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SANTOS, Joelmir dos. Avaliacdo e aplicacdo de metodologia da técnica
espectrométrica de Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total (TXRF) na
caracterizagdo multielementar em particulados solidos de amostras ambientais.

2016. Universidade Estadual do Oeste do Parana.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo a avaliacdo e aplicacdo de metodologia para
analise multielementar por meio da espectrometria de fluorescéncia de raios X por
reflexdo total (TXRF), a fim de fornecer medidas de concentragdo de analitos com
acuracia e precisdo. Usando a energia e a intensidade das linhas espectrais de
raios X caracteristicos, uma série de elementos quimicos foram identificados e
guantificados, respectivamente, com concentracdo abaixo de parte por milh&o até
poucas partes por bilhdo, principalmente para metais de transi¢do. A fim de garantir
a confiabilidade e reprodutibilidade estatistica, foi aplicada uma metodologia que se
baseia na deposicdo de particulados finos, menores que 50 um, representativos da
amostra e uniformemente distribuidos sobre um refletor plano de quartzo,
previamente limpo, na condicdo angular de maxima refletividade de raios X
monocromaticos. Para garantir a uniformidade no suporte e a representatividade
da amostra, uma série de réplicas de quantidades especificas de amostras, na
forma de um p¢ fino, foi adicionada em solucao organica viscosa diluida contendo
uma concentragcao conhecida de um elemento na qualidade de padréo interno. Uma
aliguota da solucdo viscosa contendo ambos o particulado de amostra em
suspensao e o padrao interno foi depositada no centro do refletor de quartzo e seca,
obtendo-se uma camada fina de particulado. Primeiramente, o instrumental TXRF
foi previamente avaliado quanto a operacéo, resposta espectral e recuperacao de
concentracfes de metais de transicdo de uma amostra de teste fornecido pelo
fabricante. A reprodutibilidade das medidas de concentracdo elementar foi testada
com uma combinacao da série de réplicas experimentais (cinco) e analiticas (trés)
para cada tipo de matriz de amostras ambientais, chamadas de Materiais de
Referéncia Certificados ou MRC. Foram testados seis tipos de MCRs: sedimento
de rio, folhas de tomate, arroz, masculo de peixe, osso e figado bovino. Foram
processados estatisticamente a série de dados de concentra¢cdes elementares de

cada MCR, obtendo-se o valor médio e incerteza da concentracdo de cada analito
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de referéncia o qual foi comparado ao reportado nos laudos técnicos dos MCR.
Considerando o carater multielementar da técnica TXRF, verificou-se uma boa
recuperacdo, em torno de 100%, da maioria das concentracdes referenciadas e
certificadas dos analitos nos seis MCRs, dentro da margem de variabilidade dos
resultados encontrados pela técnica TXRF e reportados pelos laudos. Verificou-se
também que o limite de deteccao depende da densidade da matriz do material sob
estudo. Contudo, os elementos de transicdo foram 0s que apresentaram 0S
menores valores de limites de deteccdo. Tendo a boa recuperacdo das
concentracfes de analitos maioritarios no material de referéncia sedimento Buffalo
River, foi aplicada a mesma metodologia para analise de material de sedimento do
corrego Bezerra-Cascavel que foi coletado em trés locais ao longo dele e por um
periodo de trés anos. Uma série de elementos quimicos foram identificados através
de suas linhas espectrais Ka e La, e quantificados seguindo o método do padréao
interno. O conjunto de dados de concentracao foi processado estatisticamente do
ponto de vista da normalidade dos dados e feita uma andlise de componentes
principais, revelando uma sistematica presenca de altas concentracées de metais
pesados, tais como chumbo e cromo, comparativamente maiores daqueles
preconizados pela atual legislacdo ambiental (CONAMA 420/2009) quanto aos

limites maximos permissiveis.

Palavras-chave: Concentracdo de metais em particulas; elementos maioritarios,
intermediarios e traco; analise estatistica de dados; técnica FRX; validagcéo

estatistica.



SANTOS, Joelmir dos. Evaluation and technical application of the methodology of
the total reflection X-Ray Fluorescence spectrometry (TXRF) in multi-element
characterization of particulate solids from environmental samples. 2016. West of

Parana State University.

ABSTRACT

This study aimed the evaluation and application of methodology for multielement
analyses by total reflection X-ray fluorescence spectrometry (TXRF) in order to
provide analyte concentration measurements with accuracy and precision. Using
the energy and intensity of the spectral lines of characteristic X-ray, a series of
chemicals were identified and quantified, respectively, with a concentration below
part per million to a few parts per billion, especially for transition metals. To ensure
statistical reliability and reproducibility, a methodology based on the deposition of
fine particles, less than 50 um, representative sample and uniformly spread on a
quartz flat reflector, which was extremely clean and positioned at the angular
condition of maximum reflectivity of monochromatic X-rays was applied. To ensure
uniformity on the support surface and the sample representativeness, a number of
replicas of specific quantities of samples, in the form of a fine powder was added in
a diluted viscous organic solution containing a well-known concentration of an
element choosing as internal standard. An aliquot of the viscous solution containing
both the suspended particulate sample and an internal standard was deposited at
the center of the quartz reflector and dried, yielding a very thin layer of particulates.
First, the instrumental TXRF was previously evaluated for its operation, spectral
response and recovery of transition metal concentrations in a test sample supplied
by the manufacturer. The reproducibility of the elemental concentration
measurements was tested with a combination of the number of experimental
replicates (five) and analytical (three) for each type of environmental matrix
samples, namely certified reference materials or CRMs. Six types of CRMs were
tested: river sediment, tomato leaves, rice, fish muscle, bone and bovine liver. The
data were statistically processed data, resulting in a series of average and
uncertainty values of the analyte concentrations was compared to certified reference

values, reported in the technical reports of CRM. Regarding the multielement
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character of the TXRF technique, there was a good recovery, about 100%, for most
of the certified concentrations of the referenced analytes in the six CRMs within the
margin of variability of results found by both the TXRF technique and reports. It was
also found that the detection limit depends on the density matrix of the material
under study. However, the transition elements were those with the lowest values of
detection limits. Having a good recovery of majority analyte concentrations in Buffalo
River sediment reference material, the same methodology was applied to sediment
material analysis of Bezerra stream that was collected in three locations and for a
period of three years. A number of chemicals has been identified through their
spectral lines Ka and La and quantified following the internal standard method. The
set of concentration data was statistically processed from the point of view of the
normality of the data and an analysis of principal components, revealing a
systematic presence of high concentrations of heavy metals such as lead and
chromium, comparatively higher those recommended by current environmental

legislation (CONAMA 420/2009) as the maximum permissible limits.

Keywords: Metal concentration analysis in particulate; main and trace elements;
data statistical analysis; developed and validated XRF methodology.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos houve um crescente interesse da sociedade em geral pela
problemética ambiental, gerando uma maior visibiidade do tema e
consequentemente maior quantidade de estudos e controle por parte dos 6rgdos
responsaveis por tal acdo. Isso favorece um maior controle dos efeitos da
ingeréncia humana na degradacéo da qualidade dos recursos hidricos pelo despejo
de aguas residuais ou industriais cuja consequéncia é a entrada de substancias
gue possui efeitos toxicos ao ambiente (BAHADIR et al., 2015). Dentre os fatores
responsaveis pela contaminacdo ambiental podem-se citar as causas naturais, a
atividade industrial e a ocupacdo irregular de areas sensiveis as atividades
humanas, afetando a fauna e a flora de determinada localidade. Essas atividades
geram grande impacto ao meio ambiente no qual estéo inseridas. Frequentemente
ha despejos de efluentes industriais irregulares, deposicdo de lixos proximos a
corregos e mananciais, destruicao direta da biota nos arredores devida a ocupacéo
de espaco para construcoes, etc. Dentre os contaminantes gerados pelos efluentes
industriais, pode-se destacar os poluentes inorganicos chamados de metais
pesados tais como chumbo, cadmio, cromo, mercurio, manganés e niquel
(BORGESE et al., 2011; MARGUI et al., 2010) os quais s&o introduzidos ao meio
ambiente por acdes antrépicas (fonte domesticas e industriais), somando-se aos
constituintes elementares presentes no ambiente por meio de fendmenos naturais
(OSAN et al., 2002).

Os efeitos dos componentes inorganicos metalicos no organismo humano
sdo diversos, dentre os quais se destacam: a mortalidade por doencas respiratorias
e cardiovasculares; os problemas neuroldgicos; a associacdo com a reducdo da
funcdo pulmonar e do crescimento; a possibilidade de conduzir no individuo o
aparecimento de doencas autoimunes como mal de Parkinson, entre outros efeitos
possiveis (LOHREN et al., 2015; BORGESE et al., 2011; ZEREINE et al., 2005;
LUCCHINE et al., 2007). Obviamente, os efeitos toxicos dos elementos
supracitados possuem maior severidade em grupos com maior vulnerabilidade
como gestantes, idosos e criancas. A legislacdo ambiental regida pelas resolugdes
357 e 420 que trata sobre a qualidade dos recursos hidricos e referente aos solos,
respectivamente, emitidas pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA,



2012), apresenta os valores maximos permitidos para concentragdo elementar,
quanto ao despejo de substancias caracterizadas como fontes poluidoras,
prescreve que os efluentes deverdo passar por tratamentos fisico-quimicos e/ou
bioldgicos de modo a atender aos requisitos de preservacéo da biota nos arredores
da descarga desses residuos. Sendo assim, estudos de monitoramento das
caracteristicas  fisico-quimicas e composicdo elementar dos diversos
compartimentos aquaticos, entre eles o sedimento, com a aplicacdo de técnicas
analiticas confiaveis na identificacdo e quantificacdo de contaminantes organicos
e/ou inorganicos em ecossistemas aquaticos afetados por despejos industriais ou
de outras fontes antropicas, sdo fundamentais no sentido da observancia das
normas ambientais e na tentativa da recuperacdo do meio ambiente por
contaminantes antrépicos.

Nesse sentido, as técnicas multielementares, baseadas na espectrometria
atdmica (por absorcao, emissao e/ou fluorescéncia), tornam-se fundamentais no
sentido de realizar medidas confiaveis, de modo rapido e preciso, do estado de
preservacdo ou da qualidade de um dado ambiente. Entre as vantagens das
andlises realizadas por técnicas como ICP-OES (Espectrometria de Emissdo
Optica com Plasma Indutivamente Acoplado) ou ICP-MS (Espectroscopia de
Massas com Plasma Indutivamente Acoplado), podem-se citar: a exatiddo; a
precisdo e os baixos limites de deteccdo, da ordem de nanogramas (XOU &
JONES, 2000; BADOCCO et al., 2015). Entretanto, possuem como desvantagem
um alto custo operacional. Contudo, a técnica conhecida como Espectroscopia de
Fluorescéncia Total de Raios X ou Total reflection X-ray Fluorescence (TXRF) vem
ao encontro com estas vantagens e na reducdo do custo operacional, fornecendo
analises com qualidade bem semelhante, além de ser de carater multielementar e
possibilidade de aplicacdo a amostras sélidas, sem que haja a necessidade de
abertura quimica da mesma.

Visando o fornecimento de medidas tanto qualitativas quanto quantitativas,
com elevada precisdo e acuracia em diversas matrizes ambientais, é proposto a
avaliacdo dos parametros metodolégicos de analise por TXRF. Sendo assim,
objetivou-se a afericdo desta metodologia; a recuperacdo de uma série de
elementos inorganicos em matrizes de divergente constituicdo, cujas
concentracdes foram certificadas por outras técnicas espectrométricas de elevada

sensibilidade elementar, exatidao e precisao; e a aplicacdo da técnica a amostras
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ambientais reais obtidas do cérrego Bezerra, em Cascavel, localizado na regido
oeste do estado do Parand. Convém destacar que, as matrizes utilizadas para
afericdo sdo conhecidas como Materiais de Referéncia Certificados (MRC’s) e
amplamente utilizados na validacdo de metodologias espectrométricas, bem como
em analises em amostras que requeiram laudo técnico de composi¢do elementar
atestado e/ou certificado por testes de controle de qualidade da andlise. Tendo em
vista sua aplicacdo, a presente proposicado exige a necessidade da afericdo da
metodologia da espectrometria TXRF, sob o teste de recuperacdo elementar de
amostras MRCs, tanto de metais de transicdo e pesados quanto de outros
elementos, encontrados em matrizes orgéanicas, como fésforo, potassio, enxofre,
etc. Adicionalmente, foi realizado o estudo da composicéo elementar de sedimento
de rio como aplicacdo da metodologia aferida, na perspectiva de encontrar
indicadores inorganicos da influéncia humana na alteracdo da qualidade do meio
ambiente.

Desse modo, o presente estudo justifica-se pela necessidade de realizar o
monitoramento de contaminantes em ambientes com evidente interferéncia
antrépica (passiveis de contaminacéo proveniente de fontes industriais), partindo
da premissa da afericdo de metodologia confiavel para analise de solidos baseada
a técnica espectrométrica de TXRF. A primeira parte desse estudo baseou-se na
recuperacdo das quantidades elementares de MRCs em amostras preparadas de
acordo com as peculiaridades e especificidades caracteristicas da técnica TXRF.
O alcance dos resultados apresentados segue a reproducdo dos valores
elementares, descritos no laudo técnico de seis materiais certificados solidos,
enfatizando: a reprodutibilidade das medidas para diferentes matrizes e a
caracterizacdo de qualguer material, como por exemplo, amostras de sedimento
corrego Bezerra localizado na cidade de Cascavel, levando-se em conta a
necessidade de uma avaliacao trimestral ao longo dos anos de 2012 a 2014 da
deposicao de elementos. Adicionalmente, fez-se o tratamento estatistico dos dados
obtidos, por meio de uma analise multivariada de dados, focando-se no estudo das
correlagcbes espaciais e temporais, tais como a distribuicdo de dados, as
componentes principais a fim de mostrar o grau de confiabilidade dos resultados

obtidos, o que possibilitou a comparacéo destes as normas ambientais vigentes.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Problematica ambiental

Atualmente tem sido elencada, por diversos mecanismos informativos, a
importancia da preservacdo do meio ambiente, bem como a recuperacdo de areas
afetadas por contaminacdes introduzidas no meio ambiente. Com o crescente
interesse, tanto da populacdo em geral quanto por centros de pesquisa pela
problematica ambiental, torna-se oportuno o desenvolvimento de metodologias
confiaveis que faciltem a identificacdo/caracterizacdo de eventuais
fontes/substancias poluentes num determinado compartimento de ecossistemas
aquaticos, e que a partir destas, possa ser tomadas as devidas providéncias por
parte dos 6rgdos responsaveis. A utilizacdo do espaco urbano é gradativamente
crescente, gerando conflitos entre o0s interesses humanos e 0 ambiente
circundante, o que afeta a climatologia do meio como um todo (HEBBERT, 2014,
OIAMO et al., 2012). Pode-se citar como um caso severo, a ocupacao urbana
irregular, que ocorre inadvertidamente, impactando o ambiente com dejetos e
modificando o ambiente circundante. Outros fatores relevantes, com relacdo a
problemética ambiental, sdo os subprodutos oriundos das atividades humanas,
dentre as quais se podem destacar: a atuacao de industrial; o descarte inadequado
de lixo doméstico; o trafego urbano; a atividade agricola, entre outros. Tendo-se
como base a problematica, envolvendo a agdo do homem com meio ambiente, no
qual estd inserido e relacionando-a aos mananciais presentes naturalmente no
espaco urbano, pode-se afirmar que a crescente preocupac¢do, no sentido de
preservacao, requer um prévio conhecimento do grau de impacto, o que € obtido
através do monitoramento ambiental.

A ocorréncia de elementos-trago, como por exemplo, metais de transicéo,
tanto na agua como em sedimentos e solos tem sido diversa, possivelmente como
consequéncias do tipo de rochas e solos da regido (liberados da rocha matriz por
intemperismo), da polui¢cdo antropogénica (gerada a partir de residuos depositados
no ambiente) e/ou por rea¢des quimicas, com a adsor¢céo de particulas e outras
superficies e deposicdo nos sedimentos (GUILHERME et al., 2005). Desse modo,

a ocorréncia de metais pesados é, em geral, relacionada a causas naturais.
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Entretanto, as atividades antrépicas podem adicionar materiais que contém esses
elementos aos solos, os quais podem atingir concentragbes muito altas, que
comprometem a qualidade do ecossistema supracitado (BAHADIR et al., 2015),
uma vez que a acdo humana ocorre, geralmente, de modo depredatorio. A
contaminacdo de ambientes, por tais elementos e 0 aumento na concentracao
destes, gera varios problemas a biota e a saude humana (OIAMO et al., 2015).

Os efeitos da poluicdo ambiental sdo severos no organismo humano.
Segundo o Health Effects Institute (HEI, 2010), contaminantes gasosos, oriundos
tanto da atividade industrial quanto pelo trafego de veiculos automotores, geram a
poluicdo do ar que estad associada a morbilidade, com surgimento de doencas
cardiopulmonares, ou a mortalidade, por causas cardiopulmonares. Tais efeitos
também constam em outros documentos oficiais, tais como The Health
Consequences of Smoking: A Report of the Surgeon General em Department of
Health and Human Services (UNITED STATES, 2004). Esses contaminantes
gasosos podem estar dispersos na forma de particulados, dentre os quais se
destacam os oriundos de industrias de processamento de metais pesados
supracitados como cadmio, chumbo, cromo, mercario e manganés.

O elemento cadmio esta presente em muitas utilizacdes industriais, tais
como revestimentos anticorrosivos de metais, pigmentos e estabilizadores de
plastico. No entanto, tal elemento quimico esta, comumente, associado a
contaminacdo de ecossistemas, em especial, 0s aquaticos. Possui acdo
acumulativa em animais aquaticos, podendo entrar na cadeia alimentar aquatica
através do consumo direto de 4gua ou biota e através de vias ndo alimentares, tais
como a absorcdo através dos epitélios (RUANGSOMBOONA & WONGRATB,
2006), sendo altamente téxico (MANSOUR & SIDKY, 2002). O elemento quimico
chumbo gera efeitos igualmente cumulativos e, consequentemente, severos nos
ecossistemas, nos quais esta presente em concentracdes acima do normal, em
especial, a medida que séo incorporadas fontes antrépicas desse metal. O cromo
€ um elemento essencial nos organismos vivos, de modo geral, em sua forma de
Cr3*, constituindo-se em um nutriente necessario para o metabolismo de hidratos
de carbono (KUYKENDALL et al., 2006). No entanto, tal elemento quimico pode ser
encontrado, na natureza, em diversos estados de oxidacdo, porém na forma de Cré*
possui acao cancerigena (WHO, 1990; DUFFUS, 2002). O mercurio é um metal de

transicéo, com elevado numero atdmico, massa atdomica, e densidade, além de ser
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liguido em condi¢cbes ambiente de pressao e temperatura. O mesmo era utilizado
no Brasil em grande escala, nos processos de mineragcédo rudimentar nos quais
eram realizados os procedimentos para separacao entre o ouro e outros materiais
sélidos, a partir da adicdo do mercurio metalico a amostra (LACERDA, 1995).

Segundo DUFFUS (2002), o termo "metal pesado"” € utilizado referindo-se a
um elemento metalico, com nimero atdmico consideravelmente alto, que possa
causar danos ao meio ambiente ou ao organismo humano. No entanto, alguns
deles, em baixas concentracdes, possuem importancia em funcdes bioldgicas,
entdo, ndo sdo absolutamente maléficos, sendo o excesso deles responsavel por
afetar, negativamente, as atividades inerentes ao ecossistema ou influir de modo
prejudicial no organismo humano. Ainda, compde a lista de elementos elencados,
na categoria e citados anteriormente, o elemento quimico manganés, que apesar
de ser essencial aos organismos vivos, em quantidades excessivas pode causar
problemas respiratorios e efeitos neurotéxicos (LUCCHINI et al., 2007; BORGESE
et al.,, 2011). Sado contaminantes, adicionalmente passiveis de monitoramento,
elementos como, por exemplo: arsénio, aluminio, titanio e cobre ou mesmo o ferro,
calcio, potassio e niquel que, em baixas concentracBes, sdo essenciais nos
organismos vivos (PALERMO et al., 2015), mas, em concentracdes elevadas,
causam danos.

A identificacdo e quantificacdo de contaminantes em amostras de indole
organica sao realizadas, de modo maioritario, por técnicas tradicionais, como:
Cromatografia Gasosa, com detectores UV-vis (GC) ou espectrometros de massa
(GC-MS); e a Cromatografia Liquida, com detectores UV-vis (HPLC) ou
espectrometros de massa (HPLC-MS), dentre outras variantes, ou por métodos
espectrométricos como: a Ressonancia Magnética Nuclear (NMR); a
Espectrometria Eletrdnica Molecular UV-visivel; a Espectroscopia Molecular
Raman; a Espectroscopia Molecular no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR). Entretanto, a caracterizacdo de contaminantes metalicos,
normalmente, requer técnicas como aquelas que se baseiam na interagdo da
radiacdo eletromagnética com a matéria, tais como os meéetodos de Absorcao
atbmica (FAAS, GFAAS), de Emissdo Atbmica (ICP-OES, ICP-MS), e de
Fluorescéncia de raios X (ED-XRF, WD-XRF, TXRF, uXRF), dentre outros. Os
métodos de tratamento de efluentes domésticos, industriais, entre outros, podem

ser realizados por processos convencionais que envolvem processos quimicos,
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bioquimicos, fisico-quimicos, tais como: troca de ions, osmose inversa, eletrdlise,
precipitagdo e adsorgdo, a fim de remover metais de efluentes industriais, ou

compostos organicos, como corantes de aguas poluidas ou efluentes industriais.

2.1.1 A questdo ambiental na regido oeste do Parana

O Parana é um estado que possui intensa atividade agricola e cidades em
franco desenvolvimento. Desse modo torna-se importante a avaliacdo dos
parametros ambientais, em especial em ambientes aquéaticos, a fim de que tais
atividades néo influam negativamente sobre o meio ambiente. Os estudos
avaliativos conduzidos objetivando-se a preservacdo dos mananciais aguaticos
estdo diretamente ligados as bacias hidrograficas, ou seja, a area correspondente
a drenagem de todos os cérregos, hascentes e rios que convergem para um rio
principal da regido (PARANA, 2010). O Parana possui 16 bacias hidrogréaficas:
Bacia Litoranea, Bacia do Ribeira, Bacia do Cinzas, Bacia do Iguacu, Bacias do
Parana I, Il e Ill, Bacia do Tibagi, Bacia do Ivai, Bacia do Piquiri, Bacia do Pirapd,
Bacia do Itararé, Bacias do Paranapanemal |, Il, Ill e IV. Todas sdo subdivididas em
12 Unidades Hidrogréficas: Litoranea, Alto Iguacu/Ribeira, Médio Iguacu, Baixo
Iguacu, Itararé/Cinzas/Paranapanema | e |IlI, Alto Tibagi, Baixo Tibagi,
Pirapé/Paranapanema Il e IV, Alto Ivai, Baixo Ivai/Parana |, Piquiri/Parana II,
Parana Il (PARANA, 2010) conforme Figura 2.1.

Mais especificamente, a regido oeste do estado do Parana possui grande
riqueza de recursos hidricos, e importantes construcfes, diretamente ligadas a
estes, como por exemplo: a Itaipu Binacional, maior hidrelétrica do Brasil em
capacidade de producdo de energia, com 14.000 MW de poténcia instalada
(ITAIPU, 2015); os parques ecoldgicos; e 0s centros turisticos, como as Caratas do
Iguagu. A regido abriga ainda grande parte do Aquifero Guarani, como grande fonte
de 4gua doce para o abastecimento de cidades, além do rio Parana, maior do
estado e um dos maiores rios do Brasil. Existem, nesse trecho, diversos rios
menores, utilizados na captacdo de &gua pela empresa de saneamento e
abastecimento do estado, a SANEPAR. Dessa forma, a maioria das pessoas da

regido consome agua captada dos rios, com qualidade de agua adequada para o



consumo humano. Avaliar a contaminacdo e suas possiveis fontes, responsaveis

pelos danos ambientais, €, portanto, uma questédo de saude publica.

Piquiri

Figura 2.1 — Bacias hidrograficas e principais cidades do estado do Parana.
Fonte: PARANA, 2010.

O aumento populacional das cidades ocasiona varios problemas tanto na
escala social bem como ao meio ambiente circundante, o que pode ser perceptivel
em regides de crescimento rapido como o oeste do Parana, e consequentemente
a implantacdo de grandes industrias na localidade perceptivel em especial em
cidades como Toledo, Foz do Iguacu e Cascavel. Relacionando-se o crescimento
industrial e das cidades com a problemética ambiental, pode-se afirmar que uma
possivel falta de planejamento municipal em relacdo a ocupacao de areas proximas
de bacias hidrogréaficas gera impacto ao meio ambiente. O controle ineficiente de
residuos comumente lancados nos rios torna-se, adicionalmente, uma questao
passivel de investigacdo analitica, sendo a bacia cascavelense - regido de intenso
crescimento nos ultimos anos - um caso interessante para aplicacdo de estudo de
cunho avaliativo. A degradacao da qualidade da agua de rios, associando-se com
a urbanizagéo, bem como as atividades agricola e industrial, € um grave problema
ambiental, e o monitoramento da area possibilita uma visdo de eventuais problemas
ambientais no local (OBREGON et al., 2014).



