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RESUMO

A contaminacdo de matrizes ambientais com metais toxicos constitui um
problema, que torna cada dia mais importante a determinacdo destes devido a
seu impacto negativo a seres vivos. Por essa razdo, a preocupacao pelo
desenvolvimento de novas metodologias analiticas voltadas para esse fim € um
desafio constante para a ciéncia. Este trabalho objetivou desenvolver
metodologias para a quantificacdo de chumbo, cobre, cobalto, cromo e niquel por
Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X de Energia Dispersiva em solos.
Foram elaborados procedimentos de preparacdo das amostras e estabelecidas as
curvas de calibracdo para medidas diretas nas amostras de solos. Para a analise
de concentracdes traco, baixo os limites de deteccdo da medicdo direta, fez-se
necessaria uma etapa de separacdo e pré-concentracdo por meio da
microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME). Esta microextracdo baseou-se
na injecdo de uma mistura, de tricloroetileno e metanol, na amostra, em que 0s
analitos foram complexados com 2-(2- tiazolilazo)-p-cresol. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas. Recolheu-se 40 pL da fracdo sedimentada ao
fundo do recipiente. Depositou-se essa fase rica em um suporte solido para
posterior quantificacdo desses metais no Espectrometro de Fluorescéncia de
Raios-X de Energia Dispersiva. As metodologias foram validadas de acordo com
os critérios da IUPAC e da INMETRO. A metodologia para andlise direta teve
sensibilidade de 0,622; 0,0438; 0,126; 0,0852 e 0,278 cps/ppm para Co, Cr, Cu,
Ni e Pb respectivamente, e limites de deteccdo de 22,268; 41,646; 23,057
13,061 e 3,193 mg kg™ . Para a metodologia de pré-concentracdo a sensibilidade
foi de 24,5; 27,0; 62,5; 44,7 e 33,9 para Co, Cr, Cu, Ni e Pb, respectivamente, e
limites de deteccdo de 0,245 0,206; 0,069; 0,476 e 0,122 pg kg, com fatores de
enriguecimento de 58, 158, 90, 69 e 78. A partir destes resultados foram
desenvolvidas metodologias com confiabilidade e validade para quantificacao
direta e pré-concentracao de niquel, cromo, cobre, cobalto e chumbo em solo por
Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X de Energia Dispersiva. As
metodologias foram aplicadas em amostras de solo de estudo de bioacumulacéao,
de areas contaminadas e de lixdo. As concentracdes dos metais nas amostras
estavam abaixo do limite maximo permitido pela resolucédo 420/2009 do CONAMA
exceto a amostra de area contaminada.

Palavras chave: Andlise por EDXRF, pré-concentracdo, Microextracdo Liquido-
Liquido Dispersiva, matrizes solidas.



ABSTRACT

Contamination of environmental matrices with toxic metals is a problem,
which makes it increasingly important to determine these due to their negative
impact on living beings. For this reason, the concern for the development of new
analytical methodologies for this purpose is a constant challenge for science. This
work aimed to develop methodologies for the quantification of lead, copper, cobalt,
chromium and nickel by Dispersive Energy X-Ray Fluorescence Spectrometry in
soils. Sampling procedures were developed and the calibration curves established
for direct measurements in the soil samples. For the trace concentrations analysis,
under the detection limits of the direct measurement, a separation and
preconcentration step was necessary by liquid-liquid dispersive microextraction
(DLLME). This microextraction was based on the injection of a mixture of
trichloroethylene and methanol into the sample, where the analytes were
complexed with 2- (2-thiazolylazo) —p-cresol. Subsequently, the samples were
centrifuged. 40 pL of the sedimented fraction was collected at the bottom of the
vessel. This rich phase was deposited on a solid support for further quantification
of these metals in the Dispersive Energy X-Ray Fluorescence Spectrometer. The
methodologies were validated according to IUPAC and INMETRO criteria. The
methodology for direct analysis had a sensitivity of 0.622; 0.0438; 0.126; 0.0852
and 0.278 cps / ppm for Co, Cr, Cu, Ni and Pb respectively, and detection limits of
22.268; 41.646; 23.057; 13.061 and 3.193 mg kg™. For the preconcentration
methodology, the sensitivity was 24.5; 27.0; 62.5; 44.7 and 33.9 for Co, Cr, Cu, Ni
and Pb, respectively, and detection limits of 0.245; 0.206; 0.069; 0.476 and 0.122
ug kg?, with enrichment factors of 58, 158, 90, 69 and 78. From these results,
methodologies were developed with reliability and validity for direct quantification
and pre-concentration of nickel, Copper, cobalt and lead in soil by Dispersive
Energy X-Ray Fluorescence Spectrometry. The methodologies were applied in soil
samples of bioavailability, contaminated areas and landfill study. The samples
were within the maximum limit allowed by CONAMA resolution 420 except the
contaminated area sample.

Keywords: Analysis by XRF, preconcentration, Dispersive Liquid-Liquid
microextraction, solid matrices.
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1.0 INTRODUCAO

Muitos metais sdo essenciais no organismo humano, porém em altas
concentragfes passam a ser toOxicos ao mesmo. Existem ainda, metais que néo
tem funcg&o para o ser humano, como o chumbo. A grande causa de intoxicagéo
por metais toxicos, parte da ingestdo de agua e alimentos contaminados. Com o
desenvolvimento industrial, aumentou o numero de automoéveis e descartes
indiscriminados de lixos eletrdnicos, entre outros, e o nivel de contaminacédo de
metais toxicos em plantas, alimentos, solos e efluentes. Como reflexo dos
impactos causados ao meio ambiente, numerosas pesquisas Vvém sendo
realizadas para quantificacdo dos contaminantes nas diversas matrizes.

Muitas pesquisas séo feitas sobre metais tOxicos no meio ambiente usando
diferentes técnicas analiticas, como Espectrometria de Absorcdo Atdmica com
Chama (FA AS) (DALMAN; DEMIRAK; BALCI, 2006), Espectrometria de
Absorcdo Atbmica com Forno de Grafite (GF AAS) (SARDANS; MONTES;
PENUELAS, 2010) e Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP OES) (HASSAN; YEGANEH; SOHEILA, 2012; CUI,
HE; HU, 2011). As técnicas de Espectrometria de Absorcdo Atémica (AAS) séo
metodologias de analise rapida, resulta em boa precisdo das analises, facil
calibracdo, porém sdo técnicas monoelementares, analisam apenas amostras
liguidas, sendo necessaria uma etapa de digestdo e o FA AS nédo apresenta boa
sensibilidade para quantificagcdo de metaloides (MELQUIADES, 2007; MORAES,
2003) e possui faixa linear restrita (ZAMBELLO, 2001).

O ICP OES é uma técnica multielementar, possivel de aplicacdo na
determinacdo de metais em diversas matrizes, possui ampla faixa linear, porém
também é necessdaria uma etapa de digestdo de amostras, apresenta espectros
complexos, interferéncias interelementares e é uma técnica de alto custo
(MORAES, 2003; ZAMBELLO, 2001).

Por outro lado, a Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X de Energia
Dispersiva € uma técnica com inumeras vantagens como a analise multielementar
sem a destruicdo da matriz, sendo desnecesséario um procedimento de digestdo
de amostra. Tem sido muito aplicada em determinacfes de elementos metalicos

em solos e outras matrizes em elevadas concentracdes. Porém, desvantagens

19



como o alto limite de quantificacao e interferéncia por efeito de matriz dificultam a
andlise de elementos trago. Por isso, esta técnica ainda nédo foi muito aplicada em
quantificacdo de analitos em baixa concentracdo. Devido isto, € importante o
desenvolvimento de metodologias que permita acrescentar a utilizacdo desta
técnica no estudo de contaminacfes de metais toxicos. Uma maneira de eliminar
essas desvantagens € a utilizacdo de uma metodologia de pré-concentracdo de
maneira combinada, quantificando os metais em solo por andlise direta por
EDXRF e aplicar a pré-concentracdo para quantificar os analitos que ficaram
abaixo dos limites de quantificacdo da primeira metodologia.

Ainda existe pouca bibliografia com a técnica analitica e até a presente revisédo
de literatura, ndo foi encontrada uma metodologia para analise de metais toxicos
em solos de forma combinada utilizando a Espectrometria de Fluorescéncia de
Raios-X de Energia Dispersiva e a microextracao liquido-liquido dispersiva.

A microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) é uma técnica de pré-
concentracdo miniaturizada, que despende de pouca quantidade de solventes e
amostras, é de simples e rapida operacdo, de baixo custo, e elevadas

recuperacoes e fatores de enriquecimento (LI et. al., 2015).

1.1 Problema Cientifico

O alcanco de limites de quantificacdo adequadas as normativas de controle
da qualidade ambiental, nas analises de concentracfes de metais toxicos em
matrizes de solo usando a Espectrometria de Fluorescéncia de Raios X de
Energia Dispersiva, com confiabilidade e validade.

1.2 Hipotese

A partir das consideracdes anteriores foi estabelecida a hipotese de que é
possivel, diante de uma adequada preparacdo de amostras de solo em po,
determinar a concentracdo de metais aplicando curvas de calibracdo especificas
com confiabilidade acima de 95% e validade utilizando a EDXRF, combinada com
a metodologia de digestdo e microextracéo liquido-liquido dispersiva, quando as
concentracdes fiquem sob o limite de quantificacao da primeira.
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1.3 Objetivo Geral

Desenvolver metodologias combinados de analise direta e pré-
concentragcdo para analise de metais em matrizes de solo por Espectrometria de
Fluorescéncia de Raios-X de Energia Dispersiva com confiabilidade e validade.

1.3.1 Objetivos Especificos

a. Desenvolver uma metodologia para analise de Co, Cr, Cu, Ni e Pb em
solos, em po, por Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X de Energia
Dispersiva.

b. Desenvolver uma metodologia de preconcentracdo para quantificacdo de
metais em amostras de solos digeridas para analise por EDXRF usando a
microextracao liquido-liquido dispersiva.

c. Validar as metodologias analiticas desenvolvidas.

d. Aplicar as metodologias analiticas desenvolvidas em outras amostras de

solo.
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2.0 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Metais toxicos

O chumbo é um elemento toxico encontrado em niveis baixos na crosta
terrestre. Em quantidades elevadas, é extremamente toxico & saude humana. A
contaminag¢do por chumbo tem acdo carcinogénica e acumulativa, geralmente,
nos ossos, rins, figado e cérebro, e atinge o0 sistema gastrointestinal,
cardiovascular, renal, neurolégico e hematolégico. Este metal € encontrado em
pintura, canalizagfes, soldas, baterias, eletroeletronicos, muni¢des entre outros. A
Organizacdo Mundial de Saude (WHO) estima que o ser humano possa ingerir 25
ug kg™ por semana deste metal (WHO, 2010).

O niquel é um metal muito utilizado para o desenvolvimento de ligas metalicas
caracterizadas pela sua dureza, forga e resisténcia a calor e corrosdo. Muito
utilizado na producédo de aco inoxidavel, ligas ndo-ferrosas e superligas. Os sais
de niquel sao utilizados em produtos eletrdnicos, em pigmentos, eletrodomésticos
e podem ser incorporados em suplementos alimentares. Em areas urbanas, ha
uma concentracdo a cerca de 5 a 35 ng m™ de niquel no ar. Este metal é muito
encontrado em sementes, nozes, cacau, farelo de trigo, grdos em geral com a
concentracdo entre 1 e 6 mg kg'. O ser humano ingere em torno de 10
microgramas de niquel por dia em alimentos e é facilmente excretado pelas fezes
e urina. A exposi¢cao do ser humano a grande quantidade deste metal leva a
lesGes renais, no figado e causam imunopressdo a atividade de células,
hemorragia, nauseas, vomito, diarreia, dor de cabeca, hipersensibilidade e até
morte (WHO, 2005).

