concentracio (t) 240 s
Janela eletroquimica de trabalho -1,4Va+0,15V

Uso do planejamento experimental para otimizagdo de um procedimento voltamétrico 223

para construcido da curva de adigdo de analito dos metais Zn, Cd, Pb
e Cu. Os parametros da SWASYV usados estdo listados na Tabela 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros experimentais da SWASV que foram otimizados
usando o planejamento fatorial completo neste estudo representam
as principais varidveis que, segundo a literatura, influenciam signifi-
cativamente a corrente de pico dos voltamogramas.'!26-2"

Otimizacio dos parametros da pré-concentraciio

Para a otimizac@o das varidveis na etapa de pré-concentrag@o,
estabeleceu cinco niveis para as varidveis potencial (E) e tempo (t),
sendo que o nivel zero foi de -1,45 V para a varidvel E e 135 s para
t. A Tabela 2 apresenta a otimizac¢do de duas varidveis com base na
matriz do planejamento composto central.

O modelo polinomial quadratico que descreve uma relacdo entre
as varidveis otimizadas E e t com a resposta (corrente de pico) foi
estabelecida na Equacdo 1 a partir da matriz de planejamento CCD.
Os ensaios eletroanaliticos foram realizados aleatoriamente para nao
haver erros estatisticos associados. A Equa¢do 1 apresenta o modelo
algébrico usado para otimizacao das varidveis x,(E), x,(t).

Y = b, + b(x,) + by(X,) + by(X,)* + by(x,)” + bs(x,X,) (D

sendo b, 0 valor da média dos pontos centrais e b, até bsos coeficien-
tes do modelo a serem determinados. Os coeficientes da equacio do
modelo foram obtidos por meio da Equacao 2:

b= (XX)' XY 2)

sendo a matriz de contraste, a transposta de e a matriz a média das
respostas unificadas. Sendo assim, a Equagdo 3 foi obtida para o
modelo de otimizacdo de E e t:

Y= 2,343 000 - 0,323 L5055 (B) — 0,037 065 (B)> + 1,000 55 (1) —
0,200 .g,065 (1) = 0,200 1,75 (tE) (3)

Para a validagio do ajuste do modelo desenvolvido na otimizac¢ao
das varidveis, foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA). A Tabela 3
apresenta a validagdo do modelo matematico gerado para otimizagao
das varidveis E e t.

O Teste F foi aplicado para verificar a significancia da regressao,
visto que um F calculado maior que o F tabelado indica uma boa re-
gressdo e, consequentemente, um modelo matemadtico que representa
satisfatoriamente seu experimento.?

Tabela 2. Matriz do planejamento composto central para a otimizacdo das varidveis E e t na determinacado de Zn, Cd, Pb e Cu em dgua de coco

Ensaio E (V) t(s) Resposta Unificada
1 -1,49 (-1) 61 (-1) 1,185
2 -1,41 (+1) 61 (-1) 0,828 . .
Planejamento Fatorial
3 -1,49 - 209 (+1) 3,393
4 -1,41 (+1) 209 (+1) 2,591
5 -1,45 (0) 135 (0) 2,361 Ponto Central
6 -1,51 (-1,41) 135 0) 2,882
7 -1,39 (+1,41) 135 0) 1,873 .
Pontos Axiais
8 -1,45 (0) 30 (-1,41) 0,623
9 -1,45 (0) 240 (+1,41) 3,477
10 -1.45 0) 135 0) 2,433 .
Repeticdes do Ponto Central
11 -1,45 (0) 135 (0) 2,236

Os valores entre parentes correspondem ao valor codificado.
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Tabela 3. ANOVA e Valida¢ao do modelo matemdtico para a etapa de pré-concentracio

Fonte de Variagdo Soma Quadratica Nuimero de graus de liberdade Média Quadratica F Calculado F (95%) Tabelado
Regressao 9,13 4 2,28
MQR/MQr = 113,4 F,,=4,53

Residuo 0,12072 6 0,0212
Falta de Ajuste 0,10084 4 0,0252

MQFaj/MQep = 2,54 F,,=19,25
Erro Puro 0,01987 2 0,0099
Total 9,25025 10

Variagdo Explicada = 98,69 %; Maxima de Variacdo Explicavel = 99,79%; MQR (Média Quadritica da Regressiao), MQr (Média Quadratica do Residuo),
MQFaj (Média Quadratica da Falta de Ajuste) e MQep (Média Quadratica do Erro Puro).

