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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos diferentes métodos analiticos para serem
aplicados rotineiramente na determinacao direta de elementos de interesse em amostras
de petroleo ¢ de carne in natura, usando a espectrometria de absor¢do atdmica com
forno de grafite (GF AAS). Os métodos foram baseados na andlise das amostras
mediante introducdo direta no forno de grafite (SS-GF AAS), sem nenhum tratamento
prévio. Inicialmente foi investigada a possibilidade da determinagdo direta de niquel,
vanadio e chumbo em amostras de petroleo. A fim de contornar as perdas de compostos
volateis, foi investigado o uso de diferentes modificadores quimicos (convencional e
permanente) e os resultados obtidos foram comparados com HR-CS AAS
(espectrometro de absor¢ao atomica de alta resolugdo com fonte continua). As analises
de amostras de petréleo em emulsdes usando um Forno com filtro (THFA) foram
também investigadas para determinacdo de chumbo. Na segunda parte do trabalho foi
investigada a determinag@o direta de chumbo e cadmio em amostras de carne in natura
(amostrada diretamente ou sob a forma de suspensdo). Todos os resultados foram
satisfatorios para aplicacdo de rotina, € a comparagdo entre os resultados obtidos para
os métodos propostos e os obtidos com os métodos tradicionais ndao apresentaram

diferencas estatisticas significativas.
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ABSTRACT

The goal of this work was to investigate different methods using graphite
furnace atomic absorption spectrometry (GF AAS) for direct determination of elements
of interest in petroleum and fresh meat to be applied as a rapid routine procedure. The
methods were based on analysis of samples weighed directly onto solid sampling
platforms and introduced into a transversely heated solid sampling graphite tube,
without previous treatment. In the first moment it was investigated of the possibility of
direct determination of nickel, vanadium and lead in petroleum. In order to avoid the
problem of losses of volatile compounds different chemical modifiers (conventional and
permanent) have been investigated and the results obtained were compared with those
obtained by high-resolution continuum source graphite furnace atomic absorption
spectrometry (HR-CS AAS) by emulsion technique. The analysis of petroleum samples
in emulsions using a filter furnace (THFA) was also investigated for lead determination.
In the second part of this work it was investigated a method for direct determination of
lead and cadmium in fresh bovine meat (solid or slurry sampling). The overall result
was very satisfactory for routine application, and the comparison with the conventional

methods shows no significant statistical differences between the results.



1. INTRODUCAO

A maior parte dos métodos usados para determinagdo de elementos traco e ultratraco
em amostras solidas requer uma prévia digestdo da amostra, que envolve tratamento com

acidos em frascos abertos ou fechados [1,2].

A fim de evitar estes procedimentos de digestdo, vem sendo desenvolvidos métodos
para determinacdo de metais analisando-se diretamente amostras solidas por diferentes
técnicas. Dentre as diversas técnicas destaca-se a andlise direta de solidos (SS) por
espectrometria de absor¢ao atdmica com forno de grafite (GF AAS). No entanto, técnicas que
envolvam a espectrometria de absor¢do atdmica ndao sdo métodos absolutos e dependem de
uma comparacdo com outros métodos de referéncia, ou com um conjunto de normas ou com

materiais de referéncia certificados (CRM).

O uso da SS-GF AAS tem aumentado nos ultimos anos, principalmente porque
acessOrios robustos e confidveis para SS-GF AAS se tornaram disponiveis no mercado no
final dos anos 90 do século passado [3]. As principais vantagens dessa técnica sdo limites de
deteccdo extremamente baixos devido a auséncia de diluigdo e o risco minimo de
contaminag¢do, além da velocidade de analise devido a ndo necessidade de tratamento da
amostra. Entre as limitagdes mencionadas em relagdao a SS-GF AAS estdo as dificuldades de
calibracdo e o uso de modificadores quimicos. No entanto, em uma recente revisdo sobre esse
assunto [3] foi relatado que calibragdes com padrdoes aquosos e modificadores quimicos,
incluindo modificadores permanentes, t€ém sido usados por muitos autores para varios tipos de
amostras [4,5,6,7,8]. A maioria das amostras analisadas por SS-GF AAS estdo na forma
solida e requerem alguns tratamentos prévios de modo a garantir uma boa precisao e exatidao

dos resultados.

Apesar das caracteristicas favoraveis e dos excelentes resultados para diversas
matrizes, pode-se considerar que o numero de aplicacdes da SS-GF AAS ainda é pequeno
para amostras que ndo sofreram nenhum pré-tratamento [3]. Portanto, o desenvolvimento e
otimizagdo de métodos analiticos utilizando analise direta de materiais viscosos (como
petroleo) ¢ materiais com alto teor de agua (carne in natura) por SS-GF AAS, apenas com
uma homogeneiza¢do simples ¢ algo inovador e de grande interesse analitico, socio-

econdmico e ambiental.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ANALISE DIRETA DE SOLIDOS

Um dos principais objetivos da Quimica Analitica atual ¢ a redugdo do tempo de
analise e dos custos, mas também a busca por resultados confidveis. No entanto, para a
determinag¢do de elementos essenciais e toxicos em baixas concentracdes, a maioria das
técnicas analiticas utilizadas requer que a amostra esteja na forma de uma solugdo [9].
Usualmente, as amostras sdo convertidas em solugdes aquosas por meio de procedimentos
classicos de dissolugdo como via seca para materiais organicos, fusdo para materiais
inorganicos refratarios, e dissolucdo 4cida por via imida em altas temperaturas para materiais
organicos ¢ inorganicos [10]. Na maioria das vezes o pré-tratamento da amostra usando esses
métodos demanda o uso de reagentes de alto grau de pureza e alto custo; também exige

pratica e experiéncia do analista [11].

A fim de minimizar esses problemas, vem sendo desenvolvidos métodos para
determinagdo de metais analisando amostras solidas diretamente. Para analisar diretamente
amostras solidas podem ser utilizados dois procedimentos distintos: andlise direta ou via
suspensdo [12]. A suspensdo consiste basicamente no preparo da amostra sélida finamente

moida, homogeneizada em meio liquido.

2.1.1. Atributos necessarios a uma técnica para a analise direta de solidos

A escolha de uma técnica analitica adequada para a determinacdo de metais depende
de varios fatores. Kurfurst [13] cita alguns fatores importantes que influenciam e devem ser

levados em considerag¢do na analise direta de solidos:

a) A técnica deve ser aplicavel a uma grande variedade de amostra

Nos ultimos anos houve um grande desenvolvimento e interesse na determinacdo de
elementos essenciais e toxicos em diversas matrizes. Para que analise direta seja satisfatoria
em relagdo as técnicas tradicionais, esta deve ser aplicavel a uma grande variedade de

materiais.



b) A analise deve ser relativamente rapida

E evidente que os resultados obtidos para a anélise direta sdo mais rapidos do que os
obtidos com alguma forma de preparo de amostra, pois na andlise direta apenas uma pequena
etapa de pré-tratamento de amostra, geralmente homogeneizagao, € necessaria para a obtengao
de uma amostra teste adequada para a analise. Os resultados da anélise podem levar minutos,
se as informagdes sobre a concentragdo aproximada do analito forem disponiveis, desde a
chegada da amostra ao laboratorio. Esse tempo geralmente ¢ muito curto em relacdo aos
outros procedimentos cldssicos de pré-tratamento de amostra como a dissolug¢do por via seca

ou umida.

Avalia-se a velocidade analitica através da razdo do numero de amostras analisadas
por hora, tendo a calibragdo j4 estabelecida, com isto pode-se determinar se a técnica ¢ rapida.
Para uma avaliacdo quantitativa comparativa em detalhes do tempo total da andlise por
diferentes métodos analiticos, deve-se levar em conta todas as etapas do método, desde o
preparo de amostra, caso seja necessario, at¢ a forma de introdugdo da amostra no

equipamento.

¢) Deve possibilitar a anilise de massas relativamente elevadas de amostra para evitar

problemas de ndo homogeneidade

A homogeneidade ¢ um importante pré-requisito que deve ser considerado para a
analise direta de solidos. Esse parametro depende de fatores como a natureza do material, a

densidade, a massa de amostra a ser utilizada e a concentragdo do elemento de interesse.

De acordo com o Guia ISO 35 [14], um material ¢ perfeitamente homogéneo com
relacdo a uma determinada caracteristica, se ao comparar duas partes distintas do mesmo
material, ndo houver diferenca observavel (caracteristica da amostra) e nos parametros da

medida (geralmente o desvio padrao).

Nomura et. al. [10] em uma recente revisdo enfatizaram sobre os principais aspectos
da homogeneidade na andlise direta de solidos. Em geral, massas de amostras de 100 a 500
mg sdo utilizadas para digestdo ou solubilizagdo. Nesses casos, a homogeneidade ndo ¢ um
fator limitante e ndo deve gerar erros associados a falta de homogeneidade da amostra, como
pode ser observado na Figura la. Por outro lado, quando massas muito pequenas sao usadas
para a analise (0,01 a 1,00 mg) a micro homogeneidade torna-se um parametro critico. As

diferentes por¢des de amostras usadas podem conter os elementos de interesse em diferentes



quantidades com apresentado na Figura 1b, ocasionando uma grande imprecisdo entre as
medidas e, desta forma, comprometendo os resultados analiticos. Quando se trabalha com

massas pequenas ¢ necessario estabelecer uma massa minima para garantir a

representatividade da amostra e da exatiddo dos resultados.

A homogeneizagdo ¢ uma das etapas mais importantes e criticas do processo de
producdo de um material de referéncia certificado (CRM). Esses materiais sao utilizados para
verificar a exatiddo e a precisdo do método. Para isto € necessario que a homogeneidade seja
bem definida. A maioria dos CRM (s) disponiveis no mercado apresentam homogeneidade
garantida para massas de 100 a 500 mg. Portanto, isto é um problema, pois técnicas baseadas
em micro-analise utilizam massas menores do que 10 mg. Para resolver este problema, alguns
esfor¢os estdo sendo realizados no sentido de produzir materiais que sejam homogéneos para

massas pequenas [10].

Figura 1 - Figura ilustrativa da influéncia da homogeneidade na determinacao de um
analito (®): (a) grande massa de amostra e (b) pequena massa de amostra. Figura cedida por

Nomura et .al. [10].

d) E desejavel que seja multielementar

A utilizagdo de técnicas para determinacdo multielementar de elementos essenciais e
toxicos tem se desenvolvido muito nos ultimos anos devido ao aumento do nimero de
analises e da variedade de matrizes analisadas. Devido a estes fatores as pesquisas estdo sendo

incentivadas no sentido de tornar possivel a determinagdo multielementar seqiiencial ou



simultdnea de metais pela analise direta de solidos com o objetivo de se ter uma maior
reducdo no tempo de andlise e dos custos. Mesmo havendo desafios a serem superados na
determinag¢do multielementar, esta alcangou avangos que mais uma vez a colocam em novos

rumos a fim de suprir os anseios da quimica moderna.

e) Um 6timo branco analitico

Na Quimica Analitica, esfor¢os continuos estdo sendo feitos para se obter melhores
limites de detec¢do (LD), a fim de determinar as menores quantidades de analito que podem
ser detectados pelos métodos. Em geral, o LD ¢ obtido com base nas medidas do branco

analitico e o ideal € que esse tenha concentragdes do analito muito pequenas ou inexistentes.

Geralmente, o branco analitico na analise direta de so6lidos pode ser obtido pela
amostra ou algum material similar sem a presen¢a do analito, pois a matriz pode gerar
interferéncias que vao refletir nos resultados analiticos. O branco em amostras liquidas ndo ¢
critico. Nesse caso, um branco sintético composto pode ser preparado misturando solventes e

elementos majoritarios presentes na matriz.

Para a andlise direta por GF AAS ¢ comum o emprego da técnica “resposta de massa
zero” para determinagdo do LD do equipamento. Essa técnica consiste em realizar dez
medidas, introduzindo repetidamente a plataforma de amostragem sélida vazia no atomizador.
Em alguns casos quando ¢ necessario o uso de modificadores quimicos, somente este ¢

depositado na plataforma e apos segue-se um ciclo regular de atomizagao.

f) A padronizacio deve ser simples

Para as diferentes técnicas analiticas a calibracdo ¢ uma etapa de preocupacdo, pois o
analista tem como obrigagdo o dever de encontrar um material ¢ método de calibracao
adequado 4 técnica. Também, cabe chamar a aten¢do que esta etapa torna-se muito importante

na analise direta de s6lidos devido a forte influéncia da matriz.

Essas técnicas que dispensam o preparo de amostra sdo muito Uteis para os
laboratorios de controle de qualidade de produtos industriais, nos quais a rapidez ¢ essencial
para o controle do processo. Nestes casos, os elementos determinados sdo conhecidos, bem
como a faixa de concentragao esperada, sendo possivel o de desenvolvimento de padrdes de

calibragdo soélidos, agilizando a resposta analitica, por dispensar a etapa de dissolugcdo da



amostra. Para laboratorios de pesquisa e desenvolvimento, que recebem diversos tipos de
amostras ¢ onde sdo determinados diferentes ions metélicos, técnicas que ndo dependam de

padrdes de calibracdo solidos, sdo preferidas.

O emprego de solucdao aquosa na calibragao ¢ mais simples, apresenta baixo custo e as
solucdes ndo apresentam problemas de homogeneidade. Porém, o seu emprego em técnicas de
analise direta de s6lidos nem sempre € possivel. Para resolver este problema os CRM (s) sdo
empregados, mas a sua composi¢do deve ser idéntica ou mais proxima possivel do material
que estd sendo analisado para minimizar interferéncias. Para construir a curva analitica
utilizando um CRM, pode-se preparar de duas maneiras: pesam-se massas crescentes de um
CRM ou massas iguais de varios CRM (s) de um mesmo tipo de material com diferentes
concentracoes do analito; esta ultima ¢ também conhecida como curva de correlagdo. As
curvas analiticas com a adi¢do de analito também podem ser construidas com misturas de
quantidades conhecidas do analito com a amostra. Com este método de calibragdo ¢ possivel

avaliar se o analito presente na amostra ¢ afetado pela matriz [13].

Embora o CRM seja o ideal para calibra¢do, para analise direta de sélidos, existem
algumas limitacdes que devem ser consideradas: muitos materiais ndo sdo certificados para
alguns elementos de interesse; o custo ¢ alto; ¢ dificil encontrar um CRM com composi¢ao
semelhante a diversos tipos de amostras e a maioria dos CRM (s) disponiveis no mercado
apresentam homogeneidade garantida somente para massas relativamente grandes [10]. Para
diminuir essa falta de homogeneidade, uma moagem adicional ou o uso de novas técnicas de
moagem (ex. por criogenia) torna-se necessaria, mesmo que aumente o risco de perdas do
analito, contaminacao ou o tempo de analise [15]. Além disso, deve-se levar em consideragao
nos resultados das andlises os erros que estdo embutidos devido a incerteza da concentracao

do analito no CRM.

g) O custo da analise deve ser o mais baixo possivel

A fim de comparar métodos de andlise, do ponto de vista econdmico, o custo da
analise deve ser considerado de grande importancia. Uma andlise completa e econdomica ¢
uma tarefa importante, quando se compara a analise direta de so6lidos com as técnicas
tradicionais, onde o preparo de amostra ¢ um trabalho exaustivo requerendo muita mao de
obra, além de precisar de mais equipamentos, reagentes e instrumentagdo o que requer maior

espaco no laboratério. Para a maioria das técnicas de andlise direta, o espago necessario em



laboratério ¢ menor, pois necessita de menos equipamentos para o preparo da amostra,

resultando em um menor investimento.

h) Boa exatiddo e precisao

De acordo com as orientagdes sobre validacdo de métodos de ensaios quimicos do

Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) [16]:

A exatiddo do método ¢ definida como sendo a concordancia entre o resultado de um
ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro. A exatiddo, quando
aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica numa combinag¢do de componentes de
erros aleatorios e sistematicos (tendéncia). Os processos normalmente utilizados para avaliar a
exatiddo de um método sdo, entre outros: uso de CRM, participagdo em comparagdes inter-

laboratoriais e realizacdo de ensaios de recuperagao.

Sempre que possivel, os CRM (s) devem ser utilizados no processo de valida¢do de
um método de ensaio. Um CRM possui um valor de concentracdo, ou outra grandeza, para
cada parametro e uma incerteza associada. A producdo de um CRM cabe tecnicamente a um
orgdo competente (organiza¢do ou empresa, publica ou privada) que produza certificados de
referéncia em conformidade com os principios gerais e estatisticos detalhados nas normas ISO
31 e 35 [17]. Algumas institui¢des conhecidas que vendem os CRM (s) sao NIST (“National
Institute of Standards and Technology”), IRMM (“Institute for Reference Materials and
Measurements”), BAM (“Bundesanstalt fuer Materialpruefung”), IAEA (“International
Atomic Energy Agency”), IPT (Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas do Estado de Sao Paulo),

etc.

O uso correto dos CRM (s) consiste na sua andlise para avaliar o desempenho do
laboratério ou método. Quando o valor obtido ndo estiver dentro do intervalo da regido de
aceitacdo para o valor certificado, o laboratério deve procurar as causas desse desvio e

procurar elimina-las [16].

A precisdo ¢ um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos para uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes em
condi¢des definidas. E normalmente determinada para circunstancias especificas de medigio e
as duas formas mais comuns de expressd-la sdo por meio da repetitividade e da
reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio padrao ou coeficiente de variacao

[16]. Ambas, repetitividade e reprodutibilidade sdo geralmente dependentes da concentracio



do analito e, deste modo, devem ser determinadas para diferentes concentragdes e, em casos

relevantes, a relagcdo entre a precisdo e a concentragdo do analito deve ser estabelecida.

No caso do uso da analise direta de solidos a precisdao pode ser menor devido a
natureza da amostra, que muitas vezes pode ser complexa contendo compostos volateis que
podem interferir na pesagem. No entanto, valores maiores de imprecisdo sdo aceitos, pois
outros erros sdo evitados devido a redugio de etapas no preparo da amostra. E melhor um
resultado impreciso, mas exato do que um resultado preciso, porém inexato devido a possiveis

erros ocorridos durante a preparacao da amostra.

2.1.2. Técnicas utilizadas para analise direta de solidos

Embora cresca o desenvolvimento e as aplicagdes de técnicas para a andlise direta de
solidos, a escolha deve ser feita com cuidado, levando-se em consideragao os fatores citados

anteriormente.

Algumas técnicas mais tradicionais vém sendo utilizadas ao longo dos anos para a
analise de solidos, tais como a andlise por ativagdo neutronica instrumental (INAA) e a
espectrometria de fluorescéncia de raios-X (XRF). Uma recente técnica que foi desenvolvida
para a analise direta de solidos ¢ a espectroscopia de emissdao em plasma induzido por laser
(LIBS). Além dessas, outras técnicas que sdo usadas tradicionalmente para analise de
liquidos, como GF AAS, ICP OES e ICP-MS tém sido investigadas para andlise de solidos
e/ou suspensoes, principalmente utilizando acessorios acoplados que permitem introducao da
amostra solida. Segue abaixo uma descrigao sintetizada das principais técnicas que vem sendo

utilizadas.

2.1.2.1. Analise por ativacao com néutrons

A INAA ¢ amplamente conhecida por sua boa sensibilidade na faixa de mg L™ a %)
para detecgdo e por permitir a determinacdo multiclementar de um grande numero de
elementos quimicos (aproximadamente 12 elementos) [18]. Esse método de andlise ¢ ndo
destrutivo, onde um néutron interage via uma colisdo inelastica, com o nucleo de um dado
elemento ¢ forma um nucleo composto excitado. O nucleo composto quase que
instantaneamente decai para uma configuracdo mais estavel, através da emissao de um ou
mais raios gama caracteristicos. Em muitos casos esta nova configuragdo poderd gerar um

nicleo radiativo que ird decair lentamente com a emissdo de um ou mais raios gama



caracteristicos em um tempo especifico para a meia vida de cada nucleo radiativo formado. O
tempo de decaimento ou emissdo pode levar, dependendo do elemento irradiado, de fragdes

de segundos a anos.

A INAA apresenta algumas vantagens em relacdo aos métodos convencionais de
analise por eliminar o ataque quimico as amostras, inexisténcia de efeitos de interferéncia de
matriz, necessidade de pequena quantidade de amostra, além de apresentar uma boa precisao e
exatiddo. A INAA ¢ geralmente utilizada como método de referéncia quando sdo
desenvolvidos novos procedimentos, e ¢ uma técnica que o “National Institute of Standards

and Technology”, NIST, utiliza para certificar a concentracao de elementos em CRM (s) [19].

A principal limitagdo desta técnica ¢ o custo e producdo de residuos radiativo, pois ¢
necessaria uma fonte de néutrons oriunda de um reator nuclear. Para isto sdo necessarias
instalagdes especiais, manipulacdo de materiais radiativos € mao de obra altamente
especializada. Além destas limitacdes o método ndo possibilita a obtengdo de resultados
imediatos, podendo necessitar, em média de 2 a 4 semanas e também ndo consegue

determinar elementos como Cd, Pb, Cu e Ni em baixas concentragdes [18, 19].

O preparo da amostra ¢ quase que sem manipulacdo (envolve a formagdo de uma
pastilha). Contudo, é necessario que a amostra seja similar aos padrdes e uma alternativa para
solucionar este problema ¢ a deposi¢ao de SiO, de alta pureza sobre a matriz. Deve-se tomar o
cuidado para que o tamanho da amostra e dos padrdes seja semelhante para que ndo ocorra a
autoabsor¢do de néutrons. Também ¢ necessario utilizar frascos de polietileno, pois a amostra

¢ exposta a um elevado fluxo termal.

Seo et. al. [20] propuseram uma forma interessante de preparar padrdes sintéticos (Br,
ClL, K, Mg, Mn e Na) para a calibragdo. Pipetaram 50 YL das solucdes diluidas, preparadas a
partir de solugdo padrao, sobre tiras de papel de filtro (WHATMAN n° 40). As tiras do papel
foram colocadas em dessecador para secagem a temperatura ambiente. Apds, foram dobradas
e colocadas em involucros de polietileno, os quais foram selados com ferro elétrico para
soldar para posterior andlise. As amostras de mexilhdes foram limpas, trituradas,
homogeneizadas, secas por meio de liofilizagdo, moidas e peneiradas para posterior pesagem
(~180 mg) em invélucros de polietileno. Amostras e o CRM foram irradiados em reator
nuclear (IEA-R1) juntamente com os padrdes sintéticos. Erros relativos de 20,6% foram

obtidos para Mg e para os demais elementos foram menores do que 13,6%.
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A INAA vem sendo utilizada em diversas aplicagdes como verificar a autenticidade de

obras de arte, impurezas em semicondutores, rochas, matrizes bioldgicas, entre outras.

2.1.2.2. Fluorescéncia de raios X

A Fluorescéncia de raios X (XRF) teve inicio no campo da Quimica Analitica por
volta de 1940, quando o primeiro equipamento de XRF tornou-se comercialmente viavel. O
fenomeno da fluorescéncia de raios X representa uma pequena parte do complexo processo de
interagdo de particulas ou fétons com a matéria, que induz emissdes secunddarias (particulas

ou fotons), as quais sdo os principios de diferentes técnicas analiticas.

Dentro da XRF outras variantes podem ser utilizadas, como a fluorescéncia de raios X
baseada na dispersdo de comprimento de onda (WD-XRF), que surgiu com excelente
vantagem em relacdo a andlise seqiiencial. Atualmente, no mercado, cerca de 20% dos
equipamentos fazem andlise simultdnea. No entanto, a principal desvantagem é o custo
bastante elevado. A XRF baseada na dispersao de energia (ED-XRF) possui algumas
vantagens em relagdo a WD-XRF, por permitir a andlise simultinea; nesse caso o
equipamento possui um custo mais baixo. E uma técnica analitica ndo destrutiva e pode ser

aplicada em diversas amostras no estado solido ou liquido [21,22].

Recentemente, surgiu a micro-fluorescéncia de raios X (u-XRF), tendo como grande
vantagem a possibilidade de analisar elementos traco e a sua distribui¢do superficial na
amostra. Para esta técnica as amostras sdo preparadas na forma de pastilha e devem ser o mais
plana possivel. A p-XRF, por ser uma técnica muito recente, no momento apresenta a
restricao de existir um unico equipamento na América do Sul, no Laboratério Nacional de

Luz Sincroton (LNLS) [23, 24,25].

A maioria dos materiais analisados por XRF apresentam composi¢cdo quimica
complexa. Teoricamente, a intensidade dos raios X caracteristicos emitidos por um elemento
¢ proporcional ao numero de atomos ionizados desse elemento quimico. Portanto, as
intensidades medidas em fluorescéncia de raios-X geralmente sdo proporcionais as
concentragdes do analito na amostra. Experimentalmente, verifica-se em muitos casos, que a
intensidade dos raios X caracteristicos € significativamente afetada pela matriz. Os efeitos da
matriz podem ocasionar desvios positivos ou negativos em relagao a resposta ideal, resultando
em reforco ou absor¢do da intensidade da linha espectral. Esses efeitos sdo ditos inter-

elementares e dependem das fracdes de massa dos elementos na amostra e da relagdo entre
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seus coeficientes de absor¢cdo para radiacdo primdria e secundaria. Para resolver esses
problemas na andlise quantitativa por XRF, vérios estudos tém sido realizados envolvendo

correcdes de efeitos de matriz [22].

Nas técnicas de XRF, a introdugdo da amostra solida requer um minimo tratamento,
essa deve estar na forma de pd para ser prensada. As amostras metalirgicas sofrem um
polimento (um corpo de prova € retirado) e as amostras em p6 sdo prensadas, prensadas com

aglomerante ou fundidas (pastilha prensada ou moldada por fusdo).

2.1.2.3. Espectroscopia de emissdo em plasma induzido por laser

A LIBS tem como principal caracteristica o uso de pulsos de laser como fonte de
energia para vaporizar e excitar a amostra com posterior emissdo de radiacdo eletromagnética,
a partir de seus elementos e/ou fragmentos moleculares. A radiacdo emitida ¢ analisada por
meio de instrumentos Opticos de alta resolucdo e as suas intensidades sdo medidas,
usualmente com detectores de estado solido. Em conjunto, esses dispositivos permitem a

geracdo e a medida de um espectro de emissao de faixa ampla [26].

Em uma recente revisdo Pasquini et. al. [26] abordam os principais aspectos da
técnica: instrumental, vantagens, desvantagens, aplicagdes etc. Esta técnica tem como
principais vantagens o fato do sistema ser relativamente simples e barato, possibilitando a
minimiza¢do de tratamento de amostra, e ser quase que nao destrutiva, ter boa velocidade de
analise e ser tanto qualitativa quanto quantitativa. Além destas vantagens, o grande atrativo
desta técnica é que ela permite o deslocamento do sistema para trabalho de campo e como
alternativa pode ainda ser hifenada a outras técnicas. A técnica apresenta algumas limitagdes,
como os LD (s) (na faixa de pg g”) e a precisdo, que sdo maiores, ou seja, piores do que o0s
obtidos com as técnicas de GF AAS e ICP OES (espectrometria de emissao 6tica com fonte
de plasma indutivamente acoplado). Além disso, a calibragdo deve ser realizada utilizando

materiais solidos [26].

