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RESUMO

KLING, Diego Pereira. Desenvolvimento de metodologias de digestao
e analise de metais em microalgas por absorcdo atdémica de alta resolucdo
com fonte continua por chama. Orientadores: Suely Pereira Freitas e Jodo
Alfredo Medeiros. Rio de Janeiro: UFRJ/EQ/TPQB, 2015. Dissertacéo

(Mestrado em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioguimicos).

As microalgas sdo uma fonte promissora de diferentes compostos de
interesse para o setor industrial. Além dos lipidios, particularmente os
poliinsaturados, proteinas e carboidratos, contém uma quantidade
importante de compostos bioativos, como carotenoides e minerais. Portanto,
a utilizacdo da microalga como matéria prima estad inserida no conceito de
biorrefinaria e tem sido indicada como uma alternativa promissora a ser
incorporada a matriz energética. Um dos principais desafios a ser superado
¢ a ineficiéncia das metodologias padrdes, tradicionalmente usadas na
caracterizacdo dos compostos, majoritarios e minoritarios, desta biomassa.
Neste contexto, este trabalho teve como objetivo validar novas metodologias
analiticas para determinacdo mais precisa dos metais contidos na microalga.
Para este fim foram desenvolvidos dois processos de pré-tratamento e uma
metodologia especifica para determinacdo sequencial, por espectrometria de
absorcdo atdmica de alta resolucdo com fonte continua por chama (HR CS
FAAS), em amostras da microalga Monoraphidium sp. A microalga foi
cultivada em uma planta piloto tipo raceway localizada no nordeste
brasileiro. Os elementos Na, K, Mg, Ca, Cu, Fe, Zn e Mn séo 0s principais
metais utilizados no cultivo de microalgas e foram, por esta razdo,
selecionados para este estudo. Os métodos propostos foram validados por
meio de curvas de calibracdo e ensaios de recuperacdo. Para comparacédo de
médias, o teste t-student foi usado para avaliar os pré-tratamentos propostos
para a biomassa algacea. Adicionalmente, padrdes aquosos foram utilizados
para a calibracdo e os coeficientes de correlacdo encontrados, para todos os
analitos avaliados, foram maiores que 0,98 A partir das curvas de
calibragdo, os limites de deteccdo foram estimados para cada elemento e as

concentragdes obtidas para Na, K, Ca, Fe, Zn e Cu foram, respectivamente,
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55 pg*L™*, 85 pg*L™, 3,5 nug*Lt, 15 pg*L™*, 8 pg*L?, 14 pug*Lt e 30
ug*L*. Ensaios de recuperacdo para um analito de baixa concentracdo (Cd)
e a recuperacdo de madaltiplos analitos foram realizados alcancando-se
recuperacdo de 96 a 104% para a primeira metodologia e de 91 a 111% para
os metais Na, K, Fe, Zn e Cu na segunda metodologia. Entretanto, ndo se

obteve, ainda, uma taxa de recuperacdo satisfatéria para o calcio.
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Abstract

The microalgae are a promising source of different compounds of
interest to the industrial sector. In addition to lipids, particularly
polyunsaturated, proteins and carbohydrates, contains a substantial amount
of bioactive compounds like carotenoids and minerals. Therefore, the use of
microalgae as a feedstock is inserted in the biorefinery concept and has been
indicated as a promising alternative to being incorporated into the energy
matrix. A key challenge to be overcome is the inefficiency of the standard
methodologies traditionally used in the characterization of the compounds,
majority and minority, this biomass. In this context, this study aimed to
validate new analytical methodologies for more accurate determination of
the metals contained in microalgae. For this purpose were developed pre-
treatment processes and a specific methodology for sequential determination
by atomic absorption spectrometry of high resolution continuum source
flame (HR CS FAAS) in the microalgae Monoraphidium sp samples. The
microalgae was cultivated in a raceway-type pilot plant in the Brazilian
Northeast. The elements Na, K, Mg, Ca, Cu, Fe, Zn and Mn are the main
metals used in the cultivation of microalgae and were, therefore, selected
for this study. The proposed methods were validated by calibration curves
and recovery experiments. To compare means, the Student’s t-test was used
to evaluate the proposed pre-treatments for algal biomass. Additionally,
aqueous standards were used for calibration and correlation coefficients
obtained for all evaluated analytes were higher than 0,98. From the
calibration curves, the detection limits were estimated for each element and
the concentrations obtained for Na, K, Ca, Fe, Zn and Cu were, respectively,
5,5 pg*L™t, 85 pg*L?t, 3,5 pg*L, 15 pg*L?t, 8 pg*L™*, 14 pg*L' e 30
nug*L*.Recovery assays for an analyte of low concentration (Cd) and the
recovery of multiple analytes were performed reaching up recovery 96 to
104% for the first method and 91 to 111% for metals Na, K, Fe, Zn and Cu
in the second method. However, there is as yet a satisfactory recovery rate
for Ca.
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1. Introducéo

A crescente demanda mundial por combustiveis fésseis nas ultimas
décadas incentivou os debates para implementacdo de politicas ambientais
relacionadas as mudancas climaticas, poluicdo do ar, destruicdo do
ecossistema e desafios a seguranca nacional que estdo relacionados com a
producdo de petréleo (Levine, Costanza-Robinson, e Spatafora 2011),
reforcando a necessidade de desenvolvimento de combustiveis alternativos

com menor impacto ambiental tal como o biodiesel e o bioetanol.

A matéria-prima para producdo de biodiesel é proveniente da
agroindustria de Oleos vegetais, fator este que impede um grande aumento
na sua oferta, pois ocorre uma competicdo entre os setores agroindustrial e
de energia. Com isso, a producdo de biodiesel por esta rota ndo sera capaz
de substituir uma fracdo significativa de combustiveis fosseis (Singh,
Nigam, e Murphy 2011). Neste cenério, as microalgas vem recebendo cada
vez mais atencdo para producdo de biocombustiveis. As estimativas de sua
produtividade, cerca de 10 vezes maior do que o de culturas convencionais,
contribui para torna-la a fonte mais promissora para a producdo de biomassa
(Chisti 2008).

A producdo de biodiesel utilizando microalgas depende
principalmente da capacidade de producdo de lipideos, a qual é afetada por
diversos fatores ambientais como luminosidade, temperatura, salinidade,
concentracdo de CO, e pelos nutrientes. Os nutrientes utilizados no cultivo
das microalgas sdo um dos principais fatores que interferem no
desenvolvimento da biomassa algacea. Por serem o0s reguladores dos
metabolismos, a auséncia ou o excesso de algum nutriente pode alterar de

maneira significativa os resultados obtidos.

Além da capacidade de producdo de lipidios para producdo de
biodiesel, saturados e monosaturados, as microalgas produzem diversos co-
produtos a partir da mesma biomassa, esta caracteristica a torna candidata

perfeita para o conceito de biorrefinaria(Clarens et al. 2010) e tem sido

1



indicada como uma alternativa promissora a ser incorporada a matriz
energetica(Espinosa et al. 2014).Um dos principais desafios a ser superado €
a ineficiéncia das metodologias padrdes, tradicionalmente usadas na
caracterizacdo dos compostos, majoritarios e minoritarios, desta biomassa.
Neste contexto, este trabalho teve como objetivo validar novas metodologias

analiticas para determinacdo mais precisa dos metais contidos na microalga.



2. Objetivos

Este trabalho teve por objetivo geral o desenvolvimento de
metodologias de pré-tratamento (digestdo da amostra) e determinacdo dos
analitos Na, K, Mg, Ca, Cu, Fe, Zn e Mn em uma amostra da microalga
Monoraphidium sp. utilizando a técnica de absorcdo atomica de alta

resolucdo com fonte continua por chama (HR CS FAAYS)
Os objetivos especificos foram:

i. validacdo das metodologias de pré-tratamento, por meio de
testes estatisticos,

ii. realizar os ensaios de recuperacdo de analito(s) de adicéo
padrdo, e avaliar a precisdo, reprodutibilidade e erros
sistematicos na quantificacdo dos mesmos,

ili.  desenvolvimento de metodologia de analise em HR CS FAAS.



3. Fundamentacéo Tedrica - Estado da Arte

3.1. Espectrometria de absorcao

3.1.1. Teoria basica (Ebdon et al. 1998)

Absorcao atdbmica € a absorcdo de luz por atomos. Um atomo possui
varios niveis de energia (Eo,E1,...Ej). Sob circunstancias normais de analise,
a maioria dos atomos estard no estado fundamental (ndo excitado). Para os
niveis de energia Eo (estado fundamental) e E; (estado excitado), uma

transicdo de Eo>E;jrepresenta uma absorcgédo de radiacéo (Figura 1).

T

Figura 1 Absorcéo de luz

E;

Eo

Para ocorrer absorcdo atomica, a luz deve ter um comprimento de
onda (energia) especifico e ao ser absorvida por algum elétron do estado
fundamental, promove-0 a um estado excitado, de energia superior. A luz ao
passar pelos analitos é absorvida, reduzindo, assim, sua intensidade. A
reducdo da intensidade da luz é proporcional ao numero de atomos que
absorveram a luz emitida. Uma situacdo anadloga a lei de Lambert-Beer,
sendo esta lei expressa como:

A =log (170) =K, * [ xlog(e) [eg.1]

onde: A é absorbancia, I, é a intensidade da luz incidente, I a
intensidade da luz transmitida, K, é o coeficiente de absorcdo e | o

comprimento do percurso.



3.1.2. Instrumentacdo e espectrometria de absorcéo
atOmica

A técnica de espectroscopia de absorcdo atébmica (AAS) se tornou
competitiva desde que foi reinventada em 1952 por Alan Walsh (Welz et al.
2003). Esta técnica é largamente difundida e empregada para a determinacéo
de elementos traco nas mais diversas amostras (Borges et al. 2005). A
mudanca introduzida por Alan Walsh e a histéria de evolucdo desta técnica
foi revisada por Welz et al. (Welz et al. 2014).

As duas principais e maiores vantagens da utilizacdo da HR CS FAAS

em relacdo as demais técnicas de AAS sdo apresentadas a seguir:

1°) Fonte continua->consiste em uma lampada de arco curto de
xendnio de alta pressdo (15bar), operando em uma poténcia de 300 W, a 50
bar e 18 °C (Borges et al. 2005). Como esta intensidade de radiagdo é muito
maior do que os equipamentos LS FAAS (espectrometria de absorcéo
atdbmica em chamas com fonte de linha) convencionais (de pelo menos 1 a 2
ordens de grandeza), os limites de deteccdo obtido com HR CS FAAS
apresentam, tipicamente, um fator cinco vezes superior aos obtidos por LS
FAAS. Considerando que se utiliza apenas uma fonte de radiagdo para todos
os elementos e todos os comprimentos de ondas no intervalo de 190 a 850
nm, a utilizacdo da lampada de arco curto de xen6nio como fonte de

radiacdo tem sido certamente a grande vantagem desta técnica.

2°) Detector CCD—>¢ utilizado um dispositivo de carga acoplada
(CCD) linear de 512 pixels no qual 200 pixels sdo para fins analiticos.
Sendo todos iluminados e lidos simultaneamente, como apenas alguns pixels
sdo necessarios para medir a absorcdo atdmica, os demais pixels ficam
disponiveis para outros fins (Mohadi 2012). Estes sdo primeiramente
utilizados para correcdo de oscilacbes da lampada e alteragdes na
atomizacdo, sendo estas independentes do comprimento de onda. Com esta
correcdo feita automaticamente, a desvantagem da utilizacdo de fonte

continua é superada.



O sistema também corrige qualquer absor¢do de fundo que é continua
dentro da janela espectral controlada pelo detector. Além disso, a medicéo
da absorcdo atémica e de fundo (background) é realizada simultaneamente
de modo que mesmo ocorrendo uma rdpida mudanca de fundo estas podem

ser corrigidas sem problemas (Welz 2005).

3.2. Validacdo de metodos analiticos

De acordo com normas da NBR ISO 9000, a validacdo de um
determinado método analitico requer a comprovacdo, por meio de evidéncia
objetiva, de que o0s requisitos para uma aplicacdo ou uso especifico
pretendido foram atendidos (NBR 1SO 9000).

As caracteristicas de desempenho do método (ou parametros de
validacdo) devem estar explicadas no procedimento documentado e devem
incluir, quando aplicavel, os seguintes parametros: seletividade e
especificidade, faixa de trabalho e faixa linear de trabalho, linearidade,
sensibilidade, limite de deteccdo, exatiddo e tendéncias (bias); precisdo,

robustez e incerteza de medicéao.

3.2.1. Seletividade e especificidade

Como descrito no documento emitido pelo INMETRO (INMETRO
2003).

“A  especificidade e a seletividade estdo
relacionadas ao evento da deteccdo. Um método que
produz resposta para apenas um analito é chamado
especifico. Um método que produz respostas para varios
analitos, mas que pode distinguir a resposta de um analito
da de outros, é chamado seletivo. Entretanto, os termos
especificidade e seletividade sdo frequentemente
utilizados indistintamente ou com diferentes

interpretagées.”



Devido & natureza da medida que é realizada por qualquer técnica de
analise de espectrometria de absorcdo atdmica, este tipo de técnica é

considerada especifica.

3.2.2. Linearidade(INMETRO 2003)

Linearidade é a habilidade de um método analitico em produzir
resultados que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito
em amostras, em uma dada faixa de concentracdo. A quantificagdo requer
que se conheca a dependéncia entre a resposta medida e a concentracdo do
analito. A linearidade € obtida por padronizacdo interna ou externa e
formulada como expressdo matematica usada para o calculo da concentracdo

do analito a ser determinado na amostra real
A equacdo da reta que relaciona as duas variaveis é:
y=A*x+B [Eq. 2]
onde:y= resposta medida;

X = concentracdo conhecida;
A = coeficiente angular,;

B = intersecdo com o eixo y, quando x=0.