Desta maneira, com os dados obtidos pela tabela da ANOVA,
verificou-se que o modelo matemdtico gerado ¢ estatisticamente
significativo, visto que o F calculado da regressdo (113,4) € maior
que o F tabelado (4,53) a um nivel de confianca de 95% e 4 e 6 graus
de liberdade. Além disso, o ajuste quadratico aplicado foi verificado
analisando a falta de ajuste e o erro puro. Sendo assim, o valor de F
calculado igual a 2,54 ¢ menor que o valor do F tabelado (19,25) a
95% de nivel de confianga com graus de liberdade de 3 e 2. Portanto,
o modelo ndo possui falta de ajuste.?!

A partir do modelo descrito pela Equag@o 3 foi possivel ge-
rar a curva de nivel (Figura 1) para os metais Zn, Cd, Pb e Cu
simultaneamente.

Tempo de Pré-Concentragao

>4

Bl <325
<225
5o <1.25
Omm <025
<075

Figura 1. Curva de nivel gerada pelo modelo matemdtico quadrdtico: otimi-

2,0
20 15 410 05 00 05 10 15
Potencial de Pré-Concentragao

zagdo das varidveis E e t em fungdo corrente de pico unificada dos elementos
Zn, Cd, Pb e Cu

A etapa de pré-concentracdo proporciona uma maior sensibilidade
na determinagdo da concentragdo dos metais. As duas varidveis estu-
dadas nessa etapa sdo: potencial de pré-concentragdo (E) e o tempo
em que ele € aplicado (t). Consequentemente, a etapa de triagem para
duas varidveis € desnecessdria. Deste modo, a otimizacdo da etapa de
pré-concentragdo foi realizada diretamente a partir do planejamento
empregando o CCD.

Para as andlises voltamétricas que empregam a pré-concentragao,
o aumento de sensibilidade pode ser atribuido & quantidade de analito
depositado na superficie do eletrodo de trabalho. Portanto, espera-se
que o emprego de potenciais mais negativos aumente a sensibilidade
da SWASV.% Portanto, o menor valor que pode ser assumido por E é
de -1,50V, por ser o menor potencial capaz de reduzir todos os quatro
metais sem que haja a redu¢@o dos fons H*. Contudo, esta redugdo
compete com a reducdo dos analitos, o que diminui a eficiéncia da

pré-concentragdo. Em contrapartida, -1,40 V € o maior valor de po-
tencial capaz de depositar todos os metais, inclusive o Zn, que dentre
0s quatro metais apresenta o maior potencial de reducio.

Os niveis (-1,41 e +1,41) atribuidos para os valores de t foram 30
e 240 s. A curva de nivel mostra que valores elevados de t aumentam
a resposta unificada dos analitos. Porém, o tempo efetivo total de
andlise também aumentaria, o que ndo € uma caracteristica atrativa
para um método analitico.

Os pontos criticos foram estabelecidos em -1,50 V para o poten-
cial de deposicdo e 240 s para o tempo de deposi¢ao.

Otimizacao dos parametros da SWV

Uma vez que os analitos Zn, Cd, Pb e Cu sdo reduzidos no eletrodo
de trabalho, a segunda etapa (SWV) estabelecerd uma corrente de
pico a qual se relaciona proporcionalmente com a concentragdo de
cada um dos quatro metais. A SWV possui parametros que devem
ser otimizados por influenciar consideravelmente na sensibilidade e
seletividade do método proposto neste trabalho.