2.1.2.4. Espectrometria de emissdao optica com fonte de plasma indutivamente acoplado

e espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado

As técnicas de espectrometria de emissdo Optica com fonte de plasma indutivamente
acoplado e espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP OES e ICP-

MS) sdo excelentes fontes de vaporizagao, atomizagao, ionizagdo e excitacdo de espécies.
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Na técnica de ICP OES, a excitacao de elementos ¢ dada em um plasma de argonio. A
energia do plasma ¢ usada para converter os &tomos e as moléculas a um estado excitado. As
espécies excitadas retornam ao estado fundamental, emitindo fétons que sdo medidos por um
sistema de detecgdo. A ICP OES apresenta uma excelente vantagem que ¢ a sua capacidade
multielementar. Contudo, a ocorréncia de coincidéncia de linhas de emissdo limita essa
capacidade. Outro fator limitante ¢ que os limites de detec¢do da técnica sdo maiores em
relagdo ao GF AAS, diferentemente da técnica de ICP-MS que possuem otimos limites de
deteccao, capacidade multielementar, podendo determinar elementos em nivel de ultratragos e
a possibilidade de andlises isotopicas. Uma limitacdo da técnica é a ocorréncia de severos
processos de interferéncias matriciais, que exige criteriosa selecdo das condigdes de

calibragdo, dilui¢ao da solu¢do da amostra e/ou separagdo da matriz.

Para a amostragem de suspensdes por nebulizacdo pneumadtica, o tratamento da
amostra pode consistir em uma ou mais etapas de moagem. Contudo, devido a pequena massa
de amostra utilizada nesses métodos, geralmente entre 10 e 500 pg, ¢ fundamental que o
material moido apresente distribuicdo homogénea de tamanho de particulas. Essa condi¢ao
pode ser critica, principalmente na andlise de suspensdes em ICP-OES, na qual o tamanho de
particulas requerido ¢, freqiientemente, menor que 10 pm [27]. As suspensdes podem ser
introduzidas no ICP com o uso de um nebulizador tipo Babington [28]. Neste caso, 0 maior
inconveniente sdo as interferéncias fisicas. Além disso, espectros de emissdo obtidos por
fontes de plasma, arco e centelha sdo na maioria das vezes, muito complexos, sendo
constituidos de centenas ou as vezes de milhares de linhas. Essa abundancia de linhas, embora
vantajosa quando se deseja informagao qualitativa, aumenta a probabilidade de interferéncias

espectrais na analise quantitativa

Diferentes sistemas tém sido propostos para analisar diretamente amostras solidas,
acoplados as técnicas de ICP, tais como a vaporizacao eletro térmica (ETV) e a ablagdo, seja
por arco ¢ centelha, lampada de descarga incandescente (GDL), ou laser (amplificagdo da luz
por emissdo estimulada de radia¢do). No entanto, os métodos usando a ablagdo vém sendo

utilizados com sucesso em aplicagdes bem especificas [29,30].

2.1.2.4.1. Ablacio por laser acoplada a ICP

O uso da ablac@o por laser (LA), combinada a espectrometria de emissdo otica com

plasma indutivamente acoplado (LA-ICP OES) e espectrometria de massa com plasma
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indutivamente acoplado (LA-ICP-MS) tem aumentado nos ultimos anos. Em uma recente
revisdo, Russo et. al. [31] abordam os principais aspectos da técnica de LA-ICP como as
interagdes entre o laser e a amostra, vantagens, desvantagens ¢ aplicagdes. A técnica tem
como vantagens o uso de menor massa de amostra (na faixa de pug), menor manipulagdo da
amostra, menor tempo de preparo da amostra e a possibilidade de empregos de amostras
condutoras e ndo condutoras. Algumas limitagdes sdo observadas como as dificuldades
encontradas quando se trabalha com amostras heterogéneas, pois ¢ necessdria uma boa
homogeneidade da amostra e do estado da superficie da amostra solida. Além disso, também ¢é
necessario um rigoroso controle no tamanho das particulas, apresenta baixa reprodutibilidade,

dificuldades na calibragdo e relativo alto custo

Nos casos de equipamentos com amostradores a base de ablagdo por laser a amostra
precisa ser lixada e as vezes lavada, pois o material ¢é retirado progressivamente e
superficialmente por evaporacdo, fusdo, sublimagdo, erosdo, sputtering e explosdo [32]. No
entanto, a principal dificuldade da técnica ¢ obter padrdoes que tenham exatamente a mesma
composi¢cdo da amostra, para que ndo ocorram diferencas no transporte do aerossol (por
exemplo, no percurso entre a cimara de ablagdo e o ICP) ou mesmo por causar diferenga na

ablacdo [32].

2.1.2.4.2. Vaporizacio eletrotérmica

A vaporizacao eletrotérmica (ETV) é um método de introducdo de amostra que por
meio de aquecimento, converte micro-quantidades de amostras liquidas ou sélidas em
suspensdo, em aerossOis secos para serem transportadas até um detector apropriado.

Normalmente os detectores empregados envolvem ICP OES e ICP-MS [33].

As principais vantagens da ETV, em relagdo as técnicas que usam nebubilizadores
pneumaticos, sdo os melhores LD (s), elevada eficiéncia no transporte (20-80%) a qual em
geral ¢ menor do que 2% com nebulizadores pneumadticos, possibilitando o emprego de
massas menores de amostra e do uso de padrdo aquoso para a calibracdo. Além disso, possui
um programa de aquecimento que possibilita a remog¢do da matriz e minimiza problemas de
interferéncias. Uma das dificuldades da técnica ¢ que pode ocorrer supressao causada pelo
aumento da quantidade de compostos que atingem o plasma. O uso de ETV em relacdo a

analise sem o ETV por ICP-MS tem uma grande desvantagem, pois trata-se de uma técnica
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cara e ocorre uma reducao consideravel do numero de elementos a ser determinado, devido as

diferentes caracteristicas térmicas [33,34,35].

Por outro lado, a andlise de suspensdes usando atomizadores ou vaporizadores
eletrotérmicos ¢ mais tolerante ao tamanho de particulas. Nesse caso, usualmente
recomendam-se particulas menores que 100 um [36,37,38,39], mas suspensdes com particulas

de até 500 um, em algumas situacdes, podem ser aceitaveis [40,41].

2.1.2.5. Espectrometria de absorcio atomica com forno de grafite

O principio fundamental da espectrometria de absor¢cdo atomica (AAS) envolve a
medida da absor¢do da intensidade da radiacdo eletromagnética, proveniente de uma fonte de
radiagdo primadria, por a&tomos gasosos no estado fundamental. Os dois tipos de atomizadores
mais usados em AAS sdo a chama (F AAS) e o forno de grafite (aquecimento eletro térmico).
A F AAS ¢ mais usada para determinacdo de elementos em altas concentragdes (na ordem de
mgL™" ou %), enquanto que a GF AAS ¢ utilizada para determinagdes de elementos na faixa

de trago (ugL™).

A GFAAS ¢ uma técnica bastante empregada para a determinacdo de baixas
concentragdes de metais em diversos tipos de amostras, pois apresenta alta sensibilidade e
seletividade, requerendo pequeno volume de amostra (< 100 uL) além da possibilidade de
automagao e de analise direta da amostra solida, ou na forma de suspensdes [42]. Essa técnica
quando utilizada corretamente, apresenta baixo custo operacional. Além disso, apresenta uma
importante vantagem em relagdo as outras técnicas analiticas como F AAS e ICP OES, pois o
tempo de residéncia da amostra na etapa de pré-tratamento quimico e térmico ¢ maior, 0s
quais podem ser realizados durante uma ou mais etapas do programa de aquecimento do forno
[12]. Isto torna a técnica menos sujeita aos efeitos do tamanho e da volatilidade das particulas
[43]. A forma de introdugdo da amostra sélidas em suspensdo no atomizador ¢ mais facilitada

nesta técnica, necessitando apenas de um sistema simples para a introdu¢do da amostra.

O uso dessa técnica foi fortalecido pela introdugdo do conceito STPF (Stabilized
Temperature Platform Furnace) por Slavin que, se seguido, leva ao sucesso da analise [42]. O

conceito STPF consiste, fundamentalmente em:
1. Atomizag¢do do analito a partir de uma plataforma de L’Vov;

2. Alta velocidade de aquecimento na etapa de atomizacao;
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3. Interrupcao do gés interno durante a atomizacao;
4. Uso de absorvancia integrada nas medidas dos sinais analiticos;
5. Emprego de modificadores quimicos.

Este conceito tem sido muito aplicado, com resultados excelentes para a maioria das

matrizes investigadas, permitindo a andlise direta de so6lidos com alta exatidao.

2.1.2.5.1. Analise de suspensdes por GF AAS

Duas revisdes resumem a literatura existente sobre amostragem de suspensio na analise
de materiais soélidos por GF AAS: Cal-Pietro et. al. [12], entre 1990 e 2000, ¢ uma critica
revisao de Vale et. al. [3], entre 1995 e 2005. Assim, apenas os aspectos mais importantes e
desenvolvimentos recentes relacionados ao assunto deste trabalho foram considerados nesta

revisao.

Ao se introduzir no atomizador a amostra na forma de suspensdo, alguns problemas
associados a amostragem direta de solidos em GF AAS sdo evitados, devido a uma maior
quantidade de amostra ser utilizada no preparo da suspensdo. Conseqilientemente, reduzem-se
as chances de erros devido a possibilidade da distribuicdo ndo-homogénea do analito no
material solido, erros associados a pesagem e operagdo de transferéncia da amostra. Outras
vantagens comparadas a digestdo acida citadas na literatura sdo: aumento da sensibilidade
analitica, decréscimo no tempo de analise e reducdo de custos [11]. Também pode-se citar a
mesma e importante vantagem que foi anteriormente discutida na técnica de analise direta de
solidos: a curva analitica pode ser obtida, na maioria dos casos, com o emprego de padroes

aquosos [3,12].

A andlise de suspensdes também apresenta algumas dificuldades; uma delas diz respeito
ao cuidado que se deve ter com a moagem e peneiramento do material devido ao risco de
contaminagdo, pois existe a necessidade de que as particulas solidas sejam muito pequenas e
estejam distribuidas homogeneamente na suspensdo no momento da amostragem. Esses
cuidados s3o necessdrios para que se tenha uma boa precisdo e exatiddo da anélise [11]. Para
que a amostra fique bem distribuida no liquido, é necessaria uma agitagdo mecanica ou
manual. Anélise de amostra na forma de suspensdo tem sido relatado com sucesso para varios

materiais [3,11].
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2.1.2.5.2. Analise direta de solidos por GF AAS

O uso da SS-GF AAS tem aumentado nos ultimos anos, principalmente porque
acessOrios robustos e confidveis para essa técnica se tornaram disponiveis no mercado no final
da década de 90 [3]. Essa técnica tem como principais vantagens: limites de detec¢do (LD)
extremamente baixos devido a auséncia de dilui¢ao e risco minimo de contaminac¢ao, aumento
da velocidade de analise pelo método ndo requerer decomposicdo da amostra [13]. A
manipulacdo reduzida de amostra faz da SS-GF AAS uma técnica bastante atraente para uma
analise rapida de screening de um grupo de elementos e aplicagdes de rotina [3]. Entre as
limitacdes estdo: as dificuldades de calibracdo, a ndo-homogeneidade da amostra, a nao
representatividade devido as pequenas massas de amostras analisadas, uso de modificadores
quimicos, dilui¢cdes sdo dificeis e a necessidade de uma balancga de alta precisdao (0,0001 mg).
No entanto, em uma recente revisao sobre esse assunto [3] foi relatado que curvas analiticas
com padrdes aquosos e emprego de modificadores quimicos, incluindo modificadores

permanentes, tém sido usados por muitos autores para varios tipos de amostras [4,5,6,7,8].

As dificuldades anteriormente citadas em relacdo as amostras com altas concentracoes
dos elementos determinados tem sido solucionadas, recentemente, com duas possibilidades de
dilui¢des. Uma delas ¢ a utilizacdo de uma linha analitica de menor sensibilidade e a outra é o
uso de um fluxo de gas inerte durante a etapa de atomizacao. Nesta etapa, comumente utiliza-
se o fluxo de gas interrompido. E obvio que a alta sensibilidade da técnica pode também
causar problemas no caso do uso de amostras com altas concentragdes do analito e a precisao
pode ser significantemente prejudicada devido a falta de homogeneidade, se forem analisadas
aliquotas muito pequenas de amostras. Alguns trabalhos de nosso grupo reportam e discutem

esse assunto, a seguir.

Silva et. al. [44] utilizaram para determinagdo de ferro em plantas de arroz o
comprimento de onda 302 nm, de menor intensidade (27%) em comparacdo com a linha mais
intensa, pois nos estudos realizados inicialmente verificaram que a concentragao de ferro era
muito alta nas amostras de plantas. Portanto, utilizando esta ferramenta foi possivel analisar

amostras com concentracdes elevadas do analito em uma técnica com alta sensibilidade.

Vale et. al. [4] reportaram o uso de uma linha de cobre menos sensivel, a de 216,5 nm
(aproximadamente 5-10 vezes menos sensivel, comparada a linha principal, de 324,75 nm),
para a determinacdo do elemento em carvao por SS-GF AAS. No entanto, quando materiais
de referéncia certificados de carvao foram utilizados foi observado, uma intensa interferéncia

espectral nesta linha, a qual ndo pode ser eliminada pelo sistema de corretor de fundo
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(lampada de deutério) do equipamento. Para resolver este problema, a alternativa foi utilizar
uma outra linha intermediaria (327,4 nm), cuja intensidade ¢ cerca de trés vezes menor do que
a linha primaria. Contudo, devido a alta sensibilidade da técnica foram necessarias
introdugdes de massas pequenas de amostra (0,1-0,3 mg) no atomizador, o que resultou em

uma alta imprecisao dos resultados obtidos para cobre.

Oleszczuk et. al. [15] aplicaram as duas possibilidades de diluigdo, para determinagdo
de manganés em amostras de café. Para isso, utilizaram uma linha analitica de menor
sensibilidade associada ao uso de um fluxo minimo de gés inerte (0,1 L min™) durante a etapa
de atomizagdo, quando ocorre a medida do sinal analitico. Os resultados revelaram a
possibilidade de analisar amostras com altas concentracdes de manganés em amostras de café

por SS-GF AAS.

Para a introdu¢do de amostras soélidas no atomizador, hoje, encontra-se
comercialmente disponivel um modelo de GF AAS da AnalytikJena, que opera de modo
convencional, com amostrador para liquidos ou com amostrador para solidos. Existem dois
sistemas de amostragem, como pode ser observado na Figura 2, um com operagdo manual,

simples e mais barato, e outro com operagdes totalmente automatizadas.

Figura 2 — Sistemas para amostragem de so6lidos: (a) manual e (b) automatico. Fonte: manual

da AnalytikJena.
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2.1.2.5.3. Espectrometria de absor¢ao atomica de alta resolucio com fonte continua

A espectrometria de absor¢do atdmica de alta resolu¢do com fonte continua (HR-CS
AAS) ¢ uma técnica que estd recentemente disponivel comercialmente e oferece varias

vantagens sobre a GF AAS convencional com fonte de linha [45,46,47].

Existem pelo menos duas diferengas distintas entre HR-CS AAS e GF AAS. A primeira
¢ o uso de apenas uma lampada ao invés de uma lampada de catodo oco ou de descarga sem
eletrodo, que emite radiacdo especifica para cada elemento. A lampada utilizada ¢ de arco
curto de xendnio de alta pressdao (15 bar, quando fria), que opera em modo hot spot cuja
emissdo compreende a faixa continua entre 190 e 850 nm, do espectro eletromagnético. Essa
lampada ¢ operada a uma poténcia de 300 W e a intensidade de emissao, dessa forma, excede
a de uma lampada de catodo oco em pelo menos 1 a 3 ordens de magnitude. A segunda
diferenga ¢ o poder de alta resolucdo espectral do sistema Optico utilizado, onde todo o
ambiente espectral da linha analitica de aproximadamente 0,2 nm, torna-se visivel devido ao
uso de um detector CCD (detector de arranjo de carga acoplada). De fato ao invés de um
detector sdo 200 detectores usados para visualizar a drea proxima da linha analitica. Portanto,

torna-se muito facil detectar alguma interferéncia espectral devido aos componentes da matriz.

A alta resolucdo e o uso de uma unica fonte de radiagdo fazem da HR-CS AAS uma
excelente ferramenta para desenvolvimento de métodos analiticos, permitindo resolver ou
buscar alternativas aos problemas inerentes a GF AAS com fonte de linha. Além disso, esta

técnica permite a analise direta de solidos e liquidos.

A capacidade de uma exata correcdo, até mesmo para absor¢des de fundo bastante
elevadas, torna possivel o uso de temperaturas de pirdlises muito baixas para descobrir perdas
de compostos de alta volatilidade, como foi demonstrado no caso de niquel em amostras de

petréleo [48].

Um dos novos e grandes atrativos da técnica ¢ a andlise multielementar seqiiencial
rapida. Dittert et. al. [49] determinaram direta e simultaneamente cromo ¢ ferro em petroleo
usando HR-CS AAS. Isso foi possivel devido a proximidade da linha secundéaria de Fe
(358,120 nm) a linha mais sensivel de Cr (357,868 nm). Uma caracteristica importante que
possibilitou esta condi¢do ¢ a relacdo entre a sensibilidade das duas linhas analiticas e a
proximidade da concentracdo obtida para os dois elementos investigados no petroleo. Além
disso, ambos os analitos apresentaram semelhangas na volatilidade, de modo que ndo houve

um compromisso maior em relagdo as temperaturas de pirdlise e atomizagdo. Portanto, a
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técnica de HR-CS AAS permite até mesmo a analise direta de amostras complexas, sem

maiores complicacdes [50].

Resano et. al. [51] desenvolveram um trabalho bem interessante no que diz respeito a
amostragem de sélidos por HR-CS GF AAS. Esses autores determinaram chumbo em sangue
seco em papel (cartelas utilizadas nos testes do pezinho realizados em bebé). Para a coleta do
material o sangue ¢ pipetado sobre o papel e depois de seco, com o auxilio de um furador,
corta-se em discos de 3,2 mm de didmetro contendo 1,5 mg do papel e 0,8 mg de sangue.
Ap0s, esse material ¢ pesado diretamente na plataforma de grafite que ¢ levada ao atomizador.
Esse trabalho apresentou varias vantagens referentes a aplicagdo: a coleta sanguinea ¢
realizada no local, ¢ Util para amostragem em criancas, a mancha de sangue seco pode ser
facilmente preservada e possibilita coleta de amostras em grandes areas onde residem pessoas

pobres.

2.1.2.5.4. Modificadores quimicos

Um tema de interesse na andlise por GF AAS ¢ o uso de modificadores quimicos,
introduzidos por Ediger em 1975 [52]. Geralmente o modificador é um sal inorganico, o qual
¢ adicionado a amostra e as solu¢des analiticas, geralmente numa concentragdo muito maior
do que a do elemento de interesse [53]. O modificador pode tornar o interferente mais volatil
ou o elemento a ser determinado mais refratario, permitindo um aumento da temperatura de
pirdlise. Com isto pode-se minimizar o espalhamento de radiacdo e a formagdo de moléculas

na etapa de atomizacao, quando a medida ¢ efetuada [54].

Um bom modificador deve apresentar as seguintes caracteristicas [12, 53]:

1. A temperatura de pirolise deve ser a maior possivel. Quando sdo utilizadas temperaturas de
pirolise > 1000 °C, boas separacdes sdo obtidas;

2. O emprego das temperaturas de pirdlise e atomizacdo devem ser semelhantes para a
maioria dos analitos investigados;

3. Ser de facil obtencao e de alto grau de pureza para todos os analitos;

4. Nao deve contribuir com os altos valores de absor¢ao de fundo (BG)

5. Se possivel, ndo deve diminuir a vida util do atomizador;

6. Os limites de deteccdo ndo devem ser aumentados pelo uso do modificador;

7. No caso do uso de modificador permanente, esse deve permanecer no atomizador o maior

tempo possivel;
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8. Nao deve conter os analitos que serao determinados na analise;

9. Deve possibilitar aplicagdo a uma ampla variedade de matrizes.

Welz et. al. [55] investigaram 21 elementos que podem ser estabilizados com a
mistura de nitrato de palddio e magnésio. A grande vantagem da mistura Pd/Mg ¢ ser
considerada como um modificador “universal”, pois um Unico modificador pode ser usado
para a maioria dos elementos e ¢ amplamente aplicavel para uma grande variedade de
matrizes. Uma das limitagdes do uso de Pd/Mg ¢ a sua alta forca de estabilizagdo que implica
em altas temperaturas de atomizagdo, as quais resultam em altos valores de massa

caracteristica para alguns elementos, devido ao aumento da perda do analito por difusdo.

Ortner et. al. [56] resumiram em um artigo de revisdo varios modificadores usados e
revestimentos dos atomizadores para espectrometria de absor¢do atomica eletrotérmica (ET

AAS) e seus mecanismos de agao.

Os modificadores quimicos promovem alteragdes no comportamento termoquimico do
analito e da matriz, suprimindo interferéncias nas determina¢des empregando ET AAS
[53,57]. Os componentes do sistema analitico que se alteram com o uso dos modificadores

quimicos sdo o analito, a matriz, a fase gasosa, € o atomizador (superficie).

O primeiro requisito de um modificador quimico ¢ sua eficiéncia em estabilizar
termicamente o analito durante a etapa de pirdlise. Além disso, os modificadores também
atuam aumentando a volatilidade da matriz, facilitando a separagdo das espécies interferentes
durante a etapa de pirdlise. Os modificadores quimicos mais utilizados para aumentar a
volatilidade da matriz sdo NH4NO; [52], HNO; [58], 4cidos organicos [58], NH4F [57] e
HBF, [57].

O modificador quimico pode ser adicionado sobre a amostra quando ela ja estiver na
plataforma, isto antes do programa de aquecimento ser executado. Em alguns casos o
modificador pode ser previamente misturado a amostra antes da tomada da aliquota para a
analise. Embora ambos os procedimentos tenham vantagens e aplicagdes especificas, os
mesmos podem causar contaminagdes além de aumentar o tempo total de analise, o que ndo ¢

atraente quando se trabalha em rotina.

Alternativamente, a fim de evitar estes problemas, o modificador pode estar presente
no tubo de grafite na forma de um depdsito - modificador permanente - eliminando a
necessidade de mistura com a amostra, além de estabilizar certo nimero de elementos

também evita riscos de contaminagdo [59]. Neste caso o modificador ¢ depositado nas
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paredes do tubo de grafite ou sobre a plataforma de L'vov por eletrodeposi¢cdo ou pipetagem
da solu¢do do modificador e apds o tubo ¢ submetido a um tratamento térmico. O tubo
"recoberto" pode ser limpo in-situ por aquecimento, reduzindo os riscos de contaminagao, ¢
um mesmo tubo pode ser usado para varias determinagdes sem a necessidade de um novo
recobrimento. Elementos do grupo da platina (Ir, Pd, Pt, Rh, Ru), bem como elementos
formadores de carbetos (Zr, W, Nb, Ta), vém sendo estudados [59], como modificadores

permanentes.

Os modificadores quimicos podem ser utilizados facilmente na analise direta usando o
método de suspensdo, pois o contato ¢ eficaz entre as particulas das amostras e do
modificador. No entanto, este contato efetivo ndo € necessario para estabilizacdo do analito,
uma vez que este torna-se movel bem antes da sua atomizagdo, e pode ser eficientemente

trapeado mesmo que ndo esteja em contato direto com o modificador [3].

Vale et. al. [4] empregaram em 2001, pela primeira vez o uso de modificador
permanente na analise direta de solidos por GF AAS para determinagdo de Cd e Pb em carvao
mineral, usando Ru como modificador permanente. Apos esse trabalho outros elementos
também foram usados como modificadores permanentes na SS-GF AAS, como estdo

reportados em uma revisao [3].

E importante relembrar que, os conceitos STPF (Stabilized Temperature Platform
Furnace) por Slavin, foram fortalecidos pelos desenvolvimentos instrumentais € o uso de

diferentes modificadores quimicos, que auxiliaram no sucesso da analise por GF AAS [42].

2.2. PREPAROS DE AMOSTRA UTILIZADOS PARA ANALISE DIRETA

A determinacdo de elementos trago usando a andlise direta incluindo SS-GF AAS
requer, muitas vezes, etapas de pré-tratamento preliminares. A maioria destas etapas envolve
procedimentos fisicos, como lavagem, secagem, moagem, peneiramento, refrigeracdo ou

agitacdo mecanica, dependendo do tipo de amostra.

A lavagem ¢ restrita a alguns tipos de materiais, exclusivamente a algumas partes de
vegetais como, raizes, folhas e frutos [60]. Em alguns casos ¢ necessario a lavagem devido a
poeira ou residuos de pulverizagao no local de coleta. No entanto, devem-se levar em conta os

elementos que serdo determinados e as possiveis contaminagdes nesta etapa.

A etapa de secagem até peso constante ¢ comum para amostras solidas que apresentam

teor de dgua em quantidade varidvel e em forma nao determinada. Nestes casos ¢ necessario
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que nao ocorra perda do analito por volatilizacdo ou decomposicao térmica da amostra. A
secagem pode ser feita em estufas, que ¢ muito comum, ou por liofilizacdo, processo em que a
amostra ¢ congelada (entre -80 e -60 °C) e depois seca sob vacuo (entre -20 e +40 °C).
Quando as amostras sdo secas em estufa deve-se ter o cuidado de que atinja peso constante

para evitar erros decorrentes de perda de massa durante a pesagem.

Normalmente a secagem ¢ feita a 105 °C para as amostras de solos, rochas, minérios e
sedimentos. Para os materiais biologicos normalmente secos em estufa com circulagao de ar, a
temperatura pode variar de 60 a 65 °C. Em alguns casos materiais como minerais (aluminatos

e silicatos) necessitam de temperaturas maiores que 1000 °C [60].

A homogeneidade da amostra, tdo desejada na analise direta, ¢ assegurada quando se
reduz o tamanho das particulas por meio de procedimentos de moagem do material analisado.
Existem diferentes tipos de moinhos mecanicos, como o liquidificador e o processador, o
almofariz e pistilo, os moinhos de facas ou disco e bolas. Para a escolha de um moinho
mecanico deve-se levar em conta muitos fatores, como tamanho desejado das particulas,
quantidade de amostra disponivel, capacidade de massas que o moinho pode moer, velocidade
de moagem, da constituicao final do produto moido e do elemento a ser determinado. O uso
de determinado moinho pode ser critico, se houver risco de contaminagdo principalmente se
os analitos estiverem presentes em baixas concentragdes. Esta possivel fonte de contaminagao
ocorre basicamente pelo choque entre a amostra e o material que compde o moinho [13,60].
Em uma revisdo sobre sintese de ligas por processos de moagem, Suryanarayana [61]

apresentou os aspectos mais importantes € os tipos de moinhos mais utilizados.

