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RESUMO 
 
 
 

Este trabalho descreve o desenvolvimento de método analítico simples e 

rápido, alternativo à clássica digestão ácida, visando à determinação de Ni em 

concentrações traço em amostra de cacau em pó utilizando espectrometria de 

absorção atômica em forno de grafite. As amostras foram preparadas na forma de 

suspensões, com a adição de alíquotas de aproximadamente 50 mg de amostra para 

um volume final de 10 mL de solução aquosa de HNO3. Curvas de pirólise e 

atomização foram construídas e demonstraram a elevada estabilidade térmica do 

analito, prescindindo do uso de modificador químico para a pirólise em 1000 °C e 

atomização em 2600 °C. Para avaliar a extração de Ni das partículas sólidas para o 

meio aquoso, um estudo multivariado foi conduzido com planejamento composto 

central avaliando concentração de ácido e tempo de extração, possibilitando analisar 

a influência de diferentes variáveis com número reduzido de experimentos. Os 

resultados mostraram que cerca de 40-49% (m/m) do Ni é extraível para a fase aquosa 

em meio ácido, com concentrações de HNO3 iguais ou maiores que 1,0% (v/v). Dessa 

forma, demonstrou-se que a análise de lixiviado seria insuficiente para determinar a 

concentração total e, portanto, procedeu-se com a análise das suspensões. Não foi 

observado fundo espectral significativo, o que sugere ausência de interferências 

espectrais. Curvas de calibração usando padrões aquosos e por adição de analito 

foram conduzidas a fim de avaliar a melhor estratégia de calibração e inferir sobre 

interferências. Uma amostra de cacau foi digerida e os resultados foram 

estatisticamente comparados aos obtidos com as diferentes estratégias de calibração, 

sendo observadas diferenças na exatidão de cada método de calibração. De modo 

geral, o método mostrou-se rápido, simples e de fácil preparo, representando uma 

alternativa interessante para a análise de amostras de cacau. 

 
 
 

Palavras-chave: Análise elementar; Alimentos; Determinação de traços; Efeito 
matricial. 

 
 

 
 
 



 
 

 
 

 
ABSTRACT 

 
 
 

This work describes the development of a simple and rapid analytical method, 

as an alternative to the classical acid digestion, to determine Ni at trace concentrations 

in a cocoa powder samples using electrothermal atomic absorption spectrometry. The 

samples were prepared as suspensions, with the addition of aliquots of approximately 

50 mg of sample to a final volume of 10 mL an aqueous HNO3 solution. Pyrolysis and 

atomization curves were established and demonstrated the high thermal stability of the 

analyte, eliminating the need for chemical modifiers for pyrolysis at 1000 °C and 

atomization at 2600 °C. To evaluate the extraction of Ni from solid particles into the 

aqueous medium, a multivariate study was conducted with central composite design 

considering the HNO3 concentration and the extraction time as variables, making it 

possible to analyze the influence of different parameters with a reduced number of 

experiments. The results showed that around 40-49% (m/m) of Ni is extractable into 

the aqueous phase in an acidic medium, with HNO3 concentration equal or higher than 

1.0% (v/v). These experiments demonstrated that the leachate analysis would be 

insufficient to determine the total concentration of the analyte and, therefore, the 

suspensions were analyzed. No significant background signal was observed, which 

suggests the absence of spectral interference. Calibration curves using aqueous 

standards and standard addition were established in order to evaluate the best 

calibration strategy. A cocoa powder sample was digested and the results were 

statistically compared to those obtained with the different calibration strategies, with 

differences being observed in the accuracy of each calibration strategy. In general, the 

method proved to be fast, simple and easy to prepare, representing an interesting 

alternative for the analysis of cocoa samples.  

 

 
 

 
Keywords: Elemental analysis; Food; Trace determination; Matrix effect. 

 
 
 
 

 



 
 

 
 

 

1. JUSTIFICATIVA 

Os alimentos presentes no dia a dia possuem uma matriz orgânica ampla e 

complexa, estando presentes proteínas, gorduras e carboidratos, dentre outros. A 

presença de minerais essenciais presentes na alimentação humana, como potássio, 

cálcio e fósforo, é de extrema importância para o bom e correto funcionamento do 

organismo. Há também substâncias antinutricionais, por exemplo, metais 

potencialmente tóxicos, como cádmio (Cd), cromo (Cr) e níquel (Ni) que, se 

consumidos em excesso, podem ser responsáveis por uma variedade de efeitos 

patogênicos, colocando em risco a saúde dos consumidores, principalmente quando 

evidencia-se um comportamento acumulativo de certos metais. 

A técnica de espectrometria de absorção atômica (AAS) torna-se viável para a 

análise desses metais potencialmente tóxicos, visto que se baseia na radiação 

absorvida por átomos livres, cuja magnitude de absorção varia de acordo com a 

concentração. Com isso, pode-se determinar a concentração de diferentes analitos 

mesmo em nível traço. O método de análise de suspensões por AAS (do inglês Atomic 

Absorption Spectrometry), mais especificamente em forno de grafite (GFAAS – do 

inglês Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry), surge como uma 

alternativa relativamente mais sustentável. 