A frequéncia (f) de aplicag@o dos pulsos de potencial, por exem-
plo, € uma das mais importantes varidveis da SWV." Ela influéncia
proporcionalmente na corrente de pico ocasionando maior sensibili-
dade do método. Por outro lado, em frequéncias maiores, a resolugao
do pico € reduzida quando esta perde o seu aspecto que, de maneira
simplista, faz alusdo a uma gaussiana.

A amplitude de pulso (A) na SWV aumenta a altura e largura
do pico. Nesse sentido, o aumento dessa corrente de pico pela am-
plitude de pulso € desejada. Por outro lado, o alargamento do pico
proporcionaria uma menor seletividade ao sobrepor correntes de pico
de analitos vizinhos.

J4 a velocidade de varredura da SWV ¢ fun¢do do produto da
frequéncia de aplicag@o dos pulsos de potenciais (f) com o incremento
de potencial (I). Sendo assim, o incremento de potencial afeta a velo-
cidade de varredura da onda quadrada, melhorando significativamente
a sensibilidade das andlises.

Além dessas trés variaveis, a concentracio do eletrlito suporte
(C) foi avaliada nessa etapa, uma vez que a influéncia da queda dhmica
na SWV foi estudada por Mirceski et al.?” Portanto, realizou-se um
planejamento fatorial completo do tipo 24, isto &, 4 varidveis estudadas
em 2 niveis cada uma.

No planejamento fatorial completo de uma determinaco simulta-
neade Zn, Cd, Pb e Cu, o uso de uma resposta unificada das correntes
de pico pode ser usada para uma triagem conjunta dos metais. Desta
forma, a Tabela 4 apresenta o valor experimental unificado para
todos os metais.

A partir desta resposta unificada, calcularam-se os efeitos de
cada varidvel para o sistema que € apresentado no grafico Pareto
(ver Figura 2).

O diagrama de Pareto expressa as varidveis consideradas significa-
tivas a 95% de nivel de confianca. Além do mais, € possivel evidenciar
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Tabela 4. Resultados experimentais obtidos na etapa de triagem para o valor da resposta unificada

Concentrag¢ao Tampao (mol L) Incremento (mV) Amplitude (mV) Frequéncia (Hz) Resposta Unificada
0,05 (-1) 2,5 (-1) 45 (-1) 90 (-1) 1,21
0,1 (+1) 2,5 -1 45 (-1 90 (-1 1,69
0,05 (-1) 7.5 (+1) 45 (-1) 90 (-1) 2,15
0,1 (+1) 7,5 (+1) 45 -1 90 (-1 3,20
0,05 (-1 2,5 -1 55 (+1) 90 (-1) 1,54
0,1 (+1) 2,5 QD) 55 (+1) 90 (-1) 1,85
0,05 (-1 7,5 (+1) 55 (+1) 90 (-1) 2,61
0,1 (+1) 7,5 (+1) 55 (+1) 90 -1 3,77
0,05 -1 2,5 (-1) 45 (-1) 110 (+1) 1,28
0,1 (+1) 2,5 -1 45 -1 110 (+1) 1,74
0,05 (-1 7,5 (+1) 45 (-1) 110 (+1) 2,48
0,1 (+1) 7.5 (+1) 45 - 110 (+1) 3,34
0,05 (-1 2,5 -1 55 (+1) 110 (+1) 1,35
0,1 (+1) 2,5 QD) 55 (+1) 110 (+1) 2,00
0,05 (-1 7,5 (+1) 55 (+1) 110 (+1) 2,44
0,1 (+1) 7.5 (+1) 55 (+1) 110 (+1) 4,00

Os valores entre parentes correspondem ao valor codificado.