A crosta terrestre contém 0,0025% de cobalto, este, o 33° elemento mais
abundante, encontrado normalmente na forma de sulfatos, arsenatos,
sulfoarsenatos, hidratos ou éxidos (KIM et.al., 2006). Este elemento é geralmente
encontrado em concentracao traco em minerais de cobre, chumbo, ferro, prata e
principalmente de niquel. Vinha sendo utilizado em porcelana e vidros chineses,
pérsicos, como pigmento azul em ceramicas egipcias. Hoje, seu principal uso na
industria de tinta é fornecer a cor branca (MEDEIROS, 2013). A maior fonte de

cobalto para o ser humano é na alimentacdo com vegetais e cereais frescos,
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vitamina B12 contém este metal essencial. A inalacdo excessiva deste elemento
pode causar problemas gastrointestinais, ingestdo exacerbada causa
cardiomiopatia, nausea, vbmito, porém, este ajuda no crescimento de plantas
como tomate, e € essencial para fixacdo de nitrogénio por bactérias (KIM et.al.,
2006).

Altas doses de cobre para o0 ser humano causa sangramento gastrointestinal,
toxicidade hepatocelular, insuficiéncia renal aguda, entre outros (FAWELL, 2004).
O cobre é constituinte de varias enzimas, ajuda no transporte de elétrons no
momento da respiracdo aerbbia. A falta deste elemento proporciona a imperfeicao
na formacdo de colageno. Deficiéncia deste elemento causa anemia, diarreia,
falhas reprodutivas, perda na pigmentacdo da pele, osteoporose entre outros
sintomas (AZEVEDO; GONZALEZ, 2005).

Em rochas sedimentares € comum a presenca de metais, como Cu, Cr, Ni, Pb
e Co em concentraces de até 35; 35; 2 a 9; 9 e 0,3 mg kg™, respectivamente
(CETESB, 1999). Pela resolucdo de numero 420 do Conselho Nacional de Meio
Ambiente (CONAMA), em &areas residenciais, por exemplo, € permitido para
chumbo, cobalto, cobre, cromo e niquel concentracdes até 300, 65, 400 300 e 100

mg kg™, respectivamente, desses metais no solo (CONAMA, 2009).

2.2 Técnicas analiticas mais empregadas para quantificacdo de

metais

A maior utilizagdo no uso de técnicas analiticas instrumentais depende de
varios fatores, como: frequéncia de amostragens, nimero e concentracdo dos
analitos, interferéncias, custos etc. Os equipamentos comumente utilizados séo:
espectrometro de absorcdo atbmica com forno de grafite (GF AAS), com chama
(F AAS), com geracao de hidreto (HG AAS), o espectrdmetro de emisséo Optica
com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e o espectrbmetro de massas
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (SKOOG; HOLLER; NIEMAN,
2002).

A espectrometria de absor¢éo atdémica, comparado com o ICP OES e ICP-
MS, possuem vantagens como menor custo de equipamento e operacional,

facilidade de manuseio, uma menor possibilidade de interferéncia espectral,
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porém desvantagens como estreita faixa linear, menor frequéncia analitica, dificil
determinacdo de elementos ndo metdlicos e é uma técnica sequencial (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

O ICP OES e ICP-MS apresentam vantagens como: analise rapida,
simultanea, multielementares além de atingir baixos limites de deteccdo, ampla
faixa linear, alta precisdo. Porém sofrem interferéncias espectrais, efeito matriz,
efeito do solvente e de espécies concomitantes e dificuldade em analisar sélidos
sem dissolucédo. (OLESIK, 1991; SKOOG, 2009).

A Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X de Energia Dispersiva ainda
€ pouco utilizada com fins analiticos em pesquisas ambientais onde sé&o
necessarios limites de deteccdo baixos. Esta é uma técnica com inUmeras
vantagens, como: a analise multielementar, analise de amostras na forma liquida
ou solidas sem a necessidade de destruicdo da matriz. Quantificam-se também
com esta técnica amostras liquidas. A analise € répida, multielementar, os
espectros sdo simples, alta precisdo e exatiddo e baixo custo de operacéo
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; NAGATA et. al., 2001).

2.3 Fluorescéncia de Raios-X de Energia Dispersiva

Define-se radiacdo como a propagacao de energia através do espaco ou
da matéria sendo esta subdividida em radiacdo corpuscular e radiacao
eletromagnética. Particulas subatémicas, de massa m, quando apresentam alta
velocidade formam feixes de radiag@o corpuscular. Ja a radiacao eletromagnética
nao apresenta massa e possui oscilacdes elétricas e magnéticas (SCAFF, 1997).

O espectro eletromagnético tem faixa energética com frequéncia maior de
10%° Hz (raios gama) e 10° Hz (ondas de radio). A radiacdo x apresenta
frequéncia entre 10 e 10'® Hz e energia de 10" a 10° J mol™, com capacidade de
alterar a distribuicéo eletrénica do &tomo (SKOOG et al., 2012).

O principio da técnica de fluorescéncia de raios-X inicia-se quando um tubo
de raios-X emite esta radiacdo (primaria) que atinge as camadas mais proximas
do nucleo do atomo a ser analisado (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2009). Para
esta radiacéo atingir as camadas mais internas tem-se que passar pelas camadas

superiores, sendo parte da radiagdo absorvida, ocorrendo 0 mesmo ao deixar a
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amostra. A radiacdo produzida que é deixada da amostra € chamada de radiacao
secundéaria (BROUWER, 2010). As possiveis formas de raios-X secundarios para
aplicacbes em quimica analitica séo por absorcéo, emisséo, fluorescéncia e
difracdo (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2009).

RadiacGes, como a da faixa do visivel, contém muitos comprimentos de
onda que quando separado, gera um espectro continuo, diferente dos que séo
gerados pela radiagcdo x a qual promove a producdo de radiacdo com energia
especifica e caracteristica para cada elemento, sendo gerando o espectro de
linhas (BROWN, 2005).

Os raios-X, gerados por uma fonte, podem ser provenientes de
bombardeamento de um alvo metalico com um feixe de elétrons de alta energia,
pela exposicdo de uma substancia a um feixe primario de raios-X para gerar um
feixe secundario de fluorescéncia de raios-X, pelo uso de uma fonte radioativa
cujo processo de decaimento resulta na emissédo de raios-X, ou a partir de uma
fonte de radiacdo sincroton. (Figura 1) (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2009).

Fonte de excitagao
(Radioisotopo)

m—

Processamento
eletronico e
microprocessador

Raios-X Fluorescente
(Amostra)

Raios-X incidente AR
(Fonte)

-----

Amostra Intensidade M

Energia
(Espectro de Raios-X)

Resultados

Figura 1 Diagrama de bloco do processo padrdo de espectrometria de
fluorescéncia de raios-X de Energia Dispersiva
Fonte: (KALNICKY; SINGHVI, 2001)

O feixe de raios-X primario excita elétrons das camadas mais internas,

ejetando-os, independente do estado fisico ou quimico do elemento. Para suprir
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essa vacancia, imediatamente elétrons das camadas mais externas promovem
saltos quanticos que preenchem esses espacos e simultaneamente fluorescem
feixes de raios-X secundarios, caracteristico de cada elemento. Por fim, os fotons
gerados sdo captados pelo detector e convertidos em sinais elétricos. Essa
energia corresponde a diferenca entre as energias dos niveis e sub-niveis das

transi¢cOes eletronicas envolvidas (Figura 02).

——.— a3

Primario
(tubo)

foton de
raio-X

Raio-X

Figura 2 Representacdo esquematica do mecanismo de fluorescéncia de raios-x
de um atomo de ferro que conduzem a emissao de raios-X em Fe Ka
Fonte: (POTTS, 1992)

A resposta analitica do equipamento é em contagem por segundo, ou seja,
medida de intensidade baseada no ndmero de raios-X detectados em uma faixa
de tempo. Os Detectores utilizados na EDXRF sdo de Si(Li), Ge(Li) ou Ge
hiperpuro, estes sdo chamados de detectores de alta resolucédo devido sua alta

habilidade de separar diretamente os raios-X caracteristicos (MORAES, 2004).
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O detector é susceptivel de receber trés tipos diferentes de radiagdes:
radiacdo proveniente da amostra a qual o feixe primario foi filtrado, radiacéo
dispersa e radiacdo difratada. Uma radiacdo passa pela janela de berilio, esta
pode ser filtrada por um dos cinco filtros programaveis, depois de filtrada entra em
contato com a amostra. Parte da radiacdo antes de passar pelo filtro é dispersa
causando sinais indesejaveis de background e a radiacdo que também néo passa
pelo filtro pode ser difratada causando indesejaveis picos de difracdo. O detector
recebe a radiacao caracteristica emitida pela amostra (TURQUETTI, 2011).

O instrumento de fluorescéncia de raios-X de Energia Dispersiva é
composto por cinco componentes: a fonte, um dispositivo de selecdo de
comprimento de onda da radiacao incidente, um compartimento para a amostra,
um detector e um dispositivo de saida (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2009).

Amostras

o
b=

Trocador de 'E

Amostras QE? Posicéo de

medigio

e W
M \%itros
Detector
Si-Pin . -
"1??% o~ Tubo
- h

Pré-amplificador
e Amplificador

e Jub put ey
i (i p )

Figura 3 Esquema do Espectrémetro de Fluorescéncia de Raios-X, HV: energia,
MCA: analisador multicanal
Fonte: (TURQUETTI, 2011)
Na Figura 3 esta representando o esquema do espectrometro de
fluorescéncia de raios-X de Energia Dispersiva Minipal 4 da empresa PANalytical.
Uma fonte mais comum de raios-X € o tubo de raios-X, também

denominado de tubo de Coolidge. O tubo deve estar em alto vacuo com
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arquitetura consistindo de um catodo (filamento de tungsténio) e um anodo
volumoso (bloco pesado de cobre com alvo metélico como tungsténio, crémio,
cobre, molibdénio, rodio, escandio, prata, ferro ou cobalto, depositado na
superficie). A fonte permite gerar uma alta tensdo muito estavel capaz de
proporcionar um potencial de 40 a 100 kV no filamento de tungsténio, brilhando e
emitindo elétrons. Parte destes elétrons colide-se produzindo raios-X que passam
através de uma fina janela de berilio e incidem na amostra (JENKINS, 2000).

Segundo Skoog, Holler e Nieman (2002), a producdo de raios-X por
bombardeamento de elétrons € ineficiente pelo fato de apenas 1% da poténcia
elétrica ser convertida em poténcia radiante, os 99% restante sdo dissipados na
forma de calor. Entre os diversos equipamentos de raios-X diferem-se na fonte
em que sao gerados esses raios.

Os espectrometros de Fluorescéncia de raios-X de Energia Dispersiva
(EDXRF) diferem em alguns aspectos do equipamento de fluorescéncia de raios x
de comprimento de onda dispersivo (WDXRF). Este ultimo possui goniébmetro e
cristal mével, pode fazer medicbes sequenciais e ser mais sensivel para
elementos mais leves. O EDXRF faz medi¢Bes simultaneas com melhor resolucéo
e sensibilidade para elementos com massa molar mais alta, entre outras
diferencas (BROUWER, 2010). Espectrometros de fluorescéncia de raios-X,
segundo Skoog, Holler e Nieman (2009), possuem filtros e monocromadores que
tém a mesma funcdo que € estreitar uma faixa de comprimentos de onda. O
monocromador € composto de dois colimadores de feixe, que consiste
normalmente em uma série de placas de metal ou tubos que absorvem todos os
feixes de radiacdo exceto os feixes paralelos, e de um monocristal sobre um
gonidbmetro, ou placa rotatoria que permita a variacdo e medicdo precisa do
angulo entre a face do cristal e do feixe colimado incidido. Monocromadores
modernos para raios-X sdo monitorados por um software em que comanda a
movimentacdo mecanica do cristal e do detector de forma independentes sendo
capaz de varrer o espectro em aproximadamente 240° por minuto.

Constituintes da atmosfera absorvem radiacdo X mais longas do que 2 A,
por este motivo € empregado um fluxo de hélio nos compartimentos da amostra e
do monocromador quando sdo necessarios comprimentos de onda superior
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2009).
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Em equipamentos de raios-X sdo comumente utilizados trés tipos de
transdutores: transdutores a gas, contadores de cintilacdo e transdutores de
semicondutores. Transdutores de semicondutores ocupam lugar de maior
importancia no mercado como o detector de radiacdo X também chamado de
detectores de silicio (ou germéanio) com litio difundido.

