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RESUMO

DETERMINAGAO DE METAIS EM MATRIZES OLEOSAS POR HR-CS AAS APOS
EXTRACAO INDUZIDA POR QUEBRA DE EMULSAO

AUTORA: Franciele Rovasi Adolfo
ORIENTADOR: Prof. Dr. Paulo Cicero do Nascimento

Foram desenvolvidos trés métodos baseados na extracédo induzida por quebra de
emulsdo para a extracao e determinagcdo de metais em asfalto e oleaginosas por
espectrometria de absorcdo atdmica de alta resolucdo com fonte continua e
atomizacao em forno de grafite. O primeiro método reporta a extracéo de Cr, Cu e Mn
de asfalto através da formacgé&o e quebra de emulsdes 6leo em agua (O/A). Em
condi¢cbes otimizadas, a amostra (0,05 g), diluida em tolueno (1,5 mL) e 6leo mineral
(0,5 mL), foi misturada com 5 mL da solugéo extratora (Triton X-100 3% m/v e HNO3
15% v/v). A quebra ocorreu por aquecimento a 90 °C (20 min). A eficiéncia de extragcéo
variou de 88,6 para Cu a 104% para Mn. A determinacido monoelementar foi realizada
nas linhas primarias dos trés analitos. Os limites de deteccéo (LOD) foram 0,02, 0,01
e 7,11 ug g para Cr, Cu e Mn, respectivamente. A precisdo, expressa como desvio
padrao relativo (RSD), variou de 1,0 para Cu a 9,1% para Cr. O desempenho do
meétodo proposto foi comparado a procedimentos relatados na literatura, incluindo
digestdo acida assistida por microondas (MW-AD), extracao acida assistida por
ultrassom (USE), emulsificagao (E) e diluigao direta (DD). Os métodos com melhores
parametros de desempenho para Cu foram EIEB, MW-AD, USE e E. Para Cr e Mn,
os melhores resultados foram obtidos por EIEB, MW-AD e DD. O segundo método
reporta a extragcdo de Co, Fe e Ni de asfalto por meio da formagdo e quebra de
emulsdes agua em o6leo (A/O). Em condi¢des otimizadas, a amostra (0,08 g), diluida
em tolueno (1,5 mL) e 6leo mineral (3,5 mL), foi misturada com 2 mL da solugao
extratora (HNO3 40% v/v e Triton-X-100 40% v/v). A quebra ocorreu por aquecimento
a 90 °C (15 min). A eficiéncia de extracdo variou de 101 para Co a 104% para Ni. A
determinacgao simultanea foi realizada nas linhas secundarias de Co (352,685 nm), Fe
(352,604 nm) e Ni (352,454 nm). Os LODs foram 0,025, 0,450 e 0,225 ng g™! para Co,
Fe e Ni, respectivamente. O RSD variou de 0,1 para Ni a 7,2% para Co. O terceiro
método descreve a extragdo de Ba, Co, Fe e Ni de oleaginosas através da formagéo
e quebra de emulsdes solido-6leo-agua (S/O/A). Em condi¢des otimizadas, a amostra
(0,8 g) foi misturada com 4 mL da solugao extratora (HNO3 20% v/v e Triton-X-100
15% m/v). A quebra ocorreu por aquecimento a 90 °C (4 min) seguido de
centrifugacéo. A eficiéncia da extragdo variou de 94,9 para Ba a 110% para Fe. A
determinagao simultanea foi realizada nas linhas secundarias de Ba (352,497 nm),
Co, Fe e Ni. Os LODs foram 19,95, 0,012, 0,474 e 0,011 ug g™’ para Ba, Co, Fe e Ni,
respectivamente. O RSD variou de 0,4 para Ni a 8,0% para Co. Os trés métodos
propostos sao simples, rapidos e de baixo custo. Assim, podem ser considerados
excelentes alternativas aos métodos convencionais de preparo de amostra.

Palavras-chave: HR-CS GF AAS. Determinacdo simultanea. EIEB. Extracdo de
metais. Asfalto. Oleaginosas.



ABSTRACT

METAL DETERMINATION IN OILY MATRICES BY HR-CS AAS AFTER
EXTRACTION INDUCED BY EMULSION BREAKING

AUTHOR: Franciele Rovasi Adolfo
ADVISOR: Prof. Dr. Paulo Cicero do Nascimento

Three methods based on extraction induced by emulsion breaking were developed for
the extraction and determination of metals in asphalt and oilseeds by high-resolution
continuum source atomic absorption spectrometry with graphite furnace atomization.
The first method reports the extraction of Cr, Cu and Mn from asphalt through the
formation and breaking of oil-in-water (O/W) emulsions. Under optimized conditions,
the sample (0.05 g), diluted in toluene (1.5 mL) and mineral oil (0.5 mL), was mixed
with 5 mL of the extractant solution (Triton X-100 3% w/v and HNO3s 15% v/v). Breaking
occurred by heating at 90°C (20 min). The extraction efficiency ranged from 88.6 for
Cu to 104% for Mn. Mono-elemental determination was performed on the primary lines
of the three analytes. The limits of detection (LOD) were 0.02, 0.01 and 7.11 ug g™ for
Cr, Cu and Mn, respectively. Precision, expressed as relative standard deviation
(RSD), ranged from 1.0 for Cu to 9.1% for Cr. The performance of the proposed
method was compared to procedures reported in the literature, including microwave-
assisted acid digestion (MW-AD), ultrasound-assisted acid extraction (USE),
emulsification (E), and direct dilution (DD). The methods with the best performance
parameters for Cu were EIEB, MW-AD, USE and E. For Cr and Mn, the best results
were obtained by EIEB, MW-AD and DD. The second method reports the extraction of
Co, Fe and Ni from asphalt through the formation and breaking of water-in-oil (W/O)
emulsions. Under optimized conditions, the sample (0.08 g), diluted in toluene (1.5 mL)
and mineral oil (3.5 mL), was mixed with 2 mL of the extractant solution (40% HNO3
v/v and Triton-X -100 40% v/v). Breaking occurred by heating at 90°C (15 min).
Extraction efficiency ranged from 101 for Co to 104% for Ni. Simultaneous
determination was performed on the secondary lines of Co (352.685 nm), Fe (352.604
nm) and Ni (352.454 nm). LODs were 0.025, 0.450 and 0.225 ng g™ for Co, Fe and Ni,
respectively. RSD ranged from 0.1 for Ni to 7.2% for Co. The third method describes
the extraction of Ba, Co, Fe and Ni from oilseeds through the formation and breaking
of solid-oil-water (S/O/W) emulsions. Under optimized conditions, the sample (0.8 g)
was mixed with 4 mL of the extractant solution (20% v/v HNO3s and 15% w/v Triton-X-
100). Breaking occurred by heating at 90 °C (4 min) followed by centrifugation. The
extraction efficiency ranged from 94.9 for Ba to 110% for Fe. Simultaneous
determination was performed at secondary lines of Ba (352.497 nm), Co, Fe and Ni.
The LODs were 19.95, 0.012, 0.474 and 0.011 ug g' for Ba, Co, Fe and Ni,
respectively. RSD ranged from 0.4 for Ni to 8.0% for Co. The three proposed methods
are simple, fast and low cost. Thus, they can be considered excellent alternatives to
conventional sample preparation methods.

Keywords: HR-CS GF AAS. Simultaneous determination. EIEB. Metal extraction.
Asphalt. Oilseeds.
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1 INTRODUGAO

Os metais, constituintes naturais da crosta terrestre, sdo espécies estaveis e
ambientalmente persistentes, que podem se acumular facilmente em animais, plantas
e seres humanos (BAKKALI et al., 2012). Deste modo, tanto pelos seus efeitos
benéficos quanto negativos, estes elementos tém sido amplamente estudados em
diversas amostras, incluindo matrizes oleosas (MDLULI; NOMNGONGO; MKETO,
2020). Amostras oleosas sao aquelas que contém expressiva quantidade de 6leo ou
gordura, como Oleos comestiveis, combustiveis, petroleo, derivados de petroleo,
alimentos gordurosos e outros (BURGUERA; BURGUERA, 2011).

Varias técnicas espectrométricas tém sido utilizadas para determinar diferentes
metais em diversos tipos de amostras oleosas, tais como a espectrometria de massas
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, do inglés Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry), espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES, do inglés Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry), espectrometria de absorgdo atdbmica com chama (F AAS, do inglés
Flame Atomic Absorption Spectrometry), espectrometria de absor¢cdo atdémica com
forno de grafite (GF AAS, do inglés Graphite Furnace Atomic Absorption
Spectrometry) e a espectrometria de absorgcédo atébmica de alta resolugdo com fonte
continua (HR-CS AAS, do inglés High-Resolution Continuum Source Atomic
Absorption Spectrometry) (ACETO, 2016; BUTCHER, 2017; GAB-ALLAH et al., 2020;
KORN et al., 2008; LEPRI et al., 2011; TAYLOR et al., 2014). Entre elas, a HR-CS
AAS oferece correcao de fundo eficiente, alta sensibilidade e seletividade. Além disso,
embora o equipamento nao tenha sido projetado para determinagdes simultaneas
multielementares, € possivel medir mais de um elemento por vez, desde que as linhas
atbmicas dos analitos estejam proximas o suficiente para serem monitoradas
simultaneamente (VALDIVIA et al., 2018).

Apesar da escolha da técnica empregada para as medidas ser importante, o
principal desafio analitico de lidar com amostras oleosas é a complexidade da matriz
e a sua viscosidade. Esses fatores normalmente requerem uma etapa de pré-
tratamento antes da analise (GAB-ALLAH et al., 2020; MARYUTINA; TIMERBAEYV,
2017; PEREIRA et al., 2010). Entre os métodos de preparo de amostra, um dos
procedimentos mais utilizados é a digestao acida assistida por micro-ondas (MW-AD,

do inglés Microwave-assisted acid digestion) devido a sua alta eficiéncia de digestéao
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(KORN et al., 2008; LEPRI et al., 2011; MELLO et al., 2012; SNEDDON et al., 2006).
No entanto, este procedimento pode ser demorado e um sistema de micro-ondas de
alto custo é necessario. Como alternativa, métodos como emulsificagdo (E),
amostragem por suspenséo, diluicdo direta (DD, do inglés direct dilution) e diferentes
tipos de extragdo tém sido utilizados.

Em 2010, a extragdao induzida por quebra de emulsdo (EIEB, do inglés
Extraction induced by emulsion breaking) foi apresentada por Cassella e
colaboradores como método de extracdo de metais de amostras oleosas liquidas
(CASSELLA et al., 2010). Este método é baseado na formagédo de emulsdes agua em
oleo (A/O) ou 6leo em agua (O/A) pela mistura da amostra oleosa com uma solugao
extratora, contendo um acido, normalmente HNOs3, e um surfactante. Posteriormente,
a emulsao é quebrada por aquecimento e/ou centrifugacéo e a fase aquosa contendo
os analitos é coletada para analise (CASSELLA et al., 2018). O método EIEB tem
chamado a atencao dos pesquisadores devido as suas diversas vantagens, tais como
simplicidade, velocidade, baixo custo de preparo da amostra, eliminagao de efeitos de
matriz e possibilidade de calibracdo com padrées aquosos. Entretanto, apesar da sua
crescente popularidade, o numero de publicacbes acerca deste topico ainda é
relativamente baixo. Adicionalmente, as matrizes oleosas mais estudadas pela EIEB
sdo combustiveis, oleos lubrificantes, petroleo e 6leos comestiveis. Deste modo, o
presente trabalho € uma contribuicao para expandir a aplicabilidade do método EIEB
para a extracdo e determinacdo monoelementar de Cr, Cu e Mn em asfalto e
determinagao simultédnea de Co, Fe e Ni em asfalto e Ba, Co, Fe e Ni em oleaginosas
por HR-CS GF AAS.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver métodos baseados na extracao induzida por quebra de emulséo
(EIEB) para a determinagdo monoelementar de Cr, Cu e Mn em asfalto e para a
determinagao simultédnea de Co, Fe e Ni em asfalto e Ba, Co, Fe e Ni em oleaginosas
por espectrometria de absorcdo atdbmica de alta resolugdo com fonte continua e
atomizacao em forno de grafite (HR-CS GF AAS).
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1.1.2 Objetivos especificos

e Otimizar as condigbes da extracao induzida por quebra de emulsédo para
cada tipo de amostra;

e Selecionar os comprimentos de onda para a determinagéo simultanea dos
analitos;

e Otimizar os programas de temperatura do forno de grafite para determinar
os analitos;

e Avaliar efeitos de matriz e a possibilidade de empregar solugdes padroes
aquosas para calibracao;

e Determinar as figuras de mérito;

e Comparar a performance do método EIEB proposto para Cr, Cu e Mn com
métodos reportados na literatura, tais como digestdo acida assistida por
micro-ondas, extracdo assistida por ultrassom, emulsificacdo e diluicao
direta;

e Aplicar o método EIEB proposto para a extracdo e determinacéo
monoelementar de Cr, Cu e Mn em asfalto por HR-CS GF AAS;

e Aplicar os métodos EIEB propostos para a extragdo e determinacao
simultanea de Co, Fe e Ni em amostras de asfalto e de Ba, Co, Fe e Ni em
oleaginosas por HR-CS GF AAS;

e Comparar os resultados obtidos pela extracdo induzida por quebra de
emulsao para Co, Fe e Ni em asfalto e Ba, Co, Fe e Ni em oleaginosas com

os obtidos pela digestao acida das amostras assistida por micro-ondas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 METAIS EM ASFALTO

O asfalto € um material betuminoso obtido como residuo da destilacdo do
petréleo bruto. Devido as suas caracteristicas favoraveis, tais como flexibilidade e
aderéncia, a principal aplicagdo deste produto € na industria de pavimentacao
(PORTO et al., 2019). O asfalto atua como um ligante viscoelastico capaz de unir
fortemente os agregados minerais, formando as misturas asfalticas, também
chamadas de concreto asfaltico (HUNG; FINI, 2015). No entanto, para que o
revestimento asfaltico resista a acéo do trafego e do clima, é necessario que o ligante
possua propriedades fisicas adequadas a pavimentagcdo. No Brasil, quando as
propriedades do asfalto estdo de acordo com as especificagdes da Agéncia Nacional
de Petréleo, Gas e Energia (ANP), ele passa a ser chamado de cimento asfaltico de
petréleo (CAP) (BERNUCCI et al., 2010).

O CAP possui uma composi¢ao quimica complexa e variavel, que inclui milhdes
de moléculas organicas de diferentes polaridades e pesos moleculares (JI et al.,
2020). Este material é constituido majoritariamente por atomos de carbono e
hidrogénio, resultando em um teor de 90-95% de hidrocarbonetos, e uma pequena
fracdo de heteroatomos (enxofre, nitrogénio e oxigénio) e metais (BERNUCCI et al.,
2010; SULTANA; BHASIN, 2014). Os metais mais abundantes no CAP sao Fe, Ni e
V, cujas concentracdes estao na ordem de partes por milhdo (ppm). Outras espécies
metalicas como Ca, Co, Cr, Cu, Mg, Mn, Mo e Zn também estdo frequentemente
presentes em quantidades menores (DUYCK et al., 2007; SUGIYAMA; WILLIAMS-
JONES, 2018).

Os metais estdo no asfalto principalmente na forma de complexos
organometalicos, classificados como metaloporfirinas e ndo porfirinas (CHACON-
PATINO et al., 2021; GASCON et al., 2017). As metaloporfirinas sdo caracterizadas
por um macrociclo contendo quatro anéis pirrolicos ligados entre si por pontes de
metileno, nas quais sdo formados complexos heteronucleares contendo as espécies

metalicas (Figura 1).
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Figura 1 — Estrutura molecular de uma molécula de porfirina simples, onde X
representa um metal.

Fonte: (MUNOZ et al., 2019).

Embora os metais estejam presentes em pequenas quantidades no CAP, eles
podem atuar como catalisadores na oxidagdo de algumas moléculas orgénicas,
influenciando no processo de envelhecimento que causa a degradacao do asfalto
(BEZE et al., 2012; HESP; SHURVELL, 2010; MUNOZ et al., 2019; RUBAB et al.,
2011; SIRIN; PAUL; KASSEM, 2018). Além disso, alguns deles também podem
contribuir para a poluicdo ambiental através da emissdo de compostos nocivos
(PEREIRA et al.,, 2010). Deste modo, a determinacao de metais em asfalto é

importante, tanto do ponto de vista econédmico quanto toxicologico.

211 Determinacao de metais em asfalto

Diversas técnicas espectrométricas, tais como GF AAS (CAVALCANTE et al.,
2018; PESSOA et al., 2012a), F AAS (GUIDROZ; SNEDDON, 2002), HR-CS AAS
(DITTERT et al., 2009), ICP-MS (DUYCK et al., 2002; PEREIRA et al., 2010) e ICP
OES (DE SOUZA et al., 2006a, 2007) tém sido empregadas para a determinacao de
metais em petréleo bruto e asfalto. Entre elas, a HR-CS GF AAS permite a analise
direta da amostra por meio da amostragem solida (SS, do inglés solid sampling). Esta
estratégia foi empregada para a determinacédo monoelementar de Nie V (SILVA et al.,
2007) e para a determinagao simultanea de Cr e Fe (DITTERT et al., 2009) e de Co e
V (DITTERT et al., 2010) em 6leo cru. As principais vantagens dos métodos foram a
simplicidade e rapidez, além da reducgao do risco de contaminacéo e a possibilidade

de usar solugdes padroes aquosas para calibracido. No entanto, a analise direta de
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amostras complexas pode comprometer a precisdo do método (GAB-ALLAH et al.,
2020; MARYUTINA; TIMERBAEYV, 2017; PEREIRA et al., 2010). De fato, valores de
desvio padrao relativo (RSD, do inglés relative standard deviation) relativamente altos
foram reportados para Cr (RSD até 20%) e V (RSD até 24%) quando o 6leo cru foi
analisado por HR-CS SS-GF AAS (DITTERT et al., 2009, 2010). Deste modo, Abad e
colaboradores (2019) afirmam que nao é recomendavel introduzir o petréleo bruto em
fornos de grafite. A alta viscosidade deste tipo de amostra torna dificil a sua
homogeneizagédo e manuseio, o que pode resultar em uma pesagem néo reproduzivel.
Adicionalmente, além do forno de grafite, a SS requer o uso de plataformas de
amostragem solida, o que aumenta o custo da analise.

O alto teor de carbono do petroleo e do asfalto também dificulta a determinagao
dos analitos pelas técnicas baseadas em ICP. Consequentemente, uma etapa de pré-
tratamento geralmente € necessaria para obter uma solugdo compativel com o
instrumento analitico (MELLO et al., 2012; VIEIRA et al., 2019). Neste contexto, varios
procedimentos de tratamento de amostras tém sido desenvolvidos, como combustao
(PEREIRA et al., 2010), digestdo acida (CAVALCANTE et al., 2018), diluicdo em
solventes organicos (POIRIER et al., 2016), emulsificacao (QUADROS et al., 2010) e
extragdo (CHAUHAN; DE KLERK, 2020). Dentre eles, a digestao acida assistida por
micro-ondas (MW-AD) e a combustao induzida por micro-ondas (MIC, do inglés
microwave induced combustion) sdo os procedimentos mais utilizados, devido a alta
eficiéncia de digestdo em comparagao aos métodos convencionais de digestao (BIZZI
et al., 2017). Entretanto, as principais desvantagens destes métodos séo o tempo
necessario para o preparo da amostra e o alto custo do equipamento, que nem sempre
€ acessivel para analises de rotina (SUGIYAMA; WILLIAMS-JONES, 2018).

Alternativamente, a determinacdo de metais em amostras oleosas pode ser
realizada diretamente por diluigdo em solvente orgéanico apropriado (DD). Os
solventes mais usados sao xileno (POIRIER et al., 2016), ciclohexano (LI et al., 2020),
tolueno (DUYCK et al., 2002) e xileno/butanol (VIANA; SAINT'PIERRE, 2019). Entre
os procedimentos de preparo de amostra, a DD é um dos mais rapidos e simples de
ser realizado (GAB-ALLAH et al., 2020). Contudo, a aplicagao deste método possui
alguns inconvenientes, como a necessidade de usar padrdes organometalicos de alto
custo para a calibragédo (AMORIM et al., 2007; MARYUTINA et al., 2017). Além disso,

a concentracdo dos analitos nas solucdes de calibragdo pode mudar com o tempo,
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devido a evaporagao dos solventes, comprometendo a precisdo e exatidao dos
resultados. Adicionalmente, este método é mais facilmente empregado com técnicas
de AAS do que técnicas baseadas em ICP, especialmente por GF AAS, devido a
remogao da alta carga organica da matriz na etapa de pirdlise (AMORIM et al., 2007;
PEREIRA et al., 2010; PESSOA et al., 2012a).

Outro método de preparo amplamente utilizado na analise de metais é a
emulsificacdo. Neste caso, a amostra, a fase aquosa e um surfactante e/ou co-
solvente sdo misturados e agitados para formar um sistema emulsionado (VIANA et
al., 2014). Assim, o sistema resulta em uma dispersdo homogénea das goticulas de
O0leo na fase aquosa e em maior estabilidade do analito, em comparagdao com a
diluigdo em solvente organico (AMORIM et al., 2007). Consequentemente, ha uma
reducao da carga organica e da viscosidade da amostra, o que facilita a introdugao no
equipamento de analise. Em alguns casos, também €& possivel usar padrbes
inorganicos para calibracdo (DE SOUZA et al., 2006a; SANCHEZ et al., 2013). A
principal desvantagem de introduzir a amostra na forma de emulsdo ou microemulséo
€ a perda de sensibilidade (HE et al., 2016).

Alguns métodos de extragdo acida usando ultrassom também foram
empregados para preé-tratamento de petroleo bruto e matrizes relacionadas
(CHAUHAN; DE KLERK, 2020; DE SOUZA et al.,, 2006b, 2007). As principais
vantagens desses procedimentos sdo a simplicidade, menor tempo de preparo e a
possibilidade de usar solugdes aquosas para calibragao (CHAUHAN; DE KLERK,
2020; DE SOUZA et al., 2007). No entanto, o numero de aplicagdes de extragao acida
assistida por ultrassom (USE, do inglés ultrasound assisted extraction) para esses
tipos de amostras é relativamente baixo. Em geral, a baixa miscibilidade da amostra
com a solugdo acida resulta em baixa eficiéncia de extracdo (MELLO et al., 2012).
Deste modo, a extragao induzida por quebra de emulsdo (EIEB) é uma excelente

alternativa para superar esta dificuldade (item 2.3).

2.2 METAIS EM OLEAGINOSAS

As sementes oleaginosas (castanha-do-para, améndoa, castanha de caju,
avela, macadamia e nozes) sao consumidas globalmente, principalmente devido ao
seu alto valor nutricional (ALASALVAR; SALVADO; ROS, 2020; YIN et al., 2015).
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Embora o amendoim seja classificado botanicamente como leguminosa, ele também
estd incluido no grupo de oleaginosas comestiveis devido ao seu perfil nutricional
semelhante (ALASALVAR; SALVADO; ROS, 2020). Essas sementes sdo ricas em
proteinas (8—-26% m/m) e possuem alto teor de lipidios (44—76% m/m). Além disso,
também s&o uma boa fonte de fibras, fitoquimicos e micronutrientes, como vitaminas
E, B1, B2, B3, B6 e minerais, incluindo Ca, Cr, Mg, Mn, Cu, Fe, Zn, Se, P, e K
(BRUFAU; BOATELLA; RAFECAS, 2006; KAFAOGLU et al., 2016). Por outro lado, a
presenca de alguns elementos ndo essenciais/toxicos (Ba, Co, Pb, Cd, Hg, Ni e Sr)
neste tipo de amostra também tem sido descrita (KAFAOGLU et al., 2016). Portanto,
a determinacao de elementos essenciais e outros metais em oleaginosas € importante

para avaliar seu perfil nutricional e toxicoldgico.

2.21 Determinagcao de metais em oleaginosas

Técnicas espectrométricas, tais como ICP-MS (MOREDA-PINEIRO et al.,
2018), ICP OES (NAOZUKA et al., 2011), GF AAS (NAOZUKA; OLIVEIRA, 2007), F
AAS (ELIK; ALTUNAY; GURKAN, 2017) e HR-CS AAS (ALMEIDA et al., 2020) tém
sido utilizadas para determinar a concentracdo elementar de diferentes tipos de
oleaginosas. Devido a composi¢ao quimica complexa das oleaginosas, muitas vezes
€ necessaria uma etapa de pré-tratamento da amostra antes da analise. A
decomposicdo total da amostra pode ser obtida pelo método de digestdo acida
convencional (MOMEN et al., 2007) ou por MW-AD (NAOZUKA et al., 2011). Ambos
os procedimentos fornecem resultados precisos e exatos. No entanto, requerem
tempo e, no caso da MW-AD, um instrumento de alto custo € necessario.

Alternativamente, os procedimentos de extracdo tém sido amplamente
utilizados na analise de alimentos para evitar os inconvenientes anteriores (VINAS et
al., 2014). Dentre eles, as técnicas de microextracdo em fase liquida (LPME, do inglés
liquid-phase microextraction) e microextragao em fase solida (SPME, do inglés solid-
phase microextraction) sdo empregadas para amostras liquidas. Esses métodos
também foram usados para extrair metais de amostras sdlidas, incluindo oleaginosas
(ALTUNAY et al., 2018; GURKAN; ALTUNAY; YILDIRIM, 2016; TRAK; KENDUZLER;
ARSLAN, 2016). Porém, as amostras precisaram ser dissolvidas ou digeridas antes

de aplicar o procedimento de extracao, a fim de liberar os analitos da matriz sélida
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para a solugao aquosa. Deste modo, estes procedimentos resultam em etapas extras
no preparo da amostra (VINAS et al., 2014).

Dentre os métodos de extracdo utilizados para amostras sélidas, os mais
comuns sao a extragao assistida por micro-ondas (MAE, do inglés microwave assisted
extraction) e a extracdo assistida por ultrassom (USE) (MOREDA-PINEIRO et al.,
2009). Esses procedimentos baseiam-se na formagdo de uma suspensao das
particulas da amostra em uma solugdo extratora apropriada, geralmente acidos
minerais diluidos, resultando na lixiviagcdo dos ions metalicos para o meio liquido
(CAPELO; MADURO; VILHENA, 2005; JUNIOR et al., 2006). No entanto, nem sempre
recuperacdes quantitativas sao obtidas, pois esses métodos levam apenas a uma
dissolucéo parcial da matriz sélida (MOREDA-PINEIRO et al., 2009).

