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RODRIGUES, Caiene de Jesus Oliveira. Desenvolvimento de método analítico 
baseado na microextração líquido-líquido dispersiva para determinação de 
mercúrio em vacinas. 94 f. il. 2024. Dissertação (Mestrado) – Instituto 
Multidisciplinar em Saúde, Universidade Federal da Bahia, Vitória da Conquista, 
2024. 
 
 

RESUMO 
 
 
 
 
 

Os métodos de miniaturização têm alcançado destaque nas configurações dos 
métodos analíticos, com o objetivo principal diminuir o uso de reagentes nocivos 
lançados ao meio ambiente, além também do menor tempo de extração. Neste 
trabalho foi desenvolvido um método baseado na microextração líquido-líquido 
dispersiva assistida por ultrassom (USDMLLE) para a determinação de mercúrio 
por espectrofotometria de absorção molecular UV-Vis. O procedimento baseia-se 
na utilização da mistura do Líquido Iônico, hexafluorofosfato de 1-hexil-3-
metilimidazólio [C6MIM][PF6], como solvente extrator, a ditizona como agente 
complexante e radiação ultrassônica como dispersor em uma solução aquosa 
contendo mercúrio. Após a turvação, a mistura é centrifugada para a separação 
das fases. Posteriormente, a fase enriquecida é recolhida e o teor de mercúrio é 
dosado por espectrofotometria de absorção molecular UV-Vis. O pH da solução-
tampão, a concentração do complexante, o volume do líquido iônico foram as 
variáveis otimizadas utilizando estratégia multivariada. Os limites de detecção e 
quantificação, calculados sob condições otimizadas foram, respectivamente 0,031 
µ.L-1 e 0,103 µ.L-1. O fator de enriquecimento obtido foi de 403 vezes. O 
procedimento foi aplicado à determinação de mercúrio em amostras de vacinas de 
difteria, tétano, coqueluche – DTP e hepatites A e B que utilizam timerosal como 
conservantes. O método proposto é simples, rápido, eficiente e não utiliza solventes 
orgânicos no processo de extração líquido-líquido.  
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ABSTRACT 
 
 
 
 
 

Miniaturization methods have achieved prominence in the configurations of 
analytical methods, with the main objective of reducing the use of harmful reagents 
released into the environment, in addition to reducing extraction time. In this work, 
a method based on ultrasound-assisted dispersive liquid-liquid microextraction 
(USDMLLE) was developed for the determination of mercury by UV-Vis molecular 
absorption spectrophotometry. The procedure is based on the use of a mixture of 
the Ionic Liquid, 1-hexyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate [C6MIM][PF6], 
as an extracting solvent, dithizone as a complexing agent and ultrasonic radiation 
as a disperser in an aqueous solution containing mercury. After turbidity, the mixture 
is centrifuged to separate the phases. Subsequently, the enriched phase is collected 
and the mercury content is measured by UV-Vis molecular absorption 
spectrophotometry. The pH of the buffer solution, the concentration of the 
complexing agent, and the volume of the ionic liquid were the variables optimized 
using a multivariate strategy. The detection and quantification limits, calculated 
under optimized conditions, were 0,031 µ.L-1 and 0,103 µ.L-1, respectively. The 
enrichment factor obtained was 403 times. The procedure was applied to the 
determination of mercury in samples of diphtheria, tetanus, whooping cough – DTP 
and hepatitis A and B vaccines that use thimerosal as preservatives. The proposed 
method is simple, fast, efficient and does not use organic solvents in the liquid-liquid 
extraction process. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os metais pesados, são elementos químicos que apresentam alta densidade 

e são caracterizados como tóxicos ao meio ambiente e à saúde humana, mesmo 

em pequenas doses. Estes metais como o Arsênio, Cádmio, Chumbo, Cobre, 

Mercúrio, Níquel, Alumínio são encontrados na natureza e nas atividades humanas, 

e em várias atividades indústrias (https://www.ufsm.br/laboratorios/laqia/metais-

pesados-heavy-metals).  

O Mercúrio, por exemplo,  pode existir no ambiente em várias formas físicas 

e químicas, forma orgânica, inorgânica e mercúrio elementar (Hg0), que é um 

líquido à temperatura ambiente. Contudo, em 2001, a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (Anvisa), tendo em vista a tendência mundial da diminuição da 

exposição de seres humanos a produtos à base de derivados de mercúrio, 

determinou a proibição do uso deste metal pelas indústrias, exceto na produção de 

vacinas (DEUS, 2014; TALL et al., 2021).  

Vacinas multidoses, faz uso do conservante timerosal, uma forma orgânica 

do mercúrio, em concentração segura para a saúde humana, o que o torna um 

produto restrito a produtores públicos, como o Instituto Butantan. As dosagens são 

cuidadosamente testadas e monitoradas pelos fabricantes (MORAES et al., 2008). 

Assim, o monitoramento do timerosal em vacinas e o desenvolvimento de técnicas 

de análise para o mercúrio e sua quantificação em diferentes matrizes tem 

despertado a atenção da comunidade científica (ALTO et al., 2021; BISINOT et al., 

2006; TALL et al., 2021). 

A escolha e o desenvolvimento de técnica de quantificação do mercúrio 

dependem de diversos fatores, como a natureza do metal (inorgânico ou orgânico), 

incluindo a matriz da amostra, o nível esperado de concentração de mercúrio e os 

recursos disponíveis (BISINOTI et al., 2006; STAUN, 2018). Isto porque a maioria 

das instrumentações existentes não permitem analises de amostras em sua forma 

original, fazendo necessário o preparo de amostras (MENG e ANDERSON, 2012).  
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Os procedimentos de preparo da amostra, incluem várias etapas: 

solubilização, extração, isolamento e/ou pré-concentração por meio de extração de 

compostos de interesse da matriz (PICÓ, 2012). As técnicas de extração e/ou pré-

concentração permitem que a análise dos componentes de interesse se torne 

possível, pois, ao final da técnica é obtido uma subfração da amostra original 

enriquecida com as substâncias de interesse analítico. Esta é uma etapa delicada, 

lenta e requer muitos cuidados, pois, apresenta possibilidade de contaminação e a 

perda das espécies de interesse durante o manuseio da amostra, por isso, esta 

etapa torna-se desafiadora (FERREIRA et al., 2015).  

Uma das técnicas mais utilizadas para extração é a Extração Líquido-Líquido 

– LLE, sigla da expressão em inglês Liquid-Liquid Extraction, uma operação unitária 

que consiste na distribuição ou partição de solutos entre duas fases líquidas nas 

quais é diferentemente solúvel. Basicamente esta extração tem a participação de 

três componentes: analito, que é a espécie desejada no processo; solução, onde o 

analito está misturado; e solvente, liquido adicionado à mistura, a fim de separar o 

soluto da solução, também chamado de extrator. Assim, ao adicionar o solvente à 

solução, o analito é extraído e concentrado na fase extratora (MARTINS et al., 

2012).  

Apesar de sua eficiência na remoção de interferentes e na pré-concentração 

de analitos, o processo de extração líquido-líquido é responsável pela geração de 

grandes volumes de resíduos de solventes orgânicos, o que causa grandes 

impactos ambientais e também envolve repetições do processor que estão 

associadas com as perdas de analito e ocorrência de contaminação. Para minimizar 

os efeitos de contaminação, perda do analito e até diminuir os impactos ambientais, 

o desenvolvimento de procedimentos miniaturizados e que usem solventes verdes 

tem sido proposto. (LEITE, 2016). 

O formato miniaturizado de LLE, a microextração, cobre um conjunto de 

procedimentos em microescala e minimizados por solvente, pois, reduz 

significativamente a proporção entre o volume do solvente e o volume da fase 

aquosa. Está técnica, demonstrou ser confiável por estarem mais relacionadas à 

alguns princípios da Química Verde com uso de volumes de solventes na faixa de 
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μL e pela miniaturização reduz os erros cometidos durante o preparo da amostra 

(MALTEZ, 2007; SULIMAN et al., 2021). 

Diante disso, este trabalho se preocupou em desenvolver um novo método 

de quantificação de mercúrio, que usou como princípio a técnica analítica, 

microextração dispersiva líquido-líquido, com expressão em inglês, Dispersive 

Liquid-Liquid Microextraction – DLLME, que é baseado em um sistema de solvente 

de três componentes a amostra, o solvente dispersor e extrator, com extração 

líquido-líquido homogênea e extração de ponto de nuvem. 

Nesta técnica houve substituição dos solventes orgânicos extrator e 

dispersor, por liquido iônicos e força mecânica respectivamente, proporcionando ao 

método baixo impacto ambiental e ainda contribuir com uma nova forma de controle 

do teor de mercúrio presente nas vacinas (BISINOT et al., 2006). Para a análise do 

mercúrio foi usado o aparelho comumente encontrado nos laboratórios de química 

analítica o espectrofotômetro de absorção molecular, que apresenta rapidez, baixo 

custo e de fácil manuseio em seu sistema, comparado a outros aparelhos usados 

na quantificação do mercúrio. Apesar de muitos procedimentos de microextração 

por solvente para determinação de mercúrio terem sido relatados, o número de 

procedimentos associados à detecção de UV-Vis também é bastante limitado. 

Desse modo, com o emprego desse método é possível reduzir erros resultantes 

dos procedimentos analíticos com muitas etapas, diminuir impactos ao meio 

ambiente e riscos ao operador. A técnica por sua vez, será aplicado em amostra de 

vacinas de Caxumba, Influenza, Hepatite B, Difteria + Coqueluche e Febre amarela, 

que utilizam timerosal como conservantes.  

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Mercúrio  

O mercúrio é um metal encontrado na forma líquida (Figura 1) a condições 

normais de temperatura e pressão. De cor prateada, dúctil, denso e volátil, este 
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elemento químico de número atômico 80 e símbolo Hg, é representado no grupo 

IIB do sistema de classificação periódica (Figura 2) (COSTA et al., 2014; 

FRANCISCO, 2022).  

 

Figura 1: Mercúrio elementar. 

Fonte: COLASSO, 2020. 

Uma característica particular do Hg é apresentar subníveis eletrônicos 

preenchidos em sua configuração eletrônica [Xe] 4f145d106s2 o que torna este 

elemento ligeiramente inerte, ou seja, em ligações químicas não doa seus elétrons 

com tanta facilidade. Entretanto, este elemento pode formar ligações covalentes 

estáveis com átomos de carbono, existindo assim, uma grande variedade de 

substâncias orgânicas deste metal, chamado de organometálico (FRANCISCO, 

2021).  

 

 

Figura 2: Classificação periódica do mercúrio (Hg). 

Fonte: FRANCISCO, 2021.  
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Quando aquecido, mesmo a temperaturas relativamente baixas, o mercúrio 

passa para o estado vapor, predominantemente na forma monoatômica (Hg°, 

elementar), o que facilita sua adesão preferencial a outros metais, como o ouro, 

prata e o chumbo, conhecidos como amálgamas. Essa liga metálica, foi muito 

utilizada em procedimentos odontológicos para tratamento de cárie, por suas 

características de manejo e baixos custos (CARMONA et al., 2013; FELIX, 2022; 

OLIVEIRA et al., 2012).  

O mercúrio (Hg) é um elemento que ocorre naturalmente na crosta terrestre 

e pode ser encontrado em minerais como: cinábrio (Figura 3a), nome usado para o 

sulfeto de mercúrio (II); corderoite (Figura 3b) um mineral de cloreto de sulfeto de 

mercúrio extremamente raro, e livingstonite (Figura 3c) um mineral sulfossal de 

antimônio de mercúrio (CAÑARI-CHUMPITAZ, 2019). Bem como, a 

desgaseificação natural da crosta terrestre e as atividades antropogênicas como a 

mineração de carvão e ouro, e a combustão de carvão e combustíveis. Além das 

aplicações do mercúrio em diversos instrumentos como barômetros, termômetros, 

esfigmômetros, interruptores, lâmpadas fluorescentes, eletrodos, amálgamas 

dentárias e, em algum momento da medicina, com compostos antissépticos como 

o timerosal, além da mineração/fundição de metais não ferrosos, a incineração de 

resíduos, a produção de eletrônica e a indústria de cloro e álcalis mostram a grande 

versatilidade desse elemento (CAÑARI-CHUMPITAZ, 2019; MARIANO, 2022; 

WANG et al., 2024).  

 

     

Figura 3: a) Cinábrio b) Corderoite c) Livingstonite. 

Fonte: RALPH e YEE, 2024. 

a) b) c) 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/earth-crust
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A combustão do carvão libera vestígios de Hg na atmosfera (Figura 4), 

tornando-o móvel e depositando-o nas águas superficiais que é adsorvido em 

partículas suspensas, que são importantes para o transporte e precipitação de Hg 

nos solos superficiais e nos sedimentos. Desta forma o mercúrio e seus compostos 

podem sem encontrados na atmosfera, na água, no solo e nos alimentos o que 

torna significativa a disposição deste metal no ambiente (VAN ROOYEN et. al., 

2023). 

 

Figura 4: Ciclo do mercúrio  

Fonte: SECA, 2016. 

Assim, quando distribuído no meio ambiente, o mercúrio sofre complexas 

alterações químicas e físicas (BOISCHIO, 2015), onde pode assumir 3 formas: 

elementar, que é a forma metálica; o inorgânico e o orgânico (UJAZ, 2023). 

LAUDATI et al., (2019), define as formas do Hg como: 

1) Mercúrio metálico: como descrito, é um metal prateado líquido 
(Figura 2) e volátil, capaz de produzir vapores inodoros e incolores 
à temperatura ambiente. É a forma mais pura do mercúrio, também 
conhecido como mercúrio elementar. 

2) Mercúrio inorgânico: tipo de mercúrio presente nos sais obtidos 
através de sua combinação com outros elementos, como cloro, 

oxigênio e enxofre. Os sais mais comuns são o sulfeto de mercúrio 
(II), cloreto de mercúrio (I e II) e acetato de mercúrio (II). 

3) Mercúrio orgânico: presente em compostos resultantes da 
combinação entre mercúrio e diferentes cadeias carbônicas, os 
chamados compostos organomercuriais, como metil, etil e dimetil 
mercúrio, que são de alta toxicidade para o homem. 
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A disposição deste elemento no meio ambiente são motivo de grandes 

preocupações. De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) o mercúrio 

faz parte dos dez poluentes de particular preocupação para a saúde pública, um 

metal pesado com capacidade de bioacumulação e neurovirulência, o que possui 

alto risco para o ambiente circundante (AJSUVAKOVA et al, 2020; IJAZ et al., 2021; 

Lin et al., 2022). 

De acordo com Felix (2022), a 20 °C uma atmosfera saturada por Hgo 

contém cerca de 13 mg/m3, quantidade considerada altamente tóxica, visto que, 

um estudo - Diagnóstico Preliminar sobre o Mercúrio no Brasil - a exposição aos 

vapores de Hgo a 1,2 mg por algumas horas pode causar bronquite química e em 

seguida fibrose, além de dispneia, distúrbios visuais, falta de coordenação motora, 

alterações neuromusculares, dores de cabeça, insônia, perdas de memória 

(BERNHOFT, 2012). Em períodos mais longos, o mercúrio pode causar problemas 

ao sistema nervoso central e à tireoide, como doenças neurológicas, 

neurodegenerativas, cardiovasculares, podendo ser fatal (ANVISA, 2019; UJAZ, 

2023; YANG et al., 2011). 

Na sua versão natural, o metilmercúrio – MeHg, de estrutura molecular 

Figura 5, é ressaltado como a variante mais nociva, em grande parte originado 

biologicamente por bactérias como uma forma natural de desintoxicação. Nos 

animais mamíferos, o metil-Hg se acumula principalmente no sistema nervoso 

central devido à sua ligação com aminoácidos presentes em grande quantidade 

nesse sistema, resultando em problemas neurais e, por fim, em paralisia e óbito 

(SANTOS et al., 2016; SHIWEN, 2024). 

  

Figura 5: Metilmercúrio 

A sua toxicidade foi descoberta devido ao ocorrido na Bacia de Minamata 

localizado no Japão, conhecido como Mal de Minamata, onde, durante 20 anos 

uma empresa despejou lixo industrial contendo mercúrio à Bacia, envenenando 

peixes, moluscos e aves marinhas. Anos depois, habitante, aves e animais 

domésticos da região apresentavam sintomas em comum, como: convulsões 
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severas, surtos de psicose, perda de consciência, febre muito alta e, 

posteriormente, morte. Os pacientes tinham um fato em comum o grande consumo 

de pescados daquela região ao longo dos anos (BOISCHIO, 2015; CAMPOS, 2022; 

PIRES, 2018; SHIWEN, 2024; YANG et al., 2022). 

No Brasil, a intoxicação por MetHg, tem sido relatada no território amazônico, 

aos consumidores de pescados em regiões próxima a atividades de garimpo 

(RAMOS et al., 2020) devido a capacidade do metil mercúrio acumula-se através 

de corpos superficiais, bem como sua entrada antrópica no ambiente e a biota 

através da cadeia alimentar (BRADLEY et al., 2017; RAHMAN e SINGH, 2019), 

fazendo com que o consumo de peixe seja a principal fonte de exposição deste 

composto, visto que,  a dieta seja uma rota significativa de exposição humana ao 

metilmercúrio (BISINOTI, et al., 2004; LLOP et al., 2012; ZIMMERMANN et al., 

2013).   

O etilmercúrio – EtHg (Figura 6), um outro composto organomercurial, que 

apresenta características químicas parecidas ao metilmercúrio, é a forma mais 

amplamente utilizada deste mercúrio orgânico. É um composto que foi muito usado 

como conservante e antisséptico em muitos insumos farmacológicos e vacinas.  

sendo a principal fonte de exposição humana ao EtHg é por vacinas (TALL et al., 

2021). 

 

Figura 6: etilmercúrio 

O uso deste organomercurial, também chamado de timerosal, em vacinas se 

deve ao fato de apresentar propriedades antisséptica. Em concentrações de 

0,001% a 0,01% o timerosal demonstrou ser eficaz na eliminação de um amplo 

espectro de patógenos passando a ser amplamente utilizado, também, como 

conservante para matar bactérias e prevenir contaminação em pomadas 

antissépticas, colírios e sprays nasais (ANVISA, 2015; BRUNSON, 2020).  

