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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento de método analitico simples e
rapido, alternativo a classica digestdo acida, visando a determinacdo de Ni em
concentracbes traco em amostra de cacau em poé utilizando espectrometria de
absorcao atdmica em forno de grafite. As amostras foram preparadas na forma de
suspensdes, com a adicdo de aliquotas de aproximadamente 50 mg de amostra para
um volume final de 10 mL de solucdo aquosa de HNOs. Curvas de pirélise e
atomizacdo foram construidas e demonstraram a elevada estabilidade térmica do
analito, prescindindo do uso de modificador quimico para a pirélise em 1000 °C e
atomizacdo em 2600 °C. Para avaliar a extracdo de Ni das particulas sdlidas para o
meio aquoso, um estudo multivariado foi conduzido com planejamento composto
central avaliando concentracao de acido e tempo de extracéo, possibilitando analisar
a influéncia de diferentes variaveis com numero reduzido de experimentos. Os
resultados mostraram que cerca de 40-49% (m/m) do Ni é extraivel para a fase aquosa
em meio acido, com concentra¢des de HNOs iguais ou maiores que 1,0% (v/v). Dessa
forma, demonstrou-se que a analise de lixiviado seria insuficiente para determinar a
concentracao total e, portanto, procedeu-se com a analise das suspensfes. Nao foi
observado fundo espectral significativo, 0 que sugere auséncia de interferéncias
espectrais. Curvas de calibracdo usando padrbes aquosos e por adicdo de analito
foram conduzidas a fim de avaliar a melhor estratégia de calibracdo e inferir sobre
interferéncias. Uma amostra de cacau foi digerida e o0s resultados foram
estatisticamente comparados aos obtidos com as diferentes estratégias de calibracao,
sendo observadas diferencas na exatiddo de cada método de calibragdo. De modo
geral, o método mostrou-se rapido, simples e de facil preparo, representando uma

alternativa interessante para a analise de amostras de cacau.

Palavras-chave: Analise elementar; Alimentos; Determinacdo de tracos; 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 HNOs 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 HNOs 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 HNO3s 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 organica ampla e
complexa, estando presentes proteinas, gorduras e carboidratos, dentre outros. A
presenca de minerais essenciais presentes na alimentacdo humana, como potassio,
calcio e fésforo, é de extrema importancia para o bom e correto funcionamento do
organismo. H& também substéncias antinutricionais, por exemplo, metais
potencialmente toxicos, como cadmio (Cd), cromo (Cr) e niquel (Ni) que, se
consumidos em excesso, podem ser responsaveis por uma variedade de efeitos
patogénicos, colocando em risco a saude dos consumidores, principalmente quando
evidencia-se um comportamento acumulativo de certos metais.

A técnica de espectrometria de absor¢cédo atdmica (AAS) torna-se viavel para a
analise desses metais potencialmente toxicos, visto que se baseia na radiacéo
absorvida por a4tomos livres, cuja magnitude de absorcdo varia de acordo com a
concentracdo. Com isso, pode-se determinar a concentracao de diferentes analitos
mesmo em nivel traco. O método de analise de suspensdes por AAS (do inglés Atomic
Absorption Spectrometry), mais especificamente em forno de grafite (GFAAS — do
inglés Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry), surge como uma
alternativa relativamente mais sustentavel.

No contexto da quimica verde, fazem-se necessarios métodos de preparo de
amostras alternativos a classica digestao acida por via Umida, que utilizem menores
quantidades de reagentes tdxicos e perigosos, € gue sejam menos agressivos,
resultando também em uma menor contaminacdo da amostra.

Uma alternativa € o preparo de suspensdes aquosas, as quais utilizam apenas
agua ultrapura e uma pequena quantidade de &cido concentrado para estabilizacéo
ibnica. Ha economia de reagentes e energia, maior seguranca para o analista, menor
risco de contaminacao e perda de analito. Por outro lado, enfrenta-se problemas de

heterogeneidade amostral, decantagcéo da fase solida e maior efeito matricial.
2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Cacau e a presenca de metais potencialmente toxicos
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O chocolate é o principal produto proveniente dos gréos de cacau, frutos da
arvore do cacau (Theobroma cacao), sendo o Brasil um dos oito maiores produtores
de cacau do mundo?.

Sabe-se dos beneficios a salde aos quais o cacau e o chocolate amargo estédo
associados, muitas vezes por conta de efeitos imunorreguladores e da presenca de
antioxidantes, como flavonéides, catequinas e polifendis2. Em contrapartida, é
necessario considerar a presenca de metais potencialmente toxicos, mesmo que a
nivel traco, visto que metais como chumbo e niquel possuem a caracteristica de serem
lentamente excretados pelo corpo, havendo maior possibilidade de acumulagao e
futura contaminacao, principalmente em criancas, que sao mais sensiveis a presenca
desses metais®. Especificamente, a exposicdo e o acimulo de niquel no corpo
humano podem ser responsaveis por uma variedade de efeitos patogénicos, como
fibrose pulmonar, doengas renais e cardiovasculares, assim como cancer no trato
respiratorio?.