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos
resultados dos ensaios em funcdo da concentracdo do analito ou entdo
calculados a partir da equacdo da regressao linear, determinada pelo método

dos minimos quadrados.

O coeficiente de determinacdo (R®) é frequentemente usado para
indicar o quanto pode ser considerada adequada a reta como modelo

matematico. Um valor maior que 0,90 é, usualmente, requerido.

A maioria dos equipamentos de deteccdo existentes estabelece a sua
faixa dinamica linear. E necessario, entretanto, verificar até que ponto a

faixa de concentracdo do analito coincide com a faixa dindmica linear e



assegurar que nenhum outro fenémeno tenha impacto indesejdvel na

resposta.

3.2.3. Faixa de trabalho(INMETRO 2003)

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa especifica de
concentracdes do analito no qual o método pode ser aplicado. O ponto
inferior da faixa de concentracdo é o valor do limite de deteccdo e de
quantificagdo. O limite superior é dependente da comprovacdo da

linearidade da curva analitica.

Dentro da faixa de trabalho pode existir uma faixa de resposta linear e
o sinal terd uma relagdo linear com o analito ou valor da propriedade. A
extensdo dessa faixa pode ser estabelecida durante a avaliacdo da faixa de
trabalho.

A faixa linear de trabalho de um método de analise é o intervalo entre
os niveis inferior e superior de concentracdo do analito no qual foi
demostrado ser possivel a determinacdo com a precisdo, exatiddo e
linearidade exigidas, sob as condicOes especificadas para a anélise. A faixa
linear é definida como a faixa de concentra¢des na qual a sensibilidade pode
ser considerada constante e é normalmente expressa nas mesmas unidades

do resultado obtido pelo método analitico.

3.2.4. Precisdo

Precisdo é a medida da proximidade com que multiplas analises de
uma amostra concordam entre si. Avalia-se a precisdo por meio de réplicas,
analises repetidas dos padrbes estabelecidos, ou por analise de adicdo
padrdao (APHA, AWWA, e WPCF 2012). Precisdo é, em geral, especificada
pelo coeficiente de variacdo (C,) dos resultados, dado pela seguinte

equagao:



C, =100 %= [Eq. 3]

onde: C, =coeficiente de variacéo;
S = desvio padréo e

x= média dos dados

3.2.5. Exatidao

A Exatiddo de um método analitico é o grau de concordancia entre o
valor médio obtido de uma série de resultados e o valor de referéncia
aceito(Barros 2002). A exatidao, quando aplicada a uma série de resultados,
implica  numa combinagdo das incertezas aleatorias e sistematicas
(tendéncias) (INMETRO 2003).

Os processos normalmente utilizados para avaliar exatiddo de um
método sdo, entre outros: uso de materiais de referéncia, participagdo em

comparagdes Inter laboratoriais e/ou realizacdo de ensaios de recuperacéo.

3.2.6. Limites de deteccdo e quantificacdo (Freitas 2003)

O limite de deteccdo (LOD) é o menor sinal detectavel, com uma dada
certeza estatistica, que possa ser considerado maior que o sinal gerado pelo
branco. O limite de deteccdo pode ser determinado matematicamente de

diversas formas, neste trabalho iremos utilizar a seguinte equacéo:

LOD = 3,29x0

[Eq. 4]

onde: o =desvio padrdo de 10 medidas do branco;
A=coeficiente angular da curva analitica;

Determina-se o valor 3,29 por meio da tabela de distribuigdo

normal usando-se a seguinte relagdo: Ly = 2 x Z;_), COM a=5%.

O limite de Quantificacdo (LOQ) € o menor sinal que possa ser

atribuido a um valor de concentracdo do analito determinada, com nivel de



exatiddo e repetitividade aceitaveis. O limite de quantificacdo é determinado

matematicamente pela seguinte equacéao:

10* o

LOQ = =

[Eq. 5]
onde: o =desvio padrdo de 10 medidas do branco;

A= coeficiente angular da curva analitica.

3.3. Microalga

Algas sdo organismos que, como as plantas, realizam a fotossintese.
Estas sdo subdivididas em macroalgas e microalgas, de acordo com a sua
morfologia e tamanho. As macroalgas sdo compostas por maltiplas células
que se organizam para formar estruturas de maneira similar as plantas
superiores enquanto as microalgas sdo seres microscopicos, podendo ser

unicelulares ou pluricelulares.

As microalgas sdo responsaveis por cerca de 50% da producdo de
biomassa fotossintética na Terra sendo as principais responsaveis pela
absorcdo biolégica do CO, atmosférico nos oceanos. Uma parte do CO,
absorvido pelas microalgas € transferida para o fundo oceanico num
processo conhecido como "bomba bioldgica". Este processo, juntamente
com a difusdo direta do CO, para a dgua, impede que o acumulo de gases do

efeito estufa seja ainda maior (Borges et al. 2007).

As microalgas podem ser utilizadas nas mais diversas areas do setor
produtivo, devido ao fato de possuirem diversos compostos, desde matéria
prima para producdo de biocombustiveis (Brennan e Owende 2010) até
principios ativos para producdo de farmacos (Rodrigues et al. 2015), de
adubo a alimento (Brennan e Owende 2010). Com a escolha adequada de
uma espécie e do seu cultivo em condicdes especificas torna-se possivel
maximizar a producdo de uma materia prima desejada (Dragone et al. 2011);
(Ho, Chen, e Chang 2012); (Anjos et al. 2013).

10



3.3.1. Metais na microalga

Devido a heterogeneidade entre as microalgas torna-se muito dificil a
generalizacdo sobre sua nutricdo (O’ Kelley 1968). Porém, sdo de
conhecimento geral as principais atividades biolégicas de diversos

nutrientes, brevemente explicados a seguir:

->Na (sédio): Juntamente com o potassio é utilizado no controle da
pressdo osmoética (Metzler 1996) evitando a ruptura da parede celular, mas
diferentemente do potassio pode ser totalmente substituido por outros
elementos (Myers 1951). O sédio é um dos 3 (trés) principais ions

responsaveis pela manutencdo do potencial elétrico da membrana celular.

- K (Potéssio): Juntamente com o sédio é utilizado no controle da
pressdo osmotica e na manutencdo do potencial elétrico da parede celular
(Metzler 1996), mas a sua substituicdo apenas é possivel quando realizada
pelo rubidio (Myers 1951), e sua deficiéncia ocasiona baixas taxas de
crescimento e fotossintéticas. Muitas enzimas intracelulares requerem K*
para sua atividade (ex.: as que promovem a fosforilacdo de grupos
carboxilicos) e o K* é ligado preferencialmente em algumas estruturas de
DNA tetraplex.

> Ca (Calcio) (Metzler 1996): E parte integral de algumas enzimas e
possui funcdo estrutural em proteinas, carboidratos e na membrana celular
além de ativar diversos processos metabdlicos. Os ions de calcio também
sdo envolvidos na manutencdo de grupos carregados negativamente juntos
(ex. ligando proteinas a membranas fosfolipidica) e os canais-de-calcio sdo

o terceiro maior grupo de “canais de cation-seletivo”.

>Mg (Magnésio) (Metzler 1996): Apresenta-se ligado a proteinas,
acidos nucleicos, e compostos soliveis como ATP (Trifosfato de adenosina),
ADP (difosfato de adenosina) e citrato, e outros compostos de fosfato e
carboxilato. Possui um importante papel em seres fotossintéticos, por ser o
fon central da clorofila. Mais de 300 enzimas sdo dependentes do fon Mg**

sendo o maior grupo o fosfotransferase. Estimula a formacdo de acidos
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graxos essenciais e € regulador dos niveis idonicos celulares. Sua deficiéncia

causa perda do conteudo de pigmentos celulares.

—>Si (Silicio): Ndo é um nutriente considerado essencial na maioria
das algas, apenas em diatoméceas e silicoflageladas, as quais sintetizam
seus esqueletos de SiO,, possuindo um metabolismo ativo de silicio
(Metzler 1996).

> Fe (Ferro): Dentre os micronutrientes € o mais importante devido a
sua funcdo nas proteinas carreadoras de elétrons. Sua deficiéncia provoca
reducdo da velocidade de crescimento (Sandmann e Malkin 1983), afeta o
ciclo do nitrogénio (Doucette, G.J., Harrison 1991) e a excregdo de
compostos nitrogenados de dentro da célula, sendo ampla sua utilizagdo no
metabolismo das microalgas. E um dos metais que participam ativamente da

fotossintese, atuando junto com proteinas carreadoras de elétrons.

>Zn (Zinco): E componente estrutural da anidrase carbdnica
(transporte e fixacdo de CO,), de enzimas envolvidas na transcricdo do ADN
(a4cido desoxirribonucleico) e da fosfatase alcalina. Diferente do magnésio,
0 zinco tende a se ligar fortemente com mais de 300 metaloenzimas,
podendo ser substituido nas enzimas por manganés e cobalto e outros ions
com uma manutencdo da atividade catalitica (Metzler 1996). O zinco possui
uma toxicidade menor do que a observada com o cobre (Cid et al. 1995),
mas de forma similar em baixas concentracfes estimula o desenvolvimento

da microalga e a reduz em altas concentragdes.

2> Cu (Cobre): Exerce funcdo similar a do ferro, como carreador de
elétrons na fotossintese, o que o torna um metal essencial na fotossintese
(Metzler 1996), em excesso exerce grandes variacdes na atividade
fotossintética, na producdo de ATP, no crescimento das microalgas (Cid et
al. 1995). A concentracdo de cobre necessaria para reduzir ou inibir por

completo o crescimento varia conforme a espécie (Wong e Chang 1991).

>Mo (Molibdénio): E um dos elementos menos abundantes nas
microalgas, sua principal funcdo é associada ao metabolismo do nitrogénio

por ser um constituinte da nitratoredutase, enzima responsavel pela reducéo
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do nitrato em nitrito. Sendo cofator de diversas enzimas que participam da
respiracdo, fotossintese e da nitrogenase (fixacdo de N, nas cianobactérias).
Sua absorcdo pela microalga é diretamente dependente da fonte de
nitrogénio, ndo sendo afetado pela sua prdpria concentracdo (Llamas et al.
2011). N&o sdo relatados niveis de toxicidade para o molibdénio
provavelmente decorrente dos seus mecanismos de absorcdo, tendo sido
observados 2 (dois) mecanismos independentes, uma mencionado
anteriormente, o mecanismo N-dependente, e 0 outro mecanismo tem como
ion-competidor o sulfato, com isso a absorgdo do molibdénio seria reduzida.
Todavia uma concentracdo elevada de Mo pode reduzir a concentracdo
disponivel de Cu pela formacdo de complexos estaveis e inertes (Metzler
1996).

—->Co (Cobalto): Metal central da cianocobalamina (vitamina B-12),
vitamina essencial para o desenvolvimento das algas em geral. O cobalto
também participa no metabolismo do nitrogénio, aumenta a producdo de
massa seca e de proteinas solliveis (Osman et al. 2004). Em altas
concentracdes de Co ocorre a reducdo do conteddo de carboidratos e
proteinas (Osman et al. 2004); (Cheng, Wang, e Liu 2014) e um aumento no
teor de hidrocarbonetos (Cheng et al. 2014), podendo ocorrer inibicdo do
crescimento da microalga (Li et al. 2007) e a reducdo do teor de clorofila
(Tewari et al. 2002) .

->Mn (Manganés): E o metal que exerce fungio Gnica e essencial na
reacdo de fotossintese, podendo substituir o Mg?* em algumas enzimas. O
Zn?** também é passivel de substituicdo pelo manganés podendo causar
alteracGes na atividade catalitica da enzima, funcionando assim como um
regulador destas e de outras enzimas e atuando também como redutor de
toxicidade de outros metais (Stauber e Florence 1987). Em concetracdes
baixas, estimula o crescimento da microalga e a producdo de proteinas

soltveis (Tewari et al. 2002)

2>V (Vanadio): Pode influenciar o crescimento das microalgas em
certas condicOes e auxiliar a absorcdo de ferro (Meisch e Bielig 1975), mas

por apresentar estrutura similar ao fosfato, o vanadato interfere em diversas
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enzimas (Costa Pessoa et al. 2015). Em diversas algas marinhas séo
encontradas vanadoproteinas, as quais incluem as enzimas haloperoxidases,
sendo responsaveis pela sintese de diversos compostos halogénados
(Metzler 1996).

2>Se (Selénio): O acumulo de Se pode resultar numa inibicdo da
fotossintese e danos na estrutura celular e reducdo da taxa de crescimento
(Gojkovic et al. 2015), possuindo um relacéo linear entre reducédo na taxa de
crescimento e concentracdo de Se (lbrahim e Spacie 1990).

B (Boro): E um mineral necessario para o crescimento de diversas
microalgas. Entretanto, algumas de suas funcbGes ndo foram ainda bem
elucidadas (Carrano et al. 2009).

3.4. Biorrefinaria

O termo de biorrefinaria € mencionado desde 2001 na literatura
(Delgado e Kafarov 2011) e, desde entdo, ja recebeu diversas definicdes.
Entretanto, o conceito essencial € o de um processamento sustentavel em
uma planta industrial que integra diversos processos para produzir
combustiveis, produtos quimicos de alto valor agregado e energia (Van Ree
e Annevelink 2007).