A cidade de Cascavel obteve sua emancipacao politica em 1952, tornando-
se um municipio importante no oeste do Parand, sendo relevante ressaltar o
crescimento intenso a partir do ciclo das madeireiras e empresas colonizadoras
(CASCAVEL, 1995). Durante o desenvolvimento das atividades citadas, ocorreu
um rapido crescimento das atividades urbanas na cidade, tais como a ampliacao
do comércio e o estabelecimento de industrias e hoje o municipio faz jus ao titulo
de “capital do oeste do Parana” devido a sua influéncia na regiao e a importancia
das atividades desenvolvidas ao longo de mais de 60 anos de crescimento
financeiro e populacional. Cascavel situa-se no terceiro planalto do estado, na
regido oeste paranaense, com uma altitude média de 785 metros e uma area de
2.100 km2, Atualmente a cidade possui mais de 300 mil habitantes o que a consolida
como um polo econémico regional no oeste do estado paranaense e epicentro do
Mercosul (CASCAVEL, 2015).

A Tabela 2.1 apresenta os dados atuais relativos a cidade de Cascavel, em
concordancia com o instituto brasileiro de geografia e estatistica (IBGE) sendo os

dados atualizados em 2014:

Tabela 2.1 - Dados relativos ao municipio de Cascavel

Populagédo estimada 20141 309.259 habitantes
Area da unidade territorial (km?)! 2.100,831
Clima predominante? Mesotérmico e Superimido
Localizagdo geografica? 24°58' S/53°26' W
Bacias hidrogréficas? Parana 3, Iguacu e Piquiri

(1) Fonte: (IBGE, 2014); (2) Fonte: (CASCAVEL, 1995); (3) Fonte: (PARANA, 2010)

O municipio de Cascavel localiza-se entre trés grandes bacias hidrogréficas,
conforme Figura 2.1 por isso, um ponto de interesse estratégico no intuito de
monitoramento e preservacdo da qualidade de agua dos rios na regido oeste
Parana. Como a cidade esta ligada as trés bacias supracitadas, as atividades
urbanas e agricolas na regido possuem grande alcance territorial e
consequentemente o efeito dos danos eventuais ao meio ambiente excede as
barreiras municipais. Na literatura (CASCAVEL, 1995), foram apresentadas
propostas no sentido de tratar os problemas ambientais ja notados em 1995 nos
rios da regido. As propostas apresentadas conforme referéncia citada

anteriormente, conseguiram apoio de diversos 6rgdos do estado do Parana



(Prefeitura de Cascavel, SANEPAR, IAPAR, etc.), evidenciando a necessidade de
recuperagéao e principalmente do monitoramento, sendo conhecidos de longa data
os problemas na preservacao dos ecossistemas bem como dos recursos hidricos
na localidade.

Na cidade de Cascavel existem diversos corregos que atravessam tanto a
area urbana quanto rural do municipio. Estes, possuem pequeno volume de agua
e geralmente recebem grande quantidade de contaminantes oriundos das
povoacdes circundantes, perdem a area de cobertura ciliar ocasionando intensos
processos de erosdo durante o periodo chuvoso. O cérrego Bezerra, por exemplo,
possui sua nascente na area urbana e percorre varios quildmetros pela area rural
do municipio, sendo um dos afluentes do rio das Anates que por sua vez tem sua
foz no rio S&o Francisco (OBREGON et al., 2014), pertencente a bacia do Parana
Ill. Aquele atravessa areas de atividade agricola, industrial e recebe despejos da
SANEPAR - empresa responsavel pelo tratamento da dgua e esgoto no municipio.
A necessidade gerada de verificarem-se os parametros fisico-quimicos estende-se
aos sedimentos, pois esse tipo de material é capaz de mostrar 0 aumento da carga
de residuos solidos, e/ou da concentracdo tanto de metais pesados quanto de

outros elementos ao longo do tempo.

2.2 Determinacdes Elementares

2.2.1 Técnicas espectrométricas atbmicas

Em espectroscopia atdbmica, os métodos de analise, envolvendo os
parametros passiveis de avaliacdo, baseiam-se no estudo da interacao da radiacao
com a matéria, cujo efeito € uma evidente perturbacdo da estrutura atdbmica
guantizada, ocorrendo, portanto, transicoes eletrbnicas entre estados atébmicos
excitados e o estado atdmico fundamental, ou vice-versa. Considerando-se 0s
atomos constituintes da matéria ao interagirem com a radiacdo eletromagnética,
séo induzidas transi¢ces entre seus estados eletrénicos; ou seja, passando a um
estado energético mais elevado, ocorrendo o processo de absorcdo de radiacao

eletromagnética. Quando ha o processo espontaneo inverso, com o retorno ao seu
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estado fundamental, os &tomos emitem energia caracteristica, 0 que implica na
ocorréncia do processo de emissao de radiacao eletromagnética.

Tanto no processo de absorcdo como de emissdo de radiacao
eletromagnética, pode-se ter comprimentos de ondas na regido espectral dos raios
X até aregido de luz ultravioleta ou visivel, dependendo de quanto de energia houve
envolvida no processo de absorcdo ou os estados eletrbnicos perturbados pela
absorcao de radiacdo. Adicionalmente, os atomos, ao terem estruturas eletrénicas
quantizadas, podem apresentar a absorcdo como a emissao de radiacdo de forma
quantica, ou de fétons, com energia bem definida, chamada de energia
caracteristica de absorcdo ou de emissdo. Este carater Unico, na energia de
absorcao ou de emisséo, € a impressao digital do atomo e torna-se uma ferramenta
muito Gtil na identificacdo do atomo, perturbado ou retornando ao seu estado
fundamental, respectivamente, pois os estados energéticos dos atomos dependem,
essencialmente, do numero atdomico. Além do mais, a quantidade de fotons
emitidos ou absorvidos é proporcional & concentracdo de atomos na amostra, seja
sélida, liquida ou gasosa, que evidenciaram o0s processos de emissdo ou de
absorcao de radiacdo. Desse modo, a emissdo ou absorgcédo, em que se baseiam
0s métodos espectroscopicos sdo 'impressdes digitais' dos atomos em questao.
Baseando-se em uma resposta esperada, causa-se uma perturbacdo na amostra,
permitindo a identificacdo e quantificacdo das diversas estruturas atbmicas,
caracterizadas pelo nimero atbmico, via a deteccdo de radiacdo caracteristica,
conforme explicitado na Figura 2.2.

As técnicas espectrométricas relacionadas a determinacdes elementares
destacam-se pela necessidade de uma quantidade minima de energia incidida no
atomo para geracao da resposta esperada. Essa quantidade de energia necessaria
normalmente aumenta conforme o aumento do numero atdbmico elementar, em
métodos envolvendo absor¢cédo ou emissdo atbmica. Geralmente, existe uma ordem
crescente nos limites de deteccdo dos elementos conforme o aumento do nimero
atbmico. Tais técnicas espectrométricas possuem variantes conforme a
especificidade da amostra ou tipo de resposta desejada. Desse modo, o resultado
da analise € obtido utilizando-se uma perturbacéo induzida no sistema atdmico sob
analise. Sao exemplos de procedimentos espectrométricos particularmente
importantes em andlises elementares: Espectrometria de Absorcdo Atdmica por

Chama (Flame Atomic Absorption Spectrometry ou FAAS); Espectrometria de
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Absorcdo Atdbmica com Forno de Grafite (Graphite Furnace Atomic Absorption
Spectrometry ou GFAAS); Espectrometria de Emissdo Atbmica com Plasma
Indutivamente  Acoplado (Inductively Coupled Plasma-Optical Emission
Spectrometry ou ICP-OES); Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente
acoplado (Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry ou ICP-MS) e
finalmente, os métodos de fluorescéncia de raios X por dispersdo de energia
(Energy-Dispersive X-ray Fluorescence Spectrometry ou ED-XRF) ou por disperséo
de comprimento de onda (Wavelength-Dispersive X-ray Fluorescence
Spectrometry ou WD-XRF), sendo estes ultimos citados, métodos alternativos em
relagdo a quimica classica, alcancando limites de detecgdo baixos (da ordem de
mg/kg a pg/kg) em pequenos intervalos de tempo (BORGESE et al., 2011; ALOV,
2011; TAKAHARA et al., 2010).

Alteragdo da
Tipo de alteragdo Alteragdo da Alteragio da configuragio
quintica: Alteragio de spin crientagdo configuragio Alteragdo da distribuigio eletrénica nuclear
G Q’ [+ . C ) —
» R (= a) A
— M <A
Niimero de onda, cm™'
1072 1 100 10t 10¢ 108
| | | | | |
Comprimento de onda
10m 100 cm 1cm 100 pm 1.000 nm 10 nm 100 pm
| | | | | |
Freqiiéncia, Hz
3 108 3x 10 3x 10" 3% 102 3x 10" 3Ix10* 3% 10"
1 | | 1 | |
Energia, J mol ™!
10— 107! 10 10° 108 107 10°
1 1 | 1 | 1
Tipo de RMN RSE Microonda Infravermelho Visivel e Raios X Raios y
espectroscopia: ultravioleta

Figura 2.2 — Tipo de alteragao quantica versus resposta espectroscopica (SKOOG et al., 2005).

2.2.2 Técnicas espectrométricas atbmicas por processo de absorgéao

Na técnica instrumental FAAS, a amostra é previamente digerida em acido,
passando, ainda, por diluicdo preliminar. Ao ser sugada até a camara de
nebulizacdo, com descarte das particulas maiores, e carregada as particulas
menores pela mistura de gases (acetileno e ar) até o queimador laminar, a nuvem
de particulas € submetida a elevadas temperaturas, da ordem de 3000 K, pela qual

a amostra € atomizada e, preferencialmente, todos os atomos estdo no estado

12



fundamental. Nessa condicdo atdmica, um feixe de luz (visivel ou UV), com uma
série de comprimentos de onda caracteristicos do elemento de interesse, fornecida
por uma lampada de catodo oco, atravessa o comprimento longitudinal da nuvem
atomizada ou do queimador, ocorrendo o processo fisico de absorcdo da radiacao,
com a perda de intensidade do feixe de luz correspondente a concentragdo de
atomos na nuvem atomizada. A luz, atenuada na sua intensidade, é processada
opticamente para a escolha do comprimento de onda de interesse e a coleta da
intensidade relativa ao feixe de luz de referéncia, sem atenuacdo, chamada de
transmiténcia ou, de forma equivalente, Absorbancia. A linearidade da resposta do
instrumental, entre a concentracdo do analito e o valor da Absorbancia, depende,
basicamente, do grau de transparéncia da nuvem atomizada sendo que a elevadas
concentracfes criam-se problemas de ndo-linearidade ou afastamento da Lei de
Beer (HOLLER et al., 2009), enquanto que, a baixas concentracdes cria-se
problemas instrumentais na piora da discriminacao entre o sinal préprio da amostra
e o sinal oriundo da propria chama, reduzindo seu alcance de medidas confiaveis
ou limite de deteccao. Os limites de deteccdo pela técnica AAS chegam a ordem
de 0,1 ppm (HOLLER et al., 2009).

Em procedimentos envolvendo GFAAS, uma micro gota de amostra é
depositada numa plataforma dentro de um micro forno de grafite na qual é
submetida a aquecimento térmico (3000 K), de modo a ter uma nuvem de atomos,
no estado fundamental, que serd exposta a passagem de um feixe de luz, bem
caracteristico, tal como ocorre na técnica AAS; porém ndo tendo os problemas
instrumentais da AAS, tais como o grau de transparéncia da chama e o sinal 6ptico
de fundo ou ruido da mesma, abaixando, comparativamente, os limites de deteccdo
guase em trés ordens de grandeza (aproximadamente 0,1 ppb) aos encontrados
pela técnica AAS. Contudo, ambas as técnicas processam um Unico elemento em
cada andlise, incrementando seu custo analitico em amostras multielementares,

embora as analises monoelementares sejam rapidas e confiaveis.

2.2.3 Técnicas espectrométricas atbmicas por processo de emissao

A técnica ICP-OES é baseada no processo fisico de emissdo espontanea de

luz, quando uma amostra aquosa € atomizada e seus atomos sao, por sua vez,
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excitados ou ionizados por uma fonte térmica altamente energética, tal como ocorre
num plasma obtido pela agitacdo de ions de &tomos inertes (Argbnio) por efeitos
eletromagnéticos que sdo mantidos indutivamente por uma fonte de alimentacao
operando em radiofrequéncia. O plasma criado e mantido indutivamente alcanca
temperaturas da ordem de 10.000 K, que sé&o suficientes para quebrar todos os
particulados e transforma-los numa nuvem atémica ionizada. A tendéncia natural é
o0 retorno espontaneo dos atomos aos seus estados fundamentais, com a emisséo
de luz caracteristica, principalmente, na faixa UV. Uma amostra pode conter uma
série de elementos quimicos, que ao serem ionizados pela agdo do plasma
indutivamente acoplado geram luz com diversos comprimentos de onda
caracteristicos e suas intensidades respectivas, permitindo tanto a identificacao
como a quantificacdo elementar, de forma, quase simultanea. Toda a luz emitida &
coletada e processada num espectrémetro 6ptico onde se faz a separagéo de cada
linha espectral em UV, identificando o elemento quimico, como também na
integracdo do pico da linha espectral na obtencdo da intensidade e,
consequentemente, a concentracédo do elemento emissor.

A maioria dos elementos quimica da Tabela periddica pode ser identificada
e quantificada pelo processo espontaneo de emissao de luz. A técnica ICP-OES é
vantajosa em relacdo a AAS e suas variantes, uma vez que existindo um
processamento de grande numero de amostras, ha possibilidade de determinacao
multielementar em cada analise, e os limites de deteccdo elementares sao
menores, na faixa de pg/kg. A desvantagem existente, relacionada a técnica de
ICP-OES, esta relacionada ao custo elevado, por exemplo, desde a manutencéo
do equipamento, com consumiveis, até a elevada taxa de consumo de argonio (16
L/min) para o arraste da amostra, como refrigerante da tocha do plasma, e como
combustivel do plasma indutivamente acoplado. Como uma variante alternativa
aquela técnica, ha a ICP-MS no qual o espectrdmetro éptico é substituido por um
espectrometro de massa, incrementando em muito a sensibilidade elementar e
limites de deteccdo em varias ordens de grandeza. Entretanto, este ultimo
equipamento possui custo elevado em relacdo a todos os demais citados. E
importante notar que boa parte dos métodos de ICP sao caros para utilizacdo em

analises rotineiras.
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2.2.4 Técnicas espectrométricas atdmicas por processo de Fluorescéncia

As técnicas envolvendo espectroscopia de raios X possuem como
vantagem, em relacéo aos procedimentos descritos anteriormente, a determinacao
elementar via processos de absorcdo e emissao de radiacdo caracteristica, de
comprimento de onda na regido de raios X, bem mais energética da ordem 1000
vezes mais energética do que os raios UV, sem a necessidade de abertura de
matrizes organicas ou de baixa densidade, visto o enorme poder de penetracédo dos
raios X dentro da matéria sem atenuacdo. Os comprimentos de onda dos raios X
situam-se na faixa de nandémetros. Consequentemente, a radiacdo emitida &
altamente energética (HOLLER et al., 2009). Esse tipo de radiacdo eletromagnética
foi descoberta em 1895 por Wilhelm C. Rdentgen, sendo produzida nos
comprimentos de onda chamados ‘curtos’ normalmente situados na faixa entre 0,5
< A< 25 Angstrons (A) (CULLITY & STOCK, 1956; PARRATT, 1954).

A descoberta de Roéentgen foi significante devido as potencialidades dos
raios X, tanto na teoria quanto na pratica da ciéncia, tecnologia e medicina. Existe
a possibilidade da aplicacéo desses procedimentos desenvolvidos em radiografias,
biopsias, analises de interferentes em amostras de farmacos, amostras ambientais,
dentre outras aplicacbes (PASHKOVA et al., 2015), em um intervalo curto de
tempo, apds sua descoberta. Nos ultimos anos, houve um intenso desenvolvimento
de procedimentos espectroscopicos enfatizando a importancia de estudos
envolvendo raios X, focando na aplicabilidade destes, o que gerou mudancas
positivas tanto na sensibilidade quanto na qualidade da técnica (DE LA CALLE et
al., 2013a).

Com radiacao, mais energética, pode-se perturbar o atomo nos seus estados
eletrdnicos mais energéticos, bem proximos do nucleo atémico, emitindo, por um
processo de fluorescéncia, radiacdo caracteristica de raios X oriunda das
transicdes eletrénicas. Dependendo da forma de incidéncia da radiacdo, em baixo
ou elevado angulo, e do sistema de deteccdo escolhido, na discriminacdo da
energia ou comprimento de onda da radiagdo emitida, pode-se ter técnicas de
fluorescéncia de raios X do tipo ED-XRF, WD-XRF ou TXRF, como ferramentas
analiticas de elevada sensibilidade elementar (elementos de baixo ou elevado

namero atémico) e bons limites de deteccdo (da ordem de ppm ou ppb). N&o ha
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necessidade de utilizagdo gases para ter uma fonte térmica que faca a
excitagdo/ionizacdo dos atomos. Os limites de detecgéo sdo relativamente baixos
para boa parte dos elementos quimicos (até a ordem de pg/kg), e ndo ha
necessidade de digestdo da amostra, tornando o procedimento mais rapido (SHAW
et al., 2012; KLOCKENKAMPER & VON BOHLEN, 2015) e menores 0s custos de
analise pelos procedimentos usuais de raios X, em relagdo a ICP-OES ou ICP-MS.

Na espectroscopia de raios X, o esquadrinhamento da estrutura da matéria,
tanto na composicdo como distribuicdo de componentes a escala atbmica,
baseiam-se na emissao, absorcao, espalhamento, fluorescéncia ou difracdo de
raios X. Esses fenbmenos fisicos, oriundos da intera¢do dos raios X com estrutura
dos atomos, trazem indiretamente a tona informacdes do elemento quimico
envolvido. Os métodos espectroscopicos de raios X sao utilizados, atualmente,
tanto na determinacao quanto na quantificacao elementar de praticamente todos os
elementos quimicos da tabela peridédica, com excec¢do daqueles com ndamero
atdbmico menor que o sodio. Com equipamentos especiais, no entanto, é possivel
determinacao/quantificacdo de elementos com nimero atémico na faixa de 5 a 10,
bem como identificacdo da estrutura dos compostos presentes em uma amostra
(HOLLER et al., 2009).

2.3 Espectroscopia de Raios X

Existem efeitos envolvendo a interacdo da radiacao eletromagnética com a
matéria que devem ser considerados em espectroscopia de raios X: o efeito
fotoelétrico, que normalmente gerador da resposta desejada (ALOV, 2011); os
espalhamentos Compton (STRELI, 1997) e Rayleight, que representam os desvios
indesejados aumentando o ruido instrumental (VON BOHLEN, 2009); e o efeito
Auger, significativo para elementos com baixo nimero atémico, sendo este Ultimo
o principio para Espetroscopia Auger (AES), Mas que em andlises por raios X
produz efeito competitivo com o fotoelétrico, prejudicando a qualidade da resposta
obtida (HOEFLER et al., 2006).
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2.3.1 Efeito fotoelétrico

O efeito fotoelétrico ocorre quando a energia dos fétons do feixe incidente é
totalmente absorvida por um elétron de camada interna atémica. O elétron por sua
vez, é expulso do atomo (fotoelétron) com uma determinada energia cinética,
deixando uma vacancia em sua camada eletrénica (TSUJI et al., 2011). Os elétrons
das oOrbitas mais externas decaem, ocupado esta vacancia deixada pelo fotoelétron,
implicando em emissdo de fotons de fluorescéncia: Principio basico da
espectrometria XRF (KLOCKENKAMPER & VON BOHLEN, 2015; OLIVEIRA,
2000). A Figura 2.3 ilustra o efeito fotoelétrico:

A B C
4 Energia 4 Energia 4 Energia
o—o ® o ®
v
77):” / ®. \ )\7\/\_’
® o @

Figura 2.3 - Absorcao fotoelétrica. A) Foton incidente chega ao 4&tomo, B) Elétron de camada
interna é ejetado deixando vacancia, C) Elétron de camada mais energética decai e ocupa a
vacéancia e emitindo fluorescéncia (OLIVEIRA, 2000).

2.3.2 Espalhamentos Rayleigh e Compton

Os fenbmenos de espalhamento sdo importantes em espectroscopia, sendo
responsaveis pela intensidade da radiacdo de fundo 'background' da medida
realizada. Enquanto a absorcdo é a soma de trés fendbmenos para analises de
guantidade relativamente pequena de energia incidida, o espalhamento geralmente
ocorre de dois modos distintos: (1) espalhamento coerente (também conhecido
como espalhamento elastico ou Rayleigh), na qual os raios X séo defletidos sem
perda de energia, isto €, sem aumento no comprimento de onda e (2) espalhamento
incoerente (espalhamento inelastico ou Compton), na qual fétons de raios X sao
defletidos com perda de energia e consequente aumento ho comprimento de onda

e ejecdo de um fotoelétron. Esses espalhamentos afetam medidas de
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espectroscopia por raios X, por exemplo, aumentando a quantidade de radiac&o
espalhada conforme aumento no numero de elétrons dos &tomos constituintes do
material-alvo (VON BOHLEN, 2009). A Figura 2.4 ilustra tais fenbmenos:

Espalhamento Rayleight

Figura 2.4 - Efeitos Compton e Rayleight (OLIVEIRA, 2000).

2.3.3 Efeito Auger

Quando um atomo € ionizado ejetando-se um elétron de uma de suas
camadas internas, pode ocorrer um rearranjo dos elétrons no dado atomo, para que
a vacancia deixada seja preenchida por um elétron de uma camada mais externa.
Apés ter ocorrido a interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria (via um
dos processos inelasticos: fotoelétrico ou Compton), o &tomo pode retornar a seu
estado fundamental via dois processos: Auger e/ou Fluorescéncia. E caracterizado
a ocorréncia de efeito Auger em caso de emissdo de um elétron de uma das
camadas do atomo, perdendo o0 excesso de energia do sistema. No caso da
Fluorescéncia, emitem-se raios X caracteristicos via transicoes eletrbnicas. Dessa
forma, a energia tanto do féton de raios X ou elétron Auger € marca caracteristica
do elemento emissor (MORETTI, 2013).

O efeito Auger é mais comum em elementos com baixo numero atémico
porque os elétrons estao fracamente ‘presos’ ao nucleo e os fétons caracteristicos
sao mais facilmente absorvidos. Esse fato explica em parte, o fato de que
elementos com baixo numero atdbmico sejam dificilmente mensurados por TXRF
bem como por outras técnicas tradicionais por raios X, uma vez que esse efeito
‘concorre’ com emissao fotoelétrica (HOEFLER et al., 2006). A Figura 2.5 a ilustra

o efeito Auger:
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Figura 2.5 - Efeito Auger (OLIVEIRA, 2000).

2.3.4 Producéo de raios X

Os raios X podem ser produzidos a partir de particulas carregadas como por
exemplo elétrons, prétons, particulas alfa e/ou beta, dentre outras, que ao serem
aceleradas e incididas contra um alvo (normalmente constituido de uma placa
metalica) emitem radiacao caracteristica. A perda de energia dos elétrons devido
ao impacto com o alvo, manifesta-se na forma de raios X. A maior parte da energia
cinética dos elétrons ao atingir o alvo é convertida em calor, sendo que cerca de
1% é exposta na forma de raios X (FILHO, 1999; CUNHA E SILVA et al., 2004).
Desse modo, mecanismos para refrigeracdo devido ao aumento de temperatura no
eguipamento sdo necessarios (BRUKER, 2011).

Pode-se classificar como quatro tipos principais de geracao de raios X: 0
bombardeio de alvo metélico com feixe de elétrons de alta energia; pela exposicao
de uma substancia a um feixe primario de raios X para gerar um feixe secundario
de fluorescéncia; pelo uso de uma fonte radioativa cujo processo de decaimento
resulta na emisséo de raios X (e/ou radiacdo gama); e a partir de uma radiacao
Sincrotron (HOLLER et al., 2009), sendo este ultimo caso de utilizacdo menos
recorrente. O Brasil possui o Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS),
situado em Campinas, SP que disponibiliza diversas linhas de luz sincrotron para a
aplicacédo de diversas técnicas de raios X, tais como SAX (Small Angle X-Ray
Scattering), XANES (X-Ray Absorption Near Edge Structure), XRD (X-Ray

Diffraction), XRF (X-Ray Fluorescence), dentre outras variantes da técnica.
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A energia maxima de raios X emitida por um tubo de raios catodicos é
dependente do numero atdmico do material alvo e da corrente que circula pelo
filamento do tubo de raios X (TSUJI et al., 2011). A Figura 2.6 exemplifica o
processo de geracdo da radiacdo continua chamada de Bremstralhung. A energia
é chamada quantizada, de caracteristica diretamente relacionada com a estrutura
atdbmica dos elementos quimicos do material alvo. A energia emitida € fixa para um
dado atomo e as linhas espectrais sdo dependes deste atomo emissor. A
intensidade destas linhas dependem do nimero atdmico dos elementos emissores
(SHIRASAWA et al., 2014):

e Fotoelétron L
Emissdo

Yo N\ :
o =0 P ) / a0 LP:
_ 2\ > K
‘0
La-Quant ‘//

Kp-Quant

Figura 2.6 - Producéo de radiacdo caracteristica: representagéo simplificada das
Subcamadas e elétrons transferidos (BEAUCHAINE, 2013).

