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RESUMO

Abe, M.K. - Estratégias para determinacao de cianeto dissociavel por acido forte
em aguas por analise em fluxo e cromatografia de ions. 2021. 108p. Dissertagédo
de Mestrado Profissional - Programa de Pds-Graduagéo de Tecnologia em Quimica e
Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

O ion cianeto (CN-) € um importante par@metro de controle ambiental e de saude
devido ao seu potencial toxico. Neste trabalho foram estudadas abordagens de
analise em fluxo acoplada a cromatografia de ions com detecgdo amperométrica para
a determinacao do cianeto. Foram estudadas as interferéncias de &nions e metais
comumente presentes em amostras de interesse ambiental e de saude na
quantificacdo de 70 ug L' de CN- que é a concentragdo maxima permitida deste
contaminante em agua potavel. Através da adaptacdo de um sistema de dialise
convertido em sistema de difusdo gasosa foi obtida uma recuperagao meédia de 95+9%
de CN-em amostras de agua potavel e agua natural com biota fortificadas com 40 e
100 ug L' de CN-. Os limites de detecgdo e quantificagdo do método foram
experimentalmente estimados, com 95% de confianga, em 3,5 ug L' e 5,3 ug L™,
respectivamente. Os resultados demonstraram que o sistema em fluxo acoplado a
separagdo cromatografica com detecgcdo amperomeétrica confere boa seletividade e
robustez para determinagdo de cianeto dissociavel por acido forte (SADCN) em
aguas.

Palavras-chave: cianeto; analise em fluxo; cromatografia de ions; difusdo gasosa;
analises de aguas



ABSTRACT

Abe, M.K. - Strategies for strong acid dissociable cyanide determination in
waters by flow analysis and ion chromatography. 2021. 108p. Professional Master
Thesis - Graduate Program Technology in Chemistry and Biochemistry. Instituto de
Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Cyanide (CN") is a parameter of interest for environmental and health controls due to
its toxic potential. In this work, flow analysis approaches coupled with ion
chromatography and amperometric detection were studied for cyanide determination.
The effect of interfering anions commonly present in environmental samples were
evaluated in the quantification of 70 uyg L' CN- which is maximum allowable
concentration of this contaminant in drinking water. Using a dialysis system converted
into a gas-diffusion system, a mean recovery of 95+9% of CN- was achieved in spiked
samples of drinking and natural water. The limits of detection and quantification were
experimentally estimated as 3.5 yg L' and 5.3 ug L', respectively. The results
demonstrated that the flow-system coupled to chromatographic separation and
amperometric detection provided good selectivity and robustness for strong acid
dissociable cyanide (SADCN) determination in water samples.

Keywords: Cyanide; flow analysis; ion chromatography; gas-diffusion; water analysis
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1. INTRODUCAO

1.1. O iON CIANETO

O anion monovalente de cianeto consiste de um atomo de carbono ligado a um
atomo de nitrogénio através de uma tripla ligagdo. Sua ocorréncia pode ser natural ou

decorrente de processos industriais (World Health Organisation, 2004).

Sob a forma do acido cianidrico, HCN, pode ser encontrado na atmosfera terrestre
oriundo de processos vulcanicos e de queima de biomassa. Biologicamente, é
encontrado em pelo menos duas mil espécies de plantas na forma de glicosideos com
fungbes imunoldgicas (Dasgupta & Ma, 2010) (Osbourn, 1996) (Logue & Jackson,

2017).

HCNG@g) <= H'@aq) + CNiag)

Equacéo 1.1: Equilibrio quimico de dissociagado de acido cianidrico em solugao

1.2. USOS INDUSTRIAIS

Industrialmente, o cianeto sob a forma de sais ou complexos é utilizado em uma
vasta gama de processos. No ano 2000 cerca de 6% da produc¢do de HCN foi usada
na mineragao, cujo uso como agente lixiviante se fez presente em 90% da produgao
de metais preciosos como ouro e prata. Os 94% restantes estiveram distribuidos na
producao de outros materiais sendo que metade dela foi consumida na produg&o dos

precursores organicos do Nylon (Mudder & Botz, 2004) (Ray, et al., 2011).

1.3. TOXICIDADE

O cianeto é conhecidamente toxico, sendo letal mesmo quando a exposi¢cao ocorre

a baixas concentragbes. Através de ligagcdo com a enzima citocromo oxidase



21

mitocondrial, a respiragdo celular € inibida provocando morte por sufocamento. Os
efeitos clinicos s&o observados em menos de um minuto apos a inalagédo e em alguns
minutos no caso de ingestdo. (Zacharis, Tzanavaras, Voulgaropoulos, & Karlberg,
2008) (Han, et al., 2010) (Hamel, 2011). O caso do incéndio na boate Kiss ocorrido no
Rio Grande do Sul em 2013, expds para a populagéo os perigos da inalagdo do HCN
formado na combustido dos materiais sintéticos que faziam parte da estrutura do

prédio (Ceretta, 2017).

O &cido cianidrico e outros compostos, que liberam cianeto livre, s&o altamente
toéxicos para praticamente toda fauna e flora quando presentes em efluentes
industriais, principalmente, da mineracdo (Donato, Madden-Hallett, Smith, &

Gursansky, 2017).
14. CIANETO E SOCIEDADE

No Brasil, a portaria de Consolidagdo n°® 5 do Ministério da Saude (Portaria de
Potabilidade) define valores maximos permitidos de 0,07 mg L' (70 ug L") de cianeto

para potabilidade de aguas (Ministério da Saude, 2017).

A diretiva 98/83/EC da Comissédo Europeia para o meio ambiente estabeleceu
limites de 0,05 mg L' (50 ug L") e a agéncia de protecdo ambiental dos Estados
Unidos (USEPA) limita a 0,20 mg L' (200 ug L) o teor de cianeto em agua potavel
(National Primary Drinking Water Regulations, 2009; Official Journal of the European

Communities, 1998).

Com relagéo aos efluentes, a resolucdo 430 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente, 6rgdo vinculado ao Ministério do Meio Ambiente, define como valores

padrdo maximos de 1 mg L' (1000 ug L") de cianeto total e de 0,2 mg L' (200 ug L-
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) de cianeto livre (destilavel por acidos fracos) para o langamento de efluentes.

(CONAMA, 2011)
1.5. METODOS PARA DETERMINACAO DE CIANETO

Total cyanide is determined by distillation with a strong acid and a strong oxidizing
agent to generate hydrogen cyanide gas that is cap- tured in a pH 13 sodium hydroxide
solution and then typically determined by a colorimetric method. Dissociable cyanides
are metal cyanides readily converted to free cyanide with acetate buffer (pH 4.5-6.0).
Amenable cyanide is the difference of total cyanide and total cyanide after alkaline
chlorination atpH11-12. During alkaline chlorination, free cyanide and a portion of dis-
sociable cyanides are eliminated by oxidation to eventually yield bicarbonate and
nitrogen gas [5]. The amount eliminated is mea- sured by the difference in total cyanide
determinations before and after chlorination. Free cyanide is not bound or complexed

to other species in drinking water.

O cianeto pode ser determinado como cianeto total, cianeto dissociado,

cianeto suscetivel a oxidagao por cloragao (amenable cyanide) e cianeto livre.

Na determinag&do do cianeto total utiliza-se uma destilagdo com acido e agente
oxidante fortes para gerar o gas do acido cianidrico que é entdo capturado em pH 13
em uma solucao, tipicamente de hidréxido de sédio. O cianeto capturado é tipicamente
determinado através de método colorimétrico. Os cianetos dissociados por acidos
fracos (WAD) sado cianetos metalicos prontamente convertidos em cianeto livre em
tampao de acetato (pH 4,5 — 6,0). O cianeto suscetivel a oxidagdo por cloragao
corresponde a diferenga entre o cianeto total e o cianeto total medido apds clorag&o
alcalina em pH 11-12. Os cianetos livres correspondem aqueles que nao estdo ligados

ou complexados a outras espécies em agua potavel. (Christison & Rohrer, 2007)
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Devido a sua alta toxicidade em baixas concentragdes, diversas estratégias
analiticas tém sido desenvolvidas para quantificar as concentragbes destas espécies
em aguas e efluentes. Meétodos oficiais incluem titulagdo, espectrometria,
potenciometria, analise por injegdo em fluxo com detecgdo amperométrica (Ma &
Dasgupta, 2010), sendo os métodos mais comuns os espectrofotométricos (D. G. G.

Themelis et al., 2009).

Trabalhos recentes tém explorado o uso de sensores baseados em nanoparticulas
de ouro (AuNP’s) para a detecgcdo de anions em aguas contaminadas aproveitando
as promissoras seletividade e sensibilidade destes materiais. Adicionalmente, a
vantagem de nanosensores reside na possibilidade de realizar medi¢des simples e in
situ. Entretanto, muitos sensores ainda apresentam problemas na presenca de outros
interferentes anibnicos que geralmente apresentam-se em concentragdes

relativamente mais elevadas. (Fang et al., 2017; Kim et al., 2010)

Em um contexto em que metodologias de estado-da-arte utilizando nanomateriais,
por exemplo, ainda carecem de mao-de-obra especializada e instrumentagdes
estabelecidas, o desenvolvimento de uma estratégia simples e robusta de preparo de
amostra em fluxo, associada a uma técnica analitica robusta como a cromatografia
liguida com deteccdo amperomeétrica, pode ser de grande interesse as agéncias

reguladoras ambientais, bem como aos prestadores de servigos de analises quimicas.
1.6. SEPARACAO CROMATOGRAFICA DE CIANETO

O primeiro trabalho descrevendo um método cromatografico utilizando colunas de
troca ibnica seguida de deteccdo amperomeétrica foi descrito por Rocklin et al. em
1983. Neste trabalho foram demonstradas as vantagens do uso da separagéo

cromatografica na eliminagc&o de interferéncias anidnicas presentes em amostras, em
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especial sulfeto. Por sua vez, foram reportados problemas de perda de simetria do
pico cromatografico por conta da formag&o de complexos com dissociagao lenta com

metais como Cobre, Ouro, Niquel, Ferro e Cobalto. (Rocklin & Johnson, 1983).

1.7. DETECCAO AMPEROMETRICA EM FLUXO DE CIANETO

Desde a introdug&o de sistemas em fluxo para a determinagao de cianeto, diversas
abordagens foram descritas fornecendo dados quantitativos e qualitativos importantes
a respeito de configuragdes instrumentais mais adequadas para as avaliagdes deste
contaminante na presenca de interferentes diversos e que, conhecidamente,

colocavam-se como limitagdes para as metodologias empregadas.

Baker e Morrison observaram em 1955 que uma solugao alcalina contendo cianeto
produzia oxidagdo esponténea de prata e, fazendo a medigc&do de corrente entre um
anodo de prata e um catodo de platina foi possivel quantificar cianeto usando uma

célula em fluxo (Baker & Morrison, 1955).

Em 1980, nos trabalhos de Pilar e Kosta foram descritos sistemas de difusdo
gasosa para preparo da amostra antes da inje¢gdo na célula amperométrica, visando
minimizar possiveis interferentes. (Heckemann et al., 2001; Pihlar et al., 1979; Pihlar

& Kosta, 1980).

Liu et al. em 1990 acoplaram a deteccao amperométrica um sofisticado sistema
que incluia difusdo gasosa, fotodissociagdo e cromatografia para contornar

interferentes diversos observados em estudos anteriores. (Liu et al., 1990)
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2. OBJETIVOS

Desenvolver e fazer ensaios de validagdo de metodologia automatizada (FIA-IC-
PAD) para a determinacdo de cianeto dissociavel por acido forte (SADCN) usando
analise em fluxo combinada com cromatografia de ions e detecgdo amperomeétrica.