No contexto da química verde, fazem-se necessários métodos de preparo de 

amostras alternativos à clássica digestão ácida por via úmida, que utilizem menores 

quantidades de reagentes tóxicos e perigosos, e que sejam menos agressivos, 

resultando também em uma menor contaminação da amostra. 

 Uma alternativa é o preparo de suspensões aquosas, as quais utilizam apenas 

água ultrapura e uma pequena quantidade de ácido concentrado para estabilização 

iônica. Há economia de reagentes e energia, maior segurança para o analista, menor 

risco de contaminação e perda de analito. Por outro lado, enfrenta-se problemas de 

heterogeneidade amostral, decantação da fase sólida e maior efeito matricial.  

2. REVISÃO DA LITERATURA  

2.1. Cacau e a presença de metais potencialmente tóxicos 
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 O chocolate é o principal produto proveniente dos grãos de cacau, frutos da 

árvore do cacau (Theobroma cacao), sendo o Brasil um dos oito maiores produtores 

de cacau do mundo1. 

 Sabe-se dos benefícios à saúde aos quais o cacau e o chocolate amargo estão 

associados, muitas vezes por conta de efeitos imunorreguladores e da presença de 

antioxidantes, como flavonóides, catequinas e polifenóis2. Em contrapartida, é 

necessário considerar a presença de metais potencialmente tóxicos, mesmo que a 

nível traço, visto que metais como chumbo e níquel possuem a característica de serem 

lentamente excretados pelo corpo, havendo maior possibilidade de acumulação e 

futura contaminação, principalmente em crianças, que são mais sensíveis à presença 

desses metais3. Especificamente, a exposição e o acúmulo de níquel no corpo 

humano podem ser responsáveis por uma variedade de efeitos patogênicos, como 

fibrose pulmonar, doenças renais e cardiovasculares, assim como câncer no trato 

respiratório4. 

 A composição química e presença de metais potencialmente tóxicos pode 

variar de acordo com as regiões em que foram realizadas as amostragens, podendo 

sofrer influência das condições naturais do ambiente, como composição do solo, 

umidade, altitude, etc., e de ações antropogênicas, como índices de poluição e 

utilização de fertilizantes e agrotóxicos 5,6. 

 Arévalo-Gardini et. al.5 destacaram as variações de concentração de diferentes 

metais de acordo com a região de amostragem e amostra (folha e grão de cacau) 

utilizando AAS, destacando-se o Ni, com a maior concentração média relatada. Os 

autores correlacionaram diferentes analitos e interações entre a planta e os metais, 

possibilitando uma visão geral para aperfeiçoamento da eficiência da gestão de metais 

nas regiões produtoras de cacau. 

2.2. Espectrometria de absorção atômica 

A espectrometria de absorção atômica (AAS) baseia-se em interações entre 

átomos livres com fótons em frequência específica. A quantidade de radiação 

absorvida por átomos no estado gasoso é utilizada para, por meio de uma referência 

externa (curva de calibração), determinar a concentração de analito presente na 

amostra. A radiação pode ser gerada de diferentes maneiras, como em lâmpadas de 

cátodo oco (HCL – hollow cathode lamp), lâmpada de descarga sem eletrodos e, mais 

recentemente, lâmpadas de emissão contínua. A absorção de energia pelos átomos 
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está relacionada com as transições eletrônicas de um ou mais elétrons do estado 

fundamental (tipicamente) a estados energéticos mais altos (estado excitado). De 

acordo com a mecânica quântica, algumas transições são mais possíveis e/ou 

prováveis do que outras7. 

 A absorção em comprimentos de onda específicos gera espectros de linhas, 

que são característicos para cada elemento da tabela periódica8,9. 

2.2.1. Espectrometria de absorção atômica em forno de grafite 

 Depois da consolidação da técnica de AAS, Boris Vladimirovich L’vov, em 1959, 

após dez anos de pesquisas, desenvolveu um atomizador constituído de grafite com 

um suporte do mesmo material10. Surgiu o primeiro sistema de atomização 

eletrotérmica, no qual os átomos em fase gasosa ficavam confinados em um ambiente 

restrito, resultando em maior tempo de residência e maior sensibilidade analítica. A 

atomização eletrotérmica foi desenvolvida por L’vov e aperfeiçoada por outros 

cientistas, até se tornar comercialmente disponível na década de 1970. Algumas 

características da técnica, como o baixo consumo de amostra, com alíquotas na 

ordem de grandeza de µL, e a elevada sensibilidade, possibilitando a detecção de 

analitos presentes em ppb (parte por bilhão), se comparada à atomização em chama, 

fizeram com que a popularidade da técnica crescesse. 

 Na espectrometria de absorção atômica em forno de grafite (GFAAS), as 

amostras são submetidas a programas de temperatura com etapas de secagem, 

pirólise e atomização. A primeira tem o intuito de eliminar o solvente, a segunda com 

o objetivo de eliminar a matriz sem que haja perda de analito e a última visa a 

conversão do analito em átomos gasosos, capazes de interagir com a radiação 

eletromagnética3. Com o advento de fornos de grafite com aquecimento transversal e 

de corretores de fundo eficientes, o interesse em análises diretas de sólidos por 

GFAAS cresceu. Atualmente, há dispositivos que permitem a inserção direta de 

pequenas quantidades de amostras sólidas no forno de grafite, utilizando plataformas 

de grafite pirolítico11. 