Os raios X caracteristicos sdo, portanto, fé6tons que sdo emitidos quando os
elétrons atingem um alvo de metal e interagem com os elétrons que se encontram
nos orbitais atdmicos do metal. Para a geracao de raios X, sdo necessarias tensées
elevadas. Nos tubos de raios X, os elétrons emitidos por um filamento
superaquecido, chamado de catodo, sao acelerados até colidirem com a superficie
do &nodo metalico, que emite raios X por Bremsstrahlung e por ioniza¢éo atémica.
O catodo normalmente € constituido por um filamento de tungsténio. O anodo é
constituido por um metal (por exemplo, de Rh, Cr ou de Mo), que produz fétons de
raios X de comprimentos de onda ‘curtos’. Os tubos de raios X normalmente
possuem uma janela de berilio, pela qual ocorre o escape de radiacdo para o
exterior. S&o ainda, parcialmente revestidos com um material pesado, tal como o
chumbo, para absorber a radiacdo emitida em dire¢cdes indesejadas (€ importante
ressaltar que essa radiacdo é altamente nociva ao operador ou pessoas proximas

expostas a ela) (BRUKER, 2011). Dentre as técnicas envolvendo raios X, pode-se
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citar como exemplo a espectroscopia de Fluorescéncia de Raios X por Reflexado
Total (TXRF) que possui esquema representativo de funcionamento conforme

descricdo generalista acima e exposto na Figura 2.7:

T
A
Detector (Si)
Primeiro
Tubo de raios X refletor ~——" Radiagio

Raios X Fluorescente

Reflexido Total
dos Raios X

Figura 2.7 — Esquema de funcionamento do TXRF. A Radiag&o incide na amostra no centro do
disco a baixos angulos. Fonte: Adaptado conforme VON BOHLEN (2009).

2.3.5 Linhas espectrais advindas da fluorescéncia de raios X

A partir do final do século XIX, diversos cientistas se propuseram a estudar
a natureza da radiacdo eletromagnética — principio que seria fundamental para o
desenvolvimento da espectroscopia como um todo. Nesse sentido, cientistas como
Max Planck, Albert Einstein e Arthur Holly Compton contribuiram com o
desenvolvimento de teorias com intuito de explicar os fenébmenos oriundos de tal
radiacdo. Em 1900, Planck apresentou o formalismo matematico que explicava a
troca entre a matéria e a radiagcdo, como ocorrendo por meio de ‘quanta’, ou seja,
em pacotes discretos (restritos) de energia, descartando a ideia da fisica classica
gue néo restringia a quantidade de energia que podia ser transferida de um objeto
para outro. Embora a proposta de Planck foi coerente para explicar o problema da
origem da radiagao do “corpo negro”, a confirmacao experimental se deu a partir
do efeito fotoelétrico o qual foi elegantemente explicado por Einstein em 1905,
propondo que a radiacdo eletromagnética interage com a matéria na forma de
particulas, chamados de quantas ou fotons. Posteriormente Compton fez
experimentos de espalhamentos que permitiram verificar a atribui¢cdo corpuscular a

luz.
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A partir do exposto anteriormente, pode-se afirmar que um elétron dentro da
estrutura atbmica sofre transi¢cao do estado fundamental para um estado energético
mais elevado se for fornecida uma quantidade minima de energia. Ao voltar para o
estado fundamental, o mesmo elétron emite radiacdo, também caracteristica,
dependente da natureza do material atingido pela radiacdo. Estabelecidas as bases
da teoria quantica e estabelecida a natureza da radiacdo eletromagnética, tornou-
se possivel a representacdo do atomo como um modelo de camadas ou orbitais
que corresponde a nuvens de probabilidade para encontrar o elétron (tratado
guanticamente como onda), onde os estados eletronicos sdo quantizados e cujas
energias dependem do numero atdmico do elemento quimico (ESPINOZA-
QUINONES, 2007). A cada estado sdo associados nimeros quanticos sendo eles
0 numero quantico principal (n) 1,2, 3, ...; camadas eletrbnicas: K, L, M, N ...; sub-
niveis energéticos ou orbitais: s, p, d, f...; spins: 1/2, -1/2 ..., dentre outras definicdes
(ATKINS & JONES, 2012). A Tabela 2.2 refere-se aos niveis e sub-niveis atdbmicos
importantes em espectroscopia.

As linhas espectrais de raios X sdo dependentes do niamero atébmico do
elemento quimico em questdo. Quanto maior o niumero de elétrons, maior o nUmero
de camadas e também a quantidade de energia que deve ser aplicada para
penetrar em tais camadas atbmicas. Devido ao efeito blindagem - que é mais
notavel em elementos pesados - os elétrons de das camadas internas sdo mais
fortemente presos pela influéncia nuclear sobre estes.

Quando um dado atomo é atingido por um feixe de raios X, havera uma
resposta obtida pela forma de linhas chamadas K, se possuir baixo namero
atbmico. Com numeros atdbmicos maiores, a energia fixa incidida na amostra
(particularmente recorrente em TXRF) produz linhas L ou M. Elementos quimicos
com numeros atbmicos menores que 23 produzem apenas linhas da série K
(HOLLER, 2009). As linhas podem ser descritas em termos de transi¢des Ka ou Kf3
devido as transicoes L - Ke M — K, respectivamente. Entdo, se um elétron de um
nivel K é ejetado, a vacancia pode ser preenchida por elétrons dos niveis L, M. A
quantificacdo utilizando linhas L € caracteristica comum a elementos de elevado
numero atdbmico, sendo a resposta devida a transicdo M — L, denominadas de La
e LB.
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Tabela 2.2 — Notagdo espectroscopica para os niveis e sub-niveis atdbmicos

Ndmero

Numero

Nuimero

A e N  oge . Notacdo Notacdo
principal | | Crgta | “ota | Siegbahn | IUPAC
(n) (L) J=L+s (NLJ)

1 K 0 1/2 1 Si2 K
0 1/2 2 S L,
2 L 1 1/2 2 pige Ly
3/2 2 pae L,
0 1/2 3 s M,
1 1/2 3 pie M,
3 M 3/2 3 Pare Ms
5 3/2 3 die My
5/2 3 dsp Ms
0 1/2 4 50 N,
1 1"2 4 P12 N2
3/2 4 pap N
4 N 3/2 4 dgpp N4
2 5/2 4 dsp Ns
3 5/2 4ty Ne
7/2 415y N,

Fonte: ESPINOZA-QUINONES, 2007.

Cada transigcdo eletrbnica constitui uma transferéncia de energia para o
elétron, resultando na emissao de um féton de raios X. As linhas Ka nos elementos
leves e as La nos mais pesados normalmente sao as utilizadas na identificagao
e/ou quantificacdo dos elementos quimicos numa amostra, pois sdo mais intensas
nos espectros de raios X (ESPINOZA-QUINONES, 2007). As demais linhas
espectrais sdo suprimidas em algumas analises. A Figura 2.8 ilustra um diagrama

com as transicdes eletronicas e as séries K e L correspondentes:

N K.......Br
M Na.......,.Cl
12| 1]3]2
L — - - F—
a B
K {0 4 1‘!3' & H
o p
SérieK SérielL

Figura 2.8 — Diagrama de transi¢8es eletronicas. Fonte: WEBER NETO (2007).

23



2.3.6 Lei de Bragg

A Lei de Bragg é utilizada na TXRF para obter um feixe monoenergético, ou
seja, suprimir todas as linhas espectrais indesejaveis e filtrar uma Unica energia ou
comprimento de onda (WOBRAUSCHEK, 2007). Resumidamente, a lei de Bragg
enfatiza que quando um feixe de raios X incide na superficie de um cristal a um
angulo 6, parte dele se espalha ao longo da camada de atomos dessa superficie.
Desse modo, um monocristal de espacamento interplanar conhecido d, é utilizado
para dispersar o feixe policromatico colimado de comprimentos de ondas que
provém da amostra, de modo que cada um destes comprimentos de onda seja
difratado em angulo caracteristico, de acordo com a Equacdo 2.1 (CULLITY &
STOCK, 1956):

nA=2dsin$ 2.1

Sendo d a distancia interplanar no cristal, A o comprimento de onda, as
condi¢cdes para que haja interferéncias construtivas do feixe de angulo 8, ou seja,
os raios X para serem refletidos pelo cristal seguem a conforme descrito pela
equacao de Bragg. Para os angulos diferentes do prescrito, ocorre interferéncia
destrutiva e o comprimento de onda de qualquer linha especifica diminuiu,

conforme o nimero atbmico do emissor aumenta (Figura 2.9).

‘)

Figura 2.9 - Efeito Bragg para reflexo sobre a multicamada
(BRUKER, 2011).
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2.4 Fluorescéncia de raios X por reflexao total (TXRF)

Tradicionalmente, os métodos de dispersdo usados na maioria dos
espectrometros de fluorescéncia de raios X podem ser classificados em duas
categorias: disperséao por comprimento de onda (WD-XRF) e dispersao de energia
(ED-XRF).

Um espectrometro WD-XRF emprega um monocristal difrator para
separacdo dos comprimentos de onda caracteristicos emitidos pela amostra,
obedecendo a Lei de Bragg. Os espectrometros ED-XRF por sua vez, possuem um
desenho mecénico mais simples em relagdo os instrumentos de WD-XRF, que
possuem sistema de deteccdo sem partes moveis e um detector de estado solido,
usualmente de silicio, que atua como agente dispersor, normalmente sendo este
um semicondutor (WOBRAUSCHEK, 2007; BRUKER, 2011; KUBALA-KUKUS et
al.,, 2013). A TXRF €& uma variante da ED-XRF, possuindo como principal
caracteristica divergente o fato de ser utilizados baixos angulos para a irradiacao

da amostra para que ocorra uma reflexao total do feixe.

2.4.1 Aplicacbes de TXRF

A espectrometria por fluorescéncia de raios X € um procedimento que pode
ser definido como método ndo destrutivo da amostra, uma vez que ndo ha a
necessidade de digestdo da amostra para boa parte dos casos. Este € um
mecanismo utilizado para andlise da composi¢cao quimica elementar de sélidos ou
liguidos de determinada matriz. Depois do preparo analitico requerido para a
amostra em questéo, esta € irradiada por um feixe intenso de raios X que causa a
emissao fluorescente e consequentemente a quantificacao.

Esse método de analise possui como caracteristicas principais o fato de ser
uma técnica instrumental multielementar (CHERKASHINA et al., 2014), com boa
precisdo e repetitividade (TOWETT et al., 2013), baixos limites de deteccao
(ALVAREZ-VAZQUEZ et al., 2014), facilidade de operacéo e rapidez na geragio
de resultados, adequado para os tipos de amostra e aplicacdes variaveis, baixos

efeitos de matriz ou efeito-memoria, quantificacdo simples por meio de um padrao
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interno e custos operacionais relativamente baixos em comparagdo a outras
técnicas espectroscopicas (DE LA CALLE et al., 2013a). Desse modo, fornece
informacdes tanto qualitativas quanto quantitativas da composi¢cao das amostras.

Nos ultimos anos, houve um renascimento da técnica de espectrometria de
fluorescéncia de raios X por reflexdo total, técnica apresentada em 1971 (YONEDA
& HORIUCHI, 1971). Os principios fisicos e aplicagdes foram apresentados ja nos
primeiros trabalhos, envolvendo as aplicacdes analiticas efetivas durante os anos
80 (DE LA CALLE et al., 2013a). Constitui-se de um feixe de radiacao incidente em
baixos angulos sobre uma superficie refletora, de forma a se obter reflexao total
(ALOV, 2011) que permite que os atomos ionizados emitam raios X caracteristicos
gue podem ser detectados e posteriormente registrados num espectro XRF.
Atualmente, os tubos de raios X tém sido utilizados como uma fonte para todos os
tipos de aplicagbes. Eles possuem uma intensidade limitada, devido ao
aguecimento do anodo e existem abordagens utilizando novos materiais, que pode
sanar o problema conforme descrito em MADERITSCH et al., (2014).

Como foi explicitado anteriormente, utilizando-se dessa técnica
espectrométrica, pode-se identificar e/ou quantificar pequenas quantidades de
amostras ou volumes (UL), e concentracdes na faixa de pg/g, passiveis de serem
devidamente mensuradas.

Inicialmente em analises espectrométricas € necessario ter conhecimento
prévio da parte analitica envolvendo amostragem, para um correto preparo da
amostra a ser analisada. O procedimento analitico inicial definido como
amostragem pode ser definido como o método de tratamento da parte de uma
substancia, material ou produto retirado de um todo, com intuito de produzir uma
amostra representativa ou aliquota passivel de analise (SKOOG et al., 2005). A
norma regulamentadora ABNT NBR ISO/IEC 17025 explicita os principios
norteadores com relacdo a procedimentos de amostragem, bem como outras fontes
(DOQ, 2013a; DOQ, 2011; SKOOG et al., 2005). Nem sempre € possivel seguir de
modo estrito 0 que recomenda a norma, ou outras referéncias gerais, como em
analises forenses por exemplo, em que a parte de amostra obtida ndo pode ser
representativa. Ha necessidade de cuidados adicionais nas analises, tendo em
vista as particularidades nesse tipo de caso (GARCIA-REPETTO, 2015;
GONZALEZ, 2012; 2014). No entanto, de modo geral pode-se afirmar que um
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correto tratamento preliminar envolvendo a amostragem esté diretamente envolvido
com a confiabilidade do método e da resposta.

Véarias metodologias para analise, tanto de liquidos quanto de sélidos, sédo
sugeridas na literatura e existe um enfoque no tratamento prévio da amostra a ser
analisada, nesse caso assumindo postura generalista (KLOCKENKAMPER & VON
BOHLEN, 2015; ROSCOE & BEAUCHAINE 2013; STOSNACH, 2005; FABRY et
al., 2011; ALOV, 2011) com sugestdes de aplicacdes possiveis para a técnica.
Dentre a gama de aplicacbes possiveis por TXRF, pode-se citar: analise de
contaminantes em farmacos (ANTOSZ et al, 2012; SHAW et al., 2012), anélise da
qualidade e/ou contaminacdo em amostras liquidas (COSTA et al., 2003; MARGUI
etal., 2013; BORGUESE et al., 2014: MARGUI et al, 2014; ESPINOZA-QUINONES
et al, 2015; PASHKOVA et al., 2015); Arqueologia (FERNANDEZ-RUIZ & GARCIA-
HERAS, 2008); anélises biologicas/biomédicas (SZOBOSZLAI et al., 2009; DE LA
CALLE et al., 2013b; LEITAO et al., 2014) ciéncia forense (DHARA et al., 2010)
monitoramento ambiental (OSAN et al., 2002; MOREIRA & FAZZA, 2008; TOWETT
et al., 2013) dentre outras aplicacdes possiveis. A Figura 2.10 ilustra os elementos
passiveis de serem mensurados por TXRF. Nota-se uma ampla faixa de elementos

quimicos quantificaveis, justificando o elevado nimero de aplicacdes possiveis.

H [He|

Li |Be B|C|N|O|F |Ne

Na|Mg Ar

Kr

Zr [Nb|Mo| Tc|Ru|Rh|Pd|Ag|Cd| In [Sn|Sb|Te| | |Xe

Cs(Ba| L |Hf| Ta| W|Re|Os| Ir | Pt|Au|Hg| Tl |Pb| Bi |Po[ At(Rn
Fr|Ra| A

L |[La|Ce|Pr NdIPmSm Eu|Gd|Th|(Dy|Ho| Er [Tm|Yb|Lu

A |Ac|Th|Pa| U |Np|PulAmCm Ek| Cf|Es|Fm|Md|No| Lr

|:| Impossivel a quantificacao

[ ] Dificil a quantificagao

. Quantificagdo utilizando linhas K
|:| Quantificagao utilizando linhas L

Figura 2.10 — Elementos quantificados por TXRF com tubo de Mo.
Fonte: Adaptado conforme ROSCOE & BEAUCHAINE (2013).
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2.4.2 Aplicacbes a amostras liquidas

Como aplicacdo comum com TXRF pode-se citar a analise de amostras
liquidas, in natura ou diluidas. Na literatura existem varios trabalhos enfocando na
questdo da qualidade da agua consumida e sendo essa técnica capaz de analisar
possiveis contaminacdes por metais pesados em concentragbes infimas, ha
aplicabilidade, relatada em vérios casos na literatura (ESPINOZA-QUINONES et all.
2015; HAMPAI et al., 2014; MARGUI et al.,2014; MOREIRA & FAZZA, 2008), com
boa precisdo e comparavel, segundo BORGUESE et al. (2014), as técnicas
multielementares ICP-OES ou mesmo ICP-MS, amplamente utilizadas na
determinacao de poluentes e com limite de detecc¢éo para alguns metais bem acima
da faixa das técnicas de FAAS ou AES.

Apesar da limitacdo da técnica em mensurar elementos de baixo numero
atdbmico (POLGARI et al., 2011), para uma vasta gama de elementos existe alta
reprodutibilidade (CATALDO, 2012) e todas as técnicas espectrométricas citadas
possuem limitacdes (BORGUESE et al., 2011). Como ndo é necessaria, para boa
parte dos casos, a diluicdo e/ou digestdo da amostra, pode-se evitar erros dessa
natureza oriundos desses procedimentos (KLOCKENKAMPER & VON BOHLEN,
2015). Existem ainda analises similares, realizadas em varios paises diferentes
com o intuito de validar metodologias para TXRF (PASHKOVA et al., 2015) e
demostrar a boa concordancia entre os valares obtidos em laboratorios (testes Inter
laboratoriais) diferentes, conforme exemplificado em BORGESE et al. (2014)
enfatizando a exatidao do método.

A técnica TXRF pode adicionalmente ser utilizada na determinagcdo de
concentracdo elementar de amostras de sangue conforme descrito pelos autores
STOSNACH & MAGES (2009) e LI et al., (2015), para avaliacdo nutricional de um
individuo. Segundo experimentos conduzidos por pesquisadores como em
TELGMANN et al., (2011) e SZOBOSZLAI et al., (2009) pode-se adicionalmente
analisar amostras de urina, tendo-se boa precisao nos resultados. Em ROSCOE &
BEAUCHAINE (2013) ainda é discutida a aplicabilidade para analises de leite
materno, amostras com material ‘pastoso’, de origem biomédica e/ou farmacéutica,

de cunho ambiental, etc.
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Em muitos casos séo apresentados exemplos de metodologias aplicadas a
analise de agua e efluentes, com o intuito de monitoramento. COSTA et al., (2003)
desenvolveram estudo objetivando-se enfatizar um exemplo pratico de utilizacéo da
TXRF com tais finalidades. O autor e seus colaboradores avaliaram a qualidade de
diversas marcas de 4gua mineral, considerando como parametro as concentracdes
elementares de silicio, enxofre, potéssio, célcio, titdnio, cromo, manganés, niquel,
cobre, zinco, germanio, rubidio, estroncio, bario e chumbo, comparando-os aos
valores obtidos com os referéncia contidos na legislacéo brasileira. MARGUI et al.,
(2010a) monitoraram a concentracdo de Hg em amostras de aguas residuais e
desenvolveram uma metodologia para analise deste contaminante metalico em
amostras similares. BAHADIR et al.,, (2015) desenvolveram uma metodologia
baseada na combinacdo de TXRF com extracdo dispersiva em fase micro soélida
para determinacdo de Cr® em amostras de agua para consumo humano, e
ESPINOZA-QUINONES et al., (2015) utilizaram a técnica com intuito de avaliagc&o
dos niveis de concentracdo de elementos-tracos em agua subterranea,
conjuntamente com a técnica ICP-OES e comparou-se 0s valores obtidos com a

legislacao vigente.

2.4.3 Aplicagdes a amostras sdlidas

Frequentemente, a espectrometria de fluorescéncia de raios X por reflexao
total é requerida para andlise de amostras sélidas pelo fato de que ndo é necessaria
a digestao da amostra (OSAN et al., 2007, ALOV, 2011), nem grande massa desta,
da ordem de 20-50 mg. Portanto, essa técnica mostra-se vantajosa mesmo em
comparacao com outras formas tradicionais de analise que envolve modificacGes
na matriz, e consequentemente erros adicionais (MA et al., 2014).

Aplicagbes da técnica envolvendo amostras sélidas séo variadas, e sua
utilizacdo ocorre em campos diversos. Na parte biomédica, existem numerosos
estudos envolvendo andlises de tecidos cancerosos (LEITAO et al., 2014;
LANKOSZ et al., 2014; MAGALHAES et al., 2010; CARVALHO et al., 2007)
possibilitando diagnésticos rapidos e precisos em biopsias, ao demonstrar
alteracdo nos niveis considerados normais dos metais constituintes da amostra

analisada. Existe aplicabilidade de TXRF a estudos na area forense (DHARA et al.,
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2010), bem como a possibilidade de andlise de amostras dos musculos e 0ssos
humanos para obtencdo de dados, com consideravel rapidez na obtencdo dos
resultados, além de acuracia e precisdo requeridas. Ainda na parte bioldgica, €
comum a utilizagcdo na analise de metais em plantas (DETCHEVA et al., 2015; DE
LA CALLE et al., 2012; MARGUI et al., 2009; SZOBOSZLAI et al., 2009) sendo
recomendado o uso de metodologias desse género para andlise dos constituintes
em vegetais (DE LA CALLE et al., 2013c). Adicionalmente uma vasta descri¢cao de
metodologias de TXRF aplicaveis a varios tipos de plantas sdo possiveis (MARCO
& HERNANDEZ-CARABALLO, 2004).

Na industria farmacéutica, tém-se como exemplo, a aplicacédo da técnica na
determinacdo de impurezas em amostras, como por exemplo em SHAW et al.
(2012) que os autores avaliaram o0s niveis de contaminantes (elementos-traco
metélicos) em drogas farmacéuticas e comparou-se os resultados obtidos com
agueles reproduzidos por ICP-MS. ANTOSZ et al. (2012) com amostras de
composicao similar, realizaram medidas espectrométricas com intuito de anélise e
comparacao entre os resultados obtidos por TXRF com relacdo a ICP-MS e
adicionalmente discutiram a aplicabilidade de outras técnicas espectrométricas
para o caso estudado. Ainda é possivel encontrar na literatura outros autores
(HENDERSON & BEAUCHAINE, 2013; BORGESE, et al., 2010; WAGNER et al.,
1997) relatando a eficacia do processo de fluorescéncia total de raios X na
identificacdo de metais em ingredientes para producdo de drogas no setor
farmacéutico.

Andlises envolvendo monitoramento ambiental sdo comumente realizadas
por TXRF, devido a praticidade do método aplicacdo em relacdo as técnicas
espectrométricas usuais, como rapidez e auséncia de perdas decorrente de
digestdo, comuns na realizagéo do preparo de amostras para AAS e ICP-OES por
exemplo. OSAN et al., 2002; 2004; 2007 por exemplo, utilizaram a técnica de TXRF
em seus estudos envolvendo a avaliacao de concentracdes elementares de metais
pesados e caracterizagcdo do grau de contaminag¢do do ambiente em questéo (rio
Tisza, no continente europeu); da influéncia da acdo antrépica na poluicao do rio
Tisza; e comparacao entre os niveis de poluicdo de alguns outros rios da Hungria
em comparacdo com o Tisza. ALVAREZ-VAZQUEZ et al., (2014), ao estudarem
amostras de sedimentos, conseguiram a recuperacao de 10 elementos, validacéo

dos resultados experimentais obtidos e avaliacdo da influéncia humana na
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degradacdo do ambiente estudado. Utilizou-se métodos estatisticos muitivariados
como andlise por componentes principais para tratamento dos dados,
procedimento que mostrou-se eficiente ao ser aplicado a determinacdo de
elementos quimicos em sedimentos, rochas e solos. Estudos envolvendo a técnica
de TXRF com o intuito de avaliagdo ambiental de amostras sélidas sédo recorrentes
na literatura (PAULETTE et al., 2015; CHERKASHINA et al., 2014; TOWETT et al.,
2013; DE LA CALLE et al., 2013; ESPINOZA-QUINONES et al., 2011; MOREIRA
& FAZZA, 2008; DE VIVES et al., 2007), enfatizando adicionalmente a

aplicabilidade e eficicia da técnica.

2.5 Tratamento Estatistico de dados experimentais

O desenvolvimento de metodologias confiaveis para analise de sdlidos exige
a utilizacdo de padrdes certificados com intuito de verificacdo da reprodutibilidade
do método empregado. Um fato importante a mencionar é que o termo “certificagéo”
utilizado em “materiais de referéncia certificados” ndo deve ser confundido com
certificacdo de produto ou certificacdo de sistemas de gestdo, uma vez que ambos
os termos séo utilizados durante esta descricdo do estudo realizado.