No detector existe um cristal no qual ha trés camadas, uma camada mais
externa do tipo p que € recoberta com uma fina camada de ouro que possui
funcdo de fazer o contato elétrico, e coberta com berilio, que é transparente aos
raios-X, outra camada € de aluminio que recobre o silicio tipo n onde passa o
sinal de saida, este esta ligado a um pré-amplificador com funcéo de aumentar o
sinal em 10 vezes. O detector é formado pelo vapor de litio depositado na
superficie de um cristal de silicio dopado do tipo p. O cristal € aquecido a uma
temperatura entre 400°C e 500°C, assim o litio difunde no cristal, como perde
elétrons facilmente, sua presenca converte a regido do tipo p em uma regido do
tipo n. Ainda em alta temperatura é aplicado um potencial através do cristal,
provocando a saida dos elétrons da camada do litio e lacunas da camada tipo p.
Com a juncdo pn a corrente causa migragdo, ou difusdo, dos ions litio para a
camada p e a formacdo da camada intrinseca, em que os ions litio substituem as
lacunas perdidas por conducgédo. O detector deve ser resfriado para diminuir
toleravelmente o ruido eletrénico. O sinal do pré-amplificador é enviado para um
amplificador de resposta linear rapida onde sera processado o sinal de acordo
com a altura do pulso. (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2009)

A Fluorescéncia de Raios-X possui diversas vantagens: € uma técnica de
analise direta, evita intensa preparacdo de amostra, (MELLO et. al., 2012)
simples, rapida, de baixo custo de analise, os espectros sdo simples, € um
metodologia ndo destrutivo, pode ser feita analise multielementar de sédio a
uranio na tabela periodica, capacidade de andlise qualitativa e quantitativa, pode
operar com amostras liquidas ou sélidas, possui alta precisdo e alta exatidao
(NAGATA et. al, 2001). Porém, o intervalo de concentragdo de analise, que esta
relacionado com o limite de deteccdo, € de concentracdo entre 0,01 a 100%,
sendo inadequado para elementos leves e podem-se analisar elementos de
massa atdmica superior a do sédio (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

E muito comum a ocorréncia de efeito matriz que pode ser resolvido por

calibragdo com padrbes, uso de padrbes internos ou diluicAo de amostras e
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padrées. Pode haver também interferéncia espectral. Para contornar esse efeito,
€ possivel utilizar o processo de separacdo quimica, metodologias mateméticos
ou a escolha de uma linha espectral alternativa, mesmo que ndo seja o pico de
maior intensidade, mas que tenha uma boa intensidade na resposta analitica
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; NAGATA et. al., 2001).

A técnica de Fluorescéncia de Raios-X é uma o6tima ferramenta para analise
de elementos inorganicos, tem potencialidade de classificar e quantificar
compostos organicos de forma simultanea (ALEXANDRE, 2007). Segundo WEST
(1984) é possivel medir sulfatos, com deposicdo de filtros, utilizando o
espectrometro de fluorescéncia de raios-X de Energia Dispersiva.

Uma importante alternativa para diminuir o limite de quantificacdo da
Fluorescéncia de Raios-X € a separacdo quimica, como a pré-concentracao.
Existe pouca bibliografia com a técnica e na literatura ndo foi encontrada uma
metodologia combinada para andlise de metais tdxicos em solos, com
confiabilidade e validade, utilizando a Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-

X de Energia Dispersiva.

2.4 Pré-concentracao

Uma das etapas criticas do processo analitico € o preparo de amostra. A
partir de um procedimento adequado, conseguem-se melhores precisdes e
menores limites de deteccdo (MARTINS, 2012). Muitas vezes, é necessario
converter a amostra em uma forma adequada para proceder a analise, devido a
forma de introducdo de amostra no equipamento, complexidade da matriz e
interferéncias (KRUG, 2008).

Dentre as estratégias existentes de preparo de amostras, sao
estabelecidas metodologias de separacdo e pré-concentracdo que permitem
simplificar a matriz e eliminar ou minimizar o efeito de matriz e concomitantes
(BEZERRA, 2007). Tem-se como metodologias de pré-concentracdo a
coprecipitacdo, extracdo em fase sélida, extragdo em ponto nuvem e extracao em
fase liquida (KORN, 2006), que em prol da quimica verde desenvolvem-se de
forma miniaturizada, que atualmente, €& ainda mais explorada, como a

microextracdo dispersiva em fase solida, (PYTLAKOWSKA, 2016), sensores
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miniaturizados (VAN DE VELDE; D'’ANGREMONT; OLTHUIS, 2016),
microextracao em fase solida, nanoextragdo, microextracdo em fase liquida, entre
outras (OCANA-GONZALEZ, 2016).

A associacao entre a técnica de espectrometria de fluorescéncia de raios-x
com pré-concentracdo também vem sendo desenvolvida empregando a pré-
concentragdo em filtro de celulose (GORDEEVA?® et. al., 2002), em filtro de
celulose tratada em camada fina de parafina (GORDEEVA® et. al., 2003), por
cristalizacdo (EKSPERIANDOVA; MAKAROVSKA; BLANK, 1998), com silica gel
modificada (BELIKOV et. al., 1999), por precipitacdo e co-precipitacdo em
membrana (PENG et. al., 2012), pré-concentracdo em papel filtro modificado
(HASSAN et. al., 2014), extracdo em fase sdlida com nanotubos de carbono
(MANGUI?, et. al., 2013), com espuma de poliuretano (PEREIRA et. al., 2014).
Até a presente revisdo da literatura, ha quatro trabalhos que apresentam a
microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) com quantificagdo por EDXRF
(KOCOT; ZAWISZA; SITKO, 2012), (MARGUI®, et. al., 2010), (SITKO, et. al.,
2011) e (PYTLAKOWSKA,; SITKO, 2013), todos aplicados em matrizes aquosas.
Esses sdo estudos recentes, devido o inicio da utilizacdo desta técnica

juntamente com a metodologia de pré-concentracdo, DLLME.

2.4.1 Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME)

Devido a conscientizacdo em relacdo ao meio ambiente e sabendo dos
impactos ambientais provenientes de residuos laboratoriais, surge a tendéncia de
miniaturizagdo de procedimentos, como as microextragdes. Estas necessitam de
poucas quantidades de reagentes e amostras. O sistema de pré-concentracdo
conhecida como microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) é uma
metodologia de simples operacgao, rapida, de baixo custo, despende de pequenas
guantidades de amostra e solventes organicos, elevadas recuperacoes e fatores
de enriquecimento (BALIZA; GOMES; LEMOS, 2009).

A DLLME baseia-se em um sistema de solventes que contém um
complexante, um solvente dispersor miscivel em meio agquoso e um solvente de
extracdo (imiscivel em agua). Estes reagentes sao injetados rapidamente em uma

amostra contendo os analitos em meio aquoso. Em seguida essa mistura é
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centrifugada e os analitos enriquecidos na fase sedimentada s&o recolhidos e
determinados por diferentes técnicas analiticas. O solvente extrator precisa ser
capaz de extrair os compostos de interesse, ser mais denso e pouco miscivel na
agua. Quanto menor o volume de solvente extrator, maior serd o fator de
enriguecimento devido a reducdo do volume da fase rica. Parametros
significativos para a eficiéncia de extragdo sdo o solvente extrator e dispersor
adequado e os volumes destes (SARAJI; BOROUJENI, 2014) (REZAEE; YAMINI;
FARAJI, 2010).

2.5 Planejamento fatorial e otimizacao

Entre as estratégias disponiveis para condu¢cdo de uma pesquisa cientifica,
tem-se o planejamento fatorial e a otimiza¢do. Segundo Ferreira (2015, p. 17) “as
técnicas de planejamento de experimentos sdo ferramentas estatisticas
empregadas para planejar e otimizar experimentos. Geralmente, essas técnicas
estabelecem modelos matematicos passiveis de interpretacdo e validagao”.
Luzardo (2001) afirma que no planejamento fatorial € possivel controlar todos os
fatores que tem influéncia sobre a variavel dependente e fornece uma base para
desenvolver modelos matematicos com as condic¢des otimas.

Aplica-se um planejamento fatorial com o objetivo de identificar os fatores
gue tém influéncia sobre a resposta dentro do intervalo experimental escolhido,
bem como respectivas significancias. E necessario o conhecimento do
experimento de forma que minimize os efeitos dos fatores incontrolaveis e utilizar
a andlise estatistica para separar e avaliar os efeitos dos fatores envolvidos
(MILLER; MILLER, 2010).

A partir dos resultados obtidos de um planejamento fatorial, deve-se
otimizar as variaveis que apresentaram significAncia no experimento. Se houve
uma Unica variavel significativa, deve-se otimiza-la mantendo constante todas as
outras variaveis nas melhores condigbes encontradas e variando apenas a que
necessita de otimizag&o, posteriormente, constroi-se um grafico com as respostas
analiticas versus os valores otimizados, gera-se um modelo quadratico, aplicando
a primeira derivada desta funcdo obtida tem-se o valor de maxima resposta

analitica, ou valor 6timo. Se houver mais de uma variavel a ser otimizada,
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algumas das metodologias para otimizacdo das variaveis sdo: Matriz de Doehlet,
desenho composto central, planejamento Box Behnken entre outros. (FERREIRA,
2015; LUZARDO, 2001)

A partir da revisdo de literatura, pode-se observar que ndo foram
encontradas artigos com a utilizacdo da medicdo direta com o Espectrédmetro de
Fluorescéncia de Raios-X combinado a metodologia de microextracao liquido-
liquido dispersiva, assim como ndo foram encontradas metodologias com

confiabilidade e validade para quantificacdo de Co, Cr, Cu, Ni e Pb em solo.
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3.0 METODOLOGIA

O trabalho de pesquisa foi desenvolvido em duas etapas. Numa primeira
etapa, foram desenvolvidas as pesquisas do preparo de amostra, as analises
diretas qualitativas e quantitativas das amostras de solo, por Espectrometria de
Fluorescéncia de Raios-X de Energia Dispersiva, que permitiu obter as condi¢des
de operacdo do espectrometro e foram estabelecidas as curvas de calibracao
para cada metal e as condicbes analiticas a partir dos limites de deteccdo e
quantificacdo da técnica para cada elemento. Na segunda etapa, foi realizada a
otimizacdo do procedimento de pré-concentracdo baseada na microextracédo
liquido-liquido dispersiva complementando a primeira e garantindo a
determinacdo de concentracdes inferiores aos niveis permissiveis pela resolugéo
420 da CONAMA (2009) para medigbes com confiabilidade e validade usando a
EDXRF. As metodologias desenvolvidas foram validadas de acordo com as
recomendac¢des da IUPAC (THOMPSON; ELLISON E WOOD, 2002) e INMETRO
(DOQ-CGCRE-008, 2011), e aplicadas as analises dos ions de Cr, Co, Cu, Ni e
Pb em solos.

3.1 Preparacéao das amostras de solo

O solo utilizado como controle ou branco, foi coletado da camada mais
superficial até 20,0 cm de profundidade, armazenado em sacos de rafia com
capacidade de 60,0 kg, do municipio de Jaguaquara— Bahia, na Fazenda Hortifruti
Roque Martinelli. Este foi coletado para o estudo de bioacumulacdo de metais em
plantas de CORREIA (2017). O solo (Latossolo vermelho distrofico, arenoargiloso,
composto de em média 50% de areia e 35% de argila) foi peneirado para retirar
pedras e galhos, e autoclavado para eliminar microorganismos Vvivos.

Estas amostras foram separadas em uma placa de Petri, secas em estufa
de circulacdo forcada a temperatura de (103 £ 2)°C por quatro horas e mantidas
no dessecador até que atingisse temperatura ambiente e depois de estabilizada a
temperatura, foram armazenadas no laboratério a 20°C, e umidade abaixo de
50% (QUINAGLIA, 2006).
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3.1.1 Tamanho de particula

As amostras de solo secas foram trituradas em gral e pistilo de porcelana e
peneiradas em malhas Bertel com aberturas de 100, 115, 170, 325 e 400 mesh.
Avaliou-se a influéncia do tamanho de particula na intensidade de fluorescéncia

em contagens por segundo (cps).