No caso de materiais bioldgicos ou outros que apresentem alto teor de fibras e gordura
a homogeneizacdo preferencialmente ¢ realizada utilizando moagem criogénica. O principio
da técnica consiste em promover o congelamento da amostra que fica mais dura e
conseqiientemente provoca falhas na estrutura. Devido a estes fatores a amostra torna-se mais
quebradica, o que auxilia no processo de moagem que vai requerer uma energia menor para
diminui¢do do tamanho das particulas. Além de a moagem ser rapida, dependendo do material
processado as particulas obtidas podem ter tamanhos inferiores a 150 um [60]. No entanto, a
técnica apresenta uma limitagdo, associada ao estresse mecanico sofrido pelas pecas méveis
do moinho sob baixas temperaturas. Para resolver este problema, um moinho diferente foi
desenvolvido, nesse foi implementado moinhos com o conjunto de moagem constituido de
um tubo de policarbonato com uma barra magnética e duas tampas de aco inoxidavel. Esse

moinho apresenta outras vantagens em relacdo aos outros, pois permite uma moagem mais
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rapida de materiais mais duros (i.e. ossos, quartzo, dentes, polimeros, etc.) e de dificil
homogeneizagao (fibras, borrachas, tecidos animais com alto teor de umidade e gordura, etc.).
Além disso, ocorre uma diminui¢do dos riscos de contaminag@o entre as amostras, pois cada
amostra ¢ moida em um conjunto individual de moagem [60]. Junior et. al. [62] resumem a
literatura criticamente as aplicagdes que abordam a moagem criogénica para métodos de

preparo de amostra.

Como vimos anteriormente nesta revisdo, para analise direta, as amostras geralmente
necessitam de alguma forma de tratamento. Portanto, analisar amostras que nao sofreram
nenhuma forma de pretratamento ¢ algo inovador, tratando-se principalmente de amostras

como materiais viscosos (petroleo) e materiais com alto teor de agua (carne in natura).

2.3. DETERMINACAO DE ELEMENTOS TRACO EM PETROLEO

O petréleo representa uma mistura complexa de compostos organicos. Além disso,

uma ampla variedade de elementos tragco também estd presente nesse material, em
~ - o S -1

concentragdes variando em niveis de mg kg~ até poucos pg kg—. Esses elementos podem

estar presentes em formas quimicas muito diferentes, tais como complexos organicos, sais de

acidos organicos ou como compostos inorganicos.

Caumette et. al. [63], em uma recente revisdo identificaram e caracterizaram as
espécies metalicas determinadas em petroleo, oleos residuais, em fragdes de Oleos, gas
natural e gas condensado. Particular atengdo foi dada a cromatografia hifenada com ICP OES
e ICP-MS. Além disso, métodos de fracionamento das espécies metalicas foram criticamente
revisados. Segundo estes autores, as principais classes de espécies metalicas em petroleo
incluem: (i) porfirinas metalicas que estdo ligadas principalmente a Ni, V, F ou Cu; (ii)
caracterizagdes insuficientes e espécies ndo-porfirinicas altamente hipotéticas, ¢ (iii) sais de

acidos nafténicos que se ligam principalmente a Ca, Mg, Zn, Ti e também a outros elementos.

A determinagdo de elementos trago em petrdleo € dificil devido a natureza complexa
da amostra e as diferentes formas nas quais os elementos podem ser encontrados. Entretanto a
informagdo sobre a concentracdo de elementos-trago em petroleo estd ganhando importancia
tanto para caracterizacdo geoquimica da origem do mesmo como para permitir acdes
corretivas durante a produgdo e refino do petréleo como, por exemplo, prevencdao de

envenenamento de catalisadores, corrosao e controle da poluigdo ambiental [64]. Um maior
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conhecimento do teor de determinados elementos traco presentes no petréleo e em seus
derivados poderé auxiliar na busca de metodologias rapidas e de baixo custo para a efetiva

remocao dos mesmos.

A classificagdo do petrdleo pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(EPA) [65] ¢ baseada nas principais caracteristicas que devem ser consideradas em um
derramamento de petrdleo, tais como toxicidade geral, estado fisico e mudancas que podem

ocorrer com a agao do tempo. As classes sdo as seguintes:

Classe A - Oleos leves e volateis - produtos mais refinados, sdo petroleos leves e sao

considerados toxicos tanto a humanos quanto a outras formas de vida.
Classe B — 6leos viscosos — sao menos toxicos e incluem bases de 6leos pesados de parafina.

Classe C — o6leos viscosos e pesados — inclui 6leos de residuo combustivel e 6leos crus

pesados com baixa toxicidade.

Classe D — oleos sem fluido — possui toxicidade relativamente baixa e incluem O6leos

residuais, 6leos crus pesados e alguns dleos parafinicos.

A Tabela 1 apresenta a origem dos elementos presentes em o6leos crus e produtos

derivados do petréleo bem como a faixa de concentragao.

Tabela I - Origem e faixa de concentracdo aproximada de elementos importantes em o6leos

crus e produtos derivados do petréleo [42].

Produto, Origem Elementos Faixa de concentracio
(mg/kg)
Oleo cru Ni, V 200-2
- especificos de origem As, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, 1-0,001
Mo, Pb, Zn
- contaminagao Na, Fe 200 -2
Ambiente, refinamento, Al, Cd, Cu, Fe, Pb, Si, Ti, Zn 20 -0,001
estocagem
Aditivos em 6leos Ba, Ca, Mg, Mo, Na, Pb, Zn 20.000 — 200
Saboes, espessantes em graxas Al Ca, K, Li, Mg, Na, Si 20.000 — 200
Metais provenientes dousoem  Ag, Al, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, 200-0,1

oleos usados Mn, Ni, Pb, Sn, Ti, V, W, Zn
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Os o6leos crus contém elementos metalicos sob a forma de complexos ions
organometalicos. Niquel e vanadio sdo derivados principalmente da génese do dleo cru. As
concentragdes e razdo desses elementos podem ser usadas para tragar a origem geologica do
6leo cru, assim como a migragdo e maturagdo [66]. Além disso, niquel é um sério

envenenador de catalisadores enquanto que vanadio leva a problemas de corrosao.

Em recentes revisdes sobre determinacdo de elementos-traco em petrdleo [67] e em
seus derivados [68], foi enfatizado que as principais técnicas utilizadas ultimamente para
essas analises sdo: GF AAS, ICP OES, ICP-MS e F AAS. Isto provavelmente se deve ao fato
de que essas técnicas apresentam boa sensibilidade ou requerem um pré-tratamento minimo
das amostras, como a diluicao do petroéleo com solventes organicos, evitando procedimentos
de queima para obtencdo de cinzas ou digestdo, os quais sd3o morosos € podem levar a perdas

de analitos ou contaminagao.

Inclusive os métodos adotados pela Agéncia Nacional do Petréleo (ANP) [69,70] para
determinagdo de Ni, V, Fe e Na em amostras de petroleo utilizam as técnicas de F AAS e ICP
OES. No entanto, elas estdo limitadas para faixas de concentragdo em torno de mg kg, e
sujeitas a interferéncias espectrais e nado-espectrais que dificultam a identificagdo e
quantificagdo de analitos em matrizes complexas como a de petroleo. Apesar da capacidade
multielementar, as técnicas de ICP, baseadas em nebulizag¢do, geralmente requerem dilui¢ao
significativa de amostras altamente viscosas em um solvente orginico apropriado antes da
introdu¢do da amostra no plasma. Além disso, tém sido reportado na literatura [71],
problemas relacionados com a sobrecarga do plasma com vapores de solventes organicos
tornando-o instavel pela variagdo de suas caracteristicas fisicas o que, consequentemente,

afeta o desempenho geral da técnica.

Em ICP-MS, a presenga de vapores de solvente organico pode ainda causar
deposi¢ao de carbono na superficie do cone de amostragem, no skimmer ¢ nas lentes de ions,
afetando a eficiéncia de transporte dos ions para o analisador de massa. Adicionalmente,
interferéncias poliatdmicas causadas por espécies de carbono—argdnio limitam seriamente a
quantificacdo de alguns elementos. Visando a minimizagdo desses problemas, tém sido
utilizados sistemas especiais para introducdo de amostras para diminuir a quantidade de
solvente que alcanga o plasma, tais como nebulizagdo ultrasonica [64], micronebulisadores

[72,73], andlise por inje¢cdo em fluxo [74], cromatografia a gas [75] e ETV [76,77,78].

Heilmann et. al. [79] recentemente desenvolveram um método para determinagdo

multiclementar em amostras de petroleo e residuo de o6leos, utilizando diluigdo isotdpica e



26

ablagdo a laser (LA ICP-IDMS). Solugdes contendo compostos organo metalicos de is6topos
enriquecidos (V-50, Cr-53, Cu-65, Fe-57, Ni-62, Zn-68, Cd-113, Sn-117, e Pb-206) foram
preparadas, a partir de uma solugdo aquosa correspondente, usando extragdo liquido-liquido
dos ions metéalicos complexados, com isobutil metil cetona. A amostra assim preparada foi
absorvida em um material de celulose, que foi fixado em um suporte especial de PTFE para

ablacao.

Para F AAS, embora as chamas utilizadas sejam bastante tolerantes a maioria dos
solventes organicos, o principal problema se deve a baixa e diferente sensibilidade observada

para varios compostos organicos de um mesmo elemento [42,80,81].

Lang et. al. [82] relataram em uma revisao 52 referéncias onde os autores
determinaram metais em petroleo e residuos de petrdleo, dando énfase a AAS. Como
apresentado na literatura a GF AAS tem mostrado ser uma boa alternativa uma vez que a
introdu¢do da amostra no atomizador ndo é consideravelmente afetada pelas diferentes
caracteristicas fisicas da mesma, e o programa de aquecimento permite a eliminacdo quase
que completa da matriz. A andlise da amostra diluida com solvente apropriado por GF AAS
seria a forma mais pratica, mas tém sido reportados problemas associados a baixa
estabilidade do analito nos padroes e na amostra diluidos com solventes organicos

[48,83,84,85,86,87].

Portanto, o preparo adequado de amostras complexas e viscosas de 6leo ainda ¢
critica. A fim de converter a amostra a uma forma que seja compativel com a instrumentagao
e que permita uma calibragdo mais facil e eficiente, muitos procedimentos de preparo de

amostra vém sendo propostos para a analise de amostras de 6leo.

Os métodos adotados pela ANP [69,70] para determinacdo de Ni, V, Fe e Na em
amostras de petroleo consistem na queima da amostra a 525 + 25 °C ¢ andlise do residuo apds
sua dissolugcdo em 4cido nitrico. No entanto, tal método, além de moroso, apresenta grande

risco de contaminacao e perdas durante a queima, se aplicado a elementos mais volateis.

Alternativamente, as emulsdes ou microemulsdes de petroleo, em substituicdo a
dilui¢do com solventes, tém sido propostas para andlise por GF AAS [48,66,88,89,90], ICP-
MS [74,91], e ICP OES [84,92]. Essa técnica de preparo de amostra permite a substituicao
dos padrdes organometalicos, que sdo instaveis e caros, por padroes aquosos para calibragao.
Em todos os trabalhos tem sido relatada melhor estabilidade para varios elementos em

padrdes e amostras emulsificados.
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Recentemente, Santelli et. al. [90] propuseram um procedimento para determinagdo de
vanadio ndo-volatil em condensados do petroleo, diesel e gasolina por GF AAS. As amostras
foram preparadas em emulsdo usando acido nitrico concentrado, Triton X-100, amostras e
agua nas proporg¢des de 1/1/2/6, respectivamente. O procedimento proposto teve €xito em seus

resultados para as amostras investigadas, com recuperacdes entre 90-105%.

Nosso grupo de trabalho investigou detalhadamente a determinagdo de niquel e
vanadio em petroleo usando a técnica de emulsao [48,88]. No primeiro trabalho foi observado
que nas curvas de pirdlise para Ni em amostra de petrdleo ocorreu um leve declinio na
absorvancia integrada entre 600 °C e 1000 °C (Figura 3). Este efeito ndo foi considerado
naquele momento, pois o fendmeno desaparecia a altas temperaturas, e verificou-se que acima
de 1300 °C, o sinal analitico comega a se reduzir bruscamente indicando que acima dessa

temperatura ocorria perda de niquel.
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Figura 3 — Curvas de temperatura de pir6lise para niquel em amostra de petréleo e padrao em

diferentes meios por GF AAS; T, = 2400 °C. Figura retirada da dissertagdo de mestrado

de Damin [93].

Usando um espectrometro de absor¢do atomica de alta resolu¢do com fonte continua
(HR-CS GF AAS) foi descoberto que até 50% do niquel era perdido na etapa de pirdlise a
temperaturas acima de 400 °C, enquanto que o restante do niquel era estavel até¢ 1400 °C [48].
Baseado nesses dados e em dados da literatura [94] concluiu-se que complexos porfirinicos de

niquel apolares eram perdidos, enquanto que os compostos ndo-porfirinicos altamente polares
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ficavam retidos no tubo de grafite at¢ 1400 °C. O comportamento das curvas observado na

Figura 4 para niquel também foi mesmo apresentado nas curvas para o vanadio [88].
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Figura 4 — Curvas de temperatura de pir6lise para niquel em amostra de petréleo e padrao em

diferentes meios obtidas por HR-CS AAS (fornecida por Lepri) [95]; Ta = 2400 °C.

A altissima capacidade de corre¢dao de fundo da HR-CS GF AAS permitiu o uso de
temperaturas de pirdlise tdo baixas como 300 °C, mesmo com matrizes tdo complexas como o
petréleo. Assim sendo, niquel e vanadio total foram determinados usando uma temperatura de
pirdlise de 400 °C, e os compostos “termicamente estaveis” usando uma temperatura de

pirolise de 800 — 1000 °C. A fracao volatil foi calculada por diferenca.

Para a aplicacdo desse método em GF AAS convencional, foi proposto o uso de
paladio como modificador quimico para estabilizar os compostos volateis de niquel e vanadio
[88]. Por esse método determinou-se niquel e vanadio total usando-se paladio e os compostos
113 : r LR L) . :

termicamente estdveis” foram determinados sem modificador na mesma temperatura de

pirdlise, conforme apresentado na Figura 5.

As andlises realizadas pelo nosso grupo em varias amostras de petréleo mostraram que
as espécies de porfirinas volateis em fragdes de petréleo estdo entre 5 ¢ 50% de niquel e
vanadio total. As vantagens desses métodos ¢ que um tipo de especiagdo foi realizado com um
preparo de amostra relativamente simples e sem nenhuma pré-separagdo cromatografica.

Deve-se salientar que se a presenca de compostos volateis ndo for levada em consideragao,
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mesmo usando temperaturas de pirolise relativamente baixas, erros sistematicos graves podem

ocorrer.
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Figura 5 - Curvas de temperatura de pirdlise para (a) niquel e (b) vanadio obtidas por GF
AAS. Amostra: OB3 em emulsao (massa de amostra: 0,8 g); (a) Ta = 2400 °C;
(b) Ta=2650 °C. Figuras retiradas da dissertagdo de mestrado de Damin [93].

Um aspecto que deve receber maior atengdo quando se realiza a analise de especiagdo
¢ o de manter as espécies de interesse na sua forma original durante o preparo da amostra. A
condi¢do de pré-tratamento minimo deve ser aplicada de forma a se obter resultados exatos

[96].

Os modificadores quimicos sdo utilizados em AAS por diminuir as interferéncias e
possibilitar aumento na temperatura de pirdlise resultando em uma maior eliminagdo da
matriz. Deve-se salientar que o uso de modificadores quimicos ¢ mais dirigido para elementos
volateis e a sua utilizagdo para determinagdo de niquel e vanadio ndo ¢ comum, pois estes
elementos sdo bastante refratarios, apresentando temperaturas de pirolise bastante elevadas.
No entanto, o comportamento desses metais em amostras de petroleo foi diferente, como ja

foi discutido, tornando-se necessario o uso de paladio.

Outras formas de vanadio foram investigadas por outro autor [87], o qual usou paladio
organico e uma mistura de iodo e cloreto de metiltrioctilamonia (MTOACI) a fim de estudar o
efeito do comportamento de varias formas de vanadio durante a analise por GF AAS. Os

resultados confirmam o problema de volatilidade de compostos organicos de vanadio em
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amostras de petroleo diluidas com solventes organicos. O autor cita que um tipo de especiagcdo

poderia ser realizado usando o método proposto pelo nosso grupo.

Alguns autores reportaram na literatura outro modificador quimico, nitrato de
magnésio, para determinagdo de vanadio com o objetivo de aumentar a sensibilidade analitica

[97,98] e auxiliar na prevengao da formagao de carbetos [99].

Luz et .al. [100] propuseram o desenvolvimento de um método para determinagdo de
vanadio em o6leo diesel por GF AAS utilizando nitrato de magnésio como modificador para
aumentar a sensibilidade do sistema. Nesse contexto, Bermejo-Barrera et. al. [101] também
utilizaram o modificador nitrato de magnésio para a determinac¢ao de vanadio em agua de mar

por GF AAS. Os autores verificaram um consideravel aumento do sinal analitico do metal.

Uma diferente alternativa em GF AAS para determinagdo de analitos presentes em
baixas concentracdes em matrizes complexas ¢ o emprego do atomizador com filtro de
aquecimento transversal (THFA) desenvolvido pelo grupo do Dr. Dmitry A. Katskov
[102,103,104]. O THFA apresenta varias vantagens para a analise de solu¢des organicas, tais
como: i) a determinacdo de elementos volateis torna-se possivel sem a adicdo de
modificadores quimicos; ii) ocorre um aumento da sensibilidade ¢ do limite de detecgdo que
melhora de duas a trés vezes, devido ao reduzido volume de absorcdo e também a
possibilidade de injetar volumes grandes de amostra de até 100 pL; iii) e uma eficiente
reducdo nas interferéncias ndo-espectrais e de fundo [105,106]. No entanto, esta técnica ainda

ndo esta comercialmente disponivel.

Na literatura ha poucos exemplos para o uso do THFA, e eles estdo resumidos em uma
recente revisdo descrita por Katskov [107]. Esta técnica ja foi empregada com sucesso em

matrizes reconhecidamente complexas como combustivel automotivo e 6leos comestiveis.

Cabe salientar que o THFA ainda ndo foi aplicado para andlise de amostras de
petréleo. E 6bvio que se esta técnica for aplicada a amostras de petroleo vai necessitar de
algum preparo de amostra, como a diluicado com solventes organicos ou emulsdes. Contudo,
poderia ser uma excelente alternativa para a determinacdo de elementos presentes em baixas

concentragdes no petroleo por GF AAS.

A possibilidade de se realizar a analise direta de petroleo por GF AAS ¢ algo inovador,
pois ¢ um procedimento analitico que oferece inimeras vantagens em relacdo aos métodos
convencionais utilizados. Este método tem por principal objetivo aumentar o nimero de

amostras analisadas por tempo e a confiabilidade dos resultados, além de reduzir o custo da
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analise. E esperado que a SS-GF AAS possa ser utilizada com sucesso eliminando-se as
possiveis dificuldades encontradas nos métodos de diluicdo com solventes organicos e
digestdo. Espera-se também uma melhora dos LD (s) em relacdo os métodos de emulsdo e

micro-emulsdo, devido a nao dilui¢do das amostras.

O uso da SS-GF AAS para andlise direta de petroleo foi proposta simultaneamente
neste trabalho, para determinagdo de niquel e vanadio, e por Branddo e colaboradores para
determinacdo de niquel [108], cobre, ferro e vanadio [109]. Recentemente, Dittert et. al. [49]
descreveram um procedimento para determinac¢do simultinea de cromo e ferro em amostras

de petréleo sem nenhum preparo de amostras usando HR-CS AAS.

Assim, fazer uma investigacao das principais dificuldades associadas a determinagao
de metais e metaloides em petroleo por SS-GF AAS, tais como erros de pesagem, calibragdo e

uso de modificadores quimicos merece atencao especial.

2.4. DETERMINACAO DE ELEMENTOS-TRACO EM CARNE IN NATURA

Desde 2004, o Brasil ¢ considerado o maior exportador mundial de carne bovina e
aves domésticas e o quarto em exportagdo de carne de porco. Em 2005, uma nova deflagragao
da doenga de pé-e-boca (do inglés: “foot and mouth disease” - FMD), conhecida como febre
aftosa, levou varios paises a proibir importagao de carnes das regides afetadas pela doenca. A
Organizacao Mundial de Satide Animal (OIE) controla as condi¢des sanitarias internacionais,
buscando comprovar a auséncia da febre aftosa nos paises exportadores de carne. O Brasil,
que tem atualmente o reconhecimento da OIE como area livre da doenga, com vacina¢do em
15 estados brasileiros, permanece em um significante lugar no mercado das carnes [110]. Tal
otimismo ¢ refor¢ado pelo esfor¢o nacional na promocgao da certificagdo sanitaria [111]. Neste
sentido, métodos exatos, rapidos e de baixo custo para a andlise de carne sdo de grande
importancia, aumentando o numero de andlise de amostras por tempo, com maior

confiabilidade.

A presenca de elementos toxicos nos tecidos e produtos de origem animal pode
resultar tanto da ocorréncia natural desses elementos no solo, quanto dos processos de
contaminagdo industrial, descarte de residuos e/ou insumos agricolas. Essas substincias
possuem um grau de toxicidade bastante diversificado. Os elementos tragco como As, Cd e Pb
estdo entre as substancias toxicas controladas em carne pelo Ministério da Agricultura do

Brasil, que estabeleceu recentemente, em maio de 2009, novos niveis maximos de: arsénio
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(1,00 mg kg de As em rim bovino e 2,00 mg kg de As em rim suino), chumbo (0,50 mg
kg™ de Pb em rim bovino, suino ¢ eqiiino) e cadmio (0,20 mg kg™ de Cd em musculo eqiiino
e 1,00 mg kg de Cd em rim bovino e suino). O controle de residuos de metais em amostras
de carne no ambito do Plano Nacional de Controle de Residuos em Produtos de Origem
Animal (PNCR), além dos objetivos ja citados, tem como propdsito obter informagdes sobre
os niveis médios regionais, dados estes que permitem localizar 4reas de polui¢do ambiental

[112].

A baixa concentragdo de chumbo e cadmio em amostras bioldgicas como a carne
requer o uso de técnicas altamente sensiveis, tais como a GF AAS que permite determinagdes
na faixa de pg kg' [42]. A maioria dos métodos para determinagdo de elementos trago e
ultratrago em carne, requerem uma prévia digestdo da amostra, que envolve tratamento com
acidos concentrados em frascos abertos ou fechados [1,2]. Uma excelente alternativa para
evitar os problemas associados a digestdo ¢ a andlise direta ou via suspensdo da carne por GF

AAS.

Korn et. al. [113] recentemente reportaram uma revisao geral de recentes publica¢des
a respeito de procedimentos de preparo de amostras para a determinacdo de metais em
amostras de alimentos usando técnicas espectroanaliticas. Entre os métodos mais aplicados
para o preparo de amostras de alimentos estdo: a via imida, usualmente com a adi¢do de
digestdo 4cida, preferencialmente com a assisténcia de microondas; suspensoes,
particularmente com a assisténcia de ultra-som, que reduz o consumo de acidos e o tempo de
preparo; ¢ a analise direta de solidos que esta ganhando importancia no campo da analise de
alimentos, pois oferece uma alta sensibilidade, evitando o uso de reagentes agressivos como
acidos minerais, tornando possivel a analise de micro-amostras. Além disso, pode ser aplicada
para uma analise rapida de screening, como por exemplo, carne in natura.

Para o preparo das suspensdes de alimentos, contendo dgua e com alto teor de fibras,
os procedimentos de homogeneizacdo da amostra parecem ser rapidos e apropriados para
amostras com elementos de facil extragdo. No entanto, para alimentos com alto teor de
gordura esses procedimentos ndo sdo adequados, pois dificultam uma reducdo efetiva do
tamanho das particulas [114]. Portanto, a andlise direta de tecidos biologicos esta ainda
combinada com alguma forma de pré-tratamento, principalmente por homogeneizagdo e
liofilizagdo, particularmente para técnicas de suspensdo [41], que precisam de materiais

finamente triturados.
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Fry et. al. [115,116,117] investigaram procedimentos de homogeneizagdo para o
preparo de suspensdes de alimentos com diferentes homogeneizadores. Os autores reportaram
que os resultados obtidos para Cu, Mn e Zn por F AAS foram concordantes com os valores
certificados para figado bovino. Além desses elementos também foram realizadas
determinagdes de Na e K em amostras de sanduiches em forma de suspensdo por
espectrometria de emissao atomica por chama (F AES). [117]. No entanto, nesse trabalho foi
realizada a analise somente com o sobrenadante resultante de uma centrifugacao da
suspensdo. Embora a forma de andlise seja interessante, esse procedimento nido ¢ usual no

caso das suspensdes, que sdao simplesmente homogeneizadas e analisadas imediatamente.

Lynch e Littlejohn [118] reportaram o uso de amostras de alimentos secas para o
preparo das suspensdes. Méndes et. al. [119] investigaram o uso de 3 sistemas de secagem
(forno, liofilizador e forno de microondas) para o preparo de tecidos bioldgicos marinhos para
a determinacdo de selénio. As amostras foram anteriormente homogeneizadas, secas e
moidas. O tamanho das particulas obtidas em todos os processos foi < 100 um, e estas foram
usadas no preparo das suspensdes. A maior extracdo em % do analito foi obtida com a
secagem por forno, aquecimento a 40 °C por 48 horas, que depois foi aplicado para todas as

amostras.

Mokgalaka et. al. [120] desenvolveram um método para determinagao de Cu, Fe, Mg,
Mn e Zn envolvendo a analise de amostras liofilizadas de figado bovino em suspensdo por
ICP OES. Para isso, aliquotas das amostras liofilizadas foram preparadas em 2,0 M de acido
nitrico e a seguir sonicadas a fim de obter uma completa homogeneizagdo das suspensdes. Os
resultados do método proposto foram comparados com amostras digeridas em forno de

microondas e foram satisfatorios.

Baysal et. al. [121] investigaram uma nova técnica de pré-concentragdo/separacdo para
analisar as suspensodes de figado bovino certificado, antes da determina¢ao de chumbo por GF
AAS. Para esse proposito, inicialmente, o chumbo foi coletado em dimetacrilato de
etilenoglicol — acido metacrilico (EGDMA-MA) (“do inglés: ethylene glycol dimethacrylate
methacrylic acid copolymer™) e tratado com pirrolidinaditiocarbamato de aménio (APDC)
(“do inglés: ammonium pyrolidine dithiocarbamate™). Depois da separagdo da fase liquida, a
suspensdo do sorvente contendo o metal preconcentrado foi preparada e diretamente pipetada
pelo amostrador automatico e introduzida no tubo de grafite.

Afridi et.al. [122] desenvolveram 3 métodos de tratamento de amostras baseados em

sistemas ultrasonicos: extragdo acida em ultra-som com sonda, suspensdo acida em banho de
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ultrassom, e pequena pseudo-digestdo e sonicagdo em banho de ultrassom. Esses métodos
foram comparados para determinag¢do de Cd e Pb por GF AAS em amostras biologicas
(sangue e cabelo), CRM (s) de cabelo humano (BCR 397) e figado bovino (BCR 185R). Os

melhores resultados foram obtidos com a pseudo-digestao em ultrassom.

Uma alternativa simples e rapida de pré-tratamento de amostra ¢ o uso de hidroxido de
tetrametilamonio (TMAH). O TMAH ¢ uma base forte, soluvel em agua e em solventes
organicos, que sob suaves condigdes de aquecimento [123] ou sem aquecimento [124]
usualmente solubiliza completamente tecidos de origem animal. Em geral, suspensodes
preparadas com TMAH sdo suficientemente homogéneas para produzir resultados
satisfatorios. Em uma revisao feita por Nobrega et. al. [123] € discutida a literatura existente a
respeito do uso de TMAH, aminas tercidrias soluveis em agua (CFA-C), e bases fortes para o
preparo de amostra. A discussdo enfatiza os analitos, amostras e efeitos nas condi¢des das
medidas. Isto evidentemente mostra que o emprego de um meio alcalino ¢ uma boa alternativa

para algumas tarefas analiticas e uma abordagem simples de preparo de amostra.