A confiabilidade nas medidas realizadas a partir de um dado equipamento
ou método empregado para realiza¢do de ensaios € alcancada com a repetitividade
e acuracia das medidas, alcancado com comparacdo com valores-referéncia
conhecidos. Dessa forma, devem ser utilizados os materiais de referéncia
certificados (MRC's) oriundos de institutos confiaveis de afericdo como por exemplo
INMETRO, NIST, NRC, etc, que possuem valores conhecidos/certificados das
analises. Estes sdo produzidos com finalidade de comparacdo para analise de
material de matriz semelhante. Consequentemente, é possivel uma avaliacdo do
procedimento empregado a partir da comparagao entre os valores obtidos com a
analise realizada e os valores certificados. Obtém-se assim, maior precisdo e
exatiddo e ainda permitindo a identificacdo de possiveis falhas de método ou
instrumental empregado ao longo do processo, e possibilidade de aplicacdo do
meétodo a amostras reais (DOQ, 2013b).

Quando utilizados os MRC’s para validacdo ou desenvolvimento de

7

metodologias de analise, € necessaria a avaliacdo dos paradmetros estatisticos

31



envolvidos, e a antecipagao das condicbes experimentais, como por exemplo, 0s
efeitos de matriz possiveis com determinada amostra. Desse modo, o
desenvolvimento de procedimentos analiticos envolve, obrigatoriamente a
declaracdo dos parametros relativos a seletividade, linearidade, faixa de trabalho e
faixa linear, limite de deteccéo, limite de quantificacdo, tendéncia/recuperacéo,
precisdo e robustez quando aplicaveis (DOQ, 2011). Todos esses parametros
dependem de extensa avaliacdo por meio de testes estatisticos para afericdo

experimental e verificacdo da exatidao e aplicabilidade do processo de analise.

2.5.1 Calibracgao preliminar e Estatistica descritiva

Inicialmente, existe a necessidade de calibragdo dos equipamentos que
estiveram envolvidos no processo de obtencéo dos dados experimentais, uma vez
gue qualquer medida possui uma incerteza associada (DOQ, 2011) e é importante
ter conhecimento da dimensdo desta. Conforme o aumento no grau de
meticulosidade, ha proporcionalmente um aumento na necessidade dos cuidados
necessarios. Por exemplo, andlises laboratoriais normalmente requerem a
utilizacado de balancas analiticas para a realizacdo de medi¢des. Tais balancas
devem, de acordo com o requisito 5.5.2 da ABNT NBR ISO/IEC 17025:2005, ser
calibradas para determinar se atendem aos requisitos especificados pela analise e
as especificacdes da norma pertinente (DOQ, 2012). Opta-se desse modo, por
fazer também um ajuste do sistema de medi¢cdo, ou seja, usar um peso
correspondente a um ponto de medicdo para fins de teste do sistema. Outro
exemplo sdo as micropipetas, que devem ser submetidas a afericdo, a fim de
verificar a exatidao e precisdo da mesma.

Outro parametro importante a ser considerado € a estimativa da incerteza e
dos erros gerais envolvidos no processo de medicdo (TAYLOR & KUYATT, 1994).
E improvavel atingir o 'valor verdadeiro' em um processo de quantificacdo, tendo-
se em vista que inumeras variaveis afetam as medidas ao longo de um
procedimento e/ou podem combinar entre si e gerar respostas diferentes do
resultado verdadeiro (SKOOG et al., 2005). Podem-se minimizar os efeitos dos
desvios em andlises a partir da obtencdo da estimativa da incerteza de medigéo.

Em suma, € possivel verificar fontes que predominam na incerteza de medicéo de
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um mensurando em estudo, e erros instrumentais e/ou de metodologia. Essas
estimativas permitirdo que rapidamente possam ser realizados ajustes necessarios
para adequacdo do procedimento, atendendo aos limites toleraveis de erros ou
desvios nas respostas obtidas (ABNT, 2003).

Deve-se executar ao menos 15 repeticbes nas medi¢bes da grandeza de
entrada sob condi¢cbes de repetitividade, indice minimo recomendado pela 1ISO
5725 e definicbes complementares, para determinacdo da precisdo, ou seja, O
guanto os valores obtidos estdo proximos entre si nas repeticdes realizadas, o que
normalmente é verificado por analise de desvio-padrdo (DOQ, 2011; 2013a). Com
relagdo a exatiddo, os valores médios obtidos em determinado procedimento séo
comparados aqueles tidos como verdadeiros, ou oriundos de procedimentos
envolvendo técnicas, laboratérios ou metodologias diferentes, verificando a
proximidade entre esses valores (recuperacao).

Utilizando ANOVA (Analysis of Variance ou Andlise de Variancia) é possivel
verificar inicialmente os parametros com a estatistica descritiva preliminar. Esta
constitui-se, segundo definicdo de MONTGOMERY & RUNGER (2013), como “Um
método para decompor a variabilidade total de um conjunto de observacfes, em
uma soma dos quadrados dos componentes associados a variagdo”. Dessa forma,
€ imprescindivel a utilizacdo de métodos da ANOVA.

Para efeito de comparacdo entre médias de valores ao longo de um
determinado ponto, € comum a utilizacdo de métodos estatisticos como, por
exemplo, o teste de Tukey. O objetivo deste teste é a verificacdo da semelhanca
entre as médias dos valores de pontos experimentalmente correlacionados. Dessa
forma o teste possui como estratégia a definicdo da menor diferenca significativa
entre pontos, sendo comum a utilizacdo de um intervalo de confianca IC = 95%.
Outros testes estatisticos relevantes na observancia da normalidade do conjunto
de variaveis analisadas sédo Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Sendo o primeiro
altamente sensivel as variacfes de valores analisados, e o Ultimo menos sensivel
as pequenas variagdes. Permitem a verificacdo da aderéncia a normalidade de uma
vasta gama de dados, normalmente utilizado com a = 0,05, e que fornece como
resposta um p-valor (se < 0,05 quando os dados nédo apresentam distribuicdo
normal, e maior que esta faixa quando existe aderéncia a normalidade) e

histograma ilustrando a gaussiana caracteristica.
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2.5.2 Estatistica multivariada de dados

Segundo HAIR et al., (2006), estatistica multivariada pode ser definida como
um conjunto de métodos (ou técnicas) de analise simultanea de dados, ou seja,
capaz de analisar simultaneamente varias variaveis. E indispensavel em diversos
ramos da ciéncia, suporte para Quimiometria por exemplo, que é uma aplicacao
direta dos métodos matematicos e estatisticos para tratamento de dados de
natureza quimica.

Entre os métodos mais comuns da estatistica multivariada, pode-se citar
(KANNEL et al., 2008): ): Andlise de Cluster (Cluster Analysis ou CA), que constitui-
se um método de analise de agrupamentos, ou seja, relacionar grupos de dados
em subgrupos especificos segundo a similaridade dos individuos ou objetos
avaliados; Andlise de Componentes Principais (Principal Component Analysis ou
PCA) com Andlise Fatorial (Factorial Analysis ou FA) € uma abordagem estatistica
gue visa a analise de inter-relacdo entre variaveis de um conjunto de dados,
explicando as variacbes em termos dos parametros definidos como fatores (BRO
& SMILDE, 2014). Sao, portanto, técnicas com variaveis interdependentes entre si;
ainda é importante citar a Analise Discriminante (Discriminant Analysis ou DA), que
poderia ser utilizada para confirmar os grupos encontrados por meio do CA e PCA,
mas que difere dessas Ultimas por ser um método que correlaciona variaveis
dependentes (HAIR et al., 2006; WIECHULA et al., 2006).

Os chamados fatores na PCA e FA objetivam a formacdo de conjuntos
menores de variaveis estatisticas com a informacgéao contida nas variaveis originais,
gue foram condensadas. Os dados passam por um processo de sumarizacdo, de
modo a gerar uma combinacdo entre as variaveis analisadas e explicar uma
correlacao entre estas. Dessa forma, a FA permite que todas as variaveis presentes
sejam simultaneamente consideradas, mostrando as inter-relagbes entre elas
(HAIR et al., 2006; KANNEL et al., 2008; CORRAR et al., 2009). Cada dimensao
de variabilidade comum é denominado de ‘Fator’.

Antes do inicio do tratamento estatistico multivariado, & fundamental a
realizacdo de um teste para verificacdo da normalidade dos dados, como
Kolmogorov-Smirnov ou Shapiro-Wilk, utilizado comumente, e geram histogramas

com um p-valor em resposta. Se estes seguirem uma distribuicdo normal (para
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todas as variaveis consideradas na analise), utiliza-se o teste de Pearson no
tratamento dos dados. Se ndo seguirem uma distribuicdo normal, utiliza-se o
meétodo de Spearman. Normalmente é realizada uma transformacgé&o no conjunto de
dados, no caso de distribuicdo ndo normal (HAIR et al., 2006), embora seja
necessaria cautela ao realizar o procedimento (CORRAR et al., 2009).

Os testes prescritos para andlises estatisticas multivariadas podem ser
realizados utilizando-se diversos tipos de softwares estatisticos, como por exemplo
0 SPSS® (Statistical Package for the social Sciences), Action Stat® desenvolvido na
linguagem de programacéo R, Minitab® Statistical Software, Statistica by StatSoft®

Inc, dentre outros pacotes computacionais.

35



3 MATERIAIS E METODOS

Este topico foi dividido em duas partes: A primeira parte, relaciona-se com a
avaliacdo e afericdo da metodologia de andlise de sdlidos por Espectroscopia de
Raios X por Reflexdo Total, sendo ajustados os pardmetros necessarios. Nessa
fase, foram analisados 6 tipos de materiais de diferentes matrizes, com intuito de
avaliar a aplicabilidade e reprodutibilidade do método; Na segunda parte do estudo,
€ realizada a aplicacdo da técnica ao caso de monitoramento ambiental, mais
especificamente ao estudo periédico da composi¢cdo elementar de sedimento
oriundo do corrego Bezerra, em Cascavel, regido oeste do estado do Parana.

3.1 Instrumental e material de preparo de amostras

Convém salientar que foram utilizados equipamentos em boas condi¢des de
uso, atendendo aos requisitos para realizacao de todas as medidas. Os reagentes
utilizados estavam dentro das condicdes ideias de utilizacao, tais como validade e
caracteristicas fisico-quimicas recomendadas. Foram tomados cuidados durante
todo o estudo realizado de manterem-se 0s reagentes, materiais e equipamentos
dentro do padrdo ideal para utilizacdo. A seguir, € feito o detalhamento dos
aparatos, bem como dos procedimentos realizados.

Balanca analitica de modelo AY 220, marca Shimadzu (peso maximo 200g,
precisao 0,0001 g), para pesagem; Capela de Fluxo Laminar com circulacdo de ar,
para secagem asséptica das amostras; Estufa para secagem de amostras; banho
ultrassonico para melhor dispersdo do particulado em solucdo; chapa de
aguecimento utilizada durante a lavagem dos discos. Nao houve mudancas de
equipamentos utilizados durante os experimentos. Os materiais utilizados foram:
peneiras granulométricas, para verificacdo do tamanho de particula; almofariz e
pistilo, utilizado na moagem dos materiais que requeriam tal processo; pipetas e
micropipetas previamente calibradas; tubos criogénicos de volume correspondente
a 10 mL como recipiente contendo a amostra a ser processada; tubos de Eppendorf
com capacidade para 2 mL para retirada de aliquota de padréo interno (ndo pode

ser retirada diretamente do frasco, devido ao risco de contaminacéo das amostras);
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tubos de acrilico para 10 mL com a amostra sélida moida; potes de volume 500 mL
utilizados na coleta e armazenamento do sedimento antes da moagem; bécheres;

espatulas.

3.1.1 Reagentes

Os reagentes utilizados foram: alcool isopropilico (Sigma-Aldrich) para
limpeza de amostra anterior contida nos discos de quartzo; acido nitrico (Sigma-
Aldrich), para preparagédo de solucéo a 10% como intuito de retirada de vestigios
de amostra; RBS™ (Sigma-Aldrich) para preparacéo de solucédo a 5%, sendo este
uma espécie de detergente alcalino; ambos utilizados na limpeza dos discos, sendo
os dois ultimos na lavagem propriamente dita. Todos estes reagentes constituem-
se de elementos quimicos com baixo numero atdbmico, e portanto ndo interferem
nas andlises realizadas; padrdes internos monoelementares de 1000 mg/L de Se e
de Ga (ambos Sigma-Aldrich) utilizados na quantificacdo elementar amostral;
solucéo de Silicone (Serva), que possui como finalidade impedir a dispersédo da
amostra no disco (a irradiagéo ocorre no centro do disco, e uma dispersao para as
bordas do mesmo provoca desvios na quantificagdo); Triton™ X-100 (Sigma-
Aldrich) para preparacéo de solucédo 1%, com objetivo de manter o particulado em
suspensao, sendo este um liquido altamente viscoso, nao interferente na
quantificacdo dos resultados e por ultimo, agua ultrapura obtida de sistema Milli-Q.
Tanto a solucéo de Silicone quanto o Triton™ X-100, em semelhanca aos reagentes
utilizados para lavagem, ndo interferem nas leituras, pois sua composi¢ao
elementar estd abaixo do ponto detectavel por TXRF, ou seja, nUmeros atdmicos

abaixo de 12.

3.1.2 Procedimentos analiticos

Todos os equipamentos foram calibrados seguindo-se as recomendacgdes
descritas pelos fabricantes. N&o foram encontrados desvios significativos durante
os procedimentos de calibragdo dos equipamentos utilizados no presente estudo,

ou seja, os parametros de funcionamento do TXRF, bem como a afericdo dos
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instrumentos analiticos descritos a seguir estiveram todos dentro da faixa ideal. Sdo
descritos nos proximos topicos, detalhes referentes aos procedimentos requeridos

para a calibracdo do TXRF e demais instrumentos analiticos.

3.1.3 Afericdo de instrumentos analiticos

A balanca analitica (peso méaximo 200g, precisédo 0,0001 g, modelo AY 220 e
marca Shimadzu) utilizada foi calibrada previamente utilizando-se um peso padréo
de 200 g, oriundo do fabricante. No procedimento de analise foi tomado cuidado
para que nao houvesse ventilacdo proximo ao local de pesagem ou encostar nos
aparatos utilizados, sem luvas.

As duas micropipetas de volume variavel utilizadas possuem,
respectivamente: volume maximo 1 puL/20 uL e 100 uL/1000 uL, imprecisao 0,5% e
0,15%, inexatiddo de 1% e 0,8%, ambas de modelo Kasvi Basic. Foram aferidas
mediante 0 uso da balanca analitica previamente calibrada, sendo o volume
calibrado através da densidade da agua pesada. Foram construidas curvas de
calibragcéo para as micropipetas, sendo utilizadas aquelas com baixo desvio-padréo
entre os volumes medidos e com R? > 0,98. Desse modo, foi tentado minimizar os
erros sistematicos em procedimentos posteriores de analise, aonde se requeiram

massas e volumes com valores confiaveis e precisos.

3.1.4 Limpeza dos refletores de quartzo

Inicialmente, realiza-se a limpeza dos discos de quartzo (dimensao 30 mm de
diametro e 3 mm de espessura, fabricados pela Bruker). Estes foram limpos
utilizando-se alcool isopropilico com intuito de isentar a superficie dos discos de
amostras depositadas em andlises anteriores. Posteriormente, em carrossel
circular de Teflon os discos sdo acondicionados e fixados para imersdo completa
em béquer de 1 L contendo solucdo de RBS™ a 5% - detergente recomendado
pelo fabricante para a lavagem dos discos — sendo mantidos sob aquecimento a
temperatura de 70°C por 40 minutos. Apds a primeira lavagem, enxaguou-se 0s

discos com agua Milli-Q, para em seguida imergi-los numa segunda solucdo de
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lavagem, contendo acido nitrico a 10%, para retirada dos contaminantes de dificil
remoc&o com a solucdo de RBS™, sendo também mantido a temperatura de 70°C
por 2 horas. Apés a segunda lavagem, enxaguaram-se os discos com agua Milli-Q.
Finalmente foram lavados em agua ultrapura Milli-Q e submetidos a posterior

aguecimento a temperatura de 70°C por 1 hora.

3.2 Instrumental de caracterizagcdo da composicao

Tendo como objetivo o desenvolvimento de metodologia na analise elementar
de amostras de solidos particulados e sua aplicacdo em amostras de sedimento,
utilizou-se o equipamento de espectrometria atdmica de raios X: TXRF modelo S2
PICOFOX™, da marca Bruker. O mesmo encontra-se instalado e operando no
laboratorio Central Analitica do Programa de pés-graduacdo em Engenharia

Quimica do campus da UNIOESTE em Toledo, Parana.

3.2.1 Espectrometro de Fluorescéncia de Raios X com reflexao total

Foi utilizado o equipamento TXRF (Total Reflection X-Ray Fluorescence
Spectrometer), modelo S2 PICOFOX™ da marca Bruker, para o desenvolvimento
de metodologia para andlise de particulados sélidos. O S2 PICOFOX™ é um
espectrometro capaz de realizar medidas rapidas, envolvendo microanalise
multielementar, quantitativa e semiquantitativa, de liquidos e sélidos. Utiliza-se
como principio de funcionamento a espectroscopia por fluorescéncia de raios X
com reflexdo total ou simplesmente TXRF.

O principio de funcionamento de um S2 PICOFOX™ tem como base o uso
da fluorescéncia de raios X quando ha a reflexdo total, que ocorre geralmente em
angulos de incidéncia quase rasantes sobre um disco refletor, preferencialmente,
constituido de quartzo. Como fonte de ionizacdo e/ou geragéo de raios X utiliza-se
um tubo de raios X resfriado por ar (poténcia maxima 30 W, tensao de 50 kV,
corrente do filamento de 600 pA, com alvo de molibdénio), gerando-se um feixe de

raios X contendo de forma superposta uma contribuicdo de espectro continuo de
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energia, do tipo Bremsstrahlung, e uma contribuicdo de espectro discreto oriundo
da fluorescéncia no alvo de molibdénio.

Visando melhorar a sensibilidade e acuracia da analise, o feixe policromatico
€ reduzido a uma gama estreita de energias por um monocromador multicamada,
além de emergir raios X paralelos. No equipamento S2 PICOFOX™, o angulo de
Bragg para uma multicamada de 2,88 nm de espacamento tem em torno de 0,7°
graus, dessa forma a amostra é irradiada com baixos angulos, ao contrario da ED-
XRF tradicional (CARVALHO et al., 2007), o que € caracteristico da técnica TXRF.

Os raios X monocromaticos e paralelos, assim definidos, sdo direcionados
sobre um refletor polido, geralmente de quartzo, que serve de suporte de amostra.
Ajustando o angulo de incidéncia para menor que 0,1°, o feixe monocromatico de
raios X é totalmente refletido, irradiando por completo a fina camada de amostra
depositada no suporte de quartzo. Um detector de estado sélido (Peltier-cooled
XFlash® Silicon Drift Detector, com area ativa de 30 mm?, resolu¢cdo FWHM menor
que 150 eV na linha espectral Mo-Ka), com angulo sélido amplo, posicionado na
frente do suporte da amostra, capta quase toda a radiacao fluorescente vinda da
amostra, discriminando-a em energia e fornecendo a intensidade ou integracdo em
cada linha espectral caracteristica dos elementos quimicos constituintes da
amostra. Uma eletrbnica nuclear padrao geralmente processa os sinais elétricos
gerados pelo detector, amplificando o sinal e gerando um espectro de raios X na
faixa de 1 a 17 keV (BRUKER, 2011).

Tanto numa analise qualitativa na identificacdo de elementos quimicos
através de suas linhas espectrais de raios X caracteristicas como numa analise
quantitativa convertendo a intensidade da linha espectral principal (seja Ko ou La)
em concentracao, requerem-se verificacdes e corre¢gdes do status operacional do
instrumental tais como a correcdo do ganho de amplificacdo (ou Gain correction)
do sinal do detector processado, a largura a metade da altura da linha espectral (ou
Full Width at Half Maximum — FWHM < 150 eV) utilizada no ajuste de picos
gaussianos das linhas espectrais, e na sensibilidade elementar que permite
correlacionar a intensidade do pico gaussiano da linha espectral principal com a
concentracdo do analito presente na amostra. A Tabela 3.1 elenca os parametros
operacionais do equipamento.

Entre os principais elementos determinados pela técnica TXRF, pode-se

citar: arsénio, bario, bromo, calcio, cério, chumbo, cloro, cobalto, cobre, cromo,
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ferro, fésforo, enxofre, estréncio, manganés, niquel, potédssio, selénio, titanio,
vanadio e zinco, sendo a concomitantemente quantificacdo destes elementos

qguimicos o foco dos estudos realizados.

Tabela 3.1 - Parametros operacionais do S2 PICOFOX™

Parametros

Anodo do tubo de raios X Molibdénio

Voltagem 50 Kv

Corrente 600 pA

Energia 20 keV

Detector XFlash ® com sistema de refrigeragao Peltier
Tempo de irradiagéo 1000 s

Discos Quartzo

Para garantir uma alta capacidade ao longo do tempo de funcionamento, as
mudancas na corrente e tenséo sdo feitas pelo software SPECTRA7™ de acordo
com as normas definidas pelo fabricante. Isto também implica em um tempo de
irradiacdo da amostra definido pelo analista, seguindo-se a necessidade especifica
da amostra em questédo, no presente caso ajustado para 1000 segundos. A Figura
3.1 ilustra um TXRF modelo S2 PICOFOX™ marca Bruker:

Figura 3.1 — TXRF modelo S2PICOFOX™
Da marca Bruker.
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3.2.2 Quantificagdo elementar

A guantificacdo ou concentracéo de elementos por TXRF utilizando o modelo
S2 PICOFOX™ com tubo de molibdénio, modelo Bruker, baseia-se na sensibilidade
relativa dos elementos submetidos a irradiacdo, do espectrémetro e do padrao
interno adicionado, conforme demonstrado na Equacéo 3.1 (BRUKER, 2011):

C. :CIS 'Ni 'S|s
' Ny S,

3.1

Ci: Concentracdo do elemento a ser analisado (mg/kg);

Cis: Concentracdo do padréo interno (mg/kg);

Ni: Numero de impulsos no espectro de medicdo do elemento analisado;
Nis: Numero de impulsos dentro do espectro de medi¢do do padrao interno;
Si: Sensibilidade relativa do elemento i;

Sis: Sensibilidade relativa do padréo interno.

A sensibilidade indica a intensidade dos picos dos respectivos elementos em
relacdo a quantidade de amostra, conforme descrito na literatura (BRUKER, 2011).
A sensibilidade aos elementos, e com eles os limites de deteccédo, variam numa
ampla faixa de valores. Existem diversas razdes para isso, dentre as quais se
destacam os efeitos quéanticos oriundos dos atomos presentes na amostra, 0s
rendimentos de fluorescéncia, bem como relacionadas com o instrumento como a
eficiéncia quéantica dependente da energia do detector. E possivel ajustar a
sensibilidade por meio do ajuste da radiacdo de excitacdo conforme descrito a

sequir.

3.2.3 Limite de deteccao

O limite de deteccao (LLD) depende diretamente o Background ou “area de
fundo” gerado pelo espectro baseado na radiacdo. Dessa forma, pode-se afirmar
que o limite de deteccéo é uma inspecao estatistica da area do pico e do espectro
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de fundo gerado (BRUKER, 2011). O mecanismo de célculo é dado conforme

descrito na Equacéo 3.2 a sequir:

LLD, =% VN 3.2

LLDi: Menor limite de deteccao do elemento i (mg/kg);
Ci: Concentracao do elemento i (mg/kg);
Ni: Area do pico de fluorescéncia em contagem;

Ne: Area do fundo subjacente ao pico de fluorescéncia.

3.3 Testes de controle de qualidade do equipamento

O controle de qualidade das analises realizadas em um TXRF esta
diretamente ligado a capacidade de resposta desse equipamento, sendo assim, é
necessario que o laboratério analitico possua um sistema de gestdo da qualidade
eficiente e aplicavel ao equipamento, para que seja alcancada confiabilidade nos
resultados obtidos em trabalhos analiticos. Um dos componentes basicos do
sistema de controle é o monitoramento dos dispositivos de medi¢do analitica. A
Tabela 3.2 apresenta uma introducdo sobre o monitoramento dos recursos
analiticos mais importantes de um TXRF, modelo S2 PICOFOX™ da marca Bruker,

gue devem ser monitorados regularmente:

Tabela 3.2 - ParAmetros monitorados regularmente em um TXRF

Parametro Periodicidade
Correcéo de ganho Diario
Resolucao Espectroscopica (FWHM) Mensal
Sensibilidade Mensal
Acuracia na quantificacao Mensal

Todos estes testes devem ser realizados depois de uma fase de
aguecimento do tubo de raios X por ao menos 60 minutos. Os espectros gerados
para o Gain correction ou “correcédo do ganho” sdo salvos automaticamente pelo

software do equipamento. Para todos os outros parametros, um protocolo deve ser
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criado de acordo com o sistema de gestdo da qualidade descrito pela empresa

fabricante.

3.3.1 “Correcéo de ganho” ou Gain Correction

A “correcdo de ganho” ou Gain Correction inclui um ajuste fino na
amplificagéo da eletrbnica padrdo por meio de um padrdao monoelementar de
arsénio. Essa correcdo nédo inclui apenas a inspecdo de um parametro de
instrumento, mas simultaneamente, o ajuste do valor nominal. Ou seja, para
encontrar a relacao linear entre a posicao e a energia, basta um Unico ponto para
corrigir eventual deslocamento por aquecimento da eletrénica. A variacado deste
valor € dado por um valor adimensional, fornecido pelo software do equipamento
apos analise, sendo o valor esperado de + 1024. Valores de ganho reais indicam

desvios anormais em relagcéo ao valor nominal.