A composicdo quimica e presenca de metais potencialmente téxicos pode
variar de acordo com as regibes em que foram realizadas as amostragens, podendo
sofrer influéncia das condigbes naturais do ambiente, como composi¢édo do solo,
umidade, altitude, etc., e de acdes antropogénicas, como indices de poluicdo e
utilizacdo de fertilizantes e agrotéxicos >°.

Arévalo-Gardini et. al.> destacaram as variages de concentragdo de diferentes
metais de acordo com a regido de amostragem e amostra (folha e grdo de cacau)
utilizando AAS, destacando-se o Ni, com a maior concentracdo média relatada. Os
autores correlacionaram diferentes analitos e interacdes entre a planta e os metais,
possibilitando uma visdo geral para aperfeicoamento da eficiéncia da gestao de metais
nas regides produtoras de cacau.

2.2. Espectrometria de absorgéo atdbmica

A espectrometria de absorcdo atdmica (AAS) baseia-se em interacdes entre
atomos livres com fotons em frequéncia especifica. A quantidade de radiacao
absorvida por atomos no estado gasoso é utilizada para, por meio de uma referéncia
externa (curva de calibragdo), determinar a concentracdo de analito presente na
amostra. A radiacdo pode ser gerada de diferentes maneiras, como em lampadas de
catodo oco (HCL - hollow cathode lamp), lampada de descarga sem eletrodos e, mais

recentemente, lampadas de emissdo continua. A absor¢édo de energia pelos atomos
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esta relacionada com as transi¢fes eletrénicas de um ou mais elétrons do estado
fundamental (tipicamente) a estados energéticos mais altos (estado excitado). De
acordo com a mecanica quantica, algumas transicoes sdo mais possiveis e/ou
provaveis do que outras’.

A absor¢cdo em comprimentos de onda especificos gera espectros de linhas,

que sdo caracteristicos para cada elemento da tabela periédica®?.

2.2.1. Espectrometria de absorcédo atdmica em forno de grafite

Depois da consolidagao da técnica de AAS, Boris Vladimirovich L'vov, em 1959,
apos dez anos de pesquisas, desenvolveu um atomizador constituido de grafite com
um suporte do mesmo material'l®. Surgiu o primeiro sistema de atomizacao
eletrotérmica, no qual os atomos em fase gasosa ficavam confinados em um ambiente
restrito, resultando em maior tempo de residéncia e maior sensibilidade analitica. A
atomizacao eletrotérmica foi desenvolvida por L'vov e aperfeicoada por outros
cientistas, até se tornar comercialmente disponivel na década de 1970. Algumas
caracteristicas da técnica, como o baixo consumo de amostra, com aliquotas na
ordem de grandeza de L, e a elevada sensibilidade, possibilitando a deteccao de
analitos presentes em ppb (parte por bilhdo), se comparada a atomizacdo em chama,
fizeram com que a popularidade da técnica crescesse.

Na espectrometria de absor¢cdo atdmica em forno de grafite (GFAAS), as
amostras sdo submetidas a programas de temperatura com etapas de secagem,
pirélise e atomizacdo. A primeira tem o intuito de eliminar o solvente, a segunda com
0 objetivo de eliminar a matriz sem que haja perda de analito e a Ultima visa a
conversdo do analito em atomos gasosos, capazes de interagir com a radiacado
eletromagnética®. Com o advento de fornos de grafite com aquecimento transversal e
de corretores de fundo eficientes, o interesse em analises diretas de sélidos por
GFAAS cresceu. Atualmente, ha dispositivos que permitem a insercdo direta de
pequenas quantidades de amostras solidas no forno de grafite, utilizando plataformas

de grafite pirolitico*!.

2.3. Andlise de solidos em suspenséao

Diversas técnicas de analise elementar sdo capazes de identificar e/ou

quantificar a presencga de elementos potencialmente téxicos em produtos comerciais.
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A forma tradicional envolve decomposicéo da amostra por meio de digestdo em meio
acido.

A analise de suspensdes, assim como a analise direta de sdlidos, pela técnica
de GFAAS é de grande interesse na area da quimica analitica, visto que possui
caracteristicas que a tornam vantajosa frente aos processos de digestao de amostras.
Dentre as vantagens, cita-se a reducéo no risco de contaminacao e perda de analito,
principalmente quando se trata de espécies volateis, a reducdo no tempo de preparo
e a possibilidade de utilizar os sistemas para introducdo de amostras liquidas?!?. Por
outro lado, os problemas enfrentados nesse tipo de procedimento envolvem a
heterogeneidade amostral, a decantacdo da fase sdlida e possiveis sinais elevados
de fundo®s.