3.2 Espectrometro de Fluorescéncia de Raios-X de Energia

Dispersiva

O Espectrometro de Fluorescéncia de Raios-X de Energia Dispersiva
utilizado foi o Minipal 4 da PANalitycal (Figura 4), equipado com trocador de
amostras com 12 posicfes, anodo do tubo de raios-X de rodio, janela de berilio
com espessura de 13 um e detector de Si PIN, poténcia maxima de 9 W, corrente
de 1 a 1000 pA e voltagem de 4 a 30 kV, filtros de Kapton (50 pm), Al fino (50
pm), Al (200 um), Mo (100 um) e Ag (100 pm).

Tr——————————

Figura 4 Espectrometro de Fluorescéncia de Raios-X MiniPal PANalytical 4

3.3 Determinagdo da massa de amostra para as analises

Pesaram-se massas de 0,2; 0,6; 0,8; 1,0; 1,4 e 2,0 g do material de referéncia
de sedimento (RM 8704 - Buffalo River Sediment — NIST) e observada a resposta
analitica para o chumbo ao decorrer do aumento de massa que foi adicionada ao
recipiente apropriado para analise por EDXRF (Figura 5), com pelicula de
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polipropileno, altura de 2,85 cm e diametros de 2,78 cm (interno) e 3,44 cm
(externo), nas condi¢Bes de corrente de 300 pA, poténcia de 30 kV, filtro de prata

e tempo de 60 s.

F
-

BR PhotoCollage

Figura 5 Recipiente com pelicula de polipropileno, altura de 2,85 cm e didametros de 2,78 cm (interno) e
3,44 cm (externo) apropriado para analise por EDXRF, o recipiente com solo e o espectrometro

3.4 Determinacao do tempo de incidéncia da radiagéo

Pesou-se (2,0 = 0,0001) g do material de referéncia (RM 8704 - Buffalo River
Sediment — NIST) e determinaram-se as contagens por segundo do elemento
chumbo em tempos de 1, 2, 3 e 5 min nesta amostra. Avaliou-se a influéncia da

variacdo do tempo na intensidade das medi¢des e definiu-se o tempo de analise.

3.5 Analise Qualitativa

Para analise qualitativa, (2,0 + 0,0001) g da amostra base seca
previamente seca, macerada, peneirada, adicionada em recipiente especifico e
realizada uma varredura dos elementos presentes na amostra com o
espectrometro nas seguintes condic¢des: Linha Ka, filtro <Ni-Ag> no tempo de 60
s. O filtro <Ni-Ag> tem energias de 30 KV, 300 pA e ambiente de ar atmosférico.

Os espectros foram analisados, tendo em vista 0s elementos que apresentam
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maior intensidade do pico, o majoritario e observando as linhas especificas dos

elementos interferentes e as intensidades das medi¢Ges desses.

3.6 Analise Quantitativa

3.6.1 Curvas de calibracao

Com o solo controle seco, macerado e peneirado com particulas de
tamanho de 170 mesh, foi pesado (2,0 + 0,0001) g em béqueres e acrescentado
padrées de Co, Cr, Cu, Ni e Pb de acordo com as concentra¢des de 0, 30, 60, 90,
120, 150, 180, 210, 240 e 270 mg kg™’ de cada elemento para o desenvolvimento
da curva de calibracio e com 1,0 mL de agua destilada para melhor
homogeneidade. Os béqueres foram novamente secos em estufa por uma hora,
posteriormente o solo foi transferido para os recipientes especificos para analise.
As medicdes foram feitas em triplicata e o software do espectrometro de
fluorescéncia de raios-x aplicou a deconvolucéo, que se trata de um algoritmo que

tem por objetivo melhorar a resolugéo da curva.

3.6.2 Limite de deteccéao e quantificacao

Os calculos de limite de deteccdo e limite de quantificacdo foram
calculados de acordo com os critérios da IUPAC (THOMPSON; ELLISON E
WOOD, 2002) e INMETRO (DOQ-CGCRE-008, 2011), nas quais apresentam as
seguintes formulas.

LD= X+t,4 1.4.S Equacao 1 LQ=Xx+10S Equacédo 2
Sendo: X = média dos valores dos brancos da amostra; t é a distribuicdo de t de
Student, de acordo ao tamanho da amostra e do nivel de confianca e, S =

desvio-padrao amostral dos brancos da amostra.
3.7 Microextracao Liquido-Liquido Dispersiva
Para o estudo do sinal analitico, foi utilizada a metodologia de Santos

(2016) com modificagdes. Em um tubo de ensaio com tampa, adicionou-se 5,0
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mL de solugéo padrdo com concentracées de 50 e 100 pg L™ de Co, Cr, Cu, Ni
e Pb, ajusta-se o pH com 1 mL de solucdo tamp&o borato de pH 7,32
(tetraborato de sodio decahidratado da marca Sigma-Aldrich), posteriormente
adiciona-se 100 pL do reagente complexante 2-(2- tiazolilazo)-p-cresol (TAC)
0,1% (Aldrich chemistry), que tem maior capacidade de complexar os
diferentes ions do trabalho, exceto o cobre que até a presente revisdo de
literatura ndo foi encontrado nenhum trabalho com a complexacdo TAC-Cu.
(LEMOS et al., 2015) (SAAVEDRA et al., 2013) (MOHAN; PITTMAN, 2006)
(CASSELLA et al., 2001). Entdo injetou-se rapidamente uma mistura binaria
(24:1) com 1,2 mL de metanol (Merck) (solvente dispersor) e 50 pL de
tricloroetileno (Synth) (solvente extrator). Posteriormente a solugdo foi
centrifugada, em centrifuga (SL-700 Solab), recolheu-se 40 pL da fase
sedimentada em 4 vezes de 10 pL e adicionou-se no suporte de filtro qualitativo
(J. Prolab) com espessura de 205 pm com maioria dos poros de 14 pm e
diametro de 4 mm. A placa de Petri, com o suporte, foi aquecida a temperatura
préoxima a 87°C, em placa de aquecimento (Solab), para secagem mais rapida
sem que haja perda de analito e levou-se para a deteccdo no Espectrémetro de
Fluorescéncia de Raios-X de Energia Dispersiva. Levou-se também o branco
do experimento (suporte solido puro e com 40 pL do solvente extrator). Os

experimentos foram feitos em triplicata.

3.7.1 Selecao do suporte solido

Para a selecdo do suporte sélido, aplicou-se o procedimento de pré-
concentragdo com a metodologia de microextracdo liquido-liquido dispersiva
previamente estabelecida, com a concentracdo de 50 ug L™ dos padrées de
Cr(ll), Co(ll), Cu(ll), Pb(ll) e Ni(ll) e adicionou-se em 5 tipos diferentes de
suportes solidos. O suporte denominado de 1 foi o papel que vem
acompanhado com as peliculas de polipropileno que servem como suporte
para a analise por EDXRF. O suporte 2 foi o papel quantitativo de filtracdo lenta
para precipitados grossos e gelatinosos (segundo o fabricante), (UNIFIL). O
suporte 3 foi o microfiltro de fibra de vidro GF-3 (MN Macherey-Nagel). O
suporte 4 foi a membrana HA em éster de celulose (nitrato 75 - 80% e acetato
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MILLIPORE). O suporte 5 € o papel filtro qualitativo (J Prolab). O suporte foi
posicionado no centro do suporte apropriado para deteccdo por EDXRF.

Para a avaliagdo dos resultados, realizou-se o teste estatistico de
comparacao multipla de médias de Duncan com o auxilio do pacote estatistico
STARTGRAPHICS Plus.

3.7.2 Destruicdo da matéria organica

Para aplicar a metodologia de pré-concentracdo desenvolvida, fez-se
necessaria a digestdo das amostras, aplicada a metodologia modificada da
Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA 3050B) para digestdo acida de
sedimento, lodo e solo.

Pesou-se 0,1 g da amostra de solo, adicionou-se em tubos de digestéo
com dedo frio com inicialmente 3 mL de acido nitrico e aqueceu-se a (101 + 5)
°C por trés horas, seguido de mais uma adicdo de 1 mL do &cido que
permaneceu em aquecimento por uma hora. Apos as adi¢cbes de HNO3; Merck
acrescentou-se a cada hora 1 mL de peroxido de hidrogénio por duas vezes.

Diluiu-se o digerido para 25 mL.

3.7.3 Otimizacdo da metodologia de pré-concentracao

De acordo com as condicbes e variaveis da metodologia de pré-
concentracdo fundamentada por Santos (2016) foi desenvolvido um
planejamento fatorial 23, sendo as variaveis independentes: pH, nos niveis de
5,5 e 8,5; volume do solvente dispersor (0,5 e 1,5 mL) e volume do solvente
extrator (20 e 60 pL), de acordo com a Tabela 1. A concentracdo do
complexante e volume foi mantida constante em 500 pL de TAC (0,1% m/v),
que garante a completa complexacdo dos metais em estudo. E a variavel

dependente é a intensidade de fluorescéncia em contagens por segundo (cps).
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Tabela 1 Planejamento fatorial 2° com as variaveis e os valores dos niveis pesquisados.

pH Solvente Dispersor (mL) Solvente Extrator (uL)
1 5,5 0,5 20
2 8,5 0,5 20
3 55 15 20
4 8,5 15 20
5* 55 0,5 60
6 8,5 0,5 60
7 5,5 15 60
8 8,5 15 60

*Do experimento 5 foram realizadas 3 replicatas para determinar a variancia do erro puro.

A partir dos resultados obtidos do experimento fatorial, realizou-se a

otimizacdo considerando uma unica variavel que se verificou significativa. O

processo de otimizacdo univariado foi realizado até encontrar um decaimento

da resposta analitica. Aplicou-se a primeira derivada da equacdo quadratica

obtida e calcularam-se as condicbes de 6timo para essa variavel em cada

metal. Posteriormente, aplicou-se a metodologia de desejabilidade global e

calculou-se a média geométrica dessa variavel para determinar as condi¢cdes
experimentais de 6timo global (FERREIRA, 2015; LUZARDO, 2001).

3.7.4 Avaliagédo de interferentes

Para a avaliacdo dos possiveis interferentes dos analitos neste sistema,

aplicou-se a metodologia desenvolvida e adicionou-se proporgdes de 1:1, 1:10
e 1:100 de analito e interferentes (Mg(ll), Mn(ll), Fe(ll), Zn(ll), Cd(ll), Al(Ill) e

Ca(ll)) e aplicou-se um teste de t de “student” para comparar médias

aparelhadas.

3.7.5 Validagéo

Para validar a metodologia desenvolvida, com as condi¢des oOtimas

globais, foram realizadas quatro replicatas do procedimento e aplicou-se um
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teste de t de “student” comparando os resultados experimentais com o valor do

Otimo teorico obtido pelo modelo.

3.7.6 Limite de deteccdo e quantificacdo para a pré-concentragcao

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados de
acordo com as seguintes equacdes, onde K é a sensibilidade expressa em
cps/ppm; B o background (média dos valores dos brancos da amostra) e t 0
tempo de incidéncia da radiacdo x na amostra. (PYTLAKOWSKA; SITKO,
2013; MELQUIADESP, 2007; ZAWISZA; SITKO, 2013; KOCOT, 2015)

~ 10 |B B
Equacao 3 LQ=? n Equacao 4
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise direta de solos por EDXRF

4.1.1 Determinagdo da massa de amostra

A determinacdo da quantidade da massa de amostra € importante, pois
este fator influencia na analise por EDXRF, quanto maior a massa maior a
possibilidade de absorcdo da radiacdo (MARGUI; QUERALT; HIDALGO, 2009).
Para determinar a massa de amostra, necessaria para as analises por EDXRF, foi
utilizado o material de referéncia RM 8704 — NIST — Buffalo River sediment. Para
avaliar os possiveis interferentes espectrais foi gerado o espectro qualitativo deste
material de referéncia estd exposto na Figura 6. Foram marcados todos os
elementos presentes nesse sedimento, segundo o certificado do material de
referéncia. Os elementos Cr, Co, Cu, Ni sdo quantificados nas linhas Ka e Pb na
linha La, correspondendo as linhas de energia 5,411; 6,924; 8,040; 7,471 e
10,550 KeV, respectivamente.

O certificado do material de referéncia (Tabela 19 em apéndice) mostra que
ha (150 + 17) mg kg™ de chumbo nesta amostra, o espectrdmetro computou 56
contagens por segundo deste elemento, porém, sabe-se que a linha Ka do
arsénio (10,530 KeV) causa uma interferéncia espectral na linha La, a mais
intensa, do chumbo. No material de referéncia ndo consta a presenca de cobre.