Como constatou Morweiser (Morweiser et al. 2010), o cultivo de
microalgas visando apenas a producdo de biodiesel ndo é, ao mesmo tempo,
energeticamente e economicamente viavel. Para que a producdo de
bicombustiveis ocupe o seu lugar na matriz energética é necessario que a
producdo de microalga se adeque ao conceito de biorrefinaria (Alvim et al.
2014). De acordo com Brennan e Owende (Brennan e Owende 2010) a
principal vantagem da utilizacdo de microalgas na producdo de
biocombustiveis se deve a capacidade de producdo de diversos compostos
com alto valor agregado. A Figura 2 mostra um resumo de diversos produtos
derivados com potencial de serem coproduzidos utilizando a mesma

biomassa.
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Figura 2 Esboco geral do conceito de biorrefinaria (adaptado de Delgado e Kafarov
2011)

Como mostrado na Figura 2 podem ser produzidos diversos composto
utilizando a biomassa algdcea como matriz, mas devido a sensibilidade a
fatores ambientais, tais como luminosidade e temperatura, a concentracao e
as caracteristicas dos compostos gerados pela microalga podem apresentar
diferencas significativas das projetadas. Um subproduto que néo recebe a
devida atencdo nesta biomassa é a concentracdo dos metais. Esta
concentracdo apresenta muita variacdo entre espécies e entre cultivos e,
dependendo da concentragcdo de cada metal poderd influenciar,
positivamente ou negativamente, a sua utilizacdo para uma determinada

finalidade.

Como exemplo desta influencia, pode ser citada a utilizacdo desta
biomassa para producdo de biogas, onde metais como o Fe, Co e Zn sdo
estimulantes da metano-genesis (Speece 1996), mas por outro lado, a
biomassa também é constituida por Na, Ca e Mg, metais estes que em alta
concentracdo inibem a producédo de metano (Chen, Cheng, e Creamer 2008).
Outro exemplo é a destinacdo desta biomassa como suplementacdo
alimentar, animal ou humana, onde o controle da concentracdo deve-se ser
realizado para evitar a ingestdo de determinado elemento acima do
recomendado e assim evitar complicagbes para saude em humanos
(Cozzolino 1997). No caso de alimentacdo animal, a suplementagdo

inadequada pode modificar significativamente as taxas de crescimento do
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animal (Moreira et al. 2003) interferindo diretamente no custo final dos

produtos derivados.

Contudo, diversos estudos indicam que o uso de lodo de tratamento de
esgoto pode contaminar a producdo de alimentos (Jing e Logan 1992),
(Oliveira e Mattiazzo 2001) e (Martins et al. 2003) e como as microalgas
apresentam teores de minerais, por vezes superior ao encontrado em lodos
de tratamento, seria prudente afirmar que caso a biomassa algacea seja
destinada para adubo, poderd ocorrer o mesmo efeito. A identificacdo e
quantificacdo destes elementos na microalga é fundamental quando se deseja
enriquecer os alimentos processados evitando, por sua vez, exceder oS
valores estipulados pelos 6rgdo regulamentadores para a concentracdo de

minerais na cadeia alimentar.

3.5. Metodologias de digestdo da amostra

As duas maneiras classicas para abertura de amostras sdo por via seca
e via Umida, sendo que cada uma apresenta vantagens e desvantagens

intrinsecas a metodologia, as quais sao:

Via Seca: esta técnica permite a abertura de diversas amostras
simultaneamente, sendo limitado o nimero de amostras ao tamanho do forno
mufla. Por ndo utilizar reagente na abertura e ndo necessitar de manipulacao
da amostra durante a decomposicdo apresenta assim um menor risco de
contaminacdo. Por outro lado, devido ao fato da decomposicdo do material
bioldgico ser realizado em temperaturas elevadas, entre 450 a 550 °C
(Fuentes, M.M. Reboloso; Ferndndez, G.G. Acién; Pérez J.A. Sanchez;
Guerrero 2000); (Gressler et al. 2010), durante o periodo inicial da
decomposi¢cdo da amostra ocorre liberacdo de compostos volateis (Figura 3)
com forte odor, como reportado na literatura (Peng et al. 2001). Além disso,
nestas condi¢cbes pode também ocorrer o desprendimento de compostos
metalicos volateis, impossibilitando as analises de determinados metais
(como exemplo, mercurio). Neste caso, 0 aumento no niumero de anéalises se

torna mais complexo por possuir quantidade maxima de abertura simultanea,
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quantidade esta atrelada ao tamanho do forno. Esta é a principal
desvantagem para realizacdo de analise de rotina, pois o numero de
aberturas possiveis em um espaco de tempo se torna muito limitado
(Fuentes, M.M. Reboloso; Fernandez, G.G. Acién; Pérez J.A. Sanchez;
Guerrero 2000),

A TGA
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Vaolatil iEstagio )
(Estagio 31~ ¥
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Figura 3 Diagrama de TGA para S. platensis e C. protothecoides (adaptado de Peng et
al. 2001)

Via Umida: A principal desvantagem das metodologias de digestdo
por via imida pode ser atribuida ao maior tempo gasto pelo analista durante
0 procedimento de digestdo, aumentando assim o risco de contaminacgdo e
perda de amostra. Como Vantagem esta técnica apresenta uma maior
flexibilidade para o desenvolvimento e/ou adapta¢gdo as novas metodologias.
As principais variaveis da abertura por via Umida sdo: tempo de digestdo,
combinacdo de solventes, tipo e material do vaso (aberto ou fechado, vidro
ou TEFLON, etc.), temperatura e equipamentos para homogeneizacao,
aquecimento e ruptura (como ultrassom e micro-ondas). Com a manipulagao
e combinacdo apropriadas destas variaveis € possivel a construgdo de

metodologias alternativas, cada uma atendendo a precisdo exigida pelo

projeto.
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Tendo em vista as vantagens oferecidas pela digestdo por via Umida,
optou-se por utilizar esta metodologia no presente trabalho. Para reduzir os
riscos de contaminacdo, utilizaram-se reagentes com alto grau de pureza e

conduziram-se todos os ensaios atendendo os procedimentos padrdes.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Matéria prima

A microalga Monoraphidium sp foi cultivada em biorreator tipo
raceway na regido nordeste brasileira e gentilmente cedida pela Petrobras. A
amostra recebida apresentava 80% de umidade (valor informado pela
Petrobras), sendo mantida congelada a -5°C.

A reducdo da umidade deu-se em estufa a £50°C com pressdo de 400
mm de Hg em um periodo de 1 semana. A seguir uma parte da amostra foi
separada para realizacdo de todo os ensaios desta dissertacdo e o restante
congelado para validacdo posterior. A microalga separada da amostra foi
macerada em graal de porcelana e armazenada em pote de polipropileno

opaco e armazenado sob uma refrigeracdo de £15°C.

4.2. Material e instrumentacéo

Material: tubos de polipropilenos e de vidros (10 e 20 mL), balbes
volumétricos de diversos volumes, pipetas volumétricas de diversos

volumes.

Instrumentos: placa de aquecimento IKA C-MAG HS 7, placa de
vidro SCHOTT, balanca analitica SHIMADZU (0,1mg) e METTLER H20T
(0,01mg), condensador de refluxo para Becker, destilador sub ebulicdo de

quartzo.

Equipamentos: espectrometro de absorgcdo atdmica Zeiss Jena
ContrAA 300.

4.2.1. Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e adequados aos
meétodos espectrofotométricos. Todas as solugBes utilizadas neste trabalho
foram preparadas com 4gua obtida do sistema de trés estagios de

desionizagdo (catibnica, anidnica e mista) e em sequéncia passando pelo
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sistema de osmose inversa da GEHAKA 0s10 LXE, resultando em agua com

condutividade menor que 0,5 uS a 25°C.

Reagentes: acido nitrico 65% (HNO3) p.a. VETEC, acido perclorico
70% (HCIO4) p.a. VETEC, éacido cloridrico 65% (HCI) p.a. VETEC,
perdxido de hidrogénio 30 vol. (H,0,) p.a. VETEC, acido nitrico ultra puro
(HNO3y.p.).

Padrbes: todas as solucbGes padrdo foram feitas a partir de seu sal
primério ou estado fundamental de ultra pureza obtendo solucBes estoques
de 1000 mg*L™".

4.2.2. Preparacdo de solucdes

Solucgdes padrédo estoque: em todas as solugdes preparadas partindo do
elemento em forma metalica utilizou-se meio de HCI 1 mol*L™* e os demais
em HCI 0,5 mol*L™.

e Padrao feito a partir de suas formas metalicas: zinco, cobre,
ferro, manganés, niquel.

e Padrao feito a partir do sal de carbonato anidro: sédio, potassio
e calcio (MERCK).

e Padrao feito a partir de ampola (MERCK): magnésio.

e Outras solucdes: NH4CI 1,5 mol*L™ e HNO3; 10% (ultra puro).
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4.3. Metodologia Association Official Methods of Analysis
(AOAC)

Na literatura, a principal citacdo de abertura por via Umida para
microalgas € a recomendada pela AOAC 90 (Anon 1990), sendo que esta
metodologia é descrita para anélise de metais em plantas (detalhada no
anexo 1) e ndo é especifica para microalgas, as quais apresentam
caracteristicas que ndo se assemelham as das plantas. Adicionalmente,
devido a ndo descricdo detalhada da metodologia, podem ocorrer erros

decorrente desta falta de detalhamento.

As analises realizadas, utilizando-se os métodos padrdo da AOAC, se
tornaram demasiadamente longas até atingir a digestdo total da matéria
organica, como mostrado na Figura 4 (tubo 4). No caso especifico de
biomassa algéacea, os resultados de quantificacdo de minerais, gerados a
partir das amostras pré-tratadas conforme recomendado pela AOAC,
apresentaram desvios padrdo elevados. Este fato indica contaminacdo e/ou

perda de amostras durante a digestdo. Mesmo com realiza¢Bes de varias
aberturas em sequéncia, 0 ¢, permaneceu elevado, apresentando variagao de,
em média, 30% entre os resultados. Na literatura, os dados reportados
apresentam normalmente um ¢, de no maximo 25%. Neste trabalho, foi

possivel a identificacdo das principais dificuldades e fontes de erros do
processo de abertura da biomassa algacea pelo método padrdo AOAC, sendo
os dois principais a formacdo de espuma e o protocolo seguido para a

mistura de reagentes utilizados.
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Figura 4 Cinética da digestdo da microalga aplicando o método padrdao AOAC

4.4. Metodologia adaptada para digestdo em vaso aberto

12 ETAPA: Para facilitar a etapa da digestdo, propde-se
inicialmente uma adaptacdo da metodologia AOAC, substituindo-se o agente
oxidante. Inicialmente, o procedimento modificado foi conduzido com H;0O,,
seguindo-se 0 mesmo protocolo analitico recomendado pela AOAC.

A abertura utilizando-se a solucdo HNO3/H,0, apresentou
inicialmente algumas desvantagens que julgou-se prejudiciais aos
procedimentos analiticos. Como a placa de aquecimento geralmente possui
superficie de metal, este ndo transmite de maneira uniforme o calor, fazendo
com que alguns pontos do recipiente de digestdo apresentem uma maior
tendéncia a formar bolhas, as quais migravam mais rapidamente para a
superficie e projetavam parte da solucdo. Visando eliminar os pontos
quentes, fez-se uso de uma superficie de vidro-ceramico (SCHOOT)
posicionada entre a superficie metalica da placa de aquecimento e o becher.
Este material apresenta como principal vantagem a capacidade de transmitir
o calor de forma mais uniforme, tanto no sentido horizontal quanto no

sentido vertical.

Outra modificacdo proposta nesta etapa do trabalho foi o uso do
condensador com refluxo, cuja funcéo, inicialmente, se assemelha a do vidro
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de relégio. Entretanto, o condensador de refluxo é mais seguro para rinsar e
mais facilmente manipulavel, minimizando assim a perda de amostra e a
introducdo de contaminantes no meio. Deste modo, o procedimento se torna

mais independente da destreza do analista.

22 ETAPA: A principal meta nesta fase foi o controle da formacéo de
espuma, aumentando deste modo a confiabilidade nos resultados analiticos.
A formacdo de espuma é uma caracteristica intrinseca da digestdo de
amostras ricas em proteina e lipideos, e ndo pode ser eliminada, apenas
controlada. Para minimizar os erros experimentais, foram propostas novas
modificacdes no procedimento padrdo AOAC: reducdo na quantidade de
amostra e controle da cinética da reacdo. Para este fim, testaram-se
diferentes quantidades de biomassa algéacea, entre 100,0 mg e 500,0 mg.
Visando reduzir a taxa de formacdo do NOjy), a adigdo dos reagentes no

meio reacional foi conduzida em banho de gelo e em temperatura ambiente.

32 ETAPA: Tendo como meta aumentar a precisdo analitica e reduzir
0 tempo de digestdo da amostra, um agente oxidante auxiliar (H,0;) foi
introduzido no procedimento. Este reagente foi adicionado ao meio em
pequenos volumes de 0,1 mL, durante toda a etapa de digestdo. A primeira
adicdo foi realizada, gota a gota, com a amostra em temperatura ambiente e
as demais foram realizadas com a solucdo a aproximadamente 60 °C,

mantendo a adi¢do gota a gota.