Contudo, em 2001, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa), 

tendo em vista a tendência mundial da diminuição da exposição de seres humanos 
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a produtos à base de derivados de mercúrio, determinou a proibição do uso de 

timerosal pelas indústrias, exceto na produção de vacinas (DEUS, 2014; TALL et 

al., 2021). Desta forma, o Sistema Único de Saúde (SUS) e a saúde suplementar 

brasileira utilizam o Timerosal restrito à produção de vacinas, o que o torna um 

produto de base tecnológica restrita a produtores públicos, especificamente um 

produtor, o Instituto Butantan, que é o importador autorizado pela ANVISA a manter 

estoques do produto no Brasil (DEUS, 2014). 

 

2.2 Timerosal 

2.2.1 Vacinas 

As formulações das vacinas podem ser divididas em dois grupos: doses 

individuais e outra forma combinada também conhecidas por multidose, como a 

tríplice bacteriana (difteria, tétano, coqueluche), tríplice viral (sarampo, caxumba, 

rubéola), pentavalente (DTP, hepatite B e Haemophillus influenzae). As vacinas 

multidose apresentam vantagens em termo de custo e menor volume para 

armazenagem, sendo os mais frequentes em saúde pública (HOMMA, 2011; 

SILVA, SIRQUEIRA, SIRQUEIRA 2022). 

Durante a administração de vacinas multidose diversas vezes agulhas são 

inseridas num mesmo frasco para retirada da dose de vacina a ser aplicada, o que 

expõe o conteúdo ao crescimento de fungos e bactérias. A essas vacinas os 

laboratórios farmacêuticos utilizam o antisséptico timerosal para impedir o risco de 

contaminação durante a abertura e manipulação (BAXTER, 2007; CUNHA et al., 

2020; STELLA, 2016). 

  

Figura 7: Representação da estrutura química do timerosal 
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Da massa total deste composto, 49,6% do seu peso correspondente ao 

mercúrio. Nas vacinas, as proporções de timerosal variam com o tipo de vacina e 

de fabricante entre concentração 0,003 a 0,01% (m/v). A exemplo disso, uma 

vacina contendo o conservante a 0,01%, um equivalente a 50 microgramas de 

timerosal em uma dose de 0,5 ml, contém aproximadamente 25 microgramas de 

mercúrio. As vacinas contra hepatite B, a tripla, DTP (difteria, tétano e coqueluche) 

são alguns exemplos em que a concentração de timerosal é de cerca de 50 μg por 

dose de 0,5 ml (Ctimerosal = 100 mg.L-1). No Brasil as vacinas BCG (Tuberculose), 

hepatite B e influenza (gripe) também contém timerosal (CUNHA et al., 2020; 

DÓREA et al., 2013; LIMA, 2012; TALL et al.; 2021). Consultivo Global sobre 

Segurança de Vacinas - GACVS e a Organização Mundial de Saúde – OMS 

endossam por unanimidade o uso do timerosal como conservante em vacinas 

(RODRIGUEZ, 2010), com um limite de timerosal de ≤ 200 ppm (ANVISA, 2019; 

LIMA, 2012).  

As estimativas iniciais de risco para o etilmercúrio foram estabelecidas com 

base em estudos de toxicidade oral de metilmercúrio devido à falta de evidências 

sobre o comportamento do timerosal no corpo de mamíferos. No entanto, os novos 

dados apontam que o metabolismo e a cinética de disposição dos tecidos diferem 

consideravelmente entre etilmercúrio e metilmercúrio. A meia-vida do etilmercúrio 

é curta (menos de uma semana) em comparação com o metilmercúrio (1,5 meses), 

tornando a exposição ao etilmercúrio no sangue comparativamente breve. Além 

disso, o etilmercúrio é excretado ativamente pelo intestino, ao contrário do metil 

mercúrio que se acumula no corpo (JAZ, 2023); (FRANCO et al., 2023). 

Em 2014, uma pesquisadora da Universidade de São Paulo – USP, após a 

administração do timerosal em camundongos, observou que “o etilmercúrio 

converte-se rapidamente em mercúrio inorgânico”. Além de que estudos 

experimentais com o timerosal em experimentos in vivo, indicam sua meia-vida 

mais curta em comparação com metilmercúrio, o que explica sua menor potência 

neurotóxica. A degradação do timerosal no organismo produz etilmercúrio e ácido 

tiosalicílico conforme a equação de reação representada na Figura 8 (LLOP et al., 

2012; STELLA, 2016; ZIMMERMANN et al., 2013).  
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Figura 8: Dissociação do Timerosal em tiosalicilato e etilmercúrio. 

As vacinas são cuidadosamente testadas e monitoradas pelos fabricantes e 

sistemas de saúde nos países onde são usadas (MORAES et al., 2008). Portanto, 

a concentração de timerosal nas vacinas deve ser restrita a limites seguros para 

minimizar os efeitos negativos em humanos. O monitoramento rotineiro de vacinas, 

relacionado à degradação do timerosal, requer métodos analíticos de fácil uso e 

alto rendimento, que sejam sensíveis o suficiente para determinar o mercúrio total 

nessas amostras. Além disso, é altamente desejável que os métodos 

desenvolvidos cumpram os princípios da química analítica verde (FRANCO et al., 

2023). Assim, o monitoramento do timerosal em vacinas e devido aos aspectos 

relacionados à toxicidade do mercúrio, o desenvolvimento de técnicas de análise 

para este metal e sua quantificação em diferentes matrizes tem despertado a 

atenção da comunidade científica (ALTO et al., 2021; BISINOT et al., 2006; TALL 

et al., 2021). 

2.3 Técnicas de Quantificação do mercúrio  

A quantificação do mercúrio é um tema de suma importância, dada a 

toxicidade desse metal pesado e seu impacto ambiental e na saúde pública. 

Diversas técnicas têm sido desenvolvidas e aprimoradas ao longo dos anos para 

quantificar com precisão os níveis de mercúrio em diferentes matrizes, como água, 

solo, ar e tecidos biológicos. A escolha da técnica de quantificação do mercúrio 

depende de diversos fatores, a natureza do metal (inorgânico ou orgânico), 

incluindo a matriz da amostra, o nível esperado de concentração de mercúrio e os 

recursos disponíveis (BISINOTI et al., 2006; STAUN, 2018).  
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Na análise química, são empregadas técnicas de separação acopladas a 

técnicas de detecção de alta sensibilidade. A etapa de determinação do mercúrio é 

relativamente simples e tem sido frequentemente realizada utilizando a técnica de 

geração de vapor acoplada às técnicas espectrométricas, que são destaques na 

quantificação deste metal. Os métodos espectroscópicos comumente utilizados na 

análise do mercúrio são (FERREIRA et al., 2015):  

• Espectrometria de Absorção Atômica com Vapor Frio (CV-AAS),  

• Espectrometria de Absorção Atômica com Forno de Grafite (GFAAS),  

• Espectroscopia de Absorção Atômica (AAS), 

• Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-

MS),  

• Plasma Indutivamente Acoplado Espectrometria de Emissão Óptica 

(ICP-OES),  

• Espectroscopia de Fluorescência Atômica com Vapor Frio (CV-AFS),  

• Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado com 

Geração de Vapor Frio (CVG-ICP-MS).  

• Espectrometria de Fluorescência (AFS)  e  

• Espectrofotometria no UV-Vis (ALTUNAY, 2018; AUGELLI et al., 

2005; LIMA e DOMINGOS, 2013; SCHLATHAUER et al., 2019; 

SOARES et al., 2015).  

Em decorrência da instabilidade do mercúrio em sua forma elementar, é 

possível analisá-lo sem a necessidade de chama, através da técnica conhecida 

como Espectrometria de Absorção Atômica com Vapor Frio. Nesse método, os íons 

do metal são inicialmente convertidos para sua forma elementar e transportados 

por um gás até o ponto de análise óptica, onde os átomos interagem com a 

radiação. Uma outra configuração do CV-AAS é a técnica de espectrofotometria de 

fluorescência atômica de vapor frio (CVAFS) que é baseada na identificação da 

emissão de fluorescência produzida pelo mercúrio. Os átomos de mercúrio são 

excitados a partir do seu estado fundamental para o estado excitado quando 

expostos a uma radiação de 253,7 nm de comprimento de onda. O mercúrio é 

especialmente adequado para este tipo de fluorescência devido à sua capacidade 
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de absorver e emitir na mesma faixa de comprimento de onda. Contudo, estas 

técnicas podem sofre interferências dos gases utilizados, além de que detectam o 

mercúrio apenas na sua forma elementar Hg0 (MARTINIATO et al., 2008; 

MICARONI et al., 2000).  

O método colorimétrico também foi relatado por Barbosa, (2001) como uma 

técnica bastante convencional na década de 50 e 60. Nesse método é comum o 

uso da ditizona como agente colorimétrico, que reage com o mercúrio para formar 

um complexo colorido que absorve na região do visível (490 nm). Apesar da sua 

simplicidade, baixo custo e rapidez, este método sofre interferência de diversos 

elementos, exigindo várias etapas de separação (BAÊTA, 2004).  

Dentre os métodos espectroscópicos, apenas a espectrofotometria no UV-

Vis e Espectrômetro de massa – MS possibilitam a determinação tanto de analitos 

orgânicos quanto inorgânicos.  As demais são empregadas apenas para determinar 

analitos inorgânicos, dentre os quais se destacam as espécies metálicas (SOUSA 

et al., 2015; TRACEY e KOIDE, 2014).  

Antes da analise em espectrofotômetro, é necessário o tratamento da 

amostra, que envolvem 80% do tempo total da quantificação e é tradicionalmente 

descrita como o gargalo na análise, por ser delicada e importante na extração do 

analito (MENG e ANDERSON, 2012; INAUDI et al., 2022). As abordagens 

convencionais de preparação de amostras é a extração líquido-líquido (LLE) e 

extração em fase sólida (Solid Phase Extraction – SPE) (PICÓ, 2012). 

 

2.3.1 Espectrofotometria na região UV-Vis 

Os espectrofotômetros são aparelhos que mede a intensidade da luz após 

passar por uma amostra.  A medida ocorre pela razão entre as potências de dois 

feixes. São reconhecidos pelas vantagens relacionadas fácil manuseio, com 

respostas rápidas, interpretação simples e confiáveis. Além de ser robusto e custo 

operacional relativamente baixo (ALVES et al., 2010).  
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A maioria dos espectrofotômetros cobre a região do espectro 

eletromagnético UV/visível e, ocasionalmente, a região do infravermelho próximo, 

aproximadamente de 190 nm a 800 nm. O instrumento espectroscópico consiste 

em componentes básicos para uso nas regiões do UV/visível e IV como: Uma fonte 

estável de energia radiante; Um seletor de comprimento de onda que isola uma 

região limitada do espectro para a medida; Um ou mais recipientes para a amostra 

conhecida por cubeta; Um detector de radiação, o qual converte a energia radiante 

para um sinal elétrico mensurável; e Uma unidade de processamento e de leitura 

do sinal, geralmente constituída por um circuito eletrônico e, nos instrumentos 

modernos, por um computador, conforme a ilustração da figura 9 (SKOOG, 2006).  

 

Figura 9:Ilustrações das principais componentes do aparelho 

espectrofotômetro. 

A técnica baseia-se na absorção de radiações por moléculas e íons 

presentes em uma substância colorida que absorve seletivamente um comprimento 

de onda da região visível do espectro eletromagnético. Um feixe de radiação 

monocromático com potência P0 passa através de uma cubeta de vidro ou quartzo, 

com um caminho óptico de b cm, contendo um liquido onde parte da radiação é 

absorvida pela solução, sofrendo uma atenuação, denominada como P ou 

absorbância A. A relação entre P e P0 fornece os valores de transmitância, ou 

porcentagem de radiação absorvida. Essa relação é conhecida como Lei de 

Lambert-Beer e é baseada na medida da transmitância T = P/P0, a qual mostra que 

adições sucessivas de moléculas de igual poder de absorção situadas no percurso 

de um feixe de radiação monocromática absorvem iguais frações de energia 

radiante que os atravessa. A concentração c de um analito absorvente está 

relacionada linearmente à absorbância, onde e representa a absortividade molar 

(GOMES et al., 2008).  
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Para análises em espectrofotômetros é necessário recorrer a etapas 

preliminares para separação e concentração dos elementos desejados, com 

consequente aumento de sensibilidade. São empregados procedimentos de 

preparo da amostra, os quais incluem várias etapas: coleta, armazenagem, 

solubilização, extração, pré-concentração, isolamento dos compostos de interesse 

e análise qualitativa e quantitativa (CARASEK e SCHARF, 2002).  

Desta forma, muitas das inovações referentes à espectrofotometria 

consistem em estratégias para aumento de sensibilidade, visando ampliação da 

faixa de aplicação da técnica e permitindo, em alguns casos, que medidas em 

concentrações da ordem de nmolL-1 sejam efetuadas (ROCHA, TEXEIRA, 2006). 

O controle e a qualidade do processo de preparação de amostra são fundamentais 

para a certificação e validação de um método. O desempenho de procedimentos 

de análise elementar pode ser afetado pela etapa de preparo de amostra, que 

frequentemente é a etapa que demanda mais atenção do analista (EMBRAPA). 

 

2.4 Etapa de Extração 

Em um procedimento analítico, a primeira etapa consiste no tratamento e 

preparação da amostra para a fase de separação dos componentes, durante a qual 

a amostra é transformada de sua forma original para uma forma mais conveniente 

e/ou adequada para a análise. É uma etapa essencial nos procedimentos de 

análise e desempenha um papel crucial na extração dos analitos alvo e na remoção 

de interferências da amostra, especialmente na análise de traços e de matrizes 

complexa (DULSKI, 2020).  

A eficiência de um método analítico é determinada, pela qualidade de suas 

etapas, com seus erros experimentais. Ainda não existe um método ou técnica 

universal para o preparo de amostra, visto que todas as opções usuais apresentam 

vantagens e desvantagens. Contudo, um protocolo de preparação de amostra deve 

atender aos seguintes requisitos (CHEN et al., 2021):  

(1) alta eficiência de extração para analitos alvo com poucas etapas;  
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(2) baixo custo e rápido;  

(3) facilmente acoplado com instrumento analítico;  

(4) química verde com baixo uso de solvente, baixa toxicidade e 

ecologicamente correto. 

Logo, a escolha da forma mais adequada será feita com a comparação entre 

as vantagens e as desvantagens no preparo da amostra, levando em consideração 

o maior número de vantagens que tem. As etapas para o preparo de uma amostra 

são, comumente: armazenagem, solubilização, extração, pré-concentração, 

isolamento dos compostos de interesse (DULSKI, 2020).  

As peculiaridades dos analitos e sua faixa de concentração é um fator 

importante no preparo da amostra, pois, elementos em concentrações muito baixas 

não são facilmente detectados por técnicas espectrométricas, por exemplo. Desta 

forma, o método de pré-tratamento da amostra é usado para enriquecimento do 

analito. A aplicação das etapas de extração e pré-concentração dos analitos, 

aumentam a sensibilidade, seletividade e precisão na hora da detecção do 

elemento e ainda reduz interferências decorrentes da matriz da amostra e de 

possíveis contaminantes (LEITE, 2016; ORLANDO et al., 2017). 

 As etapas de extração e pré concentração dos analitos são consideradas as 

etapas mais vulneráveis e determinante de todo o procedimento analítico, 

apresentarem a possibilidade de contaminação e a perda das espécies de interesse 

durante o manuseio da amostra (SILVA et al., 2023). Apresentam características 

que devem ser levadas em consideração durante a escolha do método, como:  

i) ser simples; 

ii) ser rápida;  

iii) ter custo baixo;  

iv) fornecer extratos relativamente livres de interferentes;  

v) ter recuperações altas, com boa exatidão e precisão, para os analitos de 

interesse. 

Técnicas clássicas de extração de amostras, como Lixiviação ácida e 

separação em coluna de troca iônica, para determinar o mercúrio orgânico (MeHg) 
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em tecidos biológicos, extração com HNO3 (30%) e ultrassom, que permite extrair 

o mercúrio de sedimentos marinhos sem dissolver completamente a amostra, têm 

sido usada para extração de mercúrio. Porém, é a extração líquido-líquido que é 

amplamente aplicada como uma ferramenta para a preparação de amostras antes 

da análise. É uma operação básica de separação de compostos com diferentes 

características de solubilidade face a solventes orgânicos e aquosos imiscíveis 

entre si (HEREIJGERS et al., 2013; PENG et al., 2020). 

 

2.4.1 Extração Líquido-Líquido LLE 

A extração por solvente apresenta interesse maior em processos de 

separação relacionadas a analise inorgânica e na separação de metais. Os 

métodos de extração são geralmente escolhidos em preferência aos métodos de 

troca iônica para separação de metais devido a rapidez o grande volume de 

solvente no qual os constituintes de interesse podem ser obtidos e algumas vez a 

não necessidade de agentes mascarantes na solução (SALES, 2019).  

A extração líquido-líquido (LLE) baseia-se na Lei de Distribuição em que 

acontece a partição do analito entre duas fases líquidas imiscíveis entre si. 

Basicamente esta extração tem a participação de três componentes: analito, que é 

a espécie desejada no processo; solução, onde o analito está misturado; e solvente, 

liquido adicionado à mistura, a fim de separar o soluto da solução, também 

chamado de extrator. Assim, ao adicionar o solvente à solução, o analito é extraído 

e concentrado na fase extratora (Figura 10) (MARTINS et al., 2012).  

A eficiência da extração depende da afinidade do analito pelo solvente de 

extração, da razão das fases e do número de extrações. As fases devem entrar em 

contato de forma mais eficiente possível, para que possa haver a extração de todo 

ou da maior parte do componente a ser extraído e posteriormente as fases devem 

ser fisicamente separadas para detecção adequada do componente a ser extraído 

(CHEN et al., 2021).  
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A escolha do solvente extrator deve ser avaliada de acordo com as 

propriedades das espécies puras como: ponto de ebulição, ponto crítico, 

densidade, volatilidade, ponto de fusão e pressão de vapor, assim como também 

devem ser comparadas propriedades de interação entre os compostos como 

difusividade e toxicidade. Além dos padrões, de estabilidade, viscosidade, 

volatilidade, seletividade, coeficiente de distribuição, miscibilidade em água, 

constante dielétrica, toxicidade, capacidade corrosiva e custo. Além disso, com as 

novas regulamentações ambientais, a não toxicidade do solvente deve ser 

rigorosamente considerada (LEITE, 2016; LOPES, 2012; MACHADO, 2007). 