A suspensdao deve ser homogeneizada imediatamente e anteriormente ao inicio
da analise, visando garantir uma boa representatividade da amostra, reduzindo os
valores de desvio padrdo e garantindo uma boa precisdo. Ha estudos envolvendo a
presenca de agentes tixotropicos, que retardam a decantacdo dos soélidos em
suspensao, além do uso de dispositivos, como uma sonda ultrassénica, para facilitar
a homogeneizacdo da suspenséo. O pré-tratamento da suspensao, como oxidagao e
digestdo parcial, ambos por via Umida, podem ser utilizados, pois se apresentam
menos invasivos se comparados a digestdo total da amostra. Dependendo da
amostra, a simples acidificacdo da suspensao, visando estabilidade ibnica no meio
aquoso também pode ser empregadal®.

Alguns autores, como Bastiaans e colaboradores®, demonstram a influéncia
do tamanho da particula na exatiddo das analises, principalmente quando se trata da
atomizagao em chama (FAAS - do inglés Flame Atomic Absorption Spectrometry). O
uso de modificadores quimicos estd bastante presente em estudos envolvendo
analise de suspensdes, principalmente quando o objetivo € a quantificacdo de analitos
volateis, visto que aumentam sua estabilidade térmica. Um problema associado é a
formacao de residuos solidos no interior do tubo de grafite, 0 que pode ser resolvido
com pirdlise assistida com O2'4. Autores como Vifas et. al.1® relataram o uso de
agentes e/ou modificadores com propriedades oxidativas que realizam um efeito
similar a presenca de Oz na etapa de pirdlise.

Silva et. al.1” obtiveram resultados promissores na determinacédo de elementos
traco em carvao mineral a partir da analise de suspensdes por GFAAS. Drobowolski
et. al.!® relataram certa precisdo e exatiddo na quantificacdo de Tl em solos e
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sedimentos. Oreste et. al.»® avaliaram as vantagens da andlise de suspensdes para
determinacdo de Cd, Cr e Pb por GFAAS. Hu et. al.?° determinaram Cd em laticinios
e destacaram a utilizacdo de modificadores quimicos para reducéo de interferéncia
durante as andlises, havendo comparacdo com a amostra digerida em meio acido.
Kriegerova et. al.? estudaram a determinacgdo de Pb em placenta humana, explorando
o0 método de analise de suspensodes, influéncia de modificadores quimicos e uma
diversidade de pré-tratamentos, como secagem e pulverizacdo, obtendo bons
resultados de preciséo e exatiddo. Tokman?? relatou sucesso na determinagdo de Mn
e Cu em amostras de solo, carvdo e suplementos multivitaminicos em forma de
suspensdo, considerando condicdes 6timas de preparo. Bustos et al.>® relataram a
determinacao simultanea de Cd e Ni em suspensdes de chocolate em poé utilizando
uma rampa de atomizacao lenta, dando énfase na presencga de interferentes como
fosfatos e silicatos e possiveis correces.

Por fim, pode-se dizer que avancos vém sendo estudados para que as
aplicacdes da técnica de analise de suspensdes ou de sélidos ganhem confiabilidade
analitica para que sejam uma alternativa a digestdo acida e/ou procedimentos
quimicamente agressivos, e que essa técnica se torna uma alternativa valida para as

analises propostas nesse trabalho.

2.3.1. Andlise de sélidos em suspensao como metodologia analitica verde (GAC)

Dentre os 12 principios da quimica verde, explicitos na Tabela 1 a seguir, a
auséncia de um pré-tratamento mais elaborado da amostra se encontra de acordo
com os principios 1, 4 e 12, visto que reduz geracao de residuos, utiliza apenas a
sonicacdo das amostras e diminui o risco de acidentes quimicos por parte do analista,
respectivamente?4.

A utilizacdo de ultrassom se mostra util em diferentes ambitos da quimica,
auxiliando desde processos de limpeza até em extragcbes e homogeneizacdo de
solucdes e/ou suspensdes., evitando assim o consumo de solventes e a producéo de
substancias com maior potencial toxico?®. Autores como Minami et al.® reportaram o
auxilio do banho ultrassénico na extragéo de Cd, Cu, Mn e Pb em diversos materiais
biolégicos, assim como Rezi¢?’ que relatou que a extracdo ultrassonica é eficiente
para diferentes elementos presentes no algodao.

Ha diversos estudos que abordam os impactos de diferentes variaveis

envolvendo o banho ultrassénico, como posi¢do dos frascos, quantidade de agua e
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de detergente, conforme relatado por Santos et al.?®, que identificaram diferentes

guantidades de As entre as replicatas analisadas.

Tabela 1. Os 12 principios da quimica verde.

Parametro Descricao
1 Técnicas analiticas diretas devem ser
utilizadas a fim de evitar o tratamento da
amostra.

Minimizar o tamanho e a quantidade de

2 amostras.

3 Andlises in situ devem ser priorizadas
Integracdo de processos e operagdes

4 analiticas a fim de economizar energia e
reduzir o uso de reagentes.

. Métodos automatizados e miniaturizados
devem ser selecionados.