Kotulanova ¢ Komarek [124] examinaram em detalhes o preparo da amostra desde a
secagem até queima em forno mufla, queima em baixa pressdo em plasma de oxigénio,
digestdo acida em frascos fechados, solubilizagdo com o TMAH e amostragem de suspensao
de amostras de figado animal. A comparacdo desses métodos para a determinagdo de cobre
mostrou que todos podem ser aplicados para andlise de tecido animal. A queima em forno
mufla e a queima em baixa pressdo de oxigénio (plasma) foram recomendados pelos autores

para analisar pequenas massas de amostra de figado, em torno de 10 mg.

Em relagdo a andlise por suspensao a analise direta de amostras solidas por GF AAS
tem melhores limites de deteccdo por causa da auséncia de diluigdo e minimo risco de
contaminag¢do [13]. Conforme jé discutido, a auséncia da manipulacdo da amostra faz da SS-
GF AAS ideal para uma analise rapida de screening e aplicagdes de rotina [3]. No entanto, a
analise direta de tecidos bioldgicos, assim como a suspensdo, esta ainda combinada com

alguma forma de pré-tratamento, principalmente por homogeneizagao e liofilizacao.

Nomura et. al. [7,125] analisaram uma amostra de figado bovino investigando a
secagem ¢ o processo de moagem. Nesse trabalho os autores concluiram que esses processos
influenciam na micro-homogeneidade da amostra, e observaram resultados diferentes para

elementos diferentes.
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Liicker et. al. publicaram varios trabalhos envolvendo a analise de tecidos animais
pela técnica da andlise direta de solidos por espectrometria de absor¢do atdmica com correcao
de sinal de fundo, baseado no efeito Zeeman. Os autores observaram que a distribuicdo de
elementos traco em tecido animal é quase homogénea. Estes trabalhos foram aplicados a
tecidos de figado [126,127], e de rim [128], determinacdao de Pb em tecido de musculo
contaminado por residuos de armas de fogo [129] e Cd em musculo eqiiino [130]. Lucker e
Schuirer [131] investigaram as fontes de erros nas determinagdes por SS-ET AAS na analise
direta de tecido animal in natura para propdsito de screening. Eles desenvolveram um sistema
de amostragem direta de s6lidos automatizado e investigaram a amostragem em tecido animal
sem tratamento, usando diferentes temperaturas e massa de amostra. No entanto, ¢ necessario
destacar que o equipamento usado por esses autores ndo estd disponivel no mercado para

comercializagao.

O uso da SS-GF AAS, discutido nesta revisao poderia ser empregado com sucesso
para uma determinagdo rapida e exata de chumbo ¢ cadmio em carne bovina in natura no

ambito do programa brasileiro de controle de residuos em produtos de origem animal.
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como principal objetivo avaliar a aplicabilidade da técnica de
SS-GF AAS para analise de amostras com alta viscosidade e com alto teor de umidade.
Enfase foi dada para amostras de carne bovina in natura visando a possibilidade de se fazer
uma investigacdo preliminar (screening) de Cd e Pb em amostras de figado, rim e musculo
bovino in natura; e de petréleo, visando a viabilidade da determinacdo de elementos-trago
(Ni, V e Pb). Os métodos sdo baseados na andlise das amostras ap6s introdugdo direta no
forno de grafite (SS-GF AAS), sem nenhum tratamento prévio, apenas com uma simples
homogeneizagao, ou na forma de suspensdo para as amostras de carne analisadas por GF
AAS. Para determinagdo de chumbo em petrdleo, além da analise direta utilizaram-se também
os métodos de emulsdo e de digestdo para comparagdo dos resultados. Para ambos os tipos de
amostras, buscou-se o desenvolvimento de métodos analiticos rapidos, sensiveis e exatos, que

possam ser aplicados rotineiramente na determinagao direta de elementos-traco por GF AAS

Objetivos especificos investigados neste trabalho:
Petroleo

- Estudos de procedimentos para determinagdo direta de Ni, V e Pb em amostras de petroleo

por GF AAS;
- Estudo de viabilidade do uso de modificadores quimicos;

- Investigacdo da influéncia da massa de amostra de petréleo nos erros de pesagem na

analise direta;

- Investigacdo do uso de padrdes de referéncia inorganicos em emulsdo e aquosos para a
calibragao;
- Investigacdo do uso de emulsdes em petroleo para determinagdo de Pb em THFA;

- Comparacao entre os diferentes métodos de andlise para a determinacao de Pb em petroleo

(emulsdo em THFA ou SS), em termos de sensibilidade, precisdo etc;

- Otimizacao ¢ validacdo dos métodos desenvolvidos, usando-se materiais de referéncia
certificados, digestdo acida ou por comparacdo dos resultados obtidos entre as

metodologias analiticas propostas.
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Carne in natura

Investigacao da viabilidade do uso de modificadores quimicos;

Investigacao de erros de amostragem e influéncia da massa de amostra de carne na analise

direta de soélidos;

Desenvolvimento de métodos para determinagdo de Cd e Pb em materiais de referéncia
certificados de figado e musculo bovino, diretamente na amostra solida ou sob a forma de

suspensao;

Desenvolvimento de métodos para determinagdo de Cd e Pb em amostras de figado e
musculo bovino in natura, através dos métodos de analise direta de so6lidos ou na forma de
suspensao;

Comparacao entre os diferentes métodos de analise (apds digestdao, na forma de suspensdo

ou na forma sélida), em termos de sensibilidade, precisdo, tempo de anélise, etc;

Otimiza¢do e validagdo dos métodos desenvolvidos, usando-se materiais de referéncia
certificados e por comparagdo dos resultados com aqueles obtidos através dos métodos

adotados pelos 6rgdos oficiais nacionais.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Equipamentos
4.1.1. Espectrometro de Absorcio Atomica

Para a determinagdo de cadmio, chumbo, niquel e vanddio utilizou-se um
espectrometro de absorcdo atomica AASSEA (Analytik Jena AG, Jena, Alemanha) com
lampada de deutério como corretor de fundo. Para medida dos sinais de absorvancia, foram
utilizadas lampadas de catodo oco de caddmio, chumbo, niquel e vanadio (NARVA G. L. E,
Berlim, Alemanha). Todas as medidas usando a analise direta de solidos foram realizadas com
tubos de grafite para sélido, sem o orificio de dosagem, piroliticamente recobertos com grafite
e com aquecimento transversal (Analytik Jena Part No. 07-8130325, Analytik Jena AG,
Alemanha). Para a andlise de solu¢des e emulsdes foram utilizados tubos de grafite pirolitico
com plataforma integrada PIN (Analytik Jena Part No. 407-A81.025). Para as medidas usando
as emulsdes na determinagao de chumbo em petroleo, foram utilizados tubos com filtro (forno
filter - THFA) fabricados em TUT (Tshwane University of Technology, Pretoria, Africa do
Sul), similares aos descritos por Katskov [107]. O espectrometro estd conectado ao
computador IBM PC/AT. Utilizou-se como gas de purga argonio comercial, com 99,9% de
pureza (White Martins Praxair, Sdo Paulo, Brasil). As medidas dos sinais de absorvancia
foram baseadas em area de pico. Os parametros instrumentais utilizados estdo apresentados

na Tabela I1.

Tabela II - Parametros instrumentais para determinacdo de cadmio, chumbo, niquel e

vanadio.

Carne Petroéleo

Parametro Chumbo Cadmio | Niquel Vanadio Chumbo

Comprimento de onda (nm) | 2833 228.8 234,6 318.4 217,0
Corrente de lampada (mA) 4,5 4,0 6,0 6,0 6,0
Fenda espectral (nm) 0,5 0,5; 0,8* 0,5 0,8 0,5

*Suspensao
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Para a pesagem das amostras utilizou-se uma ultramicro-balanga (Sartorius, Gottingen,
Alemanha) com exatiddo de 0,001 mg. Para a analise das amostras de carne in natura na
forma de suspensdo, as amostras foram pesadas diretamente em frascos do amostrador
automatico. Para a amostragem direta, as amostras de carne (com massa variando de 1,0 — 10
mg) e petroleo (com massa variando de 0,05 - 4,0 mg) foram pesadas em plataformas de
grafite desenvolvidas para andlise direta de solidos - SS (Analytik Jena Part No. 407-152.023,
Analytik Jena AG, Alemanha). Os valores das massas pesadas foram automaticamente
transmitidos para o computador para calcular a “absorvancia integrada normalizada”
(absorvancia integrada calculada para 1 mg de amostra) depois de cada medida. Essa
normalizagdo ¢ comumente utilizada em SS-GF AAS para comparar os sinais, pois ¢
praticamente impossivel introduzir exatamente a mesma massa de amostra de 1 mg, ou
sempre introduzir exatamente a mesma massa de amostra em uma série de medidas. A
transferéncia das amostras para o atomizador foi realizada usando-se um modulo amostrador
mecanico de sélidos (SSAS Solid, Analytik Jena). Para a introdu¢ao de solugdes no

atomizador, utilizou-se um amostrador automatico MPES (Analytik Jena).

Para a determinag¢do de chumbo em petréleo usando forno PIN ou THFA as amostras
foram preparadas em emulsdes. Nesse caso, as massas de petrdleo (cerca de 500 mg) foram
pesadas diretamente em baldes volumétricos de 10 mL. A técnica de calibragdo com padroes

aquosos foi usada em todo o trabalho.

4.1.2. Outros equipamentos

As amostras de carne foram homogeneizadas em um liquidificador (Britania, Brasil).
Uma estufa (De Leo, Brasil), foi usada para secagem das amostras de carne. Um moinho
vibratorio micro-mill modelo Pulverisette 0 (Fritsch, Alemanha), equipado com bolas de aco
temperado foi usado para redugdo das particulas de carne pela combina¢do de impacto e

friccao. Essas vibragdes foram controladas a uma amplitude de 1 mm, com o tempo de 1 min.

Um bloco digestor (sistema aberto) modelo 324 A 242, Quimis, Brasil, operando a
uma freqiiéncia de 60 Hz com uma poténcia de 2000 W, com tubos de ensaio feitos de vidro e
capacidade para 50 mL, foi usado para digestdo das amostras de carne. Para a digestdo de
petroleo foi usado um bloco digestor Modelo Te-015/1 (TECNAL, Brasil) com frascos de
Teflon ®, para conter 50 mL..
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Um banho de Ultrassom da Unique-Thorton modelo USC-2850 (Thorton, Sao Paulo,
Brasil) operado com a freqiiéncia de 37 kHz e poténcia de 120 watts, com controle de

temperatura, foi usado para o preparo das emulsdes de petroleo.

Um destilador de agua feito de vidro modelo 534 (Fisatom, Brasil) acoplado a um
sistema MilliQ-Plus (Millipore, Bedford, MA) foram utilizados para purificacdo da agua. Um
destilador de quartzo (Kiirner Analysentechnik, Rosenheim, Alemanha) foi utilizado para

destilacdo do 4cido nitrico, abaixo do seu ponto de ebuli¢do.

4.2. Limpeza do material de preparo e armazenagem de solucdes

Todas as solugdes foram mantidas em frascos de polietileno, previamente lavados e
descontaminados. A descontaminacdo foi realizada através da insercao dos frascos em um
banho de ~3 mol L' HNO; por pelo menos 24 horas. A seguir, os frascos foram retirados do
banho e lavados no minimo trés vezes, com agua destilada e deionizada. Toda a vidraria
utilizada no preparo das solugdes, também foi descontaminada seguindo-se o mesmo

procedimento.

4.3. Reagentes e solugoes

Todas as solugdes e amostras foram preparadas com reagente de grau analitico € com
agua purificada por um sistema MilliQ-Plus, resistividade especifica-18 MQ c¢cm a 25 °C
acoplado a um destilador de 4gua de vidro. O 4cido nitrico concentrado (Merck, Alemanha)
utilizado no preparo das solucdes e digestdo das amostras foi destilado em destilador de

quartzo.

4.3.1. Petroleo

Foram utilizadas solugdes estoques de chumbo, niquel e vanadio (1000 mg L) Titrisol ®
adquiridas da Merck. As solucdes de referéncia foram preparadas pela dilui¢do da solucao
estoque com a adi¢do de 0,014 mol L' HNO;. As emulsdes padrio foram preparadas pela
dilui¢do da solugdo estoque com a adigdo de 1,00 mL de 6leo mineral puro (BMOMS, High
Purity Standards, Charleston, SC, USA), 1,00 mL de Xileno (Merck) e 100 uL de Triton X-
100 (Union Carbide). O modo de preparo foi otimizado usando uma abordagem multivariada,

descrita em um trabalho anterior [88]. Todas as soluc¢des de referéncia usadas no THFA foram
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preparados em 10% de etanol para facilitar a introducdo da amostra (menor tensao

superficial).

Os modificadores quimicos utilizados foram: uma solugio estoque com 1000 mg L' Pd
em 5 mol L' HNOj; e uma mistura de 0,05% (m/v) Pd + 0,03% (m/v) Mg + 0,05% (m/v)
Triton X-100 (Pd e Mg como nitratos da Merck). Também foram utilizados como
modificadores permanentes solugdes estoques de 1000 mg L™ de Ir ou Ru em 8% HCI, ambos

da Merck.

Para a digestdo das amostras de petréleo utilizaram-se: H>O, 30% (v/v), HoSO4 95-97%
(m/m) e 14 mol L' HNOj (todos da Merck, Alemanha).

4.3.2. Carne

As solugdes estoques de cadmio e chumbo (1000 mg L) foram Titrisol adquiridas da
Merck. As solugdes de trabalho foram preparadas a partir de dilui¢des adequadas das solugdes
estoque em 0,014 mol L' HNO;. Dois modificadores quimicos diferentes foram investigados:
0,05% (m/v) Pd + 0,03% (m/v) Mg + 0,05% (m/v) Triton X-100 e 0,01% (m/v) Pd + 10%
(m/v) NH4NO; + 0,05% (m/v) Triton X-100 (Pd e Mg como nitratos da Merck e Triton X-100
da Union Carbide). Para a digestdo das amostras de carne utilizaram-se: H,O, 30% (v/v) e
HNO; concentrado (ambos da Merck, Alemanha). Hidréxido de tetrametilamodnia
(C4H12NOH, 91,15 ¢ molfl, Aldrich, Alemanha) 25% m/v foi usado no preparo das

suspensoes.

4.4. Materiais de referéncia e amostras
4.4.1. Petroleo

Para avaliacdo da exatiddo do método foi utilizado neste trabalho o material de
referéncia certificado, NIST SRM 1634c Elementos Traco em Residuo de Oleo Combustivel
(do “International Institute of Standards and Technology”, Gaithersburg, MD, USA).

Neste trabalho as amostras de petréleo analisadas (OB2, OB3 e OB4) foram cedidas
pela REFAP-PETROBRAS (Esteio, RS) e a maior parte delas (OBA, OBS5, OB6, OB7, OBS,
OB10, OB11, OB12, OB13, OB15) pela PETROBRAS, provenientes da Bahia.
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4.4.2. Carne

Os materiais de referéncia certificados que foram usados neste trabalho para
desenvolvimento e validacdo do método foram: figado bovino - NIST SRM 1577b (National
Institute of Standards and Technology, Gaithersburgh, MD, Canada) e mtsculo bovino - NBS
SRM 8414 (National Bureau of Standards and Certificate of Analysis, Washington, USA). A
amostra liofilizada de figado bovino (LS), cedida por Nomura e Oliveira [125], foi usada

como material de referéncia (RM) para validacdo do método. Esta amostra foi analisada por

SS-GF AAS, ¢ os valores obtidos foram 0,240 + 0,018 pg ¢ de Pb e 0,071 + 0,002 ug ¢ de
Cd [125]. Essa amostra foi moida no moinho vibratdrio antes da andlise por SS-GF AAS. As
amostras de figado e musculo analisadas neste trabalho, BL1, BL2 (figado bovino), PL
(figado de porco) e GM, GMI1 (musculo caprino) foram cedidas pelo Ministério da
Agricultura, Porto Alegre/Brasil. Essas amostras foram inicialmente lavadas com agua Milli-
Q, cortadas e homogeneizadas em um liquidificador. Elas foram analisadas imediatamente ou
congeladas a -10 °C em sacos plasticos pequenos e limpos e descongeladas naturalmente antes

da analise.

4.5. Procedimentos analiticos empregados
4.5.1. Determinacido de chumbo, niquel e vanadio em amostras de petroleo por GF AAS
4.5.1.1. Amostragem direta de sélidos - SS

Para algumas amostras, uma pequena diminui¢do de peso foi observada durante a
pesagem devido a volatilizagdo. Para minimizar este efeito manteve-se a temperatura no
laboratorio em torno de 20-25 °C. Devido ao decréscimo dos valores de massa para as
amostras de petroleo, a estratégia usada para pesagem das amostras foi de manter o primeiro

peso, desconsiderando a perda de massa em relagdo ao tempo.

Quando se utilizou o modificador quimico na determinagdo de niquel e vanadio, a
solucdo de modificador contendo 20 pg de paladio com ou sem Triton X-100 foi introduzido
primeiramente na plataforma de grafite, com auxilio de uma micropipeta, ¢ as duas etapas
iniciais do programa de aquecimento (Tabela IV) foram executadas a fim de secar e
condicionar o modificador. Em seguida o programa foi interrompido e apods o resfriamento

do forno a amostra foi pesada (massas ~ 0,050-4,000 mg para Ni e ~ 0,060-0,900 mg para V)
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sobre o modificador e a plataforma foi novamente introduzida no tubo de grafite, e todo o

programa mostrado na Tabela IV foi executado.

Na determinagcdo de chumbo foi usada uma mistura de modificadores quimicos
Pd/Mg/Triton X-100. Inicialmente a amostra foi pesada na plataforma de grafite (massas ~
0,500-3,000 mg) e 20 uL da solucdo de modificadores foi pipetada sobre a amostra com o
auxilio de uma micropipeta, correspondendo a 10 pg Pd e 6 pg Mg, e a seguir o programa de

aquecimento apresentado na Tabela V foi executado.

Para as medidas com modificador permanente, as plataformas de grafite foram tratadas
pela pipetagem de 40 puL de uma solugdo padrio de 1000 mg L™ de Ir ou Ru repetidas 10
vezes. A plataforma foi submetida, apds cada injecdo, ao seguinte programa de aquecimento:
130 'C/40 s, 160 'C/50 s, 1000 'C/25 s e 1400 °C/5 s. Depois do ultimo tratamento, quando o
total de 400 pg de Ir ou Ru foi aplicado, a plataforma foi aquecida a 2000 °C por 5 s.

A homogeneidade das amostras também foi investigada. Para este propdsito as
amostras foram aquecidas a 40 °C em um banho com 4gua e vigorosamente agitadas com um

bastdo de vidro antes da analise.

A técnica de curva analitica usando solucdes de referéncia aquosas foi utilizada para
maioria das determinagdes. Calibragdes usando emulsdes 6leo-em-agua e pela pesagem de
diferentes massas de um material de referéncia adequado foram também investigadas para
determinagdo de niquel e vanadio, sob as mesmas condi¢des. Para a determinagdo de chumbo
a calibracdo usando emulsdo oléo-em-agua e padrdes aquosos foi investigada a fim de

comparar os procedimentos desenvolvidos por SS e THFA.

O material de referéncia e as amostras de petroéleo foram analisados pesando pelo

menos seis replicatas de cada um.

4.5.1.2. Analise das emulsdes de petrdleo (oléo-em-agua) usando THFA ou plataforma

PIN

Para a determinacdo de chumbo em petroleo usando o THFA ou plataforma utilizou-se
a técnica de emulsdes para o preparo das amostras. As emulsdes foram preparadas pela
pesagem de aproximadamente 0,5 g de amostra de petroleo em triplicata diretamente em
baldes volumétricos de vidro borossilicato (10 mL), seguida da adi¢cdo de 1,00 mL de Xileno e

100 pL de Triton X-100, sendo finalmente aferido o volume com dgua. Este modo de preparo
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foi otimizado usando uma abordagem multivariada, descrita em um trabalho anterior [88].
Um volume de 30 pL de amostra em emulsio foi introduzido no THFA ou PIN,
correspondendo em torno de 1,5 mg de amostra, juntamente com a solucdo de modificadores
contendo 10 uL de Pd/Mg, correspondendo a 5 ug Pd e 3 pg Mg. Paras as medidas com PIN,
10 uL de etanol foram introduzidos no tubo de grafite juntamente com a emulsdo a fim de
evitar formag¢do de espuma. Neste caso, a solugdo de modificador foi injetada no tubo de
grafite e secou-se antes do etanol e emulsdo serem introduzidos. Os modificadores

permanentes ndo foram investigados nas analises das emulsdes.

A homogeneiza¢dao das emulsdes foi realizada por agitagdo manual com uma pipeta
Pasteur antes das emulsdes serem coletadas pelo capilar do amostrador automatico. Apds a
introducdo no atomizador a amostra era submetida ao programa de aquecimento que sera
descrito posteriormente (Tabela V). A estabilidade do analito em emulsdo foi avaliada pelas
medidas da absorvancia integrada de chumbo em uma amostra de petréleo (OB3) e um padrao
(1,0 ng) pelo periodo de 24 horas; e nao foi observada nenhuma alteracao no sinal analitico

durante este periodo de tempo.

Os volumes usados para cada técnica estdo descritos na Tabela III.

Tabela III - Volumes usados nas diferentes técnicas.

Volume (pL) SS PIN® THFA
Amostra e/ou padrao 10 30 30
Modificador” 20 10 10

“10 pL etanol foi usado somente nas emulsdes e PIN.

®0,05% Pd + 0,03 % Mg + 0,.05% Triton X-100.

4.5.1.3. Recuperacio de chumbo em amostras de petroleo

Com o objetivo de verificar possiveis efeitos de matriz na determinagdao de chumbo
em petroleo, foi realizado um estudo de recuperacao do analito, com padrdes aquosos, usando
duas amostras de petroleo (OB11 e OB12). Como ¢ dificil homogeneizar a amostra de
petréleo apos a adicdo de um padrdo mesmo utilizando um padrdo em meio organico, os
testes de recuperagdo em SS-GF AAS foram realizados de a maneira descrita a seguir.

Inicialmente foi adicionado na plataforma de grafite 20 uL da solugdao de modificador, com o
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auxilio de uma micropipeta, e ap6s eram submetidos ao programa de aquecimento (Tabela V),
que era interrompido quando atingisse 80 segundos, uma vez que esse tempo era suficiente
para secar o modificador. Apds seco o modificador, a amostra foi pesada na plataforma e
adicionou-se sobre a amostra, com o auxilio de uma micropipeta, 10 pL de solu¢do de um
padréo aquoso (50 pug L™ Pb) e reiniciava-se o programa de aquecimento (Tabela V).

Para os testes de recuperacdo usando o THFA as amostras em emulsdo foram
preparadas da mesma maneira como estd descrito no item 3.5.1.2., com a adi¢dao de 10 pL de
100 ug L' Pb, padrio aquoso. Um volume de 30 pL de uma emulsio fortificada com o
padrdo foi injetada no THFA juntamente com 10 pL da solucdo de modificador quimico

(Pd/Mg/Triton X-100), e apds eram submetidos ao programa de aquecimento.

4.5.1.4. Digestao das amostras de petroleo

As digestoes de amostras de petroleo foram realizadas com o objetivo de validar os
procedimentos propostos para a determinagdo de chumbo. O método usado nesse trabalho foi
baseado em um procedimento descrito por Amorin e colaboradores [132]. As amostras de
petréleo, em torno de 0,25 g, foram pesadas em frascos de PTFE (politetrafluoretileno)
abertos. Apos, foram adicionados 2,5 mL de 4cido sulfirico concentrado e levou-se ao
aquecimento a 200 £ 10 °C em bloco digestor por 60 min. Na continuidade da digestao, 2,5
mL de 4cido nitrico concentrado foi adicionado gota a gota para evitar formagdo de espuma.
Depois a mistura foi mantida em temperatura ambiente durante uma noite. A mistura foi
aquecida novamente a 200 + 10 °C por 2 horas, seguida da adi¢do de mais 1,0 mL de acido
nitrico concentrado e apds foi mantida mais 2 horas foi mantida no bloco digestor, sempre
tendo-se o cuidado de ndo secar a mistura. ApOs essa etapa, os frascos foram retirados do
bloco digestor e deixados resfriar a temperatura ambiente (~ 24 °C) e a seguir 2,5 mL de 30%
(v/v) peroxido de hidrogénio foram adicionados para completar a digestdo. O conteudo,
aproximadamente 3,0 mL, foi resfriado a temperatura ambiente e transferido
quantitativamente para o frasco volumétrico e diluido a um volume final de 10 mL com agua
DDW, para posterior analise. Todas as digestdes foram realizadas em duplicata e para as

medidas foram usados tubos de grafite com plataforma PIN.
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4.5.1.5. Programa de aquecimento

Os programas de aquecimento utilizados para a determinag¢do de niquel e vanadio em
amostras de petroleo utilizando SS-GF AAS encontram-se descritos na Tabela IV. Para a
determinagdo de chumbo em petroleo pelas diferentes técnicas, SS-GF AAS, THFA e PIN, os
programas de aquecimento utilizados estdo apresentados na Tabela V. As temperaturas de

pirdlise foram determinadas através do procedimento descrito por Welz e Sperling [42].

Tabela IV - Programas de aquecimento para a determinagdo de niquel e vanaddio em amostras

de petrdleo, utilizando SS-GF AAS.

Etapa® Niquel Vanadio

Secagem 1: °C; rampa/ °C s'l; patamar/s 150; 10; 50 150; 10; 50
Secagem 2: °C; rampa/ °C s'l; patamar/s 300; 5; 30 300; 5; 30
Pirolise: °C; rampa/ °C st patamar/s 1400; 100; 20  1400; 100; 40
Atomizacio: °C; rampa/ °C s™'; patamar/s 2400, 1500; 5 2600; 1500; 9
Limpeza: °C; rampa/ °C s patamar/s 2600; 100; 4  2600; 100; 4

“ Gas de Purga: Argdnio (2 L min™') em todas as etapas, exceto na atomizacio, quando o gés é
interrompido.

Tabela V - Programa de aquecimento para a determina¢do de chumbo em petroleo, utilizando

SS-GF AAS, THFA e PIN por GF AAS.

Etapa® SS-GF AAS THFA PIN

Secagem 1: °C; rampa/ °C s™'; patamar/s 150; 10; 50 100% 15; 10 60; 5; 20
Secagem 2: °C; rampa/ °C s patamar/s 300; 5; 30 110; 10; 15 80;10; 20

Secagem 3: °C; rampa/ °C s™'; patamar/s - - 90; 5; 30
Secagem 4: °C; rampa/ °C s'l; patamar/s - - 100; 5; 15
Secagem 5: °C; rampa/ °C s™'; patamar/s - - 180; 4; 10
Pirélise: °C; rampa/ °C s™'; patamar/s 1100; 100; 40 1000; 100; 30 900; 100; 30

Atomizaciio: °C; rampa/ °C s™'; patamar/s 2000, FP%; 6 2000; FP%; 6 2000; FP°; 6
Limpeza: °C; rampa/ °C s™'; patamar/s 2400; 1000; 4  2300; 1000; 4  2300; 1000; 4

® Gas de Purga: argbnio (2 L min™) em todas as etapas, exceto na atomizagdo, quando o gas é
interrompido.

® Injegdo da amostra no THFA.