Para atingir esse objetivo geral, os objetivos especificos abaixo foram explorados:
2.1.0OBJETIVO ESPECIFICO 1 — DIFUSAO GASOSA

Avaliar a estratégia da difusdo gasosa em fluxo como preparag&o de amostra para

a determinag&o dos cianetos dissocidveis por acido forte (SADCN).
2.2.0OBJETIVO ESPECIFICO 2 — COMPARACAO DE METODOLOGIAS

Avaliar a exatiddo dos resultados obtidos no sistema em fluxo estudado,
comparado-os com aqueles reportados através do uso de metodologias validadas
empregadas em orgaos de fiscalizagdo ambiental e/ou prestagdo de servigos

analiticos por comparacgao na quantificacdo de cianeto em aguas e/ou efluentes.
2.3.0OBJETIVO ESPECIFICO 3 — AVALIACAO DE INTERFERENTES

Avaliar a seletividade frente a interferentes aniénicos e catidnicos presentes em

amostras de aguas e/ou aguas naturais.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1.MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

e Cromatografo de ions 930 Compact IC Flex (Metrohm) equipado com bomba
de duplo pistdo de ZrO: equipado com valvula injetora de 6 vias com
acionamento automatico para posi¢cao “encher” da alga de amostragem ou
“injetar” (Figura 3-1), bomba peristaltica de duplo canal, compartimento
termostatizado para coluna cromatografica

e Amostrador automatico 858 Professional Sample Processor com duplo canal

de bomba peristaltica e valvula injetora de 6 vias (Figura 3-1)

Figura 3-1: Valvula de injecao de 6 vias nas posi¢cdes “Encher” (A) e “Injetar”

(B)
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Bomba Peristaltica
de duplo canal

Valvula Injetora de
6 vias

Figura 3-2: Amostrador automatico com Bomba Peristaltica e Valvula de

Injecao

Detector amperométrico (Metrohm) termostatizado com capacidade de uso em
modo potencial fixo (DC) e pulsado (PAD, flexIPAD®)

Célula eletroquimica feita em PEEK (poli éter éter cetona) de geometria do tipo
wall-jet, composta por um eletrodo de referéncia sélido Pd|PdO|OH- (0,1 mol
L") (E =-0,038 V vs. Ag|AgCI|KCI (3 mol L ")), um eletrodo auxiliar de aco inox
e um eletrodo de trabalho de prata (Ag) com 3 mm de didametro. Nesta célula
foi usado um espacador de 50 pym resultando num volume menor que 0,35 pL
na célula amperomeétrica. Para todos os estudos descritos neste trabalho foi
utilizado potencial fixo de 0,0 V.

Coluna de troca aniénica Metrosep A Supp 10 (Metrohm) de 100 e 150 mm de

comprimento e 2 mm de didmetro interno com recheio de resina polimérica de
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poliestireno e divinilbenzeno com tamanho de particula de 4,6 um ligadas a
trocadores do tipo quaternario de aménio.

e Software de cromatografia MaglC Net 3.3® (Metrohm) instalado em um PC
(Dell).

e Balancga analitica Sartorius Cubis

e Micropipetas Socorex de volumes variados

e pHmetro 826 (Metrohm)

Detector

. Compartimento de coluna

Bomba PeristaltiCa  |umm

de duplo canal

+ Valvula injetora de 6 vias

Bomba de duplo pistao  |w==

Figura 3-3: Cromatégrafo de ions 930 Compact IC Flex

3.2.DIFUSA0 GASOSA

e (Célula de difusdo em fluxo (Figura 3-4) feita de material polimérico
(Plexiglass®)
e Membrana hidrofébica de PTFE da marca Sartorius com 47 mm de

didmetro.
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Tubos capilares de PTFE e PEEK com diametro interno de 0,5 mm

PTFE - . % Xazs2)

Figura 3-4: Célula de difusdo gasosa

Tubos de PVC (Tygon®) para bomba peristéltica com didmetro interno de

0,76 mm e 400 mm de comprimento

3.3.REAGENTES E SOLUCOES

Para o preparo de fase moével para o cromatégrafo idnico e solugao
absorvedora da difusdo gasosa pipetou-se 10 mL de solug&o concentrada
comercial de Hidréxido de Sodio Suprapuro 30% (m m-') - CAS 1310-73-
2 (Merck) e 35 pL de solugdo EDTA 0,2 mol L.

Para o preparo de padrbes de cianeto e avaliagdo de interferentes foram
usados padrées comerciais certificados das espécies de interesse na
concentragdo de 1000 mg L' (Fluka) (QuimLab) ou solugbes aquosas
preparadas a partir dos respectivos sais hidrossoluveis

Para realizar a acidificacdo em fluxo para geracdo de HCN foi utilizado
Acido Sulfarico, 96% (Merck) na concentragdo de 1 mol L-"

Agua deionizada Tipo | com alta resistividade (18,2 MQ cm-")

Os padrdes de calibragdo foram preparados em bal&o plastico de 100 mL

por diluicdo volumétrica de um padrao estoque de concentragdo 10 mg L-
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'. O padrdo estoque, por sua vez, foi preparado em baldo volumétrico
plastico de 100 mL por diluigdo volumétrica de padrdo estoque comercial

da marca Sigma Aldrich de concentragdo 1000 mg L.
3.4 .ESTUDOS DE ESTRATEGIAS EM FLUXO

Foram avaliadas 6 estratégias de configuracdo para realizar o estudo do sistema
de difusdo gasosa em fluxo seguida de separagdo cromatografica e detecgao
amperométrica. Todas as estratégias tiveram em comum as seguintes etapas: 1-
acidificagdo da amostra de estudo; 2 - Difusdo em célula com membrana hidrofobica;
3 - Transferéncia (por tempos variados) para alga de amostragem (/loop) do

cromatografo; 4 — Injecdo no cromatégrafo; e 5- Detecgdo Amperométrica.
ABORDAGEM 1

A abordagem 1 (Figura 3-5) foi inspirada nos trabalhos descritos por Themelis

et al. com modificagdes. (D. G. G. Themelis et al., 2009)

Nesta abordagem, na etapa de acidificagdo, foi empregado um padr&o tipo
“sanduiche” (Acido/Amostra/Acido). Durante 60 segundos, aproximadamente 3 mL de
amostra foram bombeados por uma bomba peristaltica até uma valvula injetora (Injetor
1) de 6 portas e 2 vias (posigdo de enchimento) equipada com uma alca de
amostragem de volume 200 pL. Apds o carregamento da amostra na alga, a valvula
foi acionada (posigao injecdo) de modo que uma solugdo acida (H2SO4 2,0 mol L)
bombeada por uma bomba peristaltica pudesse transportar a amostra até um capilar
misturador de PEEK acoplado diretamente a célula de difusdo. No lado aceptor da
celula de difusdo, uma solugdo com composicdo idéntica a fase movel, portanto
alcalina, foi bombeada para absorgdo dos gases transferidos através da membrana

de difusdo. A solugdo aceptora contida na célula de difusado foi bombeada por uma
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bomba peristaltica e direcionada para uma segunda valvula injetora (Injetor 2) de
modo a preencher uma segunda al¢a de volume 20 L. Este volume, foi injetado na
coluna cromatogréafica e as inje¢des avaliadas. Na etapa de bombeamento da solugao
aceptora foram feitos estudos de otimizagdo do tempo para obtencdo do maior sinal

analitico para o ion cianeto num padrao-teste de concentragdo 10 ug L.

(1 )
o\

Bomba Peristaltica — Amostra

Injetor 1
Alca de Amostragem 1 — 200 pL
Misturador

o O B W N =

Bomba Peristaltica — Solugao
Aceptora Alcalina

Célula de Difusao

Bomba de Eluente

9 Alca de Amostragem 2 — 20 pL
10 Injetor 2
[ Descarte | 11 Coluna Cromatografica

12 Detector Amperométrico

Figura 3-5: Diagrama do sistema da abordagem 1

ABORDAGEM 2

A abordagem 2 foi inspirada em sistemas comerciais de analise em fluxo sem
as etapas de injegdo e separacao cromatografica. (FIAlab Instruments, 2020;

Milosavljevic et al., 1995; Pihlar et al., 1979)

Nesta abordagem, amostra e solugdo acida foram bombeadas para um
misturador conectado diretamente no lado doador da célula de difusdo gasosa. No
lado aceptor da célula de difusdo, uma solugao alcalina foi bombeada para recolher
0s gases acidos que permearam a membrana de difusdo. Nesta abordagem, o volume
de amostra bombeado para a célula de difusdo foi definido como o produto da vazdo
pelo tempo de bombeamento da bomba peristaltica. Por sua vez, a solugdo aceptora

alcalina foi bombeada pela bomba de alta pressdo do cromatégrafo de ions passando

Bomba Peristaltica — Solugdo Acida
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pela célula de difusdo e, por fim, no detector amperométrico. Através dessa
configuragcdo foi realizada uma avaliagdo direta e simples da eficiéncia de

transferéncia dos gases pela membrana hidrofébica na célula de difusao.

Bomba Peristaltica — Amostra

e

Bomba Peristaltica — Solugao Acida

w

Ponto de Confluéncia e Misturador

>

Bomba de Duplo Pistdo — Solugéao
Aceptor Alcalina

5 Célula de Difusdo

Figura 3-6: Diagrama do sistema da abordagem 2

Nesta abordagem as amostras foram bombeadas por 30 segundos em vazao

de 0,3 mL/min totalizando um volume de amostra de aproximadamente 0,15 mL
ABORDAGEM 3
A abordagem 3 (Figura 3-7) foi uma modificagdo da abordagem 2.

Nesta abordagem, o volume de amostra levado até o ponto de confluéncia com
a solug&o acida no misturador foi definido por uma alga de amostragem (Injetor 1) de

200 pL.

Por sua vez, a solug&o aceptora alcalina foi novamente bombeada pela bomba
de alta pressdo do cromatdgrafo de ions passando pela célula de difusdo e, por fim,

no detector amperomeétrico.
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Figura 3-7: Diagrama do sistema da abordagem

ABORDAGEM 4
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Bomba Peristaltica — Amostra
Injetor 1

Alga de Amostragem 1 — 200 pL
Bomba Peristaltica — Agua Ultrapura
Bomba Peristaltica — Solugao Acida

Ponto de Confluéncia — Misturador

Bomba de Duplo Pistao - Solucao
Aceptora Alcalina

Célula de Difusao

Detector Amperométrico

3

Na abordagem 4 foi adicionada uma coluna cromatografica entre a célula de

difusdo e o detector amperométrico. Nesta abordagem a quantidade de cianeto

recuperada através do sistema de difusdo passaria diretamente para a coluna

cromatografica e, em seguida, no detector amperométrico.

Bomba Peristaltica — Amostra
Injetor 1

Alga de Amostragem 1 — 200 pL
Bomba Peristaltica — Agua Ultrapura
Bomba Peristaltica — Solugao Acida

Ponto de Confluéncia — Misturador

0. I?
2
3
4
5
6
7

10

Figura 3-8: Diagrama do sistema da abordagem

Bomba de Duplo Pistéo - Solugao
Aceptora Alcalina

Célula de Difusao
Coluna Cromatografica

Detector Amperométrico

4
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ABORDAGEM 5

Na abordagem 5 foram incluidas no sistema uma bomba peristaltica e uma
valvula injetora adicionais. Com esta abordagem, a quantidade de cianeto injetada na
coluna cromatografica foi limitada pelo volume de injecdo da segunda alga de

amostragem com 20 L.

Bomba Peristaltica — Amostra
Bomba Peristaltica — Agua Ultrapura
Injetor 1

Bomba Peristaltica — Solugao Acida
Alca de Amostragem 1 — 200 pL

[ # [Legenda |
1
2
3
4
5
6

Bomba Peristaltica — Solugao
Aceptora Alcalina

7 Ponto de Confluéncia — Misturador

8 Célula de Difusao

9 Bomba de Duplo Pistao - Eluente

0;/@\ 10 Injetor 2
; [ Descarte| 11 Alga de Amostragem 2 — 20 pL
12 Coluna Cromatografica

13 Detector Amperométrico

Figura 3-9: Diagrama do sistema da abordagem 5

Nesta abordagem, um volume aproximado de 3 mL de amostra foi bombeado
para a alga de 200 pL (injetor 1) em vazdo de 0,3 mL min-'. Depois de 1 minuto, o
injetor 1 mudou para posigéo de injec&o, injetando o volume de amostra no percurso
analitico, no qual é transportado por um fluxo de agua a 0,3 mL min-' até um ponto de
confluéncia onde se mistura com uma solugdo de acido sulfurico 1 mol/L (pH<1)
bombeada com uma vaz&o de 0,3 mL min-'. A mistura de amostra e solugdo acida foi
passada por um capilar em espiral para homogeneizagao e chegou até a célula de
difusdo gasosa equipada com uma membrana hidrofobica de PTFE. Na célula, o gas
cianidrico (HCN) difundiu até uma solugdo aceptora alcalina (pH = 12,7) de
composicao idéntica a fase movel. Esta solugdo aceptora foi entdo bombeada em

vazdo de 0,3 mL min' por intervalos variados de tempo até a valvula de injecdo do
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cromatografo. Foram usados capilares de 0,5 mm de didmetro interno e mangueiras
de 0,76 mm de didmetro interno nas bombas peristalticas. A programagdo de
acionamento de cada modulo e os tempos utilizados para cada comando estdo
descritos na Tabela 1. O tempo variavel de bombeamento esta representado pela letra

T.