6 Derivatizacdes devem ser evitadas.

Geracao de grande volume de residuos
7 deve ser evitada, assim como O

gerenciamento adequado desses

residuos deve ser providenciado.

3 Métodos multianalitos ou
multiparametros devem ser priorizados a
métodos capazes de analisar um analito
por vez.

9 O uso de energia deve ser minimizado.
Reagentes provenientes de fontes

10 renovaveis devem ser priorizados.

11 Reagentes toxicos devem ser eliminados
ou substituidos.

12 A seguranca do operador deve ser

maximizada.
Fonte: Pena-Pereira et. al. (2020)%*

Pena-Pereira et. al.?* buscaram quantificar de forma simples, a partir do
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software AGREE, o quéo verde € uma metodologia cientifica, dentro de uma escala 0
— 1. Os autores reconhecem a dificuldade em quantificar algo relativo e complexo,
explicitando a possibilidade de atribuicdo de pesos diferentes a depender do objetivo

do método analitico em questao.
3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento de método
simples e eficiente para a determinacdo de Ni em amostras comerciais de cacau em
po, utilizando analise de sélidos em suspensdo por espectrometria de absorcao
atdmica em forno de grafite, assim como propor um método mais verde, alternativo a

abordagem classica, a qual envolve decomposicao da amostra
3.2. Objetivos Especificos

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

especificos:

e avaliar a extracdo do analito para a fase liquida, investigando o efeito de
parametros de preparo da suspensao.

e investigar o comportamento térmico do analito por meio das curvas de pirélise
e atomizacgao.

e avaliar eficiéncia de calibracédo utilizando padrées aquosos e pela técnica de
adicao de analito.

e quantificar Ni por GFAAS.

e analisar a exatiddo do método por meio da comparacao com resultados obtidos

pela digestdo das amostras.
4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Instrumentacao

As andlises foram realizadas em um espectrémetro de absor¢do atbmica em
forno de grafite, utilizando lampadas de catodo oco (Perkin Elmer, EUA) como fonte
de radiacdo, do modelo AAnalyst 100 (Perkin Elmer, EUA) e tubos de grafite sem

plataforma e com recobrimento pirolitico, aquecidos longitudinalmente. Também foi
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utilizado um espectrémetro de absorgéo atémica de alta resolugdo com fonte continua
ContrAA 700 (Analytik Jena, Alemanha) para analises especificas e por condicbes
laboratoriais. As analises foram conduzidas no comprimento de onda de 232 nm, com
uma fenda espectral, no caso das anélises no AAnalyst, de 0,2 nm, obtendo-se os
resultados em funcdo da absorvancia integrada, com tempo de integragédo de 10
segundos. Aliquotas de 20 pL de suspensfdes e solucbes aquosas foram pipetadas
automaticamente nos tubos de grafite, a partir de um autoamostrador AS 72 (Perkin
Elmer). Para preparo das suspensfes aquosas, foi utilizada 4gua ultra pura obtida em
um purificador Elga Purelab Ultra (Veolia, Reino Unido), e acidificadas com é&cido
nitrico (HNO3) bidestilado abaixo do ponto de ebuligdo em destilador de quartzo
(Kurner Analysentechnik, Alemanha). Na digestdo das amostras para utilizacdo como
valor referéncia, utilizou-se um microondas DGT — 100 (Provecto Analitica, S&o Paulo,
Brasil). Para sonicacao das suspensdes precedente as analises, utilizou-se um banho
de ultrassom (Thornton Eletrénica Ltda., Sdo Paulo, Brasil). Para possivel analise
isolada do sobrenadante das suspensfes, foi utilizada uma centrifuga

microprocessada para tubos (Quimis®, Séo Paulo, Brasil).
4.2. Reagentes e amostras

Amostras de cacau em p6 foram adquiridas em lojas de produtos naturais em
Florian6polis-SC.

Acido nitrico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) foi utilizado para o preparo das
suspensdes. Peroxido de hidrogénio (Vetec) foi utilizado para a digestao de amostras.
Padrdo aquoso de Ni 1000 mg L (Merck, Alemanha) foi utilizado para o preparo das

solugdes aquosas das curvas analiticas.
4.3. Procedimento

Aligquotas contendo tipicamente 50 mg de amostra de cacau foram pesadas
diretamente em tubos de centrifuga de polipropileno. Solu¢cdes de HNOs de
concentragdes variadas foram, entdo, adicionadas aos tubos contendo as amostras
até o volume final de 10 mL. Posteriormente, as suspensdes foram colocadas por 20
minutos em banho de ultrassom. Aliquotas contendo 20 pL das suspensdes foram
analisadas a cada ciclo, inseridas com auxilio de amostrador automatico.
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 por¢cdo homogénea do material solido
suspenso. Algumas das amostras de alimentos foram digeridas para fins de
verificacdo de exatiddo. Na digestao assistida por micro-ondas, foi utilizado em torno
de 0,50 g de amostra, preparadas em triplicata, adicionando 3 mL de HNOz3 bidestilado
e 0,5 mL de H202 30% (v/v), diretamente em vasos de perfluoralcoxi (PFA). O

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

Tabela 2. Programa de aquecimento utilizado na digestdo das amostras de cacau em po.