Depois de realizados os ajustes descritos nas etapas 1 a 3, efetuou-se
o final da digestdo conforme o procedimento padrdo AOAC detalhada no

anexo 1.
4.4.1. Reprodutibilidade da metodologia adaptada

Com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade desta metodologia,
realizou-se dois ensaios de digestdo independentes. No primeiro, foram
digeridas 5 amostras e no segundo, 6. A reprodutibilidade foi estimada pela

comparacgdo do valor-p bicaudal com o valor de a pré-estabelecido (a=0,05).
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4.4.2. Erros sistematicos da metodologia adaptada

Para avaliacdo dos erros sistematicos avaliaram-se a concentracdo de
trés metais, presentes em baixas concentragdes sendo eles: Cd, Pb e Cr. Os
trés metais apresentaram sinais no limiar do limite de deteccdo e assim
podendo ser selecionados para a realizacdo deste teste, sendo cddmio o
metal escolhido. O teste de recuperacéo foi realizado pela adigdo de 0,1 mL
de uma solucdo padrdo de Cd 1000 mg*L™' em 10 amostras, sendo em
seguida realizado o procedimento de digestdo e ao final avolumou-se a
solucdo em 100 mL, resultando assim em uma concentracdo final de 1
mg*L™* de cddmio. As determinacdes realizaram-se na linha espectral mais
sensivel do cadmio (228 nm), com 6 leituras por amostra e um tempo de

integracdo de 3 s por leitura.

4.5. Metodologia alternativa para digestdo em vaso

fechado

Nesta fase foi proposta e avaliada uma metodologia alternativa em
vaso fechado na qual a amostra foi apenas parcialmente digerida. Tendo em
vista a determinagcdo dos metais contidos na microalga, a digestdo completa
da matéria organica ndo se faz necessario desde que todos 0s metais sejam
extraidos e a matéria organica remanescente ndo gere interferéncia
significativa no resultado das determinagcfes. A premissa deste
desenvolvimento foi a reducdo nas etapas do processo de digestdo da
amostra, tornando mais facil a realizacdo de um maior namero de ensaios,

com menor risco de perda e contaminacao da amostra.

12 ETAPA: Foi proposta e avaliada uma nova composic¢do da solugdo
extratora. Neste caso, fixando-se em 2 mL de HNOg; e avaliou-se a adicdo de
H,0, entre 1 a 3 mL. Os ensaios foram conduzidos a 100 °C. Apds selecdo

do volume de H,0; seguiu-se procedimento descrito acima para vaso aberto.
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22 ETAPA: Nesta fase, inverteu-se o procedimento de adi¢do dos
reagentes. Neste caso, adicionou-se o H,0O, e, a seguir, o0 HNO3, mantendo-
se 0s volumes estabelecidos na 12 etapa. Com esta inversdao a microalga foi
introduzida em um meio menos agressivo, evitando assim o efeito de

coagulacdo da amostra, deixando-a mais “disponivel” para a digestéo.
4.5.1. Exatiddao da metodologia alternativa

Com o objetivo de avaliar a exatiddo desta metodologia, realizou-se a
digestdo de 12 amostras utilizando esta metodologia, sendo separadas em 2
grupos, onde um dos grupos recebeu a adicdo de 10 mL da solucdo de 10%
HNO;3; (Grupo 2) e o outro grupo, ndo (Grupo 3). Estes dois grupos foram
comparados juntamente com um grupo de 10 amostras digeridas pela
metodologia adaptada (Grupol), e todos os trés grupos foram avolumados
em 100 mL. A exatiddo foi analisada estatisticamente pela comparacdo do
valor-p do teste de ANOVA com o valor de o pré-estabelecido (a=0,05).
Caso p< a, o teste de media de Tukey foi realizado. Os resultados obtidos

pela metodologia adaptada da AOAC foram assumidas como exatas.

4.5.2. Teste de recuperacdo da metodologia alternativa

Com a finalidade de determinarmos se a interferéncia causada pela
matriz poderia afetar os resultados quando a concentracdo dos analitos
variasse, realizou-se o teste de recuperacdo. Este teste, diferentemente do
realizado anteriormente para metodologia adaptada (erro sistematico),
consiste na adicdo de um pequeno volume de uma solugcdo padrdo multi-
elementar e posteriormente determinar a variacdo da concentracdo causada
por esta adi¢cdo. Geralmente nestes testes de recuperacdo sdo aceitos valores
de recuperacdo para determinacdo dos metais na faixa de 100 + 20 %, sendo
realizada em duplicata e avaliada a recuperacdo média de cada analito
individualmente. Neste teste utilizaram-se as equac6es abaixo para o calculo

de recuperacéo.
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TR — 100 Canalisada [Eq 6]

Cesperada
Cesperada = Lanalito + Cadicionada [Eq 7]
Onde: TR > é a taxa de recuperacéao;
Canatisada™ € @ COncentracdo determinada;
Canalito™ € concentracdo contida na amostra;

Cadicionada™ € @ cOncentracdo da solugdo padréo.

Na realizacdo deste teste, adicionou-se 0,5 mL de uma solucdo de
padrdo misto, com as concentracdes de cada metal descritas na Tabela 1. A
solucdo adicionada ndo possui magnésio devido a dificuldade técnica da
construcdo de uma solucdo multi-elementar a qual contemple a concentracéo
necessaria de magnésio para a construcdo da curva analitica para metais

nesta amostra, concentracdo superior a 1000 mg*L"’.

Tabela 1 Concentracédo da solucdo padrado estoque

Metal  Concentracdo (mg*L™)

Na 200
K 400
Ca 60
Fe 100
Cu 2,0
Zn 3,3
Mn 3,3

4.6. Condicdes espectrométricas

As determinacGes foram realizadas em chama de acetileno-ar,
utilizando-se queimador de 50 mm com angulo de 0° em relacdo ao feixe de

luz. Para cada determinacdo, realizaram-se 6 medidas de absorbancia com o
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tempo de integracdo de 3 s e com uma taxa de aspiragdo da solucdo de

aproximadamente 6 mL*min™.

Por ndo ser reportada a faixa de concentracdo dos metais desta
microalga na literatura e os limites superiores da faixa linear de trabalho do
equipamento, realizaram-se alguns ensaios para selecdo dos comprimentos

de ondas que poderiam ser escolhidos para 0os metais.

Os testes foram realizados em duas etapas, sendo cada etapa
necessaria para obtencdo de informacdes sobre a concentracdo da amostra e
limites de trabalho de cada linha. A obtencdo destas informacdes deu-se
pela utilizacdo de um conjunto de solu¢des padrdo e anélises de amostras em
cada etapa. As metodologias utilizadas sdo descritas a seguir.

12 Etapa: Nesta fase utilizaram-se padrées com 0,15 mol*L™* de
NH,4CI, estando separados em dois conjuntos, metais alcalinos e metais de
transicdo. As concentracdes dos metais em cada solucdo estdo na Tabela 2 e
na Tabela 3.

Tabela 2 Concentracgdes das solugﬁ:]s pf_qréo dos metais alcalinos, concentragdes em
g*
Solugdo Na K Ca Mg
PMA1 01 01 0,05 0,25
PMA2 06 0,6 0,30 1,50
PMA3 13 13 0,65 3,25
PMA4 20 20 100 5,00

Tabela 3 Concentragdes das solugfes padrao dos metais de transi¢cao, concentragdes
em mg*L™*
Soluggo Fe Zn Mn Cu Ni Pb Cd Cr
PME1 01 0,03 004 004 01 004 004 0,1
PME2 03 015 02 02 05 02 02 05
PME3 30 09 12 12 30 12 12 30
PME4 65 19 26 26 65 26 26 65
PME5 10,0 3,00 40 40 100 40 4,0 10,0

Realizou-se a analise destes padrdes juntamente com 10 amostras

sendo utilizados os comprimentos de onda de maior intensidade para cada
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elemento. Apds a obtencdo dos dados, realizaram-se as primeiras
estimativas das concentracdes de cada metal, estas foram estimadas pela
extrapolacdo da faixa de trabalho utilizando a equacdo da reta obtida da
analise de regressdo linear das determinacdes dos padrdes, como descrito no
anexo 2. Nesta etapa, a determinagdo do comprimento de onda realizou-se
pela analise da absorbancia obtida nas determinacdes nas amostras,
comparando os valores das absorbancias obtidas com o valor 3, sendo este
valor proximo ao méaximo lido para a maioria dos metais determinados por
esta técnica de analise, caso o valor estivesse proximo este comprimento de

onda foi eliminado da metodologia de analise.

22 Etapa: nesta etapa foram utilizados padrées com 1% de HNOg3,
estando todos os metais juntos, alcalinos e de transicdo. As concentracdes

dos padrBes sdo mostradas na Tabela 4.

Tabela 4 Concentragéo das solucdes de padrdo misto, concentragdes em mg*L ™

Solucdo Na K Mg Fe Zn
PMM1 10,0 12,0 10,0 1,0 0,30
PMM2 125 150 125 15 0,38
PMM3 151 181 151 20 0,45
PMM4 20,0 240 200 25 0,60
PMM5 250 30,0 250 30 0,75

Realizou-se a analise destes padrdes juntamente com 10 amostras
sendo utilizados os comprimentos de onda 330, 202 e 404 nm, para Na, K e
Mg respectivamente. Para Fe e Zn mantiveram-se os comprimentos de onda
mais sensiveis, 248 e 213 nm respectivamente. Apds a obtencdo dos dados

realizaram-se novas estimativas com maior grau de confiabilidade.

Nesta etapa, avaliou-se também o uso de linhas com menor
intensidade relativa, sendo analisadas as solugbes padrdes em dois

comprimentos de onda diferentes para Na, K e Mg, sendo eles 589 nm
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(50%)' e 330 nm (0,5%)!, 769 nm (50%)' e 404 nm (0,5%)' e 285 nm
(100%)* e 202 nm (4,3 %)*, para Na, K e Mg respectivamente.

32 Etapa: Nesta Gltima etapa, selecionaram-se as melhores condicfes
para a vazdo de ar-acetileno e altura do queimador. Esta consiste em uma
otimizacdo uni variada para os dois pardmetros. Inicialmente, o valor da
vazdo é otimizado, e a seguir a altura do queimador e finalizando, é
realizado o procedimento para a vazdo novamente. O procedimento
realizado é igual nos trés casos, consistindo em realizar a analise de uma
solucdo padrdo e aumentar o valor da variavel, comparando o valor da
absorbancia lido antes e depois. Para uma variacdo positiva, um novo
incremento e uma nova comparacdo eram realizados, até ser observada uma
variacdo negativa da absorbancia. Caso a primeira comparagdo fosse
negativa, reduzia-se o valor do pardmetro e comparavam-se 0s valores de
absorbancia. Se esta apresentasse valores positivos continuava-se a reduzir
o valor do parametro até ser observado uma variacdo negativa da
absorbancia. As variac6es nos parametros utilizados foram 10 L*h™*, 1 mm e
5 L*h! respectivamente para os trés casos. Este procedimento foi realizado
em todos os metais analisados e foi utilizada a solucdo padrdo PMA4
(Tabela 23). A comparagdo da mudanca na linearidade e sensibilidade foram
efetuadas pela comparacdo das curvas analiticas construidas antes e depois

do procedimento de otimizacgdo.

4.7. Analise estatistica dos dados

O tratamento estatistico dos dados foi efetuado considerando-se a
absorbancia normalizada pela massa da amostra. Quando se pretendia
verificar a precisdo analitica obtida pela metodologia utilizou-se a
concentracdo estimada por meio de extrapolagdo das curvas analiticas como
descrito no anexo 2. Neste caso, os valores de concentracdo gerados néo

correspondem ao valor real.

! valor entre parénteses é referente a intensidade relativa do comprimento de
onda na determinacdo do metal.
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Todos os testes estatisticos foram realizados no programa EXCEL
2010 utilizando-se o complemento de analise de dados, sendo realizados os
testes ANOVA, t de student e intervalo de seguranca. O teste de média de

Tukey foi realizado em uma planilha construida no EXCEL.
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5. Resultados e Discussao

Os desenvolvimentos dos métodos propostos neste trabalho para
determinacdo de metais na microalga, discutidos a seguir, foram realizados
simultaneamente. Sendo assim, a determinacdo das concentracfes de cada
analito so6 foi possivel apds o completo desenvolvimento das metodologias

de pre-tratamento e analise.

Como descrito no capitulo 4, as modifica¢des introduzidas tiveram
por base as dificuldades de aplicacdo das metodologias padrdoes da AOAC,
desenvolvidas para ensaios com vegetais, no que diz respeito aos

procedimentos de abertura e analise dos metais na microalga.

5.1. Metodologia Association Official Methods of Analysis

12 Etapa: ao adicionar os reagentes para abertura da amostra, ocorreu
a formacdo de espuma, sendo esta relacionada com a destruicdo da parede
celular e a liberacdo de lipideos e proteinas, contidos na microalga, para o
meio. Estes compostos (lipoproteinas) sdo responsaveis pela reducdo da
tensdo superficial da solucdo favorecendo a formacdo de espuma. Durante a
abertura ocorreu também a formacao de gases, tais como NOy(g) e COzg). A0
comecgar a se expandir, estes encontram resisténcia da solucdo ao arraste
favorecendo também a formacdo de espuma na superficie do meio. Este
fendmeno dificultou a andlise, pois parte da amostra foi arrastada para fora

da solucdo (Figura 5).
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Figura 5. Espuma formada durante a determina¢do de metais em microalgas: ensaios
ndo controlados
Foi constatado que a espuma formada nos experimentos com

microalgas acrescentou os seguintes erros analiticos:

1->abertura incompleta da amostra: neste caso, parte da amostra ficou
depositada nas paredes do recipiente, ndo entrando em contato com o

reagente de forma desejada e acarretando uma perda parcial dos analitos.