(2)Incremento

(1)Concentracdo do Tampao |11,21887
1by2 |4,700039
(3)Amplitude |4,221385

2by3 1,42959

1,423103

L

1by3
(4)Frequéncia 1,034347

3byd 1,01469

UL

1by4 9196198

2by4

i

7954166

p=.05
Efeito Padronizado Estimado (Valor Absoluto)

Figura 2. Diagrama de Pareto resultante do planejamento fatorial completo
para a resposta unificada

aimportancia do incremento de potencial (I) e a concentracdo do tam-
pao acetato (C), uma vez que os mesmos influenciam individualmente
e sinergicamente (interagdo 1:2) na resposta unificada.

A quarta varidvel (frequéncia) pode ser desprezada dentro do
dominio de 90 a 110 Hz, uma vez que o efeito calculado (1,034) pode
ser negligenciado com 95% de confianga. Além disso, as intera¢des
da frequéncia com as outras 3 varidveis também obtiveram efeitos
ndo significativos.

Contrapondo o resultado anterior, sabemos que a frequéncia €
um pardmetro importante para a SWYV, porém, essa afirmativa nao
pdde ser contemplada na etapa de triagem tendo em vista o pequeno
intervalo de frequéncia utilizado na otimizag¢do dos experimentos.
Assim, o valor de frequéncia usado foi de 100 Hz.

Desta forma, os parametros: concentracio do tampao (C), incre-
mento de potencial (I) e amplitude de pulso (A), foram significativos
na etapa de triagem anterior. Por conseguinte, foram otimizados
utilizando o planejamento CCD. A Tabela 5 mostra a matriz do
planejamento com os 17 experimentos realizados.

Ap0s a otimizagdo, foi gerado um modelo que pode ser repre-
sentado pela seguinte Equagao 4:

Y =2,683 057+ 0,000 057 (C) — 0,042 159 (C)* + 0,561 057 (D) —
0,039 L5020 D* + 0,456 L6 (A)— 0,027 L5409 (A)* + 0,126 35 (CI) +
0,003 ,4034 (CA) + 0,088 055 1IA) “4)

na qual C € a concentracdo do tampio acetato, I € o incremento de
potencial e A € a amplitude de pulso.

A validag@o do modelo gerado pela matriz de planejamento CCD
foi realizada pela ANOVA, na Tabela 6.

A partir da ANOVA, verifica-se que o modelo gerado ¢ esta-
tisticamente significativo, visto que o F calculado da regressao
(65,81) € maior que o F tabelado (4,06) a um nivel de confianca de
95%, e 10 e 6 graus de liberdade. Além disso, podemos também
avaliar que o modelo quadratico aplicado estd significativamente
ajustado, pois o F calculado do erro puro (0,80) € menor que o F
tabelado (19,25) a um nivel de confianga de 95%, e 4 e 2 graus de
liberdade.?

Dada a aceitacdo do modelo obtido pela matriz de planejamento
CCD, foram plotados trés curvas de nivel, conforme podemos visu-
alizar na Figura 3.

As superficies de resposta geradas na otimizacio auxiliam ao
ilustrar as melhores condi¢des experimentais e o comportamento
dos parametros sobre o sistema. Desta forma, a obten¢do do ponto
critico (ponto de mdximo, neste caso) dentro do dominio experimental
confere ao método uma maior sensibilidade.

Por fim, os valores 6timos calculados pela Equagdo 4 e decodi-
ficados sdo de 0,206 mol L' para a concentragdo do tampdo, 11,56
mV para o incremento de potencial e 130,78 mV para a amplitude
de pulso.