Etapa Tempo / min Poténcia /W
1 1 400
2 1 0
3 5 790
4 3 0

Fonte: Autoria prépria (2024).

A extracao de Ni para a fase aquosa foi avaliada considerando como variaveis
a concentracdo de HNOs nas suspensfes e 0 tempo em que ficaram em repouso
(todas as suspensdes foram preparadas com cerca de 50 mg de amostra). Para isso,
foi realizado um planejamento composto central (CCD) 2k, sendo k o nimero de
variaveis, acrescido de pontos axiais e ponto central conforme Figura 1a)?°. O intuito
foi reduzir o nUmero de experimentos necessarios para encontrar as condi¢cdes 6timas

de extracao e avaliar a possivel interacdo entre os parametros de preparo.

Figura 1. Representacdo geral de planejamento composto centralcom (a) k=2ea=1,414e (b) k =
3ea=1,682.
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Fonte: Tedfilo (2005)%°.
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Considerando-se k = 2, foram realizados 10 experimentos com duplicata de
ponto central. Para k = 2, a funcdo que representa o modelo genérico da superficie
gerada segue a Equacéao 1, que relaciona os termos lineares, quadraticos e os termos

de interacdo de segunda ordem.
Y = Bo + Brx1 + Bax, + ﬁ11x12 + ﬁzzxg + B1,%1%2 (1)

O planejamento foi construido considerando-se como variaveis a concentragao
de HNOs e o tempo de repouso entre o preparo da suspensao e a andlise (em dias).
A Tabela 3 contempla as informacgdes inerentes ao planejamento CCD para a
extracdo. Os experimentos de 1 a 4 se referem aos pontos do planejamento fatorial,
de 5 a 8 aos pontos axiais e 0s experimentos 9 e 10 equivalem aos pontos centrais.
Tal planejamento gerara uma superficie de resposta, possibilitando a identificacdo das
condicBes oOtimas. As respostas experimentais foram obtidas pela centrifugacéo das
suspensdes e pela analise individual de sobrenadante e da suspenséo integral, de
modo a avaliar a extracdo dos metais para a fase aquosa. A funcdo multipla resposta
(MR) foi aplicada a fim de combinar a melhor resposta para a suspensao e
sobrenadante, maximizando a condi¢ao de preparo de amostra para determinacédo de
Ni. Foi calculada conforme a Equacéo 2 abaixo.

MR:Z( (Abs.Ni); ) _|_< (Abs.Ni); ) @

(Maior Abs.Ni)/ g,y (Maior Abs.ND)/ o pren.
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Tabela 3. Planejamento composto central referente ao estudo de extragdo de Ni em amostras de cacau
preparadas sob a forma de suspenséao.

[HNOs] / %

Exp. Tempo [HNOg] Tempo / Dias (VIV)
1 -1,000 -1,000 4 1,057
2 -1,000 1,000 4 2,562
3 1,000 -1,000 12 1,057
4 1,000 1,000 12 2,562
5 -1,414 0,000 0 1,505
6 1,414 0,000 16 1,505
7 0,000 -1,414 8 0,010
8 0,000 1,414 8 3,000
9 0,000 0,000 8 1,505
10 0,000 0,000 8 1,505

Fonte: Autoria prépria (2023).
4.4. Seguranca no laboratorio

O procedimento se torna livre de reagentes toxicos e corrosivos uma vez que
visa simplificar o pré-tratamento das amostras, resumindo-o a preparacdo de
suspensdes aquosas acidificadas com HNOs bidestilado.

Os residuos &cidos gerados foram depositados em bombonas especificas,
rotulados e entregues a empresa contratada pela UFSC para que sejam corretamente

tratados.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Curvas de pirdlise e atomizacéao

Com analises em triplicata, foram realizadas curvas de pirélise e atomizacdo
do analito para determinar o programa de temperatura 6timo para a analise. Variou-
se a temperatura de pirdlise enquanto a temperatura de atomizacao estava fixada em
2550 °C. Logo apés, fixou-se a temperatura de pirdlise em 1000 °C, variando-se a
temperatura de atomizacdo. As curvas de pirélise e atomizagdo estdo mostradas na

Figura 2.
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Figura 2. Curvas de pirdlise (-e-) e atomizagédo (-m-) obtidas por GFAAS para Ni
em suspensdo de cacau. As barras verticais representam o desvio padrdo para

cada ponto experimental.
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Fonte: Autoria prépria (2024).