 

 

Figura 10: Representação da técnica de extração líquido-líquido. 

Uma das vantagens da ELL em relação ao solvente extrator é o uso de uma 

variedade de solventes puros que apresentam uma ampla faixa de solubilidade e 

alta seletividade para alguns analitos que estão disponíveis comercialmente. 

Apesar da alta reprodutibilidade da técnica, a mesma apresenta tendência à 

formação de emulsão, o que demanda tempo e trabalho laboratorial intenso; tem 

baixo potencial de automação; as impurezas do solvente são concentradas junto 

com a amostra, implicando na repetição do processo e uso de grandes volumes de 

solventes de alta pureza, o que a torna custosa e tóxica com a produção de 

perigosos resíduos laboratoriais e ainda imprópria para analises em nível de traços 

(QUEIROZ, 2001).   
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A utilização de solventes orgânicos em procedimentos analíticos é uma 

questão que tem sido alvo de preocupação constante, pois consome uma grande 

quantidade de solventes orgânicos, que geralmente são relativamente voláteis, 

combustíveis, tóxicos para a saúde humana, prejudiciais ao meio ambiente e caros. 

Esforços consideráveis têm sido dedicados à redução do uso de solventes 

orgânicos e à superação destas desvantagens. As tendências atuais nos métodos 

de preparação de amostras, estão voltadas para métodos que sejam rápidos e 

econômicos, eficientes e ambientalmente corretos, considerando o atual enfoque 

na química verde (MENG e ANDERSON, 2012).  

No início da década de 90, uma nova tendência na maneira 
como a questão dos resíduos químicos deve ser tratada 
começou a tomar forma. Esta nova visão do problema, com a 
proposição de novas e desafiadoras soluções, considera que, 
fundamentalmente, é preciso buscar uma alternativa que evite 
ou minimize a produção de resíduos, em detrimento da 
preocupação exclusiva com o tratamento do resíduo no fim da 
linha de produção ("end of pipe"). Este novo direcionamento 
na questão da redução do impacto da atividade química ao 
ambiente vem sendo chamado de "green chemistry", ou 
química verde, química limpa, química ambientalmente 
benigna, ou ainda, química autossustentável (LENARDÃO et 
al., 2003). 

Para isso um método não convencional que está ganhando destaque na 

extração ou preparação de amostras são os métodos baseados em microextração. 

Quanto aos procedimentos de extração, a técnica de microextração em fase líquida 

(Liquid Phase Microextraction – LPME) tem se destacado, devido à sua alta 

seletividade e especificidade na extração, à geração de baixos volumes de resíduos 

orgânicos e à capacidade de utilização de solventes com pouco impacto ambiental 

(SULIMAN et al., 2020). 

 

2.4.2 Microextração 

A microextração é formato miniaturizado de ELL que cobre um conjunto de 

procedimentos em microescala e minimizados por solvente, pois, reduz 

significativamente a proporção entre o volume do solvente e o volume da fase 
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aquosa. Está técnica, demonstrou ser confiável por estarem mais relacionadas à 

Química Verde e por proporcionarem ao analista maior grau de automação é 

simples de usar, reprodutível, além de geralmente ser um procedimento rápido e 

barato, uso de volumes de solventes na faixa de µL e caracterização pela 

acessibilidade e dependência de materiais amplamente disponíveis e pela 

miniaturização reduz os erros cometidos durante o preparo da amostra (MALTEZ, 

2007; SULIMAN et al., 2021).  

Neste contexto, diferentes configurações nos métodos de operação das 

técnicas microextração líquido-líquido (Liquid-Liquid Microextraction – LLME) têm 

surgido de acordo com a forma que a fase líquida extratora se encontra, que podem 

ser divididas em três grandes categorias: microextração em gota suspensa 

(SDME), microextração em fase liquida com fibra oca (HF-LPME) e microextração 

líquido-líquido dispersiva (DLLME) (PINTO e PREDOSO, 2015):  

A microextração de gota única (Single Drop Microextraction –SDME) 

apresenta configuração com um tubo capilar de sílica fundida de 100 µm de 

diâmetro com a extremidade recoberta por um filme fino de um polímero ou de um 

sólido adsorvente. Quanto maior a afinidade do analito pela fase extratora em 

relação à matriz, maior será a quantidade extraída. Essa extração pode ser de dois 

tipos: imersão direta (DI-SDME) e imersão indireta ou headspace (HS-SDME). Na 

DI-SDME a fibra é mergulhada diretamente na solução da amostra com analito não 

volátil, que é submetida à agitação (Figura 11). Caso o analito seja volátil a extração 

é indireta, pois a fibra não entra em contato direto com a solução. A amostra é 

aquecida e os componentes voláteis são extraídos para a fibra pelo processo de 

sorção. Contudo, a técnica apresenta baixos valores de recuperação (PINTO e 

PEDROSO., 2015). 
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Figura 11: Representação micro extração em gota suspensa: à esquerda 

imersão direta (DI-SDME) e à direta imersão indireta ou headspace (HS-SDME). 

Fonte: LIN et al., 2013 (Adaptado). 

A microextração em fase líquida com fibra oca (Hollow Fiber - Liquid 

Phase Microextraction – HF-LPME) baseia-se na extração de analitos através dos 

poros de uma membrana capilar, fibra oca, contendo um solvente orgânico de 

extração hidrofóbico estabilizado dentro dos poros. O interior da fibra é preenchido 

com uma fase aceptora (pode ser aquosa ou orgânica) que não entra em contato 

direto com a fase doadora permitindo aplicar agitação constante durante a extração 

(Figura 12). Após o término da extração, a fase aceptora é então analisada através 

de uma técnica selecionada (OLIVEIRA et al., 2008).   

 

Figura 12: Representação micro extração em fase líquida com fibra oca. 

Fonte: SANTOS, 2016 (Adaptado). 

A microextração líquido-líquido dispersiva (DLLME - Dispersive Liquid-

Liquid Microextraction), um método de separação e pré-concentração, é 

essencialmente uma forma miniaturizada de LLE que se baseia na partição dos 
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analitos utilizando pequenas quantidades de solventes dispersores e extratores os 

quais fazem parte de duas fases imiscíveis uma aquosa e a outra orgânica 

(SANTOS, 2016). Este método é baseado em um sistema de solvente de 

componente ternário no qual o solvente de extração e o solvente de dispersão são 

rapidamente injetados em uma matriz de amostra aquosa para formar uma solução 

emulsionada. Uma vez que o extratante é altamente disperso na fase aquosa, o 

equilíbrio de extração pode ser alcançado rapidamente em poucos segundos 

(Figura 13) (CHANG et al., 2012). 

 

Figura 13: Representação micro extração liquido líquido dispersiva DLLME 

Fonte: LIN et al., 2013 (Adaptado).  

 

2.5 Microextração Liquído-Liquído Dispersiva - DLLME 

A microextração dispersiva líquido-líquido – DLLME foi desenvolvida em 

2006 por Rezae e colaboradores para a determinação de traços de poluentes 

orgânicos e íons metálicos em amostras ambientais. É uma técnica de extração e 

pré-concentração de amostras que não necessita de um tempo longo para alcançar 

o estado de equilíbrio pois, gera um aumento da área de contato entre a amostra e 

o solvente extrator e com isso possui uma elevada eficiência e altos fatores de 

enriquecimento, atende aos requisitos de miniaturização, baixo custo e consumo 

de solventes orgânicos, rapidez e eficiência de extração e com alto potencial para 

aplicação direta em campo (CARNEIRO, 2014; XIAO-HUAN, 2009; ZGOLA et al., 

2011). 
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É baseado em um sistema de solvente de três componentes a amostra, o 

solvente dispersor e extrator, com extração líquido-líquido homogênea e extração 

de ponto de nuvem. Neste método, um solvente de alta ou baixa densidade (em 

comparação com a densidade da água), que é chamado de solvente de extração, 

é misturado com um solvente polar miscível em água (solvente dispersivo) em 

proporções adequadas e a mistura é então rapidamente injetado na amostra 

aquosa por meio de uma seringa, e um estado turvo, consistindo de gotículas finas 

do extratante dispersas na fase aquosa, é formado (CINELLI et al., 2013; 

FARAJZADEH, MOGADDAN e AGHDAN, 2013; SANTOS, 2016).  

A técnica se baseia no princípio da partição entre a fase doadora (amostra) 

e aceptora (solvente orgânico), onde a polaridade do analito é que determina sua 

solubilidade na fase aceptora. A extração do analito nesta técnica acontece em dois 

passos (SANTOS, 2016; REZAE et al., 2006):  

 

Figura 14: Esquema da injeção da mistura de solventes na amostra. 

Fonte: MARTINS et al., 2012. 

1. A injeção para uma amostra aquosa (até 10 ml) de uma quantidade 

relativamente pequena de um solvente de extração imiscível em água (10 - 50 µL) 

dissolvida em 0,5 - 02 ml de um solvente solúvel em água. O analito na amostra é 

extraído para o interior de gotículas do solvente de extração através da formação 
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de complexo (Figura 14), e então uma solução turva é formada. Ao aparecer este 

ponto nebuloso, as interações entre o analito e gotículas muito finas do solvente de 

extração são aumentadas e consequentemente o analito é transferido rapidamente 

para a fase de extração (SU e JEN, 2010).  

2. Após a extração, a separação das fases é realizada por centrifugação, 

as gotículas finas se unem e são separadas da fase aquosa (Figura 15)  

 

Figura 15: Esquema da injeção da mistura de solventes na amostra. 

Fonte: MARTINS et al., 2012 

A razão entre o volume de fase aceptora e de fase doadora é da ordem de 

microlitros e mililitros, respectivamente, o que permite a obtenção de altos valores 

de enriquecimento. Em sistemas de duas fases, a transferência dos analitos da fase 

aquosa para a fase orgânica pode ser descrita conforme a Equação 1: 

A (fase doadora)  A (fase aceptora)                     Equação. 1 

onde A representa o analito. Nesse caso, o coeficiente de partição do analito 

entre a fase orgânica e doadora Korg/d é dado pela Equação 2: 

        𝐾𝑜𝑟𝑔

𝑑

=  
𝐶𝑒𝑞,𝑜𝑟𝑔

𝐶𝑒𝑞 ,𝑑
                                 Equação. 2 
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com Ceq,org é a concentração de A na fase aceptora no equilíbrio e Ceq,d é a 

concentração de A na fase doadora no equilíbrio. 

Moreira (2012), descreve em seu trabalho o fator de enriquecimento e a 

recuperação que são parâmetros utilizados para demonstrar a eficiência da 

extração e podem ser calculados por meio das equações 3 e 4:  

𝐸𝐹 =  
𝐶𝑠𝑒𝑑

𝐶0
                                                   Equação. 3 

O fator de enriquecimento é definido como a razão entre concentração do 

analito na fase sedimentada (Csed) e a concentração inicial (C0) do analito na 

amostra. Já a recuperação (R) é definida como a quantidade do analito, em 

porcentagem, que é transferida para a fase aceptora ao final da extração e pode 

ser calculada pela equação 4, na qual Vsed e Vaq são os volumes da fase 

sedimentada e da amostra, respectivamente (MOREIRA et al., 2014). 

𝑅 =  
𝐶𝑠𝑒𝑑  𝑥 𝑉𝑠𝑒𝑑

𝐶0  𝑥 𝑉𝑎𝑞
 𝑥 100                                        Equação. 4 

 

2.5.1 Fatores que influenciam na recuperação do analito 

Além das características inerentes do analito (coeficientes de ionização e 

partição) e da razão das fases aceptora e doadora alguns outros parâmetros devem 

ser considerados para realizar o isolamento de amostra usando DLLME, tais como:  

pH da solução 

O pH da amostra é crucial para a eficiente extração. O ajuste do pH resulta 

em uma maior razão de distribuição e garante elevados fatores de enriquecimentos 

e valores de recuperação do analito de interesse. Ajustes no pH podem aumentar 

a eficiência da extração, uma vez que tanto o equilíbrio de dissociação quanto a 

solubilidade de ácidos e bases são diretamente afetados pelo pH da amostra. 

Assim sendo, é necessário um estudo com uma faixa ampla, para que os valores 
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otimizados possam ser adequados aos reagentes utilizados no processo e ao tipo 

de extração aplicada (OLIVEIRA et al., 2008).  

Agente complexante 

A escolha do agente complexante que é fundamental para a eficiência da 

extração, pois há aumento da seletividade do método e formação de uma 

determinada coloração responsável pela absorbância do complexo. A escolha do 

agente complexante irá variar de acordo com o analito a ser extraído (LEITE, 2016; 

SKOOG et al., 2006). 

Íons interferentes 

Outro ponto importante a ser analisado são os íons interferentes no processo 

de extração, para avaliar a seletividade do método e evitar falsos resultados com 

relação ao analito. Esses íons muitas vezes fazem parte da própria matriz da 

amostra, dessa forma, adição de concentrações conhecidas de diferentes íons são 

implementados na solução a fim de serem analisados seus efeitos (OLIVEIRA et 

al., 2008).  

Tempo de extração 

A eficiência da extração na LPME depende da transferência de massa do 

analito da fase aquosa para a orgânica e desta para a fase aceptora (no caso de 

sistemas em três fases). É um processo de equilíbrio e, portanto, a recuperação do 

analito aumenta com o tempo de extração até atingir uma situação de platô. Neste 

ponto, o equilíbrio é atingido e a distribuição do analito entre as fases permanece 

constante. O tempo necessário para atingir o equilíbrio pode ser reduzido 

aumentando a área superficial de contato da fibra com a amostra. Muitas vezes, o 

tempo necessário para que o equilíbrio seja atingido é excessivamente longo; 

nesses casos, a extração é feita em condições de não equilíbrio, controlando-se 

precisamente o tempo de extração (LEITE, 2016). 
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Temperatura 

Com o aumento da temperatura, os coeficientes de difusão aumentam em 

resposta à diminuição da viscosidade. Logo, o tempo requerido para alcançar o 

equilíbrio é diminuído. Por outro lado, os coeficientes de partição para a fase 

aceptora diminuem, reduzindo a quantidade de fármaco extraído no estado de 

equilíbrio. Portanto, a velocidade das extrações pode ser melhorada à custa da 

perda da detectabilidade do método (LEITE, 2016).  

 Agitação 

Normalmente, a agitação da amostra é aplicada para acelerar a cinética de 

extração, facilitando a difusão dos analitos através da interface fase doadora – 

solvente orgânico. Logo, diminui-se o tempo necessário para o sistema atingir o 

equilíbrio. Embora utilizada em diversos trabalhos, a agitação induzida por uma 

barra magnética pode provocar contaminação cruzada das amostras e a formação 

de bolhas de ar que tendem a aderir na superfície da fibra cilíndrica, acelerando a 

evaporação do solvente e introduzindo imprecisão nas medições (LEITE, 2016). 

Solvente orgânico 

Uma etapa fundamental na otimização da DLLME é a seleção do solvente 

orgânico. Martins (2012), aponta em seu trabalho que o principal parâmetro a ser 

definido para a otimização de um procedimento de extração por DLLME é o tipo de 

solvente extrator, que deve ser escolhido, parâmetros como: densidade maior que 

a água e permitir formação da fase sedimentada; capacidade de extração dos 

analitos e adequação à técnica analítica escolhida; ter baixa solubilidade em água, 

permitindo a separação adequada do extrato orgânico e ponto de fusão devem ser 

consideradas. Ainda, tanto o solvente extrator, quanto o solvente dispersor, devem 

ter pressão de vapor relativamente baixa e temperatura de ebulição relativamente 

alta, para evitar perdas significativas de solvente durante o processo de extração. 

O solvente de extração deve ser capaz de extrair analitos, ser solúvel no solvente 

dispersor, insolúvel em amostras aquosas e ter densidade superior à da água 

(MONTEVECCHI et al., 2017).   
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Com a apresentação desses parâmetros para o solvente extrator, bem como 

a perda de solvente por evaporação, podem ser evitados significativamente usando 

líquidos iônicos que têm sido usados com sucesso, uma vez que à sua distinta 

pressão de vapor detectável, ampla faixa de líquidos, alta capacidade de 

solvatação, alta estabilidade química e térmica mesmo em temperaturas elevadas, 

boa capacidade de extração para vários compostos e seletividade para compostos 

orgânicos e inorgânicos e, além também, de ser um solvente da química verde 

(BERTON et al., 2012; OJED e ROJAS, 2018).   

 

2.6 Líquido iônico 

O líquido iônico (LI), é um tipo de solvente que surgiu como uma alternativa 

mais ecológica aos solventes orgânicos convencionais devido à sua baixa 

volatilidade e inflamabilidade. À sua ampla condição de estar no estado líquido se 

deve a natureza deste solvente ser um “sal líquido”, ou seja, sais que derretem a 

temperaturas inferiores a 100°C. Apresentam características especiais por poder 

ser adaptados para extrair um determinado analito pela seleção adequada dos seus 

íons constituintes, introduzindo complexidade e diversidade à estrutura (Figura 15) 

(LLAVER et al., 2021; SHAMSHINA et al., 2018). 

São compostos formados por um cátion orgânico e um ânion inorgânico ou 

orgânico aqueles contendo cátions baseados no anel imidazólio ou piridínico e que 

podem ser aplicados a diferentes processos químicos, normalmente empregados 

em extração, reações de síntese, em catálise e em processos eletroquímicos 

(BERTOTI e FERREIRA, 2009).  

Cada vez mais os líquidos iônicos vêm sendo estudados a temperatura 

ambiente na tentativa de torna-los “solvente verde” pois reduz a quantidade de 

resíduos orgânicos e contribui na diminuição do impacto ambiental. Estes solventes 

podem ser “criados ou modulados” por diferentes combinações entre cátions e 

ânions para desempenhar o papel desejado no processo (OLIVEIRA, 2015). São 

classificados de acordo com o cátion que os compõem, sendo de 4 tipos principais: 

alquil-almônio, alquil-fosfônio, diaquil-imidazólio, N-alquil-piridíno, apresentados na 

Figura 16 respectivamente (SILVA, 2004).  
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Figura 16: Íons constituintes de Líquidos iônicos cátions à esquerda e ânions à 

direita. 

Fonte: SHAMSHINA et al., 2019. 