2.3. Análise de sólidos em suspensão 

Diversas técnicas de análise elementar são capazes de identificar e/ou 

quantificar a presença de elementos potencialmente tóxicos em produtos comerciais. 
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A forma tradicional envolve decomposição da amostra por meio de digestão em meio 

ácido. 

A análise de suspensões, assim como a análise direta de sólidos, pela técnica 

de GFAAS é de grande interesse na área da química analítica, visto que possui 

características que a tornam vantajosa frente aos processos de digestão de amostras. 

Dentre as vantagens, cita-se a redução no risco de contaminação e perda de analito, 

principalmente quando se trata de espécies voláteis, a redução no tempo de preparo 

e a possibilidade de utilizar os sistemas para introdução de amostras líquidas12. Por 

outro lado, os problemas enfrentados nesse tipo de procedimento envolvem a 

heterogeneidade amostral, a decantação da fase sólida e possíveis sinais elevados 

de fundo13. 

A suspensão deve ser homogeneizada imediatamente e anteriormente ao início 

da análise, visando garantir uma boa representatividade da amostra, reduzindo os 

valores de desvio padrão e garantindo uma boa precisão. Há estudos envolvendo a 

presença de agentes tixotrópicos, que retardam a decantação dos sólidos em 

suspensão, além do uso de dispositivos, como uma sonda ultrassônica, para facilitar 

a homogeneização da suspensão. O pré-tratamento da suspensão, como oxidação e 

digestão parcial, ambos por via úmida, podem ser utilizados, pois se apresentam 

menos invasivos se comparados à digestão total da amostra. Dependendo da 

amostra, a simples acidificação da suspensão, visando estabilidade iônica no meio 

aquoso também pode ser empregada14. 

Alguns autores, como Bastiaans e colaboradores15, demonstram a influência 

do tamanho da partícula na exatidão das análises, principalmente quando se trata da 

atomização em chama (FAAS – do inglês Flame Atomic Absorption Spectrometry). O 

uso de modificadores químicos está bastante presente em estudos envolvendo 

análise de suspensões, principalmente quando o objetivo é a quantificação de analitos 

voláteis, visto que aumentam sua estabilidade térmica. Um problema associado é a 

formação de resíduos sólidos no interior do tubo de grafite, o que pode ser resolvido 

com pirólise assistida com O2
14. Autores como Viñas et. al.16 relataram o uso de 

agentes e/ou modificadores com propriedades oxidativas que realizam um efeito 

similar à presença de O2 na etapa de pirólise. 

 Silva et. al.17 obtiveram resultados promissores na determinação de elementos 

traço em carvão mineral a partir da análise de suspensões por GFAAS. Drobowolski 

et. al.18 relataram certa precisão e exatidão na quantificação de Tl em solos e 
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sedimentos. Oreste et. al.19 avaliaram as vantagens da análise de suspensões para 

determinação de Cd, Cr e Pb por GFAAS. Hu et. al.20 determinaram Cd em laticínios 

e destacaram a utilização de modificadores químicos para redução de interferência 

durante as análises, havendo comparação com a amostra digerida em meio ácido. 

Kriegerová et. al.21 estudaram a determinação de Pb em placenta humana, explorando 

o método de análise de suspensões, influência de modificadores químicos e uma 

diversidade de pré-tratamentos, como secagem e pulverização, obtendo bons 

resultados de precisão e exatidão. Tokman22 relatou sucesso na determinação de Mn 

e Cu em amostras de solo, carvão e suplementos multivitamínicos em forma de 

suspensão, considerando condições ótimas de preparo. Bustos et al.23 relataram a 

determinação simultânea de Cd e Ni em suspensões de chocolate em pó utilizando 

uma rampa de atomização lenta, dando ênfase na presença de interferentes como 

fosfatos e silicatos e possíveis correções. 

Por fim, pode-se dizer que avanços vêm sendo estudados para que as 

aplicações da técnica de análise de suspensões ou de sólidos ganhem confiabilidade 

analítica para que sejam uma alternativa à digestão ácida e/ou procedimentos 

quimicamente agressivos, e que essa técnica se torna uma alternativa válida para as 

análises propostas nesse trabalho. 

2.3.1. Análise de sólidos em suspensão como metodologia analítica verde (GAC) 

 Dentre os 12 princípios da química verde, explícitos na Tabela 1 a seguir, a 

ausência de um pré-tratamento mais elaborado da amostra se encontra de acordo 

com os princípios 1, 4 e 12, visto que reduz geração de resíduos, utiliza apenas a 

sonicação das amostras e diminui o risco de acidentes químicos por parte do analista, 

respectivamente24. 

A utilização de ultrassom se mostra útil em diferentes âmbitos da química, 

auxiliando desde processos de limpeza até em extrações e homogeneização de 

soluções e/ou suspensões., evitando assim o consumo de solventes e a produção de 

substâncias com maior potencial tóxico25. Autores como Minami et al.26 reportaram o 

auxílio do banho ultrassônico na extração de Cd, Cu, Mn e Pb em diversos materiais 

biológicos, assim como Rezić27 que relatou que a extração ultrassônica é eficiente 

para diferentes elementos presentes no algodão. 