°FP = Poténcia maxima (do inglés: “full Power™).
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4.5.2. Determinacio de cadmio e chumbo em carne in natura usando GF AAS

4.5.2.1 Digestiao das amostras de carne in natura

O método para digestao foi o mesmo usado pelo Ministério da Agricultura /Brasil (N°
400/03) para a determinagdo de Pb, Cu, Zn, Cd, Fe, Ni, Co ¢ Mn em musculo, figado e rim
[133]. Em torno de 2 g de amostras de figado ou musculo in natura, depois de moidas em um
liquidificador, foram pesadas em triplicata diretamente em tubos de ensaio de 50 mL; 5 mL de
HNO; concentrado foram adicionados e o bloco digestor foi aquecido a 90 °C por uma hora.
Os frascos foram agitados suavemente manualmente para evitar formagao de espuma. Depois
de resfriar durante toda a noite, 2,0 mL de H,O, foram adicionados a mistura e em seguida
aquecida a 90 °C por uma hora. A digestdo se completou quando toda a gordura da carne foi
dissolvida. Depois de frio, o volume foi completado a 15 mL com agua para subseqiiente
analise. As amostras digeridas foram analisadas em triplicata pela introdu¢ao de 10 uL de
cada amostra digerida no tubo de grafite e submetida ao programa de aquecimento (Tabela
VI). A técnica de curva analitica foi usada, introduzindo 10 pL dos padrdes aquosos no
atomizador. Para as medidas com os padrdes e amostras digeridas o modificador foi
introduzido juntamente (20 uL) pelo amostrador automatico. A concentracao do analito foi

calculada e expressa em pg por g da substancia in natura (ug g in natura).

4.5.2.2. Amostragem direta de solidos - SS
4.5.2.2.1. Amostras in natura

As massas de amostras homogeneizadas possiveis de serem pesadas variaram entre 0, 1
e 10 mg, dependendo da concentracdo do analito, foram pesadas diretamente nas plataformas
de grafite e transferidas para o forno de grafite, como descrito anteriormente. Assim como
para as amostras de petroleo, usou-se a estratégia de considerar o primeiro peso. Cada amostra
foi pesada e analisada 10 vezes. Como feito para as amostras digeridas, a concentragdo do

analito foi calculada em pg por g da substancia in natura (ug g in natura).

4.5.2.2.2. Amostras secas, CRM (s) e amostra liofilizada

A fim de avaliar os erros na pesagem, as amostras de carne in natura foram secas em
estufa a 60 °C, até peso constante para eliminar a umidade. Todas as amostras foram secas em
triplicata em copos de Becker. Em torno de 1 g de amostras secas de carne foram moidas em

moinho vibratério com bolas de ago temperado. Depois as amostras foram transferidas para os
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frascos de estocagem e mantidas em um dessecador. O tubo de moagem e a bola do moinho
vibratorio foram lavados depois de cada uso, para eliminar possiveis contaminacdes. Esse
ciclo foi realizado em triplicata para cada amostra. Os CRM (s) foram analisados diretamente
e a amostra liofilizada foi moida no moinho vibratorio antes da analise.

Quando se utilizou modificador quimico, a solugdo do modificador foi introduzida
com o auxilio de uma micropipeta automéatica sobre a amostra (somente para massas menores
de 3 mg) na plataforma de grafite, e o programa de aquecimento, que serd descrito
posteriormente, (Tabela VI) foi executado. No entanto, quando se utilizaram massas maiores
de 3 mg, ocorreu um espirramento durante a execu¢do do programa de aquecimento,
provavelmente por causa do alto teor de agua. Devido a isto, foi necessario secar o
modificador antes da introducdo da amostra sobre a plataforma. Para isso, o modificador foi
adicionado a plataforma e submetido ao programa de aquecimento (Tabela VI), que era
interrompido ap6s 80s, uma vez que essa etapa era suficiente para secar o modificador. Apos
seco o modificador, pesava-se a amostra e reiniciava-se o programa de aquecimento. A

calibragdo foi feita utilizando a técnica de calibracdo com padrdes aquosos.

4.5.2.3 Suspensoes de carne in natura em Hidréxido tetrametilaménio (TMAH)

As amostras de carne in natura ou CRM (s) foram pesadas (entre 20-40 mg) em
triplicatas, diretamente nos copos do amostrador automatico do espectrometro. Apds a
pesagem foram adicionados 150 pL de agua, e a solugdo foi agitada com o auxilio de uma
micropipeta. A seguir foram adicionados 200-400 pL. de uma solu¢ao de TMAH 25% (m/v), e
novamente a suspensdo foi agitada. Finalmente a suspensdo foi completada com 350 pL de
dgua e novamente agitada com uma micropipeta imediatamente antes da anélise. A solucdo do
branco foi preparada da mesma maneira: 150 pL. de dgua, mais a adigdo de 200-400 pL de
25% (m/v) TMAH e completou-se com 350 pL de 4dgua, sendo agitada a seguir. As amostras
de carne in natura em suspensao foram analisadas pelo menos seis vezes pela introdugdo de
10 uL de cada suspensdo no atomizador. As suspensdes de carne in natura obtidas com este
método de preparo foram homogeneizadas sem necessidade de agitagdo antes de cada andlise.
No entanto, foram observadas sedimentagdes das suspensdes de amostras lifiolizadas (CRM
(S) e RM), requerendo homogeneizacdo antes de cada analise. Neste caso, as suspensoes
foram agitadas usando uma micropipeta, rapidamente antes da andlise. A solu¢do do
modificador Pd/Mg/Triton X-100 (20 pL) foi injetado no tubo de grafite sobre a suspensao ja
adicionada. Todas as determinag¢des foram realizadas usando a técnica de calibragdo com

padrdes aquosos.
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Otimizagéo da suspensao

A otimizacao do preparo da suspensao foi realizada usando o planejamento fatorial de
nivel trés; as variaveis envolvidas foram massa de amostra (em um intervalo de 20-40 mg) e
volume de TMAH (variando de 200-400 uL). As medidas experimentais foram obtidas com
um volume de 10 puL de amostra de carne in natura em suspensdo, ¢ o programa de
aquecimento utilizado esta apresentado na Tabela VI. Um planejamento fatorial de nivel trés
foi utilizado com a inten¢ao de determinar as condi¢des criticas do método e foi realizado em
ordem aleatoria. A resposta analitica foi a absorvancia integrada (drea do pico) e apos a
analise foi transformada em concentragdo. Os dados experimentais foram processados usando

o programa STATISTICA 6.0.

4.5.2.4. Programa de aquecimento

Os programas de aquecimento utilizados para a determinagdo de cadmio e chumbo em
carne por GF AAS usando os diferentes métodos propostos encontram-se descritos na Tabela

VL

Tabela VI - Programas de aquecimento para a determina¢dao de cddmio e chumbo em
amostras de carne por GF AAS usando a andlise direta de solidos (SS), a técnica de suspensao

e a de digestao.

Programa do forno de grafite® Técnica
SS Suspensio Digestio

Secagem 1: °C; rampa/ °C s'l; patamar/s 90; 15; 20 70; 10; 20 70; 10; 20
Secagem 2: °C; rampa/ °C s'l; patamar/s 150; 15; 20 100; 5; 60 100; 5; 60
Secagem 3: °C; rampa/ °C s'l; patamar/s 300; 15; 30 - -

b,c d, c d. b,c
Pirélise: °C; rampa/ °C s™'; patamar/s 900™" ou 1000°; | 700" ou 8007; 90d0 ou

100; 35 100; 35 1000%; 100; 35
Atomizacdo: °C; rampa/°Cs™'; patamar/s 2000; FP*; 4 2000; FP%; 4 | 2000; FP*; 4
Limpeza: °C; rampa/ °C s™'; patamar/s 2400; 1000; 4 | 2400; 1000; 4 | 2400; 1000; 4

. P . -1 . ~ ;o
* Gés de Purga: argonio (2 L min™) em todas as etapas, exceto na atomizagdo, quando o gas é

interrompido.

® Pb: Pd/NH4NO;/Triton X-100.

¢Cd: Pd/Mg/Triton X-100.

4 Pb: Pd/Mg/Triton X-100.

°FP = Poténcia maxima (do inglés: “full Power™).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta parte do trabalho serdo apresentados e discutidos os resultados relativos aos
estudos da viabilidade do uso das técnicas de: (i) SS-GF AAS para determinagao direta de Ni,
V e Pb; e (ii) método de emulsdo usando forno PIN ou THFA por GF AAS para determinagao
de Pb. Serdo apresentados os resultados da digestdo de petréleo para determinacdo de Pb
usando forno PIN em GF AAS, realizada para valida¢do dos métodos desenvolvidos. Dentro
destes topicos serdo apresentados os estudos sobre o uso de modificadores quimicos,
investigacdo da influéncia da massa de amostra nos erros de pesagem na andlise direta
(decorrentes da volatilidade do material pesado), investigacdo do uso de um CRM organico

(Residuo de Oleo Combustivel) e padrdes inorganicos para a calibragéo.

Serdo também apresentados e discutidos os resultados obtidos com os métodos
desenvolvidos para determinacdo de Cd e Pb, em CRM (s) (figado ¢ musculo bovino) e
amostras de carne in natura (figado bovino, figado de porco e musculo caprino), com
amostragem direta ou sob a forma de suspensdo por GF AAS. Também serdo apresentados os
resultados obtidos com a digestdo, adotado pelo MAPA, que foi o método de comparacao

empregado para avaliar a exatiddo do método proposto.

Serao discutidas as vantagens e desvantagem entre os diferentes métodos de analise

estudados, em termos de sensibilidade, precisdo, exatiddo, entre outros.

5.1. DETERMINACAO DE NiQUEL E VANADIO EM AMOSTRAS DE PETROLEO
POR SS-GF AAS

5.1.1. Programa de aquecimento e modificadores

Para o estabelecimento dos parametros instrumentais como temperatura, tempo, taxa de
aquecimento, vazdo do géas de purga, usou-se a amostra de petroleo OB3. Essa amostra foi
escolhida, devido aos seguintes critérios: apresentava viscosidade intermedidria em relagdo as
outras amostras e estava em uma faixa de concentragdo de niquel intermedidria. Outro fator
importante, ¢ que essa amostra (OB3) ja foi analisada em trabalhos anteriores [88].
Obviamente, era preferivel utilizar um CRM a uma amostra ndo certificada, no entanto,

tinhamos apenas um CRM disponivel, elementos trago em residuo de 6leo combustivel, SRM
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1634c do NIST, o qual ndo era exatamente uma amostra de petrdleo e por isso nao foi

considerado tdo representativo para o estabelecimento dos parametros experimentais.

Neste trabalho, foram investigadas amostras de petrdleo “leves”, que sdo liquidos ou
com viscosidade relativamente baixa, amostras de petréleo com viscosidade intermediaria e
amostras de petroleo “pesado”, que sdo altamente viscosas ou quase solidas. Portanto, uma
atencao especial ao programa de aquecimento deve ser requerida para analise de amostras de
petroleo. Antes da etapa de pirdlise do programa de aquecimento a ser investigado, foi
necessario otimizar a “etapa de secagem”. Esta etapa ¢ necessaria quando solugdes aquosas
sdo utilizadas, podendo ser omitida na andlise de amostras solidas. Para o petréleo, a fim de
alcangar uma boa e completa remocao de todos os componentes volateis em até 10 mg de
amostra, foi necessario aplicar duas etapas de secagem com temperaturas relativamente altas
(150 e 300 °C), rampas com taxas de aquecimento lentas e tempos longos, como pode ser

observado na Tabela IV.

Perdas de compostos volateis de niquel e vanadio em petroleo a temperaturas de
pirdlise acima de 400 °C tem sido observada em trabalhos anteriores do nosso grupo [48,134].
Paladio, depositado na plataforma e seco antes da introducdo da amostra de petroleo
emulsificada, foi utilizado para impedir de forma eficaz as perdas de niquel e vanadio a baixas
temperaturas [88]. A realizacdo da mesma andlise com ou sem a adi¢dao de palddio, tornou
possivel fazer uma diferenciacdo na determinacdo de compostos volateis e ndo volateis do
analito em amostras de petréleo [88]. Obviamente, a inje¢cao de uma solucao de modificador e
0 pré-tratamento térmico no tubo de grafite antes da introdu¢do de cada amostra ¢ uma
complicacdo no procedimento analitico, ¢ 0 uso de um modificador permanente ofereceria
claras vantagens. Por esta razdo, iridio e ruténio, metais do grupo da platina com altos pontos
de fusdo (além do 6smio, que nao foi considerado devido a sua extrema volatilidade e
toxidade dos seus tetroxidos), foram investigados neste trabalho como modificadores

permanentes, além do paladio, adicionado de modo convencional.

Investigou-se inicialmente o uso de ruténio (400 pg) como modificador permanente.
No entanto, observou-se que o sinal do niquel nos padrdes aquosos € em uma amostra de
petréleo (OB3) foi reduzido em torno de 25% quando comparado ao sinal obtido com palddio
(modificador convencional), e os perfis de absorvancia mostraram uma enorme
irregularidade, mesmo quando foram utilizadas altas temperaturas de atomizagdo. Portanto,

este modificador ndo foi mais investigado depois destes experimentos.
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O uso de iridio (400 pg) como modificador permanente mostrou-se mais adequado do
que o ruténio, pelo menos quando os padrdes aquosos foram analisados observou-se a mesma
sensibilidade obtida com palddio (e sem paladio). No entanto, quando uma amostra de
petréleo (OB3) foi analisada, foi observada uma rapida queda na sensibilidade, em torno de
40%, nos trés primeiros ciclos de atomizac¢do, como pode ser observada na Figura 6. Apos
esses trés ciclos a sensibilidade permaneceu estavel a um nivel mais baixo. Este fendmeno

sera discutido mais adiante.
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Figura 6 - Sinais de absorvancia integrada obtidos para niquel em petrdleo (OB3) em 13
ciclos consecutivos de atomiza¢do usando uma plataforma tratada com 400 pg Ir; Os dados
para a amostra de petréleo OB3 sdo expressos em “absorvancia integrada normalizada” para

1,0 mg de amostra; Tp = 1400 °C e Ta = 2400 °C.

O uso de paladio foi proposto como modificador convencional para estabilizar os
compostos volateis de niquel e vanadio, apresentados em trabalhos anteriores, utilizando a
amostra de petroleo em emulsdo [88]. Por esse método determinou-se niquel e vanadio total
usando-se paladio e os compostos ‘“termicamente estaveis” foram determinados sem
modificador na mesma temperatura de pirdlise. Neste trabalho, quando se utilizou o
modificador convencional na determinacdo de niquel e vanadio, a solugdo de modificador,
contendo 20 pg de Palddio com ou sem Triton X-100, foi introduzida primeiramente na

plataforma de grafite, com auxilio de uma micropipeta, ¢ as duas etapas iniciais do programa
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de aquecimento (Tabela IV) foram executadas a fim de secar e condicionar o modificador. Em
seguida o programa foi interrompido, ¢ apds o forno esfriar, a amostra foi pesada sobre o
modificador e a plataforma foi novamente introduzida no tubo de grafite, e todo o programa

mostrado na Tabela IV foi executado.

Foram realizadas curvas de temperatura de pir6lise para os padrdes de niquel aquosos
e em emulsdo e para uma amostra de petroleo: sem o uso de modificador, com a adi¢do de 20
uL de solucdo 0,1% (m/v) de paladio (20 pg Pd) e com iridio (400 pg Ir) como modificador
permanente. As curvas de temperatura de pirdlises para 2 ng de niquel em padrdes aquosos e
em emulsdo estdo mostradas na Figura 7a, e para a amostra de petrdleo sob varias condi¢des
estdo apresentadas na Figura 7b. Os sinais de absorvancia integrada obtidos para o petréleo
foram “normalizados” para 1 mg de amostra. Nem todas as curvas de pirdlises estdo
mostradas na Figura 7a, mas essencialmente a mesma sensibilidade foi obtida para padrdes
aquosos e em emulsdes, sem modificador e na presenga dos modificadores (paléddio ou iridio).
O mesmo maximo de temperatura de pirdlise (1400 °C) foi encontrado para padrdes de niquel
aquoso e em emulsdo sem modificador e com palddio como modificador, enquanto que uma
temperatura de pirdlise ligeiramente superior (1600 °C) foi obtida na presenca de iridio. No
entanto, foi observada uma significativa diferenga no comportamento do niquel na amostra de
petroleo, como mostra a Figura 7b. Em concordancia com os trabalhos anteriores [88] ha uma
significativa diferenca na sensibilidade para niquel na presenca e auséncia de paladio, o que
mostra a eficacia deste modificador na preven¢do de perdas de compostos volateis, mais
conhecidos como complexos porfirinicos de niquel [94], enquanto que o sinal menor obtido

sem modificador ¢ atribuido aos compostos termicamente estaveis de niquel.

A curva de temperatura de pirdlise com 400 pg de iridio como modificador
permanente (obtida depois dos resultados apresentados na Figura 6 foi idéntica aos resultados
obtidos sem modificador, exceto pelo fato que uma maior temperatura de pirdlise (1600 °C)
pode ser observada. Estas constatagcdes, juntamente com os dados mostradas na Figura 6,
sugerem fortemente que o iridio estabiliza compostos de niquel volateis somente nas
primeiras determinagdes feitas no mesmo tubo de grafite. A razdo que se supde ¢ que deve
estar ocorrendo uma interacdo do niquel, que ¢ bem conhecido como envenenador de
catalisadores, com iridio, bloqueando os sitios ativos na superficie do grafite, que sdo

responsaveis pela prevengdo das perdas de complexos porfirinicos volateis de niquel.
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Figura 7 - Curvas de temperatura de pirolise de niquel. (a) 2 ng de padrao; (b) amostra de
petroleo (OB3); Os dados para a amostra de petroleo OB3 sdo expressos em “absorvincia

integrada normalizada” para 1,0 mg de amostra; Ta = 2400 °C.

Baseando-se nas experiéncias anteriores a idéia do uso de modificadores permanentes
para esta aplicagdo foi abandonada, e o uso de 20 pug de paladio, aplicado antes de cada
determinagdo foi considerado a melhor escolha, pois com esse modificador o sinal do analito
comega a diminuir somente acima de 1400 °C . Portanto, somente este modificador (20 pg de

paladio) foi investigado para a determinacdo de vanadio em petroleo. As curvas de pirdlise
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para vanadio estdo apresentadas na Figura 8. Observa-se que as curvas de temperatura de
pir6lise para a amostra de petroleo OB3 sem e com adicao de 20 ug de paladio mostram o
mesmo comportamento do niquel, comprovando também a eficiéncia deste modificador na
prevencdo de perdas de vanadio em amostras de petréleo em baixas temperaturas. A melhor
temperatura para vanadio em todas as situacdes (padrdo aquoso, vanadio estavel e total em
petréleo) foi em 1400 °C. Assim, a temperatura de pirolise de 1400 °C foi escolhida para

determinagdo de niquel e vanadio em todos os experimentos posteriormente realizados.

Outras formas de vanadio foram investigadas por Kowalewska et. al. [87], usando
paladio orgénico e uma mistura de iodo e cloreto de metiltrioctilamonia (MTOACI) como
modificador quimico a fim de estudar o comportamento de varias formas de vanadio durante a
analise por GF AAS. O autor concluiu que o modificador paladio ¢ mais eficiente na analise
de espécies de vanadio do que a mistura de iodo e cloreto de metiltrioctilamonia. Os
resultados obtidos no presente trabalho confirmam a necessidade do uso de modificador
quimico para estabilizar outras formas de vanadio no petréleo e que esses compostos podem
estar em uma quantidade consideravel, sendo necessario leva-los em consideragdo durante as

analises de rotina por GF AAS.
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Figura 8 - Curvas de temperatura de pirdlise para vanadio. os dados para a amostra de
petroleo OB3 sdo expressos em “absorvancia integrada normalizada” para 1,0 mg de amostra;

Ta=2600 °C.
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5.1.2. Influéncia da massa de amostra

Na andlise direta de so6lidos uma pequena quantidade de amostra, tipicamente na faixa

de 0,1-10 mg, geralmente se usa e devem ser pesadas com uma alta precisao.

A fim de avaliar os erros de pesagem (decorrentes da volatilidade do material) foram
investigadas amostras de petroleo “leves”, que sdo liquidas ou de viscosidade relativamente
baixa e petroleo “pesados”, que sdo altamente viscosos ou quase solidos. No caso da amostra
de petroleo “leve” que contém uma fracdo volatil maior (hidrocarbonetos leves), foi
observada uma pequena queda no peso devido a volatilizagdo. No entanto, mantendo-se a
temperatura no laboratério em torno de 20-25 °C, este efeito foi minimizado. A estratégia
usada para pesagem das amostras foi de manter o primeiro peso, ndo considerando a perda de
massa em relagdo ao tempo. Estabeleceu-se a massa de amostra de petroleo possivel de se

pesar na plataforma de grafite e a faixa foi de 0,05 — 10 mg de petroleo.

Os coeficientes de variagdo (CV) das medidas de niquel em amostras de petréleo, com
diferentes concentracgdes e caracteristicas, estdo apresentados na Tabela VII. As amostras OB7
e OB8 eram muito viscosas (quase solidas), e a OB12 era a mais liquida (com maior fragao
volatil). O NIST SRM 1634c, um 6leo residual de alta viscosidade, foi também investigado
neste experimento. Como pode ser visto na Tabela VII, a precisao foi boa e similar aos
valores reportados para andlise direta de solidos [13,135], mostrando que a precisao nao foi
afetada pela estratégia usada para pesagem das amostras. Observa-se que, ao contrario das
expectativas, a precisdo para a amostra OB12 foi melhor do que para as outras, embora esta
amostra tenha sido a mais afetada pela evaporagdo dos hidrocarbonetos volateis. Parece que a
menor viscosidade desta amostra, que facilita a sua transferéncia para a plataforma, tem maior

importancia do que os potencias erros de pesagem devido a perdas por volatilizagao.

Por outro lado altas concentragdes de niquel parecem ser um fator limitante, devido a
pequena quantidade de massa de amostra que pode ser pesada para dar um sinal dentro da
faixa linear. Embora tenha sido usada uma linha espectral menos sensivel, amostras com altas

concentragdes de niquel parecem ter uma maior influéncia na precisdo da analise direta.
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Tabela VII — Coeficientes da variagao (CV) das medidas de niquel em amostras de petrdleo

(20 pg de Pd como modificador).

Concentracao de Ni Massa aproximada Cv
Amostra 4
(g g) (mg) (%o, n =6)
OB7 2,81* 3,0 3.3
OB8 59,1* 0,05 10
OB12 10,4* 0,6 2,5
SRM 1634c 17,5 0,5 8,6

* Referéncia 88

A homogeneidade das amostras também foi investigada. Para este proposito as
amostras foram aquecidas a 40 °C em um banho com agua e vigorosamente agitadas com um
bastdo de vidro antes da andlise. Os CV (s) obtido de 10 medidas, para estas 4 amostras, antes
e depois deste procedimento, ndo foram significativamente diferentes, mostrando que a

distribuicao do analito nestas amostras era homogéneo.

A influéncia da massa de amostra na linearidade de resposta e nos erros potenciais de
medida foi também investigada usando as quatro amostras listadas na Tabela VII, as quais
apresentam concentragdes de niquel significativamente diferentes. Para a amostra com a
menor concentracdo de niquel (OB7), massas de amostra entre 0,5 ¢ 4,0 mg foram usadas para
as analises, a relacdo entre a massa e absorvancia integrada encontrada nao foi linear. Mesmo
para amostras com maiores concentragdes de niquel (OB12 e SRM 1634c), com massas
analisadas entre 0,1 e 0,7 mg, o mesmo comportamento foi observado. Somente para a
amostra com uma concentracao alta de niquel (OBS8), para a qual somente massas menores do
que 0,1 mg puderam ser introduzidas plataforma de grafite, a relacdo entre massa e
absorbancia integrada foi linear. Uma tentativa para resolver o problema foi aumentar a
concentracdo de paladio, mas que nao resultou em uma relacdo linear para as amostras
afetadas. Suspeitou-se de que o problema estaria associado com a superficie recoberta pelo
modificador, o qual foi adicionado antes da amostra, conforme descrito no item 4.5.1.1. O
mais provavel ¢ que 20 pL da solugdo ndo seriam suficientes para recobrir toda a superficie da
plataforma, ¢ o modificador palddio, depois da etapa de secagem, estaria depositado somente
na parte central da plataforma. No entanto, para a amostra de petroleo deve ocorrer o

espalhamento sobre toda a superficie da plataforma apds o aquecimento, significando que
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parte da amostra, dependendo da massa introduzida, ndo estaria em contato com o

modificador, resultando em perdas de compostos volateis.

Para confirmar essa suposicao e tentar resolver este problema, um volume maior (40
uL) de solugdo de paladio e com uma concentragio menor do elemento (0,5 g L) foi
injetada, e 0,05 % Triton X-100 foi adicionado a solu¢do do modificador a fim de obter um
melhor espalhamento da solucdo sobre a superficie da plataforma. Depois desta modificacao
a relagdo obtida entre a massa e absorbancia integrada foi linear para todas as amostras
investigadas, mesmo com massas relativamente altas de amostra. As curvas utilizando 20 pL.
de 1,0 g L de Pd e 40 pL de 0,5 g L™ de Pd com 0,05% Triton X-100, para duas amostras
diferentes estdo apresentadas na Figura 9. A perda de sensibilidade, em torno de 35 e 25%,
observada para as massas altas das amostras OB12 e SRM 1634c, respectivamente, usando 20
uL da solu¢ao de modificador mais concentrada, foram completamente eliminadas usando um
volume de 40 pL do modificador mais diluido adicionado de Triton X-100. Assim, nos
futuros experimentos usou-se um volume de 40 uL do modificador mais diluido (0,5 g L™ de

Pd) adicionado de Triton X-100.
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Figura 9 - Influéncia da massa de amostra na linearidade de resposta para dois diferentes
modos de utilizar o modificador. (a) SRM 1634c¢ e (b) amostra de petréleo OB7; (W) 20 uL
de 1,0 gL' Pd e (O) 40 uL de 0,5 g L' Pd com 0,05% Triton X-100.
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5.1.3. Figuras de mérito

As curvas analiticas foram obtidas utilizando-se os programas de aquecimento
especificos para niquel e vanadio, a partir de: (i) padrdes aquosos, (i) padroes aquosos
emulsificados com xileno e Triton X-100, usados com sucesso em trabalhos anteriores na
determina¢@o de niquel em petroleo emulsificados da mesma maneira [48], e (iii) material de

referéncia certificado NIST SRM 1634c.

As curvas analiticas foram estabelecidas com e sem modificador. Observando a Tabela
VIII, constata-se que os coeficientes angulares das curvas de niquel foram praticamente
iguais, embora uma massa caracteristica menor foi obtida para as emulsdes. Para a curva
obtida com o SRM 1634c, sem modificador, obteve-se uma massa caracteristica maior, o que
se deve ao fato de que compostos de niquel volateis presentes neste material devem ter sido
perdidos durante o programa de aquecimento. Os resultados mais importantes foram as
similaridades entre os valores de massa caracteristica obtidos para as solugdes aquosas (com e
sem modificador) e CRM (com modificador), o que sugere fortemente que padroes aquosos
podem ser usados para calibragdo. Deve-se enfatizar que, quando possivel, a calibragdo com
um ou mais CRM deve ser evitada, pois além de ser cara ndo ¢ recomendada para andlise de
rotina, uma vez que contribui significativamente para a imprecisdo, devido a incerteza do
valor certificado que sera introduzida na calibragdo [135,136]. Outra caracteristica é que a
curva analitica pode ser preparada sem adi¢do de modificador, € a mesma curva poderia ser
usada para determinacdo de niquel termicamente estavel (analisando as amostras sem
modificador) e niquel total (analisando as amostras com modificador) e o niquel volatil pode
ser calculado por diferenca. Para o vanadio, assim como para o niquel, constata-se a
similaridade dos coeficientes angulares das curvas, por isso a curva analitica com padrdes

aquosos, para ambos os analitos, foi utilizada para a andlise das amostras de petréleo.
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Tabela VIII - Figuras de mérito para determinagdo de niquel e vanadio em petréleo usando

emulsoes, padroes aquosos € CRM para calibragdo, sem e com a adi¢do de paladio como

modificador quimico.