Tabela 1: Programa de tempos e comandos para abordagem 5

Tempo

Moédulo Comando
(segundos)

0,0 Injetor 1 Encher
0,0 Detector Iniciar Aquisicdo de Dados
60,0 Injetor 1 Injetar
60,0 Injetor 2 Encher
60+T Injetor 2 Injetar

ApoOs a injegcdo no cromatografo, a solugdo aceptora passou pela coluna de

separagao até chegar ao detector amperométrico.
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3.5.VALIDACAO DE METODOLOGIA E FIGURAS DE MERITO

As estimativas das figuras de mérito da metodologia de estudo foram baseadas
nas estimativas descritas por Ribeiro et al. e nas orientagdes do Instituto Nacional de
Metrologia para validagdo de métodos analiticos (INMETRO, 2016; Ribeiro et al.,

2008)

LINEARIDADE

A linearidade do método foi estimada através da analise grafica da distribuicdo de
residuos e da comparagao da soma dos residuos quadraticos dos ajustes linear (yir =

ao + as x) e quadratico (yis = ao + as x + a2x?) dados pelas equagdes 1 e 2.

_ Xy — )
SviT TN Z2 (1)

20— )
N -3 (2)

Onde sy € 0 desvio padréo calculado para o ajuste linear e sy2 € o desvio padrao para

o ajuste quadratico. (Danzer & Currie, 1998)

A partir dos desvios sys e sy2 foram estimadas as diferengas entre as somas

quadraticas dos dois ajustes conforme a equagéo 3.

AS?=(N —2) X s,,-(N—=3) X s 3)

y1 y2
Onde AS? ¢ a diferenca entre as somas quadraticas dos ajustes e N é numero dos
padrboes de calibragdo utilizados na construgdo da curva. A significancia desta

diferencga foi estimada com relagédo a sy empregando-se um teste F conforme as

equagbes 4 e 5.
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AS? _ _ ) (4)
—— < Fy(v—3) (4juste Linear € adequado)
s
y1
AS? . o ()
—— > Fy (v—3) (Ajuste Quadratico é adequado)
s

y1

Onde F1n-3€ o ponto de distribuicdo F no nivel de confianga escolhido com fi= 1 e f2
= N - 3 graus de liberdade. Portanto, se AS%sy+2 foi menor ou igual a F1,»-3 considerou-
se o ajuste linear adequado e se AS?sy4? foi maior a Fy,-3 considerou-se ou ajuste

quadratico mais adequado.
LimITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

Os limites de deteccgédo (LD) e quantificagédo (LQ) foram calculados utilizando os
parametros da curva analitica porque este leva em consideragdo o intervalo de
confianga da regress&o e pode ser considerado mais robusto que aqueles baseados
em metodos visuais ou utilizando a relagdo de sinal-ruido. Para os calculos do LD

foram utilizadas as equacdes 6 e 7.

= S t ! 1 *
Sy, Xt 1 (yc - y)z
LD =2 x 2 X |[—+1+
a, N a? ¥ (x; — x)2 (7)

Onde y., também conhecido por y critico, é o intercepto obtido no limite superior do

intervalo de confianga ao redor da regressao. Este intervalo de confianca é
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determinado pelo valor de t da distribuicdo de Student. O LD, por sua vez, é calculado

a partir da projegéo de yc no limite inferior do intervalo de confianga Figura 3-10.

yc —

a0

= e

x
n—
—
O

Figura 3-10: llustracao de curva analitica e intervalos de confianga com
parametros utilizados para estimativa do limite de deteccao (LD)

Para os calculos de LQ foram utilizadas as equacdes 8, 9 e 10.

S, Xt 1 x2
y
= X — 1 8
Ye <a1> NS G w2 ©)
1 (xc_f)z
=ap+2 xS, Xtx |[—+1+ — 9)
Y=o g NTT L - ®)?
S, Xt 1 - ¥)? 10
LQ=2x 2— x |[—+1+ Oc — %) o)

4 N ai iz, (x; — %)?
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Onde xc é a concentragdo estimada no ponto em que o valor de ao intercepta a reta
da regressao e yn € o valor de y para a projegcao de xc no limite de controle superior
do intervalo de confianga. O LQ, por sua vez, é calculado a partir da projecéo de y» no

limite inferior do intervalo de confianga ao redor da regress&o Figura 3-11.

A

a0

XC LQ

Figura 3-11: llustracao de curva analitica e intervalos de confianga com
parametros utilizados para estimativa do limite de quantificagcao (LQ)

PRECISAO

A precisdo, exatiddo e robustez do método de estudo foram avaliadas de
acordo com a orientagao sobre validagao de métodos analiticos do Instituto Nacional
de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO, 2016). A precis&do foi avaliada
através de estudos de repetibilidade. Para tal, foram determinadas as concentragdes
de solugdes padrao preparadas 6 vezes para os niveis de concentragdo de cianeto,
40, 70 e 100 pg L, ou seja, concentragbes em torno da maxima concentragdo de

cianeto permitida em agua potavel conforme legislacdo vigente (Ministério da Saude,
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2017). Os coeficientes de variagdo (ou desvio padrio relativo) foram calculados para

cada nivel conforme a equacgéo 11.

CV =DPR =

x 100 (11)

média
Onde CV é o coeficiente de variagcdo, DPR é o desvio padrio relativo, DP é o desvio
padrédo e Cmedia € @ concentragdo média determinada.

EXATIDAO

A exatiddo foi estimada através do calculo do erro relativo, expresso em

porcentagem, determinado pela equagéo 12.

Crodida — C
medida esperado
ER = i

x 100 (12)
Cesperado

Onde ER ¢ o erro relativo, Cmedida € @ concentragao de cianeto determinada através

do método e Cesperado € @ concentragao de cianeto da solugéo preparada.
ROBUSTEZ

A robustez foi avaliada variando-se alguns paradmetros do método como a
vazao de fase movel, vazao de solugdes pelas bombas peristalticas e concentragao

da solugdo de acidificagdo de amostra

3.6.ESTUDOS DE INTERFERENCIA ANIONICA

Para avaliacdo de possiveis interferentes anibnicos foram estudadas duas
categorias de anions comumente presentes em amostras aquosas de interesse

ambiental e de saude publica (Tabela 2).
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Tabela 2: Anions mencionados na Portaria de Consolidagio n° 5 para
potabilidade de aguas e suas concentragées maximas permitidas em mg L' e
mol L' para estudo de interferéncia na determinagdo de cianeto.

Concentracées Maximas Permitidas

(mg L) (mol L)
Cianeto 0,07 2,69 x 10
Fluoreto 1,5 7,89 x 10
Nitrato 10 1,61 x 104
Nitrito 1 2,17 x 10°
Bromato 0,01 7,82 x 108
Clorito 1 1,20 x 10°°
Cloreto 250 7,05x 103
Sulfato 250 2,60 x 103
Sulfeto 0,1 3,12x10°
Fosfato 1 1,05 x 10
Brometo 1 1,25x 10°
Clorato 1 8,16 x 10
Tiossulfato 1 8,92 x 10
Tiocianato 1 1,72 x10°

Para cada interferente foram estudados seus efeitos sobre o sinal obtido para
cianeto, individualmente, em trés niveis de concentragcdo (em mol L-'), denominados
C1, C2 e Cs. Em cada nivel, a concentragéo do interferente presente foi 10, 100 e 1000
vezes maior que a concentragdo maxima (em mol L) permitida do ion cianeto em
agua potavel, segundo a Portaria de Consolidagdo n° 5 do Ministério da Saude
(Ministério da Saude, 2017). Para os anions ndo mencionados na dita legislagéo, foi

definida uma concentracéo de referéncia arbitraria de 1 mg L.

Utilizando baldes volumétricos de 10 mL, os padrdes de teste foram preparados
por diluicdo volumétrica a partir de padrdées comerciais de concentragdo 1000 mg L
ou a partir de solugdes preparadas no laboratorio utilizando sais soluveis de sédio ou

potassio.
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Como as concentragdes de interferentes foram definidas como multiplos da
concentragdo molar, cada interferente teve sua concentragdo em mg L™ calculada

para fins de conhecimento e comparagao (Tabela 3).

Tabela 3: Concentracdes de interferentes anidnicos avaliados

C1 C2 C3

mol L mg L' mol L mg L mol L mg L'
Fluoreto 0,51 5,11 51,11
Nitrato 1,67 16,68 166,82
Nitrito 1,24 12,38 123,78
Bromato 3,44 34,41 344,08
Clorito 2,25 22,45 224,50
Cloreto 0,95 9,54 95,37
Sulfato 2,69X 105 258  269X10¢ 2585 269X 10° 25845
Sulfeto 0,86 8,63 86,28
Brometo 2,15 21,50 214,96
Clorato 3,30 32,97 329,69
Tiossulfato 3,02 30,17 301,65
Tiocianato 1,56 15,63 156,26
Fosfato 2,55 25,55 255,49

Cada amostra teste de interferente foi injetada em triplicata e os resultados de
recuperacao de cianeto avaliados. Para quantificar o cianeto nas amostras teste,
curvas analiticas foram construidas com 5 niveis de concentracdo: 10, 40, 70, 100,

130 ug L.
3.7.ESTUDOS DE INTERFERENCIA METALICA

No estudo descrito por Themelis et al. (2009) foram estudadas as interferéncias
dos metais numa razdo de massa de 1:100 a partir de uma solucao de referéncia de
100 pg L' de cianeto. Portanto, foram estudados os efeitos destes metais em
concentragdes equivalentes a 10.000 ug L' ou 10 mg L' na quantificagdo de cianeto

(D. G. G. Themelis et al., 2009).
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Neste trabalho, analogamente ao estudo dos anions, as concentragdes das
interferéncias metalicas foram escolhidas com base nos limites mencionados na

portaria de potabilidade de aguas vigente. (Ministério da Saude, 2017)

Tabela 4: Concentracdes de interferentes metalicos avaliados

C1 C2 C3

mol L' mg L mol L' mg L mol L mg L'
Ferro 1,50 15,02 150,24
Cobre 1,71 17,10 170,95
Zinco 1,76 17,59 175,89
Niquel 1,58 15,79 157,90
Cromo . 140 L 13,99 . 13988
Chumbo 2,69X 10 557 2,69X 10 5574 2,69X 10 557 42
Bario 3,69 36,94 369,44
Cadmio 3,02 30,24 302,41
Aluminio 0,73 7,26 72,6
Cobalto 1,59 15,85 158,54

3.8.AVALIACAO DE AMOSTRAS

Para a comparacédo do sistema estudado com método normatizado foram
produzidas amostras sintéticas através da fortificacdo (40 e 100 ug L") de duas
amostras reais. A primeira amostra foi de agua de torneira coletada no dia 24/11/2020
no escritério da Metrohm Brasil localizada no bairro de Perdizes em S&o Paulo. A
segunda amostra foi coletada na mesma data no lago ornamental com biota (Figura

3-12), localizado também na sede da Metrohm Brasil.
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Figura 3-12: Lago ornamental com biota

As amostras foram analisadas utilizando o método de estudo e em laboratério
terceiro utilizando metodologia ISO 14403-2:2012. (International Organization for

Standardization, 2012)

O método ISO 14403-2:2012 estd baseado em um sistema injecdo em fluxo
(FIA) e de analise continua em fluxo (CFA). Numa primeira etapa, os ciano-complexos
sdo decompostos em uma serpentia de vidro, quartzo ou PTFE através da irradiagao
por luz UV em pH 3,8. O HCN formado pode ser destilado a 125 °C em linha ou
difundido através membrana hidrofébica entre 30-40 °C. Em ambos os casos o cianeto
€ absorvido numa solugdo de hidréxido de sodio. Por fim, o cianeto € determinado

fotométricamente apos reagdo com cloramina-T seguido de uma reagdo com oS
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acidos piridino-4-carboxilico e 1,3-dimetilbarbiturico. Estas reagdes produzem uma

coloragao vermelha cuja absorg&o € proporcional a concentragdo de cianeto.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.SISTEMAS EM FLUXO

As diversas abordagens estudadas neste trabalho forneceram dados
quantitativos e qualitativos importantes a respeito da configuragdo mais adequada
para as avaliagdes posteriores com interferentes i6nicos diversos e que,
conhecidamente, podiam colocar-se como limitagdes da metodologia analitica

utilizada.
ABORDAGEM 1

Na abordagem 1, as areas obtidas indicaram que um tempo de transferéncia

de 50s foi adequado para obteng¢do do melhor rendimento.