Com relag&o as amostras de oleaginosas, o alto teor de lipidios impde algumas
limitagdes durante a aplicagdo dos procedimentos de extragado solido-liquido. Assim,
muitos estudos utilizam a extragcdo para a especiacdo de espécies metalicas em
fragdes de oleaginosas (GOMEZ-ARIZA; ARIAS-BORREGO; GARCIA-BARRERA,
2006; NAOZUKA; MARANA; OLIVEIRA, 2010; NAOZUKA; OLIVEIRA, 2007). Por
outro lado, poucos trabalhos relataram a extracdo total de metais desse tipo de
amostra (LOPES et al., 2016; WELNA; SZYMCZYCHA-MADEJA, 2014). Além disso,
a fracao lipidica tem sido removida por extracido com solventes antes da aplicacdo do
procedimento de extracdo dos metais. Solventes organicos téxicos tem sido
empregados para este propdsito, tais como hexano (LOPES et al., 2016),
cloroférmio/metanol (GOMEZ-ARIZA; ARIAS-BORREGO; GARCIA-BARRERA, 2006;
NAOZUKA; MARANA; OLIVEIRA, 2010; NAOZUKA; OLIVEIRA, 2007) e éter de
petréleo (WELNA; SZYMCZYCHA-MADEJA, 2014). Estas limitagdes podem ser
superadas pela EIEB com a formagao e quebra de emulsdes sdlido-oleo-agua (S/O/A)

para a extragcao de metais da amostra bruta (item 2.3).

2.3 EXTRACAO INDUZIDA POR QUEBRA DE EMULSAO (EIEB)

2.3.1 Fundamentos do método EIEB

A Figura 2 apresenta um esquema do método EIEB.
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Figura 2 — Representacdo esquematica do método EIEB para uma emulsao O/A.

Solugdo extratora
(surfactante + acido) ~ Amostra oleosa Emulsdo O/A Separacao das fases

el Surfactante

M Analito

Fase aquosa contendo
analitos extraidos

Fonte: Autora.

A primeira etapa do método consiste na formagado de uma emulsao através da
mistura vigorosa da amostra oleosa com uma solugao extratora aquosa contendo um
acido, normalmente HNOs, e um surfactante (Triton X-100 ou Triton X-114)
(CASSELLA et al., 2018). Através deste procedimento, a area de contato entre a
solugdo extratora e a amostra aumenta significativamente, potencializando a
transferéncia dos analitos da fase organica para a fase aquosa (PEREIRA et al.,
2014).

As emulsdes obtidas podem ser classificadas como agua em déleo (A/O), se as
goticulas de agua (fase interna) estiverem dispersas na fase oleosa (fase externa), ou
oleo em agua (O/A), se as goticulas de 6leo estdo dispersas na fase aquosa. As
emulsdes A/O sao preferidas quando os analitos estdo presentes em baixas
concentragdes na amostra, pois permitem alcancar uma maior sensibilidade devido a
pré-concentragao dos elementos no extrato aquoso (PEREIRA et al., 2014; SOUZA et
al., 2019). Por outro lado, um aumento na eficiéncia de extragédo do método pode ser
esperado com o uso de emulsées O/A, uma vez que ha uma maior interagao entre as
fases organica e aquosa (BAKIRCIOGLU KURTULUS et al.,, 2020; DE SOUSA;
CASSELLA; LEPRI, 2019). Além disso, as emulsdes O/A tém a vantagem de reduzir

o residuo gerado (fase orgénica) apos a separagao das fases.
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Sistemas mais complexos também podem ser formados, como emulsdes
sélido-6leo-agua (S/O/A) (MCCLEMENTS, 2007). Nesse caso, se as particulas e as
goticulas ndo estiverem mutuamente associadas, o sistema consiste em uma emulséo
O/A com as particulas solidas suspensas (SCHRAMM, 2014a). Por outro lado, as
particulas que possuem propriedades tensoativas podem se adsorver na interface
Oleo-agua, atuando na estabilizacdo do sistema emulsionado. As emulsdes
estabilizadas por particulas solidas sdo conhecidas como emulsées de Pickering
(LOW et al., 2020). Entretanto, em todas as aplicagbes do método EIEB descritas na
literatura foram usadas apenas emulsées O/A ou A/O, exceto no presente trabalho,
onde foi utilizado uma emulsédo S/O/A para a determinagéo simultédnea de Ba, Co, Fe
e Ni em oleaginosas.

Em geral, as emulsbes tém uma aparéncia leitosa devido ao grande tamanho
das goticulas que favorecem a dispersao da luz (SCHRAMM, 2014b; TADROS, 2016).
Esses sistemas sdo termodinamicamente instaveis e requerem energia para serem
formados (eles ndo se formam espontaneamente) (BURGUERA; BURGUERA, 2012).
Portanto, € essencial que a mistura da amostra oleosa com a solucao extratora aquosa
ocorra sob vigorosa agitagdo (manual ou mecénica) (CARNEIRO et al., 2020;
FERNANDES et al., 2019). Além disso, as emulsdes tendem a se separar em seus
componentes imisciveis (quebra da emulsdo) apdés um certo periodo de tempo
(MCCLEMENTS; JAFARI, 2018). Entre os mecanismos que podem contribuir para a

instabilidade da emulsao estdo a coalescéncia, cremeagao e floculagéao (Figura 3).
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Figura 3 — Mecanismos de desestabilizacdo de uma emulsao.

Fonte: Autora.

A cremeacao ocorre sob influéncia da gravidade e é o processo pelo qual as
goticulas da emulsdo se movem para o topo devido a sua menor densidade em
relagdo a fase continua. O processo inverso, chamado de sedimentagdo, ocorre
quando a fase dispersa tém maior densidade que o dispersante (MCCLEMENTS,
2007; VIANA et al., 2014). Adicionalmente, as goticulas também podem se agregar
em flocos formando uma rede bidimensional, fenédmeno que é chamado de floculagao
(VIANA et al., 2014). Neste caso, o conjunto de goticulas se comporta cineticamente
como uma unica goticula, porém cada uma mantém a sua integridade inicial (KHAN
et al.,, 2011). Por outro lado, no processo de coalescéncia as goticulas se unem
formando goticulas maiores, resultando na separagao das fases (RAVERA et al.,
2021).

A estabilidade cinética das emulsdes pode ser aumentada pela adicdo de
surfactantes (tensoativos). Os surfactantes sdo substéncias orgénicas de carater
anfifilico, isto é, possuem uma regidao hidrofébica apolar (cadeia longa de
hidrocarbonetos; cauda) e uma regidao hidrofilica (grupo polar ou i6nico; cabega)
(MCCLEMENTS, 2007; VALASQUES et al., 2017). Esta caracteristica confere a
molécula de surfactante a propriedade de se adsorver na interface 6leo/agua. Neste
caso, a cabeca hidrofilica permanece imersa na fase aquosa e o grupo apolar orienta-

se para a fase oleosa (Figura 4). Como resultado, ocorre a redugcao da tensao
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interfacial entre as fases, o que facilta a ruptura das goticulas durante a
homogeneizagédo do sistema e favorece a formacédo de emulsdes (FERNANDES et
al.,, 2019). O aumento da area interfacial entre a fase dispersa e a fase continua
também facilita a transferéncia das espécies de interesse para a solugdo extratora
(PEREIRA et al., 2014). Adicionalmente, a orientagdo do surfactante produz uma
barreira fisica ao redor das goticulas da fase dispersa, o que impede a agregacao e
previne a coalescéncia (DRAPALA; MULVIHILL; O'MAHONY, 2018; VIANA et al.,
2014).

Figura 4 - Orientagao das moléculas de surfactante na interface 6leo/agua.

Surfactante Agitagao
= uuuuiwullu
\
|
=~ | Cauda1™" polar — >
apolar Emulsao O/A

Fonte: Autora.

Os analitos podem estar presentes na amostra oleosa na forma de ions livres,
ligados a moléculas organicas ou como parte de complexos orgéanicos. Deste modo,
além do surfactante, a presenca de acido na solucéo extratora também desempenha
um papel importante no método EIEB (ROBAINA; BRUM; CASSELLA, 2012). Os ions
H* deslocam os metais das estruturas organicas presentes no 6leo, liberando-os como
cations metalicos para a fase polar (solugao extratora), na qual os analitos apresentam
maior afinidade (VICENTINO et al., 2020). Em geral, o processo de transferéncia dos
analitos inicia logo apds a formacédo da emulsédo. No entanto, a duragdo desta etapa
dependera da cinética da extragao (VINHAL; CASSELLA, 2019). Quando a cinética é
lenta, € empregado agitacdo mecanica e/ou ultrassom para manter as fases em
contato durante determinado tempo e promover a lixiviagdo total dos analitos
(CASSELLA et al., 2012). Por outro lado, em muitos casos, as emulsdes podem ser
quebradas logo apds a sua formagao devido a rapida transferéncia dos analitos da
fase oleosa para a fase aquosa (MDLULI; NOMNGONGO; MKETO, 2020).
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A separagao das fases na etapa de quebra da emulsao possibilita a eliminagéo
da matriz complexa da amostra, uma vez que apenas a solucido aquosa contendo os
analitos extraidos é coletada para analise (CORAZZA; TARLEY, 2016). Assim,
frequentemente € possivel eliminar efeitos da matriz e utilizar solugbes padrdes
aquosa para calibragao (MDLULI; NOMNGONGO; MKETO, 2020). Em geral, a quebra
da emulsao é alcangada por meio de aquecimento ou centrifugacdo (VALASQUES et
al., 2017). Apesar do aumento da temperatura diminuir a tens&o interfacial, o calor
também aumenta o efeito de coalescéncia devido ao aumento da energia cinética das
goticulas, resultando na separagao de fases (VIANA et al., 2014). A temperatura de
quebra depende da composigao da emulsao e, geralmente, temperaturas entre 70 e
90 °C tém sido usadas para este proposito (VALASQUES et al., 2017). Por outro lado,
a centrifugacdo € um procedimento de separagdo mecanica no qual a emulsédo é
submetida a uma aceleracéo centrifuga por determinado periodo de tempo. Neste
caso, o componente de menor densidade tende a se mover em diregao ao eixo de
rotacdo da centrifuga, enquanto o componente de maior densidade tende a migrar
para longe do eixo (MAJEKODUNMI, 2015).

A Figura 5 mostra uma representagcao do decurso do tempo de centrifugacao
de uma emulsao O/A. Inicialmente, 0 movimento das goticulas de 6leo em diregao ao
eixo de rotagao resulta na formagado de uma camada de creme, na qual as goticulas
estdo muito proximas umas das outras, mas mantém a sua integridade inicial (ANDRE
et al., 2003). Quando a forga centrifuga € suficientemente alta, as goticulas de 6leo
sao forgadas a uma proximidade ainda maior, resultando na ruptura das camadas
interfaciais e, consequentemente, na quebra da emulsdo (MCCLEMENTS, 2007). No
método EIEB, normalmente sdo obtidas duas fases, sendo a fase orgéanica superior e
a fase aquosa inferior contendo os analitos extraidos. No entanto, em alguns casos, a
formagao de uma terceira fase rica em surfactante também pode ser observada (Fig.
5). Este fendbmeno ocorre quando a solugédo extratora contém uma concentragao de
surfactante acima da sua concentragdo micelar critica (MDLULI; NOMNGONGO;
MKETO, 2020). Assim, apos a saturacéo da interface, as moléculas excedentes de
surfactante tendem a se agregar formando micelas. Devido a diferenca de densidade,
0s agregados tendem a migrar para o fundo do frasco, formando a fase rica em
surfactante (ANDRE et al., 2003).
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Figura5 —Quebra de uma emulsao O/A por centrifugagao.
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Fonte: Autora.

2.3.2 Aplicagoées do método EIEB

O método EIEB foi inicialmente proposto em 2010 para a extragao de Cu, Fe,
Ni e Pb de dleo diesel e posterior quantificacdo destes elementos por GF AAS
(CASSELLA et al.,, 2010). Desde a sua introdugdo, a EIEB vem ganhando
popularidade crescente, sendo empregada com sucesso ha extragdo de metais de

diferentes matrizes oleosas (Figura 6).
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Figura 6 — Numero de aplicagdes do método de extragdo induzida por quebra de
emulsao (EIEB) entre o periodo de 2010 a 2022.
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Fonte: Autora.

A Tabela 1 mostra as condi¢cdes experimentais das aplicagdes do método EIEB
reportadas na literatura para determinacao de metais por técnicas espectrométricas.
As emulsdes A/O (33 artigos) tém sido preferidas as emulsdes O/A (7 artigos) e S/O/A
(este trabalho), com fatores de pré-concentragao variando de 2,0 a 13,8. Além disso,
o tolueno se destacou entre os solventes orgéanicos que tém sido utilizados para
diluir/dissolver materiais mais viscosos. Houve também uma maior preferéncia por
Triton X-114 sobre Triton X-100 para formar os sistemas emulsionados. Isso se deve
ao fato de que quando esses dois tensoativos sdo comparados na mesma
concentragcdo, o Triton X-114 geralmente leva a formagdo de emulsdes menos
estaveis. Assim, as emulsdes com Triton X-114 quebram mais rapidamente do que as
feitas com a mesma quantidade de Triton X-100 (MDLULI; NOMNGONGO; MKETO,
2020). Em geral, a faixa de concentragao na qual Triton X-100 (2,5 a 42,8% m/v) foi
usado foi mais ampla do que a de Triton X-114 (0,2 a 20% m/v). Além disso, o tempo
necessario para quebrar as emulsdes preparadas com Triton X-100 e Triton X-114

variou de 7 a 30 minutos e de 10 a 60 minutos, respectivamente.
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Tabela 1 — Condigbes experimentais das aplicagdes do método de extragao induzida por quebra de emulsao (EIEB) na determinagéao

de metais em amostras oleosas por diferentes técnicas analiticas.

(continua)

Solugao extratora

Quebra da

Amostra Analito Vol. HNOs Surfactante Emulséo Agitagao emuls3o Deteccao Ref.
(mL) % (v/v) % (m/v)
Biodiesel (20 mL) Cae Mg 4 2,1@ 7,5° A/O Manual 10 mina 90 °C F AAS [1]
Biodiesel (5 mL)  Cu, Mn e Ni 1 212 7°¢ A/O Agitador (60 7mina90°C GFAAS [2]
min)
Biodiesel, diesel Hg 4 15 25¢ A/O Agitador (30 20 mina80°C CV-AAS [3]
e Oleo mineral min)
(20 mL)
Biodiesel (10 mg) CuePb 1 3,32 8¢ A/O Agitador (15 15mina 3600 GF AAS [4]
+ hexano (1 mL) min) rom
Biodiesel (8 mL) Mg, Ca, Cr, 1 20 7,5° A/O Agitador (50 15 mina 5000 ICP-MS [5]
Mn, Fe, Ni, min) rpm
Cu,ZnePb
Oleo cru (0,3 ) NieV 3 6,52 20° O/A Manual 40 mina 90 °C GF AAS [6]
+ O0leo mineral + 15 min a
(2,5mL) 5000 rpm
Oleo cru (0,5 g) As, Co, Cr, 39 20 10°¢ O/A Vortex (1 min) 30mina90 °C ICP-MS [7]

+ xileno (0,5 mL)

Mn, Mo e Pb

+ Agitador (30
min)
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Tabela 1 — Condigdes experimentais das aplicagdes do método de extragao induzida por quebra de emulsao (EIEB) na determinagéo
de metais em amostras oleosas por diferentes técnicas analiticas.

(continuagao)

Solucdo extratora

Amostra Analito Vol. HNOs; Surfactante Emulsao Agitagao Qeurﬁltjlr:éia Deteccao Ref.
(mL) % (viv) % (m/v)
Oleocru (0,2 Ba, Ca, 2 10 5¢ O/A Sonicacdo (25 10mina80°C ICP OES [8]
g) + xileno (1 Mg e min) + Vortex (2 + 5 min a 4000
mL) Na min) rom
Oleo de palma  As, Se 4 HCI 0,75 (v/v)® A/O Sonicagéao (40 90 °C HG-AFS [9]
cru (6 mL) e Hg 3,752 min)
Oleo de palma Cde 3 0,532 3,23 (v/v)P A/O Manual + 30mina90°C GF AAS [10]
cru (5 mL) Pb Sonicagao (18
min)
Oleo de palma Ca, Mg, 4 40,6 3,75° A/O Sonicagao (30 30 mina 90 °C FAAS [11]
(6 mL) Mn, Fe min)
eZn
Diesel (10 mL) Zn 2 15 5b A/O Manual 12 mina 80 °C FAAS [12]
Diesel (10 mL) Cu, Fe, 2 10 7° A/O Manual 15mina80°C GFAAS [13]
Ni e Pb
Diesel (10 mL) Al Cu, 2 10 5P A/O Agitador (30 60 mina 3200 ICP-MS [14]
Mn, Ni, min) rom
) SneV
Oleos Cre 1 282 15°b A/O Manual 10mina90°C GF AAS [195]
comestiveis (5 Mn

mL)
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Tabela 1 — Condigdes experimentais das aplicagdes do método de extragao induzida por quebra de emulsao (EIEB) na determinagéo

de metais em amostras oleosas por diferentes técnicas analiticas.

(continuacgao)

Solucdo extratora

Amostra Analito  Vol. HNO3s;  Surfactante Emulsao Agitagao c;urﬁs;rsaéga Deteccao Ref.
(mL) % (v/v) % (m/v)
Oleos Mg, Mn, 2 20 12° A/O Agitador (20 12 mina 6800 ICP-MS [16]
comestiveis (4 Fe, Zn, min) rem
mL) Ag, Ba,
Pb e Cr
Oleos Cd, Cr, 2 10 70 A/O Manual 80 °C ICP OES [17]
comestiveis (2 Cu, Fe,
mL) Mn, Ni,
Pbe Zn
Oleos Zn 2 10 7° A/O Vortex (5 min)  29-84 mina 80 FI-FAAS [18]
comestiveis (4 °C
mL)
Oleos Cd 2 10 7° A/O Vortex (5 min)  50-84 mina 80 FI-FAAS [19]
comestiveis (4 °C
mL)
Oleos Sn 1 3 2P A/O Vortex (15 s) 60 mina 90 °C GF AAS [20]
comestiveis (1 e ICP-
9) MS
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Tabela 1 — Condigdes experimentais das aplicagdes do método de extragao induzida por quebra de emulsao (EIEB) na determinagao
de metais em amostras oleosas por diferentes técnicas analiticas.

(continuacgao)

Solucdo extratora

Amostra Analito  Vol. HNO3s;  Surfactante Emulsao Agitagao c;urﬁs;rsaéga Deteccao Ref.
(mL) % (v/v) % (m/v)
Oleos Ca, Fe, 4 1a (I A/O Vortex (10s)+ 30mina90°C HR-CS [21]
comestiveis (6 Mg e sonicagao (12 FAAS
mL) Zn min)
Oleos Al, Ba, 2 15 15¢ A/O Vortex (20 s) 20mina 90 °C MIP-OES [22]
comestiveis (3  Cu, Cr,
mL) P, Ni, Ti
eZn
Oleos Cu 0,990 10 10° A/O - 5 min a 90 °C FIA-F  [23]
comestiveis AAS
(8,3 mL) +
xileno (1,7 mL)
Gasool (5mL) NieV 0,5 10 6 (v/v)® A/O Manual + 10mina90°C GF AAS [24]
sonicagao (10
min)
Gasool (5 mL) Cu 5 0,42 0,2° O/A Manual (30s)+ 30mina90°C HR-CS [25]
sonicagao (10 GF AAS
min)
Gasolina (10 Cu, Fe 2 5 12°¢ A/O Manual 10mina90°C HR-CS [26]
mL) e Pb FAAS
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Tabela 1 — Condigdes experimentais das aplicagdes do método de extragao induzida por quebra de emulsao (EIEB) na determinagao
de metais em amostras oleosas por diferentes técnicas analiticas.

(continuacgao)

Solucdo extratora

Amostra Analito  Vol. HNO3s;  Surfactante Emulsao Agitagao %urﬁglr:éga Deteccao Ref.
(mL) % (v/v) % (m/v)
Combustivel de Cu, Fe, 1 12 8P A/O Agitador (40 16 min a 5000 ICP-MS [27]
aviao (8 mL) Mn e min) rom
Zn
Oleo Ca, Mg 2 4,22 3P A/O Manual 30 mina 90 °C F AAS [28]
lubrificante (4,8 eZn
mL) + tolueno
ou etilbenzeno
(3,2 mL)
Oleos Mg, Cu, 1 15 3b A/O Agitador (25 10 min 2a 6000 ICP-MS [29]
lubrificantes (4 Cr, Nie min) rpm
mL) + tolueno Pb
(1 mL)
Oleos Cu, Fe 2 2,82 3b A/O Agitador (30 30 min a 3500 FAAS [30]
lubrificantes e Mn min) rem
(6,4 mL) +
tolueno (1,6
mL)
Oleos Cu, Fe, 2 10 7°¢ A/O Vortex (30s)+ 30mina50°C ICP-MS [31]
lubrificantes (2 Ni, Pbe agitador (30
9) Cr min)
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Tabela 1 — Condigdes experimentais das aplicagdes do método de extragao induzida por quebra de emulsao (EIEB) na determinagao
de metais em amostras oleosas por diferentes técnicas analiticas.

(continuacgao)

Solucdo extratora

Amostra Analito  Vol. HNO3s;  Surfactante Emulsao Agitagao c;urﬁs;rsaéga Deteccao Ref.
(mL) % (v/v) % (m/v)
Oleos Be, Ce, - 3a 3¢ A/O Vortex (30 min) 30 mina 3000 ICP OES [32]
lubrificantes Cu, Fe, rom
(5,29) + IBMK K, Li,
(20% m/m) Mn, Mo,
Na, Ni,
Ca, V,
Sr, TI,
Zn, Pb,
Cd, As,
Cre Si
Oleo mineral As, Cr, 2 10 10 A/O Manual 90 °C GF AAS [33]
(10 mL) Cu, Mn,
Pb and
Vv
Oleo mineral (5 Cu 1 30 5b A/O Agitador (15 10mina 90 °C GF AAS [34]
mL) min)
Omega-3 (1 Cd 0,5 3,52 10,6° A/O Manual 10 min a 88 °C TS-FF  [35]
mL) AAS
Margarina (4 g) Cu, Fe, 2 10 7° A/O Vortex (5 min) 80 °C GF AAS [36]

Mn e Ni
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Tabela 1 — Condi¢des experimentais das aplicagdes do método de extragao induzida por quebra de emulséo (EIEB) na determinagéao

de metais em amostras oleosas por diferentes técnicas analiticas.

(concluséo)

Solugdo extratora

Amostra Analito  Vol. HNOs Surfactante Emulsao Agitagao QuebraNda Deteccédo Ref.
emulsao
(mL) % (viv) % (m/v)
Manteiga de Mg, Ca, 1 1,82 0,7° O/A Vortex (10 s) 7mna% °C+ FAAS [37]
cacau (1g)+ ZneNa 5 min a 4000
xileno (0,1 mL) rem
Suplemento  Cde Pb 2 HCI 15 5¢ O/A Manual (30 s) 5 min a 4000 HR-CS [38]
alimentar (0,5 rom GF AAS
g) + tolueno
(1,5 mL)
Asfalto (0,08 g) Co, Fe 2 40 40¢ A/O Manual 15mina90°C HR-CS [39]
+ tolueno (1,5 e Ni GF AAS
mL) + dleo
mineral (3,5
mL)
Asfalto (0,05 g) Cr, Cu, 5 15 3¢ O/A Sonicacgao (5 20mina90°C HR-CS [40]
+ tolueno (1,5 Mn min) + Manual GF AAS
mL) + dleo
mineral (0,5
mL)
Oleaginosas Ba, Co, 4 20 15¢ S/O/A Manual 4mna90°C+ HR-CS [41]
(0,8 9) Fe e Ni 10 min a 5000 GF AAS
rpm

amol L™"; ® Triton X-114; ° Triton X-100.



44

[1]1 = (PEREIRA et al., 2014); [2] = (PEREIRA et al., 2013); [3] = (VICENTINO; BRUM; CASSELLA, 2015); [4] = (LIMA et al., 2017); [5] = (LING et al., 2016); [6]
= (DE SOUSA; CASSELLA; LEPRI, 2019); [7] = (WUYKE; OROPEZA; FEO, 2017); [8] = (TREVELIN et al., 2016); [9] = (SOUZA VALASQUES et al., 2020);
[10] = (VALASQUES et al., 2020); [11] = (VALASQUES et al., 2018); [12] = (CASSELLA et al., 2011); [13] = (CASSELLA et al., 2010); [14] = (CASSELLA et
al., 2012); [15] = (ROBAINA; BRUM; CASSELLA, 2012); [16] = (HE et al., 2014); [17] = (BAKIRCIOGLU; KURTULUS; YURTSEVER, 2013); [18] =
(BAKIRCIOGLU; TOPRAKSEVER; KURTULUS, 2014); [19] = (BAKIRCIOGLU; TOPRAKSEVER; KURTULUS, 2015); [20] = (DA SILVA et al., 2021); [21] =
(DA MATA CERQUEIRA et al., 2022); [22] = (CARNEIRO et al., 2020); [23] =(DROSAKI; ANTHEMIDIS, 2022); [24] = (SOUZA et al., 2019); [25] = (DE SOUZA
et al., 2021); [26] = (LEITE et al., 2018); [27] = (HE et al., 2016); [28] = (FERNANDES et al., 2019); [29] = (HE et al., 2015); [30] = (CALDAS et al., 2013); [31]
= (YOUSEF AL-DALAHMEH; AL-SWAIDAN; AL-GHAMDI, 2019); [32] = (NOORI; ALSHATTERI; FAKHRE, 2017); [33] = (CASSELLA et al., 2018); [34] =
(CALDAS et al., 2014); [35] = (CORAZZA; TARLEY, 2016); [36] = (BAKIRCIOGLU KURTULUS et al., 2020); [37] = (GUIMARAES et al., 2021); [38] = (LEAL et
al., 2022); [39] = Este trabalho (ADOLFO et al., 2020); [40] = Este trabalho (ADOLFO et al., 2021a); [41] = Este trabalho (ADOLFO et al., 2021).

Fonte: Autora.



45

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, o HNOs3 foi praticamente
0 unico acido utilizado para extrair os analitos das amostras oleosas, com apenas
duas excegdes em que foi utilizado HCI. Essa grande diferenga na frequéncia de uso
se deve ao poder oxidante do HNOs, que geralmente leva a uma maior recuperagéo
dos elementos (DE O VICENTINO; BRUM; CASSELLA, 2015; FERNANDES et al.,
2019). A concentragdo maxima de HNOs relatada foi de 40,6% (v/v), porém nao foi
superior a 20% (v/v) na maioria dos estudos.

A Tabela 1 mostra que as emulsdes foram preparadas principalmente por meio
de agitagdo manual, mas o tempo gasto nesta etapa raramente foi mencionado nos
artigos. Por outro lado, tempos de agitacdo de até cinco minutos foram descritos para
emulsdes preparadas usando vortex. Além disso, banhos de ultrassom e agitadores
tém sido usados para agitar continuamente as emulsdes durante o tempo de extracgéo,
que variou de 0 (quebra da emulsdo logo apods sua formagédo) a 60 minutos.
Finalmente, a quebra da emulsdo por aquecimento tem sido a principal escolha para
a separacao de fases. Tempos de quebra variando de 7 a 60 minutos foram relatados
para temperaturas entre 50 e 96°C. Tempos de quebra semelhantes (5 a 60 minutos)
também foram obtidos por centrifugagcdo em velocidades que variam de 3.000 a 6.800
rem.

A Figura 7 resume as técnicas espectrométricas apresentadas na Tabela 1.

Figura 7 — Técnicas espectrométricas combinadas com a extragdo induzida por
qguebra de emulsao para a determinagcao de metais em matrizes oleosas.