Analito  Método Equacio de regressao linear R my / pg
SRM 1634C A =0,01892 +0,08109m 0,9992 44
SRM 1634C* A =0,06913 + 0,09800m 0,9925 38
. Emulséao A =0,07437 4+ 0,09788m 0,9927 27
N Emulsao* A =0,06848 + 0,09941m 0,9904 28
Padrao aquoso A =0,02313 +0,09294m 0,9964 40
Padrao aquoso* A =0,02235+0,09297m 0,9968 34
Emulsiao A =0,0205+0,1768m 0,9922 20
v Padrao aquoso A=0,01018 +0,1858m 0,9966 21

*20 g de Pd + Triton X-100

O programa de aquecimento da Tabela IV foi utilizado.

A Figura 10 mostra os perfis de absorvancia para niquel e vanadio em padrdes aquosos

e na amostra de petroleo OB3 na auséncia de modificador e com paladio + Triton X-100

como modificador. Os perfis dos sinais sdo muito similares nas diferentes situagdes,

comprovando a possibilidade de que padrdes aquosos podem ser utilizados na determinagao

de niquel e vanadio em petréleo com a técnica proposta.
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Figura 10 - Perfis de absorvancia para niquel (a, ¢, e) e vanadio (b, d, f) em padrdo aquoso —
2 ng de Ni (a), e 10 ng de V (b); amostra de petrdleo (OB3) sem modificador (c, d); amostra
de petréleo (OB3) com 20 pg de Pd + Triton X -100 como modificador (e, f). Temperatura de

atomizac¢do; Ni (2400 °C) e V (2600 °C).
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O sinal para vanadio apresenta um tempo longo em relagdo ao de niquel e isso se deve
ao fato de ser um dos elementos refratarios que formam carbetos estdveis, requerendo uma
alta temperatura de atomizagdo. Mesmo usando-se uma temperatura alta, esta parece ndo ser
suficiente para uma rapida atomizagdo, como pode ser visto na Figura 10. Apesar disso, nao

foi observado nenhum problema de efeito de memoria depois de cada analise.

Os limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ), foram calculados baseados na
“resposta de massa zero” [135], 3 vezes e 10 vezes o desvio padrdo, respectivamente, de 10
leituras obtidas a partir da atomiza¢do de uma plataforma contendo apenas o modificador. Os
valores encontrados foram de 0,017 ¢ 0,056 mg kg™, respectivamente, para niquel e 0,018 e
0,062 mg kg™, respectivamente para vanadio, baseados em massas de amostra de 10 mg. Essa
massa foi considerada para os calculos por estar préxima a quantidade maxima de petroleo
que pode ser analisada. O LD de niquel foi comparado com os valores reportados na literatura
para técnicas de emulsdo e microemulsdo [88] e os resultados obtidos neste trabalho foram
melhores. Comparando aos resultados obtidos na literatura para niquel por SS-GF AAS
[137,138] os resultados obtidos neste trabalho foram piores. No entanto, deve ser salientado
que os resultados podem ser em torno de 4 vezes melhores para este elemento usando a linha
espectral mais sensivel. Levando-se em conta essa diferenca de sensibilidade os resultados
obtidos neste trabalho foram compativeis aos da literatura. Para vanddio, o LD foi também
comparado com os valores da literatura para as técnicas de emulsdo [88,134] e os resultados
obtidos neste trabalho foram melhores. Como pode ser observado na Figura 10, a linha base

apresenta bastante ruido, aumentando o desvio padrdao do branco.

5.1.4. Resultados Analiticos

O uso de palddio como modificador permite a determinacdo da concentragdo total de
niquel e vanddio em petroleo, e a determinacdo sem modificador, usando as mesmas
temperaturas de pirolise, resulta na concentragdo de uma fragdo “termicamente estavel”, e por
diferenca pode se determinar a fragdo volatil. O esquema pode ser melhor visualizado pelo

fluxograma apresentado na Figura 11 .
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Figura 11 - Fluxograma usado na determinagao de niquel e vanddio (estavel, total e

volatil).

As curvas de calibragdo estabelecidas com padrdes aquosos sem modificador foram
usadas para quantificagdo de ambos os elementos e espécies. Os resultados para o SRM 1634c¢
e amostras de petroleo do Brasil estdo apresentados nas Tabelas IX e X para niquel e vanadio
respectivamente, e comparados com a técnica de emulsdo desenvolvida em trabalhos
anteriores do nosso grupo [88,134]. A fim de ter uma comparagdo com um procedimento
independente, os valores de referéncias estabelecidos para niquel e vanadio total obtidos por
HR-CS AAS, sem modificador e usando uma temperatura de pirdlise de somente 400 °C para

evitar perdas sdo mostradas nas Tabelas X e X.

Nao houve uma diferenca significativa entre os resultados a um nivel de 95% de
confianga, aplicando-se o teste estatistico (t-student pareado). Os resultados obtidos para o
CRM também mostraram que ndo houve uma diferenca significativa a um nivel de confianga
de 95% do valor certificado para ambos os elementos. Infelizmente, como as concentragdes
dos compostos volateis tiveram de ser determinada por diferenca, os resultados sofrem das
incertezas nas medidas dos compostos totais e dos estaveis. Este fato foi levado em
consideracdo no calculo dos desvios padrao da fragdo volatil nas Tabelas IX e X. Nos casos
onde a concentracao total ¢ muito proxima a concentragdo “estavel”, como o SRM 1634c, a

fragdo volatil pode estar oculta dentro da incerteza da medida.

Os resultados obtidos neste trabalho fornecem varias informagdes interessantes e uteis.
Primeiramente, em uma amostra de petroleo nao foi detectado vanadio, isto ¢, menos do que
0,062 mg kg ', e em outra foi encontrada uma concentra¢io muito baixa (0,21 mg kg '), o
que ¢ bastante incomum, pois a concentracio deste elemento é tipicamente > 1 mg kg
[42,67]. Outro fator interessante ¢ que a fracdo volatil (porfirinas) encontrada estava entre 5 e
50% da concentra¢dao de niquel e vanadio total, e ndo houve uma correlacdo entre a fragao

volatil e a concentragdo total para ambos os elementos.
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Tabela IX - Resultados analiticos obtidos para niquel no CRM e em amostras de petroleo

com (Ni total) e sem (Ni estdvel) a adicdo de 20 pg de Pd com Triton-X 100 como

modificador; a fragdo volatil de Ni foi determinada por diferenca.

Amostra Ni Total / pg g Ni Estavel / pg g™ Ni Volatil / pg g™
HR-CS AAS® GF AAS® SS-GF AAS GF AAS" SS-GF AAS GF AAS" SS-GF AAS

SRM

1634 17,4+ 0,3 17,7+£0,5 17,1+1,2 17,1£1,1 169+13 0,6+1,2 02+1,8
OB2 21,8+0,5 245+0,2 23,7+1,1 189+0,2 189+28 5,6+0,3 4,8+3,0
OB3 53+04 4,9 +0,1 43+0,5 3,5%£0,1 2,5+0,2 1,4+0,1 1,8+0,5
OB4 1,3+0,1 1,1£0,1 1,2+£0,1 0,7£0,1 0,6+0,03 04£0,1 0,6 0,1
OB6 340+2,1 36,7%£1,1 31,2+24 242+0,7 283+1,1 125+13 29+26
OB7 2,9+0,5 2,8%0,1 2,8+0,3 24+0,1 25+0,6 04+0,1 0,3+0,7
OBS8 - 59,119 802%+78 614+£22 76,692 - 3,012
OB12 - 104+0,2 10,6+0,7 54+0,1 54+0,5 50£0,2 52+0,9
OB13 - 148+0,6 162+24 85+04 10,5+0,5 6,3£0,7 5,7£2,5
OB15 - 16,6+0,7 168+12 10,5+0,6 13,0+03 6,1+0,9 3,811,2

? Referéncia 88

> SRM 1634c: 17,5+ 0,21 pug g (valor certificado).
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Tabela X - Resultados analiticos obtidos para vanadio no CRM e em varias amostras de
petrdleo com (V total) e sem (V estavel) a adicdo de 20 pg de Pd com Triton-X 100 como

modificador; a fragao volatil foi determinada por diferenca.

Amostra V Total / pg g'1 V Estavel / pg g'1 V Volatil / pg g'1
HR-CS AAS* GF AAS" SS-GF AAS GF AAS® SS-GF AAS GF AAS® SS GF AAS
SRM
Le3dce 203+1,0 272+12 272+24 232420 229+13 4,0+23 43+27
OB2 302404 28,7+09 245+1,5 233+0,5 21,1+0,7 54+1,0 34+17
OB3 3,18+0,07 32+01 3,77+03 2,0+03 287+03 12+03 09+04
OB4 0,29+0,04 024+0,03 021+0,01 0,16+0,02 0,12+0,02 0,08+0,04 0,09 +0,1
OB6 851+02 84+0,1 891+0,5 64+02 7,87+0,3 20+02 1,1+06
OB7 < 0,04 <0,06 <0,02 <0,06 <0,02 - -
OBS8 0,75+0,06 <006  047+004 <006 042+0,05 - nd*
OB12 123+0,3 12,1+12 10,1+12 89+08 621+0,6 32+10 38+1,3
OB13 - 185+ 1,3 155+21 13,7+04 126+0,6 48+12 29+22
OB15 - 162+0,9 199+12 140+03 168+12 22409 3,1+17

*Referéncia 134

Referéncia 88

°SRM 1634c: 28,5+ 0,40 ug g’

9hd: nenhuma diferenca estatistica entre os resultados para vanadio total e estivel em

concordancia com o intervalo de confianca.
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5.2. DETERMINACAO DE CHUMBO EM AMOSTRAS DE PETROLEO POR SS-GF
AAS E GF AAS COM DIFERENTES ATOMIZADORES (PIN E THFA)

Nesta parte do trabalho, o objetivo foi comparar duas técnicas (SS GF AAS e GF AAS
com diferentes atomizadores) para determinacdo de chumbo em petroleo, sendo que duas
técnicas eram inovadores (SS e THFA) e outra com atomizador convencional (PIN), levando
em consideragdo a sensibilidade, a rapidez e a capacidade de ser aplicado na andlise de rotina

para determinacdo de chumbo em petrdleo.

Na SS-GF AAS as amostras de petroleo foram pesadas diretamente sobre as
plataformas de grafite, sem nenhum tratamento, enquanto que, para analise em THFA, as
amostras foram emulsificadas de acordo com método desenvolvido anteriormente [88]. A fim
de avaliar as vantagens fornecidas pela THFA GF AAS, as mesmas emulsdes foram

analisadas utilizando um tubo com plataforma PIN usado convencionalmente em GF AAS.

5.2.1 Modificadores e programa de aquecimento
5.2.1.1 Amostragem direta de sélidos (SS)

Baseando-se nas experiéncias anteriores para determinacdo de niquel e vanadio em
petroleo o uso de duas etapas de secagem no programa de aquecimento, como mostrado na
Tabela IV, foram mantidas com o mesmo objetivo o de alcancar uma boa e completa remogao

de todos os componentes volateis quando se utilizam massas de até 3 mg de petroleo.

Para auxiliar na estabilidade térmica dos analitos volateis, tais como chumbo em
amostras complexas, o uso de modificadores quimicos t€ém sido propostos para remover a
matriz e/ou estabilizar o analito em maiores temperaturas de pir6lise. Alguns modificadores
tem sido propostos para determinacdo de chumbo em produtos de petréleo como Pd
[139,140], Pd/Mg [139,141,142] e dihidrogenofosfato tetrabutilaménio como modificadores
quimicos convencionais adicionados em solugdo, Ir [142] e cloreto de Ir-metiltrioctilamonio

(MTOACI) como modificadores permanentes [139].

A pipetagem da solugdo de modificador sobre cada amostra na plataforma para SS
antes da introdug@o no forno de grafite, obviamente, complica no procedimento analitico ¢ o
uso de modificadores permanentes evitaria a necessidade de adicionar o modificador antes de

cada andlise, como foi relatado anteriormente. Por esta razao, os modificadores permanentes
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400 pg Ir e 400 pg Ru, respectivamente, foram inicialmente investigados neste trabalho.
Além disso, o modificador convencional Pd/Mg também foi usado, pipetando-se o
modificador sobre a amostra. Para esta investiga¢do curvas de temperatura de pirdlise foram

realizadas usando esta técnica.

Antes de se obter as curvas de temperatura de pir6lise usando o atomizador SS-GF
AAS, foi realizado um estudo preliminar do volume ideal da solu¢do de modificador,
variando-se o volume de modificador de 10 a 30 puL (correspondendo a 5-15 pg de Pd e 3-9
ug de Mg) usando uma temperatura de pirdlise de 900 °C. O melhor sinal foi obtido com 20
uL do modificador, contendo 10 ng de Pd e 6 pg de Mg. O modificador foi adicionado de
duas maneiras: (i) pipetando-se o modificador na plataforma SS, e submetendo-se a
plataforma contendo o modificador as duas etapas iniciais do programa de aquecimento
(Tabela IV) a fim de secar e condicionar o modificador (detalhamento no subitem 4.5.1.1.).
Ap6s resfriamento, a plataforma era retirada do forno e a amostra era pesada na plataforma
sobre o modificador seco; (ii) pipetando-se o modificador sobre a amostra ja pesada na
plataforma. Como apresentado anteriormente no subitem 5.1., em relacdo ao uso de
modificadores quimicos convencionais na analise direta de sélidos, também foi utilizado
Triton X-100 (0,05% v/v) juntamente com o modificador convencional Pd/Mg/Triton X-100,
pelo mesmo motivo. Este estudo foi realizado concomitantemente com o estudo da influéncia

da massa de amostra na linearidade de resposta, descrito a seguir.

Para verificar se a massa de amostra apresentava alguma influéncia na linearidade de
resposta, foi realizado um estudo variando-se a massa de amostra do petréleo OB 12 entre 0,5
e 3,0 mg. As curvas de correlacdo entre massa de amostra e absorvancia integrada estao
apresentadas na Figura 12. Ambos os procedimentos de aplicagdo do modificador
apresentaram um comportamento muito semelhante, obtendo-se uma resposta linear para uma
massa de amostra de at¢ 3 mg. Baseando-se nestes resultados, o modificador foi pipetado
sobre a amostra em todos os experimentos posteriores, porque este procedimento ¢ mais

simples e rapido.
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Figura 12 - Influéncia da massa de amostra na linearidade de resposta usando dois modos
diferentes de aplicar o modificador (20 uL. de Pd/Mg) para chumbo em amostras de petrdleo
OB12; (®) modificador pipetado sobre a amostra (O) secagem do modificador antes da

pesagem da amostra. Programa de temperatura: Tabela V

Foram realizadas curvas de temperatura de pirdlise para chumbo em padrdo aquoso
(0,5 ng de Pb) ¢ em uma amostra de petréleo (OB12) com a adi¢do de 20 uL de solugdo de
Pd/Mg como modificador convencional, ruténio (400 pg) e iridio (400 pg) como
modificadores permanentes. As curvas de temperatura de pirdlise obtidas para 0,5 ng de
chumbo em padrdo aquoso e para a amostra de petréleo (OB12) sob varias condig¢des estdo
apresentadas na Figura 13. Os sinais obtidos (absorvancia integrada) para a amostra de

petroleo foram normalizados para 1,5 mg de amostra.

Devido aos elevados sinais de fundo para a amostra de petroleo (OB12) com adigao de
Pd/Mg, foi possivel somente medir os sinais do analito em temperaturas de pirolise de 900 °C
ou maiores. A maxima temperatura de pirolise que pode ser usada para a amostra de petroleo
foi de 1100 °C, enquanto que para o padrdo aquoso a temperatura foi de 1300 °C. Uma
temperatura de pirdlise de 1100 °C e uma temperatura de atomizagdo de 2000 °C foram
escolhidas para a determinacdo de chumbo em todos os futuros experimentos usando SS-GF

AAS.

O uso de modificador permanente permitiu fazer medidas a 700 °C. No entanto,

observou-se que o sinal para chumbo foi menor comparado ao uso de Pd/Mg. Quando o
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modificador permanente iridio foi usado, o sinal de chumbo em padrdes aquosos € na amostra
de petroleo (OB12) foi reduzido em torno de 40 e 65%, respectivamente, como mostra a
Figura 13. A mesma sensibilidade foi obtida com o uso do modificador permanente ruténio
para chumbo em padrdo aquoso. Para a amostra de petréleo (OB12) a curva obtida mostrou
uma rapida queda na sensibilidade em torno de 45% referente ao primeiro ciclo de
atomizag¢do, como pode ser observado na Figura 13. Portanto, pode-se concluir que o poder de
estabilizacdo dos modificadores permanentes nao foi satisfatdrio, resultando em perdas do
analito em temperaturas relativamente baixas. Suspeita-se que o niquel e vanadio, que estao
sempre presentes em altas concentragdes em petréleo, causam uma espécie de
envenenamento, impedindo a a¢ao dos modificadores permanentes de estabilizar o chumbo.
Este fenomeno foi observado na determinacdo de niquel e vanadio em amostras de petréleo
por SS-GF AAS citado no inicio deste trabalho (subitem 4.1.1). Baseando-se nestes fatos o

uso destes modificadores ndo foram mais investigados depois destes experimentos.
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Figura 13 - Curvas de temperatura de pir6lise para chumbo usando SS-GF AAS: 0,5 ng de Pb
com: -[1-Pd/Mg; -V- 400 pg de Ru; -*- 400 pg de Ir; amostra OB12: -M- Pd/Mg; - A- 400
ug de Ru; -O- 400 pg de Ir. Os dados para a amostra de petroleo OB12 sdo expressos em

“absorvancia integrada normalizada” para 1,5 mg de amostra; Ta= 2000 °C;
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5.2.1.2 Analise de emulsoes usando THFA GF AAS

Uma diferente alternativa em GF AAS ¢ o emprego do atomizador com filtro de
aquecimento transversal (THFA) desenvolvido pelo grupo do Dr. Dmitry A. Katskov
[103,104,143], cujas principais vantagens sdo o aumento do volume de amostra até¢ 100 pL,
tempo de secagem curto (10-15 s), melhora de duas a trés vezes o limite de deteccdo, e uma
eficiente reducio nas interferéncias ndo-espectrais e de fundo [105,106]. E uma opgdo mais
barata e que ja foi empregada com sucesso em matriz reconhecidamente complexa como

combustivel automotivo e dleos comestiveis [104,105].

Neste trabalho, baseando-se na experiéncia anterior com SS-GF AAS, somente o
modificador convencional Pd/Mg foi investigado para a determina¢do de chumbo em petroleo
usando THFA GF AAS. O volume de modificador e a necessidade do uso de Triton X-100
também foram investigados com THFA GF AAS. Os sinais de absorvincia do chumbo na
amostra de petréleo (OB 12) em emulsdo ndo mudaram quando o volume de modificador foi
aumentado de 10 pL a 30 pL; a adi¢do de Triton X-100 ao modificador também ndo mostrou
nenhum efeito; por isso, 10 uL de modificador, correspondendo a 5 pg de Pd + 3 pg de Mg
sem a adi¢do de Triton X-100 foi usado para a analise das emulsdes usando THFA GF AAS.
As curvas de temperatura de pir6lise mostradas na Figura 14 para a amostra de petréleo
(OB12) e padrao aquoso (0,5 ng de Pb) estdo similares as curvas obtidas com SS-GF AAS,
exceto pelo fato de que a temperatura méxima de pirdlise foi um pouco menor. A principal
diferenca foi que a sensibilidade obtida foi em torno de duas vezes maior para chumbo em
padrdo aquoso e em amostra de petrdleo. O surpreendente foi que, mesmo no THFA GF AAS
o sinal de fundo para a amostra de petréleo foi muito elevado, de modo que as medidas s6
foram possiveis com temperaturas acima de 800 °C. A explicagdo mais provavel ¢ que a
emulsdo poderia penetrar nos poros e no interior do tubo de grafite, conseqlientemente
impedindo a fun¢do do THFA GF AAS; a penetracdo de solventes orginicos em grafite
porosos ¢ um fendmeno bem conhecido. A melhor temperatura de pirdlise foi 1000 °C para
ambos, padrao aquoso e amostra de petroleo. Uma temperatura de pirdlise de 1000 °C e uma
temperatura de atomizagao de 2000 °C foram escolhidas para a determinacdo de chumbo em

todos os futuros experimentos usando THFA.
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Figura 14 - Curvas de temperatura de pir6lise para chumbo usando THFA GF AAS; Os
dados para a amostra de petroleo OB12 sdo expressos em “absorvancia integrada

normalizada” para 1,5 mg de amostra; Ta = 2000 °C; Modificador quimico: Pd/Mg.

5.2.2. Sinais de atomizacao

Estabelecidos os parametros instrumentais, foram analisados os perfis de absorvancia
e a absor¢ao do sinal de fundo de um padrao aquoso (0,5 ng de Pb) e da amostra de petroleo
(OB12) usando SS-GF AAS e THFA GF AAS; os picos estdo ilustrados na Figura 15.
Analisando os picos para chumbo de um padrido aquoso e da amostra de petroleo por SS-GF
AAS, observa-se uma similaridade da forma dos picos. Também, pode-se observar que o sinal
do chumbo no padrdo aquoso tem um tempo de permanéncia menor e o sinal de fundo ¢
negligenciavel, demonstrando a eficiente remog¢do da matriz de petroleo durante a etapa de
pirdlise.

Os sinais para chumbo do padrao e da amostra em emulsdo sdo também similares para
THFA, apresentando a mesma tendéncia, aparecendo em tempo maior para a amostra de
petroleo. Observa-se um alto sinal de fundo (em comparagdo com SS) para a amostra de
petrdleo e atribui-se a hipdtese de que a matriz de petroleo pode estar penetrando no filtro do
tubo de grafite poroso podendo ser liberada apenas lentamente na etapa de atomizagdo. O
amplo sinal de fundo, embora menor para o padrao aquoso, suporta esta explicagao, uma vez

que o padrao foi preparado com o 6leo base, que aparentemente também penetra no tubo de
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grafite. No entanto, neste caso se observa um sinal de fundo menor, uma vez que o padrao nao

contém nenhum asfalteno ou resina.

Uma temperatura de atomizagao de 2000 °C foi escolhida baseando-se na sensibilidade
e forma do sinal analitico para ambas as técnicas. O programa de temperatura completo esta

apresentado na Tabela V.
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Figura 15 - Perfis de absorvancia para chumbo (a,c) em padrao aquoso — 0,5 ng de Pb, e (b,d)

petroleo OB12; (a, b) SS-GF AAS e (¢, d) THFA GF AAS; Modificador quimico: Pd/Mg.

5.2.3. Figuras de mérito

As figuras de mérito obtidas para SS-GF AAS, PIN e THFA GF AAS estio
apresentadas na Tabela XI. As curvas analiticas foram estabelecidas usando um branco e
cinco solugdes de calibragdo na faixa de concentragio de 25 — 150 pg L™ de Pb (0,25 — 1,5 ng
de Pb) para SS-GF AAS e PIN e de 5 — 50 ug L™ de Pb (0,05 — 0,5 ng de Pb) para THFA GF
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AAS. As curvas analiticas para SS-GF AAS e THFA GF AAS foram estabelecidas usando
padrdes aquosos e padrdes aquosos em emulsdo. A sensibilidade foi muito semelhante para os
padrdes aquosos e em emulsdo usando ambos os atomizadores, como pode ser visto na Tabela
X1, o que sugere que padrdes aquosos podem ser utilizados para a calibragdo. A sensibilidade,
expressa como a inclinacao da curva analitica, ¢ mais do que 2,5 vezes maior para THFA GF
AAS, em comparagdo a SS-GF AAS e PIN. Os valores obtidos de massa caracteristica para
SS-GF AAS estdo em boa concordancia com os relatados na literatura [42]. O efeito mais
evidente ¢ o aumento significativo na sensibilidade com THFA GF AAS, atribuido ao
reduzido diametro interno do tubo, conseqiientemente resultado de uma maior densidade da

nuvem atdmica.

Tabela XI - Equacdo de regressdo linear e coeficiente de correlacdo (R) das curvas de
calibragdo para determinagdo de chumbo com diferentes atomizadores, usando emulsdo e

padroes aquosos por GF AAS; Pd/Mg foi usado em todas as técnicas como modificador

quimico.
Técnica Método Equacéo de regressao linear R
Ss? Padrdo aquoso A= 10,0024+ 0,4710m 0,9988
Emulsdo com padrdo aquoso A=0,0304 +0,5173m 0,9985
THFA" Padriio aquoso A=0,0162 + 1,190m 0,9993
Emulsdo com padrao aquoso A =0,0063 + 1,146m 0,9986
PIN® Padrdo aquoso A =0,0025+0,4977m 0,9995

“LD e LQ baseados na técnica “resposta de massa zero” calculado para 3 mg de amostra
LD e LQ estdo calculados para 1,5 mg de amostra em emulsédo

Os valores de massa caracteristica obtido em todas as situagdes estdo mostrados na
Tabela XII. Os valores estdo em concordancia com os comentados anteriormente: para o
THFA houve um aumento da sensibilidade em aproximadamente 2,5 vezes. Este efeito pode
ser atribuido ao reduzido didmetro da nuvem atdmica absorvente.

Os limites de detec¢do (LD) e o de quantificagdao (LQ), respectivamente, obtidos com
SS-GF AAS, PIN e THFA GF AAS foram comparados. Os valores foram calculados para o
maximo de amostra investigada em cada atomizador, 3 mg para SS e 1,5 mg para THFA GF

AAS (correspondendo para massa de amostra em 30 uL de emulsdo preparada com 500 mg
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de amostra). No entanto, THFA GF AAS permite uma injecdo de 100 pL de solugdo no
atomizador, indicando que o LD e LQ obtidos com THFA GF AAS podem aumentar com
aumento do volume de emulsdo inserido no forno. Para SS-GF AAS as medidas do branco
foram feitas segundo a técnica ‘resposta de massa zero’ [135]. As solugdes do branco da
curva analitica foram usadas com a adi¢do do modificador para estabelecer o LD e o LQ para
THFA. Os resultados obtidos para SS-GF AAS e THFA GF AAS sao similares, significando
que a maior massa que pode ser usada em SS-GF AAS, pode ser compensada pela maior
sensibilidade do THFA GF AAS. Os resultados obtidos para PIN foram menores do que os
obtidos para SS-GF AAS e THFA GF AAS.

Ambas as técnicas podem ser efetivas por permitirem uma maior massa de amostra ou
volume de emulsdo para melhorar ainda mais o LD e o LQ, no entanto, esta op¢do ndo foi
investigada, pois a sensibilidade foi adequada para a determinagdo de chumbo nas amostras

de petréleo analisadas.