Tabela 5: Areas dos picos de cianeto obtidas na abordagem 1 variando os
tempos de transferéncia da solugao aceptora para a valvula de injecao do
cromatégrafo de ions

Registro Tempo de Transferéncia Area do Pico
(s) (nA x min)
2018-03-13 09:47:21 UTC-3 30 1,668
2018-03-13 09:55:09 UTC-3 50 1,719
2018-03-13 10:11:45 UTC-3 70 0,231
2018-03-13 10:20:13 UTC-3 90 0,214

Entretanto, tentativas subsequentes de empregar esta configuragdo
demonstraram pouca estabilidade na resposta analitica e a repetibilidade n&o foi
satisfatéria. Esta observagcdo demandou estudos do comportamento do sistema
usando outras estratégias. Neste sentido, o “padrao sanduiche” ndo mostrou-se
eficiente para fazer a acidificacdo necessaria para liberacdo do gas HCN para sua
subsequente difusdo, pois as porgdes centrais da zona de amostra podem nao ter se

misturado suficientemente com o acido
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ABORDAGEM 2

A abordagem 2 foi, comparativamente, mais simples que a abordagem 1.
Entretanto, nesta abordagem foi possivel estudar o comportamento do sistema de
difusdo gasosa seguida da detecgdo amperomeétrica. No registro de corrente obtido
na abordagem 2 (Figura 4-1) foi possivel observar 5 picos correspondentes aos 5
intervalos de bombeamento de amostra indicando, portanto, que a difusdo gasosa do

acido cianidrico ocorreu para o lado aceptor alcalino.

Na presencga do CN-, o eletrodo de prata submetido ao potencial de 0,0 V vs.
Pd|PdO|OH- (0,1 mol L") sofre oxidagdo de acordo com a Equag&o 4.1, gerando a

corrente proporcional a concentragdo de CN™:
Ag®+2CN- —» Ag(CN)z +e-

Equacao 4.1: Reacao de oxidacao da prata e formacao do ciano complexo de

Ag*
40
Padrao 10 ppb

35
<30
e
Q
<
o
825

20

15

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tempo (minutos)

Figura 4-1: Registro de corrente de 5 injegcées consecutivas de padrao de CN-
10 ug L
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ABORDAGEM 3

Na abordagem 3 foi incluida uma valvula de inje¢ao para limitar a quantidade
de amostra injetada na célula de difusdo. Com esta abordagem e variando-se o tempo
(segundos) para inicio da aquisicao de dados de corrente foi possivel determinar o
tempo necessario para que o cianeto coletado no lado aceptor da célula de difusdo

produzisse o maior sinal de corrente. No tempo de 90s obteve-se a maxima resposta

analitica (Figura 4-3).

fA - | [rransferéncia (s) Legenda
30
50
70
90
00 110
130
1200 9 150

Figura 4-2: Registros de correntes para injecdes de CN- 500 ug L obtidos na
abordagem 3 e variando-se os tempos de transferéncia de 30 até 150 s

ABORDAGEM 4

A abordagem 4 ndo permitiu a realizagdo de testes qualitativos ou quantitativos.
O principal problema foi a pressdo em excesso exercida na membrana quando
colocada entre a coluna e a bomba cromatografica. Como resultado desta pressao, a
membrana de PTFE acabava se rompendo e misturando as solugdes dos lados

doador e aceptor da célula de difusao.
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ABORDAGEM 5

Na abordagem 5 foram obtidos os melhores resultados. Esta abordagem foi muito
similar a abordagem 1 com a diferenga de que um volume definido de amostra foi
bombeado em confluéncia com fluxo de solugdo acida. O fornecimento de uma
quantidade constante de acido a todos os elementos de fluido da zona de amostra
garantiu a conversdo quantitativa e reprodutivel do CN-em HCN (Figura 4-4). Também
ficou evidente que um fluxo continuo de solugdes garante estabilidade ao sistema. A
bomba peristaltica bombeando continuamente agua para o lado aceptor melhorou
muito a repetibilidade em comparagdo com a abordagem 1 onde o bombeamento
intermitente resultou em variagdes. A integridade da membrana também pdde ser
atestada através de uma medicao do pH dos descartes coletados do lado doador e do
lado aceptor da célula de difus&do (Figura 4-5). Apesar de uma variagdo observada na
corrente de fundo, para um padréo teste de CN-na concentragdo de 10 ug L™ foi obtida
uma area media de pico de 0,180+0,02 nA x min para oito injecdes realizadas em

sequéncia. O pico de cianeto eluiu no tempo de 5,3 minutos.

Tabela 6: Areas dos picos de cianeto obtidas na abordagem 5

Area do Pico de CN-

Registro Replicata (nA) x min
2018-03-15 15:19:08 UTC-3 1 0,160
2018-03-15 15:27:18 UTC-3 2 0,213
2018-03-15 15:35:29 UTC-3 3 0,167
2018-03-15 15:43:39 UTC-3 4 0,175
2018-03-15 15:51:48 UTC-3 5 0,164
2018-03-15 15:59:59 UTC-3 6 0,190
2018-03-15 16:08:08 UTC-3 7 0,165
2018-03-15 16:16:18 UTC-3 8 0,204
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Figura 4-3: Teste de repetibilidade (n=8) do padrao de cianeto injetado na
abordagem 5

Figura 4-4: Medidas de pH das solugées recolhidas no lado doador (A) e no

lado aceptor (B) do sistema de difusdo gasosa na abordagem 5
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Uma vez estabelecida a condicdo de estabilidade do sinal analitico, foi
realizado um estudo para determinar o tempo 6timo de transferéncia da amostra apés
a injecdo na valvula 1 (Figuras 4-6 e 4-7) até a injecao no cromatografo (valvula 2).
Nesse intervalo de tempo estdo incluidos os processos de acidificagao (producao de
HCN), difusdo gasosa, reconversdo de HCN a CN- na solugdo aceptora,
preenchimento da algca de amostragem da valvula de injecdo do cromatografo e
injecao (valvula 2). Esse estudo permitiu obter o tempo necessario para que a porgao
da zona de amostra mais concentrada em CN- fosse injetada no cromatégrafo,

fornecendo a maior detectabilidade da metodologia.

22
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Figura 4-5: Cromatogramas de padrao 70 ug L' de CN- obtidos na abordagem 5
e com diferentes intervalos de tempo decorridos desde a inje¢cao da amostra na
valvula 1 até a inje¢ao na coluna cromatografica
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Figura 4-6: Areas do pico de padrdo 70 ug L-! de CN- obtidos na abordagem 5 e
com tempos total de acidificacao, difusao, transferéncia e injecao de 90, 80, 70,
65, 60, 50 segundos respectivamente (esq.-dir.)

Apos a otimizagao (tempo de transferéncia de 65 s), foi construida uma curva
analitica de cianeto nas concentragdes de 10 a 130 ug L' (Figura 4-8) cuja equacgéo
da reta foi dada por: Area do Pico (nA x min) = 0,0341 x [CN] (ug L™) + 0,0004 com

coeficiente de correlag&o linear igual a 0,9996.
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Figura 4-7: Sobreposicao dos cromatogramas de calibragao de cianeto
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Figura 4-8: Sobreposicao dos cromatogramas de calibracao de cianeto



54

4.2 .LINEARIDADE, LIMITES DE DETECCAO E LIMITES DE QUANTIFICACAO

Foram injetadas triplicatas de 7 padrdes de cianeto em concentragdes entre 10 a

130 pg L cujas areas estdo mostradas na Tabela 7 e cuja equac&o da regressdo

linear e coeficiente de correlagao estdo mostrados na Figura 4-9.

Tabela 7: Areas dos picos de cianeto obtidas na abordagem 5

Concentracao Area do Pico Concentracao Area do Pico
(ug L) (nA x min) (ug L) (nA x min)
10 0,421 85 3,029
10 0,338 85 2,986
10 0,324 85 2,984
25 0,815 100 3,54
25 0,831 100 3,512
25 0,825 100 3,457
40 1,386 115 4,101
40 1,383 115 4,046
40 1,374 115 4,029
55 1,913 130 4611
55 1,885 130 4,576
55 1,887 130 4,536
70 2,488
70 2,444
70 2,432
5,0
4,5 Area do Pico = 0,0355 [CN] - 0,0315
£40 R? = 0,9994
£ 35
£30
§ 2,5
220
% 1,5
g
£ 1.0
0,5
0,0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

Concentragao de CN- (ug L)

Figura 4-9: Curva analitica de cianeto para teste de linearidade
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A andlise da distribuicdo grafica dos residuos obtidos a partir da regressao

linear demonstraram homocedastidade e uma distribuicdo normal (Figura 4-10).

Residuos do ajuste linear

Grafico dos Residuos
0,120

0,080

0,040

0,000

-0,040

-0,080
0 20 40 60 80 100 120 140

Amostras de Calibragao

Figura 4-10: Residuos da regressao linear da curva de calibragao

A partir das concentragdes e areas dos picos de cianeto nos padrdes, foram

obtidos os coeficientes das regressdes linear e quadratica. A comparagao da soma

dos desvios quadraticos (Sy2) e lineares (Sy1) da regressao realizada através do teste

F (equacgdes 4 e 5) demonstrou que o ajuste linear foi adequado para a faixa de

estudo. Adicionalmente, a contribuigdo do coeficiente quadratico da regresséo foi

pequena conforme mostrado nos resultados agrupados na Tabela 8.

Tabela 8: Coeficientes e desvios das regressoes linear e quadratica

Coeficientes Desvios
Regressao a0 a1l a2 r Syi
Linear -0,0315 0,0355 - 0,9994 0,0342

Quadratica -0,0153 0,0348 0,0000 - 0,0349
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Os limites de deteccao e quantificagdo estimados a partir dos coeficientes da

regressao linear em diferentes intervalos de confianga foram agrupados na Tabela 9.

Tabela 9: Limites de deteccdao e quantificacdo para cianeto estimados em
diferentes intervalos de confianca

Limite de Deteccéao Limite de Quantificacao
pg L ug L
95% 99% 99,9% 95% 99% 99,9%
Cianeto 3,5 51 7,1 53 7,7 10,7

4.3 .PRECISAO E EXATIDAO

Para ensaios de repetibilidade, a orientagao sobre validagdo de métodos analiticos
do INMETRO (2016) sugere limites maximos para o desvio padrao relativo (DPR) de
21% para medigdes da ordem de 10 pg L' e de 15% para medicGes da ordem de 100

ug L. Estes limites estdo baseados nos requisitos de desempenho de métodos

analiticos da AOAC (AOAC International, 2016; INMETRO, 2016).