Esses líquidos, capazes de dissolver uma grande quantidade de solutos, 

sejam eles orgânicos ou inorgânicos, são intensamente investigados como fluidos 

para aplicações de engenharia, devido às suas propriedades entre as quais: 

pressão de vapor desprezível, alta estabilidade térmica e severas condições de 

oxidação ou redução, isto, junto com processos de produção mais simples e 

rápidos, dando inovações de processo. Propriedades que dependem da natureza 

dos ânions e cátions que compõem o LI e, portanto, são possíveis de ajustar à 

vontade (CORTÉS et al., 2010; SHAMSHINA et al., 2019). 

Atualmente, o alto preço comercial desses solventes afeta fortemente a 

análise de custo-benefício de uma modificação de processo baseada em LIs, 

porém, devido a sua grande estabilidade química e baixa volatilidade, eles dão a 

possibilidade de alta reciclabilidade (CORTÉS et al., 2010). 
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De acordo com Trujillo-Rodríguez et al., 2013, na técnica microextração 

líquido-líquido dispersiva utilizando líquidos iônicos IL-DLLME, existem 4 tipos 

básicos (Figura 17):   

● IL-DLLME convencional, descrita anteriormente;   

● IL-DLLME controlada por temperatura no auxílio da dispersão;   

● A IL-DLLME in situ, a qual usa um agente de permuta iônica para a 

separação das fases  

● E IL-DLLME assistida por vórtex, ultrassom ou por micro-ondas, a 

qual se vale da agitação mecânica para promover a dispersão do 

líquido iônico.  

Em geral, vários requisitos têm de ser cumpridos para realizar o isolamento 

de amostra usando DLLME. O solvente dispersante tem de ser totalmente solúvel, 

com a fase da água e a fase orgânica. O solvente de extração tem de ter o potencial 

para extrair analitos. Além disso, tem que ser solúvel no solvente de dispersão, 

enquanto a sua solubilidade na água tem de ser muito baixa. E por fim, a densidade 

do solvente de extração deve ser diferente grandemente da densidade da água, 

para permitir a separação de fases (MONTEVECCHI et al., 2017). 

 

Figura 17: Principais cátions de líquidos iônicos. 

Fonte: MINEA, 2020. 

Apesar da grande variedade de solventes orgânicos puros disponíveis no 

mercado, a seleção de solventes de extração e dispersores ficam limitadas e 

altamente dependente dos analitos devido aos critérios para selecionar o solvente 

ideal (CHANG et al., 2012). Além de que, o uso de um solvente dispersor como o 

terceiro componente geralmente diminui o coeficiente de partição dos analitos no 

solvente de extração. À vista disso, a extração na ausência de um solvente 

dispersor na microextração líquido-líquido tem ganhado destaque nas técnicas 
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analíticas. Um novo método como alternativa para substituição do solvente 

dispersante na técnica de microextração é o uso do vórtex e ultrassom (CINELLI et 

al., 2013; FARAJZADEH, MOGADDAN, AGHDAN, 2013).  

 

2.7 Microextração líquido-líquido assistida por ultrassom   

Regueiro et al., (2008), demonstrou o uso da radiação de ultrassom para 

auxiliar na dispersão do solvente de extração em amostras. Nessa técnica, 

chamada de microextração de emulsificação assistida por ultrassom (USAEME), a 

radiação ultrassônica contribui para a formação de bolhas microscópicas nos 

solventes utilizados. Ao entrarem em colapso, essas bolhas produzem pequenas 

ondas de choque e geram algumas cavidades bem adaptadas para promover a 

dissolução da fase extratora que fica com maior contato com a amostra.  Essas 

gotículas acelera a transferência de massa entre duas fases imiscíveis, reduz o 

tempo de equilíbrio, aumentando então a extração dos analitos de interesse (YANG 

et al., 2011). 

Na microextração líquido-líquido dispersiva, o solvente dispersor necessário 

pode ser substituído pelo ultrassom, conhecida pela sigla a USADLLME. Esta 

técnica ocorre em um espaço curto de tempo, o solvente extrator pode não atingir 

uma dispersão favorável para a transferência do analito e, se muito longa, pode 

ocorrer a volatilização do solvente extrator e consequentemente a degradação do 

analito devido à altas temperaturas. Essas desvantagens são corrigidas com a 

substituição do solvente extrator orgânico por um liquido estável, conhecido como 

Líquido Iônico (LI), que apresenta propriedades promissoras e vantajosas para o 

método. Juntamente com  a eficiência das ondas ultrassônica e a seletividade do 

LI, o método fica isento o uso de solvente, sendo a uma técnica mais 

ecologicamente correta. Esta configuração é conhecida pela sigla LI-USADLLME 

(DUARTE, 2016). 

Recentemente, também, tem sido destacada a eficácia na associação da 

radiação ultrassônica com a força mecânica do vórtex, uma técnica relativamente 

nova, com os primeiros trabalhos publicados em 2013, chamada de microextração 

líquido-líquido com dispersão assistida por agitação em vórtex e ultrassom 
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(USVADLLME - ultrasound vortex assisted dispersive liquid-liquid microextraction) 

na determinação de diferentes analitos em matrizes aquosas. Nesta configuração 

o uso da agitação em vórtex e a radiação ultrassônica intensificam o processo de 

dispersão do solvente extrator e contribuem para aumentar a superfície de contato 

entre a fase orgânica (solvente extrator) e a fase aquosa, o que favorece a partição 

dos compostos de interesse entre as duas fases imiscíveis. O Ultrassom fornece 

uma fase dispersa para a extração quantitativa do analito e vórtice evita a formação 

de um sistema bifásico (CINELLE, 2013; DUARTE, 2016; OJEDAS e ROJAS, 

2018). 

Além da dispersão por ultrassom e por vórtex, outro tipo de agitação pode 

ser efetivamente utilizado que é agitação manual. Este método é um procedimento 

rápido e conveniente para análises qualitativas e quantitativas. Pode ser feita para 

dispersão e extração, ou como uma etapa de pré-mistura antes da extração. 

Gotículas orgânicas finas são subsequentemente formadas na solução da amostra 

agitando manualmente o tubo de ensaio que contém a mistura da solução da 

amostra e solvente de extração. A grande área de superfície das gotículas de 

solvente orgânico aumenta a taxa de transferência de massa da amostra de água 

para o extrator e permite uma extração eficiente em um curto período. Vários 

relatórios indicaram que o uso de agitação manual na USAEME melhora a 

eficiência da extração e diminui o tempo de extração ultrassônica, o que minimiza 

a decomposição dos analitos (HUANG, 2014; LEONG, FUH e SILVA, 2019). 

 

3. JUSTIFICATIVA 

 

As etapas de extração e pré-concentração dos analitos são ainda uma 

grande dificuldade nos procedimentos analíticos devido ao fato dessas etapas 

serem lentas, apresentarem a possibilidade de contaminação e a perda das 

espécies de interesse durante o manuseio da amostra (CARASEK e SCHARF, 

2002). Nas etapas de extração pode-se utilizar a Extração Líquido-líquido. No 

entanto, a LLE caracteriza-se pela demora, requer grandes volumes de solventes 
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orgânicos, além de envolver várias etapas que estão associadas com as perdas de 

analito e ocorrência de contaminação (MARTINS et al., 2012). A leitura das 

amostras também é um passo crucial para a especiação de analitos. As técnicas 

existentes apresentam um limite de detecção relativamente alto e 

consideravelmente caros.  

O interesse em determinar mercúrio para estimar o seu real impacto no meio 

ambiente, principalmente para o sistema aquático, a vegetação e os seres 

humanos, levou a um grande progresso no desenvolvimento de técnicas de análise 

para este metal. Além disso, a alta toxicidade aliada ao baixo nível de mercúrio em 

algumas amostras, bem como a sua natureza volátil e associação com outros 

compostos, faz com que sejam necessárias técnicas bastante sensíveis e precisas 

para a sua determinação em diferentes matrizes (JIANG e OUYANG, 2015). Para 

a determinação de mercúrio, alguns critérios como a natureza da amostra e o nível 

de concentração de mercúrio esperado, devem ser consideradas para a escolha da 

metodologia analítica mais adequada a ser utilizada (STAUN, 2018). 

A importância de técnicas ultra limpas de amostragem, de manipulação e de 

análise de padrões e de calibração tem sido proposta, para que se obtenham 

resultados confiáveis nas determinações de metais a nível de traço. Diante disso, 

este trabalho se preocupará em desenvolver um novo método de quantificação de 

mercúrio, que usará como princípio a técnica analítica já conhecida, microextração 

dispersiva líquido-líquido (DLLME), que por sua vez, será aplicado em amostra de 

vacinas de difteria, tétano, coqueluche e hepatites A e B que utilizam timerosal 

como conservantes.   

Nesta técnica haverá substituição dos solventes extrator e dispersor, por 

liquido iônicos e força mecânica respectivamente, proporcionando ao método baixo 

impacto ambiental e ainda contribuir com uma nova forma de controle do teor de 

mercúrio presente nas vacinas. Visto que o mercúrio é alvo de muitos estudos por 

sua toxicidade. 

Será proposta para leitura de especiação do mercúrio o aparelho 

comumente encontrado nos laboratórios de química analítica o espectrofotômetro 

de absorção molecular UV-Vis, que apresenta rapidez, baixo custo e de fácil 
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manuseio em seu sistema, comparado a outros aparelhos usados na quantificação 

do mercúrio. Apesar de muitos procedimentos de microextração por solvente para 

determinação de mercúrio terem sido relatados, o número de procedimentos 

associados à detecção de UV-Vis também é limitado.  

Desse modo, com o emprego desse método é possível reduzir erros 

resultantes dos procedimentos analíticos com muitos estágios, diminuir impactos 

sobre o meio ambiente e riscos ao operador. A ausência do uso de solventes 

orgânicos é expressiva. Assim, o desenvolvimento deste método que emprega a 

microextração está de acordo com os princípios da Química Verde referentes a 

geração de resíduos e uso de reagentes com menor toxidade. 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1 Geral 

 

● Desenvolver um método analítico baseado na microextração líquido-líquido 

usando líquidos iônicos para a determinação de mercúrio em vacinas.  

  

 

4.2 Específicos:   

  

● Desenvolver metodologia para o pré-tratamento das amostras; 

● Usar técnicas de planejamento de experimentos e metodologias de 

superfície de resposta para otimização do método de pré-concentração; 

● Aplicar o método proposto na determinação de mercúrio. 
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5. MATÉRIAS E MÉTODOS 

 

 5.1 Instrumentação  

Uma balança analítica de precisão da marca Shimadzu®, modelo AY220 foi 

usada para os procedimentos de pesagem. Para pipetagem das soluções foram 

utilizados micropipetadores e pipetadores automáticos com capacidade variável de 

10 a 100 μL, 100 a 1000 μL e 1000 a 5000 μL (Rainin® Instrument, modelo 

CLASSICTM).  

Para a digestão das amostras de vacinas foi utilizado bomba de digestão 

ácida (Frascos de Teflon®/PROVECTO ANALÍTICA) e um forno digestor (DGT 100 

Plus) do laboratório da Universidade Estadual do sudoeste da Bahia - UESB. As 

amostras digeridas foram mantidas em um tubo falcon com capacidade de 20 ml.  

Para etapa de dispersão foi utilizado um aparelho ultrassônico da marca 

Elma®, modelo Elmasonic P. E na etapa de separação das fases, durante o 

procedimento de DLLME, usou uma centrífuga analítica (Hettich®, modelo Rotofix 

32 A) com capacidade para 32 tubos de 10 ml e velocidade máxima de rotação de 

4000 rpm.  

Para medida do pH foi utilizado um pHmetro digital (DEL-LAB, modelo DLA-

PH).  

A quantificação do analito foi realizada empregando um espectrofotômetro 

UV-Vis de duplo feixe (Shimadzu®, modelo UV-1800), equipado com duplo 

monocromador e duas microcubetas de quartzo gêmeas com 1,0 cm de caminho 

óptico e capacidade de 750 μL.  

5.2 Reagentes  

Todos os reagentes utilizados foram de grau analítico: peróxido de 

hidrogênio (Emsure®), ácido nítrico, etanol, liquido iônico (Sigma-Aldrich®), ditizona 

(Cromoline), solução padrão de mercúrio SpecSol®; Dinâmica®), fosfato de potássio 

(ISOFAR; Vetec) e fosfato de sódio (FMaia).   
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5.3 Preparo de Soluções 

Para o preparo de soluções foi utilizado água ultrapurificada obtida a partir 

de um sistema de purificação em aparelho Milli-Q®. As vidrarias usadas, e outros 

materiais, foram descontaminados por imersão em uma solução de HNO3 10% (v/v) 

(Sigma-Aldrich®) durante 24h e, posteriormente, lavados com água ultrapura. 

 

5.3.1 Soluções de referência 

As soluções de referência foram preparadas a partir da diluição de soluções 

padrão de 1000 mg.L-1 de Hg, Fe, Pb e Cu (FLUKA-TraceCERT®) em água 

ultrapurificada. 

 

5.3.2 Solução estoque de ditizona 

A Ditizona (Cromoline), utilizada como agente quelante para complexação 

do Hg, foi preparado com etanol absoluto (Sigma-Aldrich®), na concentração molar 

de 1,3 x 10-4 mol.L-1. 

 

5.3.3 Soluções-tampão 

As soluções-tampão, acetato de sódio pH 3-5, fosfato pH 6-7,5, glicina pH 8, 

Tris (tris-(hidroximetil) amino metano) pH 9 e bicarbonato pH 10-11, foram 

preparadas medindo a massa do reagente na concentração de 0,1 mol L-1. Após a 

dissolução em água ultrapura, o pH foi ajustado para o valor desejado com soluções 

de ácido clorídrico (HCl) 0,1 mol.L-1 e hidróxido de sódio (NaOH) 0,1 mol.L-1. Os 

volumes então foram completados em balões volumétricos com água ultrapura. 
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5.4 Amostragem 

As amostras de vacinas multidoses de Hepatite B, Caxumba + Difteria, 

Influenza, Febre Amarela foram cedidas pela secretária de saúde do município de 

Itambé/BA, após campanha vacinal de 2021 (Figura 18). As amostras cedidas 

corresponderam a frascos que ultrapassaram o prazo de validade após a sua 

abertura. Foram coletadas 42 amostras de vacinas, sendo 6 de hepatite, 16 de 

caxumba, 7 influenza, 7 difteria + coqueluche e 6 febre amarela. Os frascos foram 

esterilizados com álcool 70%, seco, separados, embalados e identificados, 

conforme nome de cada vacina em sacolas plásticas e mantidas sob refrigeração 

no congelador do Laboratório de Química Analítica da Universidade Federal da 

Bahia – UFBA, em Vitória da Conquista, até a digestão. 

  

 

Figura 18: Frascos de vacinas adquiridas da cidade de Itambé-Ba 

 

5.5 Tratamento das Amostras 

5.5.1 Digestão da amostra 

2 ml de cada uma das amostras de Hepatite B, Caxumba + Difteria, 

Influenza, Febre Amarela foram digeridas em bomba de digestão ácida Parr®, com 

adição de 2ml de ácido nítrico 65% (HNO3) e 2ml de peróxido de hidrogênio (H2O2) 

(BARCELOS, 2015). O frasco de digestão foi introduzido no micro-ondas de 
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digestão a 250% da potência, durante 10 minutos. Com a finalidade de liberar a 

composição mineral, uma vez que o mercúrio se apresenta ligado a um composto 

orgânico de cadeia etil. Após cada ciclo, os frascos de digestão foram deixados em 

repouso por aproximadamente 10 minutos para alcançar a temperatura ambiente. 

Após a mineralização, as amostras foram ajustadas para o pH 7,5 com a adição de 

uma solução de NaOH 25%, avolumadas para 5 ml e armazenadas até o momento 

da análise. 

 

5.5.2 Procedimento de pré-concentração 

A pré-concentração do mercúrio foi realizada em triplicatas, em tubo Falcon 

com capacidade de 10 ml, onde foi adicionado 2 ml de solução-tampão fosfato (0,1 

mol.L-1) pH 7,5, 1,5 ml de solução estoque de Hg, 1 µg.L-1, 275 μl de ditizona usado 

como reagente complexante (1,3.10-4 mol.L-1), 110 μl de Líquido iônico 

(Hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metilimidazólio ([C6MIM][PF6])) e avolumado até 5 

ml com água ultrapura. Com o tubo fechado, cada triplicata foi, simultaneamente, 

agitada manualmente durante 95 segundos, seguida de banho ultrassônico, com 

1.024 kWh, frequência de 100 hz e temperatura de 70°C, no tempo de 5 min. A 

etapa seguinte foi o banho de gelo durante 8 min com temperatura igual a 0°C. Em 

seguida, houve a centrifugação, que teve duração de 10 minutos a 4000 rpm, para 

a separação das fases. A fase aquosa foi retirada com o auxílio de uma pipeta 

Pasteur descartável e, por fim, à fase orgânica foi adicionado 250 μL de etanol. As 

leituras foram realizadas em um espectrofotômetro de absorção molecular UV-Vis, 

no comprimento de onda de 530 nm, com base no valor do pico da varredura do 

complexo Hg-Dtz. 

 

5.6 Planejamento Experimental 

Para o desenvolvimento e otimização do método analítico foram utilizadas 

duas metodologias: método univariado e método multivariado. A primeira, permite 

a análise de cada variável separadamente, ou seja, os experimentos são realizados 
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mantendo-se todos os fatores constantes, variando-se apenas um nível do fator até 

que o melhor resultado seja encontrado. Apesar de ter interpretação simples dos 

resultados obtidos, requer maiores ensaios analíticos e, consequentemente, um 

maior gasto de reagentes, além de não considerar as interações entre os pontos 

analisados. Na segunda, inclui os métodos de análise das relações de múltiplas 

variáveis dependentes e/ou múltiplas variáveis independentes. Neste método todas 

as variáveis são otimizadas simultaneamente. Nele, pode-se interpretar as 

dependências dos níveis e estabelecer ou não relações de causa/efeito entre estes 

dois grupos (BREITKREITZ, SOUZA E POPPI, 2014). 