O valor calculado para a amplitude € aceito matematicamente,
porém, na prética, valores elevados de amplitude acarretam um
deslocamento do potencial de pico e alargamento do mesmo. Esse
deslocamento pode provocar mudangas significativas nas larguras de
meia-altura fazendo com que o método perca seletividade. Logo, o
ponto escolhido para amplitude foi estabelecido em 55 mV.
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Tabela 5. Valores experimentais usados na otimizagao e a resposta unificada

Quim. Nova

. N - . Resposta
-1
Ensaio Concentra¢do Tampao (mol L) Incremento (mV) Amplitude (mV) Unificada

1 0,100 (-1 5,0 (-1 40 (-1 1,70

2 0,200 (1) 5,0 (-1) 40 (-1) 1,62

3 0,100 -1 10,0 (1 40 (-1 2,38

4 0,200 (1) 10,0 (1) 40 (-1) 2,68

Planejamento Fatorial

5 0,100 (-1 5,0 (-1) 70 (1 2,45

6 0,200 (1 5,0 (-1 70 (@) 2,29

7 0,100 (-1) 10,0 (1) 70 (1) 3,39

8 0,200 (1 10,0 (1 70 (1 3,90

9 0,150 0) 7,5 0) 55 0) 2,70 Ponto Central

10 0,150 0) 75 0) 55 0) 2,70

Repeti¢des do Ponto Central

11 0,150 0) 75 0) 55 0) 2,68

12 0,066 (-1,68) 7.5 0) 55 0) 2,45

13 0,234 (1,68) 75 0) 55 0) 2,54

14 0,150 0) 33 (-1,68) 55 0) 1,56

Pontos Axiais

15 0,150 0) 11,7 (1,68) 55 0) 3,49

16 0,150 0) 75 0) 30 (-1,68) 1,78

17 0,150 0) 7.5 0) 80 (1,68) 3,29
Tabela 6. Tabela ANOVA para o planejamento CCD das varidveis da SWV e concentragio de tampao acético
Fonte de Variagdo Soma Quadrdtica Nuimero de graus de liberdade Meédia Quadritica F Calculado F (95%) Tabelado
Regressao 7,4133 10 0,741

MQR/MQr = 65,81 F 6 = 4,06
Residuo 0,06759 0,0113
Falta de Ajuste 0,04172 4 0,0104
MQfaj/MQep = 0,80 F,,=19,25

Erro Puro 0,02588 2 0,0129
Total 7,48089 16

Variacao Explicada = 99,0965 %; Maxima de Varia¢do Explicavel = 99,6541 %; MQR (Média Quadratica da Regressao), MQr (Média Quadritica do Residuo),
MQFaj (Média Quadratica da Falta de Ajuste) e MQep (Média Quadrdtica do Erro Puro).

a) 20 b) 20

Incremento
Amplitude

05 00 05
Amplitude

Tampao

c) 2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

Incremento

0,0
Tampao

Figura 3. Comportamento da resposta unificada dos metais Zn, Cd, Pb e Cu por SWASV em eletrélito suporte de tampdo acetato pH 4,7. Superficie de resposta
de (a) incremento com a amplitude de pulso, (b) concentragdo do tampdo com a amplitude e (c) interagdo da concentragdo do tampdo com o incremento

Determinacao do limite de deteccao (LD)

Os parametros otimizados para a obtenc@o do LD estdo presentes
na Tabela 1 a seguir.

O uso dos parametros da SWASV otimizados foi aplicado para
solugdes cujas concentragdes variaram de 2 a 12 ug L. Desta forma,
observou-se a menor concentracdo de analito capaz de gerar uma
corrente de pico mensurdvel.

Os resultados obtidos para o LD dos analitos Zn, Cd, Pb e Cu

foram, respectivamente, 7,2; 4.4; 3,3 e 1,5 ug L'!. Diante desses dados,
pode-se observar que o Zn apresentou o maior valor (7,2 ug L") e o
Cu o menor valor (1,5 pg L") para o LD.