Alguns elementos sdo quantitativamente melhores de serem analisado em
filtros diferentes, devido ao material, a espessura, as energias e correntes em que
estes sao submetidos. Nas Figuras 7 e 8 apresentam-se 0s espectros qualitativos
do material de referéncia nos filtros <Ni-Ag> e <CI-V> respectivamente e observa-
se gque as contagens por segundo do ferro no filtro <CI-V> apresentam valores
préximos de 1600 cps diferente deste mesmo elemento no filtro <Ni-Ag> que
apresenta contagens de 180 cps. Os diversos analitos deste trabalho séo
melhores identificados no filtro <Ni-Ag>.
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Figura 6 Espectro qualitativo de Fluorescéncia de raios-x do material de referéncia RM 8704 - NIST, analisado com filtro de prata <Ni-Ag> (amarela), 30 kV,

300 pA, tempo de 60 segundos; com filtro de aluminio fino <CI-V> (azul), 12 kV, 550 pA e na abertura <Na-S> (roxa) 4,0 kV, 2 pA
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Figura 7 Espectro qualitativo de Fluorescéncia de Raios-X do material de referéncia RM 8704 — NIST analisado com filtro de prata <Ni-Ag>, 30 kV, 300 uA, tempo de

60 segundos
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Figura 8 Espectro de Fluorescéncia de raios-X do material de referéncia RM 8704 — NIST analisado com filtro <CI-V> de aluminio fino, 12 kV, 550 uA
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Na Figura 9, mostra-se a relacdo entre as quantidades de massa de
material de referéncia e a resposta analitica para o chumbo. Como previsto, com
0 aumento da massa de amostra acrescenta também a resposta analitica até que
nao haja diferenca significativa nas intensidades.

A equacdo 1 foi obtida da curva de variacdo de massa da amostra.
Aplicando a primeira derivada da equacéo, tem-se o extremo em 1,55. Porém, a
intensidade de fluorescéncia é maior em 2 g, entao ficou definido em utilizar uma
massa de (2,0 £ 0,0001) g de amostra sendo possivel conseguir adequada
intensidade na resposta analitica. Um comportamento semelhante foi encontrado

por Margui et. al. (2006) e Margui (2009) em amostras vegetais.

0,8 4

0,4

Intensidade (cps)

0.0 - T - T

Massa (g)

Figura 9 Influencia de diferentes quantidades de massa do material de

referéncia RM 8704 — NIST na intensidade da medicé&o, analisado com

filtro <Ni-Ag> de prata, 30 kV, 300 pA, tempo de 60 s para o elemento
chumbo e n=3.

-0,0260-1,546x

y=8,64e Equacao 5

4.1.2 Tamanho de particula

Para o estudo do tamanho de particula, foi utilizado o solo controle
(Latossolo vermelho distréfico, arenoargiloso, composto de em média 50% de
areia e 35% de argila) com espectro qualitativo representado na Figura 13.
Comparando-o com o espectro do material de referéncia, podemos destacar a

linha Ka do ferro que se mostra muito intensa nas duas anélises. No material de
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referéncia, observa-se que o Fe possui concentracdo menor do que a do aluminio
(Tabela 19 em apéndice) e o pico mais intenso (Figura 7), representando a maior
sensibilidade do espectrdbmetro para este metal, sendo possivel também a
ocorréncia de interferéncia entre elementos (CHRISTENSENT; PIND, 1981).

Na linha Ka do cobalto (6,924 KeV) no solo controle, apresenta um pico
intensidade representativa. Esta intensidade pode ser consequéncia de
interferéncias com outros elementos.

Em relacdo ao tamanho de particula, também existe uma grande influéncia
com a intensidade em contagem por segundo medida na fluorescéncia de raios-x
de Energia Dispersiva. Omote, Kohno e Toda (1995) relatam e Margui, Queralt e
Hidalgo (2009) afirmam que € possivel obter resultados constantes nas
intensidades com tamanho de particulas menores de 710 um (25 mesh) para
amostras de material vegetal. Na Figura 10 mostra-se o comportamento do

experimento executado.
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Figura 10 Influéncia do tamanho de particula na intensidade de fluorescéncia, n=3

Foi aplicado um teste de andlise multipla de médias com pacote estatistico
STATGRAPHICS.PLUS V.5.1 do resultado da avaliacdo do tamanho de particula ,
e verificou-se que nao ha diferenca significativa entre os tamanhos de particula de
170 mesh e os de tamanhos menores com um nivel de confianca de 95%.

Para confirmar o resultado mostrado na Figura 10, foram construidas duas
curvas de calibracdo com limite linear de 270 mg kg™ com tamanhos de particulas
de solo, menores do que as sugeridas por Omote, Kohno e Toda (1995) e
confirmada por Margui, Queralt e Hidalgo (2009), de 100 mesh (150 um) e 170
mesh (90 um), como mostra as Figuras 11 e 12. De acordo com os resultados das
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curvas de calibracdo realizada, pode-se verificar que o coeficiente de correlacéo

entre os pontos de concentragbes crescentes, com amostra de tamanho de

particulas de 100 mesh, nado foi aceitavel, enquanto com particulas de 170 mesh

de tamanho obteve-se um coeficiente de correlacdo de 0,9996, considerado como

satisfatorio. Encontram-se resultados discordantes em relacdo ao relatado por

este autor como pode ser observado, ele afirmaram que com tamanhos de

particulas de 25 mesh ja é satisfatoria a quantificacdo. Porém a resposta analitica

melhora significativamente com a reducdo do tamanho de particula alcancando

valores mais aceitaveis em solo a partir de 170 mesh (90 pum). Diminuindo o

tamanho de particula, aumenta-se a representatividade da amostra.

Rearr [Pb cps)
1?f5 Zﬂrﬂ szﬁ 25(5 ZTFS 3Bﬁﬂ 32(5 3EFZ 3?ﬁ5 45“8 42f5

D=-R,#12649
E=0, 8818887

k=@, A143B85
AM5=51, 36973
Cor=0, 846672
S-C=18-2

1 28 3 48 o8 eB 3 ®E 99 1g@ 118 128

190 168 178 18 199 6@ 2l 2@ 230 248 258 266

Figura 11 Curva de Calibracdo de Pb tamanho de particula de solo de 100 mesh, onde onde D é o
intercepto (coeficiente linear), E a inclinagdo (coeficiente angular), K o fator de calibragdo, RMS o erro
padrdo, S numero de amostras, S-C grau de liberdade e Cor € o coeficiente de correlagéo.
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Figura 12 Curva de Calibracdo de Pb tamanho de particula de solo de 170 mesh, onde D é o intercepto
(coeficiente linear), E a inclinac&o (coeficiente angular), K o fator de calibracdo, RMS o erro padréo, S
numero de amostras, S-C grau de liberdade e Cor é o coeficiente de correlagao.
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Figura 13 Espectro qualitativo do solo controle com elementos do material de referéncia marcados nos trés filtros
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Figura 14 Espectro qualitativo do solo controle, filtro <Ni-Ag>, 30 kV, 300 uA, tempo de 60 segundos
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4.1.3 Tempo de incidéncia da radiagcéo

Para determinar o tempo de analise da metodologia, foi desenvolvido o
estudo dessa variavel de 1 a 5 minutos, como mostra a Tabela 2. Esperava-se
que ao aumentar o tempo de incidéncia da radiacdo-x na amostra, aumenta-se
também a resposta analitica; porém, houve uma oscilagdo nas respostas. Foi
aplicado o teste de andlise multipla de média de Duncan e concluido que nao ha
diferenca significativa entre as intensidades das medi¢cdes no tempo entre um e
cinco minutos ao nivel de confianca de 95%, definindo-se em utilizar um minuto
que é o menor tempo por analise, mesmo sabendo que ao aumentar o tempo

diminui a variabilidade das medicges.

Tabela 2 Avaliagdo da influéncia do tempo de incidéncia da radiacao no material de referéncia
para a linha La do chumbo.

Resposta
Tempo .
analitica, cps
1 minuto 47,797 £ 1,216
2 minutos 48,162 + 0,636
3 minutos 49,169 + 0,410
5 minutos 48,626 + 0,301

4.1.4 Andlise Quantitativa em amostras de solo em p6

As curvas de calibracdo multielementar desenvolvidas sdo apresentadas
na Figura 15. Para o cobre e o chumbo, as curvas de calibracdo obtiveram
linearidades apropriadas, com valores de coeficientes de correlagbes superiores a
0,99, porém o cobalto apresentou uma linearidade menor, com um coeficiente de
correlacdo de 0,964. Dois dos cinco elementos tiveram resposta analitica com
correlacao negativa conforme o aumento das concentragdes. Com o aumento das
concentracdes de niquel e cromo, observa-se a diminuicdo da resposta analitica,
consequéncia do fenémeno de absorgéo do sinal de emisséo. Isso ocorre devido
interferéncia interelementos (BOS; BOS; LINDEN, 1993) (SCHIMIDT; BUENO;
PROPPI, 2002) (NAGATA; BUENO; PERALTA-ZAMORA, 2001). Essa
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interferéncia ocorre entre elementos com numeros atdbmicos proximos. Sendo

assim, foram desenvolvidas duas curvas de calibragdo multielementar, uma com

Cr, Ni e Cu e a outra com Cr, Ni e Co. Os coeficientes de correlacdo acima de

0,990, comprovando que esses elementos ndo interferem entre si.

D=-8,BA2371
E=0, BRA3873

Reorr [Ph cps)
18 24 36 3% 42 4 4 68 6 2

12
)

k=@, BA3853
RM5=12,59371
Cor=@, 333338

199 14 15@ 168 178 169 199 2P@ 2ip 228

C (Pb ppm)

18 28 da 48 S8 6@ cp g8 98 16p il@ 128

70 298 5P 26M

D=A, BA136468
E=0, 6RA3778

2 24 27

19

is

Reorr (Cu cps)
12

k=6, 882591
RI15=8, 834283
Cor=@, 336034

199 14 15@ 168 178 169 199 2P@ 2ip 228

C (Cu ppm)

18 28 da 48 S8 6@ cp g8 98 16p il@ 128

70 298 5P 26M

D=-8,R897915
E=0, BRA2662

Reorr [Co cps)
460 48R 432 Sp4  Si6 528 S4@ 552 G5E4 SR 5o9

k=6, 883138
RM5=31,34129
Cor=@, 364333

199 198 15@ 168 178 169 199 2p@ oip  22m

C (Co ppm)

18 28 Jda 48 S8 6@ 7w om 98 16p  ilm 128

70 298 2% 26m

Figura 15 Curvas de calibragdo multielementar de Co, Cr, Cu, Ni e Pb, onde D € o intercepto (coeficiente
linear), E a inclinagcédo (coeficiente angular), K o fator de calibragdo, RMS o erro padrdo, S niamero de

amostras, S-C grau de liberdade e Cor é o coeficiente de correlagao
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Figura 16 Estudo da interferéncia Interelementos Cr-Cu-Ni, onde D é o intercepto (coeficiente linear), E a
inclinacao (coeficiente angular), K o fator de calibragdo, RMS o erro padréo, S nimero de amostras, S-C grau
de liberdade e Cor é o coeficiente de correlagéo

Ao combinar o cobalto ao cromo e niquel (Figura 17), pode-se observar
que a curva do cobalto apresenta coeficiente de correlacdo de 0,976. Para o

niquel e o cromo foi observado novamente o comportamento decrescente na

54



linearidade das curvas de calibracdo, a correlacéo foi negativa, e principalmente
para 0 cromo, 0s pontos da curva mostram-se extremamente desconexos entre si,
comprovando que o cobalto € o elemento que promove o fenbmeno de absorcéo

de sinal, interferindo na quantificacdo de cromo e niquel por EDXRF.
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Figura 17 Estudo da interferéncia Interelementos Cr-Co-Ni, onde D é o intercepto (coeficiente linear), E a
inclinagao (coeficiente angular), K o fator de calibracdo, RMS o erro padrdo, S nimero de amostras, S-C grau de
liberdade e Cor € o coeficiente de correlagéo