A curva de pir6lise permitiu atestar a elevada estabilidade térmica para Ni. O
sinal de absorvancia integrada manteve-se estavel até 1500 °C, indicando que o
analito ndo foi volatilizado na etapa de pré-tratamento térmico. Todavia, optou-se por
fixar a temperatura de pir6lise em 1000 °C, visto que ndo ha vantagem quanto a
eliminacdo da matriz para temperaturas superiores € 0 uso de temperaturas mais
baixas auxiliaria no aumento de tempo de vida util do tubo de grafite. A elevada
estabilidade térmica para Ni refletiu também na curva de atomizacao, j4 que foram
obtidos sinais crescentes com o aumento da temperatura. A sensibilidade maxima
aliada a um perfil curto de sinal transiente foram observados com o uso de 2600 °C
para atomizacao, condicdo essa adotada para as analises 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 analises. Ressalta-se que, dada a elevada estabilidade térmica do analito,
nao foi necessario o uso de modificador quimico, o que corrobora para simplificar o

método de analise.
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Tabela 4. Programa de temperaturas otimizado para a quantificacdo de Ni em suspensfes de cacau
por GFAAS.

Temperatura/ Rampa Permanéncia Vazao de Ar

Etapa °C /s /s / mL min-t
Secagem | 90 10 5 250
Secagem Il 120 10 20 250

Pirdlise 1000 1 20 250

Adaptacdo do gas 20 1 5 250
Atomizacéao 2600 0 5 0
Limpeza 2601 1 10 250

Fonte: Autoria prépria (2024).
5.2. Estudos de extracao

A analise de suspensdes é tipicamente dependente da boa repetitividade da
coleta das aliquotas em medi¢cdes sequenciais. Isso implica na necessidade de
assegurar uma distribuicao relativamente homogénea das particulas sélidas no meio
liquido, de modo que a concentracao de particulas sélidas em cada aliquota injetada
no forno de grafite possa ser replicada. A falta de homogeneidade, nesse caso, implica
em baixa previsdo, ocasionada pela injecdo de aliquotas com representatividades
distintas da suspenséo total. Nesse sentido, a extracao do analito para a fase aquosa
€ um parametro de interesse. Se a extracao for efetiva, ainda que parcial, as medicées
passam a se tornar menos dependentes da concentracdo de particulas soélidas na
aliquota mensurada, com impacto positivo na precisdo. Com o intuito de avaliar o
efeito das condi¢cbes de preparo sobre a extracdo de Ni para a fase aquosa das
suspensdes, um estudo com planejamento multivariado foi conduzido. Foram
avaliados como parametros a concentracdo de HNO3s nas suspensdes e o tempo de
repouso decorrido desde o preparo da suspensao até a analise. Um planejamento
composto central foi conduzido de acordo com os dados constantes da Tabela 2. Uma
superficie com multipla resposta foi gerada e € mostrada na Figura 3.
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Figura 3. Superficie de miltipla resposta obtida por planejamento composto central para avaliar a
extracdo de Ni a partir de suspensdes de cacau preparadas em meio de HNOs.

Fonte: Autoria prépria (2024).

A superficie de multipla resposta considerou resposta combinada de percentual
de extracdo e concentracdo na suspensdo. O percentual de extracdo foi obtido
comparando-se a concentracdo de Ni determinada do sobrenadante, obtido apés
centrifugacéo, com a concentracdo de Ni ha suspensdo antes da centrifugacdo. Para
todos os casos, a efetividade da extracdo de Ni para a fase aquosa situou-se na faixa
de 40 a 49% (m/m) para concentracdes de HNO3s superiores a 1,0% (v/v). Para a
concentracdo minima avaliada (0,01% v/v), o percentual médio de extracdo obtido foi
de 27% (m/m). Tal constatacdo € coerente com a expectativa de que a migracédo dos
ions para a fase aquosa seria estimulada pela presenca do acido, que atuaria na
estabilizacdo do analito e na degradacao parcial da matriz da amostra de cacau. A
superficie mostrada na Figura 3 evidencia a dependéncia da resposta multipla com a
concentracdo de HNO3s e demonstra que o tempo entre o preparo da suspensao e a
analise ndo é um fator preponderante para definir a eficiéncia de extracéo.
Aparentemente, o percentual extraivel de Ni, mesmo com baixa concentragdo de
HNOs, migra imediatamente para a fase aquosa. Este € um efeito benéfico, ja que é
possivel usufruir do beneficio do aumento da preciséo oriundo da extracdo do analito
imediatamente apds o preparo, o que simplifica o processo. A Figura 3 sugere ainda

uma faixa otima de 1,5 a 2,5% (v/v) para a concentracdo de HNOs. Apesar de haver
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uma variagdo evidente na multipla resposta em fungédo da concentracdo de HNOs3,
ressalta-se que o impacto € relativamente pequeno, o que confere robustez ao método
frente a essa variavel. A Tabela 5 contéem os dados completos obtidos
experimentalmente para a avaliagdo multivariada dos parametros de extracao.

Tabela 5. Dados de extracdo de Ni para a solu¢cdes com diferentes concentracdes de HNO3z usadas
para preparo das amostras de cacau em suspensao.