 

5.6.1 Planejamento univariado 

No planejamento univariado foi avaliado o efeito do pH da solução-tampão 

no complexo Hg-Dtz, variando o pH na faixa de 3,0 a 11,0, o efeito da concentração 

e do volume do agente complexante de 1,3.10-4 mol.L-1 a 2,5.10-4 mol.L-1 e 300 a 

700 μL, respectivamente e volume de líquido iônico de 50 μL a 150 μL sobre a 

sensibilidade do método. As condições da força mecânica na dispersão em uma 

variação de tempo de 3 min à 8 min e temperatura 50ºC a 80ºC, além da etapa de 

turvação no banho de gelo no tempo de 3 min a 10 min, também foi avaliado. A 

escolha do reagente foi baseada na combinação do solvente extrator 

(Hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metilimidazólio [C6MIM][PF6]) com a fase de 

dispersão (ultrassom e agitação manual) que apresentaram melhor resposta para 

a determinação de 0,3 µg.L-1 de Hg. Considerou como parâmetros fixos, no 

procedimento de pré-concentração, pH 7,5, 275 μL de ditizona 0,001% (m/v), 

volume do solvente extrator de 110 μl, dispersão com T = 70°C, t = 5 min e turvação 

em 8 min, t = 0°C. 

 

5.6.2 Planejamento fatorial 

O planejamento fatorial completo de dois níveis é uma das ferramentas 

quimiométricas mais empregadas para otimização de processos e/ou produtos. A 
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quantidade de experimentos necessários para o desenvolvimento é determinada 

pela expressão, n = 2k, onde n é o número de experimentos e k o número de 

fatores. Essa expressão viabiliza todas as possíveis combinações envolvendo 

todos os fatores em dois níveis, codificados como: inferior (- 1) e superior (+ 1). O 

erro experimental é determinado pela repetição dos experimentos no ponto central, 

ou seja, valor codificado (0). Para a avaliação dos resultados encontrados, é gerado 

o Gráfico de Pareto, que exibe ou não a significância dos fatores principais e de 

suas interações, mediante apresentação dos valores dos efeitos padronizados de 

todas as variáveis e suas interações possíveis (CAPP e NIENOV, 2020). 

A matriz do planejamento foi montada para 3 (três) fatores: variação do pH, 

volume do complexante e volume do líquido iônico, totalizando 13 (treze) 

experimentos, e mais 3 (três) pontos centrais, conforme Tabela 2. 

Tabela 2: Matriz de planejamento fatorial de 2 níveis. 

Experimentos pH Complexante Líquido Iônico 

1 - - 0 

2 + - 0 

3 - + 0 

4 + + 0 

5 - 0 - 

6 + 0 - 

7 - 0 + 

8 + 0 + 

9 0 - - 

10 0 + - 

11 0 - + 

12 0 + + 

13 0 0 0 

 

Os valores utilizados para o nível inferior, superior e o ponto central de cada 

fator são representados na Tabela 3. Os níveis foram escolhidos após a análise do 

planejamento univariado. 
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Tabela 3. Fatores e níveis utilizados no planejamento fatorial 

  Níveis  

Fatores - 0 + 

pH 3 6 9 

Volume do 

Complexante (µl) 
100 200 300 

Volume de L.I. (µl) 50 100 150 

 

5.6.3 Matriz Box-Behnken 

Após a análise do planejamento fatorial, realizou-se uma etapa de 

otimização do método, com a finalidade de identificar os pontos críticos dos fatores 

significativos. A matriz de Box-Behnken, uma metodologia de resposta (MSR) 

amplamente utilizada na otimização de processos envolvendo fatores 

experimentais na química analítica, foi aplicado neste estudo. Apresentado por Box 

e Behnken em 1960, tem por objetivo, estabelecer as melhores condições em uma 

análise. Neste desenho (Tabela 3), a combinação entre planejamentos fatoriais 

fracionários de três níveis (+1, 0, -1) e três variáveis, gera um total de 13 

experimentos pela expressão: N = 2k (k -1) + PC, onde (N) é o número de 

experimentos e (k) é o número de fatores envolvidos e PC ponto central (GOMES, 

2013). O tratamento dos dados referentes ao planejamento fatorial e otimização da 

DLLME foi feito com o auxílio do programa Statistica®, versão 10.0 (Statsoft), e 

Excel Office 2019, da Microsoft®. 

 

5.7 FIGURAS DE MÉRITO 

 

Na validação de um método analítico, alguns parâmetros são utilizados para 

avaliar a adequabilidade de todo o método desenhado. Estes parâmetros envolvem 

linearidade, fator de enriquecimento, limite de detecção, limite de quantificação, 
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precisão, exatidão, robustez e interferentes, como parte do desenvolvimento do 

método. 

 

5.7.1 Linearidade e fator de enriquecimento 

 A linearidade é a capacidade de um método analítico obter respostas 

analíticas diretamente proporcionais à concentração de um analito em uma 

amostra, dentro de um intervalo especificado. Uma relação linear deve ser 

estabelecida para toda a faixa estabelecida para o método. Esse intervalo 

corresponde à faixa entre os limites de quantificação superior e inferior. É expressa 

pelo coeficiente de correlação (R2), obtido por dados estatísticos, no qual o critério 

mínimo aceitável do R2 deve ser igual a 0,99; e a equação da reta y = ax + b, onde 

(y) é a resposta medida em absorbância; (x) a concentração; (a) inclinação da curva 

de calibração; e (b) a interseção com o eixo y. Para o estabelecimento da 

linearidade, deve-se utilizar, no mínimo, 5 (cinco) concentrações diferentes em 

triplicata (PEREZ, 2010).  

A curva de calibração para o método proposto foi realizada nas 

concentrações de 0 a 0,25 µg.L-1 de Hg com intervalo de 0,05 µg.L-1. Com base na 

curva de linearidade, também foi realizado o cálculo do fator de enriquecimento 

(FE), Equação 5. Pela razão entre a inclinação da curva do sistema pré-

concentrado (αC), na faixa de concentração de 0 a 0,25 µg.L-1 de Hg, e a inclinação 

da curva do sistema sem pré-concentrar (αSC), leitura direta do tampão, padrão Hg 

na faixa de concentração de 0 a 25 µg.L-1 e complexante. 

 

      Equação. 5 

 

5.7.2 Limite de detecção e limite de quantificação 

O limite de detecção (LD) é a menor concentração que pode ser distinguida 

com um certo nível de confiança, porém, não necessariamente quantificado, sob as 

FE =  
αC

αSC
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condições experimentais estabelecidas. Toda técnica analítica tem um limite de 

detecção. A sensibilidade é, portanto, a inclinação da curva de calibração. Se a 

curva de calibração for linear, a sensibilidade será constante e independente da 

concentração. Se a curva de calibração não for linear, a sensibilidade variará com 

a concentração e não tem um valor único.  A equação 6 expressa a estimativa do 

limite de detecção em determinações por métodos instrumentais. Na relação de 

três vezes o ruído da linha de base (SKOOG et al., 2006, p. 200). 

 

      Equação. 6 

 

O limite de quantificação (LQ) se refere à menor quantidade da substância 

de interesse que pode ser quantificada pelo método, apresentando precisão e 

exatidão aceitáveis sob as condições experimentais estabelecidas. Os mesmos 

critérios de LD podem ser aplicados para o LQ, entretanto, na determinação do 

ruído da linha de base, considera-se como limite de quantificação aquela 

concentração que produza relação sinal-ruído superior a 10:1. O LQ pode ser 

expresso pela equação 7 (PEREZ, 2010). O desvio-padrão na determinação do LD 

e LQ foi calculado com 10 amostras do branco. 

 

       Equação. 7 

 

5.7.3 Precisão 

A precisão avalia a proximidade entre os resultados obtidos por meio de 

ensaios com amostras múltiplas de uma mesma amostra, preparadas conforme 

descrito no método analítico a ser validado. A dispersão dos resultados é 

demonstrada calculando-se o desvio padrão relativo (DPR) (Equação 8) da série 

de medições, conforme a equação 8, ou coeficiente de variação (CV%), conforme 

a Equação 9. Onde o valor máximo aceitável não ultrapassa 5% (ARAÚJO, 2019). 

LQ =  
10x (Desvio padrão)

Inclinação da reta
 

LD =  
3x (Desvio padrão)

Inclinação da reta
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Foram realizadas 15 medidas dos pontos de 0,1 µg.L-1 a 0,25 µg.L-1 de Hg num 

intervalo de 0,05 µg.L-1. 

       Equação 8 

 

5.7.4 Exatidão 

A exatidão de um método analítico deve ser obtida por meio do grau de 

concordância entre os resultados individuais do método em estudo em relação a 

um valor aceito como verdadeiro. É calculada como porcentagem de recuperação 

da quantidade conhecida do analito adicionado à amostra, ou como a diferença 

percentual entre as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de 

confiança (PEREZ, 2010) 

Neste estudo, o teste foi aplicado em amostras de vacinas (n = 42) obtidas 

no município de Itambé-Ba, onde foram adicionados 0,3 µg.L-1 de Hg. A 

recuperação foi calculada através da Equação 09. Onde (C1) é a concentração 

determinada na amostra adicionada; (C2) a concentração determinada na amostra 

não adicionada; e (C3) a concentração adicionada. 

       Equação. 9 

 

5.7.5 Robustez 

A robustez de um método analítico é a capacidade do método em 

permanecer inalterado na presença de variações pequenas propositais, dos 

parâmetros analíticos descritos (PEREZ, 2010). A matriz de planejamento fatorial 

de dois níveis para o teste de robustez pode ser visualizada na Tabela 4. 

 

 

DPR =  
desvio padrão

Média
x100 

R% =  
𝐶1 − 𝐶2

𝐶3
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Tabela 4: Matriz de planejamento fatorial de dois níveis para teste de 

Robustez. 

Experimentos pH Complexante Líquido Iônico 

1 -1 -1 -1 

2 1 -1 -1 

3 -1 1 -1 

4 1 1 -1 

5 -1 -1 1 

6 1 -1 1 

7 -1 1 1 

8 1 1 1 

9 0 0 0 

10 0 0 0 

11 0 0 0 

Os valores utilizados para os níveis superiores, inferiores e o ponto central 

de cada fator, para uma variação de 10 %, estão representados na Tabela 3. 

 

5.7.6 Interferentes 

Foi avaliado o comportamento da possível interferência de 3 (três) metais, 

Pb, Cu e Fe na determinação do Hg de 0,3 µg.L-1, pelo método de DLLME, após 

adição 0,3, 0,5 e 0,7 µg.L-1 de cada metal. A interferência (In) foi determinada pela 

razão entre a leitura do padrão de Hg com a adição do interferente (PA) contra a 

leitura do padrão (P) sem adição do interferente, expressa em porcentagem, 

conforme Equação 10. 

𝐼𝑛 =  
PA

P
x 100    Equação. 10 
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5.8 APLICAÇÃO 

 

Após a etapa de digestão, o método desenvolvido foi aplicado nas amostras 

de vacinas de Hepatite B, Influenza, Caxumba e Coqueluche. Para o procedimento 

foram adicionados 1,5 ml da amostra digerida, 2,0 ml de solução-tampão pH 7,5, 

275 μL de ditizona 0,001 (m/v)%, 110 μL de LI e avolumado até 5 ml com água Mili-

Q. Após fechar, o tubo foi agitado manualmente durante 90s. Em seguida, foi 

adicionado ao banho ultrassônico, durante 5 min, T = 70°C. A etapa seguinte foi o 

banho de gelo durante 8 min, T = 0°C. E por fim, a centrifugação, que teve duração 

de 10 minutos a 4000 rpm, para a separação das fases. A fase aquosa foi retirada 

com o auxílio de uma pipeta de Pasteur descartável. E, por fim, a fase orgânica foi 

adicionado 250 μL de etanol (Figura 19). Também foi realizado pré-concentração 

para o branco da amostra, após a etapa de mineralização. 

 

Figura 19: Pré-concentrado antes da leitura. À esquerda o branco, à direita 

amostra 

As leituras foram realizadas em um espectrofotômetro de absorção 

molecular UV-Vis, no comprimento de onda de 530 nm, com base no valor do pico 

da varredura do complexo Hg-Dtz. As digestões e leituras das amostras foram 
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realizadas em triplicata e os resultados foram apresentados em forma de média e 

desvio-padrão.  
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7. ARTIGO 

 

DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO ANALÍTICO BASEADO NA 
MICROEXTRAÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO PARA DETERMINAÇÃO DE MERCÚRIO 
EM VACINAS 

 

Caiene de Jesus Oliveira Rodriguesa, Anderson Santos Souza*a 

aUniversidade Federal da Bahia, campus Anísio Texeira, 45.029-094, Vitória da Conquista, Bahia, Brasil 

 

RESUMO 

 

Os métodos de miniaturização têm alcançado destaque nas configurações dos 
métodos analíticos, com o objetivo principal diminuir o uso de reagentes nocivos 
lançados ao meio ambiente, além também do menor tempo de extração. Neste 
trabalho foi desenvolvido um método baseado na microextração líquido-líquido 
dispersiva assistida por ultrassom (USDMLLE) para a determinação de mercúrio 
por espectrofotometria de absorção molecular UV-Vis. O procedimento baseia-se 
na utilização da mistura do Líquido Iônico, hexafluorofosfato de 1-hexil-3-
metilimidazólio [C6MIM][PF6], como solvente extrator, a ditizona como agente 
complexante e radiação ultrassônica como dispersor em uma solução aquosa 
contendo mercúrio. Após a turvação, a mistura é centrifugada para a separação 
das fases. Posteriormente, a fase enriquecida é recolhida e o teor de mercúrio é 
dosado por espectrofotometria de absorção molecular UV-Vis. O pH da solução-
tampão, a concentração do complexante, o volume do líquido iônico foram as 
variáveis otimizadas utilizando estratégia multivariada. Os limites de detecção e 
quantificação, calculados sob condições otimizadas foram, respectivamente 0,031 
µ.L-1 e 0,103 µ.L-1. O fator de enriquecimento obtido foi de 403 vezes. O 
procedimento foi aplicado à determinação de mercúrio em amostras de vacinas de 
difteria, tétano, coqueluche – DTP e hepatites A e B que utilizam timerosal como 
conservantes. O método proposto é simples, rápido, eficiente e não utiliza solventes 
orgânicos no processo de extração líquido-líquido.  

 

 

Palavra Chave: Mercúrio, USDMLLE, Líquido iônico. 
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DEVELOPMENT OF AN ANALYTICAL METHOD BASED ON LIQUID-LIQUID 
MICROEXTRACTION FOR DETERMINATION OF MERCURY IN VACCINES 

 

Caiene de Jesus Oliveira Rodriguesa, Anderson Santos Souza*a 

aUniversidade Federal da Bahia, campus Anísio Texeira, 45.029-094, Vitória da Conquista, Bahia, Brasil 

 

ABSTRACT 

 

Miniaturization methods have achieved prominence in the configurations of 
analytical methods, with the main objective of reducing the use of harmful reagents 
released into the environment, in addition to reducing extraction time. In this work, 
a method based on ultrasound-assisted dispersive liquid-liquid microextraction 
(USDMLLE) was developed for the determination of mercury by UV-Vis molecular 
absorption spectrophotometry. The procedure is based on the use of a mixture of 
the Ionic Liquid, 1-hexyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate [C6MIM][PF6], 
as an extracting solvent, dithizone as a complexing agent and ultrasonic radiation 
as a disperser in an aqueous solution containing mercury. After turbidity, the mixture 
is centrifuged to separate the phases. Subsequently, the enriched phase is collected 
and the mercury content is measured by UV-Vis molecular absorption 
spectrophotometry. The pH of the buffer solution, the concentration of the 
complexing agent, and the volume of the ionic liquid were the variables optimized 
using a multivariate strategy. The detection and quantification limits, calculated 
under optimized conditions, were 0,031 µ.L-1 and 0,103 µ.L-1, respectively. The 
enrichment factor obtained was 403 times. The procedure was applied to the 
determination of mercury in samples of diphtheria, tetanus, whooping cough – DTP 
and hepatitis A and B vaccines that use thimerosal as preservatives. The proposed 
method is simple, fast, efficient and does not use organic solvents in the liquid-liquid 
extraction process. 

 

 

Keyword: Mercury, USDMLLE, Ionic Liquid. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Apesar dos avanços no desenvolvimento da instrumentação em química 

analítica, a maioria das instrumentações ainda apresentam um custo elevado e 

limite de detecção e quantificação relativamente altos que, por sua vez, limita a 

determinação de analitos a nível de traço. Além de que, a maioria das técnicas 

instrumentais existentes não permitem análises de amostras em sua forma original, 

fazendo necessário o preparo de amostras (MENG e ANDERSON, 2012). Por sua 

vez, os procedimentos de preparo da amostra não são simples e podem incluir 

várias etapas: solubilização, extração, isolamento e/ou pré-concentração por meio 

de extração de compostos de interesse da matriz (PICÓ, 2012).  técnicas de 

extração e/ou pré-concentração permitem que a determinação dos componentes 

de interesse seja possível usando uma técnica analítica para qual o analito, 

anteriormente, estivesse numa concentração abaixo do limite de detecção da 

técnica.  Uma das técnicas mais utilizadas para extração e pré-concentração do 

analito é a Extração Líquido-Líquido – ELL, uma operação unitária que consiste na 

distribuição ou partição de um ou mais solutos entre duas fases líquidas nas quais 

é diferentemente solúvel. Apesar de sua eficiência na remoção de interferentes e 

na pré-concentração de analitos, o processo de extração líquido-líquido é 

responsável pela geração de grandes volumes de resíduos de solventes orgânicos, 

o que causa grandes impactos ambientais e também envolve repetições do 

processor que estão associadas com as perdas de analito e ocorrência de 

contaminação (LEITE, 2016). Para minimizar os efeitos de contaminação, perda do 

analito e até diminuir os impactos ambientais, o desenvolvimento de procedimentos 

miniaturizados tem sido proposto. Diante disso, este trabalho se preocupou em 

desenvolver um novo método de quantificação de mercúrio, que usou como 

princípio a técnica analítica, microextração dispersiva líquido-líquido (DLLME), que 

por sua vez, será aplicado em amostra de vacinas de difteria, tétano, coqueluche e 

hepatites A e B que utilizam timerosal como conservantes. Neste método houve 

substituição dos solventes orgânicos, extrator e dispersor, pelo líquido iônico e pela 

força mecânica associada a energia ultrassônica, respectivamente, proporcionando 

ao método baixo impacto ambiental e ainda contribuir com uma nova forma de 
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controle do teor de mercúrio presente nas vacinas. Visto que o mercúrio é alvo de 

muitos estudos por sua toxicidade (BISINOT et al., 2006). Para a análise do 

mercúrio foi usado o aparelho comumente encontrado nos laboratórios de química 

analítica o espectrofotômetro de absorção molecular, que apresenta rapidez, baixo 

custo e de fácil manuseio em seu sistema, comparado a outros aparelhos usados 

na quantificação do mercúrio. Apesar de muitos procedimentos de microextração 

por solvente para determinação de mercúrio terem sido relatados, o número de 

procedimentos associados à detecção de UV-Vis também é bastante limitado. 