3.3.2 Resolucéo espectroscoépica (FWHM)

A resolucdo espectroscopica tem influéncia significativa sobre o
desempenho do equipamento. O termo utilizado na definicdo desse parametro é
dado em inglés como Full-Width Half-Maximum (FWHM) que significa largura total
do pico a meia altura. Nesse procedimento € utilizado um disco contendo uma
concentracdo conhecida de manganés no centro, sendo o pico Mn-Ka utilizado
como referéncia. Uma deterioracdo nos valores encontrados para resolucao € uma
indicacao de um defeito dentro do detector ou a partir do amplificador de sinal se o
desvio do novo valor FWHM for maior do que 10% em comparagdo com o estado
de entrega pelo fabricante, a empresa fabricante deve ser consultada uma vez que

esse € um considerado significativo.
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3.3.3 Sensibilidade

E o parametro que indica a sensibilidade absoluta do equipamento. Este
valor ndo deve ser equiparado com o limite de deteccdo para um determinado
elemento em uma determinada amostra. A sensibilidade é determinada pela
medicdo de uma amostra de niquel, que tem a intensidade de fluorescéncia
padronizada em massa, do tempo e da corrente do tubo que é detectado pelo
presente instrumento. A taxa de contagem mais elevada relaciona-se com uma
maior sensibilidade instrumental. Essa medida é importante, pois constitui-se como
indicador sobre o ajuste do feixe de radiacédo e da deterioracdo do tubo de raios X.
No caso de uma suspeita de desajuste do feixe, deve ser refeito o procedimento
com uma amostra distintamente mais intensiva que na primeira tentativa. Em caso
de uma queda subita de sensibilidade de mais de 20%, o que ndo pode ser
compensada por meio de ajuste ou por aumento da concentracédo do elemento no

padrao, o servico deve ser consultado (BRUKER, 2011).

3.3.4 Acuracia na quantificacao

Esse procedimento é de teste que visa a verificacdo da capacidade de
quantificacdo elementar do instrumento. A vigilancia do processo analitico completo
a partir da amostragem para o resultado analitico é realizada, sendo que
inicialmente se prepara um disso padrdo com 10 elementos com a mesma
concentracdo entre si e que sdo comumente analisados pela técnica de TXRF, se
faz a leitura utilizando um deles como padrao interno. No caso do equipamento S2
PICOFOX™, é fornecido o disco com os elementos para andlise, pelo fabricante. A
precisao é testada por meio de um padrdao de mdltiplos elementos quimicos com
concentracdes de elementos conhecidos. Neste processo, é recomendado que as
concentragdes dos elementos estejam em uma faixa a partir de 1 mg/L. O desvio
da andlise particular deve ser menor do que 10% sendo que em casos de desvios

maiores, uma analise de erro deve ser realizada (BRUKER, 2011).
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3.4 Preparo de amostras em po

As amostras solidas foram moidas, caso a granulometria testada
apresentasse valor superior a faixa de 50 um. Isso se deve a necessidade de
suspensao dos mesmos num meio viscoso, a fim de evitar a rapida precipitacao do
particulado, que iria gerar perda de representatividade da amostra. A quantidade
requerida de amostra nas analises envolvendo TXRF é de aproximadamente 20-50
mg conforme explicitado pelo fabricante do equipamento (BRUKER, 2011,
BEAUCHAINE, 2013). Em seguida, essas amostras foram pesadas em balanca
analitica e depositadas em tubo criogénico. Posteriormente adicionou-se 2,5 mL de
Triton™X-100 (Sigma-Aldrich) a 1% em volume (ndo pode ser mais concentrado,
pois em caso contrario, a amostra nao secaria no disco) com o intuito de suspensao
das particulas em solucédo e entdo foi adicionado cerca de 10 pL de padréo interno
(Se ou Ga, dependendo da natureza da amostra em questdo) na solugéo.

Posteriormente as amostras foram submetidas a banho ultrassénico por 30
minutos, a fim de homogeneizar e dispersar o particulado em suspensao. O passo
seguinte foi dispensar 5 pL de solucao silicone no centro do disco de quartzo limpo
e seco, para logo em seguida pipetar e adicionar sobre o centro de mesmo disco a
amostra. A adicdo da solucdo de silicone anteriormente a aplicacdo da amostra
permite que esta ndo sofra difusdo ao longo do disco, saindo do centro e
concomitantemente sendo irradiada de modo ineficiente. Sequencialmente, os
discos contendo amostra foram secos em capela de fluxo laminar por
aproximadamente 24 horas e, em seguida, depositados em suporte do
equipamento para serem conduzidos ao equipamento e irradiados. Um esquema
representativo é ilustrado conforme Figura 3.2; e a Figura 3.3 ilustra os
procedimentos analiticos descritos:

46



O Detector

G
-G
C—

0 . : ’ \ :
J—\ Q==
! i Irradiagéo da
20-50 mg U Amostra para i amostra
; analise ;
i Padréao '
' interno i

Figura 3.2 — Esquema para preparo de amostra sélida.
Fonte: Adaptado conforme BEAUCHAINE (2013).

Figura 3.3 — Fotos ilustrando o procedimento experimental.

Cada amostra a ser analisada em TXRF exige cuidados especificos, sendo
de fundamental importancia que se tenha um conhecimento prévio das
caracteristicas relativas a natureza do material analisado, bem como das
particularidades relativas a deteccdo elementar realizada por TXRF e desvios

conforme descrito no capitulo 2.
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3.4.1 Sedimento de rio (Buffalo River 8704 ou MRC 8704)

O padrédo sdlido certificado de sedimento de rio Buffalo River 8704 ou
simplesmente (MRC 8704) € um material sélido de natureza inorganica. Constitui-
se basicamente de material sedimentario oriundo do rio Buffalo, em Nova York, nos
Estados Unidos. Os procedimentos analiticos realizados com esse material
possuem certificacdo pelo National Institute of Standards & Tecnology (NIST)
instituto que realiza validacdo de metodologias e certificacdo de analise de
materiais com intuito de comparacdo, quando utilizando-se de procedimentos
envolvendo materiais de matriz semelhante ao certificado (MAY et al., 1999; ISO
GUIDE 32, 1997; MACKEY et al., 2010). O Anexo A (ou NIST, 2000) possui uma
descricdo detalhada do material em questéao.

O material sedimentério apresentado nessa descricdo possui como
caracteristica, granulometria inicial abaixo de 50 um, sendo, portanto dispensavel
a moagem prévia do material. Pesou-se inicialmente a quantia aproximada de 30
mg de amostra solida em balanca analitica previamente calibrada e tarada e
adicionou-se 2,5 mL de Triton™ 1%. Em seguida colocou-se 10 pyL do padrdo
interno de selénio (Sigma-Aldrich), com concentragéo inicial de 1000 mg/kg. A
concentracéo final de Se para este caso foi de aproximadamente 350 mg/L, o que
mostrou-se mais vantajoso na recuperacdo tanto dos elementos maioritarios
quanto dos minoritarios presentes, em comparacdo com outras concentracdes
testadas. A solucdo resultante foi submetida a banho ultrassénico por um periodo
de 30 minutos, a fim de homogeneizar e dispersar as particulas em solucéo.

Os discos foram secos em capela de fluxo laminar com o intuito de evitar
contaminag¢des do meio, por um periodo de 24 horas antes de serem irradiados
para andlise por TXRF. No equipamento, utiliza-se o software SPECTRA7™ para
descricdo dos parametros ideais para realizacdo da analise, ou seja, os valores
reais de massa de amostra e do padrao interno pesados em balanca analitica,
tempo de irradiagdo da amostra, no presente caso 1000 segundos, e a lista de
elementos quimicos para identificacdo/quantificacdo. E conveniente relembrar que
a limitac&o da técnica consiste na incapacidade de deteccéo de elementos de baixo
nGmero atdmico, tais como sodio, carbono, magnésio, (POLGARI et al., 2011) que
estdo presentes na amostra de Buffalo River 8704, mas ndo podem ser
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quantificados devido ao efeito Auger concorrente. Além disso, as linhas Ka geradas
possuem baixas energias, sendo deslocadas a parte inicial do espectro, regido em
que ha diversas linhas La de elementos pesados, gerando sobreposi¢cao de picos
e consequentemente erros na quantificacao.

O procedimento foi realizado em quintuplicatas analiticas e experimentais,
totalizando-se 25 leituras, nas condigdes experimentais ideais que seguiram 0S
passos descritos anteriormente. Foram realizados testes para investigacdo da
influéncia da secagem do padréo em estufa a 105°C por 24 horas, nos valores de
recuperacdo, bem como os efeitos do aumento da concentracdo da solucdo de
Triton™ X-100 de 1% para 2% em volume.

3.4.2 Figado Bovino (Bovine Liver 1577c ou MRC 1577c)

O Material certificado Bovine Liver 1577¢c ou (MRC 1577c) constitui-se como
material de natureza orgéanica (figado bovino), sendo este seco e pulverizado no
preparo preliminar NIST (2009). Basicamente, foram selecionados animais sadios
dos quais coletou-se e preparou-se o material (homogeneizacdo, secagem,
moagem) para posteriores andlises e validacdo. Foram realizados testes em
laboratérios diferentes e seguindo-se um rigido protocolo desenvolvido para manter
as caracteristicas originais do material quanto a composicao e cuidados para evitar
contaminagao (MAY et al., 1999). Todos os procedimentos realizados com o
preparo inicial do material, bem como as analises realizadas com intuito de
validacéo e certificacdo seguiram-se conforme descricdo em NIST (2009), contido
no Anexo B. E um material que possui caracteristicas adversas em relagdo ao
material apresentado anteriormente (MRC 8704), portanto, pequenas alteracées
foram necessarias no procedimento de analise em relacdo aquele, conforme
descri¢cao seguinte.

O MRC 1577c nao possui especificacdo granulométrica no certificado do
produto (NIST, 2009) sendo necesséria a verificacdo deste parametro, que é
indispensavel para o tipo de analise proposto (BRUKER, 2011). Foi utilizado
peneira de 325 Mesh para verificacdo de didmetro de particula, sendo que uma
aliquota foi dispensada e peneirada, uma vez que toda a amostra passou pela

peneira a amostra possui granulometria abaixo de 45 um, o material é considerado

49



propicio de utilizacdo sem a necessidade de moagem no decorrer do procedimento
experimental.

Pesou-se inicialmente a quantidade de aproximadamente 30 mg de amostra
s6lida, adicionou-se 2,5 mL de Triton™ 1% e em seguida 10 pL do padréo interno
de galio (Sigma-Aldrich). A ndo utilizacdo de Se justificou-se pelo fato de que a
identificagéo deste ultimo foi um dos objetivos da analise. A concentracao inicial de
Ga foi de 1000 mg/kg correspondendo a aproximadamente 350 mg/kg de
concentracdo na amostra, valor que permite a recuperacdo da maior parte dos
elementos passiveis de identificacdo e quantificacdo. A solucdo resultante foi
agitada e submetida a banho ultrassénico (DE LA CALLE et al.,, 2012) por um
periodo de 30 minutos. Em seguida, foi adicionado 5 pL de solucéo de silicone no
centro de cada disco de quartzo previamente limpo e posteriormente a secagem do
silicone, é finalmente dispensada 5 pL de amostra em disco.

Os discos foram secos em fluxo laminar, por um periodo de 24 horas antes
de serem irradiados para analise por TXRF. As leituras foram realizadas em

quintuplicata analitica e triplicata experimental, totalizando 15 ensaios.

3.4.3 Farinha de Ossos (Bone Meal 1486 ou MRC 1486)

O padréao sélido Bone Meal 1486 ou simplesmente (MRC 1486) constitui-se
de uma farinha de ossos, material com caracteristicas divergentes em relacédo aos
apresentados anteriormente. Como é um material de alta densidade, obteve-se,
apesar dos bons resultados na identificacdo, alguns desvios na quantificacao
elementar.

Em relacdo aos elementos constituintes, alguns estdo na ordem de
porcentagem como calcio e fésforo em contraste com os demais elementos, na
faixa de mg/kg. A granulometria especificada no certificado oficial do produto esta
na faixa de 355 um, dessa forma o material precisou ser moido com almofariz e
pistilo, até que a granulometria estivesse em indice inferior a 50 um, parametro
recomendado para andlises por TXRF. Ainda seguindo-se as especificacfes
referentes a amostra, esta teve de ser seca em estufa a 105°C por 2 horas,
conforme sugestéo de NIST (1992) contida no Anexo C e dado prosseguimento as
medicdes. Foi utilizado como padréo interno de Se para realizacao das leituras. Os
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demais procedimentos analiticos seguem conforme descrito para as amostras de
MRC 8704 e MRC 1577c. As leituras foram feitas em quintuplicata analitica e

triplicata experimental.

3.4.4 Mdasculo de Peixe Cacéo (Dogfish Muscle ou DORM-2)

O musculo de peixe Cacdo ou Dogfish Muscle (DORM-2) utilizado é um
material de referéncia certificado obtido a partir do peixe cacao (Squalus acanthias),
um tubardo da espécie elasmobranquio esqualiforme e familia Squalidae
(SULIKOWSKI et al., 2013). Este material de referéncia é destinado para utilizacao
como padrao no desenvolvimento de metodologia com intuito de andlise de animais
marinhos, bem como de materiais com um semelhante matriz conforme
exemplificado em ESPINOZA-QUINONES et al. (2010).

As analises referentes as concentracdes elementares do MRC DORM-2
foram certificadas pelo National Research Council (NRC) no Canada, por métodos
de andlise e/ou laboratérios independentes para atestar a repetibilidade (preciséo)
e exatidado do procedimento experimental (NRC, 1993), Anexo D. Possui como um
dos pontos diferenciais em relacdo aos demais padrdes utilizados ao longo deste
estudo, o fato de que as concentracbes elementares sdo consideravelmente
menores em relacdo, estando na ordem de poucos mg/kg. Desse modo, fez-se
necessario a reducao da concentracéo do padréo interno utilizado com o intuito de
recuperacao dos valores certificados.

Pesou-se inicialmente a quantia aproximada de 30 mg de amostra sélida,
adicionou-se 2,5 mL de Triton™ 1% e por Gltimo, cerca de 5 pL do padrdo interno
de Ga, sendo a utilizacdo deste justificada no fato de que amostra possui
guantidade relevante de Se. A concentracdo do Ga para este caso foi de
aproximadamente 175 mg/L, metade do valor utilizado para os demais padrdes.
Optou-se por diminuir a concentracao do padréo interno ao invés de reduzir a
massa. Também néo foi considerada a hipotese de diluicdo do padréo interno pois
acrescentaria possiveis erros referentes ao procedimento de diluicio. Como o
certificado ndo especifica a granulometria final, optou-se pela moagem da amostra
até que esta atingisse uma faixa abaixo de 50 um. O procedimento experimental

foi realizado em quintuplicata analitica e triplicata experimental.
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3.4.5 Farinha de Arroz (Rice Flour 1568a ou MRC 1568a)

Material certificado sélido, obtido a partir de matriz organica, que constitui-
se como referéncia primaria na calibracédo de equipamentos bem como na medicao
da confiabilidade de métodos analiticos como determinacdo elementar em
amostras de matriz semelhante, normalmente na area de produtos agricolas,
voltados para a alimentacdo. Com excecao do enxofre, todos os demais elementos
foram determinados originalmente utilizando ao menos duas metodologias de
andlise diferentes para fins de quantificacdo (NIST, 1995a), Anexo E.

O material de referéncia MRC 1568a originalmente possui granulometria na
faixa de 450 um, conforme informado por NIST (1995a). Como é requerida para
analise por TXRF amostras com tamanho menor que 50 pm, foi necessario a
moagem das amostras para prosseguimento experimental. O procedimento deu-se
a partir da pesagem de aproximadamente de 30 mg de amostra sélida, adicionou-
se 2,5 mL de Triton 1% e em seguida 10 pL do padrdo interno de Se, em
similaridade com MRC 8704 e MRC 1577c. Dessa forma, seguiu-se de modo similar
em relacdo a analise de outros padrdes sélidos, mostrando-se a alternativa mais
eficiente. As leituras foram realizadas em quintuplicata analitica e triplicata

experimental.

3.4.6 Folhade Tomate (Tomato Leaves 1573a ou MRC 1573a)

Este material de referéncia certificado MRC 1573a € utilizado em diversos
estudos espectrométricos (MODENES et al., 2013; DE LA CALLE et al., 2013c),
sendo parametro para comparacao, assim como demais materiais listados
anteriormente. Possui caracteristicas similares ao MRC 1568a, no entanto também
pode ser utilizado em estudos que envolvem guantidades elementares maiores em
relacdo aquele. Maiores detalhes sobre o material estdo presentes no Anexo F.

Para seguimento da analise, fez-se necessario a moagem da amostra, uma
vez que esta encontra-se com granulometria inicial de 75 pum (NIST, 1995b),
optando-se por diminuir o tamanho das particulas. Também foi realizada secagem
do material, a 60°C por 24 horas. Em seguida foi dado prosseguimento a analise,
sendo pesado 30 mg de amostra, adicionado 2,5 mL de Triton™ (1%) e 10 uL de
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padrdo interno de Se em cada tudo criogénico. Os ensaios foram realizados em
quintuplicata analitica e triplicata experimental, os demais procedimentos foram

similares ao aplicado a MRC 1568a.

3.4.7 Amostras de sedimento do coOrrego Bezerra

A técnica desenvolvida para analise de sélidos foi utilizada com o intuito de
aplicacdo a amostras reais, no presente caso de sedimento do cérrego Bezerra,
localizado em Cascavel, no oeste do estado do Parana. A metodologia de analise
para os procedimentos analiticos envolvendo o tratamento das amostras foi
baseado no procedimento realizado com MRC 8704. Na coleta e preparacao inicial
das amostras recolhidas foram utilizados conceitos de sedimentometria como por
exemplo: definicho dos pontos de coleta para monitoramento, preparacdo do
material, definicdo do material adequado, verificacdo do clima antes da coleta,
utilizacéo de técnicas de amostragem, etc, (CARVALHO et al., 2000).

Foram definidos 3 pontos de coleta ao longo do cérrego Bezerra, todos
dentro do perimetro urbano da cidade de Cascavel. O ponto 1 localiza-se préximo
do hospital Universitario do municipio, o ponto 2 préximo de trafego intenso de
veiculos e o ponto 3, logo apds despejo de efluente no rio. A localizacéo exata dos
pontos esta descrita na Tabela 3.3 e os pontos de coleta na Figura 3.4. O periodo
de coleta de amostras ocorreu entre os anos de 2012, 2013 e 2014, sendo as
coletas realizadas em regime trimestral, totalizando 12 coletas em 3 anos, ou seja

36 amostras.

Tabela 3.3 — Localizacdo dos pontos de coleta (OBREGON et al., 2014)

Ponto Latitude Longitude Altitude (m)
P1 24°58'11,79" S 53°30'05,14" W 702
P2 24°57'37,77" S 53°29'50,94" W 671
P3 24°55'22.09" S 53°30'27.72" W 634

As amostras coletadas foram inicialmente secas em estufa a temperatura de
80°C por 72 horas, depois submetidas a separacdo preliminar sendo retiradas
folhas, galhos, pedras grandes. Em seguida foi realizada a moagem do material ja
seco, utilizando um almofariz com pistilo de agata, até atingir granulometria abaixo

de 50 um ou 325 Mesh. Foram moidos cerca de 1 g de amostra (quantia que seria
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necesséria para analises de TXRF, XRD e FT-IR, por exemplo) sendo que esse
procedimento de moagem demorou cerca de 45 minutos por amostra (N=36). A

Figura 3.5 ilustra as amostras antes e depois do procedimento de moagem.

I W p " nS W0 LR

Figura 3.4 - Pontos de coleta das amostras. Superior a esqueda, ncontra-se 0 ponto 1.
Superior a direita o ponto 2, e abaixo na Figura, duas fotos do ponto 3.

Os procedimentos analiticos posteriores seguiram-se conforme realizado
com o MRC 8704, no entanto foram feitas triplicatas analiticas para cada ponto
considerado. Com os resultados dos padrbes certificados e boa resposta do
equipamento entendeu-se que podia ser realizado quantidade menor de réplicas,
pois a metodologia havia sido avaliada anteriormente. Na Figura 3.6 € possivel ver
as amostras de sedimento no disco de quartzo, dentro de capela de Fluxo laminar,

durante secagem.
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Figura 3.6 - Discos de quartzo em fluxo laminar contendo amostras de sedimento.

3.5 Anéalise Estatistica dos dados

3.5.1 Calculos e consideragdes estatisticas

Na estatistica descritiva, alguns métodos assumem grande importancia rara
analise estatistica preliminar dos dados obtidos. Dessa forma, na avaliacdo da
metodologia a partir dos MRC’s foi realizada a verificagdo dos parametros
estatisticos preliminares. Foram realizadas vérias réplicas, e calculado as médias,
o desvio-padrao, os erros e a recuperacdo em relacdo aos valores certificados. Na
analise do sedimento do cérrego Bezerra, foi realizado ANOVA e relatado a média,
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valores de maximo e minimo, o desvio-padréo e a variancia para os 11 elementos
elencados.

A variancia é uma medida de dispersédo usada na representacdo da média
do quadrado dos desvios dos elementos em relacdo a média populacional. O
desvio-padrao é uma medida de dispersdo de dados, calculado através da raiz
quadrada da variancia. Associado a média e um elevado numero de réplicas, o
valor obtido pelo desvio-padrédo apresenta a tendéncia central dos dados obtidos
com a avaliacdo, além de inferir robustez e confiabilidade aos resultados.

Em FLOOR et al. (2015) é feita uma descricdo detalhada dos calculos
necessarios a boa interpretacdo dos dados obtidos por andlises de TXRF. Sdo
realizadas medidas e analisada a incerteza nas medicfes. A metodologia para 0s
calculos nesse presente trabalho se baseou nesse caso em particular, amparado
por outras referéncias importantes especificamente na é&rea de TXRF
(FERNANDEZ-RUIZ, 2008; BRUKER, 2011).

A recuperacdo, dos valores em relacdo ao especificado pelo certificado
oficial do MRC, objetivo principal dos ensaios realizados, € dada de modo
simplificado pela Equacéo 3.3 (DOQ, 2011; FLOOR et al., 2015):

[M] £ am

[MRC] £ AMCR 3.3

R (%) =

Em que:

R (%) = Recuperacao no valor esperado em relacéo ao prescrito pelo MRC;

M = Média aritmética dos valores medidos (kg);

MRC = Valor de referéncia contido no certificado do material analisado (kg).

AM = Desvio-padréo referente a média aritmética de valores medidos (kg);

AMRC = Desvio-padréo referente ao valor de referéncia contido no certificado do

material analisado (kg);

Uma forma de avaliagédo da exatidao dos resultados obtidos faz-se por meio
da verificacdo do erro relativo (ER) obtido com o procedimento, conforme equacao
3.4 (DOQ, 2011):

MCR] 100 3.4
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Em que:
M = Média aritmética de valores medidos (kQ);

MRC = Valor de referéncia contido no certificado do material analisado (kg).

Adicionalmente, foi realizada propagacéo dos erros (PE) para andlise dos

dados referentes aos MRC’s, conforme equacéao 3.5:

PE (%) = \/(M)z + ([AMRC])2 .100 35

Em que:

M = Média aritmética de valores medidos (kQ);

MRC = Valor de referéncia contido no certificado do material analisado (kg);

AM = Desvio-padréo referente a média aritmética de valores medidos (kg);

AMRC = Desvio-padrao referente ao valor de referéncia contido no certificado do

material analisado (kg);

A concentragéo elementar obtida pode ser explicitado conforme Equacéo 3.6
que diferentemente da Equacéo 3.2, avalia adicionalmente a influéncia da diluicdo
do padrdo interno, assim como concentracdo inicial adicionada, sensibilidade
elementar do equipamento relativa ao elemento analisado e a relagdo de
intensidade (contagens) entre o elemento analisado e o padrao interno:

3.6

Em que:

C = Concentracao elementar obtida (mg/kg);

Cis = Concentracao do padréo interno (mg/kg);

r = relagédo de intensidade entre o elemento analisado e o padréo interno;
S = Sensibilidade elementar (instrumental);

DF = Fator de dilui¢ao.
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A relacdo de intensidade entre o elemento analisado e o padrdo interno é
dado conforme Equagéao 3.7:

_ Ne
r= N_ . 6Instr-6Dep 3.7
IS

Em que:

r = Relag&o entre o numero de contagens elementar (analisado) e do padrao interno
utilizado;

Ne = Numero de contagens relativas ao elemento E;

Nis = Numero de contagens relativas ao padrao interno;

Oinstr = Fator multiplicativo referente a repetibilidade instrumental com valor unitério;

Opep = Fator multiplicativo referente a repetibilidade deposicional com valor unitério.

O DF se refere ao fator diluicdo do padréo interno com relacdo a amostra
analisada e pode ser calculado pela relagéo contida na Equacao 3.8:

DF = (M) 3.8

Msmp

Em que:
msmp = Massa do analito (kg);
mis = Massa do padréo interno (kg).