 Há diversos estudos que abordam os impactos de diferentes variáveis 

envolvendo o banho ultrassônico, como posição dos frascos, quantidade de água e 
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de detergente, conforme relatado por Santos et al.28, que identificaram diferentes 

quantidades de As entre as replicatas analisadas. 

Tabela 1. Os 12 princípios da química verde. 

Parâmetro                                                 Descrição 

1 

 

 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

 

6 

 

7 

 

 

8 

 

 

9 

 

10 

 

11 

 

12 

Técnicas analíticas diretas devem ser 

utilizadas a fim de evitar o tratamento da 

amostra. 

Minimizar o tamanho e a quantidade de 

amostras. 

Análises in situ devem ser priorizadas 

Integração de processos e operações 

analíticas a fim de economizar energia e 

reduzir o uso de reagentes. 

Métodos automatizados e miniaturizados 

devem ser selecionados. 

 

Derivatizações devem ser evitadas. 

Geração de grande volume de resíduos 

deve ser evitada, assim como o 

gerenciamento adequado desses 

resíduos deve ser providenciado. 

Métodos multianalitos ou 

multiparâmetros devem ser priorizados a 

métodos capazes de analisar um analito 

por vez. 

O uso de energia deve ser minimizado. 

Reagentes provenientes de fontes 

renováveis devem ser priorizados. 

 

Reagentes tóxicos devem ser eliminados 

ou substituídos. 

A segurança do operador deve ser 

maximizada. 

Fonte: Pena-Pereira et. al. (2020)24 

Pena-Pereira et. al.24 buscaram quantificar de forma simples, a partir do 
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software AGREE, o quão verde é uma metodologia científica, dentro de uma escala 0 

– 1. Os autores reconhecem a dificuldade em quantificar algo relativo e complexo, 

explicitando a possibilidade de atribuição de pesos diferentes a depender do objetivo 

do método analítico em questão.  

3. OBJETIVOS  

3.1. Objetivo Geral 

Este trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento de método 

simples e eficiente para a determinação de Ni em amostras comerciais de cacau em 

pó, utilizando análise de sólidos em suspensão por espectrometria de absorção 

atômica em forno de grafite, assim como propor um método mais verde, alternativo à 

abordagem clássica, a qual envolve decomposição da amostra 

3.2. Objetivos Específicos 

 Para o cumprimento do objetivo geral, o trabalho teve os seguintes objetivos 

específicos: 

• avaliar a extração do analito para a fase líquida, investigando o efeito de 

parâmetros de preparo da suspensão.  

• investigar o comportamento térmico do analito por meio das curvas de pirólise 

e atomização. 

• avaliar eficiência de calibração utilizando padrões aquosos e pela técnica de 

adição de analito.  

• quantificar Ni por GFAAS. 

• analisar a exatidão do método por meio da comparação com resultados obtidos 

pela digestão das amostras. 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Instrumentação 

As análises foram realizadas em um espectrômetro de absorção atômica em 

forno de grafite, utilizando lâmpadas de cátodo oco (Perkin Elmer, EUA) como fonte 

de radiação, do modelo AAnalyst 100 (Perkin Elmer, EUA) e tubos de grafite sem 

plataforma e com recobrimento pirolítico, aquecidos longitudinalmente. Também foi 
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utilizado um espectrômetro de absorção atômica de alta resolução com fonte contínua 

ContrAA 700 (Analytik Jena, Alemanha) para análises específicas e por condições 

laboratoriais. As análises foram conduzidas no comprimento de onda de 232 nm, com 

uma fenda espectral, no caso das análises no AAnalyst, de 0,2 nm, obtendo-se os 

resultados em função da absorvância integrada, com tempo de integração de 10 

segundos. Alíquotas de 20 µL de suspensões e soluções aquosas foram pipetadas 

automaticamente nos tubos de grafite, a partir de um autoamostrador AS 72 (Perkin 

Elmer). Para preparo das suspensões aquosas, foi utilizada água ultra pura obtida em 

um purificador Elga Purelab Ultra (Veolia, Reino Unido), e acidificadas com ácido 

nítrico (HNO3) bidestilado abaixo do ponto de ebulição em destilador de quartzo 

(Kürner Analysentechnik, Alemanha). Na digestão das amostras para utilização como 

valor referência, utilizou-se um microondas DGT – 100 (Provecto Analitica, São Paulo, 

Brasil). Para sonicação das suspensões precedente às análises, utilizou-se um banho 

de ultrassom (Thornton Eletrônica Ltda., São Paulo, Brasil). Para possível análise 

isolada do sobrenadante das suspensões, foi utilizada uma centrífuga 

microprocessada para tubos (Quimis®, São Paulo, Brasil). 

4.2. Reagentes e amostras 

Amostras de cacau em pó foram adquiridas em lojas de produtos naturais em 

Florianópolis-SC.  

Ácido nítrico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) foi utilizado para o preparo das 

suspensões. Peróxido de hidrogênio (Vetec) foi utilizado para a digestão de amostras. 

Padrão aquoso de Ni 1000 mg L-1 (Merck, Alemanha) foi utilizado para o preparo das 

soluções aquosas das curvas analíticas. 