HR-CS FAAS;
HR-CS GF AAS; 5 >
TS-FF AAS;

1 HG-AFS: 1

FI-FAAS; 2
ICP OES; 3

ICP-MS; 8 |

CV-AAS; 1

MIP-OES; 1

Fonte: Autora.

As técnicas baseadas em AAS tém sido as mais utilizadas em combinagado com

a EIEB, seguidas por ICP-MS e ICP OES. A espectrometria de emissao 6ptica com
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plasma induzido por micro-ondas (MIP-OES, do inglés microwave induced plasma
optical emission spectrometry) (CARNEIRO et al.,, 2020) e a espectrometria de
fluorescéncia atébmica (AFS, do inglés atomic fluorescence spectrometry) (SOUZA
VALASQUES et al., 2020) foram raramente aplicadas. E interessante notar que a
maioria dos estudos relatou a determinacdo de até quatro analitos, o que
provavelmente € o principal fator que contribui para a maior preferéncia por métodos
baseados em AAS. Apesar da capacidade multielementar dos ICPs, a analise de
poucos elementos por espectrémetros de absorcédo atbmica é favorecida devido aos
seus menores custos de operagdo e manutencdo (FERREIRA et al., 2018). Além
disso, os instrumentos de AAS também sido mais baratos, faceis de operar e
disponiveis na maioria dos laboratérios de rotina (BUTCHER, 2013; BUTLER et al.,
2017). Por outro lado, a anadlise de um numero maior de analitos tem sido realizada
principalmente por técnicas baseadas em plasma. Entre elas, o ICP-MS tem sido
favorecido, provavelmente devido a sua maior sensibilidade em relagdo ao ICP OES
(BECKER, 2005; NAGESWARA RAO; KUMAR TALLURI, 2007) e MIP-OES
(WILLIAMS et al., 2019). Além disso, a instrumentacdo comercial para MIP-OES é
recente (SILVA et al., 2021), o que contribui para a baixa popularidade da combinagao
desta técnica com EIEB.

A GF AAS tem sido a técnica baseada em AAS mais utilizada em combinagao
com EIEB, seguida por F AAS. Este ultimo € um método simples, econdmico e permite
uma maior frequéncia analitica do que a GF AAS. No entanto, sua aplicacao € limitada
a medida de altas concentragdes de metais devido ao seu poder de deteccao
relativamente baixo (BROWN; MILTON, 2005; BUTCHER, 2013). Portanto, a F AAS
tem sido aplicada principalmente para determinar elementos majoritarios, enquanto a
GF AAS tem sido usada para analise de metais trago. Alguns estudos também
relataram a combinacdo de EIEB com HR-CS AAS usando chama (DA MATA
CERQUEIRA et al., 2022; LEITE et al., 2018) ou forno (DE SOUZA et al., 2021; LEAL
et al., 2022) como atomizador. Além disso, poucos trabalhos descrevem a hifenizagao
de sistemas de introdugdo de amostras, como geragao de vapor frio (CV, do inglés
cold vapor) (DE O VICENTINO; BRUM; CASSELLA, 2015) geragao de spray térmico
(TS, do inglés thermospray) (CORAZZA; TARLEY, 2016) e injecao em fluxo (Fl, do
inglés flow injection) (BAKIRCIOGLU; TOPRAKSEVER; KURTULUS, 2014, 2015),

com técnicas de AAS para melhorar seu desempenho.
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2.4 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA DE ALTA RESOLUGCAO
COM FONTE CONTINUA

241 Instrumentacao

A Figura 8 apresenta um arranjo esquematico de um HR-CS AAS com a

configuracao utilizada.

Figura 8 — Representacdo esquematica do HR-CS AAS com monocromador
DEMON.

Forno de Jd [
grafite

Detector /
CCD / ’//

Limpada de arco

E ) curto de Xenonio

Monocromador de
alta resolucdo

Fonte: (WELZ et al., 2005).

O espectrometro € equipado com uma lampada de arco curto de xendnio de
alta pressdo como fonte continua de radiacdo, um monocromador duplo de alta
resolugdo (DEMON, do inglés Double-Echelle Monochromator) composto por um
prisma e uma rede de difracao Echelle e um detector constituido por um arranjo linear
de dispositivos de carga acoplada (CCD, do inglés charge-coupled device) (WELZ et
al., 2010a). A lampada de arco curto de Xe (Figura 9) € constituida por dois eletrodos
de tungsténio, com distancia de 1 mm entre eles, em uma atmosfera de Xe a alta
pressao (17 bar, quando fria) (BORGES et al., 2005). Durante a sua operacado a uma
poténcia de 300 W, uma descarga elétrica entre os eletrodos aumenta a pressao
interna da lampada por um fator de 3 a 4 (50 bar). Assim, um micro plasma de alta

temperatura (10.000 K) e pequeno didametro (< 0,2 mm) é gerado préximo a superficie
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do catodo, chamado de “hot spot”’. Com estas caracteristicas, a fonte continua emite
radiacdo de alta intensidade na regiao do UV/Vis (190 nm — 900 nm) (WELZ et al.,
2010b, 2010a). Apesar do micro plasma ser instavel devido a sua pequena dimensao
e movimento erratico tipico, seu posicionamento € ativamente corrigido. Um espelho
préximo a lampada garante que o feixe de radiagdo esteja constantemente incidindo
no centro do atomizador (BORGES et al., 2005; WELZ et al., 2010b).

Figura9 —Lampada de arco curto de xenénio (A) composta por dois eletrodos com
distancia de 1 mm entre eles (B) operando em modo hot spot (C).

Fonte: adaptado de BORGES et al. (2005) e WELZ et al. (2010).

Apos passar pelo volume de absorgao, a radiagéo incidente € direcionada por
um espelho para a fenda de entrada do monocromador duplo de alta resolugao, onde
incidira em um prisma (BORGES et al., 2005). O prisma desempenha o papel de pré-
dispersor, separando a radiagao nos diferentes comprimentos de onda que a compde.
Assim, a parte do espectro que contém a linha analitica é selecionada (WELZ et al.,
2007). A rotacao do prisma garante que o intervalo espectral exato passara pela fenda
intermediaria. Entdo, a radiacao pré-selecionada € direcionada a rede de difracao
Echelle, que é responsavel pela alta resolucéo espectral (1 — 2 pm/pixel, dependendo
do comprimento de onda) (BORGES et al., 2005).

Uma vez que o DEMON nao possui uma fenda de saida, toda a porgao do
espectro que passa pela fenda intermediaria atinge o detector. O detector possui 588
pixels equipados com amplificador individual. Deste modo, o instrumento opera de fato
com 588 detectores independentes, 200 dos quais sdo normalmente utilizados para
propositos analiticos (BORGES et al., 2005). Como todos os 200 pixels sdo iluminados

e lidos simultaneamente, € possivel visualizar o ambiente espectral ao redor da linha
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analitica, que corresponde a + 0,2 — 0,3 nm na regido do UV e cerca de + 0,5 nm na
regido visivel. Outra vantagem do detector CCD é que apenas 3 — 5 pixels sao
utilizados para medir a absor¢cao atdémica. Deste modo, os outros pixels podem ser
utilizados para corrigir eventos espectrais continuos, isto €, eventos que afetam todos
os pixels da mesma maneira (WELZ et al., 2010b). Adicionalmente, o comprimento de
onda é adicionado como terceira dimenséo, fornecendo informagdes indisponiveis em
instrumentos convencionais. Além do tradicional sinal transiente (absorvancia versus
tempo) obtido na AAS com fonte de linha (LS AAS, do inglés line source), a HR-CS
AAS também oferece o sinal de absorvancia versus comprimento de onda e o espectro
resolvido no tempo (Figura 10) (BORGES et al., 2005).

Figura 10 — Sinal transiente (A), espectro (B) e espectro resolvido no tempo (C) no
intervalo espectral entre 324,5583 e 324,9477 nm obtidos para uma
solugdo padrao de Cu (5 ug L™).
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Fonte: Autora.

242 Determinacao simultanea multielementar

A utilizacdo de uma fonte de radiagao continua na HR-CS AAS torna possivel

a determinagao simultanea multielementar. No entanto, a aplicacdo desta estratégia
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e limitada pelo potencial dos instrumentos disponiveis. Apesar de uma das grandes
vantagens da HR-CS AAS ser a alta resolugao, isso também significa que apenas uma
pequena porgéo do espectro atinge o detector (cerca de 0,2-0,3 nm na regido do UV
e 0,5 nm na regido do visivel) (GOMEZ-NIETO et al., 2013). Assim, é necessario
encontrar uma regido espectral onde as linhas atdbmicas dos analitos estejam
proximas o suficiente para serem monitoradas simultaneamente (BOSCHETTI et al.,
2014). Deste modo, embora Co e Fe tenham mais de 500 linhas de absorc¢ao cada e
Ni tenha cerca de 350 linhas atémicas, apenas algumas linhas destes elementos
podem ser monitoradas ao mesmo tempo. Esta dificuldade aumenta para os
elementos que possuem um numero menor de linhas de absorgao, como o Ba (WELZ
et al., 2005).

Outro fator a ser considerado na selegdo dos comprimentos de onda é a
concentracédo esperada dos analitos na amostra. A razdo entre a sensibilidade das
linhas monitoradas deve ser compativel com a razdo entre a concentragdo dos
elementos (WELZ et al.,, 2010b). No entanto, a HR-CS AAS também oferece
estratégias para aumentar ou diminuir a sensibilidade das medidas (item 2.4.3).
Adicionalmente, o comportamento termoquimico dos analitos também pode
influenciar na analise, principalmente quando os elementos possuem caracteristicas
térmicas diferentes. Deste modo, a otimizagdo adequada do programa de temperatura
€ essencial na determinagao simultdnea multielementar. Em geral, a temperatura de
pirolise € escolhida com base no elemento mais volatil. Por outro lado, a temperatura
de atomizagao normalmente é selecionada de acordo com o elemento mais refratario
(AMORIM et al., 2008; FERREIRA et al., 2018; RESANO; FLOREZ; GARCIA-RUIZ,
2013).

A primeira aplicagdo envolvendo a determinagao simultanea por HR-CS GF
AAS foi reportada em 2009. Neste caso, os autores usaram a linha principal de Cd
(228,802 nm) e a linha secundaria de Fe (228,726 nm) para determinar
simultaneamente estes elementos em graos (DOS SANTOS et al.,, 2009a). Deste
entdo, diversos trabalhos tém sido reportados sobre este assunto, como pode ser visto
nos artigos de revisdo publicados recentemente (FERREIRA et al., 2018; FILATOVA
et al., 2020; PASIAS et al., 2021). Em geral, a determinagédo simultédnea de apenas
dois elementos tem sido discutida, principalmente devido as restricdes impostas pela
instrumentagao (PASIAS et al., 2021). No entanto, ha algumas exce¢des em que trés

ou mais elementos foram monitorados ao mesmo tempo, como na determinacao
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simultanea de Al, Co e Fe em aguas residuais (OZBEK; OZCAN, 2016), Cd, Fe e Sn
em alimentos enlatados (LEAO et al., 2016), Fe, Ni e V em cinzas volantes de
combustivel (CARDENAS VALDIVIA et al., 2018), Co, Fe, Ni e K em aguas residuais
(OZBEK, 2019) e Co, Fe, Ni e Pb em nanotubos de carbono (RESANO et al., 2013).
As linhas de absorgdo de Fe (352,604) e Ni (352,404 nm) selecionadas no
presente estudo ja foram usadas para determinar simultaneamente estes elementos
em suplementos multivitaminicos minerais (ADOLFO et al.,, 2019) e guarana
(ADOLFO et al., 2020b). Estas linhas também foram usadas em conjunto com a linha
de Co em 352,685 nm para quantificar os trés analitos em material de referéncia
certificado de tecido de ostra (RESANO et al., 2011). No entanto, é a primeira vez que
a linha secundaria de Ba em 352,497 nm € monitorada na mesma janela espectral
dos trés analitos. A determinacdo simultanea multielementar por HR-CS GF AAS
apresenta vantagens como o aumento da frequéncia analitica, menor custo de analise

e o0 aumento do rendimento do forno de grafite (FERREIRA et al., 2018).

243 Selecdao do numero de pixels

Cada pixel de um arranjo CCD atua como um detector independente. Portanto,
a intensidade da radiacdo € convertida em absorvancia para cada pixel
individualmente. O pixel central (CP, do inglés center pixel) mede a absorvancia no
centro da linha analitica, enquanto os pixels adjacentes medem a absorvancia nas
asas da linha. Deste modo, é possivel somar a absorvancia integrada obtida em mais
de um pixel para obter a absorvancia selecionada do volume de pico (PVSA, do inglés
peak volume selected absorbance) (HEITMANN et al., 2007). Assim, a HR-CS AAS
permite aumentar ou diminuir a sensibilidade de acordo com o numero de pixels
selecionadas para a quantificagdo do analito. Em geral, a melhor sensibilidade é
obtida quando 3-5 pixels sdo usados para a medida, cobrindo o centro da linha e a
maior parte das asas da linha (CP+1 e CP +2) (WELZ et al., 2014). No entanto, o
namero otimo de pixels depende do perfil do pico. Quando muitos pixels sao
selecionados, o ligeiro aumento da sensibilidade ndo compensa o aumento do ruido.
Como consequéncia, piores LODs sao obtidos (HEITMANN et al., 2007).

Por outro lado, a sensibilidade pode ser reduzida ao usar apenas o CP ou pares
de pixels mais distantes do CP, como %1 e +2, para calcular a PVSA (FICK et al.,

2018). Esta estratégia tem sido usada para estender a faixa linear de trabalho e é
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especialmente util para determinagdes simultdneas multielementares. Em alguns
casos, a razao entre a sensibilidade das linhas selecionadas para a determinacao
simultdnea ndo é compativel com a razdo da concentracdo dos elementos nas
amostras. Assim, a utilizagdo das asas da linha permite “ajustar” a sensibilidade da
linha mais sensivel de acordo com a concentragao do analito (DITTERT et al., 2010;
DOS SANTOS et al., 2009b).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 INSTRUMENTAGAO

As determinacbes foram realizadas usando um espectrémetro de absorgcao
atdbmica de alta resolugdo com fonte continua modelo ContrAA 700 (Analytik Jena,
Jena, Alemanha), equipado com atomizador de forno de grafite e amostrador liquido
automatico modelo MPE 60. O sistema 6ptico do espectrdmetro consiste em uma
ldmpada de arco curto de xendnio operando em modo hot-spot como fonte de radiagcéo
continua, um monocromador duplo de alta resolugdo composto por um prisma e uma
rede Echelle (DEMON, do inglés Double-Echelle Monochromator) e um detector
constituido por um arranjo linear de dispositivos de carga acoplada (CCD, do inglés
charge-coupled device).

Em todos os métodos desenvolvidos por HR-CS GF AAS, a atomizacéo foi feita
em tubos de grafite recobertos piroliticamente sem plataforma PIN integrada, exceto
para a determinacdo monoelementar de Cr, Cu e Mn, na qual foram utilizados tubos
de grafite com plataforma PIN integrada. Em todos os casos, foi usado um volume de
amostra de 20 uL. A Tabela 2 apresenta os programas de temperatura otimizados
para a determinacdo monoelementar de Cr, Cu e Mn em asfalto. Os programas de
temperatura otimizados para a determinagao simultanea de Co, Fe e Ni em asfalto e
de Ba, Co, Fe e Ni em oleaginosas sao apresentados, respectivamente, na Tabela 3

e na Tabela 4.
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Tabela 2 — Programas de temperatura para a determinacdo monoelementar de Cr, Cu
e Mn em asfalto por HR-CS GF AAS.

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°C s'') Tempo de permanéncia

(s)
Secagem 90 3 20
Secagem 110 5 10
Pirdlise 1200 2%, 1100 © 300 10
Auto-zero 1200 °, 1100 ¢ 0 5
Atomizagdo 2700 2, 2200°, 2500 °© 1500 ¢, FP b 5
Limpeza 2720 2, 2500 ®, 2600 °© 500 4

aCr, " Mn, ° Cu.

Fonte: Autora.

Tabela 3 — Programa de temperatura para a determinagao simultanea de Co, Fe e Ni
em asfalto por HR-CS GF AAS.

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°Cs') Tempo de permanéncia (s)
Secagem 90 3 20
Secagem 110 5 10
Pirdlise 700 100 5
Auto-zero 700 0 5
Atomizacao 2400 1500 5
Limpeza 2600 500 4

Fonte: Autora.

Tabela 4 — Programa de temperatura para a determinagdo simultédnea de Ba, Co, Fe
e Ni em oleaginosas por HR-CS GF AAS.

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°Cs') Tempo de permanéncia (s)
Secagem 90 3 20
Secagem 110 5 10
Pirdlise 1000 300 10
Auto-zero 1000 0 5
Atomizacgao 2700 1500 10
Limpeza 2720 500 5

Fonte: Autora.

Para fins comparativos, a digestdo total das amostras de asfalto e oleaginosas
foi realizada utilizando um sistema de reagdo assistida por micro-ondas modelo
Multiwave Pro (Anton Paar GmbH, Graz, Austria), equipado com um rotor 24HVT50

com capacidade para 24 tubos de Teflon. As medidas de Co, Cr, Cu, Fe, Mn e Ni nas
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amostras de asfalto digeridas e de Ba, Co, Fe e Ni nas amostras de oleaginosas
digeridas foram realizadas por HR-CS GF AAS. Em todos os casos foram utilizados
tubos de grafite recobertos piroliticamente com plataforma PIN integrada e volume de
amostra de 20 uL. As determinacdes foram feitas usando as linhas primarias de Ba
(553,548 nm), Co (240,725 nm), Cr (357,868 nm), Cu (324,754 nm), Fe (248,327 nm),
Mn (279,4817 nm) e Ni (232,002 nm) e de acordo com os programas de temperatura
recomendados pelo fabricante.

Para a determinacao de Cr, Cu e Mn em asfalto também foram avaliados outros
métodos de preparo de amostra (além da digestao acida assistida por micro-ondas),
incluindo extracdo acida assistida por ultrassom (USE), diluicdo direta (DD) e
emulsificagao (E). As medidas dos trés elementos foram feitas por HR-CS GF AAS,
utilizando a linha atdmica principal de cada um. Em todos os casos, foi utilizado forno
de grafite com plataforma PIN integrada e volume de amostra de 20 yL. Os programas
de temperatura otimizados para a determinagéo de Cr, Cu e Mn apés a aplicagao dos
procedimentos DD e E estdo apresentados na Tabela 5. Para o procedimento E, foi
utilizado 5 uL de alcool etilico como modificador quimico. Para as medidas de Cr, Cu
e Mn apés o procedimento USE, foi utilizado os mesmos programas de temperatura

apresentados na Tabela 2.

Tabela 5 — Programas de temperatura para a determinagdo monoelementar de Cr, Cu
e Mn em asfalto por HR-CS GF AAS apds os procedimentos de diluicao
direta e emulsificacdo da amostra.

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°C s'') Tempo de permanéncia

(s)

Secagem 90 3 20

Secagem 95 5 15

Secagem 110 5 10

Pirdlise 300 100 10

Pirdlise 1400 2, 1200°,1000 ¢~ 300 10

Auto-zero 1400 2, 1200°,1100 ¢~ 0 5

Atomizagdo 2600 2, 2200 °,2500°¢ 15002¢, FP® 33 5bc

Limpeza 2720 2, 2500 ®, 2650 © 500 4

acCr, b Mn, ¢ Cu, : Tp(emulsificagéo) =1100 °C.
Fonte: Autora.

3.1.1 Determinacdao monoelementar de Cr, Cu e Mn em asfalto
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A determinagédo de Cr, Cu e Mn em asfalto por HR-CS GF AAS foi realizada de
forma monoelementar. Deste modo, foram usadas as linhas primarias destes
elementos em 357,868 nm para Cr, 324,754 nm para Cu e 279,481 nm para Mn. As
medidas foram feitas usando o pixel central (CP) mais 2 pixels adjacentes (CP £ 1)
para cada um dos analitos. A PVSA, isto €, a absorvancia integrada (Aint) de 3 pixels
para Cr, Cu e Mn foi usada para a avaliagao do sinal e quantificagao dos analitos, com

um tempo de integracéo de 5 s.

3.1.2 Determinagao simultanea de Co, Fe e Ni em asfalto

As linhas secundarias de Co, Fe e Niem 352,685 nm (22 vezes menos sensivel
que a linha primaria de Co em 240,725 nm), 352,604 nm (870 vezes menos sensivel
que a linha primaria de Fe em 248,327 nm) e 352,454 nm (5,3 vezes menos sensivel
que a linha primaria de Ni em 232,002 nm), respectivamente, foram utilizadas para a
determinacao simultdnea destes elementos em asfalto. A faixa espectral entre
352,3165 e 352,7178 nm foi monitorada pelos 200 pixels utilizados para propdsitos
analiticos. As medidas foram feitas usando os pixels centrais mais quatro pixels
adjacentes (CP+2) para Co (185+2) e Fe (144+£2). Para Ni, a fim de estender a faixa
linear de trabalho, as medidas foram feitas nas asas da linha analitica, usando quatro
pixels laterais (pixels 67, 68, 71 e 72). A absorvancia integrada de 5 pixels para Co e
Fe e 4 pixels para Ni foi usada para a avaliacdo do sinal e quantificacdo dos analitos,

com um tempo de integragdo de 5 s.

3.1.3 Determinacao simultanea de Ba, Co, Fe e Ni em oleaginosas

As mesmas linhas atomicas de Co (352,685 nm), Fe (352,604 nm) e Ni
(352,454 nm) usadas para a determinagao destes elementos em asfalto, com a adigéao
da linha secundaria de Ba em 352,497 nm (sensibilidade relativa = 0,059%), foram
utilizadas para a determinagao simultédnea destes quatro elementos em oleaginosas.
Neste caso, o intervalo espectral observado foi de 352,3338 a 352,7348 nm. As
medidas foram feitas usando os pixels centrais mais quatro pixels adjacentes (CP+2)
para Ba (82+2), Co (175+2), Fe (134+2) e Ni (60£2). A PVSA foi calculada a partir de

5 pixels para cada um dos analitos, com um tempo de integragao de 10 s.
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3.2  REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes usados foram de grau de pureza analitico. A agua ultrapura
com resistividade de 18,2 M Q cm foi obtida por um sistema de purificacdo Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, EUA). O &cido nitrico concentrado (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil) foi bidestilado em um destilador de acidos (Distillacid, Bergrof BSB 939-IR,
Eningen, Alemanha). O procedimento de descontaminagédo dos materiais consistiu em
manter a vidraria em solugdo de HNO3 10% (v/v) e os frascos plasticos imersos em
uma solugao de acido nitrico-etanol 10% (v/v), ambos por pelo menos 24 horas, sendo
lavados com agua purificada antes do uso.

As solugdes estoque contendo 10 mg L' de Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Mn ou Ni, foram
preparadas a partir das solugdes padroes de 1000 mg L' de cada um dos elementos
(SpecSol, Quimlab, Sao Paulo, Brasil) e acidificadas com 50 pL de acido nitrico 65 %
(v/v). As solugbes padroes empregadas para calibragéo foram preparadas diariamente
por diluigdes adequadas das solugbes estoque com agua purificada. Para a
quantificacao de Cr, Cu e Mn, foram usadas solucbes padrdoes monoelementares.
Para a determinacao simultanea de Co, Fe e Ni e de Ba, Co, Fe e Ni foram usadas
solugdes padroes multielementares.

Para preparar as solugbes estoque orgéanicas de Cr (10 mg Kg™), Cu (10 mg
Kg™) e Mn (10 mg Kg'), os padrées organometalicos contendo 1000 mg Kg-! de cada
um dos analitos (Conostan, Houston, EUA) foram diluidos com 6leo mineral (VHG
Labs, Manchester, NH, EUA). Os padrdes orgénicos usados para as calibragdes foram
preparados diariamente pelo mesmo método empregado para as amostras.

Para a otimizacdo dos procedimentos de extracdo induzida por quebra de
emulsdo, as solugbes extratoras contendo HNOs e Triton X-100 (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) foram preparadas a partir de diluicbes adequadas de acido nitrico 65%
(v/v) e surfactante em agua ultrapura. Antes da extragao, as amostras de asfalto foram
diluidas em tolueno (Merck, Darmstadt, Alemanha) e misturadas com 6leo mineral
para ajustar a viscosidade. De forma similar, hexano (Merck, Darmstadt, Alemanha),
tolueno e 6leo mineral também foram avaliados durante a otimizacédo da EIEB para as
amostras de oleaginosas.

Para a digestdo total das amostras foi usado acido nitrico concentrado e

peroxido de hidrogénio 30% (m/v) (Synth, Sdo Paulo, Brasil). Para os procedimentos
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USE, DD e E foi utilizado tolueno, HNO3 65% (v/v), Triton X-100 e etanol 95% (v/v)
(Vetec).

3.3 AMOSTRAS

3.3.1 Asfalto

As trés amostras de cimento asfaltico de petréleo 50/70 (CAP-01, CAP-02 e
CAP-03) analisadas neste trabalho sao de diferentes refinarias brasileiras e foram
fornecidas pelo Centro de Pesquisa e Desenvolvimento Leopoldo Américo Miguez de
Mello (CENPES) da Petrobras. As amostras foram armazenadas a, aproximadamente,
2 °C até o uso. A amostra CAP-01 foi usada como uma amostra representativa para

o desenvolvimento e otimizagcdo do método.

3.3.2 Oleaginosas

As cinco amostras analisadas foram obtidas em mercados locais em Santa
Maria, Brasil. As amostras incluiram amendoim (A) e quatro espécies diferentes de
castanhas cruas, sendo castanha-do-para (CP), castanha de caju (CJ), avela (AV) e
noz pecan (NP), conforme ilustra a Figura 11. Antes da analise, cerca de 100 g de
cada amostra (sem casca) foram triturados em um moedor de alimentos com laminas
plasticas. O procedimento foi feito até que todo o dleo fosse liberado e as particulas
finamente moidas, resultando em uma pasta fina. A pasta foi peneirada e armazenada
em tubos plasticos a aproximadamente 2 °C até o uso. A castanha-do-para (CP) foi
usada como uma amostra representativa para o desenvolvimento e otimizagao do

método.

Figura 11 — Amostras de oleaginosas analisadas.
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Fonte: Autora.
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3.4 PROCEDIMENTOS DE PREPARO DE AMOSTRA

A Figura 12 resume os métodos de preparo empregados para as amostras de

asfalto e oleaginosas.

Figura 12 — Diferentes métodos de preparo de amostra empregados para a
determinagao monoelementar de Cr, Cu e Mn em asfalto e determinacéao
simultdnea de Co, Fe e Ni em asfalto e de Ba, Co, Fe e Ni em oleaginosas
por HR-CS GF AAS.

EIEB — emulsao O/A

MW-AD
Determinacao monoelementar
de Cr, Cue Mn USE

Emulsificacao

Asfalto Diluicdo

Determinacao simultanea de EIEB — emulsao A/O

Co, Fe e Ni MW-AD
. Determinagao simultanea de EIEB — emulsao S/O/A
Oleaginosas Ba Co. Fe e Ni
a, Co, Fe e Ni MW-AD

Fonte: Autora.