As consideracfes matematicas contidas nas equacfes aqui descritas
conferem maior confiabilidade nos resultados das andlises obtidas. E possivel
ainda o calculo das incertezas a partir do desvio-padréo e diversos outros métodos
de estimativas (TAYLOR & KUYATT, 1994; DOQ, 2011; FLOOR et al., 2015). Boa
parte dos célculos matematicos preliminares foram feitos pelo software
SPECTRA7™ que acompanha o equipamento S2 PICOFOX™ da marca Bruker.

Na parte referente a aplicacdo da técnica ao sedimento do corrego bezerra,
€ utilizada estatistica multivariada de andlise no tratamento dos dados gerados.
Nesse caso em particular, é utilizada a analise fatorial (FA) combinada com analise

de componentes principais (PCA). O conceito de fatores esta associado a medicao
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do grau de correlagdo entre as originais, gerando cargas fatoriais. Estes contém,
dessa forma, ndo apenas a informacao relativa a uma variavel em particular, mas
a estimativa desta com as outras variaveis, como uma combinacao linear. Para uma
andlise eficiente ainda é necessario a identificacéo de possiveis outliers nos dados,
ou seja, valores tendenciosos que afetam os resultados (HAIR et al., 2006;
CORRAR et al., 2009; BRO & SMILDE, 2014) através do teste de normalidade.

3.5.2 Métodos e técnicas computacionais para analise

Para andlise estatistica dos dados foram usados como testes estatisticos a
analise de variancia (ANOVA) para verificacdo da variancia dos resultados gerados,
Shapiro-Wilk para teste de normalidade dos dados brutos, e as técnicas
multivariadas de andlise dos dados, de uso corrente na literatura na avaliagdo de
correlacdo entre as concentracdes elementares em amostras solidas (WIECHULA,
et al., 2006; PAULETTE, et al., 2015).

Boa parte dos calculos preliminares sao realizados pelo software
SPECTRA7™, como a concentracdo elementar, contagens, desvio-padrdo por
leitura, etc. Os dados iniciais obtidos para os MRC'’s foram tratados no Excel® e no
Origin®. Os testes de normalidade pelo método de Shapiro-Wilk como os
histogramas, a ANOVA com a estatistica descritiva preliminar e a analise
multivariada do sedimento foram procedimentos realizados utilizando o software,

Statistica® Inc.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Materiais de Referéncia certificados (MRC's)

A primeira etapa deste estudo objetivou a avaliagdo de uma metodologia
generalista em espectroscopia de fluorescéncia total de raios X na caracterizacao
de particulados solidos. Durante a avaliagcdo do procedimento, foram utilizados
padrées solidos de referéncia e certificados, sendo estes possuidores de
caracteristicas divergentes entre si, para atingir o fim generalista objetivado, e
consequente aplicabilidade da técnica. Nesse sentido, existiu a necessidade de
métodos especificos para o tratamento de amostras no prosseguimento das
analises, para evitar erros no procedimento, e conferir acuracia e precisdo nos
resultados obtidos (KARJOU, 2007). As Tabelas ao longo do presente topico,
ilustram os resultados referentes as concentracdes elementares obtidas a partir das
leituras de 6 padrdes certificados sdlidos utilizando a metodologia aferida sendo
gue réplicas foram necessarias a avaliacdo da mesma, a partir da técnica de TXRF.
A estratégia abordada na realizagdo dos procedimentos analiticos e
espectrométricos consistiu na utilizacéo de quintuplicatas analiticas e quintuplicatas
ou triplicatas experimentais e averiguacao do desvio-padréo entre as réplicas. Fato
que possibilitou a verificacdo da precisao e consequentemente da reprodutibilidade
da metodologia de andlise desenvolvida; e a comparacdo dos valores obtidos em
relacdo aqueles descritos no certificado oficial de cada material certificado, o que
infere confiabilidade na parte da acuracia analitica (TAYLOR & KUYATT, 1994).

A segunda etapa do estudo referiu-se a aplicacdo da metodologia avaliada
previamente na primeira parte do estudo, ao sedimento do cérrego Bezerra. Foi
utilizada metodologia similar ao avaliado com o padrdo sdlido certificado MRC
8704, uma vez que esta é uma matriz similar. Foram realizados procedimentos
adicionais com relacdo ao preparo dessa amostra, como coleta peridédica do
material sélido no leito do cérrego, secagem do sedimento em estufa, moagem do
particulado, nova secagem pds moagem e armazenamento. Em relacdo a avaliacdo
dos dados experimentais obtidos, foi realizada ANOVA para descricdo da
estatistica basica, e posteriormente, utilizados métodos da estatistica multivariada

PCA com FA, e Coeficiente de correlacdo de Spearman com 95% de confianca
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para atingir o fim da caracterizagdo do sedimento e consequente avaliacdo de
amostra ambiental a luz dos dados experimentais.

Foi realizado previamente uma avaliacdo do controle de qualidade
equipamentos utilizados. Para o0 S2 PICOFOX™ foi feito a verificacdo da acuracia,
constatando-se que os valores medidos estavam dentro da faixa de variagdo
permitida pelo fabricante (menos de 10% de variacdo nos valores de concentracao
quantificada utilizando os discos de teste Kraft). A perda de sensibilidade esteve
abaixo da faixa maxima recomendada (de 20%), e a correcdo de ganho manteve-
se dentro da faixa de confiabilidade do equipamento. Estando nas condi¢des
instrumentais ideais, pode-se atenuar os desvios nos valores esperados a partir

das leituras realizadas.

4.1.1 Sedimento de rio (Buffalo River 8704)

O material certificado de sedimento do rio Buffalo (MRC 8704), por ser um
material de alta densidade, apresentou sedimentacao rapida em tubo criogénico.
Esse € um detalhe importante a levar-se em conta na analise desse tipo de material,
sendo necessario depositar rapidamente a amostra no disco depois da preparacao
e agitacdo da amostra em tubo criogénico. Para atenuacao do problema, seguiu-
se procedimento envolvendo a aplicacdo da amostra ao ultrassom por 30 minutos
em todas as réplicas do material, tomando-se como base procedimentos similares
descritos na literatura (ALVAREZ-VAZQUEZ et al., 2014; DE LA CALLE et al.,
2013b) com a finalidade de homogeneizar a amostra em solucao.

Em TXRF os valores obtidos para concentracdo elementar estéo
diretamente ligados ao numero de camadas atdbmicas do elemento quimico, e
consequentemente as transicdes particulares de cada atomo. Atomos leves séo
mensurados utilizando as linhas Ka, enquanto que os elementos mais pesados sao
quantificados por linhas La. Como a energia emitida pela fonte de radiagao é fixa e
penetra menos em elementos com muitas camadas eletrénicas, ndo é possivel a
geracdo de transigoes do tipo Ka neste caso No espectro contido na Figura 4.1 &
possivel notar que a regido de 0 a 5 keV possui grande quantidade de linhas
espectrais. Isso se deve ao fato de que as linhas Ka dos elementos mais leves

possuem energia proxima as linhas La dos elementos mais pesados. Isso explica
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alguns desvios reais encontrados nos valores de concentracdo medidos para
elementos como por exemplo magnésio, aluminio, enxofre, aluminio, fésforo e

potassio.
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Figura 4.1 — Espectro de TXRF para amostra de sedimento de rio (MRC 8704).
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No espectro tipico de um TXRF S2 PICOFOX™ com tubo de molibdénio, é
possivel notar que existem 3 picos comuns a todos aqueles: do préprio molibdénio,
que esta contido no tubo pelo qual passam os raios X; de silicio, do qual &
constituido o detector; de argbnio, que esta presente no ar. Também havera nos
espectros, o pico do padrao interno que neste caso foi de selénio. Seguindo-se a
presente metodologia, foi possivel entretanto, a identificacdo de uma vasta gama
de elementos quimicos, conforme Figura 4.1. As quantificacdes com menores erros
e desvio-padréo e com valores de recuperacado mais proximos dos reais certificados
ocorreu na faixa central do espectro de raios X, com energia entre 5-15 keV. Essa
regido espectral apresenta elementos com numero atémico altos suficientemente
para atenuacdo do efeito Auger, por exemplo e menor densidade de linhas
guantificaveis, ou seja com menores quantidades de interferentes espectrais
(elementos com energias de transicao préoximas).

Foram recuperados com maior acuracia e precisao os elementos metalicos,
uma vez que estes possuem menores limites de deteccdo e pouca influéncia de
efeitos como a ejecdo de elétron Auger, concorrente com o efeito fotoelétrico
gerado como resposta. Desse modo, a recuperagao dos valores certificados com

relacdo aos obtidos estiveram na faixa de 87% a 125% para os elementos com
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concentracéo na faixa de mg/kg, e entre 90% a 104% para elementos metalicos na
faixa de porcentagem, como por exemplo, os elementos ferro, potassio, célcio e
titAnio. A excecdo importante é o aluminio (com recuperacdo média de 71%),
juntamente com magneésio e sodio (apenas identificados na amostra), que devido
ao baixo numero atdbmico, ha efeito Auger significativo e sobreposicdo da linhas Ka
desses elementos, com as linhas La dos elementos mais pesados. Com essa
metodologia de analise, os erros percentuais médios dos elementos pesados
quantificados estiveram na faixa de 5%, aumentando até 10% conforme a
diminuicdo na concentragéo dos elementos leves presentes na amostra. Na Tabela
4.1 sdo elencadas as médias dos valores calculados entre as réplicas, desvio-
padréo e recuperacao em porcentagem dos valores esperados conforme certificado
oficial do produto (NIST, 2000 ou Anexo A).

Tabela 4.1 — Valores de Referéncia pelo certificado oficial Buffalo River (MRC 8704) versus
média experimental obtida, com os parmetros estatisticos da andlise realizada

Elemento Valores de Valores medidos por Recuperacéo
Referéncia (mg/kg) TXRF (N=25) %
Fe 39700 + 1000 40180 + 2520 101 + 7
Ca 26400 + 800 24060 + 1510 91 +7
K 20000 * 410 18020 * 420 90 +3
Ti 4570 + 200 4410 + 350 96 +9
Mn 544 + 21 543 + 26 99 +6
Ba 413 + 13 4305 + 38 104+ 7
Zn 408 + 15 424 + 28 104+ 7
Pb 150 + 17 188 + 7 125 +12
Cr 122 + 4 1215 + 6 99 + 6
Al 61000 + 1800 43100 + 2300 71 + 6
Ni 429 + 4 412 + 4 96 +12
Ce 66,5 + 2 576 + 2 87+ 5

Foram quantificados com boa precisdo (menos de 10% de variacdo na
recuperacdo e baixo erro percentual) 10 elementos quimicos diferentes. O cério
com 87% de recuperagdo, possui na amostra, concentragdo muito abaixo do
padréo interno de Se (cerca de 350 mg/kg) e dos maioritarios na amostra, como
ferro, célcio e potassio, fato que ocasiona desvio nos valores em relagdo a
referéncia. No caso do chumbo, o fato deste encontra-se na mesma faixa espectral
do As (presente na amostra) influiu no resultado, justificando o valor de 125% de

recuperacédo. Para o MRC 8704, os elementos identificados foram correlacionados
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com os valores médios dos limites de deteccdo, sendo estes proporcionais a
capacidade de quantificagdo elementar do equipamento. Alguns elementos
quimicos estéo presentes no certificado do material analisado e ausentes na Tabela
4.1 por estarem a baixas concentracbes na amostra, sendo o sinal emitido
confundido com background espectral; baixo nimero atdémico (efeito Auger); por
que sao realizadas analises utilizando varias técnicas na quantificacdo de um MRC.
A Figura 4.2 ilustra o grafico da correlacao entre os valores dos limites de deteccéo
meédios quantificados nas leituras em relacdo ao numero atébmico dos elementos
identificados nas analises. E importante notar que o limite de detecgio decresce
com o aumento do numero atémico para a série K, ocorrendo processo similar aos

elementos quantificados pela série L.
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Figura 4.2 - Limite de detec¢do (em mg/kg) médio dos elementos mensurados
A partir da analise de TXRF versus nimero atémico.

Os valores encontrados para o0s elementos elencados na Tabela 4.1
atendem estatisticamente aos parametros avaliativos estabelecidos pelo INMETRO
(DOQ, 2011) em relacdo a faixa de recuperacao de valores elementares em relacao
ao certificado oficial do produto contido no Anexo A. Sendo assim, foi possivel a
avaliacdo do procedimento de analise de particulados solidos para fixar o
procedimento de caracterizacdo de amostras reais, 0 que € explicitado no topico

referente a aplicacéo da técnica.
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4.1.2 Figado Bovino (Bovine Liver 1577c)

O padréo certificado contendo Figado bovino (MRC 1577c) possui
caracteristicas distintas com relacdo ao padrdo sedimentoso, avaliado
anteriormente. E perceptivel que os padrdes de origem inorganica como por
exemplo MRC 8704, possuem o limite de detecgdo dos elementos constituintes,
maiores em relacdo a materiais de origem organica. Isso se deve em parte pelo
menor background em matrizes organica, sendo que o limite de detecg&o para um
dado elemento baseia-se nesse “fundo espectral’. Também ha menor densidade
deste ultimo, gerando facilidades analiticas como a lenta decantacdo da amostra
em solucdo, baixo efeito deposicional e melhor homogeneidade. Para o caso de
MRC 1577c, também existiram particularidades de ordem analitica. Como o0 mesmo
ndo pdde ser seco, as particulas constituintes poderiam se compactar mais
facilmente. Para atenuacédo desse tipo de dificuldade foi utilizado o Ultrassom, a fim
de dispersar melhor as particulas em solucédo e manter a homogeneidade requerida
(DE LA CALLE et al., 2012). Apesar de algumas limitagdes amostrais naturais, foi
possivel a identificacdo de elementos volateis por exemplo, de dificil mensuracao
e que poderiam se perder em processo de digestdo, comumente utilizadas em
técnicas instrumentais.

Como o presente material possuia uma pequena quantidade de Se em sua
composicao, optou-se por utilizar o elemento Ga como padréo interno (Figura 4.3).
Também é possivel notar no espectro menores background e concentracdo dos

elementos presentes na amostra.
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Figura 4.3 - Espectro de TXRF para amostra de Figado bovino (MRC 1577c).

As recuperagOes elementares obtidas a partir das leituras desse padréo
estiveram na faixa de 90% a 118% para a maioria dos elementos detectados,
dependendo do numero atdbmico, concentracdo amostral, dentre outros fatores.
Foram realizadas 15 réplicas, numero minimo recomendado de repeticbes sob
mesmas condi¢des pré-definidas para verificagdo da precisdo entre 0s ensaios
(DOQ, 2011), e o erro relativo entre as repeticoes esteve na faixa de 5% a 10%

para os elementos elencados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Valores de referéncia pelo certificado oficial Bovine Liver (MRC 1577c¢) versus
média experimental obtida, com os parAmetros estatisticos da analise realizada

Elemento Valores de Valores medidos por Recuperacgao
Referéncia (mg/kg) TXRF (N=15) %
P 11750 + 270 11479 + 902 98 + 8
K 10230 + 640 12055 + 571 118+ 8
CI* 2870 + 130 3132 + 387 109 +13
Fe 198 + 0,6 199 + 20 101 +10
Zn 181 + 1 172 + 22 95 +£13

Ca 131 + 10 151

* + 7 116 9
*Valor ndo certificado pela referéncia (NIST, 2009).

Os resultados obtidos a partir das leituras desse padrdo enfatizam a
vantagem da nao digestdo da amostra. O processo de digestdo da amostra é
potencialmente responsavel pela modificacdo da matriz, perda de elementos
volateis, possibilidade de contaminacado oriunda do reagente utilizado, maior tempo
para realizacao do procedimento, etc. O elemento cloro que possui maior incerteza

associada entre os quantificados e ndo se apresentava como um valor certificado
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pelo Anexo B (NIST, 2009), apresentou recuperacao proxima da faixa esperada e
erro relativamente baixo entre as réplicas. Tal fato sugere que existe a possibilidade
de boa recuperacdo na concentracdo de elementos volateis, com erros
consideravelmente baixos, o que ocorre para outros padroes descritos
sequencialmente. O destaque foi o fésforo, que apesar da limitagdo quantitativa da
técnica em relacdo aquele, teve recuperacdo de 98%, a exemplo do elemento

potassio, com 118% e baixo desvio-padréo.

4.1.3 Farinha de Ossos (Bone Meal 1486)

O material sélido certificado constituido de uma farinha de ossos conforme
NIST (1992) ou Anexo C, possui poucos elementos em sua composicao em relacéo
aos demais padrdes. Este apresentou, em relacdo aos outros materiais analisados,
maiores desvios e dificuldades de ordem analitica e instrumentais. Esses
problemas foram corrigidos com testes adicionais em relagdo ao que foi realizado
com os outros materiais. Primeiramente foram realizadas tentativas com moagem
e sem secagem da amostra, sendo que os valores em triplicatas, estiveram
distantes do valor real. Ainda com intuito de otimizar os resultados, foram adotados
procedimentos de aumento da massa amostral (rapida decantacdo), e
posteriormente a utilizagao do padrao interno de Ga, uma vez que existia pequena
guantidade de Se na amostra. Todas as tentativas descritas até esse ponto
conferiram erros percentuais acima de 20% e recuperacdo com desvios da ordem
de 40% a 50%. Desse modo, o procedimento padrdo, que apresentou 0s menores
erros, desvio-padrdo e maior recuperagdo envolveu além da moagem, a secagem
da amostra em estufa a 105°C por 2 horas, utilizacdo de Ga como padréo interno.

A Figura 4.4 ilustra um espectro da amostra de farinha de ossos. E possivel
notar a pequena quantidade de picos presentes. Pode-se notar ainda que existe
grande diferenca na concentracdo dos elementos maioritarios em relacdo aos
minoritarios, o que se confirma pelos dados gerados e explicitados na Tabela 4.3.
Tal diferenca n&o permite que seja realizada uma quantificagcéo precisa de todos os
elementos presentes na amostra utilizando a mesma faixa de concentragdo do

padrao interno (cerca de 350 mg/kg). Dessa forma, a presente analise teve carater
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exploratorio e com intuito de identificagdo, dado ainda a nocédo de alteracdo da
matriz ao longo dos anos, sendo este o padrao mais antigo dentre os utilizados.
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Figura 4.4 - Espectro de TXRF para amostra de Farinha de ossos (MRC 1486).

A Tabela 4.3 seguinte ilustra os elementos certificados e determinados pelo
NIST (1992) em comparagdo com as médias dos valores obtidos com a realizacéo
de 15 réplicas. Procedimentos envolvendo MRC 1486 podem ser utilizados na
calibracdo de equipamentos e posterior de 0ssos humanos, tanto no campo forense

guanto em analises de cunho biomédico.

Tabela 4.3 - Valores de referéncia pelo certificado oficial Bone Meal (MRC 1486) versus
média experimental obtida, com os par&metros estatisticos da andlise realizada

Elemento Valores de Valores medidos por Recuperacéao
Referéncia (mg/kg) TXRF (N=15) %
Ca 265800 + 2400 225670 + 6223 85 + 27
P 123000 + 1900 102770 + 2720 84 + 26
Sr 264 + 7 277 £ 77 105+ 28
Zn 147 + 16 146 + 51 99 + 36
Fe 99 + 8 98 + 7 98 + 11

WIECHULA et al., (2008) nesse sentido, avaliou a concentracdo de metais
pesados em 0ssos humanos e discutiu 0 aumento na concentracdo destes no
organismo ao longo do tempo. Também foram realizadas medidas envolvendo este
padrao elementar, sendo que 0s autores conseguiram recuperacgao variante de 95-
110% e erro relativo na faixa de até 5% para 5 elementos quimicos certificados que

foram descritos, utilizando-se a técnica AAS. Nas presentes analises realizadas,
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foram determinados simultaneamente as concentracdes de 5 elementos quimicos,
com recuperacdo na faixa de 84-105%. A vantagem da andlise de TXRF em
procedimentos similares € a rapidez nas analises e capacidade de determinacéo
simultdnea de uma vasta gama de elementos, o que é requerido em analises

forenses, por exemplo.

4.1.4 Mduasculo de Peixe Cacao (Dogfish Muscle)

Como a concentracdo dos elementos quimicos presentes nessa matriz sao
sensivelmente menores em relacdo aos materiais quantificados anteriormente
(Anexo D), optou-se por utilizar metade da concentragdo de padrdao interno
(aproximadamente 175 mg/kg, enquanto nas outras analises, cerca de 350 mg/kg).
Também foi alterado no presente caso, o padrao interno, sendo utilizado Ga. Uma
vez gque a presente amostra possui Se em concentracdo quantificavel, ndo é
recomendavel a utilizacdo deste como padrdo interno, por aumentar a incerteza
nos céalculos de concentracdo. Adicionalmente objetivou-se a quantificacdo desse
elemento na amostra apesar da baixa concentracdo em que se encontra.

Como essa matriz constitui-se basicamente de material carneo, o tratamento
analitico foi semelhante ao realizado com MRC 1577c, sendo submetido aos

mesmos procedimentos analiticos.
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Figura 4.5 - Espectro de TXRF para amostra de Musculo de Peixe Cagédo (Dogfish Muscle).
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A matriz constituida de musculo de Peixe Cacao € o unico dos materiais de
referéncia que possui certificagdo de origem diferente dos demais, sendo este
oriundo do National Research Council (NRC) no Canad4, enquanto os demais
possuem procedéncia do National institute of standards & tecnology (NIST). No
certificado oficial do produto n&o consta detalhes sobre a granulometria, foi
necessario ento, o teste deste parametro. Posteriormente foi realizada a moagem
e secagem da amostra. Os valores de recuperacao obtidos sédo apresentados na
Tabela 4.4:

Tabela 4.4 - Valores de referéncia pelo certificado oficial Dogfish Muscle versus
média experimental obtida, com os parametros estatistico da andlise realizada

Elemento Valores de Valores medidos por Recuperacéo
Referéncia (mg/kg) TXRF (N=15) %
Fe 142 + 10 132 =+ 9 93 + 10
Cr 347 = 5 33,3 + 6,5 96 + 25
Zn 255 = 2 233 = 2 92 + 13
Ni 192 + 3 135 + 2 70 £ 22
As 180 + 1 155 £ 0,2 86 £ 6
Cu 234 + 01 268 =+ 0,2 114 £10
Mn 366 = 0,3 3,75 = 0,3 102 +12
Se 14 = 0,1 147 + 0,2 105 + 15

A menor recuperagédo encontrada foi do elemento Ni, com 70%. Os demais
elementos obtiveram recuperacdo média variavel entre 86-114% e apesar da
concentracdo de todos os elementos estar na faixa de poucos mg/kg, que fez com
que o erro relativo entre as réplicas estivesse na ordem de 1-10% para maioria dos
elementos, convém ressaltar que em faixas menores de concentragcdo o efeito do
Background € maior, ocasionando desvios e que os resultados obtidos estdo
condizentes em relacdo a analises de cunho biolégico conforme apresentado pela
empresa fabricante do equipamento, exemplificado em HENDERSON &
BEAUCHAINE (2013). Os resultados foram condizentes com o esperado, sendo
possivel quantificacdo de selénio e arsénio apesar de volateis e de demais

elementos, mesmo em faixa abaixo de 100 mg/kg.
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4.1.5 Farinha de Arroz (Rice Flour 1568a)

Com o particulado MRC 1568a ou farinha de arroz ndo houve problemas
significativos com a parte envolvendo formacdo de agregados ou com perdas
significativas com tratamento prévio da amostra. Como teste foi variado a massa
de amostra, sendo que para valores maiores houve perda de informagéo e,
consequentemente, reducdo da recuperacédo. Ja para valores menores que o usual
houve perda na sensibilidade para determinacdo de alguns elementos. Variou-se
ainda a secagem da amostra e a utilizacao do padrao interno de Ga, sendo que em
ambos os casos os resultados ndo foram satisfatorios. As condigdes fixadas como
Otimas para a andlise foram semelhantes aos procedimentos com os padrdes
discutidos anteriormente, utilizando-se Se como padréo interno. A Figura 4.7 ilustra
um espectro tipico obtido com a analise desse material, enquanto a Tabela 4.5
elenca os elementos quimicos presentes no MRC 1568a tiveram recuperacéo
dentro da faixa préxima a 100% para os principais constituintes quantificaveis:
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Figura 4.6 - Espectro de TXRF para amostra de Farinha de arroz (MRC 1568a).

A recuperacao do elemento K é afetada naturalmente devido a influéncia do
efeito Auger. Entretanto, como as concentragbes dos demais elementos sé&o
consideravelmente baixas, houve bons resultados quantitativos. Para os demais
elementos, a baixa concentragéo fez com que a recuperacgao fosse sensivelmente

prejudicada.
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Tabela 4.5 - Valores de referéncia pelo certificado oficial Rice Flour (1568a) versus
média experimental obtida, com os pardmetros estatistico da andlise realizada

Elemento Valores de Valores medidos por Recuperacéo
Referéncia (mg/kg) TXRF (N=15) %
K 1280 + 8 1159 + 33 90 + 3
Cl* 300 220 + 7 73 £ 4
Ca 118 + 6 122 + 6 104+ 7
Mn 20 + 1,6 22 + 1.2 109 +10
Zn 194 + 05 173 + 0,6 89 +4
Rb 6,14 = 0,1 480 + 0,3 78 7
Br* 8 7 = 03 87 +5
Cu 24 + 0,3 30 £ 0.2 123 +15

*Valores néo certificados pela referéncia (NIST, 1995a).