Desse modo, com o emprego desse método é possível reduzir erros resultantes 

dos procedimentos analíticos com muitas etapas, diminuir impactos ao meio 

ambiente e riscos ao operador. 

 

2. EXPERIMENTAL 

 

2.1 Instrumentação 

Uma balança analítica de precisão da marca Shimadzu®, modelo AY220 foi 

usada em todos os procedimentos de pesagem. Para pipetagem das soluções 

foram utilizados micropipetadores e pipetadores automáticos com capacidade 

variável de 10 a 100 μL, 100 a 1000 μL e 1000 a 5000 μL (Rainin® Instrument, 

modelo CLASSICTM). Para a digestão das amostras de vacinas, foi utilizado bomba 

de digestão ácida (Frascos de Teflon®/PROVECTO ANALÍTICA) e um forno 

digestor (DGT 100 Plus) e mantidas em um tubo falcon com capacidade de 20 ml. 

Para etapa de dispersão foi utilizado um aparelho ultrassônico da marca Elma®, 

modelo Elmasonic P. Na etapa de separação das fases, durante o procedimento 

de DLLME, usou uma centrífuga analítica (Hettich®, modelo Rotofix 32 A) com 

capacidade para 32 tubos de 10 ml e velocidade máxima de rotação de 4000 rpm. 

Para medida do pH foi utilizado um pHmetro digital (DEL-LAB, modelo DLA-PH). 

As medidas foram feitas empregando um espectrofotômetro UV-Vis de duplo feixe 

(Shimadzu®, modelo UV-1800), equipado com duplo monocromador e duas 

microcubetas de quartzo gêmeas com 1,0 cm de caminho óptico e capacidade de 

750 μL.  
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2.2 Reagentes e Soluções 

Todos os reagentes utilizados foram de grau analítico: peróxido de 

hidrogênio (Emsure®), ácido nítrico, etanol, Liquido iônico (Sigma-Aldrich®), ditizona 

(Cromoline), solução padrão de mercúrio (SpecSol®; Dinâmica®), fosfato de 

potássio (ISOFAR; Vetec) e fosfato de sódio (FMaia). Para o preparo de soluções 

foi utilizado água ultrapura obtida a partir de um sistema de purificação em aparelho 

Milli-Q®. As vidrarias usadas, e outros materiais, foram descontaminados por 

imersão em uma solução de HNO3 10% (v/v) (Sigma-Aldrich®) durante 24h e, 

posteriormente, enxaguados com água ultrapura.  

As soluções de referência foram preparadas a partir da diluição de soluções 

certificadas de 1000 mg.L-1 de Hg, Fe, Pb e Cu (FLUKA-TraceCERT®) em água 

ultrapura. A Ditizona (Cromoline), utilizada como agente quelante para 

complexação do Hg, foi preparado com etanol absoluto (Sigma-Aldrich®), na 

concentração molar de 1,3 x 10-4 mol.L-1. As soluções-tampão, acetato de sódio pH 

3-5, fosfato pH 6 - 7,5, glicina pH 8, Tris (tris-(hidroximetil) amino metano) pH 9 e 

bicarbonato pH 10 - 11, foram preparadas medindo a massa do reagente na 

concentração de 0,1 mol L-1. Após a dissolução em água ultrapurificada, o pH foi 

ajustado ao valor desejado com soluções de ácido clorídrico (HCl) 0,1 mol L-1 e 

hidróxido de sódio (NaOH) 0,1 mol.L-1. Os volumes então foram completados em 

balões volumétricos com água ultrapura. 

 

2.3 Amostra 

As amostras de vacinas multidoses de Hepatite B, Caxumba + Difteria, 

Influenza, Febre Amarela foram cedidas pela secretária de saúde do município de 

Itambé/BA, após campanha vacinal de 2021. As amostras cedidas corresponderam 

a frascos que ultrapassaram o prazo de validade após a sua abertura. Foram 

coletadas 42 amostras de vacinas, sendo 6 de hepatite, 16 de caxumba, 7 

influenza, 7 difteria + coqueluche e 6 febre amarela. Os frascos foram esterilizados 

com álcool 70%, seco, separados, embalados e identificados, conforme nome de 

cada vacina em sacolas plásticas e mantidas sob refrigeração no congelador do 
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Laboratório de Química Analítica da Universidade Federal da Bahia – UFBA em 

Vitória da Conquista até a digestão.  

 

2.4 Tratamento da amostra 

Dois mililitros de cada uma das amostras de vacinas de Hepatite B, Caxumba 

+ Difteria, Influenza, Febre Amarela foram digeridas em bomba de digestão ácida 

Parr®, com adição de 2ml de ácido nítrico 65% (HNO3) e 2ml de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) (BARCELOS, 2015). O frasco de digestão foi introduzido no 

micro-ondas de digestão a 250% da potência, durante 10 minutos com a finalidade 

de libertar o analito da matriz da amostra, uma vez que o mercúrio se apresenta 

ligado a um composto orgânico, de cadeia etil. A cada ciclo, o frasco foi deixado em 

repouso por aproximadamente 10 minutos para alcançar a temperatura ambiente. 

Após a mineralização, as amostras foram ajustadas para o pH 7,5 com a adição 

NaOH 25%, avolumadas para 5 ml e armazenadas até o momento da análise. 

 

2.5 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Para o desenvolvimento e otimização do método analítico foram utilizadas 

duas metodologias: método univariado e o método multivariado. Na primeira, uma 

variável é otimizada por vez enquanto que as demais são mantidas constantes. 

Possui a vantagem de se ter uma interpretação mais simples dos resultados, no 

entanto requer um maior gasto de reagentes, maiores ensaios analíticos, demanda 

de tempo, e não considera as interações entre os pontos analisados. Na segunda, 

todas as variáveis são otimizadas simultaneamente.  Os métodos multivariados de 

otimização são mais rápidos, econômicos e efetivos apesar de possuírem uma 

interpretação mais complexa (JESUS, 2009; SANTOS et al., 2003).  
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2.5.1 Planejamento univariado 

O planejamento univariado foi utilizado para realizar a escolha do solvente 

extrator (líquido iônico ou álcool graxo), do mecanismo de dispersão do solvente 

extrator, do reagente complexante e do tempo de banho de gelo. A escolha do 

solvente extrator foi realizada avaliando a eficiência de dois líquidos iônicos e de 

dois alcoóis graxos observando qual apresentava melhor resposta analítica e 

facilidade operacional para o sistema. Os líquidos iônicos utilizados no estudo 

foram os hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazólio - [C4MIM][PF6]  e o 

hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metilimidazólio - [C6MIM][PF6] e os alcoóis graxos 

foram undecanol e octanol. Como elemento dispersor, foram avaliados a força 

mecânica do ultrassom, a força mecânica do vórtex e a agitação manual. A 

substituição do uso de um solvente extrator pela força mecânica teve o objetivo de 

diminuir o uso de solventes tóxicos no método 

Considerou como parâmetros fixos, no procedimento de pré-concentração, 

pH 7,5, 275 μL de ditizona 0,001% (m/v), volume do solvente extrator de 110 μL, 

dispersão em banho ultrassônico com T = 70°C durante 5 min e turvação em banho 

de gelo durante 8 min, T = 0°C. 

 

2.6 Planejamento Multivariado 

2.6.1 Planejamento fatorial de dois níveis 

Foi realizado planejamento fatorial completo de dois níveis para três fatores. 

As variáveis escolhidas foram pH, volume do agente complexante, volume do 

líquido iônico. Triplicata do ponto central foi obtido para cálculo do erro 

experimental. O tratamento dos dados foi realizado através do programa Statistica®, 

versão 10.0 (Statsoft), e Excel Office 2013, da Microsoft®. 

2.6.2 Otimização 

Após a etapa do planejamento fatorial foi realizado a otimização, usando a 

matriz Box-Behnken para três variáveis para determinar os valores críticos das 
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variáveis. O tratamento dos dados foi realizado através do programa Statistica®, 

versão 10.0 (Statsoft), e Excel Office 2013, da Microsoft®. 

 

2.7 Procedimento de pré-concentração 

A pré-concentração foi realizada em triplicatas, em tubo Falcon com 

capacidade de 10 ml, onde foi adicionado 2 ml de solução-tampão fosfato (0,1 

mol.L-1) pH 7,5; 1,5 ml de solução estoque de Hg (1 µg.L-1); 275 ml de ditizona 

usado como reagente complexante (1,3.10-4 mol.L-1); 110 ele de Líquido iônico 

(Hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metilimidazólio [C6MIM][PF6]) e avolumado até 5 ml 

com água ultrapura. Com o tubo fechado, cada triplicata foi, simultaneamente, 

agitada manualmente durante 95 segundos, seguida de banho ultrassônico, com 

potência de 85%, 1.024 kWh e temperatura de 70°C, no tempo de 5 min. A etapa 

seguinte foi o banho de gelo durante 8 min com temperatura igual a 0°C. Para a 

separação das fases, houve a centrifugação, que teve duração de 10 minutos a 

4000 rpm. Em seguida, a fase aquosa foi retirada com o auxílio de uma pipeta 

Pasteur descartável e, por fim, à fase orgânica foi adicionado 250 μL de etanol. O 

pH da solução-tampão, a concentração do complexante, o volume do líquido iônico, 

variou de acordo com o nível utilizado no planejamento experimental, otimização e 

teste de robustez. A combinação do tempo e temperatura para os banhos de gelo 

e ultrassônico, da agitação manual, tempo e rpm da centrifuga, que apresentaram 

melhor resposta a DLLME, foram escolhidos para o método.  

As leituras foram realizadas em um espectrofotômetro de absorção 

molecular UV-Vis, no comprimento de onda de 530 nm, com base no valor do pico 

da varredura do complexo Dtz-Hg. Os dados foram analisados em triplicatas e 

apresentados em forma de média e desvio-padrão. 
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2.8 Validação do método 

Para a validação do método desenvolvido, parâmetros que envolvem 

linearidade, fator de enriquecimento, limite de detecção, limite de quantificação, 

precisão, exatidão, robustez e interferentes, foram utilizados. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Seleção do solvente extrator 

Fatores que interferem na recuperação do analito foram avaliados como 

parâmetros na eficiência da extração. Neste novo método, foi proposta a 

substituição de solventes orgânicos, extrator e dispersor, por liquido iônico e força 

mecânica, respectivamente. O solvente extrator, por exemplo, quando associado 

com a dispersão forma gotas finas, com a transferência de massa do analito da 

fase aquosa para as gotas, momento em que ocorre a extração (FERREIRA, 2016).  

Desta forma, foi realizada a escolha do líquido iônico, um reagente baseado 

nos princípios da química verde, ambientalmente mais limpo e seletivo (BERTOTI 

e FERREIRA, 2009). O conceito de química verde, é conhecido como química 

sustentável, que busca desenvolver tecnologias limpas e processos que gerem 

menor poluição. Pesando nisso, escolher o líquido iônico para este método, se deve 

às suas diversas propriedades atrativas, como: baixa pressão de vapor, 

estabilidade térmica e química, baixa inflamabilidade, alta condutividade iônica, 

capacidade de atuarem como catalisadores, densidade maior que a água e 

solventes orgânicos, baixa solubilidade em água e de poderem serem reciclados e 

reutilizados (VASCONCELOS e PIZZUTI, 2012).  

Destas propriedades citadas acima a que são mais importantes para os 

processos de extração líquido-líquido são a volatilidade, densidade, solubilidade. 

Dentre os LI mais usados em DLLME destacam-se os que possuem o cátion 

dialquilimidazólio. Por essa razão, para este trabalho foram escolhidos os líquidos 

iônicos Hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazólio [C4MIM][PF6] e 



64 
 

Hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metilimidazólio [C6MIM][PF6]. Estes líquidos iônicos, 

são imiscíveis em amostras aquosas, apresentam em sua estrutura um ânion 

inorgânico (PF6) e um cátion orgânico (íons dialquilimidazólio) que, de acordo com 

o trabalho realizado por Flinger et al., (2014), este cátion, que é derivado do anel 

piridino e imidazólio, apresenta uma grande influência sobre a extração de 

mercúrio, resultando na alta capacidade de seletividade deste metal (ALMEIDA, 

2019; VASCONCELOS e PIZZUTI, 2012).  

Durante os experimentos observou-se que o líquido [C4MIM][PF6], que é o 

menos viscoso e mais solúvel dos líquidos estudados, em água por causa da menor 

cadeia carbônica, não formou a gota enriquecida com o metal após a centrifugação. 

Aparentemente, o LI diluiu na fase aquosa, desta forma não realizada a leitura, já 

que, a gota é a fase de interesse para a leitura no espectrofotômetro. O 

[C6MIM][PF6] foi o reagente que apresentou melhor eficiência de extração. A 

principal razão é a maior solubilidade do [C4MIM][PF6] em água do que a do 

[C6MIM][PF6] (1,88 e 0,75 g/100 ml, respectivamente) e também sua menor 

densidade (450 e 586 cP a 25 °C, respectivamente) (HUDDLESTON et al, 2001; 

LIU et al., 2003).  

A fim de avaliar a eficiência de extração do LI, foi feito testes comparativos 

usando álcoois graxos como o octanol e o undecanol, comumente usados em 

técnicas de microextração. Ao analisar os dados da figura 1, podemos observar que 

o undecanol teve melhor pico de absorção, contudo, não foi usado este álcool 

graxo, visto que, a metodologia proposta tem como objetivo a substituição de 

solventes orgânicos, por solventes de menor toxicidade, buscando seguir um dos 

princípio da Química Verde.  
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Figura 1: Resultado da análise eficiência de extração do liquido iônico com 

álcoois graxos. 

 

3.2 Avaliação do sistema de dispersor  

Nesta técnica o solvente dispersor foi substituído por força mecânica. Para 

isso, foi avaliado o comportamento do banho Maria, agitação manual, vórtex, 

ultrassom, agitação manual associada ao vórtex e agitação manual associada ao 

ultrassom (Figura 2). De acordo com Duarte et al., (2016), o uso de força mecânica 

como a agitação em vórtex e a radiação ultrassônica contribuem para o aumento 

da superfície de contato entre o solvente extrator e a fase aquosa, porque o 

processo de dispersão é intensificado. O resultado disso é a partição dos 

compostos de interesse entre as duas fases imiscíveis. Ocorre o aumento da 

eficiência da extração, que está diretamente relacionada com o tamanho das 

gotículas de solvente dispersas, pois, quanto menor for o tamanho das gotículas, 

maior a área interfacial entre a água e o solvente extrator e maior a eficiência de 

extração.  
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Figura 2: Comparação de força mecânica para dispersão. 

A avaliação do banho Maria e agitação manual isolada foram os tipos de 

dispersão que teve a menor resposta analítica, contudo, apresentou precisão em 

torno dos dados obtidos, com desvio padrão de 0,0098 e 0,01, respectivamente.  

A dispersão por vórtex ocorre através da agitação e homogeneização de 

substância, quando um movimento circular cria um vórtice no líquido contido em 

tubos pequenos. A depender da velocidade de rotação, o redemoinho de fluidos 

imiscíveis, eventualmente, leva à quebra de uma das duas fases em minúsculas 

gotículas (SOUSA et al., 2013). Apesar da eficiencia na agitação por vótex  

relatada, por exemplo na avaliação no trabalho de Fernades et al., (2015), o uso do 

vórtex, como força de dispersão, apresentou resposta analítica baixa neste 

trabalho, quando comparadas com as demais. Ao final da dispersão com o vórtex, 

gotas do LI estavam dispersas na parede do tubo, fato que pode ser justificado para 

a menor resposta analítica, visto que a eficiência da extração é diretamente 

proporcional a superfície de contato entre os dois líquidos. Contudo, ao associar a 

dispersão com à agitação manual houve um aumento significativo do sinal analítico, 

como pode ser observado na figura 4.  

No trabalho de Duarte et al., (2016), o vórtex potencializou a dispersão 

quando usado como pré-agitação para a etapa seguinte, o ultrassom. No entanto, 

em nosso método, a agitação manual como pré-agitação, seguido do ultrassom 
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apresentou melhor sinal analítico. Após a agitação manual foi possível observar a 

formação de pequenas gotas pequenas dispersas pela solução. Essas gotas, 

quando foram submetidas as ondas ultrassônicas, eclodiam pela solução aquosa e 

se dividiam em outras super finas também dispersas na solução (Figura 3). Visto 

que, o principal efeito do ultrassom é a fragmentação do solvente, o que, 

consequentemente, aumenta a superfície de contato entre os dois líquidos. Desta 

forma, ao combinar os benefícios da microextração com a agitação manual 

associada ao uso ondas ultrassônicas foi possível desenvolver uma técnica 

eficiente de pré-concentração para o mercúrio, este sendo o fator utilizado 

(FERREIRA, 2016).  

 

 

Figura 3: Ilustração da dispersão da gota assistida por ultrassom 

Fonte: Ferreira, 2016 (Adaptado) 

Foi avaliada também a influência da temperatura da água no banho 

ultrassônico, na extração do mercúrio. Analisando o gráfico da figura 4, é possível 

observar que a absorbância aumenta à medida que a temperatura sobe de 55°C a 

70°C, atingindo um pico em 70°C. após esse ponto, há uma queda na absorbância, 

com valores mais baixos para as temperaturas de 75°C e 80°C. Esses resultados 

sugerem que a eficiência da extração e pré-concentração do complexo de mercúrio 

é maior em 70°C. Acima dessa temperatura a eficiência diminui, possivelmente 

devido a degradação do complexo de mercúrio. Desta forma, a temperatura de 

70°C foi a escolhida para o desenvolvimento do método. 
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Figura 4: Analise da temperatura na absorvância. 