3.41 Asfalto

Para a determinagdao monoelementar de Cr, Cu e Mn em asfalto, os seguintes
métodos de preparo foram utilizados: extracdo induzida por quebra de emulsao O/A
(item 3.4.1.1), digestao acida assistida por micro-ondas (item 3.4.1.2), extragao acida
assistida por ultrassom (item 3.4.1.3), emulsificagéo (item 3.4.1.4) e diluicdo direta
com solvente orgéanico (item 3.4.1.5). Para a determinagao simultédnea de Co, Fe e Ni
em asfalto foi empregada a extragao induzida por quebra de emulsao A/O, descrita no

item 3.4.1.6 e a digestdo acida assistida por micro-ondas (item 3.4.1.2).
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3.4.1.1 Extracao induzida por quebra de emulsao O/A (EIEB) para Cr, Cu e Mn

Aproximadamente 0,05 g da amostra de asfalto foram diluidos com 1,5 mL de
tolueno em um tubo plastico de 15 mL. A amostra foi sonicada por 5 minutos em um
banho ultrassénico para completar a homogeneizagéo. Apos, foi adicionado 0,5 mL
de 6leo mineral, seguido da adigdo de 5 mL da solugao extratora contendo 3% (m/v)
de Triton X-100 e 15% (v/v) de HNOs. O frasco foi manualmente agitado para formar
a emulsdo O/A e imediatamente transferido para o banho termostatico (90 °C), onde
foi mantido por 20 minutos para separar as fases. A fase organica superior foi
removida com uma pipeta de Pasteur. A fase aquosa contendo os analitos foi coletada
com uma micropipeta para posterior analise por HR-CS GF AAS. O procedimento foi
realizado em triplicata tanto para as amostras quanto para o branco analitico. O tempo
total do preparo da amostra foi de 25 minutos. A Figura 13 ilustra o método EIEB
desenvolvido para a extragao de Cr, Cu e Mn em asfalto. A Figura 14 mostra a

emulsao O/A antes e depois da separagao das fases.

Figura 13 — Procedimento de extragéo induzida por quebra de emulsdo O/A para a
extragdo e determinagao monoelementar de Cr, Cu e Mn em asfalto por
HR-CS GF AAS.
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Figura 14 — Emulsédo O/A antes (A) e depois (B) da quebra por aquecimento a 90 °C.
A fase organica superior contém asfalto, tolueno e 6leo mineral e a fase
aquosa inferior contém os analitos extraidos.

Fonte: Autora.

3.4.1.2 Digestao acida assistida por micro-ondas (MW-AD)

Aproximadamente 100 mg das amostras foram pesados nos frascos de Teflon
do sistema de digestao por micro-ondas. Apds, 5 mL de HNO3 concentrado e 1 mL de
H202 foram adicionados a cada frasco. Entdo, as amostras foram submetidas ao
seguinte programa de digestao: 1) 5 min de rampa e permanéncia por 2 min a 80 °C;
[I) 5 min de rampa e permanéncia por 5 min a 140 °C; Ill) 10 min de rampa e
permanéncia por 35 min a 190 °C e IV) 20 min para resfriamento. O programa de
digestao utilizado foi proposto por Munoz e colaboradores (2007) para o preparo de
amostras de petroleo. As solugbes digeridas foram quantitativamente transferidas
para tubos volumétricos de 15 mL e aferidas com agua ultrapura. O procedimento para
as amostras e solugdes em branco foi realizado em triplicata. O tempo total de preparo

da amostra foi de 82 min.

3.4.1.3 Extracdo acida assistida por ultrassom (USE)

A extracao acida de Cr, Cu e Mn das amostras de asfalto foi baseado no método
proposto por Chauhan e Klerk (2020) para a extracao de V, Ni, Fe e Ca de petrodleo.
Um volume de 0,6 mL de tolueno foi adicionado a cerca de 0,1 g de amostra
previamente pesados em tubo plastico. Apds, 1,5 mL de HNOs concentrado foi
adicionado ao tubo, seguido de agitagdo em vortex por 2 minutos. Entdo, a amostra
foi aquecida em banho termostatico a 85 °C por 30 min e imediatamente transferida

para banho ultrassénico por 15 min, onde duas fases foram obtidas. Apds remover a
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fase organica superior com uma pipeta de Pasteur, a solugdo aquosa foi coletada com
uma micropipeta e diluida 10 vezes com agua ultrapura. O procedimento foi realizado
em ftriplicata para as amostras e solugcdo em branco. O tempo total de preparo de

amostra foi de 47 minutos.

3.4.1.4 Emulsificacdo (E)

O procedimento de emulsificagdo empregado para as amostras de asfalto foi
de acordo com o proposto na literatura para a determinagao de Ca, Mg, Sr e Ba em
petréleo (PESSOA et al., 2012b). Uma aliquota de 0,3 g de amostra foi pesada em
tubo plastico e diluida com 1 mL de tolueno. A amostra foi sonicada por 5 minutos em
banho ultrassénico. Posteriormente, foi adicionado 100 mg de Triton X-100 e o volume
foi aferido a 10 mL com uma solugdo de HNO3 0,2% (v/v). A amostra foi manualmente
agitada por 2 minutos e entdo sonicada por 5 min, seguido de agitagdo por mais 2
min. O procedimento foi realizado em triplicata para as amostras e solugao em branco.
O tempo total de preparo da amostra foi de 14 min. Antes de cada medida
instrumental, a amostra foi agitada com uma pipeta de Pasteur para garantir a
homogeneidade da emuls&o. Adicionalmente, 5 yL de etanol 95% (v/v) foram
introduzidos no forno de grafite junto com a amostra para evitar a formagdo de

espuma.

3.4.1.5 Diluigdo direta (DD)

O procedimento de diluigdo da amostra com solvente organico foi conforme
descrito na literatura (PESSOA et al., 2012a). Cerca de 0,3 g de asfalto foram diluidas
com 10 mL de tolueno. A amostra foi homogeneizada através de sonicagao por 5 min.
O procedimento foi realizado em triplicata para as amostras e solugdo em branco.
Apods o preparo, as amostras foram imediatamente analisadas por HR-CS GF AAS.
Neste caso, os frascos do amostrador automatico e o capilar do equipamento foram
de PTFE.

3.4.1.6 Extracao induzida por quebra de emulsao A/O (EIEB) para Co, Fe e Ni
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Cerca de 0,08 g da amostra foram pesados em um tubo de plastico de 15 mL
e 1,5 mL de tolueno foi adicionado para diluir a amostra. Em seguida, a amostra
homogeneizada foi misturada com 3,5 mL de 6leo mineral. O dleo foi usado para
ajustar a viscosidade da fase organica e permitir uma mistura adequada com a solugao
extratora aquosa. Entdo, 2 mL da solugéo extratora contendo 40% (v/v) de HNOs e
40% (v/v) de Triton X-100 foram adicionados a amostra, que foi vigorosamente agitada
de forma manual por 30 s. Logo apds a formacdo da emulsdo A/O, o tubo foi
transferido para o banho termostatico a 90 °C, onde foi mantido por 15 minutos para
quebrar a emulsdo. A fase organica superior contendo o asfalto foi removida com
pipeta de Pasteur. A fase aquosa inferior, contendo os analitos extraidos, foi coletada
com uma micropipeta e empregada na quantificacao de Co, Fe e Ni. A Figura 15 ilustra
as etapas do procedimento EIEB desenvolvido. O procedimento foi realizado em
triplicata para as amostras e solugdes em branco. O tempo de preparo de amostra foi
de aproximadamente 17 minutos. A Figura 16 mostra a emulsdo A/O antes e depois

da separacgao das fases.
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Figura 15 — Procedimento de extragao induzida por quebra de emulsdo A/O para a
extracdo e determinacédo simultanea de Co, Fe e Ni em asfalto por HR-

CS GF AAS.
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Fonte: Autora.

Figura 16 — Emulsdo A/O antes (A) e depois (B) da quebra por aquecimento a 90 °C.
A fase organica superior contém asfalto, tolueno e 6leo mineral e a fase
aquosa inferior contém os analitos extraidos.

Fonte: Autora.

3.4.2 Oleaginosas

3.4.2.1 Extracdo induzida por quebra de emulsao S/O/A (EIEB)
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Aproximadamente 0,8 g da amostra foram pesados em um tubo plastico de 15
mL. Apés, 4 mL da solugdo extratora aquosa contendo 15% (m/v) de Triton X-100 e
20% (v/v) de HNO3s foram adicionados. O tubo foi agitado manualmente por 30 s para
formar a emulsao solido-6leo-agua (S/O/A). Em seguida, o tubo foi colocado no banho
termostatico a 90 °C por 4 min, seguido de centrifugagao a 5000 rpm por 10 min para
a completa separagao das fases. Apds a quebra da emulsdo, quatro fases foram
obtidas: ) uma fase oleosa superior, Il) uma camada de creme, Ill) uma fase aquosa
contendo os analitos extraidos e V) residuo sélido na fase inferior. A camada orgénica
(fases | e Il) foi removida. A fase aquosa contendo os analitos extraidos foi coletada
para posterior analise por HR-CS GF AAS. A Figura 17 ilustra as etapas do
procedimento EIEB desenvolvido. O procedimento foi realizado em triplicata para as
amostras e solugdes em branco. O tempo total de preparo da amostra foi de
aproximadamente 14 min. A Figura 18 mostra a emulsdo A/O antes e depois da

separagao das fases.

Figura 17 — Extragdo induzida por quebra de emulsdo S/O/A para a extragédo e
determinacgao simultanea de Ba, Co, Fe e Ni em oleaginosas por HR-CS

GF AAS.
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Fonte: Autora.
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Figura 18 — Emulsdo S/O/A antes (A) e depois (B) da quebra por aquecimento e
centrifugagao.

Fonte: Autora.

3.4.2.2 Digestéo acida assistida por micro-ondas (MW-AD)

A digestao total das amostras de oleaginosas foi adaptada de Naozuka e
colaboradores (2011). Cerca de 0,25 g da amostra foram pesados diretamente nos
frascos de Teflon. Em seguida, uma mistura oxidante diluida contendo 3 mL de HNOs3,
2 mL de H20 e 1 mL de H20: foi adicionada a cada recipiente. O programa de digestao
foi realizado em quatro etapas: I) 5 min de rampa e permanéncia por 1 min a 140 °C;
[I[) 4 min de rampa e permanéncia por 5 min a 180 °C; Ill) 4 min de rampa e
permanéncia por 4 min a 220 °C e 1V) 20 min para resfriamento. Apds o resfriamento,
as solugdes digeridas foram transferidas quantitativamente para frascos volumétricos
e aferidas a 10 mL com agua ultrapura. A digestdo das amostras e solugdes em branco

foi realizada em ftriplicata. O tempo total de preparacdo da amostra foi de 43 min.

3.5 VALIDAGAO DAS METODOLOGIAS ANALITICAS

A validagado dos métodos propostos foi realizada de acordo com as diretrizes
da National Association of Testing Authorities (NATA, 2012) e da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 2012). Os parametros de mérito avaliados foram:
linearidade e faixa de aplicagao; precisao; exatiddo; massa caracteristica, limite de

deteccéo (LOD) e limite de quantificagédo (LOQ).
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3.5.1 Curvas de calibragao e linearidade

As curvas de calibragdo empregadas na quantificacdo dos analitos no extrato
aquoso foram obtidas pelo método de calibragdo externa. Neste caso, as solugdes
padrdes foram preparadas a partir de diluicbes adequadas da solucédo estoque, de
modo que o branco e os cinco niveis de concentragao, medidos em ftriplicata, ficassem
igualmente espacados sobre a faixa de concentragao de interesse. A equacgao linear
da relacdo da absorvancia com a concentragao dos analitos foi obtida pelo método
dos minimos quadrados. A linearidade do método foi avaliada a partir dos coeficientes
de determinacgéo (R?). A ANOVA foi utilizada para verificar a significancia da regresséo
através do Teste F (nivel de confianga de 95%). Os testes estatisticos foram
realizados com o auxilio do software OriginPro 8, verséo 8,0724 (Copyright 1991-2007
OriginLab Corporation).

3.5.2 Massa caracteristica

A massa caracteristica (mo), que é a massa do analito que resulta em uma
absorvancia integrada de 0,0044 s, foi calculada como a razao entre 0,0044 e a
inclinagdo das curvas analiticas, considerando um volume de amostra de 20 pL
(WELZ et al., 2005).

3.5.3 Limites de detecgcao e quantificagcao

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram calculados de

acordo com as equacgodes (NATA, 2012):

LOD =30/s (1)
LOQ =100/s (2)

Onde: o é o desvio padréo de 10 medidas do branco e s é o coeficiente angular
da curva analitica (sensibilidade do método). As solugbes em branco foram
preparadas de acordo com os procedimentos de pré-tratamento da amostra. Para o
calculodo LOQ e do LOD em ug g~', foram considerados a massa de amostra utilizada

em cada um dos procedimentos e o volume final das solugdes.
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3.5.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através da repetitividade. As medidas foram
feitas em triplicata (n = 3) para as amostras e as solu¢des padrdes. O resultado foi
expresso como o desvio padrao relativo (RSD) de cada conjunto de medidas. O valor

de RSD foi calculado de acordo com a equagao (AOAC, 2012):

RSD (%)=0/X x100  (3)

Onde: o € o desvio padrdo calculado a partir de trés replicatas, e X é a média

dos valores de concentragéo.

3.5.5 Exatidao

A exatidao foi avaliada através da comparacido estatistica dos resultados
obtidos pelos métodos propostos com aqueles obtidos apds a digestdo acida das
amostras. Adicionalmente, também foram realizados ensaios de adi¢ao e recuperacao
dos analitos. Para este propdsito, os extratos aquosos obtidos pela EIEB foram
enriquecidos com concentragdes conhecidas dos elementos, em trés niveis de

fortificag@o. A recuperagao foi expressa em porcentagem (AOAC, 2012).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho estao divididos em trés partes. O item 4.1
apresenta os resultados do desenvolvimento do método EIEB para a extragao de Cr,
Cu e Mn em asfalto e posterior determinacdo monoelementar destes elementos por
HR-CS GF AAS. A metodologia proposta também foi comparada a digestao acida
assistida por microondas (MW-AD), extragdo acida assistida por ultrassom (USE),
emulsificacao (E) e diluicdo direta (DD) com solvente organico. O item 4.2 apresenta
os resultados do desenvolvimento do método EIEB para a extracdo de Co, Fe e Ni de
asfalto e posterior determinacao simultanea destes elementos por HR-CS GF AAS. O
item 4.3 apresenta os resultados do desenvolvimento do método EIEB para a extragao
de Ba, Co, Fe e Ni de oleaginosas e posterior determinagdo simultadnea destes
elementos por HR-CS GF AAS. Em todos os casos, séo discutidos a otimizagéo das
condicbes de extracao, a otimizagao dos programas de temperatura, efeitos de matriz,
utilizacao de solugdes padrdes aquosas para calibragao, figuras de mérito, validacao

e aplicagao das metodologias propostas.

41 EXTRACAO INDUZIDA POR QUEBRA DE EMULSAO PARA
DETERMINACAO MONOELEMENTAR DE Cr, Cu e Mn EM ASFALTO POR
HR-CS GF AAS

411 Avaliacao das condigdes de extragao

O desenvolvimento do método EIEB para a extracao de Cr, Cu e Mn de asfalto
foi realizado pela formacao e quebra de emulsdes O/A. A escolha do tipo de sistema
emulsionado foi baseada em dois critérios: |) na concentragdo esperada dos analitos
na amostra e Il) na sensibilidade das linhas atdmicas selecionadas para as medidas
por HR-CS GF AAS. Os trés analitos foram determinados de forma monoelementar.
Deste modo, as linhas primarias de Cu, Cr e Mn puderam ser usadas. Como resultado,
nao houve a necessidade de pré-concentrar os analitos no extrato aquoso. Assim, o
volume da solugdo extratora foi fixado em 5 mL e os seguintes parametros foram
avaliados: |) proporgao 6leo mineral/tolueno (volume total 2 mL), II) massa de amostra,

[II) concentragao de Triton X-100 e IV) concentragdo de HNO3 na solugao extratora.
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Os valores de absorvancia integrada para Cr, Cu e Mn foram usados como resposta

para avaliar as condigdes de extracao.

4.1.1.1 Proporgao 6leo mineral/tolueno

A formagdo de uma emulsdo conveniente € essencial para o sucesso do
processo de extragdo. No entanto, a alta viscosidade de algumas amostras, como
Oleos lubrificantes e petroleo, dificulta a dispersao da fase aquosa através da fase
organica. Assim, diluir a amostra com solvente organico pode ajudar na formagao da
emulsdo (FERNANDES et al., 2019; TREVELIN et al., 2016). Outra estratégia para
potencializar a formagéo e estabilizacdo do sistema € a adigdo de 6leo mineral a
amostra antes da aplicacdo da EIEB. O d6leo mineral pode ser usado sozinho para
diluir a amostra ou em combinagdo com solventes para ajustar a viscosidade da fase
organica, permitindo uma mistura conveniente com a solugédo extratora aquosa (DE
SOUSA; CASSELLA; LEPRI, 2019).

Deste modo, considerando que o asfalto € um material altamente viscoso, o
primeiro parametro avaliado foi a influéncia da proporg¢ao 6leo mineral/tolueno na fase
organica. Neste caso, as proporgdes volumétricas testadas foram 0, 25, 50 e 75% (v/v)
de 6leo mineral em relagdo ao tolueno (volume total = 2 mL). Para este propdsito,
cerca de 0,2 g da amostra de asfalto foi misturada com o solvente organico e sonicada
a 40 °C por 5 min para homogeneizar a amostra. Em seguida, foi adicionado um
volume adequado de éleo mineral e 5 mL de solugdo extratora contendo 15% (v/v) de
HNOs e 10% (m/v) de Triton X-100. A emulsao foi quebrada apds 20 min em um banho
termostatico aquecido a 90 ° C. Os resultados sdo mostrados na Figura 19.

Quando o 6leo mineral nao foi adicionado, foi observada a formagao de uma
emulsao relativamente instavel, cuja separacao de fases iniciou no momento em que
a agitacdo manual foi interrompida. Isso nao foi considerado um problema para Cr e
Mn, uma vez que nao foram observadas diferengas significativas (p > 0,05) nos
resultados obtidos para estes elementos com 0, 25 e 50% (v/v) de éleo mineral. Estes
resultados indicaram que a transferéncia de ambos os analitos para a fase aquosa
ocorreu logo apos a formagao da emulsdo. No entanto, com o aumento do éleo mineral
para 75% (v/v), foi observado um decréscimo nos valores de absorvancia integrada
para Cr e Mn. Provavelmente, o baixo volume de tolueno usado foi insuficiente para

solubilizar completamente a amostra, prejudicando a extragao dos analitos.
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Figura 19 — Influéncia da proporgcédo de 6leo mineral em relagdo ao tolueno (volume
total = 2 mL) empregado para diluir as amostras de asfalto (m = 0,2 g)
antes da aplicagdo do procedimento EIEB, n = 3. HNO3 = 15% (v/v) e
Triton X-100 = 10% (m/v). Absorvancia integrada normalizada para 0,2 g
de amostra.
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Fonte: Autora.

Para o Cu, o maior valor de absorvancia integrada foi obtido com 25% (v/v) de
o0leo mineral, possivelmente devido a maior estabilidade do sistema emulsionado
comparado a 0% (v/v) de dleo. Por outro lado, 0 aumento do 6leo mineral para 50%
(v/v) resultou em uma amostra mais viscosa, o que dificultou a transferéncia desse
analito para a fase aquosa. Assim, para obter a maior eficiéncia de extragao para os
trés analitos, foi escolhida uma proporgao de 25% (v/v) de 6leo mineral em relagéo ao

tolueno.

4.1.1.2 Massa de amostra

Apos estabelecer a relagdo 6leo mineral/tolueno, a massa de amostra foi
avaliada na faixa de 0,05 a 0,3 g com intervalos de 0,05 g. Para comparar as medidas
realizadas com diferentes massas de amostra, os valores de absorvancia integrada
foram normalizados para uma massa de amostra de 0,05 g, que foi a quantidade
minima de amostra avaliada. As demais condi¢gdes experimentais foram mantidas
constantes e 0 mesmo procedimento de extragéo foi realizado. A Figura 20 apresenta

os resultados obtidos.
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Figura 20 — Influéncia da massa de amostra empregada para a extracéo de Cr, Cu e
Mn de asfalto pelo método EIEB, n = 3. HNO3 = 15% (v/v) e Triton X-100
=10% (m/v). Absorvancia integrada normalizada para 0,05 g de amostra.
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Em geral, foi observada uma diminuicéo dos valores de absorvancia integrada
para Cr, Cu e Mn com o aumento da massa de amostra empregada para a extragao.
Quando 0,3 g foram usados, parte da amostra continuou aderida as paredes do tubo
de plastico, impedindo a transferéncia de parte dos analitos para a fase aquosa. Por
outro lado, com a utilizagdo de 0,05 g, a amostra foi mais facilmente solubilizada pelo
solvente. Como resultado, houve uma maior interacdo entre as fases organica e
aquosa, levando a uma maior resposta analitica para os trés elementos nesta
condicdo. Deste modo, uma massa de amostra de 0,05 g foi selecionada para os

experimentos futuros.

4.1.1.3 Concentracao de Triton X-100 na solugéo extratora

A préxima etapa consistiu em avaliar a influéncia da concentragao de Triton X-
100 na solugao extratora. Assim, a fase orgéanica (amostra = 0,05 g, tolueno = 1,5 mL
e 6leo mineral = 0,5 mL) foi misturada com a solug¢do extratora (5 mL) contendo 15%
(v/v) de HNOs e concentragdes variaveis de Triton X-100 (0, 3, 5, 10, 15 e 20% m/v)

para formar a emulsao. A Figura 21 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 21 — Influéncia da concentragdo de Triton X-100 na solugao extratora aquosa
empregada para a extragao de Cr (m), Cu (e) € Mn (A) do asfalto pelo
método EIEB, n = 3. HNOs = 15% (v/v). Absorvancia integrada
normalizada para 0,05 g de amostra.
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Na auséncia de um surfactante, o contato entre a solucéo extratora e a amostra
oleosa € minimo, o que pode dificultar a extracdo dos analitos para a fase aquosa
(WUYKE; OROPEZA; FEO, 2017). De fato, os menores valores de absorvancia
integrada para os trés analitos foram obtidos em 0% (m/v) de Triton X-100. Porém,
com a adicao de um surfactante na solucéo extratora, os monémeros se adsorvem na
interface oleo/agua, causando uma reducdo na tensdo interfacial do sistema
(MCCLEMENTS; JAFARI, 2018). Assim, 0 aumento da area de contato entre as fases
favorece a transferéncia dos analitos para o extrato aquoso (PEREIRA et al., 2014).
Para Cr e Cu, ndo foram observadas diferengas significativas (p > 0,05) nos resultados
obtidos com Triton X-100 na faixa de 3 a 20% (m/v). Para Mn, a maior resposta foi
obtida com 3% (m/v) de Triton X-100. Estes resultados indicaram que esta
concentracao foi suficiente para formar uma emulsao adequada para a extragao dos
trés analitos. Portanto, a concentracéo de surfactante foi fixada em 3% (m/v) para os
experimentos futuros.

Até 15% (m/v) de Triton X-100, nenhuma mudanca significativa foi observada
no tempo necessario para quebrar a emulsdo, provavelmente devido a concentragao
relativamente alta de HNO3 (15% v/v) na solugéo extratora. Por outro lado, a 20%
(m/v) de Triton X-100, um maior tempo de aquecimento foi necessario para atingir uma

quebra de emulsdo adequada devido a alta estabilidade da emulsao.
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4.1.1.4 Concentragdo de HNO3s na solugao extratora

Por fim, a concentragao de HNO3 na solucdo extratora foi avaliada na faixa de
5 a 25% (v/v) com intervalos de 5%. Os resultados sdo mostrados na Figura 22.

Este paradmetro ndo teve influéncia na eficiéncia de extragdo de Cu e Mn do
asfalto, uma vez que nado foi observada variacdo significativa nos sinais de
absorvancia de ambos os metais em toda a faixa avaliada. O mesmo foi observado
para a extracdo de Cu e Mn de biodiesel (PEREIRA et al., 2013). Por outro lado, os
sinais de absorvancia do Cr aumentaram até a concentracdo de 15% (v/v) de HNOs e
permaneceram constantes apos este ponto. Resultados semelhantes foram relatados
para a extracdo de Cr de petrdleo bruto e 6leos lubrificantes usados (HE et al., 2015;
WUYKE; OROPEZA; FEO, 2017). Esses resultados indicaram que o Cr poderia estar
mais fortemente ligado a matriz orgéanica do que o Cu e o Mn. Assim, a concentragao

de HNOs na solugéo extratora foi fixada em 15% (v/v).

Figura 22 — Influéncia da concentragdo de HNOs; na solugdo extratora aquosa
empregada para a extragdo de Cr, Cu e Mn do asfalto pelo método EIEB,
n = 3. Triton X-100 = 3% (m/v). Absorvancia integrada normalizada para
0,05 g de amostra.
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41.2 Comparagao da EIEB com os métodos MW-AD, USE, E e DD para
determinagao monoelementar de Cr, Cu e Mn por HR-CS GF AAS

4.1.2.1 Otimizacao do programa de temperatura

As curvas de pirdlise e atomizagao para Cr, Cu e Mn foram construidas usando
o extrato aquoso obtido pelo método EIEB otimizado, amostra de asfalto emulsionada,
asfalto diluido em tolueno e solugbdes padrbes dos trés analitos em meio aquoso e
organico (diluicdo direta e emulsificagdo). Em todos os casos, as temperaturas de
atomizagcdo para Cr, Cu e Mn foram fixadas em 2500, 2200 e 2000 °C,
respectivamente, e a temperatura de pirdlise para os trés analitos foi avaliada na faixa
de 800 a 1700 °C, conforme mostra a Figura 23. Devido a estabilidade térmica dos
trés analitos, o uso de modificador quimico n&o foi avaliado.