2->suspensdo da amostra: ndo ocorreu o contato da amostra com o
reagente de forma homogénea, aumentando assim o tempo necessario para

abertura.

3->utilizagdo de uma quantidade maior de reagente: por ocorrer
deposito de amostra na parede do recipiente, para remocdo do mesmo, fez-se

necessaria a utilizacdo de mais solventes durante a digestao.
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5.2. Metodologia adaptada

12 Etapa: como esperado, a reacdo de reducdo do H,O,, promoveu a
liberacdo de oxigénio, sendo esta intensificada com o aumento de
temperatura. Além disso, o uso da placa de vidro cerdmica promoveu uma
distribuicdo mais uniforme do calor evitando a formacdo preferencial de
bolhas e reduzindo o tamanho das mesmas durante a digestdo da amostra. O
uso do condensador de refluxo foi capaz de eliminar perdas significativas de

amostra.

Mesmo com a reducdo dos pontos negativos, a digestdo com a mistura
HNO3/H,0, apresentou um tempo de abertura maior do que a mistura
HNO3/HCIO,4, sendo atribuida este maior tempo a dois fatores: réapida

decomposicdo do H,0O; e diluicdo do HNO3 em solucéo.

22 Etapa: a maior quantidade de amostra apropriada para a etapa de
digestdo no processo modificado foi 300,0 mg. Com massa acima deste
valor, o volume de espuma formado ndo podia ser controlado e, como
consequéncia, para remocdo da amostra retida na parede do recipiente era
necessaria a adicdo de uma quantidade extra de reagente. Por falta de dados
sobre as faixas de concentracdes dos metais contidos na microalga, a
quantidade minima de amostra ndo pode ser estimada. Neste estudo,
selecionou-se 100,0 mg como limite inferior para aplicacdo do método
analitico. O volume de espuma formada para amostras com massas de 100,
200 e 300 mg estdo ilustrados na Figura 6. Como esperado, o volume de
espuma aumentou quando se aumentou a quantidade inicial de amostra nos

ensaios.
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Figura 6. Formacédo de espuma na determinacdo analitica de minerais em microalgas,
pelo método modificado: ensaios com 100, 200 e 300 mg da amostra da esquerda para direta.

A comparacdo das espumas formadas pela adicdo dos reagentes em
banho de gelo e em temperatura ambiente, ndo resultou em uma grande
diferenca significativa no volume da espuma e ambas amostras necessitaram
de um periodo de repouso para evitar a expansdo volumétrica da espuma.
Apds o periodo de 4 h, a espuma permaneceu no meio reacional porém
menos estadvel. Neste caso, ao realizar o aquecimento ndo ocorreu 0 aumento
do volume, mas sim a sua desestruturagdo, como mostrada na Figura 7. Esta
reducdo ocorreu devido, provavelmente, a desnaturacdo das proteinas
reduzindo sua capacidade emulsificante e promovendo uma ruptura das
ligacBes lipo-protéicas. Para tempos de repouso inferiores a 4 h, o

aguecimento da solucdo provocou uma expansao volumétrica da espuma.
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Figura 7. Desestruturacdo da espuma formada durante a abertura da biomassa algacea
seguindo procedimento modificado, ap6s 4 hs de repouso.

Depois de realizados os ajustes descritos nas etapas 1 e 2, efetuou-se
o final da digestdo conforme o procedimento padrdo AOAC descrito no
anexo 1 e em seqguida efetuou-se a determinacdo dos metais Na, K, Mg, Ca.

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 Resultado da 12 andlise ap6s ajustes iniciais

Ensaio Na Ca K Mg
mg*g ™ de amostra

T2.1 6,06 529 16,24 19,28
T2.2 6,74 514 16,69 19,67
T2.3 536 4,74 14,20 19,30
T2.4 572 4,70 16,82 19,97
T2.5 584 572 16,04 19,73
T2.6 542 547 13,88 19,88
T2.7 749 523 14,77 20,50
T2.8 8,26 9,11 22,67 21,53
T2.10 7,71 875 21,25 20,61
Media 6,51 6,02 16,95 20,05
Desvio padréo 0,92 1,29 2,23 0,55
Cy, (%) 1419 2151 13,13 2,76

Os valores foram obtidos por extrapolagdo da curva analitica
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Os resultados analiticos, utilizando-se as modifica¢des propostas,

apresentaram um resultado com precisdo aceitavel, ¢, entre 3 e 22% (Tabela

5 Tabela 5.

Tabela 5), quando comparado com dados da literatura, que reporta em

meédia 15% (Zielifiska e Chojnacka 2009) para estes metais.

32 Etapa: por questBes técnicas, apés o tempo de repouso a solugdo

foi aquecida a 80 °C e deixada pernoitar nesta temperatura. No inicio do dia

seguinte, prosseguiu-se como descrito em 4.4. As concentracdes dos

analitos, determinadas no HR CS FAAS, estdo mostradas na Tabela 6.

Tabela 6 Resultado das analises utilizando a metodologia adaptada

Ensaio Na K Mg Fe Zn
mg*g* de amostra

1 2,43 7,48 32,48 0,12 0,05

2 3,11 8,32 35,05 0,13 0,06

3 3,39 8,31 40,18 0,14 0,07

4 3,48 8,57 39,33 0,15 0,07

5 2,90 7,85 34,89 0,12 0,06

6 2,84 8,02 33,72 0,11 0,06

7 2,98 7,41 36,29 0,12 0,06

8 2,67 6,53 0,12 0,07
Media 2,98 7,81 35,99 0,13 0,06
Desvio padréo 0,33 0,62 2,63 0,01 0,01
C,, (%) 11,03 7,88 7,31 8,96 11,23

**valores obtidos por meio de extrapolacdo da curva analitica

A utilizacdo deste procedimento resultou em uma redugédo do ¢, e do

tempo de abertura.

A comparacdo dos dados reportados na Tabela 5 e na Tabela 6 foi

identificado diferenca entre os resultados.

Diferenca esta atribuida a

utilizacdo de diferentes comprimentos de onda e soluc¢des padrdo. Com isso
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ao extrapolar os valores da faixa de trabalho obtém-se diferentes valores de

concentracdes para 0s metais determinados, como descrito no anexo 2.

5.2.1. Reprodutibilidade

Apés a realizacdo do procedimento descrito em 4.6.1, obtiveram-se 0s
resultados apresentados na Tabela 7 e os dados completos do teste-t estdo na

Tabela 25 até a Tabela 40 no anexo 3.

Tabela 7 Teste de reprodutibilidade da metodologia adaptada

Analito Ensaio 1 Ensaio 2° Valor p
Na 9,54 9,17 0,09
K 6,94 6,26 0,09
Ca 1,01 1,00 0,08
Mg 28,18 28,92 0,20
Fe 0,195 0,188 0,01
Zn 0,134 0,139 0,07
Cu 0,016 0,016 0,60
Mn 0,028 0,031 0,22

media do resultado da anélise de 5 amostras, dados em ABS*g™de amostra
media do resultado da analise de 6 amostras, dados em ABS*gde amostra

Apo6s a analise do valor-p obtido para todos os metais determinados
pode-se inferir que ndo existe diferenca significativa entre os dois ensaios

com 5% de significancia, sendo excecdo apenas para o Fe.

5.2.2. Analise do erro sistematico

Na Tabela 8 pode-se observar os valores da absorbancia média para o
Cd contido na amostra e na Tabela 9, os dados para o calculo do limite de

deteccdo deste mineral.
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Tabela 8 Leitura da Absorbancia de Cd contido na microalga

Cd
Ensaio Absorbancia
1 7,57%10°%
2 3,90%10%
3 5,80%10%
4 6,73*10%
5 7,80%10%
6 7,20%10%
7 6,93*10%

Média 6,56*10
Desvio padrdo  1,34*10™

Tabela 9 Calculo do limite de detec¢do para o Cd

Branco
Media 4,35%10
Desvio padréo 2,04*10
Coeficiente angular 0,0801
R? 0,9943
LOD (mg*L™) 0,008

Sinal referente a0 LOD 6,71*10

Como pode ser notado, pela analise das duas tabelas anteriores, a
absorbancia média do cadmio estad abaixo do sinal limite de deteccdo (8
ug*L™?). Como o teste de recuperacdo foi realizado em uma concentracio
deste mineral muito superior a contida na amostra, esta ndo gerou

interferéncia significativa nos resultados.

Ap6s a realizacdo do procedimento para determinacdo do erro

sistematico (4.6.1), com os dados obtidos, construiu-se a Figura 8.
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Figura 8 Resultados da recuperac¢do de Cd utilizando a metodologia adaptada

Como podemos constatar pela Figura 8, os resultados permaneceram
dentro do limite de 20, dado este que indica um baixo nivel de erro aleatério
e alta precisdo da técnica de abertura e do equipamento. Pela analise
estatistica do intervalo de confiancga, utilizando um valor de a=0,05 obteve-
se um valor de concentracéo entre 0,96 e 1,04 mg*L™ de cadmio podendo-se
inferir os resultados representam uma recuperacdo de 100% de cadmio,
demostrando assim a auséncia erros sistematicos na execuc¢do do

procedimento de digestdo das amostras.

5.3. Metodologia alternativa

12 Etapa: concluiu-se que o volume de H,0, a ser adicionado seria 3
mL, devido a menor formacdo de espuma e maior oxidacdo dos compostos

cromaforos da microalga.

Nesta etapa, seguimos a mesma sequéncia de repouso e aquecimento
utilizada na metodologia adaptada. No decorrer do segundo dia, a solucao
necessitava ser agitada para misturar parte da amostra suspensa pela espuma

formada. Apds o término da digestdo, a solucdo foi avolumada (100 mL) e
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realizou-se a determinacdo dos metais Na, K, Ca, Mg, Fe e Zn. Os

resultados estdo na Tabela 10.

Tabela 10 Resultado das analises utilizando a metodologia alternativa

Ensaio Na K Ca Mg Fe Zn

1 7,49 14,77 5,23 20,50 6,42 0,30

2 8,26 22,67 9,11 21,53 8,17 0,38

3 8,20 22,79 12,26 23,22 9,53 0,89

4 7,71 21,25 8,75 20,61 7,63 0,39
Media 7,91 20,37 8,84 21,47 7,94 0,49
Desvio padrdao 0,37 3,80 2,88 1,26 1,29 0,27
Cy (%0) 4,71 18,65 32,54 5,85 16,24 55,22

*concentracdes em mg*g™ de amostra
**valores obtidos por meio de extrapolacdo da curva analitica

Como pode ser visto na Tabela 10, os dados obtidos apresentam um
Cc, muito elevado. A falta de precisdo foi atribuida a uma extracéo

incompleta dos metais da microalga, erro este que pode ter sido gerado

pelos dois fatores citados a seguir.
- 1° Extracdo incompleta ocasionada pela formacédo de espuma;

—>2° Devido ao mecanismo de defesa da microalga. Mecanismo este
que reage a uma mudanca brusca no meio e faz com que as microalgas

coagulem, impedindo o contato dos regentes com a microalga.

22 Etapa: o novo modelo de digestdo das microalgas resultou em uma
menor coagulacdo das microalgas e reducdo da formacdo de espuma, sendo
que esta ocorreu tanto na quantidade de espuma formada quanto na sua
estabilidade. Resultou também em uma redugcdo no tempo de abertura da
amostra, para pouco menos de 2 hs em banho maria a 100 °C, sem a
necessidade de deixar a solucdo em repouso. O ponto final da abertura é

mostrado na Figura 9.
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Figura 9 Final do processo de digestdo em vaso fechado

Ao término, a solucdo foi avolumada (100 mL) e determinaram-se 0s
metais Na, K, Mg, Fe e Zn para verificar se a abertura foi capaz de extrair

0s metais de forma mais precisa. Os resultados sdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11 Resultados da metodologia alternativa, com a inversao na adicdo dos
reagentes (ABS*g™ Amostra)

Ensaio Na K Mg Fe Zn
1 0,072 0,048 4266 0,197 0,121
2 0,071 0,049 4,127 0,192 0,120
3 0,076 0,045 4446 0,202 0,123
4 0,064 0040 3056 0,187 0,117
Média 0,072 0,045 3974 0,194 0,120
Desvio padrédo 0,005 0,004 0,626 0,007 0,003
Cy, (%0) 7,2 8,3 15,7 3,4 2,3

Neste caso, os resultados obtidos apresentaram ¢, muito inferior

como pode observar comparando-se os valores reportados na Tabela 11 e na
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Tabela 10 indicando assim que a digestdo neste procedimento ocorreu de

forma homogénea.

5.3.1. Exatiddo

Apés a realizacdo do procedimento descrito em 4.6.2, obtiveram-se 0s
resultados apresentados Tabela 12 e os dados completos da analise

estatistica estdo nas Tabela 41 até a Tabela 54 no anexo 4.

Tabela 12 Resultados do teste de exatiddo para metodologia alternativa

Elemento Grupol  Grupo2  Grupo3  valorp

Na 4,66 4,90 4,92 0,21
K 4,84%0 4,99 4,13 0,008
Mg 4,86° 4,62° 5,45° 0,01

Fe 0,41° 0,40° 0,28° <0,001
Zn 0,12° 0,13% 0,09° 0,003

*média de 10 amostras, dados em ABS*g ™ de amostra
**média de 6 amostras, dados em ABS*g! de amostra
ab- | etras iguais na mesma linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade

Como o visto na tabela acima, o teste ANOVA identificou diferenca
significativa em 4 dos 5 metais determinados, sendo realizado o teste de
Tukey nos resultados destes. Os 4 metais testados pelo teste de Tukey nédo
apresentaram diferencas significativas entre os grupos 1 e 2, indicando que
a ndo digestdo completa da amostra ndo gerou alteracdo significativa na
determinacdo dos metais pela técnica HR-CS-FAAS. No entanto, 3 dos 4
metais testados apresentaram diferencas significativas entre os grupos 1 e 3,
indicando que a ndo adicdo de HNO3; ao fim do processo de extracdo altera
significativamente os resultados obtidos. Indicio este reforgcado quando é
realizada a anéalise dos resultados do teste Tukey entre os grupos 2 e 3,

apresentando diferencas significativas entre os 4 metais.