Tabela XII - Figuras de mérito para a determinagao de chumbo por GF AAS; o modificador

Pd/Mg foi usado para todas as técnicas.

Técnica Método mo/pg LD @m=10)/pgg’ LQ©n=10)/pgg’

SS? Padrdo aquoso 8,7 0,005 0,014
THFA® Padrio aquoso 3,5 0,004 0,014
PIN®  Padrio aquoso 8,8 0,008 0,028

“LD e LQ foram calculados segundo a técnica de “resposta de massa zero”calculado para
massa de amostra de 3 mg.

LD e LQ estdo calculados para 1,5 mg de amostra em emulsao.

A precisao para SS-GF AAS expressa como coeficiente de variagdo (CV) de 6
medidas de cada amostra de petréleo variou entre 7% e 25%. Estes valores sdo relativamente
altos, provavelmente devido a baixa concentragdo do analito na amostra de petréleo. A maior
imprecisdo foi obtida para as amostras de petréleo mais viscosas. Considerando a
complexidade da matriz de petroleo e da amostragem direta, que evita erros de manipulagao,
o CV obtido neste trabalho foi considerado aceitavel. Estes valores sdo maiores do que os
valores relatados na andlise direta para niquel e vanadio no item 4.1., elementos que estdo

presentes em maiores concentracdes. No entanto, os resultados obtidos para chumbo sdo
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semelhantes aos valores relatados para analise direta de ferro, cobre e cromo em petroleo

[109].

Para THFA GF AAS, o CV de 3 medidas de cada amostra em emulsao variou entre
1% e 4%, mostrando que a agitacdo manual foi eficaz para manter a homogeneidade da
emulsdo durante a etapa de amostragem. No entanto, a reprodutibilidade do preparo das
emulsoes, expressada como o CV de trés aliquotas preparadas da mesma amostra, variaram

entre 5% e 20%, valores similares aos obtidos com SS-GF AAS.

5.2.4. Resultados analiticos

Os resultados obtidos para a determinacdo de chumbo em sete amostras de petroleo
usando as trés técnicas estdo resumidos na Tabela XIII. As amostras (OB5 e OB7) foram
homogeneizadas antes da analise como descrito na sec¢ao 5.5.1.1.; as amostras de petréleo
menos viscosas ndo necessitaram de pré-tratamento. Usando a analise de variancia (ANOVA)
os resultados ndo foram significativamente diferentes a um nivel de confianca de 95%. A
concentragdo de chumbo nas sete amostras variaram entre 0,05 ¢ 0,3 mg kg™'. A concordancia
entre os resultados confirma que calibragdo com padrdes aquosos podem ser utilizados para a

determinagdo de chumbo em amostras de petroleo com as técnicas propostas.

Tabela XIII - Resultados analiticos obtidos para chumbo em amostras de petroleo usando

SS-GF AAS, PIN e THFA GF AAS; Pd/Mg como modificador.

Ammostra Concentracio de Pb / mg kg™ (média + SD)

SS (n=6) PIN (n=3)"  THFA (n=3)"
OB3 0332+0,048  0.218£0,004 0281 +0,015
OBS5 0,048 0,012  0,045£0,005 0,048 + 0,006
OB7 0272 +0,025  0.247x0,012 0258+ 0,025
OBI1 0,059+0,011  0,076+0,010 0073 +0,011
OBI2 | 0076+0008  0,075£0,003  ¢082+0,018
OBIO | 0,063+0,007  0,069+0,006 0,081 +0,017
OBA | 0261+0,022  0273+0,008 263 +0,018

* SD foi calculado para valores de concentragdo de trés aliquotas de cada amostra.
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5.2.5 Validacao

Validagdo ¢ a comprovagao, através do fornecimento de evidéncia objetiva, de que os

requisitos para uma aplicagdo ou uso especificos pretendidos foram atendidos [ 144].

Como ndo ha material de referéncia certificado de petréleo ou um produto similar
disponivel com um valor certificado para chumbo, tornou-se necessario utilizar uma técnica
de validagao independente. O preparo de amostra ¢ a parte mais critica na analise de petréleo,
e como esta bem documentado que diferentes compostos organicos do mesmo analito podem
apresentar sensibilidade diferentes, a abordagem mais rigorosa, obviamente, ¢ uma completa
mineralizagdo do petréleo. Para validar os métodos propostos, foram preparadas digestdes da
amostra em frascos de digestdo abertos com acido sulfurico, 4cido nitrico e peroxido de

hidrogénio e aquecimento a 200 °C por cerca de 24 h, conforme descri¢ao no subitem 5.5.1.4.

Os resultados obtidos para chumbo em trés amostras de petréleo, OB3, OB10 e OBI11
foram 0,339 + 0,006 mg kg', 0,081 + 0,017 mg kg e 0,069 + 0,014 mg kg de Pb,
respectivamente. Estes valores ndo foram diferentes significativamente dos valores obtidos
por SS-GF AAS e THFA GF AAS, apresentados na Tabela XIII, de acordo com a analise de
variancia (ANOVA) a um intervalo de confianca de 95%. Isto mostra que os métodos
propostos fornecem resultados exatos, embora sejam muito simples e usem calibracdo com

padrdes aquosos.

Experimentos de recuperagdo também foram realizados, adicionando padrdo aquoso
de chumbo em duas amostras, OB11 ¢ OB12, como descrito nos subitens 5.5.1.3.; os
resultados das recuperagdes foram de 91 + 6 e 92 + 9% para SS-GF AAS e 97+ 1e 102 +2%
para THFA, respectivamente. Estes resultados mostram que a forma em que os compostos de
chumbo estdo presentes ndo influenciam significativamente na sensibilidade em GF AAS, em
especial nos casos de SS-GF AAS em que o padrao aquoso foi adicionado sobre a amostra

sem nenhuma mistura prévia.

Os resultados obtidos nesta parte do trabalho permitem as seguintes conclusoes: (i) a
determinagdo de chumbo em amostras de petréleo usando THFA GF AAS ¢ mais sensivel do
que SS-GF AAS e PIN; (ii) o uso de SS-GF AAS pode ser aplicado com sucesso para
determinag¢do direta de chumbo em amostras de petréleo, ¢ uma andlise mais rapida,

considerando que ndo ha necessidade de nenhum preparo de amostra.
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5.3. DETERMINACAO DE CADMIO E CHUMBO EM CARNE IN NATURA
USANDO SS-GF AAS

5.3.1. Sele¢ao do comprimento de onda

A precisao obtida com SS-GF AAS, entre outros parametros, depende criticamente da
massa de amostra introduzida no tubo de grafite e de possiveis interferéncias espectrais
ocasionadas pela matriz. A fim de investigar esses fatores, a selecdo do comprimento de onda
¢ muito importante. Neste caso, duas situagdes inversas podem ser utilizadas: a linha analitica
primaria que ¢ a mais usada e pode ser empregada para amostras com baixas concentragdes do
analito ou linhas alternativas, que podem ser usadas como se fosse uma dilui¢do de amostras
com altas concentragdes do analito. Em algumas situagdes pode-se eliminar ou amenizar os

sinais de fundo ocasionados pelas interferéncias espectrais em linhas primarias.

A linha mais sensivel para chumbo, 217,0 nm, foi inicialmente investigada com os
materiais de referéncia certificados de figado e musculo bovino, uma vez que as
concentragdes desse analito nas amostras sdo baixas. No entanto, uma rigorosa interferéncia
espectral foi observada e ndo pode ser eliminada com o sistema de corretor de sinal de fundo

de deutério do instrumento, inviabilizando o uso desta linha neste trabalho.

Borges et al. [145] usando HR-CS AAS para a determina¢do de chumbo em materiais
bioldgicos, observou uma forte absor¢cdo de fundo devido ao espectro de excitacdo dos
elétrons da molécula de mondxido de fosforo (PO) e conseqiiente absor¢do na vizinhanga da
linha de 217,0 nm. Esta absor¢do molecular exibe uma pronunciada estrutura rotacional fina,
que pode ser controlada com equipamento HR-CS AAS, mas ndo pode ser corrigido pelo
corretor com lampada de deutério; a exatiddo dos resultados obtidos neste caso depende da

matriz bem como da concentracao do analito [146,147].

Alternativamente, uma outra linha, a de 283,3 nm ¢ adequada para a determinacao de
chumbo usando GF AAS e corretor com lampada de deutério. Nessa linha a sensibilidade ¢
aproximadamente trés vezes menor da que se obtém com a linha ressonante primaria. Neste
comprimento de onda foi observado um sinal de fundo menor, que pode ser corrigido pelo
corretor com lampada de deutério. Entretanto, uma menor sensibilidade requer a introducao
de massas de amostra relativamente maiores no atomizador, em torno de 10 mg, que resulta
numa absor¢do de fundo relativamente alta, causando uma alta imprecisdo dos resultados.

Massas de amostra maiores do que 10 mg ndo puderam ser usadas devido aos altos valores da
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absor¢ao de fundo (BG > 1) observados neste caso. Esse comportamento foi observado para
todas as amostras independente do pré-tratamento, ex. amostras in natura, liofilizadas ou
secas. No caso do caddmio a linha espectral primaria de 228,8 nm pode ser usada sem
problemas para esta determinacdo. Devido ao fato deste analito apresentar sensibilidade
significativamente maior, foi possivel analisar massas pequenas de amostras ¢ nao foi
observada interferéncia espectral significativa quando foram usadas temperaturas de pir6lise

maiores do que 700 °C.

5.3.2 Programa de aquecimento e modificadores

A fim de resolver o problema das baixas concentragdes do analito e dos altos valores
de sinais de fundo, que ¢ notério no caso de chumbo, foi investigado o uso da mistura de
paladio e magnésio como modificador quimico. O modificar Pd/Mg foi proposto por
Schlemmer ¢ Welz [148] ha 20 anos atrds e atualmente tem sido considerado como
modificador universal [147]. Este modificador ¢ muito efetivo para uma variedade de

amostras e elementos [42,149,150,151].

Neste trabalho o modificador foi utilizado de duas maneiras: primeiramente foi
introduzido sobre a amostra (massas menores de 3 mg); em outra situacdo foi seco
completamente na plataforma antes de pesar as amostras (massas maiores de 3 mg). Foi
investigada a adi¢do de Triton X-100 na solucdo de modificador com o proposito de espalhar
melhor a solucdo sobre a superficie da plataforma. Quando adicionado sobre a amostra, Triton
X-100 ajuda no espalhamento do modificador sobre a mesma [108]. O uso de Pd/NH4sNO;
também tem sido proposto como modificador para chumbo [42] e foi investigado no presente
trabalho, sendo aplicado da mesma forma que o modificador Pd/Mg, com a adi¢do de Triton

X-100.

Os materiais de referéncia de figado bovino (NIST 1577b) e musculo bovino (NBS
8414) foram usados para estabelecer os parametros do programa de aquecimento. Assim
como para o petroleo, para a carne in natura também foi realizada uma investigagdo detalhada

com a etapa de secagem, devido ao alto teor de umidade das amostras.

Foram realizadas curvas de temperatura de pir6lise para chumbo em musculo bovino
(NBS 8414) e para 2 ng de Pb em 0,014 mol L' de HNO;, sem modificador e com a adi¢io
de Pd/NH4NO; e Pd/Mg como modificadores, as quais estdo mostradas na Figura 16. Para

construir a curva de chumbo em musculo bovino (NBS 8414), iniciou-se em 700 °C e
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aumentou-se gradativamente a temperatura até atingir 1300 °C. Temperaturas de pirdlise
abaixo de 700 °C ndo puderam ser usadas devido a altas mudangas do sinal de fundo, causado
pela matriz. Isto ocorre porque a eliminagdo da matriz a baixas temperaturas de pir6lise ¢
incompleta, e, portanto a fumaga gerada durante a etapa de atomizagdo resulta no
espalhamento da radiagdo [146]. Pode-se observar através das curvas mostradas na Figura 16,
que o modificador Pd/Mg possibilita temperaturas de pirdlise mais altas e sensibilidade em
torno de 20% menores, comparado com Pd/NH4NO; para ambos, padrdo aquoso e amostra, o
que esta em concordancia com a literatura [42]. Temperaturas de pir6lise de 900 °C e 1000 °C
foram escolhidas para os modificadores Pd/NH4sNO; e Pd/Mg, respectivamente, ¢ foram

usadas em todos os experimentos posteriores.

—m=—2ng Pb - Pd/Mg
—e—2ng Pb - Sem modificador
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Figura 16 - Curvas de temperatura de pirdlise para chumbo em solugdo aquosa € em musculo
bovino (NIST SRM 8414) sem modificador, com Pd/NH4NO3/Triton X-100 e Pd/Mg/Triton
X-100 como modificadores. Os dados para o CRM estdo apresentados como ‘“absorvéancia

integrada normalizada” (absorvéncia integrada calculada para 1 mg de amostra). Ta =2000 °C.

As curvas de temperatura de pirolise para cadmio em padrao aquoso ¢ no CRM de
Figado Bovino (NIST 1577b) sem modificador e com os modificadores Pd/NH4NOs/Triton
X-100 e Pd/Mg/Triton X-100 estdo apresentados na Figura 17. Similar ao chumbo, uma
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menor sensibilidade foi observada para cadmio com o ultimo modificador, em ambos padrao
aquoso ¢ CRM. Como a sensibilidade ndo foi um problema na determinacdo de cadmio, o
modificador Pd/Mg foi escolhido para todos os experimentos, pois esse modificador
possibilita uma temperatura de pirdlise de 900 °C, maior do que a de 800 °C obtida com

Pd/NH4NOs. Assim fixou-se a temperatura de pirdlise em 900 °C para cadmio.
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Figura 17 - Curvas de temperatura de pirdlise para cadmio em solugdo aquosa e no figado
bovino (NIST SRM 1577b) com Pd/NH4NO;3/Triton X-100 e Pd/Mg/Triton X-100 como
modificadores quimicos. Os dados para as curvas com CRM estdo apresentados como
‘absorvancia integrada normalizada’ (absorvancia integrada calculada para 0,1 mg de

amostra). Ta = 2000 °C.

Perfis de absorvancia e absor¢cdo do sinal de fundo também foram considerados na
otimizagdo das condi¢des do programa de aquecimento para cddmio e chumbo; alguns sinais
de atomizacgao e de fundo tipicos estdo apresentados na Figura 18. Esta figura também mostra
a similaridade da forma dos sinais para chumbo em um padrdo aquoso com diferentes
modificadores, assim como um menor sinal de fundo para cddmio na amostra solida (Fig.
18f). A temperatura de atomizagdo, usando padrdo aquoso e o figado bovino (NIST SRM

1577b), foi fixada em 2000 °C, baseando-se na sensibilidade e forma do sinal analitico.
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Figura 18 - Perfis de absorvancia de chumbo (a, b, ¢, d) e cadmio (e, f) em padrdes aquosos e
no figado bovino (NIST SRM 1577b); (a, ¢): 2 ng de Pb; (e): 0,05 ng de Cd; (b, d, f): figado
bovino (NIST SRM1577); (a, b): modificador Pd/NH4sNOs/Triton X-100; (c, d, e, f):
modificador Pd/Mg/Triton X-100. Ta = 2000 °C; Cd — Tp = 900 °C; Pb (Tp = 900 °C,
modificador PA/NH4NO;,Triton X-100; Tp = 1000 °C, modificador Pd/Mg/Triton X-100);




83

5.3.3. Erros de amostragem

Luecker e Schuierer [131] descreveram o uso de amostragem soélida para screening de
Pb em tecidos de animais in natura; os erros analiticos resultantes da perda de agua antes da
analise foram investigados em diferentes temperaturas. Esses autores observaram que apos
um periodo de estabilizacdo, as perdas de massa pareciam estar quase lineares e
independentes da pesagem para massas de até 20 mg. Por meio de uma funcdo utilizando o
tempo de estabilizacdo e perdas de massa, um aumento de 10% na concentragao do analito foi
encontrado para massas menores de 0,06 mg. A temperatura também influénciou no erro.
Depois desses estudos os autores concluiram que perdas de massa em matrizes com alto
conteudo de dgua sdo uma fonte de erro menor, mas eles recomendaram algumas precaugdes
para esta aplicagdo, tais como: amostragem réapida, evitando massas de amostra menores de

0,07 mg, e controle da temperatura no laboratorio .

Neste trabalho os erros de amostragem e a influéncia da massa de amostra foram
investigados com duas amostras de figado bovino, uma de musculo caprino e uma de figado
suino, todas in natura. Estas amostras foram homogeneizadas antes da analise como descrito
na sec¢do experimental 3.5.2.2., para eliminar a influéncia da possivel heterogeneidade da
distribuicdo do metal no figado e musculo. Este procedimento foi considerado adequado por
ser o mesmo adotado pelo PNCR, para avaliar a contaminacao individual e para realizar um
screening visando identificagdo de areas poluidas do meio ambiente. Esse procedimento
facilita a comparagdo dos resultados com o método de referéncia adotado pelo Ministério da
Agricultura [133]. Imediatamente depois da homogeneizagdo, por¢cdes de amostra foram
guardadas em sacos plasticos pequenos e limpos. Todo ar foi removido e a embalagem foi
bem fechada para evitar perdas de umidade. A embalagem foi aberta somente no momento da
pesagem para analise no GF AAS. Este procedimento reduz o risco de perdas de umidade
antes da amostragem. Obviamente, a homogeneiza¢do ndo ¢ necessaria para analises de
screening, e poderia até mesmo ser contra-produtiva, uma vez que ndo permitiria detectar

contamina¢do devido a amostragem ou estocagem.

A fim de avaliar os erros de pesagem, parte das amostras in natura foi seca para
eliminar a umidade e pesada até peso constante. As amostras de carne in natura investigadas
continham em torno de 27 + 2% de umidade (n=3). As concentracdes de cadmio e chumbo
para as amostras secas foram corrigidas para peso umido da amostra, a fim de expressar os
resultados em pg por g de substancia in natura (ug g in natura) e os dois métodos poderem

ser comparados.
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Em concordancia com Lucker e Schuierer [131] uma pequena variagdo de massa das
amostras in natura durante a pesagem foi observada devido perda de umidade. No entanto,
mantendo a amostra no refrigerador (em torno de 4 °C) e a temperatura do laboratério em
torno de 20-25 °C, este efeito pode ser minimizado. A estratégia utilizada neste trabalho para
a pesagem das amostras foi de manter o primeiro peso, desconsiderando a perda de peso

devido a perda de umidade, assim como proposto Lucker e colaboradores.

Quando a meta de um trabalho ¢ obter resultados rapidos, ¢ essencial estabelecer o
nimero minimo de medidas garantido um resultado final com qualidade requerida. No
entanto, se a exatidao ¢ prioridade um caminho para o decréscimo da incerteza ¢ aumentar os
numeros das medidas. A Tabela XIV mostra o CV das medidas de chumbo e cddmio em trés e
quatro amostras, respectivamente, com diferentes caracteristicas e concentragdes dos analitos.
Considerando a complexidade da matriz bioldgica e o uso de amostras de carne in natura os
CV (s)s encontrados podem ser considerados aceitaveis. Os CV (s) foram obviamente
melhores para as amostras com maiores concentragdes de chumbo (BL1 e BL2). O CV obtido
para a amostra PL foi alto (em torno de 20%) o que pode ser atribuido ao alto sinal de fundo,
devido a uma maior quantidade de amostra a ser introduzida no forno por causa da baixa

concentragdo do analito nesta amostra.

Tabela XIV — Coeficientes de variacdo das medidas de cddmio e chumbo em amostras de
carne usando diferentes modificadores; todas as misturas de modificadores contém Triton X-

100.

) in natura Seca
Faixa de

Analito Amostra massa CV /% (n=10) CV /% (n=6)
/ mg Pd/Mg Pd/NH4NO; Pd/Mg Pd/NH4NO;

BL1 2,2-2,6 12 8,4 9,1 13
Pb BL2 2,2-2,8 10 9,3 7,7 11

PL 3,3-9,3 23 19 20 17

BL1 0,37-2,0 15 - 11 -

BL2 0,85-1,8 7,1 - 7,1 -
Cd

PL 0,30-1,3 15 - 8,1 -

GM 0,15-0,42 17 - 4,3 -
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Para cddmio o maior CV foi encontrado para a amostra GM (17%), mas pela razio
oposta. Esta amostra tem uma alta concentracdo de cddmio, limitando a massa de amostra que
pode ser pesada para dar um sinal dentro da faixa linear de resposta. Baseando-se nos dados
da Tabela XIV, pode se concluir que o melhor CV foi obtido quando a faixa de massas
analisadas foram em torno de 1-3 mg, para ambos os elementos. A media do CV de 14% para
ambos, cadmio e chumbo, em amostras de carne in natura estd em concordincia com oS
valores reportados para analises de carne in natura [152] e com a analise direta de sélidos
para amostras secas/moidas. Deve-se enfatizar que segundo Belarra et al. [153],
especificamente para a proposta de screening, dez medidas sdao normalmente suficientes, e em
muitas ocasioes, ndo sao necessarias mais do que cinco medidas. Os autores concluiram que
quanto maior o numero de medidas durante a analise obtém-se menores CV,

consequentemente a exatiddo da analise ¢ aumentada.

5.3.4. Figuras de mérito

A calibragdo tem sido freqlientemente considerada um problema em SS-GF AAS por
causa dos processos de vaporizagdo do analito e da atomizacdao que depende da forma em que
o analito esta presente no padrdo e amostra, ¢ que pode ser afetada pela matriz. Calibragao
usando um ou mais CRM sélidos, além de ser caro nao ¢é recomendado para analise de rotina
e também contribui significativamente para a imprecisdo, pois a incerteza dos valores
certificados também ¢ introduzida na calibracdo. No entanto, varios estudos t€ém mostrado
que a calibragdo com padrdes aquosos pode ser usada facilmente na SS-GF AAS depois de

uma cuidadosa otimizag¢ao do programa de temperatura [3].

Neste trabalho a calibragdo usando padrdes aquosos foi checada versus os resultados
para CRM (s), como serd mostrado mais adiante. As curvas analiticas foram estabelecidas
usando um branco e cinco solugdes de referéncia na faixa de concentragio de 50 — 200 pug L™
de Pb (0,5 — 2 ng de Pb) e 2,5 — 10 pg L de Cd (0,025 — 0,1 ng de Cd) em 0,014 mol L™
HNO;. As equagdes de regressdo linear, o coeficiente de correlagdo (R) e a massa

caracteristica (my) obtidas para cadmio e chumbo estdo apresentados na Tabela XV.

Os limites de detec¢do (LD) e o de quantificacdo (LQ), definidos como a concentracao
do analito correspondendo ao sinal de absorvancia integrada equivalente a trés e dez vezes o
desvio padrdo do branco, respectivamente, estio mostrados na Tabela XV. As medidas do

branco na amostragem solida foram feitas segundo a técnica ‘resposta de massa zero’ [13],
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introduzindo repetidamente a plataforma de amostragem soélida contendo somente o

modificador, seguido por um ciclo de atomizagdo regular.

Tabela XV - Figuras de mérito para a determinagdo chumbo e cadmio por GF AAS; todas as

misturas dos modificadores contém Triton X-100.

Analito Modificador Equacio de R My/ LD*(n=10)/ LQ"(n=10)/
regressao linear pg ng kg'1 ng kg'1
Pd/Mg A=0,0205+0,325m 0,9983 10 1,9 6,2
Pb Pd/NH4,NO; A =0,0433 +0,340m 0,9981 11 2,6 8,6
Cd Pd/Mg A=0,0317+7,406m 09937 0,5 0,13 0,45

* baseado na técnica “resposta de massa zero” e calculado para 10 mg de amostra.

Os valores de my, LD e LQ estdo em concordancia com os valores reportados na
literatura para ambos os elementos [125] e sdo bem menores do que os niveis maximos de
chumbo (0,50 mg kg™ de Pb em rim bovino, suino ¢ eqiiino) e cadmio (0,20 mg kg de Cd
em musculo eqiiino e 1,00 mg kg Cd em rim bovino e suino) respectivamente, estabelecidas

pelas normas brasileiras [112].

5.3.5. Resultados analiticos

A viabilidade do uso da calibragdo usando padrdes aquosos foi investigada através da
determinagdo de cddmio e chumbo em dois CRM (s), de figado bovino (NIST 1577b) e
musculo bovino (NBS 8414), e na amostra liofilizada e moida (LS) de figado bovino
previamente analisado por SS-GF AAS [125]. Os resultados estdo apresentados na Tabela
XVI. Para chumbo o uso de Pd/Mg como modificador apresentou melhores resultados, mas os
resultados obtidos com os dois modificadores ndo foram significativamente diferentes em
relagdo aos valores dos certificados a um nivel de confianga de 95% quando foi aplicado o

teste t-student pareado. Os mesmos resultados estatisticos foram obtidos para cadmio.
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Tabela XVI - Determinagao de chumbo e cddmio em materiais de referéncia de carne por SS-
GF AAS e calibragdo versus padrdes aquosos (n=6); todas as misturas dos modificadores

contém Triton X-100.

Concentraciio de Pb / mg kg™ Concentracio de Cd / mg kg™
Amostra Valor Valor
Pd/Mg Pd/NH4NO; Pd/Mg
Certificado Certificado
SRM 8414 0,38 £ 0,24 0,33+£0,054 0,33+0,043 0,013+£0,011 0,008 £ 0,005

SRM 1577b 0,129 + 0,04 0,12+0,033 0,11 £0,021 0,50 £ 0,03 0,43 £ 0,02

LS 0,24 £0,02° 0,26 £0,024  0,28+0,031 0,071 £0,002* 0,075 £ 0,004

* Referéncia [125].

A boa concordancia entre os resultados confirma a possibilidade de que padrdes
aquosos podem ser usados para a determinacdo de cadmio e chumbo em amostras de carne in

natura com a técnica proposta.

A fim de obter informagdo sobre a exatiddo da SS-GF AAS para a determinacdo de
cadmio o chumbo em carne in natura, foram realizadas comparagdes dos métodos. Primeiro,
a técnica de SS-GF AAS foi aplicada para a andlise de amostras secas/moidas uma vez que os
dados obtidos com os materiais de referéncia demonstraram essa viabilidade, como
apresentado na Tabela X e de acordo com a literatura [125]. A fim de comparar os resultados
obtidos para as concentragdes de chumbo e cadmio nas amostras in natura, as concentragdes
obtidas para as amostras secas foram corrigidas para peso umido, como descrito
anteriormente. Os resultados obtidos para as amostras in natura e secas analisadas por SS-GF
AAS foram comparados com os resultados obtidos utilizando o método de digestdo adotado
pelo Ministério da Agricultura [133]. Os resultados obtidos usando os diferentes métodos

estdo resumidos na Tabela XVII e XVIII.



88

Tabela XVII - Resultados analiticos obtidos para chumbo em carne in natura, seca ¢ digerida

usando diferentes modificadores; todas as misturas dos modificadores contém Triton X-100.

Concentracio de Pb / mg kg™ in natura®

Amostra Modificadores (media = SD)
in natura (n = 10) Seca(n=6) Digerida (n=3)
BL1 Pd/Mg 0,10 £ 0,01 0,08 + 0,01 0,09 + 0,002
Pd/NH4NO; 0,07 £ 0,01 0,07 £ 0,01 0,09 £ 0,001
Pd/Mg 0,11 £0,01 0,13 +0,01 0,10 £ 0,001
BL2
Pd/NH4NO; 0,07 £ 0,01 0,11 +0,01 0,08 £ 0,001
Pd/Mg 0,06 £ 0,01 0,05 +£ 0,02 0,06 = 0,002
PL  Pd/NH,NO; 0,06 £ 0,01 0,06 £ 0,01 0,06 + 0,001
Pd/Mg < 0,002 < 0,002 <0,018
GM  Pd/NH4sNO3 < 0,003 <0,003 <0,010

* Todos os valores estdo baseados no peso umido (mg por kg de substincia in natura)

Tabela XVIII - Resultados analiticos obtidos para cadmio em amostras de carne in

natura, seca e digerida usando o modificador Pd/Mg/Triton X-100.