4.3. Procedimento 

Alíquotas contendo tipicamente 50 mg de amostra de cacau foram pesadas 

diretamente em tubos de centrífuga de polipropileno. Soluções de HNO3 de 

concentrações variadas foram, então, adicionadas aos tubos contendo as amostras 

até o volume final de 10 mL. Posteriormente, as suspensões foram colocadas por 20 

minutos em banho de ultrassom. Alíquotas contendo 20 µL das suspensões foram 

analisadas a cada ciclo, inseridas com auxílio de amostrador automático. 

Imediatamente antes da pipetagem, as amostras foram aspiradas e liberadas pelo 

menos quatro vezes com uma ponteira de micropipeta conectada a borracha de 
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pipetagem, de modo a assegurar a coleta de porção homogênea do material sólido 

suspenso. Algumas das amostras de alimentos foram digeridas para fins de 

verificação de exatidão. Na digestão assistida por micro-ondas, foi utilizado em torno 

de 0,50 g de amostra, preparadas em triplicata, adicionando 3 mL de HNO3 bidestilado 

e 0,5 mL de H2O2 30% (v/v), diretamente em vasos de perfluoralcóxi (PFA). O 

programa de aquecimento utilizado no microondas está apresentado na Tabela 2. 

Tabela 2. Programa de aquecimento utilizado na digestão das amostras de cacau em pó. 

Fonte: Autoria própria (2024). 

A extração de Ni para a fase aquosa foi avaliada considerando como variáveis 

a concentração de HNO3 nas suspensões e o tempo em que ficaram em repouso 

(todas as suspensões foram preparadas com cerca de 50 mg de amostra). Para isso, 

foi realizado um planejamento composto central (CCD) 2k, sendo k o número de 

variáveis, acrescido de pontos axiais e ponto central conforme Figura 1a)29. O intuito 

foi reduzir o número de experimentos necessários para encontrar as condições ótimas 

de extração e avaliar a possível interação entre os parâmetros de preparo.  

Figura 1. Representação geral de planejamento composto central com (a) k = 2 e α = 1,414 e (b) k = 

3 e α = 1,682. 

 

Fonte: Teófilo (2005)29. 

Etapa Tempo / min Potência / W 

1 

2 

3 

4 

1 

1 

5 

3 

400 

0 

790 

0 
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Considerando-se k = 2, foram realizados 10 experimentos com duplicata de 

ponto central. Para k = 2, a função que representa o modelo genérico da superfície 

gerada segue a Equação 1, que relaciona os termos lineares, quadráticos e os termos 

de interação de segunda ordem.  

𝑦̂ = 𝛽0 + 𝛽1𝑥1 + 𝛽2𝑥2 + 𝛽11
𝑥1

2 + 𝛽22
𝑥2

2 + 𝛽12
𝑥1𝑥2                          (1)  

O planejamento foi construído considerando-se como variáveis a concentração 

de HNO3 e o tempo de repouso entre o preparo da suspensão e a análise (em dias). 

A Tabela 3 contempla as informações inerentes ao planejamento CCD para a 

extração. Os experimentos de 1 a 4 se referem aos pontos do planejamento fatorial, 

de 5 a 8 aos pontos axiais e os experimentos 9 e 10 equivalem aos pontos centrais. 

Tal planejamento gerará uma superfície de resposta, possibilitando a identificação das 

condições ótimas. As respostas experimentais foram obtidas pela centrifugação das 

suspensões e pela análise individual de sobrenadante e da suspensão integral, de 

modo a avaliar a extração dos metais para a fase aquosa. A função múltipla resposta 

(MR) foi aplicada a fim de combinar a melhor resposta para a suspensão e 

sobrenadante, maximizando a condição de preparo de amostra para determinação de 

Ni. Foi calculada conforme a Equação 2 abaixo. 

MR = ∑ (
(𝐴𝑏𝑠.𝑁𝑖)𝑖

(𝑀𝑎𝑖𝑜𝑟 𝐴𝑏𝑠.𝑁𝑖)
)

𝑆𝑢𝑠𝑝.
+  (

(𝐴𝑏𝑠.𝑁𝑖)𝑖

(𝑀𝑎𝑖𝑜𝑟 𝐴𝑏𝑠.𝑁𝑖)
)

𝑆𝑜𝑏𝑟𝑒𝑛.
                        (2)      
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Tabela 3. Planejamento composto central referente ao estudo de extração de Ni em amostras de cacau 
preparadas sob a forma de suspensão. 

Exp. Tempo [HNO3] Tempo / Dias 
[HNO3] / % 
(v/v) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

-1,000 

-1,000 

1,000 

1,000 

-1,414 

1,414 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

-1,000 

1,000 

-1,000 

1,000 

0,000 

0,000 

-1,414 

1,414 

0,000 

0,000 

4 

4 

12 

12 

0 

16 

8 

8 

8 

8 

1,057 

2,562 

1,057 

2,562 

1,505 

1,505 

0,010 

3,000 

1,505 

1,505 

Fonte: Autoria própria (2023). 

4.4. Segurança no laboratório 

O procedimento se torna livre de reagentes tóxicos e corrosivos uma vez que 

visa simplificar o pré-tratamento das amostras, resumindo-o a preparação de 

suspensões aquosas acidificadas com HNO3 bidestilado. 