De acordo com os resultados obtidos, podemos inferir que as
metodologias adaptada e a alternativa ambas apresentaram mesmo nivel de

exatiddo na obtencdo das concentragcdes dos metais para a microalga
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Monoraphidium sp. N&o podemos afirmar que a metodologia alternativa
possa ser aplicada em microalgas de outras espécies e tampouco na préopria
Monoraphidium sp. caso esta seja cultivada em condi¢cdes muito diferentes,
pois podem ser gerados compostos organicos que causem interferéncia
significativa na determinacdo dos analitos. Uma reducdo desta possivel
interferéncia pode ser realizado um aumento no tempo de pré-tratamento,

levando a uma maior oxidacdo destes compostos organicos.

5.3.2. Teste de Recuperacéo

Realizou-se o procedimento do teste de recuperacdo (4.6.2) e os dados

obtidos estdo descritos na Tabela 13.

Tabela 13 Teste de recupera¢do da metodologia alternativa

*

Cesperada 1 Canalisada 1 Cesperada 2 Canalisada 2 Rec. 1 Rec. 2 Rec. média

Na 5,54 5,83 4,95 5,80 105 117 111
K 11,29 10,30 9,80 11,28 91 115 103
Ca 1,34 2,27 0,98 2,59 170 264 217
Fe 3,24 2,90 2,97 3,12 90 105 97
Zn 0,15 0,14 0,11 0,13 94 121 108
Cu 0,084 0,070 0,059 0,059 83 100 91

*concentragdo em mg*L™*
** Rec. = recuperacao (%)

A metodologia alternativa apresentou taxas de recuperacdo dentro da
faixa pré-determinada para todos os analitos, sendo o célcio a excecdo,
apresentando uma taxa de recuperacao superior a 200%. Valor este que pode
ter sido causado devido a ndo digestdo completa da microalga e como o
calcio apresenta funcdo estrutural na microalga, encontrando-se
principalmente na parede celular, ndo sendo extraido para solucdo. Devido a
taxa de recuperagdo fora da faixa aceitdvel, o calcio ndo pode ter sua
concentracdo determinada de forma quantitativa, sendo assim excluido da

metodologia alternativa.
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5.4. Determinag¢do dos comprimentos de onda e da faixa
de trabalho

12 Etapa: os resultados obtidos pela analise dos padrdes e das

amostras encontram-se na Tabela 14, na Tabela 15 e na Tabela 16.

Tabela 14 Resultados da anéalise das solu¢des padrédo dos metais alcalinos,
concentracdo em mg*L!

Na Ca K Mg
Conc. ABS Conc. ABS Conc. ABS Conc. ABS
0,1 0,0884 0,25 0,0155 0,1 0,0188 0,05 0,0338
0,6 0,2071 1,50 0,0744 0,6 0,0636 0,30 0,1496
1,3 0,4561 3,25 0,1653 1,3 0,1405 0,65 0,3190
2,0 0,6556 5,00 0,2416 2,0 0,2074 1,00 0,4566
Tabela 15 Resultados da andlise das solugdes Padréo de metais dos transicéo,
concentragdo em mg*L~
Fe Zn Cu Mn Ni
Conc. ABS Conc. ABS Conc. ABS Conc. ABS Conc. ABS
0,1 0,0026 0,07 0,0062 0,04 0,005 0,04 00032 01 0,0032
0,3 0,0110 0,15 0,0183 0,2 0,0102 0,2 0,0139 0,5 0,0131
3,0 0,0731 0,90 0,1358 1,2 0,0670 1,2 0,0891 3,0 0,0725
6,5 0,1483 1,95 0,2551 2,6 0,1488 26 01828 6,5 0,1239
10,0 0,2042 3,00 0,3931 4.0 0,2141 4,0 0,2362 10,0 0,2008
Tabela 16 Resultado da anéalise da amostra
Na(ABS) K(ABS) Ca(ABS) Mg(ABS) Fe(ABS) Zn(ABS) Cu(ABS) Mn(ABS)

1,2145 0,9688
0,9228 0,6251
1,0074 0,6645
0,9395 0,6574
0,9309 0,6554
1,2099 0,8646
1,2458 0,8808

1,2138 0,8452
1,6333 1,2884

0,1184
0,1039
0,1078
0,1034
0,1041
0,1057
0,1036
0,0113
0,1036
0,1572

3,1300
2,9813
3,1286
2,9890
2,9985
3,0131
2,9975
2,8658
3,0265
3,3068

0,0234
0,0198
0,0201
0,0198
0,0187
0,0172
0,0144
0,0173
0,0166
0,0337

0,0155
0,0137
0,0147
0,0147
0,0157
0,0163
0,0143
0,0182
0,0196
0,0235

0,0017
0,0018
0,0017
0,0017
0,0016
0,0017
0,0015
0,0017
0,0012
0,0030

0,0034
0,0027
0,0040
0,0027
0,0030
0,0031
0,0033

0,0030
0,0050
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Pela comparacgdo entre as tabelas de anélise dos padrdes (Tabela 14 e
Tabela 15) com a tabela de anéalise das amostras (Tabela 16) foi possivel a
identificacdo dos elementos que estdo dentro da faixa de trabalho, estes
elementos sdo o calcio, ferro e zinco. O manganés e o cobre estdo no limite
inferior da curva analitica. Dentre os metais que se apresentaram acima da
faixa de trabalho (Na, K e Mg), o magneésio foi Uunico metal que apresentou
sinal préximo ao limite maximo lido pelo aparelho, valores em torno de 3,
encontrando-se provavelmente fora da faixa linear, impossibilitando uma

extrapolacdo de maneira exata.

2% Etapa: os resultados obtidos pela analise dos padrGes e das
amostras para os metais Na, K, Mg, Fe e Zn encontram-se na Tabela 17 e na
Tabela 18.

Tabela 17 Resultado da analise das solugdes padrdo PMM, concentracdo em mg*L™*

Na K Mg Fe Zn
Conc. ABS Conc. ABS Conc. ABS Conc. ABS Conc. ABS
100 10,0 12,0 10,6737 10,0 10,1273 1,0 00118 0,30 0,0355
125 125 150 0,745 125 0,1339 15 00161 0,38 0,0432
151 151 18,1 09648 151 0,182 2,0 0,0254 0,45 0,0550
200 20,0 240 1,1815 20,0 0,2307 25 0,0330 0,60 0,0692
250 250 300 14260 250 03034 3,0 00438 0,75 0,0895
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Na(ABS)

Tabela 18 Resultado da analise da microalga

K(ABS)

Mg(ABS) Fe(ABS) Zn(ABS)

0,4864
0,6726
0,5117
0,4743
0,4658
0,4400
0,4838
0,5488
0,6415
1,1831

0,5205
0,7717
0,5014
0,4991
0,4715
0,4826
0,4834
0,5833
0,6156
1,2132

0,5312
0,6576
0,5394
0,5145
0,4946
0,5145
0,5104
0,6236
0,6318
0,9577

0,0425
0,0682
0,038
0,0409
0,0376
0,0414
0,0466
0,0522
0,0491
0,1117

0,0112
0,0177
0,0113
0,0116
0,0114
0,0137
0,0131
0,0152
0,0147
0,0299

Utilizando os dados da Tabela 17

realizou-se uma analise de

regressdo linear, construindo a Tabela 19. Utilizaram-se as equacfes obtidas

para a conversdo dos dados de absorbancia em concentracdo (mg*L™), sendo

montada a Tabela

20.

Tabela 19 Dados da regresséo linear dos padrdes PMM

Metal Coef. angular Intersecdo  R? Valor p
Na 0,0023 0,0007 0,9991 1,23*10®
K 0,0006 -0,0003  0,9977 4,64*10°%
Mg 0,0120 0,0085 0,9883 5,36*10™
Fe 0,0116 0,0005 0,9983 2,89*10*
Zn 0,1378 0,0039 0,9984 2,74*10
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Tabela 20 Resultado das determinagdes, concentracdo dos metais em mg*L™*

Massa(g) Na K Mg Fe Zn
0,1041 4,70 10,12 448 3,00 0,09
0,1663 6,89 15,34 55,4 4,50 0,14
0,1022 4,99 9,72 45,5 2,74 0,09
0,0998 4,55 9,67 43,4 2,91 0,09
0,0996 4,45 9,10 41,7 2,71 0,09
0,1009 4,15 9,33 43,4 2,94 0,11
0,1254 4,66 9,34 43,0 3,24 0,10
0,1163 5,43 11,42 52,5 3,57 0,12
0,1098 6,52 12,09 53,2 3,39 0,12
0,2630 12,89 24,51 80,7 7,04 0,25

Como estimado pela andlise na 12 etapa, o Mg encontrava-se longe da
faixa de linearidade, pela extrapolacdo dos dados a estimativa era de uma
concentracdo aproximada entre 10 e 15 ppm em 0,1 g de microalga digerida
e avolumada em 100 mL, mas por nova extrapolacdo obteve-se valores
superiores a 40 ppm. Para Na a estimativa foi superior a concentracdo

encontrada, a partir de 4 mg*L™.

As comparacdes dos comprimentos de ondas efetuados encontram-se

nas Figura 10, Figura 11 e Figura 12.

2,5 4
y = 0,0832x + 0,1199
s 2 R2 = 0,9884
5 p=5,09%105
(% 1,5 -
2
8 1 - 589nm
o y = 0,0023x + 0,0007
! ! 330

<o R2 = 0,0991 nm

’ p=1,23*105

0 T Y Y T | 1

0 5 10 15 20 25 30
Concentragao(ppm)

Figura 10 Grafico de comparacdo entre duas linhas do Na
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1,6 -
y =4,73*102x + 0,0508
L4 7 R2=0,991
1,2 - p=3,08*10°
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(&) 4
2 1
Sos -
S 769nm
206 -
04 y=6,32*10%x-0,0003 ¢404nm
' Rz =0,9977
0.2 1 p=4,64*10°5
0 T —$ T L 2 T 4\_—’ 1
0 5 10 15 20 25 30 35
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Figura 11 Grafico de comparacao entre duas linhas do K
37 y = 0,0425x + 1,4063
25 R2=0,9759
' p=1,60*103
(4]
2 5]
e
«T
Q215 -
o 285nm
8 1. y =0,0119x - 0,0013
< R2 = 0,993 202nm
0,5 p=1,84*10"°
0 A T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Concentracao(ppm)

Figura 12 Gréafico de comparagédo entre duas linhas do Mg

Nas trés comparacdes realizadas nas Figura 10, Figura 11 e Figura 12
é perceptivel a reducdo na sensibilidade das determinagBes (coeficiente
angular). Para a determinagdo do K a escolha de uma linha com intensidade
relativa 10 vezes menor gerou uma reducdo da sensibilidade de quase duas
ordens de grandeza. Para os elementos Na e K, ambos apresentaram uma boa

linearidade (R%=0,99) para a faixa de trabalho. Mesmo o Na apresentando
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uma valor de absorbancia proximo de 3 (trés), para a linha de 589 nm, ndo
apresentou problemas na linearidade. Acrescentando, a concentracao
estimada para Na apresenta um valor inferior ao padrdo correspondente
desta absorbancia, estando assim esta linha apta a ser utilizada nesta
metodologia.

Como mostrado na Figura 12, na faixa de concentracdo do Mg nao é
possivel a utilizacdo da linha de 285 nm, mesmo apresentando linearidade
tdo boa quanto a linha 202 nm e uma sensibilidade aproximadamente quatro
vezes maior do que a linha 202 nm. A ndo utilizacdo desta linha deve-se por
causa do valor de absorbancia ser elevado e a estimativa da concentracdo na
amostra ser maior que o valor do padrdo de maior concentragdo, sendo

selecionado a linha de 202 nm.

Resumindo, os comprimentos de ondas selecionados na determinacgdo

das concentragdes dos metais na microalga sdo mostrados na Tabela 21.

Tabela 21 Comprimentos de ondas selecionados para determinacdo das concentragdes
dos metais na microalga Monoraphidium sp.

Metal A (nm) Intensidade relativa (%)

Na 589,6 50,0
K 769,9 50,0
Mg 202,6 4,3
Ca 422,7 100
Fe 248,3 100
Zn 213,9 100
Mn 279,5 100

3° Etapa: Apo6s a realizacdo da otimizacdo dos parametros como
descrito em 4.7, obtiveram-se os resultados mostrados na quarta e quinta

colunas da Tabela 22.
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Tabela 22 Parametros Instrumentais utilizados para determina¢do dos metais na

microalga Monoraphidium sp.

Metal A Intensidade relativa Vazdo C,H,-ar Altura do queimador Pixels
(nm) (%) (L*h™ (mm)
Na  589,6 50,0 70 5 Central+l
K 769,9 50,0 90 7 Central+1
Mg  202,6 4,30 55 7 Central£l
Ca 4227 100 55 5 Central+1
Fe 248,3 100 60 6 Central£l
Zn 2139 100 65 6 Central£l
Mn 2795 100 80 6 Central£l

Ao realizar-se a comparacao entre as analises dos padrées PMA antes

e depois do procedimento de otimizacdo, observou-se para os metais Ca e

Mg uma melhor sensibilidade (Figura 13 e Figura 14 respectivamente) em

relacdo aos demais metais.