Foi possivel ainda a determinagéo de elementos que possuem naturalmente
alta incerteza associada em quantificacdes espectrométricas, como os halogénios
Cl e Br. Houve a quantificacdo de elementos metalicos com baixa concentracéo
como Mn, Zn, Rb, e Cu. O erro relativo entre as réplicas esteve na faixa de 3-8% e

a propagacéao de erros gerou valores da ordem de 3-15% na recuperagao.

4.1.6 Folhade Tomate (Tomato Leaves 1573a)

O material constituido por folhas de tomate, ou MRC 1573a, possui matriz
semelhante ao MRC 1568a, sendo que no caso presente os resultados analiticos
foram sensivelmente melhores. Em relacdo a identificacdo e quantificacdo de
elementos quimicos descritos no certificado oficial, uma vez que neste os
elementos quimicos constituintes estéo distribuidos em maior concentracao. Foram
menores 0s erros, maior a quantidade de elementos quantificados e a recuperacao
foi mais proxima dos valores de referéncia. Seguiram-se, experimentalmente, 0s
mesmos passos para ambos os padrdes certificados. A Figura 4.8 ilustra o espectro
XRF obtido com a leitura do MRC 1573a.

A granulometria inicial do produto ndo se encontrava na faixa necessaria
para preparacdo da amostra, sendo assim optou-se por moagem seguida de
secagem da amostra antes do prosseguimento analitico. A secagem foi a baixa
temperatura (60°C, 24 horas), pois havia interesse na quantificacdo dos elementos
guimicos volateis e os nao certificados pelo NIST, fato que foi evidenciado na

pratica. Os limites de detecc¢éo alcancados foram menores em relagéo a este ultimo
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e apresentaram-se de modo menos influente nos resultados finais, uma vez que a
concentragdo média dos elementos presentes nesse material estdo em faixa
proxima da concentracdo do padréo interno. Na Tabela 4.6 estdo elencados o

resultado experimental obtido a partir das leituras.
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Figura 4.7 - Espectro de TXRF para amostra de Folha de tomate (MRC 1573a).

Tabela 4.6 - Valores de referéncia pelo certificado oficial Tomato Leaves (1573a)
versus média experimental obtida, com os parametros estatistico da andlise realizada

Elemento Valores de Valores medidos por Recuperacéo
Referéncia (mg/kg) TXRF (N=15) %
Ca 50500 + 900 47925 + 1710 95 + 4
K 27000 *= 500 29325 + 340 108 + 2
S* 9600 9468 + 155 99 + 2
Cl* 6600 6606 + 214 100 + 3
P 2160 = 40 2341 + 61 108 + 3
Br* 1300 1378 * 53 106 + 4
Sr* 85 885 + 3 104 + 3
Fe 368 + 7 439 + 30 119 + 7
Mn 246 + 8 254 + 75 103 + 4
Zn 309 + 0,7 370 + 172 120 + 4

*Valores ndo certificados pela referéncia (NIST, 1995b).

O erro relativo entre as réplicas esteve entre 1-7%, a propagacao dos erros
gerou valores na ordem de 2-7%, e a recuperagdo dos elementos averiguados
esteve proxima a 100%, com excecao de Fe e Zn, que tiveram desvios ligeiramente
maiores. Houve a quantificacdo com boa margem de precisao para elementos em
que a referéncia ndo certificou a concentracéo, como S, Cl, Br e Sr. Os maioritarios

Ca e K da amostra obtiveram recuperacao proxima do valor esperado. Com as 15
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réplicas realizadas, notou-se que todos os valores obtidos estiveram préximos entre
si, evidenciando a possibilidade de utilizacdo desse padrao na aplicagdo da técnica

TXRF para anélise de plantas.

4.1.7 Conclusdes referentes a aplicabilidade

Os padrdes de origem inorganica como por exemplo MRC 8704, possuem o
limite de deteccdo médio dos elementos constituintes maiores em relagdo aos
materiais de origem orgéanica/bioldgica. Isso se deve em parte pelo menor
background gerado por espectros de matrizes de origem organica, sendo que o
limite de deteccado para um dado elemento baseia-se nesse “fundo espectral”. Outro
fato importante de mencionar é que em TXRF, quanto menor for a quantidade de
analito (concentracao do elemento E| na amostra), mais dificil se torna diferenciar
o pico das flutuacdes do préprio fundo. Isto explica alguns dos desvios em relacdo
aos valores de referéncia prescritos na literatura.

A Figura 4.8 ilustra a diferenca entre os limites de deteccéo obtidos para os
mesmos elementos nas matrizes de sedimento de rio (Buffalo River 8704, natureza
inorganica) e masculo de Peixe Cacéo (Dogfish Muscle, matriz organica). E ainda
importante notar que em andlises de amostras liquidas, por exemplo, o background
€ sensivelmente menor, 0 que possibilita menores limites de detec¢do e maior
capacidade de quantificacdo desse tipo de amostras. Isto ocorre por causa do
tamanho de particulas menores em analises de liquidos, permitindo maior eficiéncia
do processo de irradiacdo. Entretanto, a metodologia de analise por TXRF aplicada
a analise de soélidos mostrou-se precisa para uma vasta gama de elementos
quimicos e viavel em procedimentos rotineiros. Também foi possivel a
quantificacdo/recuperacdo de varios elementos volateis, tais como ClI, Br, As, Se.
Por ser uma técnica nao-destrutiva (ndo foi realizada digestao preliminar de
nenhuma das matrizes MRC), ndo houve perdas significativas de analito ou erros

de diluicdo associados.
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Figura 4.8 — Comparagéo entre valores do limite de detec¢do médio para as matrizes
De sedimento de rio (inorgénico) e musculo de Peixe Cacao (organico).

Foram feitos testes envolvendo aumento da massa utilizada, sendo que esta
mostrou-se altamente ineficaz, pela decantacdo de particulado solido em solucao.
Ja a influéncia da secagem € um recurso que deve ser tomado com cautela, pois
se for utilizada temperatura demasiadamente alta havera perdas devido a esse
recurso. A variacdo da concentracdo do padrdo interno é também interessante.
Quando o interesse do estudo sao os elementos majoritarios na amostra, estando
esses em grande concentracao, € interessante utilizar uma concentragcdo maior de
padrdo interno compativel com as concentracdes dos elementos mensuraveis. Se
o foco da avaliacao for os elementos minoritarios, na ordem de poucos mg/kg, é
recomendavel utilizar concentracdo menor do padrao interno na solugéo, também
com concentracdo similar aqueles. Nao € analiticamente interessante entretanto
diminuir muito a concentracdo de padrdo interno, pois isto aumenta a incerteza
associada as medidas. E ainda importante o conhecimento prévio das condi¢ées
da amostra, bem como dos possiveis elementos constituintes desta, conforme
relatado na literatura (SKOOG et al., 2005). Obtendo-se os dados referentes a
amostra passivel de andlise em TXRF, convém néo utilizar padrdo interno de
elemento que esteja contido na mesma, pois isso também acarretaria um aumento

da incerteza nas medidas realizadas.
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4.2 Andlise de sedimento do corrego Bezerra

4.2.1 Caracteristica dos pontos de coleta

A aplicacdo da técnica espectrométrica TXRF foi adicionada na justificativa de
desenvolvimento e afericdo da mesma. Foram definidos 3 pontos de coleta de
amostras retiradas do coérrego Bezerra, no perimetro urbano da cidade de
Cascavel, Parana. As coletas foram realizadas trimestralmente entre margco de
2012 a dezembro de 2014. Ao longo dos 3 anos, foram coletadas amostras de
sedimentos nos 3 pontos prescritos conforme metodologia, totalizando 12 coletas
e concomitantemente 36 amostras consideradas no tratamento dos dados. O
estudo foi realizado em triplicatas para cada amostra.

4.2.2 Anélises estatisticas realizadas

Foram calculadas médias entre as 3 réplicas amostrais geradas a partir das
leituras. A Figura 4.9 ilustra o espectro tipico para as leituras realizadas. Nota-se a
semelhanca entre este e o espetro de MRC 8704, apesar das diferentes
concentracfes elementares entre este e aquele. Foi utilizado como padréo interno
Se. Os valores médios gerais das analises contendo a concentracdo médias ao
longo dos pontos, os valores maximos e minimos, variancia e desvio-padrdo sédo
apresentados na Tabela 4.7. As coletas nesta foram distribuidas trimestralmente
de C1 (mar¢o/2012) a C12 (dezembro/2014). Os resultados das analises realizadas
com a média das concentracfes para cada elemento quimico bem como o desvio-
padrdo sdo apresentados conforme Tabela 4.8. Os elementos maioritarios Fe, Al e
Ti sdo mostrados em porcentagem, enquanto os demais na ordem de mg/kg.
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Figura 4.9 - Espectro de TXRF para amostra de sedimento do cOrrego Bezerra.

Tabela 4.7 — Estatistica descritiva relativa aos dados gerais obtidos
Elemento Média (N=36) Minimo Maximo Variancia Desvio-Padréo

Al (%) 4,33 1,34 8,98 2 1,6
K (mg/kg) 1106 429 2144 146925 383
Ca (mg/kg) 3771,5 1946 7448 1430080 1196

Ti (%) 2,01 0,96 4,9 1 0,76
Cr (mg/kg) 116 64 249 1585 39,8
Mn (mg/kg) 784 429 1523 55208 235

Fe (%) 9,9 6,5 18,1 5 2,2
Ni (mg/kg) 29,8 18 46 37 6,1
Cu (mg/kg) 324 151 703 17816 133,5
Zn (mg/kg) 154 87 349 3433 58,6
Pb (mg/kg) 188 103 344 2384 48,8

Uma vez que foram realizadas 36 leituras de 3 pontos e 12 coletas diferentes
ao longo de 3 anos, e ainda considerando o fato de que o ciclo hidrolégico influi na
composic¢do do sedimento e consequentemente dos elementos no meio, era de se
esperar valores altos relativos a variancia. Entretanto, as médias dos valores
medidos referentes a concentracdo dos elementos quimicos maioritarios como
aluminio, ferro e titAnio presentes nas amostras estdo em ordem de grandeza
condizente com o explicitado pela literatura referente ao solo do estado do Parana
(PARANA, 2005). Esse fato sugere a ideia de que parte das concentragdes dos
elementos é devido ao solo circundante, ou seja, arrastado ao longo do cérrego
pelas chuvas, através do processo de erosao fluviométrica, intensificada com a

perda da mata ciliar do rio. O estudo realizado pelo MINEROPAR, descrito em
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PARANA (2005) coletou informacdo de varios pontos ao longo do estado, para
determinacao das concentracdes elementares de cada regido do mesmo.

O solo da regiao oeste do Parana possui naturalmente concentracao elevada
de varios metais, em especial de ferro, aluminio, titdnio e calcio, sendo estes
elementos maioritarios nas amostras coletadas e de metais pesados como cromo
e chumbo. A alta variabilidade dos dados coletados apresentados na Tabela 4.7,
ou seja, entre as concentracdes maximas e minimas para cada elemento, justifica-
se pela diferenca entre os pontos e de possiveis fontes de contaminagdo no
percurso hidrico do corrego, e também pelo fato de que o sedimento é carregado
em periodos de chuva, modificando o material entre as coletas. A Figura 4.10 ilustra
o grafico ilustrando o a precipitacdo média nos meses em que foram realizadas as
coletas de sedimento. A Tabela 4.8 demonstra os valores das concentracées dos
elementos monitorados. E importante notar que a concentracdo dos elementos
chumbo, cromo, cobre e zinco estdo acima do valor de prevengdo (CONAMA,
2012).
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Figura 4.10 — indice de precipitacéo pluviométrica na cidade de Cascavel nos
Meses de coleta. Fonte dos dados: SIMEPAR.
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Tabela 4.8 - Média das concentracdes elementares e desvio-padrao obtidos ao longo de 3 pontos do cérrego Bezerra.
Foram realizadas 12 coletas trimestrais ao longo de 3 anos

2012 2013 2014
ELEMENTO c1 c2 c3 c4 C5 C6 c7 cs Cc9 C10 ci1 c12
Al (%) 262 + 001 | 537 + 057|540 = 01 | 593 + 02 | 503 = 01| 435 + 02 | 432 + 02 | 421 + 02 | 25 + 03 | 668 = 02 | 679 * 02 | 51 * 03
K (mg/kg) |1968 + 1135 | 429 + 123 | 1529 + 218 | 603 + 129 | 830 + 102| 1081 + 55 | 1015 + 75 | 859 + 64 |1209 = 37 | 722 + 67 |1340 + 83 |1339 + 31
Ca(mglkg) | 4023 + 55 | 2046 + 157 | 5381 + 468 | 1946 + 141 | 2325 + 1907|3364 + 10 | 3147 + 71 | 4030 + 277 | 3991 + 345 | 2078 + 20 |4073 + 344 | 4848 + 153
Ti (%) 149 + 003 | 197 + 002| 152 + 002| 1,80 + 01 | 158 + 01 | 1,36 + 004 | 154 + 006| 224 + 01 | 227 + 009| 1,78 + 01 | 1,86 + 003| 1,63 + 0,06
Cr (mg/kg) 84 + 6 111 + 6 85 + 3 90 + 2 93 + 35| 115 + 5 9 + 5 102 + 3 116 + 10 | 103 + 4 134 = 6 99 + 10
Mn(mg/kg) | 598 + 5 612 + 61 | 784 + 39 | 564 + 38 | 472 + 35 | 519 + 34 | 542 + 43 | 669 + 27 | 773 + 35 | 514 21 732 £ 24 | 725 + 10
Fe (%) 69 £ 01 | 114 + 06 | 923 + 06 | 944 = 01 | 746 + 03| 832 + 06 | 7,77 + 02 | 991 + 04 | 103 = 09 | 918 = 04 | 826 * 008| 978 + 06
Ni (mg/kg) 22 £ 6 46 + 2 28 + 1 34 + 1 30 + 02| 29 % 2 28 + 006| 39 + 2 25 + 1 2 + 2 42 + 08 | 28 % 2
Cu(mgkg) | 213 + 4 521 + 37 | 703 + 198 | 441 + 16 | 255 + 4 217 + 12 | 222 £ 7 326 + 19 | 313 + 18 | 278 + 21 346 + 3 207 + 15
Zn(mg/kg) | 213 = 20 249 + 10 | 309 £ 70 | 139 + 9 128 + 5 111 + 9 108 + 2 166 + 7 138 + 9 123 + 6 170 + 2 119 + 9
Pb(mg/kg) | 103 + 75 215 + 32 | 211 + 17 | 215 + 15 | 154 + 5 175 + 15 | 133 + 3 249 + 8 150 + 37 | 202 + 13 201 + 8 170 + 16
Al (%) 314 + 01 |432 + 03 | 472 + 02 | 898 + 02 | 224 + 02| 38 + 01 | 395 + 03 | 242 + 004| 286 + 01 | 302 + 04 | 458 + 006| 556 * 0,3
K (mg/kg) | 1114 + 35 713 + 53 | 1312 + 73 | 927 + 104 | 1354 + 175| 1112 + 141 | 1013 + 118 | 1026 + 48 | 1223 + 54 |2144 + 168 | 1016 + 14 | 1756 + 79
Ca(mg/kg) | 3147 + 96 | 2984 + 245 | 4908 + 413 | 2660 + 36 | 4835 + 277| 2864 + 131 | 4929 + 380 | 4720 + 438 | 3361 + 188 | 7448 + 1411|3022 + 118 | 3760 =+ 467
Ti (%) 222 £ 01 | 194 + 01 | 220 + 003 22 + 005| 1,39 + 01| 1,16 + 007| 207 + 01 | 344 + 01 | 09 =+ 004| 1,22 + 01 | 144 + 01 | 158 + 01
Cr(mgikg) | 111 + 10 9 + 5 111 + 9 127 + 1 77 + 3 89 + 15 | 102 + 07 | 127 + 10 64 + 6 75+ 4 9% + 8 % + 6
Mn(mg/kg) | 968 + 79 715 + 53 | 979 + 25 | 795 + 31 | 686 * 4 922 + 53 | 1035 + 90 | 1056 * 117 | 768 + 28 |1126 + 43 606 + 14 | 1070 + 68
Fe (%) 98 + 04 | 946 + 05 | 104 * 02 12 + 008| 764 + 02 8 + 04 | 107 + 05 14 + 02 | 65 + 01 | 954 + 04 |88 + 02 | 963 + 03
Ni (mg/kg) 23 + 1 27 + 2 27 + 05 36 + 2 20 + 07| 23 % 2 30 + 1 30 + 2 18 = 1 27 + 2 26 + 02 | 29 1
Cu(mglkg) | 297 + 24 281 + 16 | 691 + 107 | 290 + 12 | 197 + 9 189 + 10 | 277 + 13 | 403 + 32 | 151 =+ 3 228 + 4 21 + 5 262 + 13
Zn(mg/kg) | 137 + 7 142 + 6 349 + 35 | 150 * 2 97 + 07| 9 =+ 4 136 + 6 181 + 12 87 + 0 115 + 11 108 + 2 125 + 11
Pb(mgkg) | 136 + 11 113 + 13 | 191 + 12 | 214 + 12 | 126 + 16 | 152 + 15 | 219 + 9 214 + 7 113 + 7 158 + 40 168 + 10 | 164 * 3
Al (%) 455 + 02 | 577 + 006| 454 + 02 | 578 + 03 | 223 + 01| 515 + 02 | 1,34 + 01 | 404 + 03 | 454 + 02 | 221 + 02 | 515 + 01 | 257 * 02
K (mg/kg) | 1278 + 50 923 + 22 | 1033 + 85 |1265 + 85 | 1295 + 33 | 707 + 2 98 + 35 | 683 + 23 |1708 + 103 | 750 + 99 574 + 98 | 1007 * 77
Ca(mglkg) | 3808 + 270 | 2768 + 277 | 3309 + 16 |3092 + 220 | 5397 + 255| 2342 + 123 | 4708 + 220 | 2966 + 318 | 4105 + 137 [ 3469 + 86 |5768 + 61 | 4153 + 140
Ti (%) 263 + 03 23 + 009| 18 + 00L| 17 + 005| 1,89 + 02| 139 + 74 | 291 + 03 | 256 + 008| 144 + 009| 2,78 + 0,2 49 + 05 | 334 = 02
Cr(mg/kg) | 165 + 17 108 + 1 9% + 07 | 112 + 7 212 + 4 108 + 1 163 + 8 137 + 34 8l + 4 143 + 20 249 + 6 204 + 6
Mn(mg/kg) | 878 + 68 570 + 62 | 598 + 13 | 659 + 55 | 871 + 50 | 429 + 4 [ 1101 + 80 | 921 + 68 | 540 * 8 871 + 19 |1523 + 73 |1023 + 47
Fe (%) 12 + 07 | 763 = 03 | 983 = 16 10 + 06 | 977 + 03 8 + 07 | 124 + 08 | 11,3 + 08 | 789 + 06 | 114 + 02 | 181 + 15 | 132 + 07
Ni (mg/kg) 30 + 06 37 + 05 27 + 01 33 + 2 24 + 05| 31 % 2 29 + 2 34 + 07 26 + 01 | 31 + 4 34 2 29 & 1
Cu(mglkg) | 343 = 30 277 + 15 | 434 + 24 | 286 + 29 | 276 * 6 202 + 007| 385 + 16 | 336 + 33 | 217 + 6 353 + 57 606 + 22 | 415 + 24
Zn(mglkg) | 159 + 3 134 + 6 244 + 10 | 133 + 9 117 + 3 98 + 07 | 167 = 5 139 + 13 | 123 = 5 138 + 11 229 + 1 167 + 5
Pb(mgkg) | 187 + 26 142 + 7 225 + 5 208 + 14 | 178 + 12 | 188 + 07 | 245 + 34 | 255 + 14 | 187 + 12 | 227 + 0 344 = 41 | 244 x 21
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4.2.3 Resolugdes Ambientais

As resolucdes ambientais que regem sobre o meio ambiente no Brasil sdo
elaboradas pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), que € um 6rgéo
consultivo e deliberativo do Sistema Nacional do Meio Ambiente-SISNAMA,
instituido pela Lei 6.938/81, que dispde sobre a Politica Nacional do Meio Ambiente,
regulamentada pelo Decreto 99.274/90 (CONAMA, 2012). Esse conselho é
responsavel pela elaboracao de resolucdes, mocgdes, recomendacdes, proposicoes
e decisdes, referentes ao meio ambiente. Dessa forma, o CONAMA delibera sobre
temas ambientais, em concordancia com outros 6rgdos como por exemplo o
Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA),
visando o cumprimento dos objetivos da Politica Nacional de Meio Ambiente, sendo
0 conteudo das reunides realizadas, abertas a toda a sociedade.

As resolucdes consideravelmente importantes para a problematica
ambiental no coérrego bezerra abordadas nesse estudo sdo: 357/2005 que rege
sobre aguas subterrdneas e para consumo; 375/2006 referente aos limites
maximos na concentracdo de elementos toxicos em lodos de esgoto e 420/2009
relativa aos limites nas concentracdes elementares para qualidade dos solos nos
ambientes de atividade agricola, residencial e industrial.

A resolucéo n° 420/2009 estabelece os valores do solo quanto a presenca
de substancias quimicas e as diretrizes para o gerenciamento ambiental de areas
contaminadas por essas substancias em decorréncia de atividades antrdpicas
(CONAMA, 2012). A Tabela 4.9 elenca os valores e os parametros norteadores
referentes para comparacdo entre as concentracdes elementares ideais ou Valor
de Referéncia de Qualidade (VRQ), Valor de Prevencéao (VP), Valor de Intervencéo
(VI). No caso de VRQ, a definicdo dos valores é realizada pelo estado da federacéao,
sendo nessa tabela utilizado valores definidos pela Companhia Ambiental do
Estado de Sao Paulo (CETESB).

Dos valores descritos no presente estudo na lista de elementos elencados
na Tabela 4.9, destacam-se os elementos chumbo, cromo, cobre e zinco com
concentracdo média acima do VP e o elemento niquel possui concentracdo meédia
proxima, mas também merece atencdo, uma vez que 0s valores maximos deste

7z

ultrapassam o limite de prevengdo. Também é importante notar que os valores
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maximos para as concentra¢cdes de chumbo e cromo ultrapassam o limite de
intervencado agricola, ou seja, é necessario monitoramento da area para estudos

mais abrangentes.

Tabela 4.9 — Valores orientadores para concentracdo elementar em solos e 4gua subterranea

Solo (mg kg™ peso seco)
Agua
a ’u'alo:' d'? Valor de Valor de Intervengio Subterrénea
Substancia CAS N2 Refer_e ncia Prevencio (V1) (ngL?)
Qualidade

(VRQ) (VP) Agricola |Residencial  Industrial Vi
INORGANICOS
Antiménio ! 7440-36-0  <0,5 2 5 10 25 5
Arsénio ™ 7440-38-2 35 15 35 55 150 10
Bério 7440-39-3 75 120 500 1300 7300 700
Boro 7440-42-8 - - - - - 2400
Cadmio 7440-43-9  <0,5 1,3 3,6 14 160 5
Chumbo 7439-92-1 17 72 150 240 4400 10
Cobalto ¥ 7440-48-4 13 25 35 65 90 70
Cobre 7440-50-8 35 60 760 2100 10000 2000
Cromio total 7440-47-3 40 75 150 300 400 50
Crémio hexavalente 1854;_29_ - - 0,4 3,2 10 -
Mercdrio 7439976 0,05 0,5 1,2 0,9 7 1
Molibdénio 7439-98-7 <4 5 11 29 180 30
Niquel ¥ 7440-02-0 13 30 190 480 3800 70
Nitrato (como N) 1479&‘7 e - - - - - 10000
Prata 7440-22-4 0,25 2 25 50 100 50
Selénio 7782-49-2 0,25 1,2 24 81 640 10
Zinco 7440-66-6 60 86 1900 7000 10000 @ 1800

(12) Mantidos os valores orientadores da resolucdo 420/2009 do CONAMA.
Fonte: CETESB, 2014; CONAMA, 2012.

424 Anélise multivariada dos dados

Adicionalmente, convencionou-se utilizar métodos da estatistica multivariada
de dados para analise dos resultados obtidos. Para o tratamento dos dados
experimentais foi realizada uma transformacao logaritmica, a fim de melhorar a
correlacdo entre as variaveis e correcdo da ndo normalidade (HAIR et al., 2006),
constatada para alguns elementos (variaveis) no conjunto de dados e verificada por
meio do teste de Shapiro-Wilk, com intervalo de confianga de 95%. Com isso, foi
possivel a correcéo de outliers, ou seja, pontos tendenciosos entre os dados gerais

0 que pode ser verificado na Figura 4.11, apds a transformacdo logaritmica.

81



Posteriormente, foi realizada a Analise de Componentes Principais (Principal
Component Analysis ou PCA) e Coeficiente de Correlacdo de Spearman com 95%
de confianca.