3.3 Avaliação do reagente complexante 

A escolha do agente complexante é fundamental para a eficiência da 

extração, visto que, os agentes complexantes que são transportadores de íons 

metálicos, dependem da variação da concentração hidrogeniônica do meio 

reacional. Assim, o controle de pH é um fator importante durante o trabalho analítico 

(ANDRADE, 2017). Desta forma, foi avaliado o comportamento dos reagentes 

complexantes 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN), 4-(2-piridilazo)-resorcinol (PAR), 1-(2-

tiazolilazo)-2-naftol (TAN) e 4-(2- tiazolilazo)-resorcinol (TAR), comumente usados 

em extração de íons metálicos, em meio tamponante nas faixas de pH entre 6 a 9, 

por ser provável para complexação do Hg2+ (Figura 6) (GONDIM, 2015).  
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Figura 6: Influencia do pH no meio reacional. 

a) complexante PAN. b) complexante PAR. c) complexante TAN. d) 

complexante TAR 

Como mencionado, o pH da fase aquosa é um fator que influenciam 

diretamente na sensibilidade e formação do complexo. O complexo formado pode 

ser observado, também, por meio de uma mudança de coloração responsável na 

absorbância. A cor do complexo depende basicamente da natureza do íon 

metálico, do número de elétrons nos orbitais d, da disposição espacial dos ligantes 

em torno do íon metálico (por exemplo, os isômeros geométricos podem apresentar 

colorações diferentes) e da natureza dos ligantes (GODIN, 2016; SKOOG et al., 

2006). Em nosso estudo os complexos TAN E TAR variou a coloração nas 

diferentes faixas de pH, apresentados na figura 6, o que indica a complexação de 

metais. 

 Os valores dos pHs obtidos na análise de capacidade tamponante estão 

apresentados na tabela 1. A solução tampão Tris, pH = 8, foi a faixa escolhida para 

o seguimento do estudo, este sendo o tampão que aparentou menor variação. 
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Tabela 1: Valores de pH obtidos para a análise da capacidade tamponante 

de diferentes tampões 

 Fosfato monopotássio 

(6,0) 

Tris 

(8,0) 

Tetraborato de sódio 

(9,0) 

PAN 7,15 8,03 10,32 

PAR 7,26 8,07 10,43 

TAN 7,16 8,01 10,37 

TAR 7,20 8,10 10,30 

 

Foi avaliado também o comportamento da solubilidade em água dos 

complexantes. A figura 7 mostra que os complexantes que apresentaram melhor 

solubilidade, nos tampões usados, foram o PAR e o TAR. Um fator que pode ter 

levado em consideração para a precipitação dos complexantes PAN e TAN, é que 

são complexantes que apresentam baixa solubilidade em água e boa solubilidade 

em solventes orgânicos (RUY, 2007). 

 

 

 Figura 7: Analise de solubilidade em água das soluções tampão 

Deste modo, a fim de minimizar o uso de solventes orgânicos, foi estudada 

as proporções de 20/80, 40/60, 60/40, 80/20 álcool/água. A figura 8, apresenta a 
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solubilidade nas proporções estudas, nela é possível observar que a melhor 

proporção foi 80/20 álcool/água, que já era esperado, por ser tratar do álcool ser 

um solvente orgânico em maior quantidade adicionada.  

 

Figura 8: Solubilidade de complexantes em diferentes proporções de 

álcool/água. a) complexante PAN. b) complexante PAR. c) complexante TAN. d) 

complexante TAR. 

Assim, a partir dos resultados, o PAN foi o complexante escolhido para a 

continuidade do estudo. De acordo com Andrade, (2017), o PAN forma complexos 

estáveis com íons metálicos e apresenta um valor de coeficiente de absortividade 

relativamente alto aumentando a sensibilidade analítica, mesmo na complexação a 

nível de traços. Apesar das excelentes referências do PAN, os sinais analíticos 

apresentados na etapa de otimização foram insuficientes, com muitos ruídos e 

instáveis.  

Para melhorar a resposta analítica, foi analisado outro complexante, a 

difeniltiocarbazona, conhecida como ditizona, um sólido escuro e agente de ligação 

a qual, tem sido amplamente utilizado para determinação espectrofotométrica de 

Hg2+ em amostras biológicas e industriais (SILVA, 2022).  

O seu preparo foi baseado no procedimento descrito no manual de método 

de Análise de Solo da Embrapa, (2017). Quando a ditizona é dissolvida em 

tetracloreto de carbono ou clorofórmio, por exemplo, apresenta coloração verde 

escuro. Enquanto, a dissolução ocorre em solventes polares são amarelados, o que 
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é comprovado por nosso estudo, que predominou a cor amarelada, na solubilização 

com álcool (Figura 9). O álcool foi escolhido, por gerar menos resíduos que causa 

impactos ambientais. Visto que, a proposta deste trabalho é ser livre do uso de 

solventes orgânicos.  

 

Figura 9: Ditizona diluída em álcool. 

De acordo com Barbosa (2001), a ditizona demostrou ser sensível na 

extração por solvente de íons metálicos, principalmente os metais de transição, na 

concentração a nível de traços, fato apresentado no trabalho de Curry e Menon que 

conseguiram determinar traços de mercúrio, na ordem de 0,2 microgramas 

(MAZZILLI et al., 2011). Apesar disso, não é um reagente específico e nem seletivo, 

mas com o controle do pH é possível conseguir uma sensibilidade considerável. 

Assim, foi realizado o teste de pH nas faixas entre 4 a 11. No gráfico da figura 10 é 

possível observar que o melhor pico de absorção foi para o sistema com pH = 7. 

Desta forma, este foi a condição usada. 
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Figura 10: Analise do pH para a ditizona. 

Foi feita uma curva analítica para comparação do complexante PAR e 

ditizona. É possível observar a linearidade quando usado a ditizona, como pode ser 

observado nos gráficos de comparação da figura 11. Este por sua vez, foi o 

complexante utilizado no desenvolvimento desta técnica. 

 

 

Figura 11: À esquerda curva do complexo Dtz-Hg. À direita curva do complexo 

PAR-Hg. 
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Figura 12: Forma tautomérica ceto-enólica da ditizona 

Fonte: BARBOSA, 2001. 

O pico de absorção do complexo ditizona mercúrio (Dtz-Hg), do branco e 

apenas da ditizona foram determinados (Figura 13). As leituras foram realizadas no 

espectrofotômetro UV-Vis e obteve valor de 530 nm, do pico máximo na varredura 

do complexo Hg-Dtz. O branco por sua vez, não apresentou pico de absorção e o 

complexante, obteve dois picos de absorção, um em 600 nm e outro ~ 440 nm, o 

que confirma a literatura, que as duas absorções máximas e mínimas da ditizona, 

é 605 nm e 440 nm respectivamente. Isso ocorre devido as formas da ditizona no 

equilíbrio tautomérico (Figura 12), o comprimento máximo referente à cetônica e o 

mínimo a enólica (BARBOSA, 2001). Desta forma, o comprimento de absorção para 

o complexo ditizona-mercúrio 530 nm foi usado para as demais etapas. 

 

Figura 13: Varredura para identificação do pico de absorção do complexo 

ditizona (Dtz-Hg), do branco e da ditizona. 
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De acordo com Barbosa (2001), soluções de ditizona decompõe-se 

rapidamente quando exposta a luz intensa e estão sujeitas a oxidação do ar, pelos 

produtos da fotodecomposição de solventes orgânicos. Assim foi realizado o ensaio 

com 3 concentrações do mercúrio, no tempo de 0 à 60 min, na análise do tempo de 

duração do complexo Dtz-Hg, expresso no gráfico da figura 14. 

 

Figura 14: Estudo do tempo de complexação da ditizona.  

Observa-se no gráfico da figura 14 que no tempo zero (0 min) todas as 

concentrações começam com uma absorbância relativamente baixa, com a 

concentração de 0,6 apresentando a maior absorbância inicial. À medida que o 

tempo aumenta, a absorbância em cada concentração também aumenta, atingindo 

um pico por volta de 20 minutos, independentemente da concentração. A 

absorbância tende a estabilizar ou diminuir ligeiramente após 30 minutos, o que 

pode indicar que a complexação alcança um estado de equilíbrio ou que há uma 

degradação do complexo formado ao longo do tempo. Esses resultados sugerem 

que a complexação da ditizona é influenciada tanto pela concentração do analito, 

quanto pelo tempo, com uma eficiência maior em concentrações mais baixas e com 

um equilíbrio sendo atingido em cerca de 20 a 30 minutos. 

Foi avaliada à eficiência de extração do complexo em concentração alta e 

baixa, os resultados estão apresentados no gráfico da figura 15. 
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Figura 15: Analise da concentração de ditizona. 

 

Em todas as proporções analisadas, a concentração baixa (barra vermelha) 

resulta em uma absorbância significativamente maior que a alta concentração 

(barra azul). Isso pode indicar que a ditizona é mais eficaz na complexação quando 

em concentrações mais baixas, talvez devido à maior disponibilidade de sítios de 

complexação ou à natureza do equilíbrio químico. Conforme a proporção do metal 

aumenta de 0,3 para 0,6, tanto para a concentração alta quanto baixa, há um 

aumento na absorbância, sendo mais pronunciado nas concentrações baixas. 

 

3.2 Planejamento multivariado 

O procedimento de otimização foi realizado em duas etapas. Primeiro, foi 

utilizado um planejamento fatorial de dois níveis envolvendo três variáveis: pH, 

concentração do complexante, volume do solvente extrator (líquido iônico), com o 

objetivo de conhecer quais destas variáveis mais influenciam o método de 

separação. Depois, foi aplicado uma matriz Box-Behnken com o objetivo de 

conhecer os pontos críticos das variáveis selecionadas no planejamento fatorial. A 

tabela 2 apresenta a matriz de planejamento fatorial 23 com três pontos centrais e 

a resposta analítica. A significância dos efeitos foi avaliada por meio da Análise de 
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Variância (ANOVA) e representada graficamente no gráfico de Pareto, com uma 

confiabilidade de 95%. 

Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial de dois níveis com valores reais e 

codificados. 

Experimentos pH 
Complexante 

(m/v%) 

Líquido iônico 

(µL) 

Resposta 

(Absorvância) 

1 - (3) - (0,5 x 10-5) 0 (100) 0,631 

2 + (9) - (0,5 x 10-5) 0 (100) 0,765 

3 - (3) + (1,5 x 10-5) 0 (100) 1,638 

4 + (9) + (1,5 x 10-5) 0 (100) 1,786 

5 - (3) 0 (1,0 x 10-5) - (50) 1,352 

6 + (9) 0 (1,0 x 10-5) - (50) 0,908 

7 - (3) 0 (1,0 x 10-5) + (150) 1,213 

8 + (9) 0 (1,0 x 10-5) + (150) 1,722 

9 0 (6) - (0,5 x 10-5) - (50) 0,469 

10 0 (6) + (1,5 x 10-5) - (50) 1,370 

11 0 (6) - (0,5 x 10-5) + (150) 0,570 

12 0 (6) + (1,5 x 10-5) + (150) 1,325 

13 0 (6) 0 (1,0 x 10-5) 0 (100) 1,345 

14 0 (6) 0 (1,0 x 10-5) 0 (100) 1,349 

15 0 (6) 0 (1,0 x 10-5) 0 (100) 1,302 

 

Os resultados do planejamento fatorial são apresentados no gráfico de 

Pareto, na figura 16, indicam que pH, concentração do complexante, volume do 

solvente extrator (LI) são variáveis significativas, exigindo investigações mais 

aprofundadas sobre suas influências individuais, bem como sobre as interações 

entre o complexante e o LI. No gráfico de Pareto o comprimento da barra será 

proporcional a influência da variável no sinal analítico, já o sinal positivo ou negativo 

indica se aquela variável tende para o nível inferior ou superior do planejamento. É 

possível observar ainda que há uma linha de referência no gráfico, onde se observa 

que quando a barra excede esta linha a variável em questão é significativa (p > 

0,05) (JESUS, 2009; SANTOS et al., 2003; SOUZA et al., 2017). 



78 
 

 

Figura 16: Gráfico de Pareto. 

Neste gráfico é possível observar que o fator de maior influência no sistema 

é a concentração do complexante, seguido pelo líquido iônico, que foi o extrator do 

método. A interação entre o complexante e o líquido iônico foi a terceira variável 

que teve influência no método, seguido do fator pH. A interação entre o pH e o 

líquido iônico, pH e concentração do complexante, não tiveram influência no 

sistema. 

Após a realização do planejamento fatorial de dois níveis, foi realizado um 

planejamento Box-Behnken para identificar os pontos críticos das variáveis 

estudadas. Os valores codificados e reais estabelecidos no projeto Box-Behnken 

são apresentados na Tabela 3. 

Tabela 3. Matriz do planejamento Box-Behnken com valores codificados. 

Experimentos pH [ ] Comp. L.I. Resposta 

1 - - 0 0.689 

2 + - 0 0.65 

3 - + 0 1.518 

4 + + 0 1.493 

5 - 0 - 1.316 

6 + 0 - 1.01 

7 - 0 + 1.216 

8 + 0 + 1.26 
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9 0 - - 0.36 

10 0 + - 1.368 

11 0 - + 0.485 

12 0 + + 1.321 

13 0 0 0 1.352 

14 0 0 0 1.374 

15 0 0 0 1.316 

Os experimentos foram conduzidos em triplicata para avaliar as condições 

ótimas para o método e também para validar a adequação da predição final. A 

avaliação do modelo ajustado é muito importante para garantir uma previsão 

adequada dos resultados em comparação com os experimentos (ZHANG, 2017). 

Assim, o modelo de predição de otimização obtido pelo projeto Box-Behnken será 

representado pelo modelo quadrático mostrado na Eq.(1): 

Equação 1:  R= -1,056 - 0,011 pH + 0,013 [L.I.] + 0,017 [Comp] + 0,003 [pH]2 

– 0,00007[L.I.]2 – 0,000 [Comp]2 + 0,001 [pH] [L.I.] + 0,000 [pH] [Comp] – 0,000 [L.I.] 

[Comp] 

Na equação acima R representa a resposta, pH corresponde a concentração 

hidrogeniônica, [L.I.] volume de liquido iônico, [Comp] volume de complexante. Os 

valores dos pontos críticos foram calculados através da primeira derivada da função 

matemática, expressa na equação 1, igualada a zero (BEZERRA et al., 2008). Os 

valores calculados para o ponto crítico são os seguintes: pH = 7,5; volume do L.I. = 

276 µl e volume do complexante = 106 µl. 

A qualidade do ajuste do modelo pode ser verificada pelo coeficiente de 

determinação (R2). O valor do coeficiente de determinação (R2 = 0,99458) Radj = 

0,98483 indica boa relação entre os valores experimentais e previstos da resposta. 

Isso também pode ser confirmado avaliando o gráfico de paridade representado na 

Figura 17. Ele mostra uma correlação satisfatória entre o valor previsto e os valores 

observados, confirmando que o modelo se ajusta bem aos dados experimentais 

obtidos no desenho Box-Behnken. 
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Figura 17: Gráfico de Paridade. 
 

Tabela 4: Análise de variância do planejamento fatorial de dois níveis. 

 SQ gl MQ F P 

      

(1)pH 0,016301 2 0,008151 9,507 0,095176 

(2)[ ] complexante 1,852424 2 0,926212 1080,340 0,000925 

(3)LI 0,120114 2 0,060057 70,051 0,014074 

1 e 2 0,000049 1 0,000049 0,057 0,833318 

1 e 3 0,030625 1 0,030625 35,721 0,026871 

2 e 3 0,007396 1 0,007396 8,627 0,099003 

Falta de ajuste  0,009246 3 0,003082 3,595 0,225216 

Erro Puro 0,001715 2 0,000857   

Total SS 2,022666 14    

Ftabelado= 19,33.  SQ soma quadrática; gl graus de liberdade; MQ Média quadrática.  

 

A tabela de Anova (Tabela 4) apresenta o valor para a falta de ajuste do 

modelo quadrático que foi igual a 0,2252. Observa-se que o valor não significativo 
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de falta de ajuste (>0,05) revelou que o modelo quadrático é estatisticamente 

significativo para a resposta. 

3.3 FIGURA DE MÉRITO 

 

3.3.1 Linearidade e Fator de Enriquecimento (FE) 

A linearidade é a capacidade de um método analítico obter respostas 

analíticas diretamente proporcionais à concentração de um analito em uma 

amostra, dentro de um intervalo especificado. Uma relação linear deve ser 

estabelecida para toda a faixa estabelecida para o método. Esse intervalo 

corresponde à faixa entre os limites de quantificação superior e inferior. É expressa 

pelo coeficiente de correlação (R2), obtido por dados estatísticos, no qual o critério 

mínimo aceitável do R2 deve ser igual a 0,99; e a equação da reta y = ax + b, onde 

(y) é a resposta medida em absorbância; (x) a concentração; (a) inclinação da curva 

de calibração; e (b) a interseção com o eixo y. Para o estabelecimento da 

linearidade, deve-se utilizar, no mínimo, 5 (cinco) concentrações diferentes em 

triplicata (ARAÚJO, 2019). A curva de calibração para o método proposto foi 

realizada nas concentrações de 0 a 0,25 µg.L-1 de Hg, com intervalo de 0,05 µg.L-

1, como resultado a faixa linear foi y = 2,4989x - 0,0182, R² = 0,9968, como 

demonstrado na figura 17: 
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Figura 17: Curva de calibração pré-concentrada. 

Além da linearidade avaliada, o fator de enriquecimento (FE), é um critério 

utilizado para avaliar a sensibilidade do método nos sistemas de pré-concentração. 

Esta avaliação ocorre pela razão da inclinação da curva analítica de um sistema 

pré-concentrado com a inclinação da curva do sistema sem pré-concentrar. Em 

outras palavras, avalia em quantas vezes a sensibilidade do método aumenta, ou 

não, quando o sistema está pré-concentrado (FARAJZADEH, 2014; VINHAS, 

2016). 

  

Figura 18: Curva analítica sistema sem pré-concentrar. 

Em nosso sistema, este fator foi avaliado com base na curva de calibração, 

pela razão entre a inclinação da curva do sistema pré-concentrado (y = 2,4989x - 

0,0182) (Figura 17) e a inclinação da curva do sistema sem pré-concentrar (y = 

0,0062x + 0,1907) (Figura 18). O fator de enriquecimento encontrado foi de 403 

vezes, ou seja, com a metodologia desenvolvida para este sistema de pré-

concentração a sensibilidade aumenta aproximadamente 403 vezes.  