Os resultados de repetibilidade obtidos para os 3 niveis de concentragao avaliados

foram agrupados nas Tabela 10, Tabela 11 e Tabela 12.
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Tabela 10: Resultados obtidos no ensaio de repetibilidade para amostra
sintética com 40 ug L' de CN-

Valor Valor Recup Residuo DR
medido esperado ) absoluto
pg L pg L % pg L %
39,9 40,0 100 -0,1 -0,3
39,5 40,0 99 -0,5 -1,3
38,5 40,0 96 -1,5 -3,8
38,9 40,0 97 -1,1 -2,8
39,9 40,0 100 -0,1 -0,3
39,7 40,0 99 -0,3 -0,7
Média 39,4 40,0 99 -0,6 1,5
DPR 1,5%

Tabela 11: Resultados obtidos no ensaio de repetibilidade para amostra
sintética com 70 ug L' de CN-

Valor Valor Recup Residuo DR
medido esperado ) absoluto
pg L’ Mg L % pg L %
70,0 70,0 100 0 0,0
70,0 70,0 100 0 0,0
70,2 70,0 100 0,2 0,3
71,3 70,0 102 1,3 1,9
70,0 70,0 100 0 0,0
69,5 70,0 99 -0,5 -0,7
Média 70,2 70,0 100 0,2 0,2
DPR 0,9%

Tabela 12: Resultados obtidos no ensaio de repetibilidade para amostra
sintética com 100 ug L' de CN-

Valor Valor Residuo

medido esperado Recup. absoluto DR

pg L’ pg L % pg L %

102,1 100,0 102 21 21

102,1 100,0 102 21 21

102,2 100,0 102 2,2 2,2

102,5 100,0 103 2,5 2,5

101,2 100,0 101 1,2 1,2

102,5 100,0 103 2,5 2,5

Média 39,4 40,0 102 21 2,1

DPR 0,7%
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Os desvios padrdes relativos (DPR) para os trés niveis de estudo ficaram muito
abaixo dos limites maximos sugeridos pelas orientagdes do INMETRO. O desvio
padrao relativo médio de 1,0% demostrou que, em termos da repetibilidade, o método
apresentou uma o6tima precisdo. No mesmo documento, esta sugerida uma faixa de
aceitagcdo entre 80-110% na recuperagdo média obtida para concentragcdes da ordem
de 100 pg L' e 60-115% para concentragdes da ordem de 10 ug L. A recuperagio
meédia global obtida para os niveis estudados foi de 100% com um desvio relativo
meédio de 0,3%. Estes resultados demonstraram que o método possui também uma

boa exatiddo. (INMETRO, 2016)
4.4 ROBUSTEZ

Segundo o artigo 61 da Resolug¢ao da Diretoria Colegiada - RDC n° 166, de 24
de julho de 2017 publicada pela ANVISA, a robustez do método vai indicar a
capacidade do mesmo em resistir a pequenas e deliberadas variagcbes das

condicdes analiticas (ANVISA, 2017).

Para métodos de cromatografia liquida, sdo propostas variagdes de pH da fase
movel, composi¢cdo da fase movel, diferentes lotes ou fabricantes de colunas,
temperatura e/ou fluxo de fase movel. Ja para preparo das amostras, sao
propostas avaliagdes de estabilidade das solugbes analiticas, tempo de extragao

e compatibilidade de filtros.

Como o método de estudo combina técnicas de preparo de amostras em fluxo
e um sistema cromatografico, a avaliagdo da robustez deu-se na variagao de dois
parédmetros de fluxo, um cromatografico e outro do preparo de amostra, conforme

mostrado na Tabela 13.
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Tabela 13: Parametros cromatograficos e de fluxo usados para o estudo de
robustez da metodologia

Fluxo Fase Movel Fluxo Solugdes
mL min-! mL min-!
Condicédo 1 0,25 0,30
Condicao 2 0,30 0,30
Condicao 3 0,25 0,20

Foram realizadas injegcdes de 6 padrdes em 3 niveis de concentragdo para cada

uma das condi¢des avaliadas e os resultados estdo mostrados na Tabela 14.

Tabela 14: Concentracdes e recuperagdes de cianeto obtidas nas condigoes 1,
2 e 3 de avaliacao de robustez

Condicao 1 Condicao 2 Condicao 3
CN- Recup. CN- Recup. CN- Recup.
pg L % pg L™ % pg L %
Nivel 1 39,9 100% 41,8 105% 38,7 97%
(40 ug L) 39,5 99% 42,3 106% 39,1 98%
38,5 96% 38,6 97% 40,2 101%
38,9 97% 38,7 97% 38 95%
39,9 100% 39,6 99% 39,6 99%
39,7 99% 38,9 97% 39,1 98%
Nivel 2 70 100% 67,2 96% 66,7 95%
(70 g L) 70 100% 67,1 96% 69,5 99%
70,2 100% 67,4 96% 70,9 101%
71,3 102% 66,5 95% 70,9 101%
70 100% 67,3 96% 70,8 101%
69,5 99% 66,2 95% 71,3 102%
Nivel 3 102,1 102% 94 94% 102,7 103%
(100 pg L) 102,1 102% 96,7 97% 102,8 103%
102,2 102% 97,5 98% 104,3 104%
102,5 103% 96,8 97% 101,4 101%
101,2 101% 92,5 93% * -
102,5 103% 92,7 93% * -

*Resultados descartados por problemas na injegcao

Os resultados da Condigdo 1 foram obtidos a partir dos testes de

precisdo/exatiddo.

As comparacdes das diferentes condigdes realizadas através do teste F

demonstraram que nao houve diferenca significativa nos resultados obtidos nas
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condigdes 2 e 3 quando comparadas com a condi¢c&o 1, dado que em ambos os casos

o valor de F calculado foi menor que o valor de F critico (Tabela 15 e Tabela 16)

Tabela 15: Resultados do teste F aplicado as recuperagdes obtidas nas
condicdes 1e 2

Teste F — Duas amostras para variancia

Condigdo 1 Condigéo 2

Média das Recuperacdes/100 1,00 0,97
Variancia 0,0003 0,0012
Observacgdes 18 18
graus de liberdade 17 17

F calculado 0,273

P(F<=f) uni-caudal 0,005

F critico uni-caudal 0,440

Tabela 16: Resultados do teste F aplicado as recuperagées obtidas nas
condicdes 1e 3

Teste F — Duas amostras para variancia

Condigdo 1 Condigdo 3

Média das Recuperacdes/100 1,00 1,00
Variancia 0,0003 0,0008
Observacgdes 18 16
graus de liberdade 17 15

F calculado 0,422

P(F<=f) uni-caudal 0,045

F critico uni-caudal 0,433

Além dos parametros de fluxo, foram também variadas as concentragbes do
acido sulfurico na solugdo de acidificagdo. As concentracdes usadas estao descritas

na Tabela 17.
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Tabela 17: Parametros de solucao de acidificacao alterados para estudos de
robustez da metodologia

Concentracao de H2S04

mol L'
Condigéo A 1,0
Condigéo B 0,5
Condigéo C 0,2
Condigéo D 0,1
Condicdo E 0,01

Em cada condigdo avaliada, um padrdo teste de concentragdo 70 ug L' foi
injetado em triplicata. Os cromatogramas obtidos em cada uma das condigbes estao

mostrados na Figura 4-11 e as areas médias estdo mostradas na Figura 4-12.
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Figura 4-11: Cromatogramas obtidos na avaliagao de robustez variando-se a
concentracio de acido sulfurico (A: 1,0 mol L-'; B: 0,5 mol L'; C: 0,2 mol L™; D:
0,1 mol L'; B: 0,01 mol L)
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Figura 4-12: Areas dos picos de CN- obtidas na avaliacdo de robustez variando-
se a concentracdo de acido sulfarico (A: 1,0 mol L'; B: 0,5 mol L'; C: 0,2 mol
L"; D: 0,1 mol L; B: 0,01 mol L")

Os resultados qualitativos e quantitativos ndo demonstraram diferencas
significativas no sinal de cianeto obtido em solugdo padr&o de 70 ug L™ nas condigdes
avaliadas, mesmo com uma reducado da ordem de 100 vezes na concentragcao de
acido, o que significa aumentar o pH da solugdo em 2 unidades. Este resultado indicou

que o metodo possui robustez frente a variagdes na acidificacdo de amostra.

Entretanto, isto ndo significa de imediato que uma redugdo na concentragao de
acido seria indicada uma vez que a seletividade do método poderia ser afetada em
meios menos acidos e a avaliagdo nao foi estendida para amostras reais com outros

interferentes.
4 5 .INTERFERENTES ANIONICOS

A interferéncia anibnica na determinagdo amperomeétrica de cianeto foi

amplamente estudada e descrita na literatura. Diversas estratégias foram descritas
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para reduzir estas interferéncias através de precipitacdo ou oxidag&o seletiva destes

ions. (Ma & Dasgupta, 2010)

Para os padrdes teste no nivel C1, com interferentes em concentragéo 2,69 x 10-°
mol L', a recuperagdo média de 70 pg L' de cianeto foi de 98,5%. Para o nivel C2,
com interferentes em concentragéo 2,69 x 10 mol L', a recuperagédo média obtida foi
de 98,0% e para o nivel C3, com interferentes em concentracéo 2,69 x 10> mol L, a
recuperacdo media foi de 96,4%. Nestes resultados ndo foi contabilizada a
recuperacao medida na presenca do ion sulfeto uma vez que a interferéncia deste ion
ficou evidenciada pelo resultado cromatografico que esta discutido mais adiante. As

recuperacdes médias calculadas foram agrupadas na Tabela 18.

Tabela 18: Taxas de recuperagao médias (n=3) de Cianeto em cada nivel dos
interferentes anidnicos avaliados

C1 C2 C3

Interferente Recuperagdo média de 70 ug L' de Cianeto
%

Fluoreto 100,7 95,6 99,6
Nitrato 104,3 97,4 97,4

Nitrito 100,4 96,3 97,9
Bromato 95,1 96,8 93,1
Clorito 95,3 95,7 79,2
Cloreto 95,6 96,7 93,1
Sulfato 954 95,8 95,9

Sulfeto (sem BiNO3) 661,7 7952.3 81659,6

Sulfeto (com BiNO3) 103,6 100,6 104,9
Brometo 103,6 106,1 98,9
Clorato 97,0 93,3 94,3
Tiossulfato 93,6 100,5 101,6
Fosfato 100,4 101,4 100,7

As recuperacdes obtidas no nivel de concentragdo estudado estdo dentro da
faixa de 80-110% sugerida pelo INMETRO no seu manual de orientagbes para

validagdo de método analiticos. (INMETRO, 2016)
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HALETOS

Os primeiros trabalhos empregando a deteccdo amperométrica para a
determinagdo de cianeto ja reportavam interferéncias na detecgdo deste ion na
presenca de haletos (X-'). Rocklin et al. (1983) mencionando os trabalhos de Pilar et.
al (1979) descreveram a reagao dos haletos com a prata do eletrodo de trabalho
produzindo um sinal de corrente (Equacao 4.2). A consequéncia dessa interagcdo na

medigao direta foi um aumento da recuperagao para cianeto na presenca destes ions.
Ag+X > AgX+e
Equacao 4.2: Reacao de oxidacao de prata na presenca de haletos
Adicionalmente, alguns trabalhos sugerem que amostras com altos teores de

cloretos podem levar a formagao de microfiimes de cloreto de prata na superficie do

eletrodo resultando em baixa repetitividade (Kumar Meher et al., 2018).

A interferéncia de haletos ndo se resume apenas a deteccdo amperomeétrica.
Em medidas diretas com uso de eletrodos de ion seletivo foi observada a interferéncia
de brometo, além de iodeto, sulfeto, tiossulfato e tiocianato (Christison & Rohrer,
2007). Alguns trabalhos reportaram baixa seletividade também em sensores

colorimétricos na presenga do ion fluoreto (Kim et al., 2010).

Rocklin et al. (1983) descreveram a vantagem do uso da cromatografia, uma
vez que o emprego desta técnica permite a separagao seletiva de interferentes
variando-se a composicdo de fase movel (eluente) ou seletividade da fase

estacionaria (coluna).

Themelis et al. (2009) estudaram diversos interferentes aniénicos usando
sistemas em fluxo e reportaram recuperacao para 100 ug L' de cianeto na presenca

de 10000 ug L' de fluoreto e brometo de 98,8% e 102,3%, respectivamente. A
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interferéncia de cloreto n&o foi estudada uma vez que a etapa de acidificagdo no
sistema em fluxo descrito foi feita utilizando acido cloridrico 1,0 mol L', desta forma
uma possivel interferéncia do anion cloreto estaria no erro sistematico (D. G. Themelis

et al., 2009).

Utilizando o sistema em fluxo estudado e descrito neste trabalho, a concentracao
média global de cianeto obtida na presenca dos haletos foi de 69,7+1,4 ug L' o que
representa uma recuperagao meédia global de 99,6 % com um desvio relativo de -
0,2%. Os resultados obtidos em cada nivel para cada haleto foram agrupados nas

Tabela 19,
Tabela 20 e Tabela 21.