Determinacéo de Zn, Cd, Pb e Cu livres em agua de coco
Os valores otimizados dos parametros da SWASV descritos na

Tabela 1 foram aplicados para uma determinacdo exploratéria dos
analitos nas amostras A e B sem qualquer tratamento prévio.
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O teor de matéria organica oriundo da dgua de coco pode com-
prometer o desempenho do eletrodo de trabalho de DDB entre as
varreduras, por ocorrer uma passivacdo do mesmo. Isso ocorre porque
0s compostos organicos eletroativos podem promover processos de
oxirredugdo e adsor¢do, principalmente durante a etapa de stripping.
Por esse motivo, o eletrodo DDB foi submetido a um tratamento
eletroquimico para a limpeza e ativag@o objetivando a reproducio da
superticie ativa do eletrodo e aumento da performance eletroquimica.
Além disso, as varreduras por SWASYV foram realizadas em triplicata.

A aplicacdo da SWASV na amostra A (Fiugura 4a), obtida di-
retamente do fruto, proporcionou a leitura de Zn e Cu naturalmente
disponiveis. Porém, nao foram observadas correntes de pico para os
analitos Cd e Pb. Apesar da auséncia desses dois metais em concen-
tracdo detectdvel, a determinac@o desses contaminantes € importante
por apresentarem uma alta toxicidade, ainda que em quantidades infi-
mas.” A adi¢@o de quatro aliquotas da solugdo estoque intermedidria
proporcionou a construcao das curvas de adi¢do de analito de Zn,
Cd, Pb e Cu (Figura 4b) de maneira simultanea. O ajuste matematico
linear que descreve a tendéncia dos pontos possui um coeficiente de
correlagdo ao quadrado (r?) de 0,974 para o Zn, para Cd, para Pb e
0,996 para o Cu. Esses valores de r?> pr6ximos & unidade indicam
uma relagdo forte positiva entre as varidveis X (concentragio) e Y
(corrente de pico média).

As concentragdes de Zn e Cu na amostra A foram < LD (29 nug
L) e (6,8 +0,9) ug L' (dado a dilui¢do de uma aliquota de 5,00 mL
para 20,0 de volume final da célula), respectivamente. O valor de
concentracio de Zn estd abaixo do LD obtido anteriormente. Logo,
ndo hd analito em concentragdo detectdvel pelo método proposto.

a L Branco
( ) 80 —— Amostra
——250 uL
70 ¢ 500 L
—— 750 L
60 | —— 1000 pL Pb
50
<
= 40
30
20
1 ] 1 1 1 1 1 1
-14 12 -10 -08 -06 -04 -02 00
E / mV vs. Ag/AgCI
(b) 107 cu
8T . _Cd
< . ' 7n
~ 6+ _
- I I .
al
S - IPb
2 T
R I_ I,_I'
L T PR ! ! ! ! )
-50 0 50 100 150 200 250

Concentragdo / ug L
Figura 4. (a) Voltamogramas para a adi¢do sucessiva de solug¢do padrdo
intermedidria, nas concentragéoes em ug L' de (—) 58, 29, 38, 24, (—) 115, 59,
75,47; (—) 170,87, 111, 70 e (—) 225, 115, 146, 92; dos metais Zn, Cd, Pb
e Cu respectivamente, em uma amostra natural de dgua de coco (amostra A);
(b) Curvas de adi¢do de analito para os metais Zn, Cd, Pb e Cu na amostra A
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A literatura apresenta uma concentragio préxima de 300 pg L™!
para o Zn e 150 pug L' para o Cu total na amostra de dgua de coco
industrializada.’> A técnica de SWASV aplicada diretamente na
amostra determina a concentracdo dos metais disponiveis, ndo
contemplando, portanto, a concentragdo de espécies metdlicas
associadas a moléculas orginicas.'* Para uma determinagdo da
concentracio total de Zn, Cd, e Pb, Cu em dgua de coco, faz-se
necessdria uma etapa de digestiio para que esses fiquem eletroqui-
micamente disponiveis.

Para a determinagdo dos metais na amostra B, foi realizado um
procedimento similar ao empregado na amostra A (Figura 5a).