Os resíduos ácidos gerados foram depositados em bombonas específicas, 

rotulados e entregues à empresa contratada pela UFSC para que sejam corretamente 

tratados. 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Curvas de pirólise e atomização 

Com análises em triplicata, foram realizadas curvas de pirólise e atomização 

do analito para determinar o programa de temperatura ótimo para a análise. Variou-

se a temperatura de pirólise enquanto a temperatura de atomização estava fixada em 

2550 °C. Logo após, fixou-se a temperatura de pirólise em 1000 °C, variando-se a 

temperatura de atomização. As curvas de pirólise e atomização estão mostradas na 

Figura 2. 
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Figura 2. Curvas de pirólise (-●-) e atomização (-■-) obtidas por GFAAS para Ni 

em suspensão de cacau. As barras verticais representam o desvio padrão para 

cada ponto experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria (2024). 

A curva de pirólise permitiu atestar a elevada estabilidade térmica para Ni. O 

sinal de absorvância integrada manteve-se estável até 1500 °C, indicando que o 

analito não foi volatilizado na etapa de pré-tratamento térmico. Todavia, optou-se por 

fixar a temperatura de pirólise em 1000 °C, visto que não há vantagem quanto à 

eliminação da matriz para temperaturas superiores e o uso de temperaturas mais 

baixas auxiliaria no aumento de tempo de vida útil do tubo de grafite. A elevada 

estabilidade térmica para Ni refletiu também na curva de atomização, já que foram 

obtidos sinais crescentes com o aumento da temperatura. A sensibilidade máxima 

aliada a um perfil curto de sinal transiente foram observados com o uso de 2600 °C 

para atomização, condição essa adotada para as análises subsequentes. Ajustes nas 

temperaturas e tempo das etapas de secagem foram também conduzidos e 

resultaram no programa de temperaturas mostrado na Tabela 4, que foi adotado para 

todas as análises. Ressalta-se que, dada a elevada estabilidade térmica do analito, 

não foi necessário o uso de modificador químico, o que corrobora para simplificar o 

método de análise. 
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 Tabela 4. Programa de temperaturas otimizado para a quantificação de Ni em suspensões de cacau 
por GFAAS. 

Fonte: Autoria própria (2024). 

5.2. Estudos de extração 

A análise de suspensões é tipicamente dependente da boa repetitividade da 

coleta das alíquotas em medições sequenciais. Isso implica na necessidade de 

assegurar uma distribuição relativamente homogênea das partículas sólidas no meio 

líquido, de modo que a concentração de partículas sólidas em cada alíquota injetada 

no forno de grafite possa ser replicada. A falta de homogeneidade, nesse caso, implica 

em baixa previsão, ocasionada pela injeção de alíquotas com representatividades 

distintas da suspensão total. Nesse sentido, a extração do analito para a fase aquosa 

é um parâmetro de interesse. Se a extração for efetiva, ainda que parcial, as medições 

passam a se tornar menos dependentes da concentração de partículas sólidas na 

alíquota mensurada, com impacto positivo na precisão. Com o intuito de avaliar o 

efeito das condições de preparo sobre a extração de Ni para a fase aquosa das 

suspensões, um estudo com planejamento multivariado foi conduzido. Foram 

avaliados como parâmetros a concentração de HNO3 nas suspensões e o tempo de 

repouso decorrido desde o preparo da suspensão até a análise. Um planejamento 

composto central foi conduzido de acordo com os dados constantes da Tabela 2. Uma 

superfície com múltipla resposta foi gerada e é mostrada na Figura 3. 

 

 

 

Etapa 
Temperatura / 

°C 
Rampa 

/ s 
Permanência 

/ s 
Vazão de Ar 
/ mL min-1 

Secagem I 

Secagem II 

Pirólise 

Adaptação do gás 

Atomização 

Limpeza 

90 

120 

1000 

20 

2600 

2601 

10 

10 

1 

1 

0 

1 

5 

20 

20 

5 

5 

10 

250 

250 

250 

250 

0 

250 
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Figura 3. Superfície de múltipla resposta obtida por planejamento composto central para avaliar a 
extração de Ni a partir de suspensões de cacau preparadas em meio de HNO3. 

 

Fonte: Autoria própria (2024). 

A superfície de múltipla resposta considerou resposta combinada de percentual 

de extração e concentração na suspensão. O percentual de extração foi obtido 

comparando-se a concentração de Ni determinada do sobrenadante, obtido após 

centrifugação, com a concentração de Ni na suspensão antes da centrifugação. Para 

todos os casos, a efetividade da extração de Ni para a fase aquosa situou-se na faixa 

de 40 a 49% (m/m) para concentrações de HNO3 superiores a 1,0% (v/v). Para a 

concentração mínima avaliada (0,01% v/v), o percentual médio de extração obtido foi 

de 27% (m/m). Tal constatação é coerente com a expectativa de que a migração dos 

íons para a fase aquosa seria estimulada pela presença do ácido, que atuaria na 

estabilização do analito e na degradação parcial da matriz da amostra de cacau. A 

superfície mostrada na Figura 3 evidencia a dependência da resposta múltipla com a 

concentração de HNO3 e demonstra que o tempo entre o preparo da suspensão e a 

análise não é um fator preponderante para definir a eficiência de extração. 