Tabela 19: Concentragdes de fluoreto e concentragcdes determinadas de cianeto
nas replicatas das amostras teste C1, C2 e C3

Cy- Cen- Cen- s(Cen-) DPR Rec. DR
mgL' uglL?! pg L pg L % % %
Fluoreto 68,6
0,51 70,9 70,5 +1,7 2.5 100,7 0,71
C1
72,0
Fluoreto 74,1
5,11 70,4 71,6 +2.2 3.1 102,2 2,3
C2
70,2
Fluoreto 69,9
51,11 70,2 69,7 +0,6 0,90 99,6 -0,4
C3
69,0
Média 70,6 70,6 1,5 2,1 100,8 0,36

Tabela 20: Concentracdes de haletos e concentragcdes determinadas de cianeto

nas replicatas das amostras teste C1, C2e C3

Ca Con- Con-  s(Cev) DPR  Rec. DR
mgL' pupglL? pg L pg L % % %

66,5

Cloreto C1 0,95 66,5 66,9 +0,7 1,0 95,6 -4.4
67,7
67,5

Cloreto C2 9,54 67,8 67,7 0,2 0,26 96,7 -3,3
67,8
63,5

Cloreto C3 95,37 65,2 +1,5 2,3 93,1 -6,9

65,6
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66,4
Média - 66,6 66,6 10,8 1,2 95,1 -4,9

Tabela 21: Concentracdes de haletos e concentragcdes determinadas de cianeto
nas replicatas das amostras teste C3

Cy- Cen- Cen- s(Cen-) DPR Rec. DR
mg L pg L ug L pg L % % %
Brometo 0.9
2,15 72,5 72,5 +1,7 2.3 103,6 3,6
C1
74,2
Brometo 5.1
21,50 73,9 74,3 +0,7 1,0 106,1 6,1
C2
73,8
Brometo 728
214,96 67,9 69,2 +3,1 45 98,9 -1,1
C3
67,0
Média - 72,0 72,0 1,8 2,6 102,9 2,9

Os resultados demonstraram que o método proposto apresentou boa
seletividade a cianeto na presenga dos haletos mesmo em concentragbes muito
superiores as esperadas em amostras de agua potavel ou de efluentes. (Instituto

Federal do Amazonas, 2015)

OXIHALETOS

Oxihaletos s&o anions considerados subprodutos de processos de desinfeccao
de aguas utilizando compostos clorados ou ozénio. Dentre estes, podem ser formados
hipoclorito (CIO-), clorito (ClO2’), clorato (ClIO3") e bromato (BrOs7). Por conta de seus
potenciais toxicos, sdo comuns a presencga e interesse na quantificacdo destes ions
para fins de controles ambientais e sanitarios em agua potavel (Hautman & Bolyard,

1992; World Health Organization, 1993).

Em 1955, Baker et al. reportaram severa interferéncia do ion hipoclorito (CIO™)
em certo nivel de concentragao resultando numa diminuig&do drastica do sinal analitico
de corrente produzida na presenca de cianeto usando sensores eletroquimicos (Baker

& Morrison, 1955).
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Em solugdo de hipoclorito, o clorito esta presente em equilibrio sendo
intermediario da decomposi¢ao do hipoclorito em clorato e, possivelmente, perclorato.

(World Health Organization, 2016).

Desta forma, quando Baker et al. descreveram os efeitos do hipoclorito na
determinagdo amperométrica de cianeto, € possivel que a interferéncia fosse

efetivamente ocasionada pela presencga dos ions clorito, clorato e/ou cloreto.

Os resultados descritos e agrupados nas Tabela 22, Tabela 23 e Tabela
24confirmam as observacdes de Baker et. al. uma vez que na presenga de oxihaletos

houve interferéncia negativa significante na quantificagdo de cianeto.

Tabela 22: Concentracdes de bromato e concentragdes determinadas de cianeto
nas replicatas das amostras teste C1,C2e C3

mg L pg L pg L pg L % % %
Bromato 66,6
3,44 66,4 66,6 +0,2 0,30 951 -4.9
C1
66,8
Bromato 68,3
34,41 67,0 67,7 +0,7 1,0 96,8 -3,2
C2
67,9
Bromato 63,4
344,08 64,0 65,2 +2.6 3,9 93,1 -6,9
c3 68.1

Média - 66,5 66,5 1,1 1,7 95,0 -5,0
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Tabela 23: Concentracdes de clorito e concentragées determinadas de cianeto
nas replicatas das amostras teste C1,C2e C3

Cy- Con- Cov-  s(Con-)  DPR Rec. DR
mg L pg L ug L ug L % % %

66,4

Clorito C1 2,25 67,0 66,7 +0,3 0,45 95,3 4.7
66,7
68,2

Clorito C2 22,45 66,3 67,0 +1,0 1,5 95,7 -4.,3
66,5
52,3

Clorito C3 224,50 57,2 55,4 12,7 4.9 79,2 -20,8
56,8

Média - 63,0 63,0 #1,3 2,3 90,1 -9,9

Tabela 24: Concentragdes de clorato e concentracdes determinadas de cianeto
nas replicatas das amostras teste C1,C2e C3

Cy- Con- Cov-  s(Con-) DPR  Rec. DR
mg L pg L ug L ug L % % %

66,6

Clorato C1 3,30 71,6 67,9 +3,3 4.8 97,0 -3,0
65,5
65,4

Clorato C2 32,97 65,5 65,3 0,4 0,54 93,3 -6,7
64,9
63,9

Clorato C3 329,69 54,7 62,7 17,4 11,9 89,5 -10,5
69,4

Média - 65,3 65,3 3,7 5,7 93,3 -6,7

Ainda assim, a recuperacgdo global média de 70 ug L-' de cianeto na presenca
dos oxihaletos foi de 92,8%. Esse resultado péde ser considerado satisfatério uma
vez que as concentragdes estudadas estdo muito acima das quantidades permitidas
destes ions em agua potavel (Ministério da Saude, 2017; National Primary Drinking

Water Regulations, 2009).

Adicionalmente, uma vez no meio ambiente estes ions degradam-se
rapidamente para formarem cloreto e brometo cujos baixos graus de interferéncia

foram discutidos anteriormente.
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SULFETO

Assim como haletos e oxihaletos, a interferéncia na determinacéo
amperomeétrica de cianeto pela presenca do ion sulfeto (S%) resulta do efeito similar
dos ions CN- e S na resposta do eletrodo de Prata (Rocklin & Johnson, 1983). A
oxidagdo da prata no eletrodo de trabalho, com a concomitante formagao do
precipitado de Ag2S, produz 2 elétrons gerando uma corrente (Equacdo 4.3)

proporcional & concentragdo de S
2Ag + S% - Ag:S + 2e-

Equacao 4.3: Reacao de oxidacdo da prata com formagao do sal insolavel Ag2S

Alguns estudos onde uma separacdo cromatografica foi empregada,
mencionam o uso de colunas com alta capacidade para que a resolug&o entre estes
dois componentes possa garantir uma integracdo de picos confiavel e robusta
(Christison & Rohrer, 2007). A principal desvantagem neste tipo de abordagem é que
os tempos de analise foram de 25 minutos, enquanto os resultados obtidos no
presente trabalho demonstraram ser possivel fazer a eluicdo de cianeto em pouco

menos de 8 minutos.

O uso das condi¢des cromatograficas diferentes para separar este interferente
de cianeto ndo se mostraram eficazes utilizando-se colunas cromatograficas de
diferentes capacidades de troca ibnica. J& na amostra teste C1 de Sulfeto foi
observada interferéncia cromatografica, com coeluigdo, em coluna de 100 mm do tipo
microbore com capacidade de 8,7 uymol ClI~. Na sobreposigdo dos cromatogramas

(Figura 4-13) foi possivel observar um pico correspondente ao sulfeto em
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aproximadamente 5,0 minutos. O cianeto eluindo em aproximadamente 5,2 minutos

acabou tendo sua integragao impossibilitada.
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Figura 4-13: Sobreposigido de cromatograma de padrao 70 ug L' de cianeto
(laranja) e cromatograma de padrio teste C1 de 860 ug L™ de sulfeto (azul)
usando coluna Metrosep A Supp 10 — 100/2.0 com capacidade de 8,7 umol (CI’)

A coeluicdo persistiu mesmo utilizando-se uma coluna de 150 mm de
comprimento do tipo microbore e com capacidade de 15 pmol CI". Na sobreposicao
de cromatogramas (Figura 4-14) foi possivel observar um pico correspondente ao
sulfeto eluindo em cerca de 3,2 minutos. Este pico acabou interferindo na integragao

do pico de cianeto que elui em aproximadamente 4,0 minutos.
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Figura 4-14: Sobreposigido de cromatograma de padrao 70 ug L' de cianeto
(laranja) e cromatograma de padrao teste C2 de 8,63 mg L™ de sulfeto (azul)
usando coluna Metrosep A Supp 10 — 150/2.0 com capacidade de 15 pmol (CI)

Outros trabalhos mencionam a estratégia de precipitacdo de sulfeto através do
uso de carbonato ou acetato de chumbo seguido de filtracdo. (D. G. Themelis et al.,

2009)

Entretanto, sob o ponto de vista operacional, uma solugdo em fluxo seria mais
vantajosa. Além de que os efluentes produzidos possuem uma toxicidade

consideravel.

Com a finalidade de reduzir a toxicidade dos residuos da analise, Weinberg et
al. e Solujic et al. (1999 e 2005) utilizaram o nitrato de bismuto para remog¢ao de sulfeto
em solugdes com concentragdo até 50 mg L' (Solujic et al., 1999; Weinberg et al.,
2005). Em um teste qualitativo misturando padrao de sulfeto 1000 mg L-' com solugdo
acida de nitrato de bismuto, obteve-se um precipitado de coloragdo escura,

possivelmente o sal insoluvel de sulfeto de bismuto (Bi2S3) (Figura 4-15).
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Figura 4-15: Precipitados de Sulfeto de Bismuto (Bi2S3) em solucéao

Para avaliar uma precipitacao seletiva de sulfeto utilizando o aparato em fluxo,
152 mg de nitrato de bismuto foram dissolvidos em 1 L de solugdo 1 mol L-! de 4cido
sulfurico utilizada para acidificar a amostra em fluxo. Esta solugdo foi agitada até

completa dissolug&o do sal.

A consequéncia da estratégia utilizando nitrato de bismuto na solugdo de
acidificagao foram as melhorias nos resultados quantitativos descritos na Tabela 25 e
qualitativos observados nos cromatogramas mostrados na Figura 4-16.

Tabela 25: Recuperacdes médias (n=3) de Cianeto 70 ug L' na presenca de
Sulfeto em diferentes niveis

C1 C2 C3
Interferente Recuperacdo média de 70 pug L-! de Cianeto
%
Sulfeto (sem Bi®*) 662% 7952% 81660%

Sulfeto (com Bi®*) 100,7% 100,7% 105,0%
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Figura 4-16: Sobreposicao de cromatogramas de padrao teste C3 de Sulfeto
com uso de Nitrato de Bismuto (azul), sem uso Nitrato de Bismuto (cinza) e de
padrao 70 pg L' de cianeto utilizando coluna Metrosep A Supp 10 — 100/2.0
com capacidade de 8,7 ymol (CI)

A interferéncia de sulfeto que aumentava o sinal analitico no tempo de retengéo
de cianeto em todos os niveis, com o uso de Bismuto na solugdo acida, resultou em
baixos desvios relativos, demonstrando ser uma estratégia bastante eficiente para
aumentar a seletividade do método estudado neste trabalho e confirmando a eficacia
desta estratégia (Tabela 26). Isto mesmo no nivel de interferente da amostra teste C3.
Adicionalmente, a estratégia permitiu que uma coluna de menor capacidade (8,7 pmol

CI'") e com eluigdo mais rapida pudesse ser utilizada para determinar o cianeto.