Considerando essa interferéncia, foram desenvolvidas as curvas de
calibracdo do elemento Co separadas dos demais Cr, Cu, Ni e Pb (Figura 18).
Pode-se observar que todas obtiveram coeficientes de correlacdo acima de 0,980.
O cromo e niquel apresentaram os menores coeficientes de correlacdo dentre
estes elementos, isto se deve a possivel interferéncia entre Cr-Fe-Ni
(CHRISTENSENT; PIND, 1981) (BOS; BOS; LINDEN, 1993), em tanto que o solo
utilizado como controle apresentou uma quantidade de ferro na analise qualitativa

gue mostra uma expressiva quantidade de contagens por segundo.
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Figura 18 Curvas de calibracdo de solo de Cr, Cu, Ni e Pb e curva de calibragcdo de Co, onde D é o
intercepto (coeficiente linear), E a inclinagdo (coeficiente angular), K o fator de calibragcdo, RMS o
erro padrdo, S numero de amostras, S-C grau de liberdade e Cor é o coeficiente de correlagéo

Na Tabela 3 sdo mostradas as caracteristicas analiticas obtidas das curvas
de calibracao de analise direta de solo. As condi¢des analiticas permaneceram as
mesmas desde o inicio do trabalho como descrita na metodologia. Como visto, 0s
coeficientes de variacdo apresentam valores aceitaveis, sendo 0s maiores para o
cromo e o niguel com medidas de 11,88 e 14,15 % respectivamente. O mesmo
aconteceu com seus coeficientes de correlacdo. Concordando com a publicacao
de Bernick e colaboradores no ano de 1995, estes afirmam o alto limite de
deteccdo obtido para o elemento cromo e experimentalmente verificado por
Almeida et. al em 2011 que entre os analitos estudados, o limite de deteccéo do

cromo foi o maior.
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Observa-se que o0s interceptos encontraram-se proximos do zero. De
acordo ao resultado do teste de Youden (MILLER, MILLER, 10), ndo existe

diferenca significativa do intercepto com a origem. Os limites de deteccéo,
calculados de acordo com os critérios da IUPAC (THOMPSON; ELLISON e

WOOD, 2002), apresentam valores altos, mas viaveis para quantificacdo dos

elementos em mineracdo, solos contaminados, agricolas, residenciais ou

industriais em concentragfes permissiveis pelo CONAMA 420/2009. Entretanto,

fez-se necessario uma metodologia complementar de pré-concentracdo, para que

seja possivel a quantificacdo destes elementos quando presentes em

concentragdes abaixo dos limites de deteccdo desta primeira metodologia.

Tabela 3 Caracteristicas analiticas da analise direta

Co Cr Cu Ni Pb

Coeficiente de Correlagéo 0,9917 0,9893 0,9926 0,9822 0,9987

LD (mg kg™ 22,268 41,646 23,057 13,061 3,193

LQ (mg kg™ 74,228 138,821 76,857 43,537 10,643

Sensibilidade (cps/ppm) 0,622 0,0438 0,126 0,0852 0,278
Faixa linear (ppm) 74-270 139-270 77-270 44-270 11-270

Coeficiente de variagcdo 9,64 11,88 8,64 14,15 3,91

Intercepto -0,04189 -0,10008 -0,00269 -0,01011  -0,00567
Inclinagao 0,000161 0,002286 0,000796 0,001173  0,00036

LD: Limite de deteccéo; LQ: Limite de quantificagao;
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4.2 Resultados da otimizacdo do procedimento de pré-concentracao

para quantificacdo de metais por EDXRF

4.2.1 Intensidade de fluorescéncia (cps)

O conhecimento da intensidade de fluorescéncia na linha espectral
correspondente ao elemento é necessario para saber se esses elementos sédo
possiveis de serem determinados, nas condi¢cdes previstas de trabalho, pela
técnica analitica em estudo. Dessa forma, foi aplicada a metodologia
desenvolvida por Santos (2016) e destinou-se a fase rica sobre um suporte de
papel filtro. Analisou-se o suporte (papel filtro qualitativo (J Prolab)), o suporte
com o solvente extrator, o branco e com padrdes de 50 e 100 pg L™ no
espectrometro EDXRF para avaliar se ha interferéncia do solvente extrator e se
0s analitos apresentam intensidades crescentes ao aumentar a concentracao
deste.

Na Figura 19 mostram-se os resultados do estudo da intensidade de
fluorescéncia do sinal analitico em contagens por segundo (cps). Pode-se
observar que as intensidades sao proporcionais as concentracdes dos padroes,
exceto para o Cr (VI) que ndo complexa quantitativamente com o TAC. Devido a
isto, foi utilizado o padrao de Cr (lll) para continuacdo do estudo. Com estes
resultados, foi aplicado o teste t de “student” para comparar as médias do suporte
puro e com adicdo do solvente extrator para cada elemento, e a partir disto pode-
se inferir que o solvente extrator ndo interfere na analise devido o seu valor de
intensidade nao ter diferenca significativa do valor da intensidade do suporte puro

como mostra a Tabela 4 com um 95% de confiabilidade.

Tabela 4 Valores do teste t de "student" para comparar médias das intensidades do suporte com e
sem solvente extrator, seguido o valor de t critico, no qual t tabelado menor do que t critico, ndo ha
diferenca significativa.

Valor de T Valor de T tabelado
calculado (95%)(n-1)

Cr 0,56

Co 0,24

Ni 0,28 4,31

Cu 0,27

Pb 1,26
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Suporte com Branco

M Suporte com 50 pg/L

Intensidade (CPS)
o = N w H (9] (o)} ~ [0l [(e}

m Suporte com 100 pg/L

Cr Co Cu Pb Ni

Elemento quimico

Figura 19 Estudo inicial da intensidade de fluorescéncia e viabilidade do estudo com os analitos

4.2.2 Selecao do suporte solido

Para a selecdo do suporte sélido (Figura 20), foi aplicado o teste estatistico
de comparacdo multipla de médias de Duncan e assim determinar os melhores
suportes solidos em questdo, para quantificar os analitos, como destacados em
vermelho na Tabela 20 em apéndice. Pode-se observar nas Tabelas de 21 a 25
(em apéndice) nos resultados do teste de Duncan, que para todos os elementos
em estudo os melhores resultados foram obtidos com o suporte 3, seguido de
algumas excec¢des que além deste suporte poderia ser utilizado outros.
Finalmente, conclui-se em utilizar o suporte trés (3), de fibra de vidro. Feito isso,
foi aplicado um planejamento fatorial para verificar quais das varidveis devem ser
otimizadas.

Até o momento, as referéncias encontradas que utilizam a técnica de
EDXRF e o metodologia de DLLME utilizam o filtro Milipore. Para este trabalho, o
filtro mais adequado foi o de fibra de vidro. Segundo Sitko e colaboradores (2011),
o disco do suporte solido deve se manter com uma area suficientemente

pequena, caso contrario, sé parte dos elementos sera analisada.
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Figura 20 Avaliagao do suporte sélido, n=3.

4.2.3 Planejamento Fatorial 2°

A Tabela 5 apresenta as respostas analiticas obtidas do planejamento

fatorial 2° e o desvio padréo das medidas.

Tabela 5 Intensidade de fluorescéncia do planejamento fatorial seguido do seu desvio padrdo para
0s respectivos elementos com 3 graus de liberdade nas medi¢des

Experimento Cr (cps) Co (cps) Ni (cps) Cu (cps) Pb (cps)
1 1,549 + 0,245 1,232 £ 0,312 5,359 0,237 1,543 £ 0,102 1,373 £0,358
2 1,206 + 0,056 1,501 £ 0,524 6,072 + 0,364 2,951+0,431 2,137 +0,251
3 1,376 + 0,255 0,768 + 0,080 4,465+0,283  1,195+0,540 1,429 +0,126
4 1,321 £ 0,135 0,857 + 0,020 4,442 + 0,296 1,423 £ 0,467 1,493 + 0,346
5 1,765 + 0,252 1,999 + 0,380 6,857 £+ 0,686  2,983+0,518 1,505+ 0,265
6 1,453 + 0,065 1,674 £ 0,307 5,744 + 0,093 2,758 £ 0,215 2,672+ 0,230
7 1,531+ 0,133 1,731 £ 0,302 7,040 = 0,553 2,490+0,308 1,760+ 0,318
8 1,061 £ 0,244 1,981 +£0,121 6,191 + 0,291 3,188 £ 0,298 2,797 + 0,079
Variancia do
0,00076 0,0341 0,01248 0,09990 0,01824

erro puro

Com estes resultados, executou-se o teste de Fisher (LUZARDO, 2001,
cap. 15) desenvolvido com auxilio do pacote estatistico STATGRAPHICS.PLUS

V.5.1, que resultou a nédo significancia das variaveis para determinacao de cromo
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e cobalto. Para niquel e cobre, a variavel significativa foi o solvente extrator com
favorecimento ao nivel alto. As varidveis significativas para Pb foram o pH e o

solvente extrator ambos ao nivel alto, como mostra na Tabela 6.

Tabela 6 Resumo das significancias das variaveis

Cr Co Ni Cu Pb

N.S N.S  B3(+0,697) B3(+0,51) B1(+0,379) e B3(+0,288)

N.S: Nao houve variavel significativa; B1: pH; B3: Solvente extrator; (+) ou (-): Os niveis de suas

significancias

Assim, conclui-se que para a otimizacao, deve-se fixar o pH em 8,5, pois
do elemento em que o pH foi significativo, o nivel alto é favorecido, fixar o
solvente dispersor em 500 pyL para menor gasto de reagente, e desenvolver a
otimizagdo univariada do solvente extrator que foi a variavel significativa

favorecendo o nivel mais alto a partir de 50 pL.

4.2.4 Otimizagdo do solvente extrator

Para a otimizagdo do solvente extrator, foi executado o procedimento de
microextracdo liquido-liquido dispersiva como descrito anteriormente, e no
momento da injecdo da mistura binaria, foram variados os volumes de solvente
extrator com 50, 60, 70, 80 e 90 pL. Todos os experimentos foram executados em
triplicata. Nas Figuras 21, 22, 23, 24 e 25 sdo apresentados os graficos com as
respostas analiticas e os desvios padrao de cada ponto para cada elemento.
Pode-se observar que os graficos apresentam uma regido de maximo préoxima em
sessenta microlitros. Dos resultados foram desenvolvidas analises de regresséo
nao linear, com o pacote estatistico Curve Expert Professional, cujas equacdes

sdo mostradas na Tabela 7.
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Figura 21 Variagao da intensidade do sinal com o aumento do solvente extrator para Cr
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Figura 22 Variag&o da intensidade do sinal com o aumento do solvente extrator para Co
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Figura 23 Variacdo da intensidade do sinal com o
aumento do solvente extrator para Ni

Figura 24 Variagdo da intensidade do sinal com o
aumento do solvente extrator para Cu
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Figura 25 Variagdo da intensidade do sinal com o aumento do solvente extrator para Pb

Tabela 7 Modelos de regressédo néo linear dos elementos e suas correlacdes

Elemento Equacéo Correlacao (r?)

—4,633.10° + 1,207.10°r

Cr = 0,996
1+ (—6,394.1037) + 5,143.10272
—2,203.107 + 4,414.10°
Co V= ,203.10° + 4,414.10% 0,8819
1+ (—1,038.1057) + 2,084.10372
Ni V =5,649 + 3,991.10'cos (3,142.1071r + 8,882.10719) 0,9027
Cu V =3,186 + 3,324.10" ' cos(3,142.10"r + 8,882.10719) 0,9027
Pb V =2,291+ 3,472.107* cos(1,190.107r + (—1,219)) 0,9999

V: volume; r: resposta analitica (cps)

Para confirmar o valor 6timo, calculou-se a primeira derivada nestas
equacdes, e obteve-se o valor do extremo que logo permitiu calcular o volume
do solvente extrator em gque apresentou o maximo de contagens por segundo
para cada elemento. Pode-se observar na Tabela 8 que os volumes
encontrados como Otimo sédo diferentes para cada elemento embora com
valores muito proximos. Devendo definir um volume que favoreca a extracao de
todos os elementos concomitantemente, foram calculadas as médias aritmética
e geométrica dos valores 6timos. Com base no principio da desejabilidade
global (GIORDANO et. al., 2013), foi escolhido o volume de 60 pL como volume
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otimo de solvente extrator para a pré-concentracdo dos elementos metalicos

estudados.