Absorbancia

0,25

0,2

0,15

o
JEEY

0,05

1 y=0,0396x + 0,0136
R? = 0,9984
, p=5,58*106

y =0,0277x + 0,0046

R?=0,9978
p=4,34%10°
0 1 2 3 4 5 6

Concentragdo (mg*L?)

depois

antes

Figura 13 Comparacgdo entre os resultados da andlise dos padrdes PMA antes e
depois da otimizagdo dos parametros do equipamento para o Ca. Equagdo na parte superior
direita é referente a andlise realizada depois da otimizacdo, na parte inferior direita é referente a

analise realizada antes
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0,35 +
y = 0,0035x + 0,0473
0,3 R?=0,9929
p=1,45*10"
0,25 -
Rud
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S 02 -
e .
5 015 depois
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< o1 | @ antes
’ y =0,0027x + 0,0378
0,05 - R?=0,9979
p=4,13*10°
0 ‘ ‘ ‘ ‘ |
0 20 40 60 80 100
Concentragdo (mg*L?)

Figura 14 Comparagdo entre os resultados da andlise dos padrdes PMA antes e
depois da otimizag¢do dos parametros do equipamento para o Mg. Equacdo na parte superior
direita é referente a analise realizada depois da otimizacdo, na parte inferior direita é referente a
analise realizada antes

0,016 -
y =0,1012x - 0,0015

0,014 - R? = 0,9959
p=3,81*10*

0,012
0,01 -

0,008 -
depois

Absorbancia

0,006 -
¢ antes

0,004 -
y = 0,086x + 0,0006

0,002 - R? = 0,9887
p=5,13*10

0 T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2

Concentragdo(mg*L!)

Figura 15 Comparagdo entre os resultados da andlise dos padrdes PMA antes e
depois da otimizacdo dos parametros do equipamento para o Cu. Equagdo na parte superior
direita € referente a analise realizada depois da otimizacdo, na parte inferior direita é referente a
analise realizada antes

O Cu apresentou a terceira maior melhora na sensibilidade,
aproximadamente 20%, apresentando uma maior linearidade também, como
pode ser visto na Figura 15. Para os demais metais, a otimizagdo né&o

resultou em uma melhora apreciavel, sendo apresentados nas Figura 20 até a
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a Figura 22 no anexo 5. O K foi o U4nico metal que apresentou uma reducdo
na sensibilidade e uma maior dispersdo nos resultados apds a realizacdo do

procedimento, como pode ser notado na Figura 16.

1,8 - y =0,0435x + 0,3511
1 6 a RZ = 0,9882
p=5,10*10*

1,4 -
1,2
08 - depois
0,6 - antes
04 - y =0,0491x + 0,2567
02 R?=0,9923

'0 p=2,85%10"*

0 10 20 30 40
Concentragdo (mg*L?)

Absorbancia
[E=Y

Figura 16 Comparacao entre os resultados da andlise dos padrdes PMA antes e
depois da otimizacdo dos parametros do equipamento para o K. Equagao na parte superior
direita é referente a analise realizada depois da otimizacdo, na parte inferior direita é referente a
analise realizada antes

5.5. Analise da concentracdo dos metais na microalga

Apos ter finalizado todo o desenvolvimento das metodologias de pré-
tratamento da amostra e da metodologia de analise, prepararam-se novas

solucdes padréo, cujas concentracdes estdo descritas na Tabela 23 abaixo.

Tabela 23 Concentragdo das solugﬁestladréo PMA, concentragdo dos meitais em
mg*L-
Soluggo Na K Mg Ca Cu Fe Zn Mn
PMA1 16 32 80 48 016 80 04 04
PMA2 12 24 60 36 012 60 03 0,3
PMA3 8 16 40 24 008 40 02 0.2
PMA4 6 12 30 18 006 30 01 01
PMAS 4 8 20 12 0,04 20 0,07 0,07
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Os resultados obtidos, comparando-se as duas metodologias, adaptada

e alternativa, estdo apresentadas na Tabela 24.

Metal

Tabela 24 Resultado da determinac¢do da concentracdo mineral na microalga
Monoraphidium sp utilizando as metodologias desenvolvidas

Metodologia adaptada
Desvio Padréo

Metodologia Alternativa

Cv

Concentragéo Cy  Concentragio Desvio Padrao

(mg*g*de amostra) (%)  (mg*g’de amostra) (%)
Na 3,82 0,092 2,4 4,45 0,079 1,8
K 9,2 0,20 2,2 9,5 0,12 1,3
Ca 1,6 0,14 8,7
Mg 55 1,6 2,8 60 2,4 4,1
Fe 2,47 0,017 0,7 2,53 0,056 2,2
Zn 0,077 0,0030 3,8 0,087 0,0043 50
Cu 0,044 0,0029 6,5 0,044 0,0030 6,7

* Concentragdo obtida pela média da analise de 6 amostras

Todos os valores ilustrados na Tabela 24 se apresentaram dentro da
faixa de trabalho. O Mn nao foi incluido pois apresentou abaixo do limite

de deteccdo sendo excluido da tabela.

Os limites de detecgdo obtidos para cada elemento foram: 5,5 pg/L
para Na, 85 pg*L™* para K, 3,5 pg*L™" para Ca, 15 pg*L™" para Fe, 8 pug*L™
para Zn, 14 pg*L™* para Cu e 30 ug*L™! para Mn.

5.6. Resumo do protocolo proposto para analise de

microalgas

5.6.1. Protocolo para metodologia adaptada da AOAC
1°- pesa-se entre 100,0 e 300,0 mg da amostra em um Becker;

2°- adiciona-se 1 mL HNO3 e 0,5 mL HCIOy4, coloca-se o condensador
de refluxo no Becker, deixando-se em repouso por 4 h em temperatura

ambiente;
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3°- leva-se ao aquecimento de 80 °C, deixando-se pernoitar;

4°- na manha seguinte, retira-se da chapa de aquecimento, apos esfriar
adiciona-se, gota a gota, 0,1 mL de H;0O,, retorna-se com o becker para a
chapa de aquecimento a 100 °C;

5°- repete-se 0 4° item até ndo ser mais observado o desprendimento

do gas NO; e/ou toda solucdo e a microalga estiverem incolor;
6°- rinsa-se o condensador de refluxo no Becker;

7°- leva-se solucdo de aquecimento a 120 °C até evaporar

completamente a solucdo;
8°- elimina-se excesso de acido;

9°- transfere-se para o baldo volumétrico de 100 mL, adicionando-se

10 mL da solucgédo de 10% HNOg3, p. € avoluma-se.

5.6.2. Protocolo para metodologia alternativa

1°- pesa-se entre 100,0 e 300,0 mg de amostra no tubo de
polipropileno;
2°- adiciona-se 3 mL de H,0; e, apds 5 minutos de repouso adiciona-

se 2 mL de HNO3 e, em seguida, o tubo de polipropileno € fechado;

4°- leva-se ao aquecimento de 100 °C em banho Maria, deixando-se

reagir por 2 a 3 hs até mudanca de coloracdo da microalga (Figura 9);
5°- retira-se do aquecimento e lava-se o tubo;

6°- transfere-se para o baldo volumétrico de 100 mL, adicionando-se

10 mL da solugdo de 10% HNOs3, . € avoluma-se.
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6. Conclusodes

O novo protocolo de abertura da biomassa algacea foi preciso e
reprodutivel superando os resultados alcancados a partir das normas

padrbes, propostas pela AOAC, para vegetais.

Os métodos propostos para determinacdo dos analitos Na, K, Mg, Ca,
Cu, Fe, Zn e Mn em uma amostra da microalga Monoraphidium sp.
utilizando-se a técnica de HR-CS-FAAS mostraram-se mais precisos e mais

rapidos que a metodologia padrdo AOAC descrita na literatura.

Em ambas as metodologias, a concentracdo de Mn apresentou-se
abaixo do limite de deteccdo e o Ca ndo pode ser determinado pela

metodologia adaptada.
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7. Trabalhos futuros

-Expansdo da metodologia de analise, incluindo também a
determinacdo das concentracfes de S e P contido em amostras de

microalgas;

-Desenvolvimento de nova metodologia de pré-tratamento para
inclusdo da determinagcdo da concentracdo de N e o teor de cinzas, sem a
utilizacdo de nova amostragem e com reducdo do tempo de pré-tratamento e

andlise;

-Desenvolvimento de  metodologia de andlise utilizando
espectrometria de emissdo atdomica com plasma acoplado indutivamente
(ICP-OES);

-Desenvolvimento de metodologia de andlise utilizando cromatografia

de fons.
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9. Anexos

9.1 Anexo 1 — Metodologia AOAC 90

Com precisdo pesa-se 1 g de amostra, seco e moido como em 922,02
(a), em um becker de pyrex de 150 mL. Adicione 10 mL de HNO3 e deixa-se
completamente de molho. Adicione-se 3 mL de 60 % HCIO4 e aquega na
placa de aquecimento, lentamente no inicio, até que cesse formacdo de
espuma. Aqueca até o HNOj; ser praticamente evaporado. Se ocorrer
carbonizacdo, resfrie, adicione-se 10 mL de HNOgjz, e continue o
aguecimento. Aqueca até a formacdo de fumos brancos de HCIO,4 resfrie,
adicione 10 mL de HCI 50% e transfira quantitativamente a 50 mL em bal&o

volumetrico.

922,02(a) Para constituintes minerais: Remova completamente da
amostra todo residuo, especialmente terra ou areia aderidos, mas para evitar
a lixiviacao, evite a lavagem excessiva. Em ar ou em forno seque o mais
rapido possivel para evitar a decomposi¢cdo ou perda de peso pela
respiracdo, moagem, e armazene em garrafas hermeticamente fechadas. Se
os resultados forem expressos em relacdo ao peso fresco, registre 0s pesos
da amostra antes e ap6s a secagem. Quando Cu, Mn, Zn, Fe, Al, etc, serdo
determinados, evite a contaminacdo da amostra por poeira durante a

secagem, moagem e peneiramento.
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9.2 Anexo 2 — Extrapolagao

Tipicamente uma curva analitica possui um formato parecido com a

Figura 17.

Y=A*X+B
R2>0,90
p<0,05

Absorbancia

T
Concentragao

Figura 17 Estrutura tipica de uma curva analitica
Ao realizar-se a anélise de regressdo linear simples é obtido um
modelo matematico o qual descreve a correlacdo entre, neste caso,
concentracdo e absorbancia, possuindo o formato apresentado na Equacdo

10 e também presente na Figura 17.
Y=AxX+B [10]

Caso o conjunto de dados apresente uma alta correlacdo (R*>0,90), a
equacdo obtida pode ser utilizada para obtencdo das concentracdes
correspondente ao valor da absorbéncia proveniente das determinagdes,
deste que as absorbancias estejam dentro da faixa de trabalho, ou seja,
dentro do intervalo que gerou este modelo matematico. No entanto, se
anteriormente ja tenha sido comprovado a manutencdo da linearidade para
uma faixa maior do que a utilizada para a obtencdo deste modelo, pode-se
sem maiores problemas extrapolar a faixa de utilizacdo da equacdo para a

obtencdo da concentracdo, como mostrado na Figura 18.
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Y=A*X+B e
i R2>0,90 LK

1
\

Absorbancia

Faixa linear

¢ Determinagao

e mmmmaixa do modelo

T
Concentragao

Figura 18 Extrapolagdo da curva analitica

N&do sendo conhecida a linearidade a extrapolacdo ndo podera ser
utilizada para determinacdo da concentracdo do composto de interesse, uma
vez que os valores gerados podem ndo corresponder com os valores

verdadeiros, como pode ser notado na Figura 19.

A B -@ "

Absorbancia

T
Concentracdo

Figura 19 Representagdo do erro das extrapolacdes. Cores dos simbolos A, 0, Qe ¢
representam a concentracdo obtida da extrapolagdo das curvas de mesma cor.
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Na Figura 19 pode-se notar que para um mesmo valor de absorbancia
foi gerado quatro valores de concentracdo diferentes, um valor para cada

uma das trés extrapola¢cdes e um para a interpolacéo.