Por sua vez, o Bismuto tem sido estudado para diversas outras aplicagdes
gracas ao seu potencial toxico menor que de outros metais pesados como o proprio
Chumbo, tradicionalmente utilizado com a finalidade de remog&o seletiva de sulfeto
por precipitagdo (Mohan, 2010). Esta caracteristica torna o método proposto mais

seguro para o meio ambiente e para os possiveis usuarios desta abordagem.
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Tabela 26: Concentracdes de sulfeto e concentracdes determinadas de cianeto
nas replicatas das amostras teste C1, C2 e C3 apds uso de Bi** na solugio acida

C- Con- Cov-  s(Ccy-) DPR  Rec. DR

mgL' uglL?! ug L ug L % % %
70,7

Sulfeto C1 0,86 71,3 70,5 +1,0 1,4 100,7 0,7
69,4
71,2

Sulfeto C2 8,63 70,2 70,5 0,6 0,91 100,7 0,7
70,0
73,9

Sulfeto C3 86,28 73,3 73,5 0,4 0,52 105,0 5,0
73,2

Média - 71,5 71,5 0,7 0,9 102,1 2,1

Os resultados cromatograficos e de recuperacdo do cianeto em presenca de
sulfeto obtidos com a adicdo de Bismuto (Bi**) na solugdo de acidificagio
demonstraram assim que a precipitagao foi seletiva e eficiente na remogao do sulfeto
como interferente. Adicionalmente, gragas aos volumes pequenos de amostra que
efetivamente entram no sistema, n&o foi observado acumulo de precipitados de Bi2S3

e que poderiam entupir capilares e mangueiras.
TIOCIANATO

O ion tiocianato (SCN-) é considerado um interferente comum em diversos
meétodos para a quantificagdo de cianeto. Este ion € encontrado comumente em
fluidos biolégicos porque, quando no organismo e na presenga de enxofre, o cianeto
€ metabolizado a tiocianato pela enzima rodanase mitocondrial. A presenca de
tiocianato no meio amostral também pode aumentar o resultado de cianeto
artificialmente por sua decomposigao em baixos pHs. (do Nascimento & Bohrer, 1998;

Jackson & Logue, 2017).

Drochioiu et al. (2002) reportaram uma interferéncia estequiomeétrica positiva

do tiocianato em determinacgdes colorimétricas de cianeto usando Ninidrina (2,2-
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Dihydroxyindane-1,3-dione) (Drochioiu, 2002). Heckemann et al., estudando diversas
configuragdes em sistemas em fluxo, observaram que, quando na presenca de
fenantrolina ou sob radiagdo UV, o ion tiocianato pode também sofrer degradagéo
levando a formagé&o de cianeto (Heckemann et al., 2001). Os resultados mostrados na
Tabela 27 n&o indicaram qualquer interferéncia significativa de tiocianato utilizando o

meétodo proposto.

Tabela 27: Concentracées de tiocianato e concentracdoes de cianeto nas
replicatas das amostras teste C1,C2 e C3

mgL' uglL! ug L ug L % % %
Tiocianato 718
1,71 69,8 70,6 +1,0 1,5 100,9 0,9
C1
70,3
Tiocianato 68,5
17,10 69,4 69,0 +0,5 0,66 98,6 -1,4
C2
69,1
Tiocianato 69,1
170,95 68,7 68,6 +0,6 0,81 98,0 -2,0
C3 68,0
Média - 69,4 69,4 0,7 1,0 99,2 -0,8

Apesar de o tiocianato ser uma fonte potencial de cianeto em meios aquosos,
o resultado obtido confirma os resultados ja observados por Rocha et al. que também
estudaram sistemas de difusdo gasosa acoplados a detecg&do espectrofotométrica e
nao detectaram interferéncia de até 100 mg L' de tiocianato na quantificacdo de

cianeto em concentragdes entre 25 e 50 ug L' (Frizzarin & Rocha, 2013).

Faz-se necessario mencionar que as analises feitas neste trabalho foram
sempre realizadas imediatamente apds o preparo das amostras de teste avaliadas.
Isto significa que potenciais promotores da degradag&o de tiocianato como radiagéo

e exposi¢cdo a microrganismos n&o foram significativas. Mesmo assim, foi possivel
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observar que o meio acido da solugdo doadora ndo promoveu uma degradagao

mesmo em concentragdes significativamente mais altas de tiocianato.

NITRITO E NITRATO

Diversos trabalhos estudaram e descreveram possiveis interferéncias dos ions
nitrito (NO2") e nitrato (NOs") na determinagdo de cianeto. Ao estudar sistemas
cromatograficos com deteccdo amperometrica e por condutividade para determinar
cianeto e outros anions, Rocklin et al. (1983) ndo observaram qualquer sinal de
corrente destes anions utilizando condigdes de detecgdo similares as descritas neste
trabalho. Kuban et al. (1992) reportaram que desvios relativos menores que 5% foram
observadas na determinagédo espectrofotométrica de cianeto na presenca destes e

outros ions em concentracdes de até 1000 mg L.

Por outro lado, alguns trabalhos indicam que nitrito e nitrato podem ser
potenciais precursores de cianeto em &guas e efluentes. Carr et al. (1997)
descreveram uma série de possiveis reagbes destes ions com diversos
hidrocarbonetos formando cianeto apos passarem por sistemas de destilagao acida a
quente normalmente usados para preparar as amostras para determinacg&o de cianeto
total. Estas observacgdes foram reforgadas no trabalho de Weinberg et al. (2005) em
que foi descrito efeito semelhante em estacdes de tratamento de efluentes em que as
concentragdes de cianeto total tiveram contribuigdo da presenga de nitrito e cloro (Carr

et al., 1997; Weinberg et al., 2005).

Os resultados obtidos para cianeto na presenga de nitrito e nitrato estdo

apresentados na Tabela 28 e Tabela 29.
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Tabela 28: Concentracdes de nitrato e concentracées determinadas de cianeto
nas replicatas das amostras teste C1, C2 e C3

Ca- Con- Cov-  s(Con-) DPR  Rec. DR

mgL' uglL?! ug L ug L % % %
70,6

Nitrito C1 1,24 70,5 70,3 +0,5 0,70 100,4 0,4
69,7
67,2

Nitrito C2 12,38 66,6 67,4 +1,0 1,4 96,3 -3,7
68,5
68,5

Nitrito C3 123,78 68,6 68,6 0,1 0,08 98,0 -2,0
68,6

Média - 68,8 68,8 0,5 0,7 98,2 -1,8

Tabela 29: Concentracdes de nitrato e concentracoées determinadas de cianeto
nas replicatas das amostras teste C1,C2 e C3

Ca Con- Cov-  s(Cev) DPR  Rec. DR

mgL' uglL! pg L ug L % % %
68,8

Nitrato C1 1,67 70,1 73,0 16,1 8,4 104,2 4,2
80,0
71,0

Nitrato C2 16,68 70,3 70,4 +0,5 0,73 100,6 0,6
70,0
67,6

Nitrato C3 166,82 68,0 68,2 +0,7 1,0 97,4 -2,6
68,9

Média - 70,5 70,5 2.4 3,4 100,7 0,7

As respectivas concentragdes e recuperagdes medias globais de 69,6+1,5 ug
L-'e 99,5% ndo indicaram uma significativa tendéncia positiva nas concentracdes de
cianeto determinadas na presenca destes anions. Estes resultados, de alguma
maneira, reforcaram as conclusdes de Carr et al. (1997) de que a cromatografia de
ions como método direto para determinagdo de cianeto pode, em partes, resolver
problemas relacionados a potencial interferéncia positiva de nitrito e nitrato uma vez
que utilizariam de preparos de amostras mais brandas. Cabe, entretanto, ressaltar que

as avaliagbes em amostras reais de aguas e efluentes melhor comprovam a
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seletividade do método descrito neste trabalho para a determinagdo de cianeto na

presenca de nitrito e nitrato.
SULFATO E TIOSSULFATO

Em 1992 Kuban et al. reportaram interferéncias menores que 5% no sinal
analitico de 100 ug L' de cianeto na presenca de sulfato (SO4%) e tiossulfato (S203*
). Heckemann et al., em 2001, também reportaram boa recuperagdo de 200 ug L™’
cianeto na presenga de concentragbes de 100 e 1000 mg L' de tiossulfato.
(Heckemann et al., 2001; Kuban, 1992). O ion tiossulfato pode produzir corrente em
condigbes similares a deteccdo amperométrica de cianeto. Isto poderia significar uma
potencial interferéncia. Os resultados obtidos nos niveis de interferentes avaliados

estdo dispostos nas Tabela 30 e Tabela 31.

Tabela 30: Concentracdes de sulfato e concentracdes determinadas de cianeto
nas replicatas das amostras teste C1,C2e C3

Co- Con- Cov-  s(Coy-) DPR  Rec. DR

mgL' uglL?! pg L pg L % % %
66,2

Sulfato C1 2,58 66,8 66,8 0,6 0,90 954 -4.6
67,4
67,0

Sulfato C2 25,85 67,7 67,1 0,6 0,83 95,9 41
66,6
67,5

Sulfato C3 258,45 67,7 67,2 0,8 1,1 96,0 -4.0
66,3

Média - 67,0 67,0 10,6 1,0 95,7 -4,3
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Tabela 31: Concentragcdoes de tiossulfato e concentracbes determinadas de
cianeto nas replicatas das amostras teste C1,C2 e C3

Cy- Cen- Cen- s(Cen-) DPR Rec. DR
mgL' uglL?! ug L ug L % % %
Tiossulfato 63,0
3,02 63,9 65,6 +3,7 5,6 93,7 -6,3
C1
69,8
Tiossulfato 453
30,17 70,3 70,4 +1,1 1,6 100,5 0,5
C2
69,3
Tiossulfato 69,7
301,65 71,8 711 +1,2 1,7 101,6 1,6
c3 719
Média - 69,0 69,0 2.0 3,0 98,6 -1,4

A concentragdo meédia e recuperagdo media global de cianeto obtidas na
presenca de sulfato e tiossulfato foram de 68,0+1,3 ug L' e 97,2%, respectivamente,
indicando que a abordagem utilizada foi seletiva até mesmo na presenca do ion

tiossulfato.
FosFATO

No trabalho pioneiro de Baker et al. (1955) foi reportado certo grau de
interferéncia ocasionada pela presenga de quantidades de fosfato em medidas diretas
de corrente produzida por eletrodos de prata na presenca de cianeto. Nos estudos de
Themelis et al. (2009) foi demonstrada uma recuperagao de 98,3% de 100 ug L' de
cianeto na presencga do ion fosfato numa razdo de concentragdo em massa de 100:1
(D. G. Themelis et al., 2009). Os resultados obtidos neste estudo corroboram os
resultados numéricos reportados por Therelis et al com boas taxas de recuperacgao de

70 ug L' de CN- em presenca de diferentes concentragdes de fosfato. (Tabela 32).
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Tabela 32: Concentragdes de fosfato e concentragdes determinadas de cianeto
nas replicatas das amostras teste C1,C2e C3

Ca- Con- Cov-  s(Con-) DPR  Rec. DR

mgL' uglL?! ug L ug L % % %
70,6

Fosfato C1 2,55 69,7 70,3 +0,6 0,78 100,5 0,5
70,7
70,8

FosfatoC2 25,55 70,3 71,0 +0,8 1,2 101,4 1,4
71,9
70,2

Fosfato C3 255,49 70,6 70,5 +0,2 0,33 100,7 0,7
70,6

Média - 70,6 70,6 0,5 0,8 100,9 0,9

4 6.INTERFERENTES METALICOS

Quase todos os ions metalicos formam complexos com cianeto em diferentes
condigbes (Beck, 1987). A estabilidade desses complexos varia (Tabela 33) de modo
que alguns complexos s&o labeis podendo ser faciimente dissociados através da
acidificacdo do meio (pH < 4). Os complexos como Zn(CN)4>, Cd(CN)a?, Cu(CN)4*
sdo comumente denominados “WAD” da sigla, em inglés, para weekly acid

dissociated.

Em decorréncia da facilidade com que podem liberar cianeto no ambiente, estes
complexos ibnicos sdo normalmente considerados mais téxicos do que o cianeto ndo
labil formado em complexos mais estaveis como Ni(CN)sZ, Fe(CN)s*, Fe(CN)s* e

Co(CN)e* (Vallejo-Pecharroman & Luque de Castro, 2002).