Em geral, os perfis das curvas de pirdlise para os trés analitos em meio aquoso
(solugdes padrbes e extrato aquoso obtido pelo procedimento EIEB) foram muito
semelhantes. O mesmo também foi observado para Cr e Mn em tolueno. Entretanto,
os perfis das curvas de pirdlise para Cr, Cu e Mn no asfalto emulsificado e Cu no
asfalto diluido diferiram daqueles obtidos para os padrbées organometalicos
preparados da mesma forma que a amostra. Assim, a temperatura de pirdlise para
Cu, Cr e Mn foi escolhida com base no comportamento dos elementos nas amostras
e padrées em meio aquoso e organico, visando garantir a eliminagdo completa da
matriz sem a perda dos analitos. Deste modo, a temperatura de pirélise para Cr e Mn
em meio aquoso foi fixada em 1200 °C, e para Cu em 1100 °C. Para a amostra e os
padrdes emulsificados, a temperatura de pirdlise foi definida em 1400, 1100 e 1200
°C para Cr, Cu e Mn, respectivamente. A mesma temperatura de pirdlise foi utilizada
para a amostra e os padroes diluidos em tolueno, exceto para Cu, para o qual a melhor

temperatura de pirdlise foi de 1000 °C.
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Figura 23 — Curvas de pirdlise para Cr (A), Cu (B) e Mn (C) para os procedimentos
EIEB (m), E (A) e DD (o) (simbolos preenchidos) e padrées (simbolos
abertos) contendo 4 ug L' de Cr, 5 ug L"" de Cu e 4 ug L' de Mn em meio
aquoso e 2 ug L' de Cr, 2 yg L' de Cu e 10 ug L' de Mn em meio
organico, n = 3.
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E importante mencionar que para a determinacdo dos trés analitos em meio

organico, foi necessario adicionar uma etapa extra de secagem para evitar o
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espalhamento da amostra. Uma etapa extra de pirdlise a 300 °C também foi
adicionada para diminuir a quantidade de matriz organica antes da etapa final de
pirélise. Essa estratégia foi necessaria para estender a vida util do forno de grafite e
melhorar a precisdo dos resultados obtidos. Da mesma forma, Luz, Nascimento e
Oliveira (2013) relataram a ocorréncia de micro explosées no forno de grafite na
presenca de emulsdes de petréleo bruto, quando o programa de aquecimento foi
aplicado utilizando apenas uma etapa de pirdlise a 1300 °C. Este comportamento foi
atribuido a grande quantidade de matriz organica (aproximadamente 360 ug) presente
no tubo em combinacdo com HNO3 e a alta taxa de aquecimento. Neste caso, a etapa
de pirdlise extra a 200 °C foi considerada obrigatéria pelos autores (LUZ;
NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2013). No presente estudo, o volume de amostra utilizado
(20 pL) para a emulsédo e a amostra diluida resultaram em 600 ug da matriz asfaltica
no forno de grafite. Portanto, dois estagios de pirdlise também s&o recomendados no
presente estudo.

Apos estabelecer as condigdes de pirdlise, as temperaturas de atomizacgao para
Cr, Cu e Mn foram avaliadas na faixa de 2000 a 2700 °C. A Figura 24 mostra a curva

de atomizacao obtida para Cr.

Figura 24 — Curvas de atomizacgéao para Cr apos os procedimentos EIEB (m), E (A) e
DD (e) (simbolos preenchidos) e padrdes (simbolos abertos) contendo 4
ug L' de Cr em meio aquoso e 2 ug L' de Cr em meio organico, n = 3.
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Os perfis das curvas de atomizacao para Cr em meio aquoso e organico foram
muito semelhantes. Em todos os casos, o maior valor de absorvancia para este
elemento foi obtido em 2700 °C. Entretanto, os valores de absorvancia para a amostra
emulsionada foram superiores aos obtidos para a amostra diluida em tolueno, embora
ambas tivessem a mesma concentragao de Cr. Além disso, foi observada uma maior
sensibilidade para Cr no extrato aquoso comparado ao meio orgéanico. Esses
resultados indicam uma influéncia da matriz na atomizacao deste elemento.

Em 2700 °C, o sinal transiente para Cr em meio aquoso apresentou um perfil
simétrico, como mostra a Figura 25. Deste modo, a temperatura de 2700 °C foi
selecionada para a atomizacao de Cr em solugao padrao aquosa e no extrato aquoso
obtido pelo método EIEB. No entanto, em 2700 °C, um sinal transiente assimétrico foi

observado para Cr na amostra em emulséo e diluida em tolueno (Figura 25).

Figura 25 — Sobreposi¢cao dos sinais transientes obtidos para Cr apés a aplicagédo dos
métodos EIEB (A), E (B) e DD (C). Ta = 2600 °C (==) e 2700 °C (==).
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Na HR-CS AAS, a utilizacao do detector CCD acrescenta o comprimento de
onda como terceira dimens&o. Deste modo, é possivel visualizar o ambiente espectral

ao redor da linha analitica, o que possibilita identificar interferéncias espectrais nao
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continuas. Estas interferéncias sdo causadas pela absor¢ao da radiagdo por
contaminantes ou absorgao de fundo por moléculas diatdmicas de estrutura rotacional
fina (BORGES et al., 2005). A presenca da matriz da amostra no atomizador apos a
aplicacado dos procedimentos DD e E pode resultar em interferéncias. De fato, a
avaliacdo do espectro resolvido no tempo (Figura 26) mostrou que o aumento da
absorvancia em 2700 °C para Cr em meio organico foi devido ao aparecimento de um
fundo estruturado. Assim, ao contrario do que foi observado para Cr em meio aquoso,
a temperatura de atomizagéo de 2700 °C nao resultou em um ganho de sensibilidade

para este elemento na amostra emulsionada e diluida em tolueno.

Figura 26 — Espectro resolvido no tempo na vizinhanga da linha analitica de Cr

(357,868 nm) para a amostra diluida em tolueno (A) e em emulséo (B). Ta
= 2700 °C.

Absorvancia

Fonte: Autora.

Uma maneira de corrigir a sobreposi¢cao espectral é através da subtragdo de
um espectro de referéncia do espectro da amostra usando um algoritmo de minimos
quadrados para corregao de fundo (LEPRI et al., 2010). Contudo, esta estratégia néo
foi avaliada no presente trabalho, uma vez que este problema péde ser facilmente
resolvido com a utilizagdo de uma temperatura de atomizacdo de 2600 °C. Nesta
temperatura, foi obtido um sinal transiente simétrico para Cr em meio organico (Figura
25) e a determinacéo deste analito foi livre de interferéncias espectrais (Figura 27). E
importante mencionar que nado foram observadas interferéncias espectrais para a
determinacao de Cr em meio aquoso, independente da temperatura de atomizacao
avaliada. A Figura 27 mostra o espectro tridimensional para este analito nas condigbes
otimizadas do programa de temperatura.
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Figura 27 — Espectro resolvido no tempo na vizinhanga da linha analitica de Cr
(357,868 nm) apds a aplicagao dos procedimentos EIEB (A), DD (B) e E
(C). Ta= 2700 °C (EIEB) e 2600 °C (DD e E).
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Fonte: Autora

A Figura 28 mostra as curvas de atomizagao obtidas para Cu em meio aquoso
e organico. De forma similar ao observado para Cr, os valores de absorvancia para
Cu na amostra diluida foram inferiores aos obtidos para a amostra emulsionada,
enquanto o extrato aquoso apresentou maior sensibilidade. Esses resultados indicam
gue a matriz organica da amostra pode influenciar na atomizagao do analito. Os perfis
das curvas de atomizacgao para Cu em meio organico (amostra e padrao) e em extrato
aquoso obtido pelo procedimento EIEB foram muito semelhantes. Neste caso, os
valores de absorvancia permaneceram aproximadamente constantes até 2600 °C. Por
outro lado, o maior sinal de absorvancia para a solugao padrao aquosa de Cu foi obtido
em 2500 °C. Em ambas as temperaturas, foram obtidos sinais transientes simétricos

para Cu, conforme mostra a Figura 29. Além disso, ndo foram observadas
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interferéncias espectrais para a determinagao deste elemento (Figura 30). Portanto, a

temperatura de 2500 °C foi selecionada para atomizagao de Cu em todos os casos.

Figura 28 — Curvas de atomizagao para Cu apos os procedimentos EIEB (m), E (A) e
DD (e) (simbolos preenchidos) e padrdes (simbolos abertos) contendo 5
ug L' de Cu em meio aquoso e 2 ug L' de Cu em meio orgénico, n = 3.

Fonte: Autora.
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Figura 29 — Sobreposi¢cao dos sinais transientes obtidos para Cu apds a aplicacao dos

métodos EIEB (A), E (B) e DD (C). Ta = 2500 °C (=) e 2600 °C (=).
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Figura 30 — Espectro resolvido no tempo na vizinhanga da linha analitica de Cu
(324,754 nm) apds a aplicagao dos procedimentos EIEB (A), DD (B) e E
(C). Ta=2500 °C.
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Fonte: Autora.

A Figura 31 mostra as curvas de atomizagao obtidas para Mn em meio aquoso
e organico. Nesse caso, os valores de absorvancia para Mn na amostra emulsionada
foram superiores aos obtidos para a amostra diluida em tolueno e para o extrato
aquoso. Em meio aquoso, ndo foram observadas diferengas entre os sinais de
absorvancia obtidos para Mn na faixa de 2200 a 2700 °C. Assim, a temperatura de
2200 °C foi escolhida para a atomizagao deste elemento no extrato aquoso e na
solugdo padrao aquosa. Apesar da diminuicdo dos sinais de absorvancia com o
aumento da temperatura, a temperatura de 2200 °C foi escolhida para a atomizacao
do Mn também em meio organico, devido a melhor forma do sinal transiente em 2200
°C, em comparagao com temperaturas mais baixas, conforme mostra a Figura 32. Nas
condicbes otimizadas, ndo foram observadas interferéncias espectrais na faixa

espectral monitorada (Figura 33).
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Figura 31 — Curvas de atomizagao para Mn apés os procedimentos EIEB (m), E (A) e
DD (e) (simbolos preenchidos) e padrdes (simbolos abertos) contendo 4
ug L' de Mn em meio aquoso e 10 ug L' de Mn em meio organico, n = 3.

Fonte: Autora.
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Figura 33 — Espectro resolvido no tempo na vizinhanga da linha analitica de Mn
(279,481 nm) apds a aplicagao dos procedimentos EIEB (A), E (B) e DD

Fonte: Autora.

O mesmo programa de temperatura otimizado para Cr, Cu e Mn em meio
aquoso foi utilizado para medir os analitos nas solugdes obtidas pelos procedimentos
MW-AD e USE, uma vez que nao era esperado efeito de matriz para os trés
elementos.

Apos a otimizagéo do programa de temperatura, os sinais de Cr (Figura 34), Cu
(Figura 35) e Mn (Figura 36) obtidos pelos diferentes procedimentos de preparo de
amostra foram sobrepostos aos obtidos para os padrdes com concentragdes
adequadas, para comparar suas formas e perfis temporais. Os sinais transientes dos
trés analitos para o extrato aquoso do procedimento EIEB e para as solugdes padroes
foram muito semelhantes, indicando que o programa de temperatura otimizado foi
adequado para a medida dos elementos. Da mesma forma, os sinais para Cr, Cu e
Mn na solugéo digerida (MW-AD), bem como Mn no extrato obtido pelo procedimento

USE, foram muito semelhantes aos obtidos para as solugdes padroes aquosas. Além
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disso, os sinais para a amostra emulsionada e diluida foram semelhantes aos dos
padrées organicos. A comparagao dos sinais analiticos de Cr e Cu na solugao
resultante da USE nao foi possivel, uma vez que os analitos ndo foram extraidos por

este método.

Figura 34 — Sobreposi¢cao dos sinais transientes obtidos para Cr no padrao (linha
segmentada) e apds a aplicagdo dos métodos EIEB (A), MW-AD (B), DD
(C) e E (D) (linha continua).
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Figura 35 — Sobreposi¢cao dos sinais transientes obtidos para Cu no padrao (linha
segmentada) e apods a aplicagdo dos métodos EIEB (A), MW-AD (B), DD
(C), E (D) e USE (E) (linha continua).
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Figura 36 — Sobreposi¢cao dos sinais transientes obtidos para Mn no padréao (linha
segmentada) e apods a aplicagdo dos métodos EIEB (A), MW-AD (B), DD
(C) e E (D) (linha continua).
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4.1.2.2 Calibragao e efeitos de matriz

As curvas de calibracao para Cr, Cu e Mn na faixa de concentracédo de 2 a 10
ug L' de cada analito foram obtidas por quatro maneiras diferentes: |) calibragao
externa com solugdes padrdes aquosas, Il) padrées organometalicos em emulsao, Ill)
padrées organometalicos diluidos em tolueno e IV) pelo método de adi¢do do analito.
Este ultimo foi realizado pela adicdo de concentragbes conhecidas dos trés analitos
em meio aquoso ao extrato obtido apos a aplicagdo do procedimento EIEB para a
amostra CAP-01. Em todos os casos, o coeficiente de determinagao (R?) foi = 0,99.
Para avaliar os efeitos de matriz, as inclinagdes dos trés procedimentos de calibracao
(EIEB, DD e E) foram comparadas estatisticamente (teste t) com aquelas obtidas pela

calibracéo externa. Os resultados sao mostrados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Comparacao entre as inclinagdes das curvas obtidas para Cr, Cu e Mn
em asfalto apds a aplicacao de diferentes métodos de preparo de amostra,

n = 3. Valores de tcaiculado €Nntre parénteses.

Cr (s L ug™) Cu (s L ug™) Mn (s L pug™)

Externa 0,0228 + 0,0003 0,0264 + 0,0005 0,0343 + 0,0013
Adicdo do analito (EIEB) 0,0239 + 0,0013  0,0247 + 0,0013  0,0327 + 0,0002

(1,43) (3,06) (2,22)
Diluig&o 0,0093 + 0,0001  0,0029 + 0,0003 0,0106 + 0,0002

(63,3) (160,9) (26,2)
Emulsificagéo 0,0161 + 0,0008 0,0114 +0,0006 0,0395 + 0,0007

(23,1) (89,7) (12,6)

teritico (0,05, 2) = (4,30).
Fonte: Autora.

O teste estatistico, a um nivel de confianga de 95%, n&o indicou diferencas
significativas (tcalculado < teritico; p > 0,05) entre as inclinagbes das curvas de calibragao
para Cr, Cu e Mn em solugcbes padrdoes aquosas e aquelas obtidas pelo método de
adicdo do analito. Isso indica que a composicao final do extrato aquoso obtido pelo
procedimento EIEB nao influenciou na analise. De fato, o método EIEB tem sido
reconhecido por permitir a transferéncia dos analitos de amostras organicas
complexas, incluindo petroleo bruto e seus derivados, para uma matriz mais simples,
que permite a calibragcdo com padrao aquoso (MDLULI; NOMNGONGO; MKETO,
2020). Portanto, como ndo foi observado efeitos de matriz no presente estudo, utilizou-
se o modo de calibragdo externa para as medidas de Cr, Cu e Mn nos extratos
aquosos. Da mesma forma, a determinagao dos trés analitos nas solugdes obtidas
pelos procedimentos MW-AD e USE também foi realizada utilizando a calibragao
externa. Por outro lado, a forma quimica dos analitos na amostra diluida em solvente
organico pode ser diferente daquela em solugdes aquosas, o que pode resultar em
interferéncia da matriz, bem como diferengas de sensibilidade (BURGUERA et al.,
2003). Desta forma, a calibracdo para a analise direta de petroleo diluido tem sido
usualmente realizada com padrdes organometalicos em solvente organico (LI et al.,
2020; POIRIER et al., 2016; VALE et al., 2004). Essa abordagem também precisou
ser adotada no presente estudo para asfalto em tolueno, uma vez que as inclinacdes

das curvas de calibragago para Cr, Cu e Mn em meio organico diferiram
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significativamente (tcaicuado > teritco; p < 0,05) das inclinagées obtidas com padrao
aquoso.

Em geral, as curvas de calibragao para determinagdo de metais em amostras
de petréleo bruto por emulsificagdo tém sido construidas com padrdes organicos ou
inorganicos dos analitos em emulsdo (DAMIN et al., 2005; LEPRI et al., 2006; LUZ;
OLIVEIRA, 2011; PESSOA et al.,, 2012a, 2012b); embora em alguns casos, a
calibragcédo contra solugdes padrbes aquosas tenha sido usada (DAMIN et al., 2009;
PESSOA et al., 2012b). No presente estudo, as inclinagées das curvas de calibragédo
em meio aquoso e em emulsao foram significativamente diferentes (tcaiculado > teritico; P
< 0,05) para os trés analitos, o que significa que a composicao final da emulsao
influenciou na anadlise. Assim, adotou-se o uso de padrées organometalicos

preparados da mesma forma que a amostra.

4 .1.2.3 Caracteristicas analiticas

As figuras de mérito obtidas com HR-CS GF AAS usando diferentes
procedimentos de preparo de amostras estdo resumidas na Tabela 7. A massa
caracteristica (mo) é definida como a massa do analito que fornece uma absorvancia
integrada de 0,0044 s. Os limites de detec¢do (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram
calculados como trés e dez vezes, respectivamente, o desvio padrao de dez medidas
dos brancos analiticos dividido pela inclinagdo das curvas de calibragdo. Todas as
solugdes em branco foram preparadas de acordo com os procedimentos de pré-
tratamento da amostra, mas sem adic&o de asfalto. Para o calculo dos LODs em ug
g™, foram considerados a massa de amostra utilizada em cada um dos procedimentos
(EIEB = 0,05 g, MW-AD e USE = 0,1 g, DD e E = 0,3 g) e 0 volume final das solugbes
(EIEB =5 mL, MW-AD = 15 mL, USE, DD e E = 10 mL).
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Tabela 7 — Caracteristicas analiticas da determinagdo monoelementar de Cr, Cu e
Mn em asfalto por HR-CS GF AAS apds a aplicagao dos procedimentos
de digestao acida assistida por microondas (MW-AD), extragado induzida
por quebra de emulsao (EIEB), extracdo acida assistida por ultrassom
(USE), diluicéo direta (DD) e emulsificagéo (E).

MW-AD EIEB USE DD E

Cr

LOD (ug g™ 0,04 0,02 0,01 3,27 @ 0,01
LOD (ug L™ 0,26 0,22 0,15 0,10 0,30
LOQ (ug L™ 0,86 0,73 0,48 0,29 1,00
mo (pg) 3,86 3,86 3,86 9,44 5,47
Cu

LOD (ug g 0,01 0,01 9,292 0,02 0,02
LOD (ug L) 0,11 0,12 0,09 0,55 0,60
LOQ (ug L™ 0,32 0,37 0,28 1,66 1,80
mo (pg) 3,34 3,34 3,34 30,34 7,73
Mn

LOD (ug g 0,01 7,118 0,02 7,108 3,62
LOD (ug L) 0,070 0,071 0,244 0,213 0,109
LOQ (ug L) 0,235 0,237 0,812 0,639 0,326
mo (pg) 2,57 2,57 2,57 8,30 2,23

aLODinng g™

Fonte: Autora.

Os valores de LOD e LOQ foram influenciados pelos diferentes métodos de
preparo da amostra, provavelmente devido a diferenga nos valores de absorvancia
obtidos para as respectivas solu¢gées em branco. Em geral, a detectabilidade do Cr foi
melhor pelo método DD, enquanto o procedimento de emulsificagdo resultou no pior
LOQ para este elemento. Para o Cu, o melhor LOQ foi obtido pelo procedimento USE,
embora resultados bastante comparaveis tenham sido alcancados pelos
procedimentos MW-AD e EIEB. Além disso, o procedimento E resultou no pior LOQ
para Cu. Para Mn, o melhor e o pior LOQ foram obtidos pelos procedimentos MW-AD
e USE, respectivamente. Em geral, todos os métodos apresentaram valores de LOQ

abaixo da faixa de concentragcdo de interesse. Além disso, em todos os casos, o
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método EIEB proposto apresentou valores de LOQ e LOD muito semelhantes aos
obtidos pelo método de referéncia MW-AD. Os resultados obtidos no presente

trabalho estdo de acordo com os relatados na literatura (Tabela 8).

Tabela 8 — Limites de deteccdo e massa caracteristica reportados para a
determinagcdo de Cr, Cu e Mn em petroleo apés a aplicacdo dos
procedimentos de digestdo acida assistida por microondas (MW-AD),
extragado induzida por quebra de emulséo (EIEB), extracdo acida assistida
por ultrassom (USE), diluigédo direta (DD) e emulsificagao (E).

Analito Método LOD (ugL') LOD (ugg') mo(ng) Instrumento Ref.

Cr MW-AD 0,42 0,05 - ICP-MS [1]

EIEB - 0,312 - ICP-MS [2]

USE 0,07 0,005 - ICP OES [3]

DD 0,19 1,92 0,006 GF AAS [4]

E 0,28 2,82 0,008 GF AAS [4]

Cu DD 0,1 - - ICP-MS [5]

E 0,48 0,03 0,015 GF AAS [6]

Mn MW-AD 0,25 0,03 - ICP-MS [1]

EIEB - 0,202 - ICP-MS [2]

USE 0,03 0,002 - ICP OES [3]

DD 0,6 - - ICP-MS [5]

E - 0,422 - ICP-MS [2]
aLODemngg™

[1] = (PEREIRA et al., 2010); [2] = (WUYKE; OROPEZA; FEO, 2017); [3] = (DE SOUZA et al., 2006b);
[4] = (PESSOA et al., 2012a); [5] = (DUYCK et al., 2002); [6] = (LUZ; NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2013).
Fonte: Autora.

4.1.2.4 Precisao

Para avaliar a precisdo, trés amostras de asfalto foram submetidas aos
diferentes procedimentos de pré-tratamento. A precisdo, expressa como o desvio
padrao relativo (RSD), foi calculada a partir de trés replicatas (n=3) de cada
experimento. Os resultados sao apresentados na Tabela 9 .De modo geral, todos os
procedimentos de preparo das amostras apresentaram boa repetibilidade para os

padrées de cada analito, variando de 0,1% para Mn e Cu em emulsao a 11,4% para
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Cu em tolueno. Valores adequados de RSD (< 10%) também foram obtidos para Cr,
Cu e Mn, quando os procedimentos EIEB e MW-AD foram aplicados as amostras
asfalticas. Da mesma forma, o procedimento USE mostrou boa precisdo para
determinagao de Mn, mas resultou em baixa precis&o para Cu (11,2 — 18,4%). Além
disso, nao foi possivel estabelecer a precisdo do Cr pelo método USE, pois esse
elemento nao foi detectado nas amostras quando esse procedimento foi aplicado.

Os procedimentos E e DD resultaram em uma preciséo relativamente menor
(RSD até 18,4%) para os trés analitos, em comparag¢ao aos métodos EIEB e MW-AD.
A menor repetibilidade provavelmente esta associada a instabilidade das amostras
nas condi¢oes estudadas, o que resultou em um sistema ndo homogéneo. Apesar dos
valores relativamente altos de RSD (> 10%), os resultados obtidos para Cr, Cu e Mn
pelo método de emulsificacdo e para Cr e Mn pelo método DD ainda foram
considerados aceitaveis, exceto para Cu em uma amostra pelo procedimento E. No
entanto, 0 mesmo nao foi observado para Cu nas amostras diluidas em tolueno, uma

vez que valores de RSD variando de 14,3 a 18,4% foram obtidos para este analito.

Tabela 9 — Precisdo dos métodos de digestdo acida assistida por microondas (MW-
AD), extragao induzida por quebra de emulsdo (EIEB), extracdo acida
assistida por ultrassom (USE), diluicdo direta (DD) e emulsificacao (E)
para a determinacao monoelementar de Cr, Cu e Mn em asfalto por HR-

CS GF AAS.
RSD (%)

Cr Cu Mn
Padrao aquoso 0,8-4,0 09-71 0,7-3,3
Padrdo em tolueno 0,7-6,3 0,1-11,4 4,0-6,9
Padrdo em emulsao 0,5-9,6 0,1-28 0,1-6,6
EIEB 59-9,1 1,0-7,6 32-54
MW-AD 1,5-54 53-74 3,0-3,7
USE - 11,2-18,4 5,2
DD 3,1-11,2 14,3 -18,4 7,7-11,4
E 8,3-12,9 3,1-15,0 2,2-10,2

Fonte: Autora.
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4.1.2.5 Estabilidade

A estabilidade da amostra de asfalto apdés a aplicacdo de diferentes
procedimentos de preparo foi avaliada por meio de observagdes visuais. A
estabilidade dos sinais analiticos para Cr, Cu e Mn ao longo de um dia de trabalho
tipico foi avaliada através da medida dos valores de absorvancia integrada dos trés
analitos em diferentes intervalos de tempo. Os sinais foram considerados estaveis
quando os valores de RSD das medidas foram inferiores a 10%. Para tanto, a amostra
CAP-01 foi utilizada como amostra representativa.

Para Cr, Cu e Mn em meio aquoso (EIEB, MW-AD e USE) foram realizadas trés
medidas da absorvancia a cada 1 h, totalizando 24 medidas em 7 h. A Figura 37
mostra a variagao dos sinais analiticos para o método EIEB. Resultados semelhantes

foram obtidos para os procedimentos MW-AD e USE.

Figura 37 — Variagao dos sinais analiticos (n = 3) de Cr (A), Cu (B) e Mn (C) medidos
por HR-CS GF AAS no extrato aquoso obtido pelo método EIEB.
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Fonte: Autora.

Em geral, a concentragdo dos analitos em solugdo aquosa é mais estavel do

gue em meio organico (DAMIN et al., 2009). De fato, nao foram observadas variagdes
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significativas nos sinais de Cr, Cu e Mn quando as solugdes obtidas pelos
procedimentos MW-AD e EIEB foram medidas a cada 1 h (7 h no total). Considerando
o numero total de medidas realizadas (n = 24), os valores de RSD para EIEB e MW-
AD foram, respectivamente, 4,9 e 7,9% para Cr, 3,4 € 4,7% para Cu e 4,4 e 8,5% para
Mn. Além disso, ndo foram observadas alteracbes na aparéncia destas solugdes
aquosas. Assim, ambos os métodos permitiram amostragem automatica e foram
considerados adequados para analises de rotina. Por outro lado, apés algumas horas,
um precipitado amarelo foi observado na solugdo aquosa obtida pelo procedimento
USE. Resultados semelhantes foram relatados para a extragcao acida de metais de
petréleo (CHAUHAN; DE KLERK, 2020). No presente estudo, isso nao foi considerado
um problema, pois os valores de absorvancia integrada de Cu permaneceram
praticamente constantes (RSD = 9,0%; n = 24) por pelo menos 7 h mesmo na
presenca desse residuo, permitindo a amostragem automatica durante um dia de
trabalho. Além disso, o residuo também pode ser facilmente solubilizado por agitacéao
manual.

Problemas relacionados a instabilidade do petréleo bruto diluido em solventes
organicos tém sido amplamente apontados, principalmente devido a evaporagado do
solvente e a adsorgao de analitos nas paredes dos recipientes (DUYCK et al., 2007;
MARYUTINA et al., 2017). O asfalto é altamente solluvel em tolueno. Portanto, a
amostra foi completamente solubilizada no procedimento DD. No entanto, apds alguns
minutos, parte da amostra foi encontrada no topo das paredes dos frascos devido a
evaporagao gradual do solvente, resultando em uma solugdo ndo homogénea. A
20°C, o tolueno tem uma pressao de vapor de equilibrio mais alta do que a agua.
Como resultado, neste ponto, o tolueno é mais volatil e evapora mais rapidamente
(WILLIAMS, 1996). Para Cr e Cu, a absorvancia foi medida em duplicata em intervalos
variando de a 9 a 15 min, totalizando 22 medidas em 120 min para cada um dos
analitos. Para Mn, as medidas em duplicata foram feitas em intervalos de tempo
variando de 11 a 24 min, totalizando 28 medidas em 180 min. A Figura 38 mostra os

resultados obtidos.
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Figura 38 — Variagao dos sinais analiticos (n = 2) de Cr (A), Cu (B) e Mn (C) medidos
por HR-CS GF AAS apés a diluicao da amostra de asfalto em tolueno.
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Fonte: Autora.