Caso a ordem de grandeza da concentracdo de uma amostra seja
desconhecida, pode-se utilizar a extrapolacdo da faixa de utilizacdo do
modelo matematico, e assim obter uma estimativa do valor da concentracéo
do analito na amostra. E como mostrado na Figura 19, o valor estimado pode
ndo corresponde ao valor real e sendo considerado apenas uma aproximacao

do valor verdadeiro.
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9.3 Anexo 3 — Resultados da analise t de student

Tabela 25 resultado das anéalises de Na

Na
Ensaio 1 Ensaio 2
10,223 9,226
9,776 9,242
9,436 9,220
9,110 9,174
9,141 9,211

8,947

*dados em ABS*g™de amostra

Tabela 26 Teste-t para Na

Ensaio 1 Ensaio?
Média 9,5372 9,1701
Variancia 0,2196 0,0124
Observagoes 5 6
Variancia agrupada 0,1045
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 9
Stat t 1,8754
p(T<=t) uni-caudal 0,0467
t critico uni-caudal 1,8331
p(T<=t) bi-caudal 0,0935

t critico bi-caudal 2,2622




Tabela 27 Resultado das analises de K

K
Ensaio 1 Ensaio 2
8,155 6,157
7,479 6,096
6,738 6,264
6,170 6,345
6,154 6,445

6,276

*dados em ABS*g'de amostra

Tabela 28 Teste-t para K

Ensaio 1 Ensaio?2
Média 6,9392 6,2640
Variancia 0,7545 0,0159
Observacdes 5 6
Variancia agrupada 0,3442
Hipotese da diferenca de média 0
gl 9
Stat t 1,9008
p(T<=t) uni-caudal 0,0449
t critico uni-caudal 1,8331
p(T<=t) bi-caudal 0,0898
t critico bi-caudal 2,2622

Tabela 29 Resultado das analises de Ca

Ca
Ensaio 1 Ensaio 2
0,997 1,004
1,003 0,989
1,015 0,995
1,026 1,000
1,015 1,014

0,994

*dados em ABS*g'de amostra




Tabela 30 Teste-t para Ca

Ensaio 1 Ensaio2
Média 1,0111 0,9991
Variancia 1,293E-04 7,925E-05
Observacoes 5 6
Variancia agrupada 1,015E-04
Hipotese da diferenca de média 0
gl 9
Stat t 1,9566
p(T<=t) uni-caudal 0,0410
t critico uni-caudal 1,8331
p(T<=t) bi-caudal 0,0821
t critico bi-caudal 2,2622

Tabela 31 Resultado das analises de Mg

Mg
Ensaio 1 Ensaio 2
26,347 28,993
27,470 28,703
28,479 28,898
29,430 29,078
29,196 29,304

28,556

*dados em ABS*g'de amostra
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Tabela 32 Teste-t para Mg

Ensaio 1 Ensaio2
Média 28,184 28,922
Variancia 1,638 0,072
Observagoes 5 6
Variancia agrupada 0,7676
Hipotese da diferenca de média 0
gl 9
Stat t -1,3911
p(T<=t) uni-caudal 0,0988
t critico uni-caudal 1,8331
p(T<=t) bi-caudal 0,1976
t critico bi-caudal 2,2622

Tabela 33 Resultado das analises de Fe

Fe
Ensaio 1 Ensaio 2
0,197 0,186
0,196 0,184
0,196 0,189
0,196 0,192
0,191 0,194

0,185

*dados em ABS*g'de amostra




Tabela 34 Teste-t para Fe

Ensaio 1 Ensaio?
Média 0,1950 0,1885
Variancia 6,752E-06 1,603E-05
Observacoes 5 6
Variancia agrupada 1,191E-05
Hipotese da diferenca de média 0
gl 9
Stat t 3,1298
p(T<=t) uni-caudal 0,0061
t critico uni-caudal 1,8331
p(T<=t) bi-caudal 0,0121
t critico bi-caudal 2,2622

Tabela 35 Resultado das analises de Zn

Zn
Ensaio 1 Ensaio 2

0,131 0,132
0,132 0,135
0,135 0,135
0,135 0,143
0,136 0,144

0,144

*dados em ABS*g'de amostra
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Tabela 36 Teste-t para Zn

Ensaio 1 Ensaio2
Média 0,1336 0,1389
Variancia 5,452E-06 2,777TE-05
Observagoes 5 6
Variancia agrupada 1,785E-05
Hipotese da diferenca de média 0
gl 9
Stat t -2,0632
p(T<=t) uni-caudal 0,0346
t critico uni-caudal 1,8331
p(T<=t) bi-caudal 0,0691
t critico bi-caudal 2,2622

Tabela 37 Resultado das analises de Cu

Cu
Ensaio 1 Ensaio 2

0,0145 0,0162
0,0154 0,0152
0,0167 0,0155
0,0180 0,0160
0,0169 0,0166

0,0163

*dados em ABS*g'de amostra
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Tabela 38 Teste-t para Cu

Ensaio 1 Ensaio2
Média 0,01630 0,01597
Variancia 1,947E-06 2,7134E-07
Observacoes 5 6
Variancia agrupada 1,017E-06
Hipotese da diferenca de média 0
gl 9
Statt 0,5427
p(T<=t) uni-caudal 0,3003
t critico uni-caudal 1,8331
p(T<=t) bi-caudal 0,6005
t critico bi-caudal 2,2622

Tabela 39 Resultado das analises de Mn

Mn
Ensaio 1 Ensaio 2

0,0284 0,0339
0,0271 0,0365
0,0268 0,0321
0,0267 0,0291
0,0316 0,0261

0,0270

*dados em ABS*g'de amostra
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Tabela 40 Teste-t para Mn

Ensaio 1 Ensaio2
Média 0,02812 0,03079
Variancia 4,219E-06 1,675E-05
Observagoes 5 6
Variancia agrupada 1,118E-05
Hipotese da diferenca de média 0
gl 9
Stat t -1,3197
p(T<=t) uni-caudal 0,1098
t critico uni-caudal 1,8331
p(T<=t) bi-caudal 0,2195
t critico bi-caudal 2,2622

74



9.4 Anexo 4 - Resultados da analise ANOVA e Tukey

Tabela 41 Resultados da anéalise usando as duas metodologias para Na

Na

Grupol Grupo?2 Grupo 3

4,67
4,04
5,01
4,75
4,68
4,36
4,74
4,38
5,52
4,50

5,05
4,72
4,60
5,04
4,86
5,10

5,14
4,87
4,82
5,08
4,87
4,71

*Resultados em ABS*gde amostra

Tabela 42 ANOVA para os resultados do Na

RESUMO
Grupo Contagem Soma Meédia Variancia
Grupo 1 10 46,64 4,66 0,16
Grupo 2 6 29,39 4,90 0,04
Grupo 3 6 29,49 4,92 0,03
ANOVA
Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-p  F critico
Entre Grupos 0,32 2 0,161 1,71 0,21 3,52
Dentro dos Grupos 1,78 19 0,094
Total 2,11 21
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Tabela 43 Resultados da andlise usando as duas metodologias para K

K
Grupol Grupo2 Grupo 3

5,00 4,95 4,88
4,64 5,05 4,65
4,91 4,94 4,34
5,00 4,98 4,71
4,73 5,00

4,78 5,01 4,25
4,73

4,65

5,29

4,61

*Resultados em ABS*g de amostra

Tabela 44 ANOVA para os resultados do K

RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Variancia
Grupo 1 10 48,36 4,84 0,046
Grupo 2 6 29,93 4,99 0,002
Grupo 3 5 22,82 4,56 0,070
ANOVA
Fonte da variagio SQ gl MQ F valor-p  F critico
Entre Grupos 0,50 2 0,249 6,38 0,008 3,55
Dentro dos Grupos 0,70 18 0,039
Total 1,20 20
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Tabela 45 Teste de Tukey-Kramer para K

Comparacao entre 0 Grupo 1 e o Grupo 2

Diferenca Absoluta 0,1531
Erro Padrdo da Diferenca 0,0722
Intervalo Critico 0,2606

Médias dos Grupos 1 e 2 sdo N&o Diferentes
Comparacao entre 0 Grupo 1 e o Grupo 3

Diferenca Absoluta 0,2708
Erro Padrdo da Diferenca 0,0766
Intervalo Critico 0,2764

Médias dos Grupos 1 e 3sdo Nao Diferentes
Comparagdo entre 0 Grupo 2 e 0 Grupo 3

Diferenca Absoluta 0,4239
Erro Padrdo da Diferenca 0,0846
Intervalo Critico 0,3055

Médias dos Grupos 2 e 3 sdo Diferentes

*Valor de g,=3,61
**0,=0,05

Tabela 46 Resultados da analise usando as duas metodologias para Mg

Mg
Grupol Grupo?2 Grupo 3
5,10 4,45 5,80
3,95 4,46 5,22
5,28 4,69 5,13
5,16 4,72 5,85
4,97 4,46 5,56
5,10 4,92 5,16
5,00
4,97
5,43
3,64

*Resultados em ABS*g de amostra
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Tabela 47 ANOVA para os resultados do Mg

RESUMO

Grupo Contagem Soma Média Variancia

Grupo 1 10 48,60 4,86 0,34

Grupo 2 6 27,71 4,62 0,04

Grupo 3 6 32,72 5,45 0,11

ANOVA
Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-p F critico
Entre Grupos 2,26 2 1131 5,70 0,01 3,52
Dentro dos Grupos 3,77 19 0,198
Total 6,03 21

Tabela 48 Teste de Tukey-Kramer para Mg

Comparagdo entre 0 Grupo 1 e 0 Grupo 2

Diferenca Absoluta 0,2424
Erro Padrdo da Diferenca 0,1626
Intervalo Critico 0,5839

Médias dos Grupos 1 e 2 s8o Nao Diferentes
Comparacao entre 0 Grupo 1 e o Grupo 3

Diferenca Absoluta 0,5930
Erro Padrdo da Diferenca 0,1626
Intervalo Critico 0,5839

Médias dos Grupos 1 e 3 sdo Diferentes
Comparacao entre 0 Grupo 2 e 0 Grupo 3

Diferenca Absoluta 0,8354
Erro Padrdo da Diferenca 0,1818
Intervalo Critico 0,6528

Médias dos Grupos 2 e 3 sdo Diferentes

*Valor de 9,=3,59
**g, =0,05
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Tabela 49 Resultados da anéalise usando as duas metodologias para Fe

Fe
Grupol Grupo2 Grupo 3
0,408 0,422 0,111
0,410 0,385 0,358
0,372 0,404 0,320
0,410 0,422 0,375
0,377 0,375 0,251
0,411 0,398 0,276
0,456
0,416
0,422
0,425

*Resultados em ABS*g de amostra

Tabela 50 ANOVA para os resultados do Fe

RESUMO

Grupo Contagem Soma Média Variancia

Grupo 1 10 4,108 0,411 0,00056

Grupo 2 6 2,405 0,401 0,00037

Grupo 3 6 1,691 0,282 0,00919

ANOVA
Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-p F critico
Entre Grupos 0,0688 2 0,034 12,37 0,0004 3,52

Dentro dos Grupos 0,0529 19 0,003

Total 0,122 21
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Tabela 51 Teste de Tukey-Kramer para Fe

Comparacéo entre 0 Grupo 1 e o Grupo 2

Diferenca Absoluta 0,0099
Erro Padrdo da Diferenca 0,0193
Intervalo Critico 0,0691

Médias dos Grupos 1 e 2 sdo  Né&o Diferentes
Comparacéo entre 0 Grupo 1 e o Grupo 3

Diferenca Absoluta 0,1289
Erro Padrdo da Diferenca 0,0193
Intervalo Critico 0,0691

Médias dos Grupos 1 e 3 sdo Diferentes
Comparacéo entre o Grupo 2 e o Grupo 3

Diferenca Absoluta 0,1191
Erro Padrdo da Diferenca 0,0215
Intervalo Critico 0,0773

Médias dos Grupos 2 e 3 sdo Diferentes

*Valor de 9,=3,59
**0,=0,05

Tabela 52 Resultados da analise usando as duas metodologias para Zn

Zn
Grupol Grupo2 Grupo 3
0,108 0,131 0,112
0,107 0,123 0,110
0,111 0,127 0,087
0,116 0,129 0,109
0,114 0,123 0,043
0,136 0,123 0,098
0,128
0,121
0,126
0,114

*Resultados em ABS*g de amostra
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Tabela 53 ANOVA para os resultados do Zn

RESUMO

Grupo Contagem Soma Média Variancia

Grupo 1 10 1,179 0,118 9,05*10*

Grupo 2 6 0,756 0,126 1,24*10°%

Grupo 3 6 0,559 0,093 6,95*10*

ANOVA
Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-p F critico
Entre Grupos 0,00363 2 0,00181 7,92 0,003 3,52
Dentro dos Grupos 0,00435 19  0,00023
Total 0,00798 21

Tabela 54 Teste de Tukey-Kramer para Zn

Comparacao entre o Grupo 1 e o Grupo 2

Diferenca Absoluta 0,0081
Erro Padrdo da Diferenca 0,0055
Intervalo Critico 0,0198

Médias dos Grupos 1 e 2 sdo  Nao Diferentes
Comparacao entre o0 Grupo 1 e o Grupo 3

Diferenca Absoluta 0,0248

Erro Padrdo da Diferenca 0,0055

Intervalo Critico 0,0198
Médias dos Grupos 1 e 3 sdo Diferentes

Comparacdo entre o Grupo 2 e 0 Grupo 3

Diferenca Absoluta 0,0329

Erro Padrdo da Diferenca 0,0062

Intervalo Critico 0,0198
Médias dos Grupos 2 e 3 sdo Diferentes

*Valor de qo=3,59
** =0,05
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9.5 Anexo 5 — Graficos de comparacdo da otimizacdo dos

parametros de analise

2,5 1 y = 0,106x + 0,3155
R? =0,9964
2 - p=9,16*10*
0
e 15
<0
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Figura 20 Comparacao entre os resultados da andlise dos padrfes PMA antes e
depois da otimizacdo dos parametros do equipamento para o Na. Equacédo na parte superior
direita é referente a analise realizada depois da otimizacdo, na parte inferior direita é referente a
analise realizada antes
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R?=0,9985
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Concentragdo (mg*L1)

Figura 21 Comparacao entre os resultados da andalise dos padrdoes PMA antes e
depois da otimizacdo dos parametros do equipamento para o Fe. Equacdo na parte superior
direita € referente a analise realizada depois da otimizacdo, na parte inferior direita é referente a
analise realizada antes
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Figura 22 Comparacgdo entre os resultados da anélise dos padrdes PMA antes e

depois da otimizacdo dos parametros do equipamento para o Zn. Equacédo na parte superior
direita é referente a andlise realizada depois da otimizacdo, na parte inferior direita é referente a

analise realizada antes
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