Aparentemente, o percentual extraível de Ni, mesmo com baixa concentração de 

HNO3, migra imediatamente para a fase aquosa. Este é um efeito benéfico, já que é 

possível usufruir do benefício do aumento da precisão oriundo da extração do analito 

imediatamente após o preparo, o que simplifica o processo. A Figura 3 sugere ainda 

uma faixa ótima de 1,5 a 2,5% (v/v) para a concentração de HNO3. Apesar de haver 
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uma variação evidente na múltipla resposta em função da concentração de HNO3, 

ressalta-se que o impacto é relativamente pequeno, o que confere robustez ao método 

frente a essa variável. A Tabela 5 contém os dados completos obtidos 

experimentalmente para a avaliação multivariada dos parâmetros de extração. 

Tabela 5. Dados de extração de Ni para a soluções com diferentes concentrações de HNO3 usadas 
para preparo das amostras de cacau em suspensão. 

 Cacau A Cacau B 

 
Suspensão 

/ µg g-1 

Sobrenadante 
/ µg g-1 

% 
(m/m) 

Suspensão 
/ µg g-1 

Sobrenadante 
/ µg g-1 

% 
(m/m) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

9,25 

9,16 

9,37 

9,30 

9,50 

9,79 

9,84 

9,93 

9,83 

9,67 

4,10 

4,01 

4,11 

3,95 

4,05 

4,15 

2,93 

3,97 

4,13 

4,23 

44,35 

43,80 

43,90 

42,52 

42,63 

42,42 

29,79 

39,95 

42,01 

43,68 

9,11 

8,10 

10,07 

9,48 

9,81 

9,56 

10,40 

9,92 

10,17 

9,78 

4,02 

3,97 

4,16 

4,11 

4,19 

4,06 

2,86 

4,29 

4,12 

4,17 

44,10 

49,00 

41,26 

43,40 

42,76 

42,50 

27,48 

43,24 

40,47 

42,66 

Fonte: Autoria própria (2024). 

5.3. Análise das suspensões 

Com o programa de temperatura já otimizado, as estratégias de calibração para 

a quantificação foram avaliadas. Como não houve influência significativa do tempo de 

repouso da suspensão e a resposta foi levemente superior para suspensões 

preparadas em HNO3 2,0% (v/v), optou-se por adotar essas condições para a 

quantificação. Procedeu-se com a calibração utilizando duas estratégias distintas, que 

foram comparadas: a calibração usando soluções aquosas preparadas por diluição de 

uma solução estoque e a calibração por adição de padrão. Para a calibração por 

adição de padrão, alíquotas de 10 µL da suspensão foram pipetadas juntamente com 

10 µL de soluções aquosas contendo concentrações crescentes de Ni. As curvas de 

calibração estão mostradas na Figura 4 e os parâmetros obtidos a partir do ajuste 
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linear para ambas as curvas estão dispostos na Tabela 6. As curvas de calibração e 

os dados da Tabela 6 evidenciam um bom ajuste linear inerente às funções de 

calibração. Todavia, o resultado mais notório referiu-se às inclinações, que se 

mostraram distintas. A inclinação obtida na calibração por adição de padrão foi inferior 

em cerca de 16% à inclinação obtida com calibração externa. Isso sugere que a 

atomização a partir da matriz de cacau é menos eficaz, indicando uma interação 

significativa do analito com a matriz. A maior sensibilidade obtida para calibração com 

soluções aquosas é provavelmente oriunda do fato de que o analito encontra-se livre 

e depositado na superfície de grafite antes da atomização. As diferenças de inclinação 

demonstram que a calibração com soluções aquosas não proverá os resultados mais 

exatos, considerando-se que há um efeito de matriz significativo. 

Figura 4. Curvas de calibração obtidas por GFAAS para Ni com padrões aquosos (-■-) ou por adição 
de analito (-●-) em suspensões de cacau preparadas em HNO3 2,0% (v/v) (as escalas nos eixos das 
abscissas estão ajustadas a cada curva de calibração), com intuito de comparação de sensibilidade 
entre as estratégias. 

 

Fonte: Autoria própria (2024). 
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Tabela 6. Parâmetros de ajuste linear das funções de calibração externa e por adição de analito para 
a determinação de Ni em suspensões de cacau por GFAAS. 

Fonte: Autoria própria (2024). 

Como referência para as quantificações, foi realizada uma digestão por via 

úmida, com auxílio de um micro-ondas, de uma das amostras de cacau. As análises 

da amostra digerida foram conduzidas por GFAAS com calibração externa com 

padrões aquosos. Os dados quantitativos e os parâmetros estatísticos utilizados para 

avaliação dos dados encontram-se dispostos na Tabela 7. 

Tabela 7. Resultados de concentração e parâmetros estatísticos obtidos para diferentes estratégias de 
quantificação de Ni em amostra de cacau por GFAAS. 

Amostra / 

Estratégia de 

calibração 

Ni / µg g-1 F calculado* t calculado* 

Amostra digerida / 

Calibração externa 

Suspensão / 

Calibração externa 

Suspensão / 

Adição de analito 

9,77 ± 0,35 

 

8,80 ± 0,05 

 

9,99 ± 0,74 

      -- 

 

   43,55 

 

    4,46 

-- 

 

33,6018 

 

0,5149 

* Os parâmetros estatísticos foram calculados relativos ao resultado obtido para a amostra 
digerida. 