Entretanto, complexos férricos e ferrosos de cianeto podem ser foto dissociados,
o que lhes confere um potencial téxico muito mais alto se forem consideradas
condigbes de pH, exposigc&do e temperatura encontradas em aguas superficiais ou de

irrigac&o, por exemplo (Yu et al., 2011).
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Tabela 33: Constante de estabilidade de alguns complexos metalicos de cianeto
(Gerhardts, 2000)

Complexo ('z‘g%é()
[Co(CN)e]* 64,0
[Fe(CN)e]* 43,6
[PA(CN)e]* 42 4
[Pt(CN)s]* 40,0
[Hg(CN)e]* 39,0
[Au(CN)e]*> 37,0
[Fe(CN)e]* 35,4
[Ni(CN)4]* 30,2
[Cu(CN)4]* 23,1
[Ag(CN)2] - 20,5
[Zn(CN)a]* 19,6
[CA(CN)4J* 17,9

Os resultados obtidos confirmaram observagdes ja reportadas em outros trabalhos
onde as taxas de recuperagdo do ion cianeto na presenga de certos metais tais como
Cobalto, Ferro e Niquel foram relativamente mais baixas do que na presenca de outros
metais como Cobre, Zinco ou Cadmio (Tabela 34). Isto indica que os complexos de
cianeto formado com aqueles metais ndo puderam ser dissociados no baixo pH a qual

a amostra foi submetida na etapa de acidificagao.
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Tabela 34: Taxas de recuperagao médias (n=3) de Cianeto em cada nivel dos
interferentes metalicos avaliados

C1 Cc2 C3
Interferente Recuperagdo média de 70 ug L' de Cianeto
%
Cobre 88,3 80,7 90,0
Zinco 98,7 100,1 100,4
Cobalto 11,4 10,7 22,1
Aluminio 92,0 112,9 99,7
Cadmio 96,4 93,7 96,0
Ferro Il 93,1 70,4 66,6
Ferro llI 83,0 70,4 64,6
Bario 100,0 98,1 100,1
Chumbo 93,7 1011 96,3
Niquel 7,3 57 13,7
Cromo 98,9 99,3 98,9
COBRE

Themelis et al. reportaram em 2009 recuperacdo de 100,6% para 100 ug L' de
cianeto em presenga de concentragdo 100 vezes maior (10 mg L") de cobre (ll)
usando um sistema de difusdo gasosa. Nascimento et al. obtiveram uma recuperagao

de 73% para 1 mol L' (26,02 g L") de cianeto em presenca equimolar de ions cobre.

Os resultados obtidos de recuperacéo para cianeto na presenca de ions Cu?*
estdo agrupados na Tabela 35, demonstrando uma condig&do intermediaria aos dois
casos mencionados anteriormente. Em principio, ndo se verificou uma relagao direta
na redugdo da recuperagdo com o aumento da concentragdo de ions Cu?* no meio
uma vez que a recuperacgao maior foi obtida no nivel C3 do interferente e o menor no

nivel C2.

No nivel C2 foi observada a formag&o de precipitado de colorag&do marrom ,
possivelmente o complexo Cu(CN)z2 que se decompde em cianeto cuproso, Cu(CN),
e cianogeénio, segundo a Equagao 4.4 descrita em 1967 por Buch e Longo (Longo &

Buch, 1967)
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Cu?* + 2CN- - Cu(CN)2 - CuCN + ' (CN):2

Equacéo 4.4: Equacao de foracao e decomposicao de Cu(CN)2 em solugao

Em contrapartida, nos niveis C1 e C3 a formagéo de precipitados foi menos

pronunciada.

Tabela 35: Concentragcdes de Cobre e concentragcdoes determinadas de cianeto
nas replicatas das amostras teste C1, C2 e C3

Cy+ Cen- Ccv- s(Cey-) DPR Rec. DR
mglL' uglL? ug L ug L % % %
62,5
Cobre C1 1,71 61,2 61,8 +0,7 1,1 88,3 -11,7
61,7
56,1
Cobre C2 17,10 574 56,5 0,8 1,4 80,7 -19,3
55,9
63,8
Cobre C3 170,95 63,3 63,0 +1,0 1,7 90,0 -10,0
61,8
Média - 60,4 60,4 0,8 1,4 86,3 -13,67

ZINCO

Assim como o cobre, o zinco esta no grupo dos metais que formam os
chamados “WAD” (weekly acid dissociable). Os resultados obtidos e mostrados na
Tabela 36 demonstraram que a presenca do ion Zn2* interfere muito pouco na
recuperacgao do cianeto. Mesmo quando este metal encontra-se em concentragdes
relativas altas. Os resultados obtidos confirmaram outras observagdes encontradas

na literatura.

Milosavljevic et al. publicaram em 1995 um extenso estudo sobre a
determinagéo de cianeto através da avaliagao das recuperagdes obtidas em solugbes
dos complexos metalicos de cianeto, injetadas através de um sistema de difusao

gasosa, seguido de determinacdo amperomeétrica. Neste trabalho, as recuperagdes
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de cianeto foram de 100,9% a partir de uma solugdo 2 mg L' de [Zn(CN)4]* e de
102,3% numa solugdo 0,2 mg L' do mesmo complexo (Milosavljevic et al., 1995).

Tabela 36: Concentracdes de Zinco e concentragcdoes determinadas de cianeto
nas replicatas das amostras teste C1, C2 e C3

CM+ CCN_ ECN_ S(CCN_) DPR Rec. DR
mglL' uglL? ug L pg L % % %
68,6
Zinco C1 1,76 69,0 69,1 +0,5 0,7 98,7 -1,3
69,6
73,6
Zinco C2 17,59 70,1 70,1 +3,5 5,0 100,1 0,1
66,6
70,6
Zinco C3 175,89 71,2 70,3 +1,1 1,5 100,4 0,4
69,1
Média - 69,8 69,8 1,7 24 99,7 -0,24

CADMIO

Os resultados mostrados na Tabela 37 reproduziram o comportamento
observado anteriormente para o zinco. Foram igualmente obtidas boas taxas de
recuperacao de cianeto mesmo na presenca de concentragdes relativamente altas de
Cd?*. As observagdes confirmaram o que foi reportado em outros trabalhos como de
Milosavljevic et al. e Themelis et al. que também descrevem condigdes similares as

deste trabalho. (Milosavljevic et al., 1995; D. G. Themelis et al., 2009)

Tabela 37: Concentracdes de Cadmio e concentracdes determinadas de cianeto
nas replicatas das amostras teste C1,C2e C3

CM+ CCN_ ECN_ S(CCN_) DPR Rec. DR
mgL' puglL"’ pg L pg L % % %
Cadmio 67,6
Cr 3,02 67.5 67.5 +0.1 0.1 96 4 3.6
67 4
. 66.6
Cadmio 5554 657 656 +1 1 1.6 937 6,3
c2
64.5
Cadmio 68,3
30241 683 67.2 +18 2.7 96.0 4.0
c3 651

Média - 66,8 66,8 1,0 1,5 95,4 -4,62
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O cobalto é conhecido por formar complexos de alta estabilidade com cianeto

sob diversas condigdes.

Para preparar as amostras teste deste estudo foi utilizado um sal de cobalto no

estado de oxidag&o 2+. Entretanto, segundo Gagnon et at. (2014), em meio alcalino

os complexos de cianeto e Co(ll) sdo facilmente oxidados a complexos de cianeto e

Co(lll). Durante o preparo das soluc¢des foi observada a formagao de uma coloragéo

azulada indicando a presenga do complexo cianocobaltato.

Os resultados mostrados na Tabela 38 demonstraram que a acidificagdo em

fluxo ndo foi capaz de liberar gas cianidrico e as taxas de recuperagao foram menores

que 25% em todos os niveis avaliados confirmando as observagbes de estudos
anteriores encontrados na literatura.
Tabela 38: Concentragdes de Cobalto e concentragcdes determinadas de cianeto
nas replicatas das amostras teste C1, C2 e C3
CM+ CCN_ ECN_ S(CCN_) DPR Rec. DR
mgL' puglL’ pg L pg L % % %
Cobalto 81
1,59 8,0 8,0 10,1 1,3 11,4 -88,6
C1
7,9
7,9
Cobalto 1585 75 75 104 47 10,8  -89,3
C2
7,2
15,7
Cobalto  yge54 154 155 02 11 21 779
C3 15.4
Média - 10,3 10,3 10,2 2,3 14,8 -85,24

Cabe ressaltar, entretanto, que as concentragdes de cobalto estudadas neste

trabalho estdo muito acima daquelas encontradas em amostras reais de efluentes e

aguas para consumo. (Savazzi, 2013)
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NiQUEL

O niquel também forma complexos estaveis com cianeto, mas com constante
de estabilidade menor que ferro e cobalto, por exemplo. No experimento de difus&o
gasosa descrito por Milosavjlevic et al. em 1995, a recuperac&o de cianeto obtida a
partir do complexo [Ni(CN)4]% foi de 105,8% para o nivel de concentragéo de 0,20 ug

L-' e de 97,3% para o nivel de 2,00 ug L' (Milosavljevic et al., 1995)

No entanto, os resultados obtidos e mostrados na Tabela 39 ndo reproduziram
os encontrados da literatura e sugeriram que, nas condi¢gdes usadas, a recuperagio
de cianeto em presenca de niquel foi mais afetada do que em presencga de cobalto. A
recuperacdo media abaixo de 10% indicou que outros tipos de interagbes podem

desfavorecer a liberagdo do cianeto do complexo com niquel.

Tabela 39: Concentragdes de Niquel e concentragdes determinadas de cianeto
nas replicatas das amostras teste C1, C2 e C3

Cor+ Con-  Con- s(Cov-) DPR - Rec. DR
mgL' gL’ pg L pg L % % %
5,1
Niquel C1 1,58 5,1 5,1 0,0 0,0 7,3 92,7
5,1
4,3
Niquel C2 15,79 3,9 4,0 +0,3 7,6 5,7 -94.3
3,7
9,6
Niquel C3 157,90 9,6 9,6 0,1 0,6 13,8 -86,3
9,7
Média - 6,2 6,2 0,1 2,7 8,9 -91,10

Somou-se as baixas recuperagbes a observagdo de um efeito imediato,
persistente e irreversivel, de redugdo na capacidade de difusdo da membrana de
PTFE. As concentragbes de cianeto determinadas em padrbes de verificagdo
injetados entre cada amostra teste apresentou uma queda de 28% na concentragao

esperada (Figura 4-17). Tal efeito ndo foi observado para outros interferentes, mesmo
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aqueles com constantes de estabilidade maiores como cobalto ou ferro. Foi formulada
a hipdétese de algum tipo de interacao persistente do material da membrana a este

metal. Entretanto, nenhuma referéncia utilizada neste estudo menciona tal efeito.
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Figura 4-17: Concentragdes determinadas de cianeto nas amostras teste de
niquel e nos padrdes de verificagao entre as injegdes

FERRO Il E FERRO IlI

Dentre todos os complexos metalicos com cianeto, os complexos férricos e,
ferrosos de cianeto sdo os mais conhecidos por sua estabilidade tendo sido utilizados

como pigmento conhecido por azul da Prussia.

Rocklin et al. em 1983 n&o detectaram qualquer concentragdo de cianeto livre
fazendo injecbes diretas de [Fe(CN)s]* em cromatdgrafo acoplado com detector
eletroquimico em condigdes similares as utilizadas neste trabalho. Themelis et al. em
2009 utilizaram um sistema de difusdo gasosa em fluxo combinado com reagdes com
ninidrina para obter recuperagdes de cianeto de 101,2% em presenca de Fe3* e de

99,2% em presenca de Fe?* (Rocklin & Johnson, 1983; D. G. Themelis et al., 2009).
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Nos testes conduzidos neste estudo, todas as amostras teste contendo os

interferentes e cianeto foram analisadas imediatamente apds seu preparo. Portanto,

as diferencas observadas com relagdo aos resultados encontrados na literatura

podem ser oriundos da influéncia da cinética de formagao destes complexos.

Tabela 40: Concentracdes de Ferro Il e concentracdes determinadas de cianeto

nas replicatas das amostras teste C1, C2 e C3

CM+ CCN_
mglL' uglL?

Rec.

%

DR

%

66,0
Ferro Il C1 1,50 65,3
64,4

93,2

-6,9

59,4
Ferroll C2 15,02 58,9
58,1

84,0

-16,0

47,3
Ferro Il C3 150,24 46,5
46,1

66,6

-33,4

Média - 56,9

81,3

-18,76

Tabela 41: Concentracdes de Ferro lll e concentracdes determinadas de cianeto

nas replicatas das amostras teste C1, C2 e C3

CM+ CCN_

mglL' uglL?

Rec.
%

DR
%

58,8
Ferro 11l C1 1,50 57,6
57,8

83,0

-17,0

49,7
FerrolllC2 15,02 491
49,0

70,4

-29,6

46,0
Ferro llC3 150,24 44,38
44,8

64,6

-35,4

Média - 50,8

72,6

-27,33

ALUMINIO, CHuMBO E CROMO