Cacau A Cacau B
Suspensdo Sobrenadante % Suspensdo Sobrenadante %
/ug gt /ug gt (m/m)  /pgg? Iug gt (m/m)

1 9,25 4,10 44,35 9,11 4,02 44,10
2 9,16 4,01 43,80 8,10 3,97 49,00
3 9,37 4,11 43,90 10,07 4,16 41,26
4 9,30 3,95 42,52 9,48 4,11 43,40
5 9,50 4,05 42,63 9,81 4,19 42,76
6 9,79 4,15 42,42 9,56 4,06 42,50
7 9,84 2,93 29,79 10,40 2,86 27,48
8 9,93 3,97 39,95 9,92 4,29 43,24
9 9,83 4,13 42,01 10,17 4,12 40,47
10 9,67 4,23 43,68 9,78 4,17 42,66

Fonte: Autoria prépria (2024).
5.3. Analise das suspensdes

Com o programa de temperatura ja otimizado, as estratégias de calibracdo para
a quantificacao foram avaliadas. Como nao houve influéncia significativa do tempo de
repouso da suspensdo e a resposta foi levemente superior para suspensfes
preparadas em HNOs 2,0% (v/v), optou-se por adotar essas condi¢cdes para a
quantificacdo. Procedeu-se com a calibracéo utilizando duas estratégias distintas, que
foram comparadas: a calibracéo usando solu¢des aquosas preparadas por diluicdo de
uma solucdo estoque e a calibragdo por adicdo de padréo. Para a calibragdo por
adicdo de padrdo, aliquotas de 10 pL da suspenséo foram pipetadas juntamente com
10 pL de solugdes aquosas contendo concentracdes crescentes de Ni. As curvas de
calibracdo estdo mostradas na Figura 4 e os parametros obtidos a partir do ajuste
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linear para ambas as curvas estdo dispostos na Tabela 6. As curvas de calibracéo e
os dados da Tabela 6 evidenciam um bom ajuste linear inerente as funcdes de
calibracdo. Todavia, o0 resultado mais notério referiu-se as inclinagdes, que se
mostraram distintas. A inclinagéo obtida na calibrac&o por adigéo de padrao foi inferior
em cerca de 16% a inclinagdo obtida com calibracdo externa. Isso sugere que a
atomizacdo a partir da matriz de cacau € menos eficaz, indicando uma interacao
significativa do analito com a matriz. A maior sensibilidade obtida para calibragcdo com
solugdes aquosas € provavelmente oriunda do fato de que o analito encontra-se livre
e depositado na superficie de grafite antes da atomizacgéo. As diferencas de inclinacéo
demonstram que a calibracdo com solu¢cBes aquosas nao provera os resultados mais
exatos, considerando-se que ha um efeito de matriz significativo.

Figura 4. Curvas de calibracdo obtidas por GFAAS para Ni com padrdes aquosos (-m-) ou por adicdo
de analito (-e-) em suspensdes de cacau preparadas em HNO3z 2,0% (v/v) (as escalas nos eixos das

abscissas estdo ajustadas a cada curva de calibragéo), com intuito de comparacéo de sensibilidade
entre as estratégias.
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Tabela 6. ParAmetros de ajuste linear das funcdes de calibracdo externa e por adi¢cdo de analito para
a determinac&o de Ni em suspensfes de cacau por GFAAS.

Parametro Calibracao externa Adicao de analito
R? 0,9987 0,9963
Intercepto / s 0,0043 0,0410
Inclinacédo / s ng? 0,0910 0,0751

Fonte: Autoria prépria (2024).

Como referéncia para as quantificacoes, foi realizada uma digestdo por via
Uumida, com auxilio de um micro-ondas, de uma das amostras de cacau. As analises
da amostra digerida foram conduzidas por GFAAS com calibracdo externa com
padrbes aquosos. Os dados quantitativos e os parametros estatisticos utilizados para
avaliagdo dos dados encontram-se dispostos na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados de concentracdo e parametros estatisticos obtidos para diferentes estratégias de
quantificacdo de Ni em amostra de cacau por GFAAS.

Amostra/

Estratégia de Ni/pugg? F calculado* t calculado*
calibracéao

Amostra digerida / 9,77 £0,35 - -

Calibracao externa

Suspenséao /

_ 8,80 £ 0,05 43,55 33,6018
Calibracao externa
Suspenséo /
Adicéo de analito 9,99+0,74 4,46 0,5149

* Os parametros estatisticos foram calculados relativos ao resultado obtido para a amostra
digerida.

Pode-se notar um maior desvio padréo para a calibracao por adicédo de padrao,
demonstrando a menor precisdo deste método de calibracdo, se comparado a
calibragédo externa. Entre as diversas causas, pode-se ressaltar o efeito de matriz e o
impacto da homogeneidade da suspensao, visto que a extracdo do analito para a fase
aguosa nao é quantitativo e, portanto, o sinal depende da quantidade de particulas

sélidas efetivamente injetadas no forno.
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O valor de F calculado, considerando-se a quantificacado obtida para amostra
digerida como referéncia, mostrou-se superior ao F critico (igual a 19,00 para 95% de
confianga) para o resultado obtido por calibracdo externa. Em contrapartida, com a
calibracdo por adicado de padrdo, o F calculado foi inferior ao F critico, 0 que sugere
que a precisdo € comparavel a obtida com a digestdo da amostra.