Pode-se notar um maior desvio padrão para a calibração por adição de padrão, 

demonstrando a menor precisão deste método de calibração, se comparado a 

calibração externa. Entre as diversas causas, pode-se ressaltar o efeito de matriz e o 

impacto da homogeneidade da suspensão, visto que a extração do analito para a fase 

aquosa não é quantitativo e, portanto, o sinal depende da quantidade de partículas 

sólidas efetivamente injetadas no forno. 

Parâmetro Calibração externa Adição de analito 

R2 

Intercepto / s 

Inclinação / s ng-1 

0,9987 

0,0043 

0,0910 

0,9963 

0,0410 

0,0751 
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O valor de F calculado, considerando-se a quantificação obtida para amostra 

digerida como referência, mostrou-se superior ao F crítico (igual a 19,00 para 95% de 

confiança) para o resultado obtido por calibração externa. Em contrapartida, com a 

calibração por adição de padrão, o F calculado foi inferior ao F crítico, o que sugere 

que a precisão é comparável à obtida com a digestão da amostra. 

O valor de t calculado para a calibração externa mostrou-se superior ao valor 

crítico de 4,3127 para 95% de confiança, demonstrando diferença estatística 

significativa em relação ao valor de referência, estabelecido pela digestão da amostra. 

Por outro lado, o valor de t calculado para o método de adição de padrão mostrou-se 

inferior ao valor crítico, o que sugere ausência de discrepância estatística entre os 

resultados. Essa diferença já era esperada quando se compara o resultado obtido com 

calibração externa ao resultado obtido por adição de padrão.  

Na Tabela 8 a seguir estão expressos os limites de detecção (LD) e de 

quantificação (LQ), explicitando as menores quantidades de analito presente na 

amostra que podem ser detectadas e quantificadas, respectivamente, pelo método em 

questão30. 

Tabela 8. Limites de detecção e de quantificação obtidos para a determinação de Ni em amostras de 
6 cacau em suspensão por GFAAS, com diferentes estratégias de calibração. 

Fonte: Autoria própria (2024). 

 Como esperado, os limites de detecção e quantificação foram maiores, devido 

à menor precisão e inclinação da curva de calibração pela estratégia de adição de 

padrão. 

5.4. Aplicação do software AGREE para atribuição do grau de sustentabilidade 

ao método 

Os parâmetros inerentes à técnica utilizada, como a determinação de apenas 

um analito por análise, referente ao número 8 na Figura 5, receberam peso menor, 

visto a impossibilidade de aprimoramento. Antagonicamente, sendo a redução de 

Figura de mérito Calibração externa Adição de analito 

LD / µg g-1 

LQ / µg g-1 

0,6 

2,0 

0,7 

2,5 
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processos no preparo de amostras o principal objetivo da análise de sólidos em 

suspensão, parâmetros como o 1, 4, 6 e 12 receberam pesos maiores. 

Em escala de 1 a 4, onde 1 é o menor peso e 4 o maior, os parâmetros 3, 9, e 

8 receberam peso 1, os parâmetros 2, 5, 7 e 10 receberam peso 2, os parâmetros 1, 

6, 11 e 12 receberam peso 3 e o parâmetro 4 recebeu peso 4. 

Figura 5. Pontuação obtida a partir do software AGREE baseado nos 12 princípios da química verde. 

 

Fonte: Pena-Pereira et. al. (2020)24.  

 Nota-se uma pontuação mediana atribuída ao método, obtendo-se as menores 

pontuações nos parâmetros 3, 7, 8 e 10, visto que a técnica não possibilita análise in 

situ, a análise em triplicata gera cerca de 30 mL de resíduo ácido, não há, 

teoricamente, possibilidade de determinação multielementar em apenas uma análise 

e não há a utilização de reagentes com origem em fontes renováveis, 

respectivamente. 

Comparativamente ao método tradicional de análises em GFAAS, o método 

proposto se apresenta mais verde, visto a não utilização de processos de digestão de 

amostras, a qual gera maior volume de resíduos, assim com a ausência de qualquer 

espécie de derivatização, e contando apenas com a utilização de água acidificada 

como solvente. 

6. Conclusão 

 O método de determinação de Ni baseado na análise de suspensões por 

GFAAS mostrou-se simples, rápido e suficientemente preciso e com boa pontuação 
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no software AGREE, que leva em consideração os 12 princípios da química verde. 

Observou-se pouca influência do tempo e da concentração de HNO3 usado para 

preparo da suspensão no processo de extração, podendo-se realizar as análises das 

suspensões logo após o preparo, o que atribui robustez ao processo. Como esperado, 

as inclinações das curvas de calibração estabelecidas por diferentes estratégias 

apresentaram diferentes resultados, indicando o efeito da matriz na atomização do Ni 

em suspensão. Observou-se diferenças na exatidão entre diferentes estratégias de 

calibração e em relação ao resultado obtido por digestão. Apesar da boa exatidão do 

método de adição de padrão, faz-se necessário um estudo mais aprofundado para a 

avaliação da exatidão, considerando a possibilidade do uso de materiais certificados. 
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