Os sinais de corrente de pico associados ao Cd e Pb néio foram
detectados novamente. A curva de adicdo de analito de Zn, Cd,
Pb e Cu estdo apresentadas na Figura 5b. Os valores do 1? para os
analitos foram de 0,997 para o Zn, 0,997 para Cd, 0,993 para Pb e
0,999 para o Cu.

As concentracdes de Zn e Cu na amostra B foram iguais a
(85,8 +4,2)ugL'e(7,7+0,6) ug L' (dado a diluigdo de uma aliquota
de 5,00 mL para 20,0 de volume final da célula), respectivamente.
O teor de Cu nas amostras A e B foram préximos. No entanto, o
teor de Zn disponivel na d4gua de coco industrializada € maior, o que
pode estar associado aos aditivos tais como conservantes ou agentes
quelantes que formam de complexos estdveis dos analitos.

A concentracdo de Zn e Cu encontrados nas amostras sdo inferio-
res aos relatados na literatura para a técnica de ICP OES, a qual quan-
tifica a concentragdo total na amostra dgua de coco industrializada,

(@) 70

60
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—— 600 uL
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< 10}
30 \
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< | I I Pb
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Concentragéo / ug L
Figura 5. (a) Voltamogramas para a adigdo sucessiva de solug¢do padrdo
intermedidria, nas concentracoes em ug L' de (—) 72, 37, 47, 27; (—) 142,
73,93, 59; (—) 211, 108, 137, 87 e (—) 278, 143, 181, 114; dos metais Zn,
Cd, Pb e Cu respectivamente, em uma amostra industrializada de dgua de

coco (amostra B); (b) Curvas de adi¢do de analito para os metais Zn, Cd,
Pb e Cu na amostra B
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levando a uma conclusdo de que parte dos analitos encontram-se
ligados a compostos organicos nao eletroativos para a SWASV.?

CONCLUSAO

Os pardmetros da SWASYV foram otimizados dentro do dominio
experimental estipulado, com isso, uma metodologia para a determi-
nagdo simultinea dos metais Zn, Cd, Pb e Cu em dgua de coco pode
ser proposta. Os valores do potencial e tempo de pré-concentragao
foramde -1,50V e 240 s. Paraa SWYV, o valor definido para frequéncia
foi de 100 Hz e os valores otimizados de incremento do potencial e
amplitude de pulso foram 11,56 mV e 130,78 mV, respectivamente. A
concentracdo do tampao foi otimizada em 0,206 mol L"!. Entretanto,
ndo foi utilizado o valor otimizado para a amplitude de pulso por
acarretar um deslocamento nos potenciais de picos, além de um
alargamento dos mesmos. Sendo assim, tomou-se como ponto de
trabalho o valor de amplitude de 55 mV, visto que ele apresentou um
efeito positivo na etapa de triagem. Os limites de detecgéo dos analitos
Zn, Cd, Pb e Cu foram, respectivamente, 7,2; 4,4; 3,3 e 1,5 ug L.

Na determinacdo proposta nao foram detectadas as concentragdes
de Cd e Pb, embora o método analitico SWASYV aplicado tenha sido
otimizado. Desta forma, concentracdes desses analitos nas amostras
de dgua de coco foram menores que o LD (18 ug L'e 13 pug L',
respectivamente).

A partir dos pontos otimizados foi possivel quantificar zinco e
cobre livres em amostra de dgua coco natural e industrializada. Os
valores encontrados para as concentragdes de Cu na amostra natural
foi (6,8 + 0,9) ug L. No entanto, ndo foi possivel determinar a con-
centracdo de Zn sendo, portanto, menor que o LD. Por outro lado, a
concentracdo de Zn e Cu na amostra industrializada foi de (85,6 +
42)ugL'e (7,7 £0,6) ug L' respectivamente.

Embora a concentracdo de Zn e Cu por SWASV na amostra de
dgua de coco industrializada, sem qualquer digestdo prévia, seja
parcial, ela serve como base para trabalhos futuros.
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