 

3.3.2 Limite de Detecção (LD) e Limite de Quantificação (LQ) 

Toda técnica analítica tem um limite de detecção e um limite de 

quantificação, estes são fundamentais para garantir a confiabilidade dos resultados 

e a identificação e quantificação de vestígios de analitos. A sensibilidade é, 
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portanto, a inclinação da curva de calibração. Se a curva de calibração for linear, a 

sensibilidade será constante e independente da concentração. Se a curva de 

calibração não for linear, a sensibilidade variará com a concentração e não tem um 

valor único (SKOOG et al., 2006, p. 200).  

O limite de detecção (LD) analisa a mais baixa concentração do analito que 

o método consegue determinar, mas não necessariamente ser quantificada, sob as 

condições experimentais estabelecidas. O limite de quantificação (LQ) determina a 

concentração mais baixa que o método consegue identificar e quantificar com um 

certo limite de confiabilidade, geralmente entre 95% e 99%.  Os dois fatores 

correspondem a testes que especificam se as amostras que serão analisadas estão 

ou não, acima ou abaixo de determinado valor (IMOTO e FRETIAS, 2008).  

Para a validação dos níveis dos LD e LQ no desenvolvimento deste método, 

foi utilizado o desvio-padrão da resposta e o coeficiente angular da curva de 

calibração, para LD em 3x e LQ 10x. Obteve-se como resultado limite de detecção 

de 0,031 µg.L-1, indica que o método pode detectar a substância em concentrações 

iguais ou superiores a 0,031 µg.L-1, mas em concentrações abaixo disso, o método 

pode não conseguir diferenciá-la do ruído de fundo. E limite de quantificação igual 

a 0,103 µg.L-1.  Esse é o menor valor de concentração que pode ser quantificado 

com precisão e exatidão dentro de limites aceitáveis de erro. O seu valor de 0,103 

µg.L-1 indica que, abaixo dessa concentração, o método pode não fornecer 

resultados confiáveis em termos de quantificação. Desta forma, o método é capaz 

de detectar a substância a partir de 0,031, mas só consegue quantificá-la com 

precisão a partir de 0,103. 

 

3.3.3 Precisão 

A precisão avalia a proximidade entre os resultados obtidos por meio de 

ensaios com amostras múltiplas de uma mesma amostra, preparadas conforme 

descrito no método analítico a ser validado. A dispersão dos resultados é 

demonstrada calculando-se o Desvio Padrão Relativo (DPR) da série de medições, 

conforme a equação 8 (ARAÚJO, 2019). Assim, foram realizadas medidas de 
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repetitividade na construção da curva analítica e como desvio-padrão relativo 

(DPR) dos pontos de 0,1 µg.L-1 e 0,25 µg.L-1 de Hg num intervalo de 0,05 µg.L-1.  

A precisão (n = 7) calculada foi de 11% ± 0,003 para o padrão com 

concentração de 0,1 µg.L-1 e 9% ± 0,010 para o padrão de 0,25 0,1 µg.L-1. O método 

apresenta variação na precisão para as duas concentrações de mercúrio. Contudo, 

a precisão melhora no aumento da concentração, com os dados relativamente mais 

próximos da média. Para medir concentrações menores de mercúrio o método tem 

uma variabilidade maior em comparação a concentrações mais altas. Esses valores 

indicam que, embora haja uma diferença na precisão entre as duas concentrações 

com uma margem de erro considerável, especialmente, para concentrações 

menores, os dados podem ser considerados precisos, pois fatores como, 

concentração do analito na amostra, se a nível traço e natureza do analito, podem 

levar a erros aleatórios que, por sua vez, causam dispersões em torno da média.   

 

3.3.4 Robustez  

Um planejamento fatorial de dois níveis foi usado para avaliar a robustez do 

método. Os valores utilizados para os níveis superiores, inferiores e o ponto central 

de cada fator, para uma variação de 10 %, são representados na Tabela 5. 

As variações nas condições experimentais (pH, complexante, líquido iônico) 

afetam a resposta analítica (absorção). No caso de robustez, um método é 

considerado robusto se mudanças pequenas nas condições experimentais não 

resultarem em variações significativas no resultado final (ARAÚJO, 2019).  

Tabela 5. Planejamento fatorial para avaliação da robustez 

Experimento pH Complexante Líquido iônico Absorção 

1 6,7 247,5 94,5 0,289 

2 8,1 247,5 94,5 0,190 

3 6,7 302,5 94,5 0,395 

4 8,1 302,5 94,5 0,256 

5 6,7 247,5 115,5 0,195 
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6 8,1 247,5 115,5 0,182 

7 6,7 302,5 115,5 0,296 

8 8,1 302,5 115,5 0,190 

9 7,4 275 105,0 0,203 

10 7,4 275 105,0 0,213 

11 7,4 275 105,0 0,216 

 

A partir dos dados da tabela, a absorção (resposta) parece variar em um 

intervalo relativamente estreito, independentemente das variações no pH, mesmo 

o fator pH ter influência no sistema, no volume do complexante e no líquido iônico. 

- Essa consistência sugere que o método é estável e pouco sensível a pequenas 

flutuações nos parâmetros experimentais, indicando robustez. Assim o gráfico de 

Pareto foi gerado afim de avaliar a consistência da robustez (Figura 19). Este 

gráfico ajuda a identificar quais fatores têm maior influência sobre a variação da 

resposta (no caso, a absorção).  

No gráfico o eixo horizontal (Efeito Estimado) representa a magnitude do 

impacto de cada fator (pH, Complexante (C.), Líquido Iônico (L. I.)) na resposta. O 

eixo vertical mostra os fatores em ordem decrescente de impacto.  

.   

Figura 19: Gráfico de Pareto para avaliação da robustez 
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Com base no gráfico, o pH tem o maior impacto, indicando que alterações 

no pH afetam significativamente a resposta, contudo, em nosso teste as pequenas 

mudanças no pH não resultaram em variações significativas no resultado final. Visto 

que, a linha de significância (p = 0,05) presente, indica quais desses fatores têm 

influência estatisticamente significativa. Se algum dos fatores testados 

ultrapassasse essa linha, ele seria o principal responsável pelas variações, o que 

não aconteceu para nenhuma variação. O complexante tem o segundo maior efeito, 

também relevante, porém menor que o pH. E o Líquido Iônico tem o menor impacto 

entre os três fatores. Assim, o gráfico de Pareto sugere que o método pode ser 

sensível a variações no pH, seguido pelo volume do complexante e, por último, pelo 

volume de líquido iônico.  

Portanto, o método pode ser considerado robusto para uma variação de pH 

7,5 ± 0,70, volume complexante de 275,00 ± 27,50 (μl) e volume de Líquido Iônico 

57,00 ± 10,50 (μl). Para garantir robustez, o controle preciso do pH pode ser 

necessário. 

 

3.3.5 Interferentes 

As possíveis interferências de outros íons sobre a determinação de Hg do 

método foram avaliadas. Os metais chumbo (Pb), cobre (Cu) e ferro (Fe), foram 

estudados, por serem apontados na literatura como interferentes na detecção de 

mercúrio (Hg) em análises, como espectrometria ou outros métodos analíticos, 

principalmente em metodologias que usem a ditizona como complexante. O Fe 

apresenta reação de oxidação com a ditizona e o Pb e Cu agem nas mesmas 

condições que o Hg, além de formar ditizionatos com estes metais, devido à sua 

forma tautomérica (COUTO, 1996).  

A interferência foi determinada fixando três pontos máximo, médios e 

mínimos, dentro da faixa linear da curva analítica de calibração, por meio da razão 

entre as leituras com adição de uma solução multielementar contendo os metais e 

sem adição da solução. A solução multielementar usada, refere-se a uma mistura 

que contêm os três metais estudados (Pb, Cu e Fe).  Os resultados da análise de 
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interferentes na determinação de mercúrio (Hg) em uma concentração de 0,3 µg.L-

1, estão expressos em porcentagem e apresentados na Tabela 6.   

Tabela 6. Análise de interferentes na determinação de Mercúrio. 

 Concentração do Hg 0,3 µg.L-1 

Metal Adição (µg.L-1) µg.L-1 Interferência (%) 

Pb, Fe e Cu 

0,3 0,24 (± 0,025) 8,0 

0,5 0,39 (± 0,032) 30,6 

0,7 0,35 (± 0,034) 15,33 

60 0,39 (± 0,060) 20,0 

80 0,66 (± 0,074) 21,0 

100 1,08 (± 0,027) 61,33 

 

Observa-se que para os três níveis os metais (Pb, Cu e Fe), interferem 

significativamente na sensibilidade do método. É possível observar que nas adições 

de 0,3 a 0,7 µg.L-1, a interferência aumenta com a concentração do interferente. A 

0,3 µg.L-1, a interferência é relativamente baixa, de 8,0%. No entanto, em 0,5 µg.L-

1, ela salta para 30,6%, indicando que mesmo uma pequena adição pode ter um 

impacto significativo. A 0,7 µg.L-1, a interferência diminui um pouco para 15,33%, 

sugerindo que a interferência pode não aumentar linearmente com a concentração 

dos interferentes.  

Ao contrário das condições na adição de concentrações mais altas, 60 a 100 

µg.L-1, a interferência tende a aumentar com o aumento da concentração. Na 

concentração de 60 µg.L-1a interferência se estabiliza em torno de 20%. No entanto, 

à medida que a concentração dos interferentes continua a aumentar, a interferência 

também aumenta. Em 80 µg.L-1, a interferência sobe ligeiramente para 21%, e a 

100 µg.L-1, há um aumento acentuado para 61,33%. Esses dados sugerem que os 

interferentes Pb, Fe e Cu afetam significativamente na determinação de mercúrio, 

especialmente em concentrações mais altas. Isso pode ser importante na análise 
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de amostras ambientais ou laboratoriais, onde a presença desses metais pode 

comprometer a precisão das medições de Hg. 

Uma variação de até 5% em torno do fator de interferência é apontado como 

uma interferência desprezível (BARBOSA, 2001). Observa-se que para os três 

níveis de mercúrio os metais Pb, Cu e Fe, interferem significativamente, e que esse 

impacto depende da concentração dos metais adicionados, e em concentrações 

maiores desses metais levam a uma interferência maior. 

Contudo, essa interferência não foi comprovada, na varredura do pré-

concentrado contendo 0,7 µg.L-1 da solução multielementar, como pode ser 

observada na figura 20. O pico de absorção do complexo ditizona com o mesmo 

comportamento do pico de absorção apresentada na Figura 13.   

 

Figura 20: Varredura da amostra contendo 0,7 µg.L-1 da solução 

multielementar. 

 

3.4 Exatidão e Aplicação 

A exatidão avalia o quão próximos os resultados obtidos estão do valor 

verdadeiro. É um parâmetro de validação analítica que expressa a porcentagem de 
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recuperação da quantidade conhecida do analito adicionado à amostra, ou como a 

diferença entre as médias e o valor verdadeiro (PEREZ, 2010).  

Nesta etapa, a exatidão do método foi avaliada pelos ensaios de adição e 

recuperação que consiste na determinação do analito em amostras com e sem 

adição de quantidades conhecidas do analito. O método foi aplicado em amostras 

de vacinas de Caxumba, Influenza, Hepatite B, Difteria + Coqueluche e Febre 

Amarela, a concentração de Hg foi superior ao LQ do método.  

Segundo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária, a concentração de 

timerosal em vacinas humanas varia de acordo com o fabricante. A Farmacopeia 

Brasileira define o limite de timerosal de ≤ 200 µg.L-1 nas vacinas (ANVISA, 2016). 

Existem duas referências oficiais que determinam os limites permitidos para o teor 

de timerosal: a Farmacopeia Americana define os mesmos limites de timerosal do 

Food and Drug Administration (FDA), onde a concentração é de 0,01% p/v, ou seja, 

aproximadamente, 50 microgramas de timerosal por dose de 0,5 ml; e a 

Farmacopeia Europeia que define que o teor de timerosal deve ser ≤ a 115% do 

valor declarado pelo fabricante (LIMA, 2012). 

A recuperação do Hg através do método aplicado a cada indivíduo de 

vacinas, onde foram adicionados o dobro da concentração (µg.L-1) de Hg em 

amostras de vacinas, é demonstrado na Tabela 6. Como resultado, a recuperação 

do Hg nas amostras variou de 50% a 355%. 

Tabela 7. Valores de recuperação e desvios-padrão na análise de Hg em amostras de 

Vacinas multidose 

Amostra 
Hg adicionado  

(µg.L-1) 

Hg encontrado  

(µg.L-1) 

Recuperação (%) 

Caxumba 

0,0 0,783 (± 0,05) ---- 

0,200 0,883 (± 0,074) 50% 

0,400 2,026 (± 0,24) 310% 

Influenza 

0,0 1,009 (± 0,18) ---- 

0,200 1,035 (± 0,17)  13% 

0,400 1,049 (± 0,20) 10% 

Hepatite B 
0,0 0,741 (± 0,25) ---- 

0,200 0,843 (± 0,059) 51% 
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0,400 1,025 (± 0,01) 71% 

Difteria + 

Coqueluche 

0,0 0,681 (± 0,12) ---- 

0,200 1,322 (± 0,030) 320% 

0,400 1,420 (± 0,09) 185% 

Febre Amarela 

0,0 0,482 (± 0,06) ---- 

0,200 1,519 (± 0,1) 518% 

0,400 1,902 (± 0,03) 355% 

 

A Tabela 7 que mostra os resultados da exatidão do método de análise de 

mercúrio em diferentes amostras de vacinas, refere-se à capacidade do método em 

recuperar a quantidade de mercúrio adicionada em cada amostra que, por sua vez, 

reflete a eficiência do método em recuperar o mercúrio adicionado.  

Valores próximos de 100%, como na recuperação em 50, 51 e 71% indicam 

boa exatidão, ou seja, o método conseguiu recuperar parte do mercúrio adicionado. 

Em contrapartida, valores superiores a 100% sugerem que o método está 

detectando mais mercúrio do que o que foi adicionado, o que pode ser um sinal de 

interferências ou erros no processo, resultados expressos em 355, 518, 185, 320 e 

310%. Já a exatidão com valores muito baixos (como 10% e 13%) indicam que o 

método não está recuperando a quantidade adequada de mercúrio, possivelmente 

por limitações na sensibilidade ou precisão.  

Para a amostra de Caxumba com 0,200 µg.L-1 de mercúrio adicionado, a 

recuperação foi de 50%, indicando que metade do mercúrio adicionado foi 

recuperado. Na amostra de Difteria + Coqueluche, a recuperação para 0,200 µg.L-

1 foi de 320%, mostrando que o método detectou mais mercúrio do que o 

adicionado, sugerindo uma superestimação. Bem como a amostra de Febre 

Amarela com 0,200 µg.L-1 que teve uma recuperação de 518%, o que indica uma 

detecção, muito além da quantidade adicionada, possivelmente devido a presença 

de outros componentes da matriz que interferiram na separação, detecção ou na 

quantificação.  

Em resumo, os resultados obtidos na exatidão mostram que o método está 

apresentando variações, com alguns resultados acima e abaixo do ideal (100%). 
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Isso pode indicar a necessidade de ajustes no método para melhorar a precisão e 

reduzir as interferências, pois, as limitações do procedimento de recuperação é que 

o analito, não está necessariamente na mesma forma que a presente na amostra. 

O que, consequentemente, interfere, na separação, detecção ou quantificação do 

analito. 

 

4. CONCLUSÃO 

 

O método desenvolvido para a microextração na determinação de mercúrio 

mostrou-se robusto, com uma boa linearidade, garantindo a confiabilidade dos 

resultados ao longo de uma ampla faixa de concentrações. A precisão variou entre 

11% e 9%, demonstrando consistência, embora haja margem para melhorias. A 

exatidão foi variável, indicando que ajustes futuros podem ser necessários para 

otimizar a acurácia dos resultados. A recuperação, entretanto, foi oscilatória, 

sugerindo desafios na extração ou quantificação completa do mercúrio nas 

amostras. Apesar disso, o método apresentou uma boa seletividade, distinguindo 

eficazmente o mercúrio de outros componentes presentes nas amostras, com 

interferências mínimas de elementos como chumbo (Pb), ferro (Fe) e cobre (Cu). O 

baixo limite de detecção, de 0,031 µg.L-1, e o limite de quantificação, de 0,1 µg.L-1, 

destacam a sensibilidade do método, tornando-o adequado para a detecção de 

baixas concentrações de mercúrio. No entanto, melhorias na recuperação e 

precisão podem fortalecer ainda mais o desempenho e aplicabilidade do método 

em diferentes matrizes. O método apresentado neste estudo demonstrou ser uma 

abordagem robusta, com alta sensibilidade e especificidade, permitindo a detecção 

de níveis traços de mercúrio, seja na forma de conservantes como o timerosal, ou 

como contaminantes indesejados. Estudos futuros poderão focar em ajustes na 

validação do método em diferentes plataformas laboratoriais, além de ampliar sua 

aplicabilidade para outros tipos de amostras e condições de armazenamento, 

assegurando ainda mais a precisão dos resultados obtidos.  
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O método desenvolvido para a microextração na determinação de mercúrio 

mostrou-se robusto, com uma boa linearidade, garantindo a confiabilidade dos 

resultados ao longo de uma ampla faixa de concentrações. O baixo limite de 

detecção, de 0,031 µg.L-1, e o limite de quantificação, de 0,1 µg.L-1, destacam a 

sensibilidade do método, tornando-o adequado para a detecção de baixas 

concentrações de mercúrio. Além de garantir baixo impactos ambientais, 

respeitando os critérios da Química Verde, pelo menor ou quase nenhum uso de 

solventes orgânicos. Um método simples, com rápida extração, seletivo, 

distinguindo eficazmente o mercúrio de outros componentes presentes nas 

amostras, com interferências mínimas de elementos como chumbo (Pb), ferro (Fe) 

e cobre (Cu). podendo ser aplicado em testes de rotina laboratorial. Em relação à 

recuperação, ajustes podem ser necessários para otimizar a acurácia dos 

resultados, com estudos futuros que foquem na validação do método.  

 

 

 