Tabela 8 Volume referente a maxima intensidade de fluorescéncia para cada elemento em
questao

Volumes de maximo obtidos
pelos modelos

Cr 69,70
Co 52,16
Ni 58,01
Cu 58,17
Pb 63,02
Média aritmética 60,21
Média geométrica 59,93

Com as variaveis otimizadas, desenvolveu-se as curvas de calibracdo da
metodologia de pré-concentracdo que ficam salvas no software do

equipamento (Figura 26).
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Figura 26 Curvas de calibracdo da metodologia de pré-concentracdo, onde D é o intercepto, E a
inclinagao, K o fator de calibragdo, RMS o erro padrao, S niumero de amostras, S-C grau de
liberdade e Cor € o coeficiente de correlagao
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425 Estudo de interferentes

O estudo dos interferentes foi feito adicionando individualmente um
possivel interferente frente aos analitos e submetidos a metodologia
desenvolvida, os resultados estdo apresentados na Tabela 9.

Para verificar-se se houve interferéncia entre o0s elementos na
determinacdo dos analitos, foi feito o teste t de student entre o experimento
com interferente e o experimento sem interferente em limites de relacdo 1:10 e
1:100 (volume de analito: volume de interferente). Como visto na Tabela 9,
elementos como Co e Cu sofrem interferéncia do zinco em concentracéo de 10
vezes o interferente, como na mesma propor¢cédo o cadmio interfere na anélise

do niquel.

Tabela 9 Limites maximo de ions interferentes na determinacao de Cr, Co, Ni, Cu e Pb na
concentracdo de 50 ug L™.

) Analito
lon
Cr Co Ni Cu Pb

Mg2+ 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100
Mn?* 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100
Fe® 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100
Zn* 1:100 1:10 1:100 1:10 1:100
cd* 1:100 1:100 1:10 1:100 1:100
Al 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100
ca® 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100

Proporcéo de analito:interferente, ex: 1(Cr) para 100(Mn)
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4.2.6 Validacao

Para validar internamente a metodologia,

foi desenvolvido o

procedimento com todos os parametros otimizados de acordo com a Tabela 10.

Tabela 10 Condic¢des do procedimento de microextragéo para 0s experimentos

Analitos

Cr(ll), Co(ll), Cu(ll), Pb(Il) e Ni(ll)

Concentracéo dos analitos (ug L™)

1 mL de Tampéo

Volume de complexante (pL)
Volume do solvente dispersor (uL)
Volume do solvente extrator (uL)

Volume recolhido (fase rica) (L)

Aguecimento

Suporte para anélise por EDXRF

50

Borato (8,5)

500 +5
500 +5
60+1,5
40+0,8

87 +10°C

Suporte 3 — Microfiltro Fibra de vidro GF-

3 Macherey-Nagel

Foram efetuadas 4 repeticdes do procedimento metodolégico, para sua

validacdo expressando a média, desvio padrdo e coeficiente de variacdo na

Tabela 11. Observa-se que o coeficiente de variacdo para o cobalto é o maior

bY

comparado com 0s outros elementos, possivelmente devido a interferéncia

entre elementos confirmada neste trabalho, porém menos acentuada devido a

menor concentra(;éo.

Tabela 11 Valores de concentracdo (ug L™) obtidos nas analises para avaliacdo

da precisao.
Cr Co Ni Cu Pb
BRANCO 1,578 1,74 4,066 1,282 1,505
Replicata 1,646 3,074 5,380 3,348 2,789
Replicata 1,715 3,159 5,135 3,191 2,368
Replicata 1,810 2,610 6,139 3,278 2,814
Replicata 1,998 3,425 6,080 3,273 2,982
Média 1,792 3,067 5,683 3,272 2,738
Desvio 0,153 0,339 0,502 0,064 0,261
Coeficiente de

8,523 11,065 8,842 1,962 9,542

variacao (%)
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Para validar os valores 6timos da metodologia, foi aplicado o teste T de
student, e verificou-se que nao houve diferenca significativa entre os valores do
experimento e o valor predito pelos modelos matematicos, pelo fato dos valores
de T calculado serem menores do que o T tabelado em niveis de confianca de

95%, apresentado na Tabela 12.

Tabela 12: Resultados da validagdo comparando o valor experimental como valor obtido do
modelo com 95% de confiabilidade.

Valor predito Valor do T tabelado
Elemento _ T calculado

pelo modelo experimento (95%)(n-1)
Cr (ug L™ 1,793 1,837 0,594
Co (ug L™ 3,495 3,223 1,337
Ni (ug L™ 6,048 5,899 0,517 3,18
Cu (ug L™ 3,518 3,571 0,175
Pb (ug L™ 2,616 2,807 1,563

Como né&o houve diferencga significativa entre o valor predito pelo modelo
e o valor do experimento, segundo o teste estatistico aplicado, tem-se entédo
avaliada a exatiddo da metodologia de microextracdo liquido-liquido para
quantificacdo de Cr, Co, Cu, Ni e Pb por Fluorescéncia de Raios-X de Energia

Dispersiva.

4.2.7 Caracteristicas analiticas

A Tabela 13 contém as caracteristicas analiticas da metodologia de pré-
concentracdo desenvolvida. Uma curva de calibracdo, sem pré-concentracao,
com adicao direta de padrao no suporte sélido (figura 33 em apéndice), foi feita
com o objetivo de calcular o fator de enriquecimento.

Podem-se observar na Tabela 13, que os valores de coeficientes de
correlacdo estdo acima de 0,98 e as sensibilidades sé&o representativas. Os
fatores de pré-concentracdo sdo altos, os coeficientes de variacdo estao
abaixo de 16,62%, valor aceitavel devido a sequéncia de operacdes realizadas
para obter o produto final da metodologia. De acordo com o teste de Youden
nao ha diferenca significativa entre o intercepto e a origem do grafico. Os

limites de detecc¢ao alcangcados sdo valores muito baixos, podendo acrescentar
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esta técnica analitica em determinacdo de metais traco em diversas amostras

ambientais.

Tabela 13 Caracteristicas analiticas da metodologia de pré-concentragao

Co Cr Cu Ni Pb
Ceficiente de
0,9879 0,9781 0,9914 0,9973 0,9951
Correlacéo
LD (ug L™ 1,957 1,647 0,551 3,809 0,982
LQ (ug L™ 6,52 5,48 1,84 12,68 3,27
Sensibilidade
24,5 27,0 62,5 44,7 33,9
(cps/ppm)
Faixa linear
1 6,52 -50,0 5,48- 40,0 1,84-50,0 12,68-50,0 3,27-50,0
(Mg L)
Coeficiente de
_ 11,7 16,62 11,42 5,23 7,14
Variacao (%)
Intercepto -0,00001 0 0 -0,00001 0
Inclinacao 0,000004 0,000004 0,000002 0,000002 0,000003
FE 58 158 90 69 78

LD: Limite de detec¢do; LQ: Limite de quantificacdo; FE: Fator de Enriquecimento

Da revisao de literatura realizada, foram encontrados trés trabalhos com
a combinacdo DLLME-EDXRF (Tabela 14) e um DLLME-TXRF. Todas as

metodologias desenvolvidas foram aplicadas em agua e o suporte solido foi

filtro Milipore. Neste trabalho, o suporte foi de fibra de vidro com aplicagcdo em

amostra de solo. Os fatores de pré-concentracdo apresentadas pelos autores,

foram FE tedricos, diferente deste trabalho que o fator de enriquecimento

experimental, o qual foi calculado pela divisdo das sensibilidades de uma curva

sem pré-concentracdo e a pré-concentrada.

Os limites de deteccdo da metodologia desenvolvida sado equivalentes

ou maiores do que os LD dos trabalhos anteriores, como por exemplo, o cobre

no presente trabalho obteve LD de 0,55 ng mL™, valor menor do que o obtido

por Pytlakowska e Sitko em 2013, 1,7 ng mL™*. O mesmo aconteceu com o
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chumbo, Kocot, Zawisza e Sitko em 2012 alcancaram LD de 3,9 ng mL™ e

neste trabalho o valor obtido foi menor, equivalente a 0,98 ng mL™.
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Tabela 14 Comparacgéao de trabalhos com a combinacéo das técnicas de fluorescéncia de raios-x e a metodologia de DLLME

Fator de pré-

Suporte para

Técnica Amostra Analitos Metodologia Limite de deteccéo . Referéncia introducdo da amostra
concentracéo
em FRX
i 4 (PYTLAKOWSKA,; ) o
EDXRF Agua ZneCu DLLME 1,8e 1,7ng mL 250 Filtro Millipore
SITKO, 2013)
i Fe, Co, Zn, 2,8;1,6;25;17;2,1e4,1 (SITKO, et. al., 2011) ) o
EDXRF Agua DLLME 4 250 Filtro Millipore
Ga, Se e Pb ng mL
Fe, Co, Ni, (KOCOT; ZAWISZA;
. 2,9;15;2,0; 23;2,5; 2,0 ] .
EDXRF Agua Cu, Zn, Se e DLLME a1 250 SITKO, 2012) Filtro Millipore
e 3,9ng mL
Pb
1,96; 1,65; 0,55; 3,81 e
Co, Cr, Cu, 0,98 ngmL™* _ _
EDXRF Solo ) DLLME 58, 158, 90, 69 e 78 Este trabalho Fibra de vidro
Ni e Pb *0,245; *0,206; *0,069;

*0,476 € *0,122 ug g*

*Considerando 0,2 gramas de amostra e 25 mL de solucéo digerida
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5.0 METODOLOGIA INTEGRADA PARA DETERMINACAO DE
SOLO POR EDXRF

Para a determinacdo de Cr, Co, Cu, Ni e Pb em solo com o
Espectrédmetro de Fluorescéncia de Raios-X de Energia Dispersiva, aplicando a
metodologia combinada desenvolvida neste trabalho, a amostra deve ser seca
em estufa por 4 horas a (103 £ 2) °C, peneirada com abertura de 170 mesh,
pesada 2,0 gramas e adicionada no suporte para a andalise por EDXRF
utilizando o filtro <Ni-Ag>, com incidéncia da radiacdo por 60 segundos.
Posteriormente, deve-se fazer a andlise qualitativa, se houver grandes
concentracdes de cobalto, impossibilita a quantificacdo de Cr e Ni. E analisado
primeiramente 0 Co e logo depois 0os demais metais. Caso todos tiverem
respostas em concentracfes acima dos limites de quantificacdo, entdo tem-se
o resultado final, caso contrario, deve-se aplicar a metodologia de
microextracdo liquido-liquido dispersiva utilizando-se 5,0 mL de amostra, 1,0
mL de tampé&o borato em pH 8,5, 0,5 mL do complexante TAC 0,1%(m/v), 500
puL do metanol (solvente dispersor), 60 pL do solvente extrator (tricloroetileno).
Apoés a centrifugacéo recolhe-se 40 yL da fase rica e deposita-se no suporte
sOlido de fibra de vidro com didmetro de 4 mm e mede-se nas curvas
validadas. Assim apresenta-se uma metodologia completa com confiabilidade e
validade, apresentada também na forma de fluxograma na Figura 27, para
quantificacdo destes metais em amostras de solo. E possivel aplicar a
metodologia de pré-concentragcdo também em outras matrizes para o qual
deveria se validar com cada matriz. A Tabela 15 apresenta as caracteristicas
analiticas das metodologias que mostra a aplicabilidade da Espectrometria de
Fluorescéncia de Raios-X de Energia Dispersiva para analise em

concentracoes traco.
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Seca estufa

103 +2°C

3

l‘ Peneira de 170 mesh \l

Pesa 2,0 g (base seca) e adiciona no suporte para
analise por FRXED

Analise Qualitativa por
FRXED

s

Analise Quantitativa

por FRXED

Acima do LQ Abaixo do LQ

Figura 27 Fluxograma da metodologia combinada para quantificagdo de Cr, Co, Cu, Ni e Pb em
solo
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Como visto na Tabela 15, a metodologia de pré-concentracao

possibilitou diminuir quantitativamente os limites de deteccdo para esses

elementos, e possibilitou a maior aplicagéo deste excelente equipamento ainda

pouco utilizado em

Tabela 15 Tabela com

Quimica Analitica para analise de elementos traco.

caracteristicas analiticas das metodologias de analise direta e pré-

concentracdo
Co Cr Cu Ni Pb
LD (mg kg™) (AD) 22,27 41,65 23,06 13,06 3,19
LD (mg kg™ (PC) 0,245 0,206 0,069 0,476 0,122
Sensibilidade
0,622 0,0438 0,126 0,0852 0,278
(cps/ppm) (AD)
Sensibilidade
24,5 27,0 62,5 44,7 33,9
(cps/ppm) (PC)
Faixa linear
1 74 - 270 139 - 270 77 - 270 44 - 270 11 - 270
(mg kg™)(AD)
Faixa linear

(mg kg™) (PC)

0,245-6,25 0,206-6,25 0,069-6,25 0,476-6,25 0,278-6,25

AD: andlise direta; PC

: pré-concentracdo; LD: Limite de deteccdo; LQ: Limite de quantificacéo
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6.0 APLICACAO DAS METODOLOGIAS

Encontram-se abaixo aplicacdes de amostras de solo na metodologia direta. Amostras, que apresentaram valores abaixo do
limite de quantificacdo definida com confiabilidade pela metodologia, foram submetidas a digestdo e aplicacdo da metodologia de
pré-concentracao.