Os sinais de Cr e Cu permaneceram constantes até 20 min apds o preparo da
amostra. Neste caso, os valores de RSD (n = 6) para ambos os analitos foram
menores que 10%. Além desse tempo, os valores de absorvancia integrada
diminuiram. Por exemplo, aos 50 e 100 min, o sinal de Cr diminuiu em
aproximadamente 19,2 e 25,2%, respectivamente, em relagao ao valor de absorvancia
inicial para este elemento. Da mesma forma, o sinal de Cu diminuiu 17,4% apoés 50
min e 22,4% apds 100 min. Por outro lado, o Mn apresentou um comportamento
ligeiramente diferente. A absorvancia integrada para este elemento diminuiu 13,7%
apenas acima de 100 min. Como esperado, a diminuigao dos sinais foi provavelmente
devido a adsorgcado dos analitos nas paredes dos frascos (VALE et al., 2004). Para
evitar esse inconveniente, as amostras foram preparadas na hora e misturadas
manualmente entre as medidas. Adicionalmente, as amostras diluidas em tolueno
foram mantidas em frascos fechados no amostrador até a analise instrumental, para
evitar perda de solvente.

Para o procedimento de emulsificagdo, a amostra permaneceu fisicamente

estavel por pelo menos 3 h. No entanto, uma baixa precisdo (RSD > 20%; n = 6) nas
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medidas foi observada quando a emulsdo foi deixada em repouso no frasco do
amostrador automatico. Este problema foi facilmente resolvido quando a amostra foi
misturada manualmente antes de cada medida. Esta estratégia tem sido amplamente
empregada para manter a homogeneidade dos sistemas emulsionados (PESSOA et
al., 2012a). No entanto, embora os procedimentos de emulsificagdo e diluicdo direta
possam ser usados na aplicacdo de rotina, a assisténcia em tempo integral do

operador é necessaria durante a analise.

4.1.2.6 Consideracdes Gerais

Entre os métodos de preparo de amostra avaliados, a diluicdo direta foi o mais
simples de realizar, levando apenas 5 minutos em banho de ultrassom para solubilizar
a amostra. Da mesma forma, o tempo total de preparo da amostra para o
procedimento de emulsificacdo foi de apenas 14 minutos. No entanto, como ja
mencionado, ambos o0s métodos apresentam algumas desvantagens devido a
instabilidade da amostra em meio organico e sua repetibilidade relativamente baixa, o
que exige o preparo das amostras antes do uso e a assisténcia constante do analista.
Além disso, para evitar efeitos de matriz, as calibragcbes tiveram que ser construidas
com padrbes organometalicos preparados da mesma forma que as amostras.
Adicionalmente, etapas adicionais de secagem e pirdlise foram necessarias no
programa de temperatura. Dessa forma, considerando as replicatas (n = 3), o
programa de temperatura e o tempo de aquisicdo dos dados, a frequéncia analitica
dos métodos DD e E foi de aproximadamente 7 amostras/h para cada analito.

Por outro lado, a aplicagao dos procedimentos EIEB, USE e MW-AD permitiu a
calibracdo contra padrées aquosos, o que é mais pratico e barato do que com padrdes
organicos. Além disso, como néo foram necessarias etapas extras no programa de
temperatura, a frequéncia analitica desses métodos foi de aproximadamente 9
amostras/h para cada analito. Outra vantagem desses trés métodos sobre os
procedimentos DD e E foi a estabilidade das solugbes das amostras e a melhor
repetibilidade do MW-AD e EIEB. Comparando os métodos EIEB, MW-AD e USE, o
método de extragdo proposto foi 0 mais rapido e simples, exigindo apenas 25 minutos
para o preparo da amostra, enquanto o tempo total de preparo da amostra para USE
e MW-AD foi de 47 e 82 minutos, respectivamente. Adicionalmente, a metodologia

desenvolvida ndo requer instrumentos caros, como no caso do MW-AD. Portanto, o
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meétodo EIEB pode ser considerado uma boa alternativa aos procedimentos de pré-

tratamento de amostras asfalticas.

4.1.2.7 Validacao e aplicagao

O método EIEB desenvolvido foi aplicado para a determinagcdo monoelementar
de Cr, Cu e Mn em trés amostras de asfalto fornecidas pela Petrobras. A Tabela 10
apresenta os resultados obtidos. O desempenho da metodologia proposta foi
comparado aos procedimentos de preparo de amostras relatados anteriormente,
incluindo MW-AD, USE, DD e E (Tabela 10). Entre eles, a MW-AD é reconhecida como
uma ferramenta bem estabelecida para a digest&o total de amostras de petréleo bruto
e asfalto (PEREIRA et al., 2010). Portanto, a MW-AD foi selecionada como método de
referéncia para avaliar a exatiddo dos procedimentos de preparo através da
comparacao dos resultados obtidos.

O método EIEB desenvolvido apresentou boa exatiddo, pois nao foram
observadas diferencgas significativas (p > 0,05) entre as concentragdes de Cu, Cr e Mn
nas amostras de asfalto apds a aplicacdo da metodologia proposta e o método de
referéncia (MW-AD). Esses resultados demonstraram que os analitos foram
eficientemente transferidos de uma amostra organica complexa para a fase aquosa.
Da mesma forma, foi observada boa concordancia (p > 0,05) entre os resultados
obtidos para Cu nas trés amostras pelos procedimentos MW-AD, USE e E, indicando
que estes métodos também foram adequados para a determinagao desse elemento.
No entanto, embora os resultados obtidos para Cu pelo método DD tenham sido
semelhantes aos obtidos pelo método de referéncia, este procedimento nao foi
considerado adequado neste caso especifico devido a sua baixa precisao (ver item
4.3.3). Por outro lado, o método DD foi considerado adequado para a determinagéo

de Cr e Mn, pois obteve-se boa precisao e exatidao para ambos os elementos.
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Tabela 10 —Concentracao de Cr, Cu e Mn determinada em amostras de asfalto por
HR-CS GF AAS apds a aplicacao de diferentes procedimentos de preparo
de amostra, n = 3.

Cr (mg kg™) Cu (mg kg™) Mn (mg kg™)
CAP-01
MW-AD 0,229 + 0,012 0,097 + 0,005 0,245 + 0,007
EIEB 0,227 + 0,015 0,086 + 0,007 0,256 + 0,008
USE ND 0,071+ 0,013 < 0,02
DD 0,206 + 0,023 0,097 + 0,018 0,259 + 0,020
E 0,362 + 0,032 0,082 + 0,006 0,305 + 0,031
CAP-02
MW-AD 0,095 + 0,001 0,197 + 0,013 ND
EIEB 0,097 + 0,009 0,188 + 0,002 < 0,007
USE ND 0,168 + 0,028 < 0,02
DD 0,115 + 0,001 0,190 + 0,03 ND
E 0,082 + 0,007 0,193 + 0,029 NI
CAP-03
MW-AD 0,051 + 0,003 0,194 + 0,014 0,886 + 0,033
EIEB 0,051 + 0,003 0,173 + 0,008 0,852 + 0,046
USE ND 0,139 + 0,015 0,447 + 0,023
DD 0,065 + 0,002 0,168 + 0,030 0,820 + 0,094
E 0,055 + 0,007 0,171 + 0,005 0,873 + 0,019

ND = nao detectado; NI = ndo informado.
Fonte: Autora.

O procedimento USE n&o conseguiu extrair quantitativamente Cr e Mn das trés
amostras. Adicionalmente, resultados superestimados foram obtidos pelo
procedimento de emulsificacdo para Cr e Mn na amostra CAP-01 em comparacao
com o método de referéncia. Este procedimento também resultou em alta variabilidade
da concentragcao de Mn na amostra CAP-02, o que explica a auséncia do resultado na
Tabela 10. Da mesma forma, respostas ndo confiaveis foram obtidas para
determinagcao de Ni em 6leo bruto por GF AAS apds emulsificacdo com xileno, Triton
X-100 e agua. Segundo os autores, os resultados errados para Ni podem ser devidos

a matriz complexa que nao foi eliminada de forma eficaz (LI et al., 2020). Embora os
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mesmos procedimentos de USE e E tenham sido aplicados com sucesso para a
extragao e determinagao de alguns elementos em petréleo por ICP OES (DE SOUZA
et al., 2006b) e para a determinacédo de Ca, Mg, Sr e Ba em petréleo emulsionado por
GF AAS (PESSOA et al., 2012b), eles n&o foram eficientes para determinagéo de Cr
e Mn em asfalto nas condicbes testadas. Isso n&o significa que ambos os
procedimentos sejam inadequados para a matriz asfaltica, mas apenas que é

necessaria uma otimizagao cuidadosa dos fatores que influenciam a sua eficiéncia.

4.2 EXTRACAO INDUZIDA POR QUEBRA DE EMULSAO PARA
DETERMINAGCAO SIMULTANEA DE Co, Fe e Ni EM ASFALTO POR HR-CS
GF AAS

421 Avaliacao das condi¢goes de extragao

Inicialmente, a concentracdo total de Co, Fe e Ni na amostra CAP-01 foi
determinada por HR-CS GF AAS apéds a digestdo acida da amostra. Assim, essas
concentragdes totais foram utilizadas como referéncia para avaliar a eficiéncia do

procedimento EIEB.

4.2.1.1 Proporcgao 6leo mineral/tolueno

Conforme mencionado anteriormente, a alta viscosidade do asfalto pode
dificultar a dispersdo da fase aquosa na fase oleosa. No entanto, na tentativa de
eliminar o uso de solventes orgéanicos, o procedimento EIEB foi inicialmente realizado
usando emulsdes O/A. Assim, cerca de 0,08 g da amostra de asfalto foram misturadas
com 2 mL de solucéo extratora contendo 15% (v/v) de HNOs e 10% (v/v) de Triton X-
100. Porém, mesmo apos vigorosa agitagao, a formagao de uma emulsdo adequada
foi praticamente impossivel. Deste modo, a amostra foi diluida em 5 mL de tolueno,
no qual o asfalto é altamente soluvel, e 0 mesmo procedimento de extracao foi
realizado. Como resultado, observou-se a formagéao de uma emulsao instavel que se
rompeu logo apds o término da agitagdo manual, resultando em uma baixa interagao
entre a solucdo extratora e a amostra. Nesse caso, a eficiéncia de extracio foi de
41,9% para Co, 51,7% para Fe e 2,8% para Ni.
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Conforme os resultados obtidos para a extragéo de Cr, Cu e Mn do asfalto (item
4.1.1.1), a adicado de 6leo mineral na fase organica ajudou a estabilizar a emulsao
formada. Desta forma, este parametro também foi avaliado no presente caso, porém
sem a adi¢ao de tolueno. Entdo, a amostra foi diluida com 5 mL de 6leo mineral e
submetida ao procedimento de extragdo. Nesse caso, alguns pontos podem ser
destacados: |) a dissolucao total da amostra em 6leo mineral foi dificil, exceto quando
submetida ao calor ou ultrassom por pelo menos dez minutos; Il) apds vigorosa
agitacdo manual das misturas, a emulsdo apresentou aspecto leitoso e viscoso,
caracteristico de uma emulsao estavel e lll) uma separagéao ineficiente das fases foi
observada mesmo apos duas horas de aquecimento a 90 °C.

Como esperado, esses resultados indicaram que tanto o solvente quanto o 6leo
mineral desempenharam um papel importante na formagcao da emulsdo. O tolueno
auxiliou na diminuicdo da viscosidade da amostra e facilitou a dispersdo da fase
aquosa na fase organica, enquanto o 6leo mineral foi essencial para a estabilidade da
emulsao formada. Dessa forma, o 6leo mineral foi avaliado em nove proporgdes
volumétricas em relagéo ao tolueno, variando de 10 a 90% (v/v) (volume total = 5 mL).

Os resultados sdo mostrados na Figura 39.

Figura 39 — Influéncia da proporcédo de 6leo mineral em relagao ao tolueno (volume
total = 5 mL) empregado para diluir as amostras de asfalto (m = 0,08 g)
antes da aplicacdao do procedimento EIEB, n = 3. HNO3 = 15% (v/v) e
Triton X-100 = 10% (Vv/v).
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Até 70% (v/v) de o6leo mineral, a quebra da emulsdo foi observada em
aproximadamente 15 minutos a 90 °C. Em concentrac¢des superiores a 70% (v/v), foi
necessario um tempo de aquecimento maior para que ocorresse a quebra da emulsao,
que demorou aproximadamente 90 minutos para a concentracdo de 80% (v/v). As
emulsdes contendo 90% (v/v) de o6leo mineral ndo permitiram uma separagao
conveniente das fases mesmo apds duas horas de aquecimento e foram entdo
descartadas.

Para Fe, ndo foi observada diferenga significativa (p > 0,05) na eficiéncia de
extracdo até 70% (v/v) de oleo mineral. Para Co, maiores respostas foram obtidas
com o aumento da concentragdo, atingindo uma eficiéncia de 67,8% na concentragao
maxima avaliada. Para o Ni, melhores resultados foram observados para 70% (v/v) de
6leo mineral, mas ainda uma eficiéncia de extracdo muito baixa de 11,4%. Embora
nao tenha sido obtida uma extragdo quantitativa para nenhum dos analitos, a mistura
de asfalto, 6leo mineral e tolueno foi um aspecto fundamental para o procedimento de
extracdo. Dessa forma, foi escolhida a concentragcéo de 70% (v/v) de 6leo mineral.

E importante ressaltar que o volume da fase organica (5 mL) selecionado foi
maior do que o da fase aquosa (2 mL). No entanto, a propor¢do da massa de amostra
(0,08 g) em relagao a solugao extratora foi menor, o que implicou na diluigdo dos
analitos no extrato. Embora as linhas secundarias de Co, Fe e Ni tenham sido
selecionadas para as medidas, estes elementos estdo presentes em concentragcdes
relativamente altas no asfalto. Deste modo, ndo houve a necessidade de pré-
concentrar os analitos. A principal vantagem da formagao e quebra de uma emulséo
A/O foi que o asfalto foi prontamente solubilizado na fase organica. Portanto, nas
condi¢des otimizadas, nao foi necessario utilizar aquecimento ou banho de ultrassom
para homogeneizar a amostra antes do procedimento de extracdo. Esta estratégia

reduziu o tempo total de preparado da amostra.

4.2.1.2 Tempo de extragéo

A formacgao da emulséao foi instantdnea quando a amostra (diluida em tolueno
e 6leo mineral) foi misturada com a solugao extratora contendo 15% (v/v) de HNOs e
10% (v/v) de Triton X-100 (2 mL) sob agitagdo vigorosa. O processo de extragdo
comeca logo apds a formacao da emulsdo, principalmente porque a area interfacial

entre as gotas de agua e a amostra € muito elevada (VINHAL et al., 2019). Em muitos
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casos, isso é suficiente para a transferéncia dos analitos da fase organica para a fase
aquosa e, assim, as emulsbes podem ser quebradas logo apdés a sua formacéao
(CALDAS et al., 2013; HE et al., 2016; PEREIRA et al., 2014; VINHAL; CASSELLA,
2019). Porém, quando a cinética de extracéo é lenta, é necessario manter as fases
em contato por algum tempo para promover a lixiviagado total dos analitos da fase
organica (CASSELLA et al., 2012; HE et al., 2016; PEREIRA et al., 2013, 2014). Deste
modo, o efeito do tempo de extracéo, que é o tempo decorrido entre a formagéo e a
quebra da emuls3o, foi avaliado na faixa de 0 a 90 minutos. E importante observar
que as emulsdes foram mantidas sob agitagao continua (velocidade de 250 rpm) antes

da quebra. Os resultados sao mostrados na Figura 40.

Figura 40 — Influéncia do tempo de extragcdo na extragao de Co, Fe e Ni de asfalto
pelo procedimento EIEB, n = 3. HNO3 = 15% (v/v) e Triton X-100 = 10%
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Fonte: Autora.

O tempo de contato entre o asfalto e a solugdo extratora nao teve influéncia
significativa na eficiéncia de extragao dos trés analitos, indicando que a transferéncia
de fase ocorreu assim que a emulsao foi preparada. O mesmo foi observado para a
extragao de metais de diferentes tipos de amostras (CASSELLA et al., 2012; LEITE et
al., 2018; VINHAL; CASSELLA, 2019). Em todos os casos, os autores atribuiram a
rapida transferéncia de fase ao fato desses elementos estarem presentes na forma de
ions livres, altamente soluveis em meio aquoso. Obviamente, este n&o é o caso aqui.
E bem conhecido que os metais presentes no asfalto, principalmente o Ni, estéo

fortemente ligados a moléculas organicas ou como parte de complexos organicos
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(CASTILLO; VARGAS, 2016). Mesmo assim, o sistema atingiu o equilibrio logo apos
a formacao da emulsao. Assim, uma possivel explicagao para a extragao ineficiente é
que a fase aquosa estava saturada com compostos extraidos da matriz organica.
Dessa forma, a concentracdo de HNOs na solugdo extratora foi posteriormente

investigada.

4.2.1.3 Concentragédo de HNO3s na solugao extratora

A concentracao de HNO3 na solucdo extratora foi avaliada em 5, 10, 15, 20, 30,
40, 50 e 60% (v/v). Os resultados sdo mostrados na Figura 41. Para Co e Fe, a
eficiéncia de extragdo aumentou até 20% (v/v) de HNOs. Para concentragdes mais
altas, nenhuma diferenca significativa foi observada nos rendimentos de extragao para
ambos os analitos. Por outro lado, a eficiéncia de extracdo de Ni aumentou
acentuadamente de 5 a 30% (v/v) de HNOs, atingindo um nivel 6timo em 40% (v/v).
Como esperado, esse fato indicou que o Ni estava ligado a matriz organica por meio
de interagdes mais fortes do que o Co e o Fe. Assim, a concentracdo de HNO3 de

40% (v/v) foi escolhida para o método para garantir a extragdo maxima dos metais.

Figura 41 — Influéncia da concentracdo de HNOs na solugdo extratora aquosa
empregada para a extracdo de Co (e), Fe (A) e Ni (m) de asfalto pelo
método EIEB, n = 3. Triton X-100 = 10% (v/v).
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Fonte: Autora.
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4.2.1.4 Concentragao de Triton X-100 na solugao extratora

O surfactante atua diminuindo a tenséo interfacial entre as fases, permitindo
um contato mais intenso entre o asfalto e a solugdo acida, o que resulta em uma
extracao mais eficiente (FERNANDES et al., 2019; ROBAINA; BRUM; CASSELLA,
2012). Assim, para investigar o efeito do agente emulsificante, avaliou-se a
concentragéo de Triton X-100 na solugao extratora (2 mL) na faixa de 5 a 40% com

intervalos de 5%. Os resultados sdo apresentados na Fig. 4.

Figura 42 — Influéncia da concentragao de Triton X-100 na solugao extratora aquosa
empregada para a extragdo de Co, Fe e Ni do asfalto pelo método EIEB,
n = 3. HNO3 = 40% (v/v).
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Fonte: Autora.

Em geral, Co, Fe e Ni apresentaram comportamento semelhante, ou seja,
observou-se um aumento na eficiéncia de extragdo com o aumento da concentragao
de surfactante para os trés analitos. Na concentracédo de 40% (v/v) de Triton X-100,
as recuperacgdes de extracido para Co, Fe e Ni foram de 100,7%, 104,5% e 102,1%,
respectivamente. Assim, esta concentragcdo de Triton X-100 foi selecionada para
atingir a maior eficiéncia de extracao.

A aplicabilidade do procedimento EIEB depende fortemente da matriz da
amostra. O petréleo bruto e o asfalto tém uma composicdo complexa, de modo que a
extragdo seletiva dos analitos de tais amostras ndo € uma tarefa simples. De fato,

Chauhan e Klerk (2020) relataram alguns problemas usando o procedimento EIEB
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para a determinagcdo de metais em betume. Porém, os resultados obtidos neste
trabalho demonstraram que a extragao quantitativa foi alcangada apds uma cuidadosa
otimizacdo dos parametros de extracdo. Todo o procedimento EIEB levou
aproximadamente 17 min, que é muito menor do que o tempo necessario para a
digestédo acida assistida por micro-ondas da amostra (60 min (PEREIRA et al., 2010)
a 2h (DE SOUZA et al.,, 2006a)), combustao induzida por micro-ondas (25 min)
(PEREIRA et al., 2010) e para a extragao acida assistida por ultrassom (45 min) ou
vortex (80 min) (DE SOUZA et al., 2007).

4.2.2 Determinagao simultanea de Co, Fe e Ni

4.2.2.1 Escolha dos comprimentos de onda e selegdo do numero de pixels

Os instrumentos comercialmente disponiveis para HR-CS AAS n&o foram
projetados para determinagdo simultdnea multielementar. No entanto, é possivel
determinar dois ou mais elementos ao mesmo tempo se as linhas atébmicas dos
analitos estiverem dentro do intervalo espectral que atinge o detector (WELZ et al.,
2005). As linhas secundarias de Ni em 352,454 nm, Fe em 352,604 nm e Co em
352,685 nm estdo na mesma janela espectral, entre 352,3165 e 352,7178 nm,
permitindo a determinacgao simultanea dos trés analitos, conforme mostra a Figura 43.

Deste modo, essas linhas analiticas foram selecionadas no presente trabalho.
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Figura 43 — Espectro resolvido no tempo na regido espectral entre 352,3165 e
352,7178 nm para 20 uL do extrato aquoso obtido apds a aplicagdo do
meétodo EIEB para a amostra CAP-01. Tp = 700 °C e Ta = 2400 °C.

Fonte: Autora.

Outro requisito para a determinacdo simultdnea é que a razao entre a
sensibilidade das linhas analiticas deve ser compativel com a razao da concentragao
esperada dos analitos nas amostras (WELZ et al., 2010b). As linhas de Co e Fe séo,
respectivamente, cerca de 22 e 870 vezes menos sensiveis do que as linhas primarias
destes elementos, o que esta de acordo com as concentracbes esperadas dos
analitos nas amostras. Por outro lado, embora a linha secundaria de Ni seja cerca de
5,3 vezes menos sensivel do que sua linha primaria em 232,003 nm, esta linha ainda
€ muito sensivel considerando a abundancia esperada deste elemento no asfalto. No
entanto, como cada pixel do detector CCD atua como um detector individual e
independente, € possivel selecionar o numero 6timo de pixels para medir a
absorvancia (WELZ et al., 2010b). Dessa forma, a sensibilidade pode ser reduzida
usando apenas os pixels laterais nas asas da linha analitica (HEITMANN et al., 2007).

A Figura 44 mostra o espectro segmentado das linhas de absor¢céo de Co
(352,685 nm), Fe (352,604 nm) e Ni (352,454 nm), de forma que a porgéo do sinal

monitorado por cada pixel individual do detector possa ser avaliada.
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Figura 44 — Espectro na regido entre 352,3165 e 352,7178 nm para o extrato aquoso
obtido apds a aplicagcao do método EIEB para a amostra CAP-01. Tp =
700 °C e Ta = 2400 °C.
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Os pixels centrais (pixel 69 para Ni, 144 para Fe e 185 para Co) medem a
absorvancia no centro das linhas analiticas, enquanto a largura total das trés linhas
se estende por mais de cinco pixels. Para Ni, apenas os pixels laterais 67, 68, 71 e
72, correspondentes a distancia de -2, -1, +2 e +3 do CP, foram usados para
quantificagao do sinal, a fim de reduzir a sensibilidade e estender a faixa de trabalho.
Para Co e Fe, que sao esperados em menores concentracdes na amostra, as medidas
foram realizadas utilizando cinco pixels (CP % 2) a fim de melhorar a sensibilidade para

ambos os analitos.

4.2.2.2 Otimizacao do programa de temperatura

Para determinar as condi¢des 6timas para os trés analitos, as curvas de pirélise
e atomizacgao foram construidas utilizando o extrato aquoso obtido pelo procedimento
EIEB e uma solugdo padr&o aquosa contendo 42 ug L' de Co, 900 ug L' de Fe e 720
ug L' de Ni. Inicialmente, a temperatura de atomizagao foi fixada em 2500 °C e a
temperatura de pirdlise foi avaliada na faixa de 500 a 1600 °C, com duragdo de 5s. O
uso de 5 uL de Pd (1 g L-') também foi avaliado como modificador quimico. No entanto,
a adicao de Pd ndo melhorou os valores de absorvancia dos analitos. Além disso, a
adicao do modificador quimico teve grande influéncia no perfil dos sinais transientes,

como mostra a Figura 45. A presenga dos picos duplos indica que a maior
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estabilizagcao de Co, Fe e Ni na matriz resultou na liberagao dos analitos para a fase

vapor em dois tempos diferentes (BABOS et al., 2017). Portanto, nenhum modificador

quimico foi usado.

Figura 45 — Sinal transiente para Co (A), Fe (B) e Ni (C) no extrato aquoso obtido pelo
método EIEB nos pixels centrais com o uso de 5 uL de Pd (1 g L*') como

modificador. T, = 700 °C e Ta = 2500 °C.
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Conforme mostra a Figura 46, as curvas de pirdlise obtidas para os trés analitos
no extrato aquoso e na solugdo padrdo foram muito semelhantes. Nao foram
observadas diferengas significativas (p > 0,05) entre os valores de absorvancia
integrada obtidos para solugdo padrao nas faixas de temperatura de 500 a 900 °C
para Co e de 500 a 1000 °C para Fe e Ni. Para temperaturas acima desses valores,
a absorvancia integrada diminui ligeiramente. No extrato aquoso, os valores de
absorvancia para Fe permaneceram constantes até 1100 °C, enquanto para Co e Ni,
a absorvancia diminui em temperaturas superiores a 700 °C. Assim, a fim de
estabelecer as melhores condi¢gdes do programa de temperatura para a determinacao

simultanea de Co, Fe e Ni, foi escolhida uma temperatura de pirdlise de 700 °C.
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Figura 46 — Curva de pirdlise (Ta = 2500 °C) para Co (e), Fe (A) e Ni (m) para uma
solugdo padrao aquosa contendo 42 ug L' de Co, 900 ug L' de Fe e 720
ug L" de Ni (simbolos abertos) e para o extrato aquoso obtido pelo método
EIEB (simbolos fechados), n = 3.
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Apods otimizar a temperatura de pirélise, a duragao desta etapa foi avaliada na
faixa de 5 a 30 s. Nenhuma diferenga significativa (p > 0,05) foi observada para os
valores de absorvancia de Co, Fe e Ni tanto no extrato aquoso quanto na solugao
padrao. Dessa forma, o tempo de pirdlise foi mantido em 5 s. Apds, a temperatura de
atomizacéo foi avaliada na faixa de 2000 a 2700 °C. Os resultados sao mostrados na
Figura 47.
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Figura 47 — Curva de atomizagéao (Tp = 700 °C) para Co (e), Fe (A) e Ni (m) para uma
solugdo padrao aquosa contendo 42 ug L' de Co, 900 ug L' de Fe e 720
ug L" de Ni (simbolos abertos) e para o extrato aquoso obtido pelo método
EIEB (simbolos fechados), n = 3.
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O perfil das curvas de atomizacao foi muito semelhante para a solugao padrao
e o0 extrato aquoso para os trés analitos. No entanto, Co, Fe e Ni apresentaram
comportamentos diferentes entre si. Para Ni, os maiores valores de absorvancia
integrada foram obtidos na faixa de 2200 a 2400 °C. Acima dessas temperaturas, os
valores de absorvancia diminuiram. Para Co, os maiores valores de absorvancia
foram obtidos em 2100 e 2200 °C, tanto para a solugédo padrao quanto para o extrato
aquoso. O Fe apresentou um comportamento bastante diferente dos demais, ou seja,
o valor maximo de absorvancia foi obtido em 2000 °C (menor temperatura de
atomizagao avaliada).