O valor de t calculado para a calibracdo externa mostrou-se superior ao valor
critico de 4,3127 para 95% de confianca, demonstrando diferenca estatistica
significativa em relagéo ao valor de referéncia, estabelecido pela digestédo da amostra.
Por outro lado, o valor de t calculado para o método de adicdo de padrao mostrou-se
inferior ao valor critico, o que sugere auséncia de discrepancia estatistica entre 0s
resultados. Essa diferenca ja era esperada quando se compara o resultado obtido com
calibragcédo externa ao resultado obtido por adicdo de padréo.

Na Tabela 8 a seguir estdo expressos os limites de deteccdo (LD) e de
guantificacdo (LQ), explicitando as menores quantidades de analito presente na
amostra que podem ser detectadas e quantificadas, respectivamente, pelo método em
questéo®,

Tabela 8. Limites de deteccéo e de quantificacio obtidos para a determinacdo de Ni em amostras de
6 cacau em suspensdo por GFAAS, com diferentes estratégias de calibracgéo.

Figura de mérito Calibracao externa Adicao de analito
LD/ pg gt 0,6 0,7
LQ/ug g™ 2,0 2,5

Fonte: Autoria prépria (2024).

Como esperado, os limites de deteccdo e quantificacdo foram maiores, devido
a menor precisao e inclinacdo da curva de calibracao pela estratégia de adi¢do de

padréo.

5.4. Aplicacédo do software AGREE para atribuicdo do grau de sustentabilidade
ao método

Os parametros inerentes a técnica utilizada, como a determinagdo de apenas
um analito por analise, referente ao numero 8 na Figura 5, receberam peso menor,

visto a impossibilidade de aprimoramento. Antagonicamente, sendo a reducdo de
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processos no preparo de amostras o principal objetivo da analise de sélidos em
suspensao, parametros como o0 1, 4, 6 e 12 receberam pesos maiores.

Em escala de 1 a 4, onde 1 € 0 menor peso e 4 o maior, 0s parametros 3, 9, e
8 receberam peso 1, os parametros 2, 5, 7 e 10 receberam peso 2, os parametros 1,
6, 11 e 12 receberam peso 3 e 0 parametro 4 recebeu peso 4.

Figura 5. Pontuagdo obtida a partir do software AGREE baseado nos 12 principios da quimica verde.

1.0
1. Tratamento de amostra
2. Quantidade de amostra 0.8
3. Posicionamento do dispositivo
4. Etapas do preparo de amostra
5. Automatizacéo e miniaturizacéo 0.6
6. Derivatizacédo
7. Geracéo de residuos 0.4
8. Rendimento de analise :
9. Consumo de energia
10.Origem dos reagentes 0.2
11. Toxicidade
12.Seguranca do operador

0.0

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

Nota-se uma pontuacdo mediana atribuida ao método, obtendo-se as menores
pontuacBes nos parametros 3, 7, 8 e 10, visto que a técnica ndo possibilita andlise in
situ, a analise em triplicata gera cerca de 30 mL de residuo &cido, ndo ha,
teoricamente, possibilidade de determinacdo multielementar em apenas uma analise
e ndo ha a utlizacdo de reagentes com origem em fontes renovaveis,
respectivamente.

Comparativamente ao método tradicional de analises em GFAAS, o método
proposto se apresenta mais verde, visto a ndo utilizacédo de processos de digestao de
amostras, a qual gera maior volume de residuos, assim com a auséncia de qualquer
espécie de derivatizagdo, e contando apenas com a utilizagdo de agua acidificada
como solvente.

6. Concluséao

O método de determinacdo de Ni baseado na andlise de suspensdes por

GFAAS mostrou-se simples, rapido e suficientemente preciso e com boa pontuacao
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no software AGREE, que leva em consideragdo os 12 principios da quimica verde.
Observou-se pouca influéncia do tempo e da concentragcdo de HNO3s usado para
preparo da suspenséao no processo de extracdo, podendo-se realizar as andlises das
suspensdes logo apds o preparo, 0 que atribui robustez ao processo. Como esperado,
as inclinagbes das curvas de calibracdo estabelecidas por diferentes estratégias
apresentaram diferentes resultados, indicando o efeito da matriz na atomizacao do Ni
em suspensao. Observou-se diferencas na exatiddo entre diferentes estratégias de
calibragao e em relacéo ao resultado obtido por digestdo. Apesar da boa exatiddo do
método de adi¢do de padréo, faz-se necessario um estudo mais aprofundado para a

avaliacao da exatiddo, considerando a possibilidade do uso de materiais certificados.
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