Concentracio de Cd / mg kg'1 in natura®

Amostra (média = SD)

in natura (n=10) Seca (n = 6) Digerida (n = 3)
BL1 0,020 £ 0,003 0,019 £ 0,002 0,023 £ 0,001
BL2 0,042 £ 0,003 0,042 £ 0,003 0,038 £ 0,001
PL 0,072 £ 0,011 0,086 £ 0,007 0,093 £ 0,006
GM 0,17+ 0,03 0,24 + 0,03 0,17 £ 0,003

* Todos os valores estdo baseados no peso imido (mg por kg de substincia in natura).
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Todas as amostras apresentaram concentragdoes abaixo do nivel maximo de cadmio e
chumbo estabelecidos pelo programa de controle de residuo de produtos de origem animal do
Ministério da Agricultura do Brasil [133]. Com excecdo de cddmio na amostra GM que
anteriormente estava acima do valor estabelecido pela norma do PNCR de 2006 e que agora
esta no limite da nova legislacio, de maio de 2009 [112]. Para chumbo, ambos os
modificadores apresentaram bons resultados para carne in natura assim como para amostras
secas e digeridas. O modificador PA/NH4NO; foi mais eficiente na reducao do sinal de fundo,
no entanto recomenda-se Pd/Mg uma vez que com esse modificador obtiveram-se melhores
LDs devido aos valores de brancos mais baixos. Este modificador foi usado para a
determina¢do de cadmio em amostras de carne in natura, secas ¢ digeridas. Analise de
Variancia (ANOVA) foi aplicada para os dados da Tabela XVII e mostrou que os resultados
ndo sdo significativamente diferentes a um nivel de confiangca de 95%. A ANOVA foi
também aplicada para os dados apresentados na Tabela XVIII, e os mesmos resultados
estatisticos foram obtidos para cadmio. Todos os resultados foram satisfatorios para confirmar
a aplicagdo do método em andlise de rotina, e houve concordancia entre o0 método proposto
para a analise usando carne in natura e o método de referéncia, mostrando que o método

proposto pode ser usado para este proposito.

5.4. DETERMINACAO DE CADMIO E CHUMBO EM CARNE IN NATURA EM
SUSPENSAO USANDO GF AAS

Como relatado anteriormente na secc¢ao 5.3., investigou-se o uso da técnica de SS-GF
AAS para uma determinagao, precisa e rapida, de chumbo e cadmio em carne in natura. As
principais dificuldades associadas a este procedimento foram investigadas em detalhes. A
compara¢cdo do método convencional de digestdo e da amostragem direta de so6lidos de
amostras de carne Iin natura (secas ou moidas) possibilitou a conclusdo de que o método
proposto é apropriado para atender as recomendag¢des do PNCR. O uso da amostragem por
suspensdo para esta aplicagdo, ainda nao foi relatado, apesar de que poderia ser uma
excelente alternativa para laboratérios que ndo possuem o acessorio para SS. Além disso, o
uso de TMAH para o preparo das suspensdes com carne in natura deve possibilitar uma
vantagem adicional, pois o teor de dgua deve melhorar a solubilizagdo da amostra ajudando

a obter suspensdes homogéneas.
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5.4.1. Otimizacao do preparo da suspensio

Como citado na introdugdo (na sec¢dol), o uso de TMAH para o preparo das
suspensdes oferece varias vantagens, principalmente para as amostras de origem animal que
podem ser solubilizadas parcialmente ou totalmente como tem sido relatado por varios
autores [123]. As suspensoes obtidas neste trabalho foram completamente homogéneas para
todas as amostras de carne in natura (figado e mutsculo) utilizando até 40 mg de amostra,
pelo menos 200 uL. de TMAH e 500 uL de agua. A solubilizagdo ndo foi completa uma vez
que as suspensdes ndo ficaram completamente transparentes, no entanto, nenhum material
particulado foi observado e pode-se analisa-las diretamente sem homogeneizagao. O mesmo
comportamento ndo foi observado para as amostras liofilizadas RM e CRM, pois foram
observadas sedimentacdes do material particulado. Neste caso foi necessaria agitagdo
manual com uma micropipeta antes de cada analise. Contudo, o preparo foi simples e

rapido, ndo afetando no resultado da andlise.

Um fator importante na técnica de suspensao ¢ a quantidade de amostra utilizada no seu
preparo. Elevadas quantidades de amostras nao sdo recomendadas devido a dificuldade de
introdugdo da suspensdo no forno de grafite. Por outro lado, um grande numero de particulas
introduzidas no forno garante um menor erro de amostragem [154] ¢ um aumento na
sensibilidade. Os fatores limitantes sdao as dificuldades na pipetagem quando as suspensdes
sdo muito concentradas ou diluidas [155]. Devido as estes fatores da suspensdo a
concentragdo deve ser otimizada para se obter resultados adequados para a andlise. A
metodologia de superficie de resposta tem sido utilizada para determinar uma combinagdo
Otima das varidveis e para estudar as suas interacdes nas analises de amostras em suspensao

[156,157].

Conseqiientemente, neste trabalho o interesse de se utilizar a superficie de resposta
tem como objetivo determinar a quantidade 6tima de massa de amostra e de volume de
TMAH, assim como encontrar uma faixa 6tima de combinag¢ao destas variaveis. Para este fim
foi escolhido chumbo como elemento teste, pois medi-lo em amostras de carne ¢ muito mais

critico do que cddmio devido a uma pior relagdo sinal ruido observado para este elemento.

Segundo Neto e colaboradores [158], uma questdo importante na metodologia de
superficie de resposta ¢ a escolha da faixa inicial de variagdo dos fatores, que determinaré o
tamanho do primeiro planejamento e conseqiientemente a escala de codificagdo e a velocidade

relativa com que os experimentos seguintes se deslocardo ao longo da superficie de resposta.
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Se a escolha da escala for muito ampliada o deslocamento seria muito rapido, podendo sair da
regido da superficie, e assim perder a oportunidade de descobrir a dire¢ao do ponto 6timo. O
ideal ¢ procurar escolher deslocamentos nem tdo pequenos que ndo produzam efeitos

significativos na resposta, nem tdo grandes que varram faixas exageradas dos fatores.

Inicialmente, neste trabalho foram realizados estudos preliminares sobre a temperatura
de pirolise e atomizacdo com uma suspensao preparada com o maximo de amostra (40 mg) e
minimo volume de TMAH (200 pL). As medidas foram realizadas usando uma temperatura

de atomizagao de 2000 °C e temperatura de pirdlise de 800 °C.

Para executar o planejamento fatorial, os fatores escolhidos no estudo foram: massa de
amostra (variando de 20 a 40 mg) e volume de TMAH (200 a 400 uL). O planejamento
fatorial investigado foi de nivel trés e a superficie de resposta obtida foi baseada neste
planejamento apresentado na Tabela XIX. Os experimentos realizados estdo descritos na
Tabela XIX, considerando os valores codificados e reais e os resultados obtidos na
determinagdo de chumbo. A relacdo obtida entre massa de amostra (M), volume de TMAH

(V) e concentracao (C), considerando os valores codificados, estdo ilustrados pela equagao:

C=-0,4697+0,0454*M-9,1667E-5*V-0,0009*M*M+3,25E-5*M*V-1,1667E-6*V*V

A resolucdo deste sistema de equacdo resulta em valores reais de massa de amostra de
30,09 mg, e volume de 378,6 unL de TMAH. A Figura 19 mostra a superficie de resposta
obtida para concentragdo de chumbo (C) em funcdo de M (massa) e V (volume). O
experimento de nimero 6 ¢ o mais proximo do maximo previsto. Baseando-se nestes
resultados todos os posteriores experimentos foram realizados utilizando 30 mg de amostra e
380 uL de TMAH. Como serd mostrado mais adiante essa condi¢ao foi aplicada com sucesso

para a analise de cAdmio nas mesmas amostras.
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Tabela XIX - Resultados obtidos em um planejamento fatorial de nivel trés aplicado para

determinac¢do de chumbo em amostras de carne in natura em suspensao.

Experimento M Vb Concentracio de Pb / pug g!
(média = SD) (n=6)
1 40 (+) 200 (-) 0,11 +0,03
2 40 (+) 300 (0) 0,13 +0,05
3 40 (+) 400 (+) 0,15+0,05
4 30 (0) 200 (-) 0,13 +£0,02
5 30 (0) 300 (0) 0,24 £ 0,06
6 30 (0) 400 (+) 0,29 + 0,07
7 20 (-) 200 (-) 0,17 £0,06
8 20 (-) 300 (0) 0,13 £0,06
9 20 (-) 400 (+) 0,08 0,02

M — massa de amostra; ®V - volume de TMAH.

A fim de verificar o tempo de estabilizacdo da suspensdo e do analito na suspensio,
foram realizadas medidas consecutivas usando a composi¢ao otimizada da suspensao, descrita
acima. As suspensdes foram analisadas de hora em hora durante 8 horas. Depois, as
suspensdes foram mantidas durante a noite em copos do amostrador automatico, fechados a
temperatura ambiente e pela manha as suspensdes foram analisadas novamente. Os resultados
mostraram que as suspensdes com carne in natura permaneceram estaveis, por pelo menos

durante 24 horas, sem qualquer altera¢do na concentra¢cdo do analito.
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Figura 19 - Superficie de resposta da concentracdo de chumbo em fung¢do da massa de

amostra (M) e volume de TMAH (V) para otimizagdo do preparo da suspensdo de carne in
natura.

5.4.2. Programa de aquecimento e modificador

Como relatado nas se¢des anteriores referentes a modificadores, segundo Schlemmer e
Welz [148] o modificador universal usado em GF AAS ¢ a mistura dos sais paladio e
magnésio. Essa mistura de palddio e magnésio vem mostrando-se eficaz para determinagao de
chumbo e cddmio em amostras reais e materiais de referéncia de carne e peixe em suspensao
[119,159,160,149.161.162,163], a medida que a sua estabilizacdo ¢ altamente reprodutivel.
Neste trabalho, o modificador Pd/Mg tem sido aplicado com a adi¢ao de Triton X-100, como

agente dispersante, para melhorar o contato entre a amostra ¢ o modificador.

A suspensdo do figado bovino (BL2) com a composi¢dao otimizada anteriormente foi
usada para estabelecer os parametros do programa de aquecimento. Primeiramente, foi
necessario otimizar a etapa de secagem com as amostras de carne in natura em suspensdo. A
fim de alcangar uma completa remoc¢ao da dgua das amostras em suspensdo, foi necessario
usar no programa duas etapas de secagem com uma temperatura final 100 °C, com tempos
longos de rampas e patamares como mostrado na Tabela VI. A Figura 20 (a) apresenta curvas
de temperatura de pirolise para padrao aquoso de chumbo (1 ng) em uma solucao de 0,014

mol L' HNO; e para uma suspensdo de uma amostra de carne in natura de figado bovino
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(BL2) com modificador. Para o figado bovino (BL2) em suspensao, medidas confiaveis dos
sinais do analito foram possiveis somente com temperaturas de pir6lise superiores a 500 °C,

devido aos elevados sinais de fundo em temperaturas menores.

Esse fenomeno também foi observado e descrito no subitens 5.3.2. para a
determinag¢do de chumbo e cadmio em carne in natura por SS-GF AAS. A temperatura de
pirdlise, a mais elevada foi escolhida para remover ou minimizar os efeitos da matriz e sinais
de fundo sem que ocorra perda do analito. Portanto, a temperatura de pir6lise foi fixada em
800 °C, e foi usada para os futuros experimentos com solugdes e suspensdes. As curvas de
temperaura de pirélise obtidas com o modificador Pd/Mg foram similares a obtida com o
estudo realizados com carne in natura por SS-GF AAS descritos no subitens 5.3.2. No
entanto, a temperatura de pirdlise maxima foi menor do que a obtida no estudo anterior
(subitens 5.3.2.). Este fato pode ser atribuido a diferenca entre os atomizadores. A plataforma
utilizada para SS ¢ maior e mais pesada em relacdo a plataforma PIN, usada para liquidos.
Portanto, devido a esta diferenga deve ocorrer um atraso para que a temperatura da plataforma

SS chegue na mesma temperatura atinja a plataforma PIN.

As curvas de temperatura de pir6lise para cddmio em padrdo aquoso (0,05 ng de Cd) e
na amostra de figado bovino in natura em suspensio (BL2) com modificador estdo mostradas
na Figura 20 (b). Observa-se que as curvas de temperatura de pirdlise para cadmio sao
semelhantes as curvas de chumbo, temperaturas de pirdlise inferiores a 500 °C nao puderam
ser utilizadas e o maximo de temperatura obtido foi menor do que o observado no estudo
anterior para carne in natura em SS-GF AAS (subitens 5.3.2.). Para todos os futuros

experimentos uma temperatura de pirolise 700 °C foi usada.
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Figura 20- Curvas de temperatura de pir6lise para chumbo (a) e caddmio (b) em solugdo
aquosa e na amostra de carne in natura em suspensido (BL2) com Pd/Mg como modificador
quimico; Os dados para a amostra de petroleo BL2 sdo expressos em “absorvancia integrada

normalizada” para 1,0 mg de amostra; Ta = 2000 °C.

A Figura 21 mostra os perfis de absorvancia e sinais de fundo para chumbo e cadmio
em padrdes aquosos € na amostra de carne in natura em suspensao com TMAH. Neste caso,
assim como na SS-GF AAS (subitens 5.3.2.), também pode ser observado um menor sinal de
fundo para cddmio na suspensao. Uma temperatura de atomizacao de 2000 °C foi escolhida

baseando-se na sensibilidade e forma dos sinais para ambos os analitos.
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Figura 21- Perfis de absorbancia para chumbo (a, c, €) e cadmio (b, d, f) em padrao aquoso: 1
ng de Pb (a) ¢ 0,05 ng de Cd (b); CRM em suspensido (SRM1577) (c, d); amostra de carne in
natura (BL2) em suspensao (e, ). Modificador quimico: Pd/Mg. Pb: Tp =800 °C; Cd:— Tp =

700 °C; Ta = 2000 °C, para ambos os elementos.
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5.4.3. Figuras de mérito

As curvas analiticas foram estabelecidas usando um branco e cinco solucdes de
referéncia na faixa de concentragdo de 50 — 200 pg L™ de Pb (0,5 -2 ng Pb) e 2,5- 10 ug L™
de Cd (0,025 — 0,1 ng Cd) usando as condi¢des mencionadas anteriormente. A utilizagdo de
calibracao usando padrdes aquosos foi avaliada através dos resultados obtidos para CRM (s),
como sera mostrado mais adiante. Na Tabela XX estdo apresentadas as equacdes de regressao
linear, obtidas para chumbo e cddmio, usando uma curva analitica preparada em 0,014 mol L™
HNO; ou com TMAH. Essas curvas foram muito similares, indicando que padrdes aquosos

em 0,014 mol L™ HNOs pode ser usado para este proposito.

O coeficiente de correlacdao (R), a massa caracteristica (my), os limites de deteccao (LD)
e o de quantificacdo (LQ), obtidos para chumbo e caddmio estdo mostrados na Tabela XX. Os
valores e my, LD e LQ embora sejam bem maiores do que os valores obtidos por SS-GF AAS
estdo em concordancia com os valores reportados na literatura para ambos os elementos
[164,165] e estio bem abaixo dos niveis maximos de 0,20 e 0,10 mg kg para chumbo e
cadmio, respectivamente, em carne bovina, suina e eqiiina estabelecidas pelas normas

brasileiras [112].

Tabela XX- Figuras de mérito para determinagao de chumbo e cadmio por GF AAS.

Analito  Equacio de regressiao R myg/ LD*(n=10)/ LQ"((n=10)/

linear pg ng kg’ ng kg’
’A=0,0154+0,1233m  0,9964 16 10,9 32,3
° °A=0,01489 +0,1361m  0,9996 - - -
; ’A=0,0141 +2,1463m  0,9991 2,0 3,84 12,8
C

‘A=0,0234 +2,2626m 0,9955 - - -

* baseado na suspensdo de 30 mg de carne in natura; volume de 880 uL.
® curva analitica com padrdo aquoso em 0,014 mol L™ HNO3.

¢ curva analitica com padrdo aquoso e TMAH.
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5.4.4. Erros de amostragem e influéncia da massa

Na determinagdo de metais em carne in natura por SS-GF AAS, relatada
anteriormente no item 5.3., utilizou-se para a andlise pequenas quantidades de amostra de
carne in natura. Durante a pesagem foi observada uma variagdo da massa das amostras in
natura devido a perda de umidade. A estratégia utilizada nesse trabalho para a pesagem das
amostras foi de manter o primeiro peso. No entanto, na analise das amostras in natura em
suspensdo esta variacdo de massa ndo foi observado, devido a necessidade de utilizar-se uma

quantidade de massa maior.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela XXI, calculou-se o CV das
medidas para chumbo em trés amostras com diferentes caracteristicas e concentragdes do
analito.O CV médio obtido para chumbo foi 14%, para seis medidas de cada amostra. O CV
foi alto, o que pode ser atribuido ao alto sinal de fundo observado, devido a baixa
concentragdo do analito nestas amostras. Para cddmio o CV médio foi de em torno 4% (n=6),
mas pela razao oposta. Considerando a complexidade da matriz bioldgica e o uso de amostras
de carne in natura, os CV (s) encontrados podem ser considerados apropriados. Os CV (s)
altos estdo principalmente ligados as baixas concentracdes do analito na matriz, no entanto
estes valores de CV nao irdo inferir numa tomada de decisdo, uma vez que esses valores estao

muito abaixo do limite maximo permitido pela legislagao.

5.4.5. Resultados analiticos

A viabilidade do uso da calibragdo usando padrdes aquosos foi investigada para a
determina¢do de chumbo e cadmio em dois CRM (s), de figado bovino (NIST SRM 1577b) e
musculo bovino (NBS SRM 8414), e na amostra liofilizada e moida de figado bovino (LS)
previamente analisado por SS-ET AAS (subitem 4.4.2.). Os resultados usando os CRM (s) em
suspensoes estdo resumidos na Tabela XXI. Para chumbo os resultados nao foram diferentes
em relagdo aos valores certificados a um nivel e confianga de 95% quando foi aplicado o teste
t-student pareado. Os mesmos resultados estatisticos foram obtidos para cadmio. A boa
concordancia entre os resultados confirma a possibilidade do uso de padrdes aquosos para a
determina¢do de cadmio ¢ chumbo em amostras de carne in natura com o procedimento

proposto.

Os resultados obtidos com as amostras de carne in natura em suspensdo foram

comparados com o método de digestao adotado pelo Ministério da Agricultura. Os resultados



99

obtidos para cadmio ¢ chumbo em amostras de carne in natura em suspenséao estdao resumidos

na Tabela XXII.

Tabela XXI- Determina¢ao de chumbo ¢ cadmio em materiais de referéncia de carne em

suspensao com TMAH usando GF AAS e calibragdo versus padrdes aquosos (n = 6).

Concentracio de Pb / mg kg™

Concentracio de Cd / mg kg'1

Amostra
Valor Certificado Encontrado Valor Certificado Encontrado
SRM 8414 0,38 £0,24 0,31 £0,04 0,013 £0,011 0,012 £ 0,002
SRM
0,129 +£ 0,04 0,14 £ 0,02 0,50 £0,03 0,39 +£0,02
1577b
LS 0,240 £0,018 % 0,24 £ 0,04 0,071 £0,002° 0,063 + 0,005

* Referéncia [125].

Tabela XXII- Resultados analiticos obtidos para chumbo e cddmio em amostras de carne

in natura em suspensdao com TMAH e digeridas, usando o modificar Pd/Mg.

Concentraciao de Pb / mg kg'1 in natura® Concentra¢io de Cd / mg kg'1 in natura *

Amostra (média = SD) (média = SD)
Suspensio (n = 6) Digerida (n=3) Suspensio (n = 6) Digerida (n = 3)
BLI1 0,100 £ 0,016 0,086 + 0,002 0,024 + 0,002 0,018 + 0,001
BL2 0,091 £+ 0,009 0,105 + 0,001 0,036 = 0,001 0,040 + 0,001
PL 0,074 £ 0,008 0,055 £ 0,002 0,080 = 0,001 0,093 + 0,005
GM < 0,004 <0,018 0,225 £ 0,005 0,166 £ 0,003

* Todos os valores estdo baseados no peso timido (mg por kg de substincia in natura).
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Como comentado anteriormente, apenas a amostra GM apresentou-se com
concentragdes no limite do nivel para caddmio estabelecido pelo atual, maio 2009, programa de

controle de residuo de produtos de origem animal da agricultura do Brasil [112].

As principais vantagens do preparo da amostras de carne in natura com TMAH foram
a velocidade no preparo e uma completa ou parcial solubilizagdo das amostras investigadas.
As suspensodes obtidas com este método foram homogéneas e apresentaram resultados
satisfatorios para amostras de carne in natura. No entanto, para o CRM foi necessario
agitacdo das suspensdes entre cada medida, como descrito na parte experimental (subitens
4.5.2.3). O teste estatistico (t-student pareado) aplicado para os dados apresentados na Tabela
XXII, entre os resultados obtidos para os métodos de digestdo e suspensdao para cadmio e
chumbo, ndo foram significativamente diferentes a um nivel de confianga de 95%. Todos os
resultados apresentaram uma boa concordancia entre o método proposto usando carne in
natura em suspensao e o método de referéncia de digestdo, mostrando que o método proposto

pode ser usado para analise de rotina.
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6. CONCLUSAO

Pelos resultados apresentados neste trabalho, pode se concluir que o principal
objetivo, a aplicacdo da técnica de SS-GF AAS para analise de amostras com alta viscosidade
(petrdleo) ¢ com alto teor de umidade (carne in natura), foi alcangado com sucesso. Os
métodos desenvolvidos foram satisfatorios em relacdo as técnicas tradicionais de analise
direta de soélidos, pois foram aplicaveis a amostras ndo solidas, de forma simples, répida,
precisa e exata. Além disso, estes métodos permitiram o emprego de padrdes inorganicos para
a calibracdo, que s3o simples, apresentam baixo custo ¢ as solugdes ndo apresentam

problemas de estabilidade.

Outros parametros importantes investigados neste trabalho foram a homogeneidade e a
influéncia da massa de amostra nos erros de pesagem na andlise direta (decorrentes da
volatilidade e do teor de umidade do material pesado). Para ambas as amostras a
homogeneidade e pesagem nao afetaram nas medidas, comprovando a eficiéncia da analise

direta de solidos para estes tipos de materiais.

Em relagdo aos objetivos especificos para cada método investigado neste trabalho,

segue abaixo as seguintes conclusoes:

Petrdleo
Niquel e vanadio

e O procedimento proposto torna possivel uma determinacao exata de niquel e vanadio
total e da fracdo termicamente estavel em petroleo usando o mesmo programa de

aquecimento do forno de grafite.

e A fragdo volatil, que consiste principalmente de complexos porfirinicos de niquel e

vanadio nao polar, podem ser determinados por diferenga.

e A determinacgdo da fragcdo volatil de ambos os elementos em adi¢do a concentracao
total deve ser considerada de particular importancia, pois esses tipos de espécies sao
transportados nos processos de destilacdo para os produtos intermedidrios, tais como

nafta e condensados do petroleo, e agem como envenenador catalitico.
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A qualidade de um petroleo poderia, portanto, ser melhor caracterizada pelo seu teor
de niquel e vanadio volatil do que por sua concentragdo total, que ndo esta

correlacionada com as anteriores.

A tnica desvantagem desta abordagem ¢ que a fragao mais importante ¢ determinada

por diferenga e sofre incerteza de ambas as medidas.

Chumbo

Os resultados exatos obtidos neste trabalho utilizando as duas técnicas propostas para
determinagdo de chumbo em petroleo foram possiveis com o uso de padrdes aquosos

para calibrag¢do e do modificador convencional Pd/Mg.

THFA GF AAS apresentou uma melhor sensibilidade, no entanto, com SS-GF AAS
foi possivel usar massas maiores de amostra, resultando em um mesmo LD. Além
disso, os resultados com THFA GF AAS tiveram melhores CV do que SS-GF AAS,
mas deve-se levar em consideragdo que a incerteza esta embutida no preparo das
emulsdes, assim pode-se concluir que ambas as técnicas sao eficientes para a proposta

do trabalho.

A determinagdo seletiva sem nenhum preparo de amostra, aliado ao uso de padroes

aquosos para calibragdo, faz da SS-GF AAS adequado para aplicag¢des de rotina.

Para a andlise de petréleo por SS-GF AAS ¢ imprescindivel a significativa vantagem

apresentada que ¢ o fornecimento de resultados mais rapidos, uma vez que ndo ¢ necessario

um preparo de amostra. Assim, evita-se o uso de solventes organicos e reagentes,

contribuindo para a quimica limpa. Espera-se que esta técnica possa ser aplicada para a

determinagdo de outros elementos trago em petroleo.

Carne in natura

Com o método proposto foi possivel uma determinagao exata de cddmio e chumbo em
carne in natura. Esta determinacéo ¢ rapida e sensivel utilizando somente um simples
procedimento de homogeneizagao, em conjunto com o uso de calibragao com padroes
aquosos. O procedimento ¢ adequado para aplicagdo de rotina, evitando o
procedimento de digestdo usado para GF AAS ou o pré-tratamento de moagem e

secagem adotado pela microanélise usando SS-GF AAS.
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e A mistura de modificadores neste trabalho pode estabilizar ambos os analitos na
amostra de carne in natura a uma temperatura de pirdlise de no minimo 900 °C,

evitando perdas de analitos e resultados negativos.

e A analise das amostras de carne in natura pelo método proposto de suspensédo, além
de requerer pequenas quantidades de amostra e reagente, torna-se muito facil o
preparo da amostra e evita-se contaminacao propensas das varias etapas da digestdo. A
utilizagdo do método de superficie de resposta para a otimizacdo do preparo da
suspensdo demonstrou que ¢ possivel encontrar uma faixa 6tima experimental das
variaveis em estudo. Os resultados positivos obtidos neste trabalho sugerem que

composi¢ao pode ser utilizada com sucesso para estes elementos.

e Estes estudos mostram que a amostragem direta de s6lidos ou o método de suspensao
por GF AAS podem ser aplicados como um rapido procedimento de screening em um
método de referéncia dentro do dmbito do programa brasileiro de controle de residuo
de produtos de origem animal, assistindo a implementagdo e manutengdo do controle
sanitario. Pode-se assumir que estes procedimentos podem ser aplicados para
determinagdo a outros metais de interesse na carne e em produtos de carne desde que

as concentragdes estejam na faixa de concentragdo desta técnica.

Finalmente, pode-se concluir que a possibilidade de se realizar a analise direta de carne in
natura e petréleo por GF AAS ¢ algo inovador, pois € um procedimento analitico que oferece
inimeras vantagens em relagdo aos métodos convencionais utilizados. A auséncia da
manipula¢do de amostra faz da SS-GF AAS ideal para uma andlise rapida e aplicacdes de

rotina, com baixo custo.
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