A principio, 2200 °C pareceu ser a temperatura de atomizagdo mais adequada,
pois 0os maiores valores de absorvancia para Co e Ni foram obtidos nesta temperatura.
Adicionalmente, apenas um pequeno decréscimo no valor de absorvancia foi
observada para Fe em 2200 °C. No entanto, os perfis dos sinais em diferentes
temperaturas de atomizagcdo foram comparados (Figura 48). Como resultado, foi
observado que, até 2300 °C, os sinais dos trés analitos tinham um pico com cauda.
Na tentativa de reduzir este efeito, a rampa de atomizagéo foi ajustada em “poténcia
total”, mas n&o foi observada melhora significativa no perfil dos sinais. Na temperatura
de atomizagao de 2400 °C, os sinais transientes de Co e Fe mostraram um perfil mais

simétrico e uma linha de base estavel foi atingida. Embora o sinal de Ni ainda tivesse
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um perfil levemente caudal, esse efeito foi menos pronunciado em 2400 °C. Assim,
considerando os valores de absorvancia integrada e o perfil dos sinais para Co, Fe e

Ni, a temperatura de 2400 °C foi escolhida como temperatura de atomizacéo.

Figura 48 — Sobreposi¢ao dos sinais transientes para Co (A), Fe (B) e Ni (C) nos pixels
centrais para o extrato aquoso obtido pelo procedimento EIEB. Ta = 2200
°C (=), 2300 °C (=) e 2400 °C (==).
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Fonte: Autora.

4.2.2.3 Calibragao, efeitos de matriz e figuras de mérito

Uma das maiores vantagens do método EIEB é que ele permite a transferéncia
dos analitos da matriz organica complexa para uma matriz mais simples (extrato
aquoso). Assim, em muitos casos, € possivel utilizar solugdes padrbes aquosas para
calibragao (CALDAS et al., 2013; CASSELLA et al., 2018; FERNANDES et al., 2019;
PEREIRA et al., 2013; ROBAINA et al., 2016; ROBAINA; BRUM; CASSELLA, 2012).
No entanto, pequenas quantidades de matéria organica (incluindo o surfactante usado
para preparar as emulsdes) também podem ser transferidas para a fase aquosa.
Deste modo, a composicao final do extrato aquoso pode resultar em interferéncia da
matriz durante a analise (FERNANDES et al., 2019; ROBAINA; BRUM; CASSELLA,
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2012). Este efeito € mais comum na analise por F AAS, onde a presenca do agente
emulsificante nos extratos pode afetar o processo de nebulizagao (LEITE et al., 2018;
PEREIRA et al.,, 2014; VINHAL et al., 2019). Entretanto, efeitos de matriz nas
determinagdes de V e Ni em amostras de gasolina por GF AAS apés a EIEB também
foram relatados (SOUZA et al., 2019)

Assim, apds a otimizagdo do programa de temperatura, os sinais para os
analitos no extrato aquoso e na solugao padrao foram sobrepostos, a fim de avaliar
possiveis efeitos da matriz. Como mostra a Figura 49, os sinais transientes para Co,
Fe e Ni foram muito semelhantes, considerando as formas e perfil temporal, quando
o extrato aquoso e a solugao padrao foram comparados. Estes resultados indicam que

a calibracao externa contra padrbes aquosos € uma alternativa viavel.

Figura 49 — Sobreposicéo dos sinais transientes para 42 ug L' de Co (A), 900 ug L™
de Fe (B) e 720 ug L' de Ni (C) em solugéo padrao (linha segmentada) e
no extrato aquoso obtido pelo método EIEB (linha continua). Tp = 700 °C
e Ta = 2400 °C.
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Outra maneira de avaliar possiveis efeitos de matriz é através da comparagao
das inclinagbes das curvas obtidas por diferentes estratégias de calibracdo. Deste

modo, as curvas de calibracdo para Co, Fe e Ni foram construidas de trés modos
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diferentes: 1) calibragdo externa contra solugbes padrdoes preparadas com agua
ultrapura e acidificadas com 0,5% (v/v) de HNOs, II) em um meio contendo 40% (v/v)
de Triton X-100 e 40% (v/v) de HNOs, que € a mesma composigdo da solugéo
extratora (matrizac&o) e Ill) pelo método de adicdo do analito, no qual concentragdes
conhecidas dos trés analitos foram adicionadas ao extrato obtido apds a aplicagdo do
procedimento EIEB. A faixa de concentragéo utilizada foi de 0,014 a 0,07 mg L™ para
Co, 0,3a1,5mg L' para Fe e 0,28 a 1,4 mg L' para Ni. A Tabela 11 apresenta a
comparacao entre a inclinagao das curvas para Co, Fe e Ni usando os trés modos de

calibragéo.

Tabela 11 —Comparacgao entre as inclinagdes das curvas obtidas para Co, Fe e Ni
através de calibragcdo externa, em um meio contendo 40% (v/v) de Triton
X-100 e 40% (v/v) de HNO3s (matrizagao) e pelo método de adigdo do
analito, n = 3.

Co (s L mg™) Fe (s L mg™) Ni (s L mg™)
Calibragao externa 0,9104 £ 0,017 0,0371 £ 0,001 0,4301 £ 0,007
Adigao do analito 0,9048 + 0,004 0,0378 £+ 0,001 0,4275 + 0,006
Matrizacao 0,8998 £ 0,003 0,0385 £ 0,001 0,4368 £ 0,005

Fonte: Autora.

A diferenca entre as inclinagdes das curvas foi menor que 10% em todos os
casos, confirmando que ndo ha efeitos de matriz significativos (NATA, 2012). Deste
modo, a calibragdo externa contra padrdes aquosos foi selecionada para a
quantificagao de Co, Fe e Ni no extrato aquoso obtido no procedimento EIEB.

As figuras de mérito para o método proposto estdo resumidas na Tabela 12. A
linearidade do método foi avaliada a partir do coeficiente de determinagéo (R?) da reta
ajustada ao modelo. Os valores de R? obtidos foram maiores que 0,99. Isto indica que
mais de 99% da variabilidade dos dados € explicada pela regressao e confirma que o
modelo é adequado. A ANOVA foi usada para verificar a significancia da regressao
através do Teste F (nivel de confianga de 95%). Em todos os casos, os valores de
Freg-calc foram maiores que Freg-tab € 0s valores de p foram menores que 0,05. Assim,

as curvas apresentam significativa linearidade a um nivel de confianga de 95%.
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Os limites de deteccéao e quantificagao foram calculados como trés e dez vezes,
respectivamente, o desvio padréao de 10 medidas do branco dividido pela inclinagao
das curvas de calibragdo. O branco analitico foi preparado de acordo com o
procedimento EIEB, porém sem a adigdo da amostra asfaltica. Para o calculo do LOD
e LOQ em pg g™', foram considerados a massa de amostra (0,08 g) utilizada no
procedimento e o volume final da solugao (2 mL).

A massa caracteristica (mo) € definida como a massa do analito que produz
uma PVSA de 0,0044 s. As massas caracteristicas obtidas para os trés analitos estao
de acordo com as relatadas na literatura para Co (mo = 0,075 ng; CP+1), Fe (mo =
2,053 ng; CP£1) e Ni (mo = 0,030 ng; CP£1), embora o numero de pixels usados para
calcular a PVSA nao seja exatamente o mesmo (ADOLFO et al., 2019; RESANO et
al., 2011).

A precisao do método proposto, expressa como desvio padrao relativo (RSD),
foi calculada a partir de trés medidas consecutivas (n = 3) das solugbes padrao e do
extrato aquoso (PAIXAO et al., 2019). Em todos os casos, os valores de RSD est&o
abaixo de 10%. Estes resultados mostram que a metodologia é adequada para
determinagao dos trés analitos, considerando a abundancia desses elementos em
ambos os meios (AOAC, 2012).
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Tabela 12 —Figuras de mérito para a determinag¢ao simultdnea de Co, Fe e Ni em
asfalto por HR-CS GF AAS com calibragao contra padrées aquosos apos
extracdo induzida por quebra de emulséo.

Parametro Co Fe Ni
Faixa linear (ug L") 14 -70 300 — 1500 280 - 1400
Sensibilidade (s L mg™) 0,9104 0,0371 0,4301
Interseccgéao 0,0021 0,0031 0,1780
R? 0,990 0,996 0,993
mo (NQ) 0,096 2,372 0,205
LOD (mg L") 0,001 0,018 0,009
LOQ (mg L) 0,003 0,060 0,027
LOD (ng g™ 0,025 0,450 0,225
LOQ (ng g™ 0,075 1,5 0,675
RSD (%) @ 0,4-6,1 28-41 0,6-28
RSD (%) 28-7,2 0,5-6,8 0,1-3,0
Analise de variancia °©
Freg-cal 920,98 554,32 374,63
P <0,0001 <0,0001 <0,0001

a Solugdo padrao; ® extrato aquoso; ° Freg-tab=7,709.
Fonte: Autora.

Devido a indisponibilidade de material de referéncia certificado para a amostra
de asfalto, a exatiddo do método proposto foi avaliada através do ensaio de adigao e
recuperacao dos analitos (PEREIRA et al., 2014). Para este propdsito, os extratos
aquosos foram enriquecidos com concentracdes conhecidas de Co, Fe e Ni. Os
resultados sédo apresentados na Tabela 13. As recuperacdes variaram de 100 a 107%
para Co, 103 a 109% para Fe e 95,5 a 98,9% para Ni. Esses valores sao aceitaveis
de acordo com a AOAC, pois estdao dentro da faixa estabelecida de 80-110% para
todos os analitos (AOAC, 2012). A validagdo do método também foi realizada através
da comparacdo dos resultados obtidos pelo método de extracdo proposto com
aqueles obtidos apos a digestdo acida das amostras. Os resultados estédo discutidos
no item 4.2.2.4.
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Tabela 13 —Adicdo e recuperacao de Co, Fe e Ni no extrato aquoso obtido pelo
método EIEB aplicado para a extracdo dos analitos de asfalto, n = 3.

Adicionado Resultado Recuperagao (%)
Co (ug L)

0 11,40 £ 0,18 -

28 41,48 £ 0,12 107,4 £ 0,6

42 55,02 £ 1,45 103,9 + 3,8

56 67,62 + 0,31 100,4 + 0,6
Fe (mg L)

0 0,20 £ 0,01 -

0,6 0,85 £ 0,01 109,0 + 3,3

0,9 1,13 £ 0,01 103,5+£2,6

1,2 1,46 + 0,01 105,3+0,9
Ni (mg L")

0 0,42 £ 0,02 -
0,56 0,95 £ 0,01 95,5+3,6
0,84 1,22 + 0,02 96,0+ 2,5

1,2 1,53 + 0,01 98,9+2)5

Fonte: Autora.

4.2.2.4 Validacao e aplicagao

O método EIEB desenvolvido foi aplicado na extragao de Co, Fe e Ni em trés
amostras de asfalto fornecidas pela Petrobras. O método proposto por HR-CS GF
AAS foi aplicado na determinagdo das concentracdes totais de Co, Fe e Ni nos
extratos aquosos obtidos (Tabela 14). Para avaliar a exatiddo da metodologia
proposta, os resultados foram comparados com os obtidos pela digestao acida das
amostras (MW-AD). Neste caso, ndo foram observadas diferengas significativas (p >
0,05) entre os dois métodos, demonstrando a eficiéncia da EIEB. Adicionalmente, os
resultados também confirmam que a quantificacdo dos trés analitos neste tipo de

amostra pode ser feita simultaneamente e usando calibragao contra padroes aquosos.
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Tabela 14 —Resultados obtidos para determinacao simultanea de Co, Fe e Ni em

amostras asfalticas por HR-CS GF AAS apds extracdo induzida por
quebra de emulsdo e apds digestdo das amostras, n = 3.

Co (mg kg™) Fe (mg kg™) Ni (mg kg)

EIEB

CAP-01 0,98 + 0,03 11,77 + 0,81 26,78 + 0,26

CAP-02 1,32 + 0,09 11,03 £ 0,06 31,47 + 0,03

CAP-03 0,21 0,01 4,26 + 0,24 7,07 + 0,21
MW-AD

CAP-01 0,93 £ 0,05 11,25 £ 0,06 26,58 + 0,40

CAP-02 1,69 £ 0,03 11,57 + 0,40 31,98+ 0,13

CAP-03 0,24 + 0,03 4,85 + 0,31 7,33+ 0,02

Fonte: Autora.

4.3 EXTRACAO INDUZIDA POR QUEBRA DE EMULSAO PARA
DETERMINAGCAO SIMULTANEA DE Ba, Co, Fe e Ni EM OLEAGINOSAS
POR HR-CS GF AAS

4.3.1 Homogeneidade da amostra e experimentos iniciais

A eficiéncia dos procedimentos de extracdo sdlido-liquido depende de muitas
variaveis. Dentre elas, o tamanho das particulas € um dos fatores mais importantes
que afetam a precis&o e a exatidéo dos resultados (JUNIOR et al., 2006). O tamanho
de particula pequeno facilita a extragao total do metal e supera o problema relacionado
a ndo homogeneidade quando o analito ndo esta uniformemente distribuido no
material solido (CAPELO; MADURO; VILHENA, 2005). Assim, na tentativa de se obter
um poé fino que pudesse ser utilizado no processo de extracdo sélido-liquido,
aproximadamente 50 g de castanha-do-para foram moidos em um moedor de
alimentos com laminas plasticas (para evitar contaminagao). Porém, as particulas
obtidas se aglomeram rapidamente, dificultando sua passagem pelos poros de uma
peneira.

Para reduzir e homogeneizar o tamanho das particulas de oleaginosas, Elik,

Altunay e Gurkan (2017) trituraram cerca de 10 g de amostra e, entao, utilizaram um
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almofariz e pistilo para pulverizar completamente o sélido. Deste modo, o mesmo
procedimento foi testado no presente estudo. No entanto, foi observada a liberagao
parcial do 6leo, o que contribuiu ainda mais para a aglomeracgao das particulas sélidas.
Assim, o pré-tratamento da amostra foi realizado conforme descrito por Wouilloud,
Kannamkumarath e Caruso (2004). Para isso, outra porg&o de amostra foi seca a 60°C
durante a noite e posteriormente moida, mas o problema ainda persistiu. Testou-se
também aumentar a temperatura e o tempo de secagem, porém foi observado uma
grande perda de 6leo durante esta etapa. Outra tentativa consistiu em congelar a
amostra durante a noite para posterior moagem, porém sem sucesso.

Os melhores resultados foram obtidos quando apenas 4 g da amostra foram
triturados no moedor de alimentos por cerca de 20 s. Neste caso, foi obtido um pé
fino, embora a maior parte da amostra tenha permanecido na forma de pedacos
grandes. A amostra foi peneirada e as particulas pequenas foram coletadas. A
desvantagem desse procedimento foi que apenas uma pequena fracdo da amostra
pbde ser moida a cada vez, o que tornou o procedimento tedioso. Além disso, foi
observado que apds alguns minutos ocorreu uma perda de 6leo. Portanto, o p6 da
amostra precisou ser preparado e usado imediatamente para evitar a aglomeragao
das particulas.

A amostra moida foi submetida a digestao acida assistida por micro-ondas para
determinagao da concentracéo total dos analitos. O procedimento foi repetido trés
vezes e as solugdes obtidas foram empregadas para determinagéo de Ba, Co, Fe e
Ni por HR-CS GF AAS. Como resultado, foi obtido uma baixa precisédo (expressa como
desvio padréo relativo, RSD) para os quatro elementos, sendo 28,6% para Ba, 46,4%
para Co, 26,3% para Fe e 18,6% para Ni, indicando um erro associado a
representatividade da amostra. Neste caso, nenhum parametro quantitativo péde ser
usado para avaliar as condicbes do procedimento de extracdo sélido-liquido
empregando a amostra moida. No entanto, apesar desta dificuldade, foram realizados
testes preliminares considerando apenas uma avaliacdo qualitativa. Para este
proposito, uma massa adequada de amostra (0,8, 1,0, 1,2 e 1,4 g) foi misturada com
hexano (0 e 3 mL) e 4 mL de solugéo extratora contendo 15% (v/v) de HNOs e 3%
(m/v) de Triton X- 100. Apds vigorosa agitagao manual, as emulsdes formadas foram
aquecidas (90°C) e/ou centrifugadas (5 min a 4000 rpm) para separar as fases. A

partir dos resultados, alguns pontos puderam ser destacados:
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) Quanto maior a quantidade de amostra, maior foi a retengcdo da solucao
extratora pelas particulas soélidas, diminuindo o volume da solugdo aquosa
coletada. Quando 1,4 g da amostra foram usadas, apenas cerca de 2 mL do
extrato aquoso foram recuperados. Deste modo, uma massa de 0,8 g de
amostra foi selecionada para os experimentos futuros.

) O aquecimento da amostra por um tempo superior a 10 minutos levou a
formagado de um creme espumoso, impedindo a separagédo das fases mesmo
apos a centrifugacéo.

) Os melhores resultados, considerando a formacdo da suspensao e a
separagao das fases, foram obtidos com a adigcdo de hexano (3 mL). Neste
caso, apos o aquecimento (4 min a 90 °C) e centrifugacao (10 min a 5000 rpm),
foram separadas quatro fases: uma fase oleosa superior, uma camada de

creme, uma fase aquosa e o solido remanescente no fundo do frasco.

Solventes organicos, tais como hexano (LOPES et al, 2016),
cloroférmio/metanol (GOMEZ-ARIZA; ARIAS-BORREGO; GARCIA-BARRERA, 2006;
NAOZUKA; MARANA; OLIVEIRA, 2010; NAOZUKA; OLIVEIRA, 2007) e éter de
petroleo (WELNA; SZYMCZYCHA-MADEJA, 2014) tém sido usados para remover a
fracao lipidica de oleaginosas antes da aplicagao de procedimentos de extracédo de
metais. Assim, os melhores resultados obtidos com a adicdo de hexano podem ser
atribuidos a extracdo do 6leo das particulas sdlidas, levando a formacdo de uma
emulsdo O/A com as particulas suspensas. Adicionalmente, a liberacdo do dleo
também contribui para a formagao de uma emulsao mais estavel. Com base nesses
fatores, concluiu-se que seria necessario extrair o 6leo da amostra. No entanto, devido
a toxicidade do hexano, seu uso deve ser evitado. Assim, cerca de 100 g de amostra
foram triturados em um moedor de alimentos até que todo o éleo fosse liberado e as
particulas finamente moidas, resultando em uma pasta fina.

Trés aliquotas da amostra na forma de pasta foram submetidas a digestao
acida. As solucdes obtidas foram entdo analisadas por HR-CS GF AAS. Como
resultado, foi obtida uma maior precisédo, sendo 13,8% para Ba, 3,0% para Co, 4,4%
para Fe e 11,4% para Ni. Assim, a pasta da amostra foi empregada para otimizar o
procedimento de extracao induzida por quebra de emulsao S/O/A. As concentragbes
totais determinadas foram utilizadas como referéncia para avaliar a eficiéncia do

método de extracio.
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4.3.2 Avaliagao das condigdes de extragao

Originalmente, o procedimento EIEB foi desenvolvido para extrair metais de
amostras oleosas liquidas através da mistura da amostra com um surfactante em
solugéo de acido nitrico (MDLULI; NOMNGONGO; MKETO, 2020). A dispersao das
goticulas finas do liquido (6leo ou solugao extratora) no outro liquido imiscivel leva a
formagédo de uma emuls&o, que € quebrada por aquecimento ou centrifugagéo para
coletar os analitos extraidos (CASSELLA et al., 2018). Neste estudo, foi investigada a
formacao de uma emulsdao S/O/A pela mistura da pasta da amostra de oleaginosa
com uma solugdo extratora contendo HNOs e Triton X-100. Com base nos
experimentos preliminares (item 4.3.1), o volume da solugdo e a massa de amostra
foram fixados em 4 mL e 0,8 g, respectivamente. As condi¢cbes de extragdo foram
avaliadas com base na influéncia das seguintes variaveis: 1) concentracdo de Triton

X-100 (% m/v), Il) concentracao de HNOs3 (% v/v) e Ill) influéncia de aquecimento.

4.3.2.1 Concentragao de Triton X-100 na solugao extratora

A moagem completa da amostra leva a formagdo de uma pasta viscosa
composta de 6leo coalescido e outros componentes da oleaginosa. As particulas de
castanha podem atuar como particulas de Pickering devido ao seu alto teor de
proteina (TURAN; CAPANOGLU; ALTAY, 2015). As proteinas atuam como um
surfactante natural devido a sua natureza anfifilica, produzindo uma emulsdo de
Pickering (QAMAR et al., 2020). De fato, quando 0,8 g da amostra foram misturados
com 4 mL de uma solugao extratora contendo 15% (v/v) de HNOs3, a formacao da
emulsdo de Pickering foi instantanea. No entanto, apds alguns segundos, as fases
comegaram a se separar, indicando uma fraca estabilidade da emulsdo. Embora as
proteinas de oleaginosas tenham uma alta capacidade emulsionante, a estabilidade
da emulsdo depende de muitos fatores, como pH, temperatura, concentragdo de
proteina, proporcdo entre as fases e outros (QAMAR et al., 2020; TURAN;
CAPANOGLU; ALTAY, 2015). Em pH muito acido, as proteinas sofrem desnaturagao.
Assim, a instabilidade da emuls&o obtida pode ser atribuida a modificagao na estrutura
das proteinas. Para contornar essa situagdo, a concentracdo de Triton X-100 na

solugao extratora (volume total de 4 mL) foi avaliada em 3, 7, 11, 15, 19 e 21% (m/v).
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A massa da amostra e a concentragéo de acido foram mantidas em 0,8 g e 15% (v/v),
respectivamente. A amostra emulsionada foi aquecida por 4 min a 90 °C e entao
centrifugada por 10 min a 5000 rpm para completar a separagéo de fases. Os

resultados obtidos sdo mostrados na Figura 50.

Figura 50 — Influéncia da concentragao de Triton X-100 na solugao extratora aquosa
empregada para a extracédo de Ba (V¥), Co (A), Fe (o) e Ni (m) de
oleaginosas pelo método EIEB, n = 3. HNO3 = 15% (v/v).
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Fonte: Autora.

Em geral, Co, Fe e Ni apresentam comportamento semelhante, ou seja, a
eficiéncia de extragédo para os trés analitos aumentou até 15% (m/v) de Triton X-100,
permanecendo constante em concentragdes maiores. Por outro lado, a concentragao
do surfactante nao influenciou na eficiéncia de extragdo do Ba, uma vez que nao foi
observada diferenga significativa em toda a faixa avaliada. Assim, a concentragao de
Triton X-100 foi fixada em 15% (m/v) para experimentos posteriores.

Vale ressaltar que os testes preliminares realizados com a amostra moida
mostraram que o hexano ajudou na formagao do sistema emulsionado. Assim, a
adicao de solvente (3 mL) também foi avaliada para a pasta de amostra. No entanto,
nenhum efeito positivo foi observado. A unica fungdo do hexano era extrair o 6leo no
caso da amostra moida, o que nao foi necessario para a amostra em forma de pasta,

evitando assim o uso de solventes organicos toxicos.
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4.3.2.2 Concentragdo de HNO3 na solugao extratora

Em matrizes organicas, os metais podem estar na forma de ions livres ou
ligados a moléculas organicas. No caso de oleaginosas, tem sido demonstrado que
os cations metalicos estdo associados principalmente as fragées proteicas destas
espécies (MOREDA-PINEIRO et al., 2020; NAOZUKA; OLIVEIRA, 2007). No entanto,
alguns autores também tém relatado uma alta porcentagem de metais ligados a fragéo
lipidica das oleaginosas (WELNA; KLIMPEL; ZYRNICKI, 2008). Assim, a
concentracdo de HNO3 na solugédo extratora desempenha um papel importante no
método proposto, uma vez que os ions H* sdo os responsaveis pelo deslocamento
dos analitos das estruturas organicas, permitindo sua transferéncia para a fase
aquosa.

A concentragcdo de HNOs foi avaliada na faixa de 5 a 40% (v/v) com intervalos
de 5% (Figura 51). Em geral, a eficiéncia de extragéo para Ba, Co, Fe e Ni aumentou
com o aumento da concentragcado de HNOs. Em 20% (v/v) de HNOs3, a quantidade total
dos quatro analitos foi extraida para a fase aquosa. Nesse caso, as recuperacoes de
extracdo foram 103,2, 105,2, 105,5 e 108,6% para Ba, Co, Fe e Ni, respectivamente.

Figura 51 — Influéncia da concentragdo de HNOs; na solugdo extratora aquosa
empregada para a extragdo de Ba, Co, Fe e Ni de oleaginosas pelo
método EIEB, n = 3. Triton X-100 = 15% (m/v).
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4.3.2.3 Aquecimento

A composigao da solugao extratora (20% v/v de HNO3 e 15% m/v de Triton X-
100) forneceu uma alta eficiéncia de extracdo quando a amostra emulsionada foi
aquecida por 4 min seguido de centrifugagdo. No entanto, a quebra da emulsdo sem
aquecimento também foi avaliada. Neste caso, quatro fases separadas foram obtidas
quando a amostra foi centrifugada (sem aquecimento): I) a fase oleosa superior, Il)
uma camada de creme contendo as proteinas insoluveis, Ill) uma fase aquosa
contendo os analitos extraidos, e 1V) residuo solido na fase inferior. Estes resultados
indicaram que a temperatura ndo era necessaria para quebrar a emulsdo. Porém, sem
aquecimento, a capacidade de extragao dos analitos diminuiu de 100 para 31,3% para
Ba, 39,1% para Co, 17,3% para Fe e 41,9% para Ni, o que significa que a temperatura
desempenha um papel importante no procedimento de extragdao. Provavelmente, as
fracdes proteicas foram suscetiveis a desnaturacao térmica a 90 °C, o que pode levar
ao rompimento dos sitios de ligacdo dos metais, liberando os analitos para a fase
aquosa (BARNETT; SCANLAN; BLINDAUER, 2012). Assim, o tempo de aquecimento
foi mantido em 4 min para atingir a maior eficiéncia de extragdo para os quatro

analitos. Todo o procedimento EIEB demorou apenas cerca de 14 minutos.

4.3.3 Determinagao simultanea de Ba, Co, Fe e Ni

4.3.3.1 Escolha dos comprimentos de onda

As mesmas linhas de Co (352,685 nm), Fe (352,604 nm) e Ni (352,454 nm)
usadas para a quantificacao destes elementos em asfalto foram selecionadas para a
determinagao simultanea dos trés analitos em oleaginosas. Essas linhas de Co, Fe e
Ni sdo, respectivamente, cerca de 22, 870 e 5,3 vezes menos sensiveis que suas
linhas primarias. A razado da sensibilidade das linhas de Co, Fe e Ni corresponde,
aproximadamente, a concentragédo esperada dos analitos nas amostras, tornando-as
adequadas para a medida.