6.1 Analise gqualitativa
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Figura 28 Espectro qualitativo da amostra AR2-0-5 analisado com filtro de prata <Ni-Ag>, 30 kV, 300 uA, tempo de 60 segundos
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Figura 29 Espectro qualitativo da amostra L180Pb analisado com filtro de prata <Ni-Ag>, 30 kV, 300 uA, tempo de 60 segundos
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Figura 30 Espectro qualitativo da amostra CTR-AA-001 analisado com filtro de prata <Ni-Ag>, 30 kV, 300 uA, tempo de 60 segundos
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Figura 31 Espectro qualitativo da amostra L105Ni analisado com filtro de prata <Ni-Ag>, 30 kV, 300 uA, tempo de 60 segundos
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Figura 32 Espectro qualitativo da amostra CTR-AA-002 analisado com filtro de prata <Ni-Ag>, 30 kV, 300 uA, tempo de 60 segundos
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6.2 Analise quantitativa
As metodologias foram aplicadas em solos de estudos de bioacumulacao (L180Pb e L105Ni), do lixao de Itariri da cidade de
llhéus-BA (CTR-AA-001 e CTR-AA-002) e de areas contaminadas (AR2 0-5).

6.2.1 Analise direta

Tabela 16 Resultados das aplica¢cdes da metodologia de andlise direta juntamente a faixa linear e os limites de detec¢do e quantificacdo das curvas de calibragédo

Co Cr Cu Ni Pb
LD (mg kg™) 22,27 41,65 13,06 23,06 3,19
LQ (mg kg™ 74,23 138,82 43,54 76,86 10,64
Faixa linear (mg kg™ LQ - 270 LQ - 270 LQ - 270 LQ - 270 LQ - 270
Solo AR2 0-5 (mg kg™) <LQ <LQ <LQ <LQ 2555,0 + 361,1
Solo L180Pb (mg kg™) <LQ 154,76 + 36,76 <LQ <LQ 171,7+ 6,4
Solo L105Ni (mg kg™) <LQ <LQ <LQ 103,30 + 13,49 <LQ
Solo CTR-AA-001 (mg kg™) <LQ <LQ 60,60 + 5,08 <LQ <LQ
Solo CTR-AA-002 (mg kg™) <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Resolug&o n® 420 CONAMA (mg kg™) 65 300 400 100 300

<LQ: abaixo do limite de quantificagdo; >LL: acima do limite linear; LD: limite de detecc&o.



Na Tabela 17 encontram-se os valores obtidos pelo teste de qui-quadrado para testar se a frequéncia observada concorda
significativamente com a hipotese nula da frequéncia esperada (MILLER E MILLER, 2010) de amostras de solo que foram
previamente contaminadas com chumbo ou niquel para estudo de bioacumulacdo (CORREIA, 2017). Valores de qui-quadrado
observado menor do que o qui-quadrado critico justifica que ndo ha diferenca significativa entre a concentracao previamente

contaminada para o estudo de bioacumulacao e a concentracdo medida pela metodologia de andlise direta desenvolvida.

Tabela 17 Teste de qui-quadrado para amostras de solo

Amostra Valor de Qui-quadrado Valor critico de Qui-quadrado com
observado probabilidade de erro de 5%

Amostra de Solo L180Pb (n=9) 5,31 15,51

Amostra de Solo L70Ni(30) (n=8) 12,42 14,07

Amostra de Solo L70Ni(120) (n=8) 11,89 14,07

Amostra de Solo L105Ni (n=6) 8,84 11,07

Amostra de Solo L270Pb(120) (n=8) 11,03 14,07
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6.2.2 Analise aplicada a pré-concentragcéao

Para determinar a concentracdo dos analitos na amostra apds os resultados da pré-concentracdo e quantificacdo pelo

Espectrometro de Fluorescéncia de Raios-X de Energia Dispersiva, foi feito o calculo de acordo com a equagéo 4. Sendo Ceq @

concentracdo resposta do equipamento (mg L™), V4 0 volume do digerido (mL) e M, massa da amostra (g).

Concentragéo (ug g')=

Ceq X Vd

M,

equacao 6

Tabela 18 Resultados das amostras em utilizando a metodologia de pré-concentragdo juntamente a faixa linear e os limites de deteccéo e quantificacdo das curvas

Amostras Cr Co Ni Cu Pb

LD (ug L™ 1,957 1,647 0,551 3,809 0,982

LQ (ug L™ 6,52 5,48 1,84 12,68 3,27

Faixa linear (ug L™ 6,52 -50,0 5,48- 40,0 1,84-50,0 12,68-50,0 3,27-50,0
Amostra de Solo (CTRAA001) (ugg™) |7,104+1,385  4,438+0,442 5625+1,827 0,958+0,236 <LQ
Amostra de Solo (CTRAA002) (ug g™*) |5,813+0,324 3,344 +2254 6,938+ 0,501 1,038 £ 0,124 1,731 + 0,239
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7.0 CONCLUSOES

A metodologia para analise multielementar direta em solo por
Fluorescéncia de Raios-X de Energia Dispersiva foi desenvolvida com sucesso.
A gqual permite a quantificacdo de concentracdes de Pb, Cu, Cr e Ni (estes dois
altimos sem presenca de cobalto) comparaveis com os limites estabelecidos
pela resolucdo de numero 420 do CONAMA, em &reas residenciais. A
metodologia de andlise direta apresentou limitacdo quanto a presenca de
cobalto nas amostras interferindo na quantificacdo de cromo e niquel.

A metodologia de pré-concentracdo apresentou bons resultados, foi
também validada internamente com éxito, com limites de deteccéo baixos, altos
fatores de pré-concentracdo, fez com que aumentasse a aplicabilidade da
técnica de Fluorescéncia de Raios-X de Energia Dispersiva, em até 158 vezes,
podendo agora quantificar Co, Cr, Cu, Ni e Pb em concentragbes trago para
estudos de monitoramento e impactos ambientais dentre os demais que
precisem de limites de detecc¢éo baixos.

Foi possivel desenvolver as metodologias combinadas para
quantificacdo de metais em amostras de solo, aumentando a aplicabilidade da
técnica de Fluorescéncia de Raios-X de Energia Dispersiva.
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9.0 APENDICE

Tabela 19: Andlise qualitativa do material de referéncia RM 8704 seguida com
os valores certificados

Elemento Resposta analitica (cps) Concentracdo no RM
Na 40,713 0,553 + 0,015 (%)
Mg -333,949 1,200 + 0,018 (%)
Al 287,032 6,10 = 0,18 (%)

K 1475,988 2,001 + 0,041 (%)
Ca 3306,131 2,641 + 0,083 (%)
Sc 19,638 11,26 + 0,19 (mg kg™)
Ti 1164,094 0,457 + 0,02 (%)

\Y; 60,746 94,6 + 4,0 (mg kg™)
Cr 4,354 121,9 + 3,8 (mg kg™)
Mn 25,317 544 + 21 (mg kg™
Fe 2654,958 3,97 £ 0,1 (%)

Co 24,886 13,57 + 0,43 (mg kg™)
Ni 9,024 42,9 + 3,7 (mg kg™
Zn 95,211 408 + 15 (mg kg™
As -3,292 17 (mg kg™

Cd -70,277 2,94 + 0,29 (mg kg™)
Sb 9,19 3,07 + 0,32 (mg kg™)
Cs -3,049 5,83+ 0,12 (mg kg™)
Ba 18,623 413 + 13 (mg kg™)
Ce 17,749 66,5 + 2 (mg kg™)
Eu -1,908 1,31 + 0,038 (mg kg™)
Hf 2,54 8,4+ 1,5 (mg kg™
Pb 56,186 150 + 17 (mg kg™)
Th 11,473 9,07 + 0,16 (mg kg™)
U 14,338 3,09 + 0,13 (mg kg™)

Tabela 20 Tabela com os resultados do teste estatistico de analise multipla de
médias de Duncan
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Cont. Medidas Grupos homogéneos
P1Cr 8 0,174375 X
P5 Cr 8 0,185375 X
P2 Cr 8 0,1875 X
P4 Cr 9 0,188333 X
P4 Pb 7 0,765857 X
P5 Pb 9 0,827444 X
P1Pb 10 0,8479 X
P2 Pb 8 0,9035 X X
P5 Co 8 1,2065 X X
P2 Co 7 1,351 X X
P1 Co 9 1,37656 X X
P3 Cr 8 1,5355 X
P4 Co 8 1,58725 X X
P3 Pb 8 1,8715 X X
P3 Co 8 2,05575 X
P4 Cu 9 2,84911 X
P5 Cu 8 2,87488 X
P2 Cu 8 3,00612 X X
P3 Cu 8 3,20887 X
P1 Cu 10 3,2934 X
P1 Ni 10 5,6944 X
P2 Ni 8 5,727 X
P5 Ni 8 5,76737 X
P4 Ni 9 5,86744 X
P3 Ni 9 6,08222
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Tabela 21 Tabela com os resultados do teste estatistico de analise multipla de
médias de Duncan para cobalto

Count. Medida Grupos homogéneos
P5 Co 8 1,2065
P2 Co 7 1,351 X
P1 Co 9 1,37656 X
P4 Co 8 1,58725 X
P3 Co 8 2,05575 X

Tabela 22 Tabela com os resultados do teste estatistico de analise multipla de
meédias de Duncan para cromo

Count. Medida Grupos homogéneos
P1Cr 8 0,174375 X
P5 Cr 8 0,185375 X
P2 Cr 8 0,1875 X
P4 Cr 9 0,188333 X
P3 Cr 8 1,5355 X

Tabela 23 Tabela com os resultados do teste estatistico de analise multipla de
médias de Duncan para cobre

Count. Medida Grupos homogéneos
P5 Cu 9 2,84911 X
P2 Cu 8 2,87488 X
P1Cu 8 3,00612 X X
P4 Cu 8 3,20887 X X
P3 Cu 10 3,2934 X

Tabela 24 Tabela com os resultados do teste estatistico de analise multipla de
médias de Duncan para niquel

Count. Medida Grupos homogéneos
P1 Ni 8 1,2065 X
P2 Ni 7 1,351 X X
P5 Ni 9 1,37656 X X
P4 Ni 8 1,58725 X X
P3 Ni 8 2,05575 X

Tabela 25 Tabela com os resultados do teste estatistico de analise multipla de
médias de Duncan para chumbo
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Count. Medida Grupos homogéneos

P4 Pb 7 0,765857 X

P5 Pb 9 0,827444 X

P1Pb 10 0,8479 X

P2 Pb 8 0,9035 X

P3 Pb 8 1,8715 X
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Figura 33 Curvas de calibracdo sem pré-concentragédo para célculo do fator de enriqguecimento,
onde D é o intercepto, E a inclinagéo, K o fator de calibragdo, RMS o erro padrédo, S nimero de
amostras, S-C grau de liberdade e Cor é o coeficiente de correlagéo.
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