O extrato aquoso obtido pelo procedimento EIEB foi analisado e, além dos
picos esperados para Co, Fe e Ni, foi observado outro pico em 352,497 nm na janela
espectral avaliada (entre 352,3165 a 352,7178 nm). Este pico foi atribuido a Ba pelo

software do instrumento. Esta linha de Ba tem uma sensibilidade muito baixa, o que
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combina bem com a abundancia esperada desse elemento na castanha-do-para.
Quando esta linha foi selecionada, o intervalo espectral observado foi de 352,3338 a

352,7348 nm, permitindo monitorar simultaneamente as linhas atdmicas dos quatro
analitos (Figura 52).

Figura 52 — Espectro resolvido no tempo na regido espectral entre 352,3338 e
352,7348 nm para 20 pyL do extrato aquoso obtido apds a aplicagao do
método EIEB para a amostra CAP-01. T, = 1000 °C e Ta = 2700 °C.
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Fonte: Autora.

4.3.3.2 Otimizacao do programa de temperatura

As curvas de pirdlise e atomizagdo foram obtidas usando o extrato aquoso
obtido pelo procedimento EIEB e uma solugdo padrao contendo 30 mg L' de Ba, 30
ug L' de Co, 2,4 mg L' de Fe e 100 ug L' de Ni. Como os quatro analitos sdo
elementos refratarios, a temperatura de atomizacao foi inicialmente fixada em 2600
°C e a temperatura de pirdlise foi avaliada na faixa de 800 a 1600 °C, com um tempo
de permanéncia de 10 s. Os resultados sdo mostrados na Figura 53. O uso de

modificador quimico nao foi necessario devido a estabilidade térmica dos analitos.
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Figura 53 — Curva de pirdlise (Ta = 2600 °C) paraBa (V¥), Co (A), Fe (o) e Ni (m) para
uma solugdo padrao aquosa contendo 30 mg L' de Ba, 30 ug L™ de Co,
2,4 mg L' de Fe e 100 ug L' de Ni (simbolos abertos) e para o extrato
aquoso obtido pelo método EIEB (simbolos fechados), n = 3.
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Em geral, os perfis das curvas de pirdlise obtidos para os quatro analitos tanto
no extrato aquoso quanto na solucédo padrao foram muito semelhantes. Na solucao
padrdo, os sinais de absorvancia permaneceram constantes até 1600 °C para Ba,
1500 °C para Co, 1300 °C para Fe e 1200 °C para Ni. No extrato aquoso, nao foram
observadas diferengas significativas (p > 0,05) entre os sinais obtidos nas faixas de
temperatura de 800 a 1300 °C, 800 a 1400 °C, 800 a 1500 °C e de 800 a 1200 °C para
Ba, Co, Fe e Ni, respectivamente. Assim, a temperatura de pirdlise foi fixada em 1000
°C para garantir a eliminagdo completa da matriz da amostra durante esta etapa.

A temperatura de atomizagao foi avaliada na faixa de 2200 a 2700 °C, com
tempo de permanéncia de 10 s. As curvas de atomizagao (Figura 54) obtidas para o
extrato aquoso e solucdo padrao apresentaram comportamento semelhante para os
quatro analitos. No entanto, Co, Fe e Ni apresentaram comportamento ligeiramente
diferente entre si e diferiram significativamente de Ba. Os maiores valores de
absorvancia para Co e Ni foram observados em temperaturas de atomizagao entre
2200 a 2400 °C para Co e 2400 a 2600 °C para Ni, em ambos os meios. Para Fe no
extrato aquoso, as maiores absorvancias foram obtidas na faixa de temperatura de
atomizacdo de 2300 a 2500 °C, enquanto na solugado padrao, Fe apresentou os
valores maximos de absorvancia em temperaturas de atomizacao entre 2200 a 2400

°C. Por outro lado, o Ba apresentou um comportamento diferente dos demais, ou seja,
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os valores de absorvancia aumentaram significativamente até 2700 °C para o extrato
aquoso e solugdo padrao. Assim, esta temperatura foi a melhor escolha para a
atomizacéao, pois apenas uma pequena perda de sensibilidade foi observada para Co,
Fe e Ni em 2700 °C, o que nao causa problemas considerando a concentracdo dos
analitos na amostra. No entanto, se uma temperatura de atomizagao mais baixa for

selecionada, a diminuicdo da sensibilidade para Ba pode ser significativa.

Figura 54 — Curva de atomizagéo (Tp = 1000 °C) paraBa (V¥ ), Co (A), Fe (e) € Ni (m)
para uma solugdo padrio aquosa contendo 30 mg L-! de Ba, 30 ug L' de
Co, 2,4 mgL"de Fee 100 ug L' de Ni (simbolos abertos) e para o extrato
aquoso obtido pelo método EIEB (simbolos fechados), n =3.
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Além dos valores de absorvancia, o perfil dos sinais (Figura 55) também foi
avaliado. Embora os maiores valores de absorvancia para Co e Fe tenham sido
obtidos em 2400 °C, os sinais desses analitos ndo foram bem definidos até 2500 °C
para Co e 2400 °C para Fe. O mesmo foi observado para o sinal de Ni até 2500 °C.
Acima de 2500 °C, os sinais transientes para os trés analitos foram mais simétricos.
Para Ba, até 2600 °C, o sinal tinha um pico em forma de cauda. Em 2700 °C, embora
o sinal de Ba ainda tivesse um perfil ligeiramente caudal, este efeito foi muito menos

pronunciado.



126

Figura 55 — Sobreposicao dos sinais transientes para Ba (A), Co (B), Fe (C) e Ni (D)
no extrato aquoso obtido pelo procedimento EIEB usando Ta = 2400 °C
(==), 2500 °C (=), 2600 °C (=) € 2700 °C (m=).
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Os sinais transientes obtidos em 2700 °C para os analitos no extrato aquoso e

na solugao padrao também foram sobrepostos (Figura 56) para comparar suas formas

e perfil temporal. Os sinais dos quatro analitos no extrato aquoso foram muito

semelhantes aos obtidos na solugdo padrido, indicando que esta temperatura é

adequada para a atomizacdo de Ba, Co, Fe e Ni. Assim, uma temperatura de

atomizacdo de 2700 °C foi selecionada com base nos valores de absorvancia

integrada e no perfil dos sinais dos quatro analitos. Estes resultados também sugerem

que a calibragao contra padrdes aquosos pode ser usada.
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Figura 56 — Sobreposic¢éo dos sinais transientes para 30 mg L' de Ba (A), 30 ug L™’
de Co (B), 2,4 mg L' de Fe (C) e 100 ug L' de Ni (D) em solugdo padréo
(linha segmentada) e no extrato aquoso obtido pelo procedimento EIEB
(linha continua). Tp = 1000 °C e Ta = 2700 °C.
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4.3.3.3 Calibracéao, efeitos de matriz e figuras de mérito

Trés estratégias analiticas foram utilizadas para construir as curvas de
calibragdo para os quatro analitos, a fim de avaliar os efeitos da matriz. Portanto, as
curvas de calibragdo foram obtidas usando um branco e cinco solugbes padroes
(concentragdes variando de 30 a 150 mg L' para Ba, 10 a 50 ug L' para Co, 0,8 a 4
mg L' para Fe e de 50 a 250 ug L' para Ni) preparadas em agua ultrapura acidificada
com HNOs3 0,5% (v/v) e em um meio contendo HNO3 20% (v/v) e Triton X-100 15%
(m/v) (matrizagdo), que € a composicdo da solugdo extratora em condigcbes
otimizadas. Adicionalmente, as curvas também foram obtidas pelo método de adigao
do analito, no qual concentragcdes conhecidas de Ba, Co, Fe e Ni foram adicionadas
no extrato obtido apds a aplicacdo do procedimento EIEB. A Tabela 15 apresenta a
comparagao entre as inclinagdes das curvas para Ba, Co, Fe e Ni usando os trés

modos de calibragao.
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Tabela 15 —Comparacéao entre as inclinagées das curvas obtidas para Ba, Co, Fe e Ni
através de calibracédo externa, em um meio contendo 15% (m/v) de Triton
X-100 e 20% (v/v) de HNO3 (matrizagao) e pelo método de adigdo do
analito, n = 3.

Externa Matrizagao Adicao do analito
Ba (s L mg™) 0,0042 + 0,0001 0,0046 + 0,0001 0,0038 + 0,0002
Co (s L ug™) 0,0011 + 0,0001 0,0010 + 0,0001 0,0012 + 0,0001
Fe (sLmg™) 0,0343 + 0,0014 0,0309 = 0,0044 0,0315 = 0,0098
Ni (s L ug™) 0,0017 £ 0,0001 0,0018 £ 0,0001 0,0017 £ 0,0001

Fonte: Autora.

A diferenca entre as inclinacdes dos trés procedimentos de calibragcido foi
inferior a 10% para todos os analitos, o que significa que n&o houve efeitos de matriz
a serem superados (NATA, 2012). Deste modo, a calibragdo com padrdes aquosos
pode ser utilizada.

As figuras de mérito do método sdo apresentadas na Tabela 16. De acordo com
a analise de variancia, as curvas apresentaram significativa linearidade (Freg-caic > Freg-
ab, P < 0,05) a um nivel de confianga de 95%. Os Limites de deteccédo (LOD) e
quantificacao (LOQ) foram calculados como trés e dez vezes, respectivamente, o
desvio padrao de dez medidas do branco analitico dividido pela inclinagao das curvas
de calibragdo para todos os analitos. A massa caracteristica (mo), que € a massa do
analito que resulta em uma absorvancia integrada de 0,0044 s, foi calculada como a
razao entre 0,0044 e a inclinacao das curvas analiticas, considerando um volume de
amostra de 20 pL (WELZ et al., 2005). Os valores de mo obtidos para Co, Fe e Ni séo
consistentes com os valores relatados anteriormente (RESANO et al., 2011).

A precisao do método proposto, expressa como desvio padrao relativo (RSD),
foi calculada a partir de trés medidas consecutivas (n = 3) das solugdes padréo e do
extrato aquoso. Em todos os casos, os valores de RSD estdo abaixo de 10%. Estes
resultados mostram que a metodologia € adequada para a determinagcéo dos quatro
analitos, considerando a abundéncia desses elementos em ambos os meios (AOAC,
2012).
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Tabela 16 —Figuras de mérito para a determinagao simultanea de Ba, Co, Fe e Ni em
oleaginosas por HR-CS GF AAS com calibragao contra padrbes aquosos
apos extracao induzida por quebra de emulsao.

Parametro Ba Co Fe Ni
Faixa linear (ug L) 30-150° 10-50 0,8-4=2 50 — 250
Sensibilidade (s L pg™) 0,0042° 0,0011 0,0343° 0,0017
Intersecgao 0,0319 0,0039 0,0080 0,0339
R? 0,997 0,996 0,994 0,992
mo (NQ) 20,98 0,078 2,566 0,050
LOD (ug L") 3,819°2 2,274 0,0952 2,138
LOQ (ug L") 11,462 7,421 0,2852 6,414
LOD (ug g") 19,09 0,012 0,474 0,011
LOQ (ug g™ 57,30 0,037 1,423 0,032
RSD (%) © 1,6 -3,8 22-6,3 1,5-4,5 0,1-3,3
RSD (%) ¢ 3,1-4,2 1,5-8,0 1,6 - 6,6 0,4-6,1
Analise de variancia ®©
Freg-cal 605,55 542,15 349,49 253,27
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

amg L"; ®s L mg™;° solugdo padréo; ¢ extrato aquoso; © Freg-tab=7,7009.
Fonte: Autora.

A exatiddo do método foi avaliada por meio de testes de adigao e recuperagao
de Ba, Co, Fe e Ni. Os testes de recuperacao foram realizados com extratos aquosos
enriquecidos em trés niveis de concentragdo para cada analito. A Tabela 17 mostra
os resultados obtidos. As recuperacdes dos analitos foram consideradas satisfatérias
de acordo com a AOAC (critérios de aceitagcao 80-110%) (AOAC, 2012). A exatidao
do método também foi avaliada através da comparacao dos resultados obtidos pelo
método EIEB com aqueles obtidos apos a digestao acida das amostras (item 4.3.3.4).
O uso de material de referéncia certificado nao foi possivel devido a falta deste

material para a andlise de metais em oleaginosas.
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Tabela 17— Adicao e recuperacao de Ba, Co, Fe e Ni no extrato aquoso obtido pelo
método EIEB aplicado para a extragao dos analitos de oleaginosas, n = 3.

Adicionado Resultado Recuperagao (%)
Ba (mg L")
0 33,19+ 1,85 -
15 46,47 + 3,12 96,4 £ 6,5
30 61,27 £ 1,66 97,0+ 2,6
45 73,74 £ 2,90 94,3 + 3,7
Co (ug L)
0 22,77 £ 2,12 -
10 31,42 £ 0,93 97,4+29
20 44,16 + 0,24 104,5+ 0,6
30 54,37 £ 0,22 104,01+ 0,4
Fe (mg L)
0 0,91 £ 0,03 -
0,4 1,31 £ 0,06 99,4 +4,7
0,8 1,64 + 0,06 955+ 3,2
1,2 2,03 £ 0,01 96,0 £ 0,4
Ni (ug L")
0 99,14 £ 1,36 -
50 139,40 + 4,16 93,5+2,8
100 201,60 £ 2,69 101,2+1,4
150 239,56 £ 3,13 96,2 +1,3

Fonte: Autora.

4.3.3.4 Validacao e aplicagao

O método desenvolvido, baseado na quebra da emulsao S/O/A, foi aplicado na
extragdo de Ba, Co, Fe e Ni em quatro tipos de oleaginosas (castanha-do-para,
castanha de caju, avela e nozes) e amendoim. Os quatro analitos foram determinados
simultaneamente nos extratos aquosos obtidos usando o método proposto por HR-CS

GF AAS. Para fins de validagao, os resultados (Tabela 18) foram comparados aos
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obtidos apds a digestao acida das amostras (MW-AD). A metodologia proposta por
EIEB apresentou uma boa exatidao, uma vez que nao foram observadas diferencas
significativas (p > 0,05) entre os dois métodos. Esses resultados mostraram a
eficiéncia do método de extragdo para transferir quantitativamente os analitos da

matriz sélida para a fase aquosa.

Tabela 18 —Resultados obtidos para determinagao simultdnea de Ba, Co, Fe € Ni em
oleaginosas por HR-CS GF AAS apds extragao induzida por quebra de
emulsao e apés digestdo das amostras, n = 3.

Ba (mg kg?) Co(mgkg') Fe(mgkg') Ni(mgkg?)
EIEB

Castanha-do-para 824 + 25 0,58+0,05 2251+0,64 249+0,07
Castanha de caju ND ND 55,46 £ 3,68 3,99+0,24
Avela ND 0,08+0,001 19,69+1,28 1,07 +0,00
Amendoim ND ND 8,90+ 0,14 0,82 + 0,02
Nozes 1,76 £ 0,02 0,53 £ 0,01 9,71 £ 0,50 3,63 £ 0,05

MW-AD
Castanha-do-para 816 + 112 0,56 + 0,02 21,34 £0,93 2,37 £ 0,27
Castanha de caju ND ND 53,23+ 0,37 4,02+0,09
Avela <1,15 0,08 £ 0,00 18,84 +1,12 1,02+0,17
Amendoim <1,15 ND 8,10 £ 0,54 0,85+ 0,07
Nozes 1,85+ 0,07 0,51 £ 0,02 10,0 £ 0,75 3,37 £ 0,33

ND = nao detectado.

Fonte: Autora.

Entre o grupo de oleaginosas comestiveis, a castanha-do-para possui o maior
teor de Ba, enquanto a quantidade desse elemento nas demais espécies de
oleaginosas é menor. De fato, a maior concentragédo de Ba (824 mg kg™') determinada
neste trabalho foi encontrada na castanha-do-para, o que esta de acordo com os
resultados da literatura. Segundo Gongalves e colaboradores (2009), a concentragao
de Ba em castanha-do-para variou de 860 a 2084 mg kg™! quando as amostras foram
digeridas e analisadas por GF AAS. Por outro lado, menores concentracdes desse

elemento também foram relatadas. Welna, Klimpel e Zyrnicki (2008) encontraram 66,2
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mg kg' de Ba neste tipo de amostra. Da mesma forma, castanhas-do-para cultivadas
em quatro regides apresentaram grande variabilidade na concentragcao de Ba entre as
amostras (96 a 1990 mg kg') (PAREKH et al., 2008).

A quantidade de Ba encontrada na amostra de nozes analisada neste estudo
foi superior a relatada por Moreda-Pifieiro e colaboradores (2016). No entanto, embora
o método de extracdo tenha sido eficiente para transferir este analito para a fase
aquosa, a baixa quantidade de Ba na amostra limitou a determinagdo simultanea
deste analito. Portanto, neste caso especifico, a linha primaria de Ba precisou ser
usada para a determinacdo. Adicionalmente, alguns autores encontraram 0,72 e 0,06
mg kg de Ba em castanha de caju (YIN et al., 2015) e amendoim (MOMEN et al.,
2007), respectivamente, e concentragdes variando de 0,07 (MOMEN et al., 2007) a
2,2 mg kg (YIN et al., 2015) em aveld. No entanto, a concentragdo de Ba nestas
espécies de oleaginosas foi inferior ao LOD neste estudo. O mesmo foi observado na
analise da castanha de caju por Naozuka e colaboradores (2011).

A concentragao de Co determinada neste trabalho variou de 0,08 para avela a
0,58 mg kg para castanha-do-para. Esses resultados foram semelhantes aos
relatados anteriormente. Moreda-Pifieiro e colaboradores (2016) encontraram 0,08 e
0,66 mg kg' de Co em aveld e castanha-do-para, respectivamente, quando as
amostras foram digeridas e analisadas por ICP-MS. Da mesma forma, Yin e
colaboradores (2015) encontraram 0,13 mg kg' de Co em aveld. No entanto,
concentragbes mais altas desse elemento também foram relatadas nesse tipo de
amostra. Altundag (2015) usou digest&do acida convencional e por micro-ondas para
determinacgao de oligoelementos em uma variedade de amostras, incluindo avela, na
qual a concentragdo de Co foi de 0,79 mg kg-'. Além disso, o teor de Co determinado
na amostra de noz neste estudo foi superior ao relatado por Moreda-Pifeiro e
colaboradores (2016), enquanto a concentracdo de Co nas amostras de castanha de
caju e amendoim foi menor do que as relatadas anteriormente (TOSIC et al., 2015;
YIN et al., 2015).

A concentragdo de Fe (8,90 a 55,5 mg kg™') determinada nas amostras de
oleaginosas neste estudo foi semelhante aos resultados publicados anteriormente
para a castanha-do-para (18,3 a 30 mg kg') (NAOZUKA et al., 2011; NAOZUKA;
MARANA; OLIVEIRA, 2010) , castanha de caju (53 a 87,03 mg kg') (KAFAOGLU et
al., 2016; TOSIC et al., 2015) e avela (18,61 a 34,2 mg kg') (ALTUNDAG, 2015;

TOSIC et al., 2015). No entanto, o teor de Fe encontrado no amendoim foi inferior aos
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da literatura (KAFAOGLU et al., 2016; MOREDA-PINEIRO et al., 2016; TOSIC et al.,
2015).

A concentragao de Ni nas amostras de oleaginosas variou de 0,82 a 4,0 mg kg
1. Esses resultados foram muito semelhantes aos relatados para a castanha-do-para
(2,03 a 4,1 mg kg') (LOPES et al., 2016; MOREDA-PINEIRO et al., 2020) avela (0,43
a 2,80 mg kg') (MOREDA-PINEIRO et al., 2016; TOSIC et al., 2015), castanha de
caju (3,81 a 6 mg kg') (KAFAOGLU et al., 2016; SOARES et al., 2012), amendoim
(1,6 mg kg') (KAFAOGLU et al., 2016) e nozes (2,0 a 4,4 mg kg') (MOREDA-
PINEIRO et al., 2016; RODUSHKIN et al., 2008).

Em geral, a variabilidade do teor de metais em oleaginosas pode ser atribuida
a origem geografica, incluindo composi¢cdao do solo e clima, bem como a pratica
agricola (RODUSHKIN et al., 2008). Isso explica a diferenca observada entre os
resultados obtidos neste estudo e os publicados anteriormente.

A presenca de Ba, Co, Fe e Ni nas oleaginosas analisadas neste trabalho néo
representa risco a saude. Embora a concentracao de Ba na castanha-do-para seja
relativamente alta, este elemento se encontra principalmente na forma de BaSOs4, ndo
sendo absorvido pelo organismo (GONCALVES et al., 2009). Adicionalmente, a
quantidade de Fe e Ni ingerida pelo consumo diario de 10 g de oleaginosas € inferior
ao Limite Superior Toleravel de Ingestao (UL, do inglés Tolerable Upper Intake Level)
para estes metais (45 mg dia™' para Fe e 1 mg dia™" para Ni) (IOM, 2001). Para Co,
nao ha um valor de UL estabelecido. No entanto, a ingestdo média de Co em adultos
¢ de 5 a 8 yg dia™' (KAFAOGLU et al., 2016).

5 CONCLUSAO

A metodologia proposta para a determinagdo monoelementar de Cr, Cu e Mn
em asfalto foi baseada na formacédo e quebra de uma emulsdao O/A para posterior
analise dos analitos por HR-CS GF AAS. A performance do método desenvolvido foi
comparada a procedimentos de preparo de amostra relatados na literatura.

As principais vantagens do método EIEB em relagdo aos procedimentos de
diluicdo direta (DD) e emulsificagdo (E) foram a estabilidade das solugdes das
amostras, melhor repetibilidade e exatidao, bem como maior frequéncia analitica. Na
verdade, o método DD néo foi adequado para a determinagao de Cu no asfalto devido

a sua baixa precisdo, enquanto o procedimento E ndo foi recomendado para
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determinacdo de Cr e Mn devido aos resultados superestimados. Além disso, nao
foram observados efeitos de matriz para o procedimento EIEB, permitindo o uso de
calibracdo externa. Para os métodos DD e E, as calibracdes tiveram que ser feitas
com padrdes organometalicos preparados da mesma forma que as amostras, devido
aos efeitos da matriz.

O procedimento EIEB também apresentou algumas vantagens em relagao ao
método de extragao acida assistida por ultrassom (USE), como maior precisao, menor
tempo total de preparo da amostra e melhor exatiddo. Além disso, o método USE né&o
foi eficiente para extrair quantitativamente Cr e Mn do asfalto. Portanto, este método
foi recomendado apenas para a determinagcao de Cu neste tipo de amostra. Por fim,
a metodologia proposta apresentou resultados comparaveis ao MW-AD, mas com
algumas vantagens, incluindo maior rapidez e simplicidade, além de menor custo.
Portanto, o método EIEB proposto para a extracédo de Cr, Cu e Mn de asfalto pode ser
considerado uma boa alternativa aos métodos relatados anteriormente para o preparo
deste tipo de amostra.

De forma similar, as novas metodologias propostas neste trabalho permitem a
extragdo de Co, Fe e Ni de asfalto e Ba, Co, Fe e Ni de oleaginosas, bem como a
determinacao simultanea destes elementos por HR-CS GF AAS. Os métodos EIEB
possibilitam a transferéncia dos analitos das matrizes complexas para um extrato
aquoso simples, que permite o uso de solucbes padrées aquosas para calibracao.
Outra vantagem é que os métodos desenvolvidos sdo mais rapidos que os métodos
convencionais de preparo de amostras. O processo de extragdo ocorre logo apos a
formacdo das emulsdes, entdo todo o procedimento pode ser feito em poucos
minutos.

Os procedimentos também sido muito simples e nao requerem o uso de
equipamentos caros, como sistema de digestdo por microondas. Além disso, o
consumo das amostras € minimo e apenas uma pequena quantidade de reagentes é
necessaria para a extragdo, o que torna o custo dos procedimentos muito baixo.
Assim, os métodos propostos também podem ser considerados excelentes
alternativas a digestao total das amostras de asfalto e oleaginosas.

Apesar da HR-CS GF AAS nao ter sido projetada para determinagdes
simultdneas multielementares, as linhas selecionadas dos analitos sdo muito

proximas, o que permite que os elementos sejam determinados ao mesmo tempo.
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Esta estratégia também reduz o tempo e o custo das analises, o que torna os métodos

propostos ainda mais vantajosos para serem empregados em analises de rotina.
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Keywords: Thiz paper report: the development of 2 method bazed on the extraction induced by emulsion breaking (EIEB) for
Petroleum azphalt cement the determination of Cr, Cu and Mn in asphalt by high-resolution continuum source atomic absorption spec-
Crude =il mometry. In optimized conditions, the extraction efficiency ranged from 88.6 for Cu to 104.5% for Mn. Mea-
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from 1.0 for Cu to 9.1% for Cr. The performance of the propozed method was compared to previously reported
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extraction (USE), emulzification (E), and direct dilution in organic zolvent (DD). The parameters evaluated were
matrix effects, limits of detection and quantification, characteristic mase, precizion, accuracy, zample stability
and applicability for routine analyzis. The methods most suitable for Cu determination were EIEB, MW-AD, USE
and E. For Cr and Mn, the best results were obtained by EIEB, MW-AD and DD procedures.
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ARTICLE INFoO ABSTRACT

Keywords: This paper describes the simultaneous determination of Ba, Co, Fe, and Ni in nuts by high-resolution continuum
HE-CS AAS source atomic absorption spectrometry after extraction induced by solid-oil-water emulsion breaking. Exiraction
o yields ranged from 94.9 for Ba to 109.8% for Pe. Simultaneous measurements were carried out at secondary lines

Metal determination

of Ba, Co, Fe, and Ni. The limits of detection and quantification were, respectively, 3.519 and 1.146 mg L ™! for
Ba, 2.274 and 7.421 ug L™! for Co, 0.095 and 0.285 mg L~! for Fe, and 2.138 and 6.614 pg L' for Ni. The
precision ranged from 3.1 to 4.2%, 1.5 to 8.0%. 1.6 o 6.6%, and 0.4 to 6.1% for Ba, Co, Fe and Ni, respectively.
The method accuracy was assessed by recovery tests and comparison of the results obtained by the propesed
extraction method with those obtained after acid digestion. Recoveries ranged from 93.5 for Ni to 104.5% for Co.
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ABSTRACT KEYWORDS

This review focuses on extraction induced by the destabilization of emulsified systems combined  EIEB; EIMB; metal

with spectrometric techniques for metal analysis in cily samples. This approach is based on the extraction; oily samples;
formation and breaking of an emulsion (extraction induced by emulsion breaking — EIEB) or micro-  3mMple preparation method
emulsion (extraction induced by microemulsion breaking — EIMB) to transfer the analytes from the

oil sample to the aqueous phase, which is separated in the process. Its simplicity, speed, and low

cost have contributed to its growing popularity among researchers. However, the potential of EIEB

and EIMB is far from being fully exploited. Therefore, this paper aims to provide relevant informa-

tion to expand the applicability of these methods. The principle of the methods is discussed, and

a brief desciption of emulsified systems is presented. The parameters affecting the extraction effi-

ciency and calibration strategy are also critically discussed. Furthermore, the analytical applications

of the methods are reviewed. Trends and opportunities in this field are also considered.