A explicacao para correlacdo entre as variaveis interdependentes presentes
em uma amostra € dado por fatores. Dos 11 fatores gerados (um para cada 11
elementos analisados) apenas os fatores 1 e 2 carregam cerca de 70% da
informacéao referente a variabilidade dos dados. Sendo utilizados, portanto, estes
dois como parametro de representatividade do método multivariado. A Figura 4.11
ilustra a distribuicdo dos dados, demostrando que estes seguem uma distribuicdo
nao tendenciosa a luz dos fatores 1 e 2. Nota-se que utilizando-se apenas os dois
primeiros fatores gerados é possivel explicar estatisticamente 70% da variabilidade
dos dados. A Figura 4.12 ilustra a porcentagem de informacéo carregada por cada

fator em relacéo a variavel interdependente avaliada, representada por autovalores.
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Figura 4.11 — Distribuicdo dos dados em relacdo aos Fatores 1 e 2.

Foi utilizado na interpretacdo dos dados gerados a partir da estatistica
multivariada a definicdo do nivel de significancia da analise segundo a definicdo de
SCHMIDT (1975). Assim, formalmente o coeficiente de correlagdo pode ser
classificado em cinco categorias: desprezivel (0,00 a 0,29); baixo (0,30 a 0,49);
moderado (0,50 a 0,79); alto (0,80 a 0,99) e perfeito (1,00). Como os fatores 1 e 2
foram considerados para explicacdo da PCA, tem-se na Tabela 4.10 a matriz de
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correlagcado contendo os valores dos coeficientes da PCA para cada elemento

quimico.
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Figura 4.12 — Variancia total (em %) em rela¢cédo aos fatores gerados.
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Todos os valores significativos dos coeficientes gerados para a variabilidade

dos elementos avaliados encontraram-se nos fatores 1 e 2. Os valores positivos

implicam em variagéo positiva (aumento na concentragao) ao longo dos pontos. Os

valores negativos indicam que existe uma correlacao inversamente proporcional da

influéncia do fator em relacéo a concentracéo do elemento ao longo dos pontos, ou

seja, diminuicdo da concentracao elementar.

Tabela 4.10 - Matriz de correlacdo

Elementos Fator1 Fator 2

Al
K
Ca
Ti
Cr
Mn
Fe
Ni
Cu
Zn
Pb

-0,02
0,44
-0,20
-0,90
-0,79
-0,56
-0,92
-0,55
-0,83
-0,65
-0,02

-0,73
0,66
0,86
0,09
0,12
0,67
0,15
-0,68
-0,06
0,02
-0,73
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As Figura 4.13 e 4.14 ilustram a variacao elementar ao longo dos pontos 1,
2 e 3 levando-se em consideracao os fatores 1 e 2 respectivamente. Isso implica
na variabilidade elementar, avaliada a luz dos pontos de coleta, que apresentavam

caracteristicas fisico-quimicas divergentes entre si.
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Figura 4.13 - Representac¢do da variacdo entre os 3 pontos de coletas
Em relacéo ao fator 1.
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Figura 4.14 — Representacao da variacdo entre os 3 pontos de coletas
Em relacéo ao fator 2.

Para os elementos que possuem coeficientes com ndmeros positivos
(conforme Tabela 4.10), ha variacdo positiva ao longo dos pontos (aumento na
concentracdo elementar). Quando os coeficientes apresentados sado negativos,

significa uma diminuicdo na concentracdo elementar ao longo dos pontos e
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comportamento diretamente inverso em relacdo ao padrdo apresentado nas
Figuras 4.13 e 4.14, em termos de concentracao. Os elementos destacados no fator
1 da Tabela 4.10 seguem conforme descrito na Figura 4.13 e os destacados no
fator 2 variam conforme predito na Figura 4.14. Apesar da grande variabilidade dos
dados apresentados (foram resultados de leituras obtidas de pontos divergentes ao
longo de 3 anos), pode-se afirmar que existe uma tendéncia sensivel no decréscimo
meédio nas concentracfes elementares do ponto 1 em relacdo ao ponto 2 e grande
aumento do ponto 2 ao ponto 3 para os elementos TI, Fe, Cr, Zn e Cu. Do ponto 2
ao ponto 3 para os elementos correlacionados com o fator 2 houve aumento na
concentracdo de Pb e de Ni. A Tabela 4.11 mostra que nao houve variacao
significativa entre os valores das coletas, apenas entre 0s pontos, por iSso nao sera

realizado estudo referente a variacdo entre as coletas.

Tabela 4.11 - Andlise de influéncia do Fator em relacdo aos pontos e as coletas

Fator Efeito SQ GL QM F P
1 Pontos 5,22 2 261 3,50 0,04
1 Coletas 13,34 11 1,21 1,62 0,16
1 Erro 16,44 22 0,75
2 Pontos 6,34 2 3,17 4,84 0,02
2 Coletas 14,25 11 1,30 1,98 0,08
2 Erro 14,41 22 0,65

A Tabela 4.12 enfatiza as correlacfes entre os elementos quimicos, ou seja
o grau de interacdo entre os elementos, utilizando-se o coeficiente de Spearman

com 95% de nivel de confianca:

Tabela 4.12 - Coeficientes de correlagdo de Spearman significativos a um nivel de confianga de
95% para os elementos quimicos contidos no sedimento (N=36)

Elemento Al K Ca Ti Cr Mn Fe Ni Cu Zn Pb
Al 1,00
K 1,00
Ca -0,46 0,61 1,00
Ti -0,42 1,00
Cr -0,32 0,81 1,00
Mn -0,36 0,64 053 047 1,00
Fe -0,36 0,86 0,75 068 1,00
Ni 0,56 -0,56 -0,35 0,41 0,33 0,38 1,00
Cu -0,32 065 047 037 066 044 1,00
Zn 0,48 046 030 0,88 1,00
Pb -0,43 064 062 033 075 061 065 042 1,00
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Os elementos com forte correlagdo nesta andlise variam sensivelmente
dentro dos mesmos fatores conforme apresentados anteriormente. Todas as
correlagbes moderadas ou altas variam positivamente, ou seja 0 incremento na
concentracdo do dado elemento esta relacionado com o0 aumento na concentracao
do outro elemento com o qual se relaciona. As correlagdes altas deram-se entre
Cu-Zn e Ti-Fe e Ti-Cr, o que sugere a hipétese de que possuem mesma origem.
As rochas igneas na Formacdo da Serra geral da regido, possui altas
concentracfes de Ti e Cr, e 0 solo da regido oeste do estado do Parana possui
altas concentracdes de Fe, o que explica em termos naturais as altas correlagbes
entre esses elementos, e adicionalmente, tanto o cobre quanto zinco possuem
origem similar. O fendmeno de intemperismo € um fator relevante nesse sentido.
As altas correlacdes devem-se, normalmente as rochas-mée formadoras do solo
na regido. No entanto, h& necessidade de monitoramento das correlagdes entre Ti-
Cr e Cu-Zn, independentemente da origem, pois 0s elementos cromo e cobre
apresentam concentracdes altas. A composicao esperada do sedimento oriundo do
corrego Bezerra é semelhante a do solo, uma vez que as chuvas sao responsaveis
pelo eroséo e deposi¢céo de solo no curso do rio.

Estudos apresentados em PARANA (2005), realizados pelo MINEROPAR,
enfatizam que diversos fendbmenos adicionais além do intemperismo e do efeito das
chuvas, sdo responsaveis pela modificacdo da caracteristica elementar de um
determinado solo. Os fenbmenos resultantes de pedogénese na lixiviacao,
migracdo e dispersédo dos elementos no solo. Ha ainda uma heranca geoquimica
oriunda das rochas formadoras de determinada regido. Dessa maneira, 0S
processos naturais que ocorrem no solo influenciam diretamente a composicao dos
sedimentos dos corpos hidricos. Dos elementos elencados no estudo, destaca-se
ainda que no estado do Parana em regi6es com predominéncia de ocupacao
humana ha valores elevados na concentragcdo de chumbo, mercurio, arsénio e
titAnio. Segundo os autores, ha elevada concentracdo de arsénio na regido de
Cascavel, inclusive. E importante frisar que o presente estudo apresenta valores
altos para concentracdo de cromo, chumbo, zinco e cobre, coincidindo com as
observacdes referentes ao solo da regido, dados pelo MINEROPAR. Como no caso
do sedimento, este esta em contato direto com a agua, sdo necessarios estudos
adicionais e posteriormente a aplicacdo de propostas para recuperagao e

conservacao da localidade.
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5 CONCLUSAO

A andlise dos padrdes sdlidos certificados por TXRF, a fim de aferir
metodologia confidvel generalista para utilizacdo de tal método espectrométrico,
gerou dados que confirmaram a aplicabilidade da mesma para diversos tipos de
materiais. Apos realizados varios testes de parametros operacionais e réplicas,
pode-se avaliar os resultados obtidos utilizando-se o conceito de recuperacéo das
concentracfes elementares médias das leituras em comparacdo com os valores
certificados por materiais de referéncia certificados. Foram alcangados boa
precisdo e acuracia nos resultados para os 6 padrées avaliados, com recuperacao
média para cada elemento, proxima de 100% ao considerar a propagacao de erros
na analise. A aplicacdo da técnica espectrométrica a amostra reais deu-se a partir
da analise de sedimento oriundo do corrego Bezerra, Cascavel - PR. A analise
estatistica descritiva demonstrou que 0s elementos maioritarios presentes no
sedimento foram ferro, aluminio e titdnio e que as concentracdes médias de
chumbo, cromo, cobre e zinco estdo acima do limite de prevencéao (VP) para solos,
segundo resolucdo 420/2009 do CONAMA. Com a estatistica multivariada foi
possivel o estabelecimento de correlagcdes com intuito de verificar a variabilidade
dos dados. As correlagbes Cu-Zn, Ti-Fe e Ti-Cr possuem origem similar, ou seja,
condizente com a composicdo das rochas igneas responsaveis pela Formacéao da
Serra Geral, no Parana. Os elementos metélicos distribuiram-se em altas
concentracdes em todos os pontos avaliados. Ha ainda, tendéncia de aumento nas
concentracfes ao longo dos pontos, 0 que sugere que, efeitos antropogénicos
também estdo influindo na qualidade do ambiente, adicionalmente aos efeitos
pedogénicos supracitados. Como sugestdo para trabalhos futuros, existe a
possibilidade de utilizacdo de técnicas espectrométricas adicionais, testes

interlaboratoriais e avaliacdo de contaminantes organicos no cérrego Bezerra.
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ANEXO A
Y
; National Institute of Standards & Teclnology

Report of Infrestigation

Reference Material 8704

Buffalo River Sediment

This Reference Material (RM) is intended primarily for use in the analysis of sediments, soils, or materials of a
similar matrix. A unit of RM 8704 consists of 50 g of freeze-dried, radiation-sterilized, homogenized, river sediment
that is very similar in composition to SRM 2704, Buffalo River Sediment, having been collected at the same time
and location (see Source and Preparation of Material).

Reference Concentration Values: Reference values for concentrations of 25 elements are given in Table 1.
Reference values are noncertified values that are the best estimate of the true value; however, the values do not meet
the NIST criteria for certification and are provided with associated uncertainties that may not include all sources of
uncertainty.

Information Concentration Value: An information value for arsenic is provided in Table 2. An information value
is a noncertified value for which there is insufficient information to assign an uncertainty.

Expiration of Reference Values: The reference values of RM 8704 are valid, within the measurement uncertainties
specified, until 01 January 2008, provided the RM is handled in accordance with instructions given in this report
(see Instructions for Use). The reference values are nullified if the RM is contaminated or otherwise modified.
Maintenance of Reference Values: NIST will monitor this RM over the period of its validity. If substantive
changes occur that affect the reference values before expiration, NIST will notify the purchaser. Return of the
attached registration card will facilitate notification.

Statistical consultation was provided by W.F. Guthrie of the NIST Statistical Engineering Division.

The overall direction and coordination of the analyses were provided by G.C. Turk of the NIST Analytical
Chemistry Division.

Spectrometric measurements were performed by A.P. Lindstrom, G.C. Turk, L.J. Wood, and L.L. Yu of the NIST

Analytical Chemistry Division. Instrumental Neutron Activation Analysis was performed by R.R. Greenberg of the
NIST Analytical Chemistry Division.

The support aspects involved in the preparation, certification, and issuance of this Standard Reference Material were
coordinated through the NIST Standard Reference Materials Program by B.S. MacDonald.

Willie E. May, Chief
Analytical Chemistry Division

Gaithersburg, MD 20899 Thomas E. Gills, Director
Report of Investigation Issue Date: 3 March 2000 Office of Measurement Services

SOURCE, PREPARATION, AND ANALYSIS
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Source and Preparation of Material: The river sediment for SRM 2704 Buffalo River Sediment and RM 8704
Buffalo River Sediment was collected from the Buffalo River in the area of the Ohio Street Bridge, Buffalo, NY.
The U.S. Army Corps of Engineers, under contract to NIST, collected and screened approximately 908 kg of river
sediment and placed it in six 55-gallon, Teflon™"-lined drums. The drums were loaded onto a refrigerated truck and
transported to the Technimed Corporation, Fort Lauderdale, FL for freeze-drying of the contents. The freeze-dried
sediment was shipped to a laboratory contracted by NIST where it was screened and passed through a 150 pm
(100 mesh) sieve and retained on a 38 pm (400 mesh) sieve. The SRM 2704 portion of the freeze-dried
sediment was sieved and blended at NIST and subsequently radiation-sterilized, and bottled into 50 g units. The
RM 8704 portion of the freeze-dried and sieved sediment was retained for approximately 6 years before being
blended, radiation-sterilized, divided by a spinning riffler, and bottled into 50 g units.

Methods of Analysis

Spectrometric Comparison to SRM 2704: Samples weighing approximately 0.25 g were taken from each of 8
bottles of RM 8704 and 8 bottles of SRM 2704. The samples were put into solution using a lithium metaborate
fusion procedure. The solutions of the two materials were spectrometrically compared using both inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICPMS) and inductively coupled plasma optical emission spectrometry
(ICPOES). Mass fraction values for 18 elements in RM 8704 were calculated from the relative signal intensities
(optical and/or mass spectrometric) of RM 8704 versus SRM 2704 and the certified mass fractions of SRM 2704.
ICPMS measurements were made for arsenic, barium, calcium, cadmium, cobalt, chromium, copper, iron,
magnesium, nickel, lead, titanium, thallium, uranium, vanadium, and zinc. For some elements ICPMS signals were
measured at more that one mass, and the equally-weighted mean value was used as the ICPMS value. ICPOES
measurements were made for aluminum, barium, calcium, cobalt, chromium, iron, potassium, magnesium,
manganese, sodium, lead, titanium, uranium, vanadium, and zinc. For the elements for which both ICPMS and
ICPOES measurements were made, the equally-weighted mean value was used.

Combustion Analysis: Carbon was determined in 8 bottles of RM 8704 and 8 bottles of SRM 2704 at LECO
Corporation, Inc. using combustion analysis with infrared detection. In a manner analogous to the spectrometric
comparison, the mass fraction of carbon was calculated from the relative carbon signals of RM 8704 versus SRM
2704 and the certified mass fraction of carbon in SRM 2704. The sample size was 0.25 g.

Instrumental Neutron Activation Analysis (INAA): Samples weighing approximately 0.25 g were taken from
each of 8 bottles of RM 8704 and 2 bottles of SRM 2704. Using standards prepared from dried filter papers onto
which known amounts of the analytes of interest had been deposited, cerium, cobalt, chromium, cesium, europium,
iron, hafnium, antimony, scandium, and thorium, were determined by INAA. SRM 2704 was analyzed as a quality
control sample.

NOTICE AND WARNINGS TO USERS

Use: A minimum sample weight of 0.25 g (dry weight - see Instructions for Drying) should be used for analytical
determinations relating to the reference values on this report of investigation.

Sample preparation procedures should be designed to effect complete dissolution. If volatile elements (i.e., mercury,
arsenic, selenium) are to be determined, precautions should be taken in the dissolution of RM 8704 to avoid volatilization
losses.

Instructions for Drying: When nonvolatile elements are to be determined, samples should be dried for 2 hours at
110 °C. Volatile elements (i.e., mercury, arsenic, selenium) should be determined on samples as received; separate
samples should be dried as previously described to obtain a correction factor for moisture. Correction for moisture is
to be made to the data for volatile elements before comparing to the reference values. This procedure, which was
used for the determination of the volatile elements, ensures that these elements are not lost during drying. The
approximate mass loss on drying has been found to be 0.8 %.

! Certain commercial equipment, instruments, or materials are identified in this report to adequately specify the experimental
procedure. Such identification does not imply recommendation or endorsement by the NIST, nor does it imply that the materials or equipment
identified are necessarily the best available for the purpose.
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Table 1. Reference Concentration Values for Selected Elements for RM 8704

Element Mass Fraction (%)
Aluminum 6.10 + 0.18
Calcium 2.641 + 0.083
Carbon 3351 £ 0.017
Iron 3.97 + 0.10
Magnesium 1.200 £+ 0.018
Potassium 2.001 + 0.041
Sodium 0.553 £+ 0.015
Titanium 0457 =+ 0.020
Element Mass Fraction (mg/kg)
Antimony 3.07 + 0.32
Barium 413 + 13
Cadmium 2.94 + 0.29
Cerium 66.5 + 2
Cesium 5.83 + 0.12
Chromium  121.9 + 3.8
Cobalt 13.57 + 0.43
Europium 1.31 + 0.038
Hafnium 8.4 + 1.5
Lead 150 + 17
Manganese 544 + 21
Nickel 42.9 + 3.7
Scandium 11.26 + 0.19
Thorium 9.07 + 0.16
Uranium 3.09 + 0.13
Vanadium 94.6 + 4.0
Zinc 408 + 15

Reference Value Uncertainties: The uncertainty in the reference values for aluminum, calcium, potassium, and
sodium, derived from spectrometric comparison to SRM 2704 using ICPOES, is expressed as an expanded
uncertainty, U, at the 95 % level of confidence, and is calculated according to the ISO Guide [1]. The expanded
uncertainty is calculated as U = ku,, where u, is intended to represent, at the level of one standard deviation, the
combined effects of the ICPOES measurement uncertainty and the uncertainty of the SRM 2704 certified value. The
uncertainty for the SRM 2704 certified value has been recalculated from the original data according to ISO
measurement uncertainty guidelines. The coverage factor, k, was obtained from the Student’s #-distribution
corresponding to the calculated effective degrees of freedom of u, using a level of confidence of 95 %.

The uncertainty in the reference values for cadmium and nickel, derived from spectrometric comparison to
SRM 2704 using ICPMS, is expressed as an expanded uncertainty, U, at the 95 % level of confidence, and is
calculated according to the ISO Guide [1]. The expanded uncertainty is calculated as U = ku,, where u, is
intended to represent, at the level of one standard deviation, the combined effects of the ICPMS measurement
uncertainty and the uncertainty of the certified value of SRM 2704. The uncertainty for the certified value of SRM
2704 has been recalculated from the original data according to ISO measurement uncertainty guidelines. The
coverage factor, k, was obtained from the Student’s #-distribution corresponding to the calculated effective degrees of
freedom of u, using a level of confidence of 95 %.

The uncertainty in the reference values for magnesium, titanium, barium, manganese, lead, uranium, vanadium, and
zinc, derived from spectrometric comparison to SRM 2704 using the equally weighted mean of ICPMS and ICPOES
measurements, is expressed as an expanded uncertainty, U, at the 95 % level of confidence, and is calculated
according to the ISO Guide [1]. The expanded uncertainty is calculated as U = ku,, where u, is intended to represent,
at the level of one standard deviation, the combined effects of the ICPOES measurement uncertainty, the ICPMS
measurement uncertainty, and the uncertainty of the SRM 2704 certified value. The uncertainty for the SRM 2704
certified value has been recalculated from the original data according to ISO measurement uncertainty guidelines.
The coverage factor, k, was obtained from the Student’s #-distribution corresponding to the calculated effective
degrees of freedom of u, using a level of confidence of 95 %.

The uncertainty in the reference values for iron, cobalt, and chromium, derived from the equally weighed mean of a
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spectrometric comparison to SRM 2704 (using both ICPMS and ICPOES) and an independent INAA analysis, is
expressed as an expanded uncertainty, U, at the 95 % level of confidence, and is calculated according to the ISO
Guide [1]. The expanded uncertainty is calculated as U = ku., where u, is intended to represent, at the level of one
standard deviation, the combined effects of the uncertainty in the spectrometric comparison (which includes ICPMS
measurement uncertainty, [CPOES measurement uncertainty, and the uncertainty of the SRM 2704 certified value),
the uncertainty of the INAA measurement, and the uncertainty of corrections for method biases [2]. The uncertainty
for the SRM 2704 certified value has been recalculated from the original data according to ISO measurement
uncertainty guidelines. The coverage factor, k, was obtained from the Student’s ¢-distribution corresponding to the
calculated effective degrees of freedom of u, using a level of confidence of 95 %.

The uncertainty in the reference values of cerium, cesium, europium, hafnium, antimony, scandium, and thorium,
derived from INAA analysis alone, is expressed as an expanded uncertainty, U, at the 95 % level of confidence, and
is calculated according to the ISO Guide [1]. The expanded uncertainty is calculated as U = ku,, where u, is intended
to represent, at the level of one standard deviation, the uncertainty of the INAA measurements. The coverage factor,
k, was obtained from the Student’s z-distribution corresponding to the calculated effective degrees of freedom of u,
using a level of confidence of 95 %.

The uncertainty in the reference value of carbon, derived from comparison to SRM 2704 using combustion analysis,
is expressed as an expanded uncertainty, U, at the 95 % level of confidence, and is calculated according to the ISO
Guide [1]. The expanded uncertainty is calculated as U = ku., where u, is intended to represent, at the level of one
standard deviation, the combined effects of the combustion analysis measurement uncertainty and the uncertainty of
the SRM 2704 certified value. The uncertainty for the SRM 2704 certified value has been recalculated from the
original data according to ISO measurement uncertainty guidelines. The coverage factor, k, was obtained from the
Student’s ¢-distribution corresponding to the calculated effective degrees of freedom of u, using a level of confidence
of 95 %.

Table 2. Information Concentration Value for Arsenic for RM 8704
Element Mass Fraction (mg/kg)

Arsenic 17

Information Value for Arsenic: This information value was determined by spectrometric comparison to
SRM 2704 using ICPMS after adjusting the certified value of arsenic in SRM 2704 downward by 6 %. The
adjustment is based on measurements made at NIST since 1996, that indicate the certified value for SRM 2704 is no
longer valid due to a loss of approximately 6 % of the arsenic from SRM 2704. The arsenic value in RM 8704 is
given for information only because there is insufficient information to assign an uncertainty.

REFERENCES

[1] Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement, ISBN 92-67-10188-9, Ist Ed. ISO,
Geneva, Switzerland, (1993); see also Taylor, B.N. and Kuyatt, C.E., “Guidelines for Evaluating and
Expressing the Uncertainty of NIST Measurement Results,” NIST Technical Note 1297, U.S. Government
Printing Office, Washington DC, (1994).

[2] Levenson, M.S., et al, “An ISO GUM Approach to Combining Results from Multiple Methods,” unpublished
manuscript.

Users of this RM should ensure that the report of investigation in their possession is current. This can be
accomplished by contacting the SRM Program at: Phone (301) 975-6776 (select “Certificates”), Fax (301) 926-4751,
e-mail srminfo@nist.gov, or via the Internet http.//ts.nist.gov/srm.
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Standard Reference Material® 1577¢

Bovine Liver

Standard Reference Material (SRM) 1577c consists of tissue derived from healthy steers. The material was
collected and prepared under strict protocols designed to preserve the original composition, and to minimize
contamination. SRM 1577c¢ is intended primarily for use in evaluating the accuracy of analytical methods for
selected elements in animal tissues and other biological materials. A unit of the SRM consists of one bottle
containing 20 g of freeze-dried liver powder.

Certified Values: Certified values for the mass fraction content of 20 elements are provided in Table 1. The
certified values are based on results from either a primary analytical technique carried out at NIST, or the combined
results from two or more chemically independent analytical techniques obtained at NIST and collaborating expert
laboratories [1]. A NIST certified value is a value for which NIST has the highest confidence in its accuracy in that
all known or suspected sources of bias have been investigated or taken into account [1].

Reference Values: Reference values for the mass fraction content of eight additional elements are provided in
Table 2. Reference values are non-certified values that are the best estimates of the true values. However, the values
do not meet the NIST criteria for certification and are provided with associated uncertainties that may reflect only
measurement precision, may not include all sources of uncertainty, or may reflect a lack of sufficient statistical
agreement among multiple analytical methods [1].

Information Values: Information values for the mass fraction content of two elements are provided in Table 3. An
information value is considered to be a value that will be of interest and use to the SRM user, but for which
insufficient information is available to assess adequately the uncertainty associated with the value, or is a value
derived from a limited number of analyses [1].

Expiration of Certification: The certification of SRM 1577c is valid, within the measurement uncertainties
specified, until 01 October 2018, provided the SRM is handled in accordance with the instructions given in this
certificate (see “Instructions for Use”). The certification is nullified if the SRM is damaged, contaminated, or
otherwise modified.

Maintenance of SRM Certification: NIST will monitor this SRM over the period of its certification. If
substantive technical changes occur that affect the certification before the expiration of this certificate, NIST will
notify the purchaser. Return of the attached registration card will facilitate notification.

The coordination of the investigations and technical measurements leading to the certification of this material was
under the leadership of R. Zeisler of the NIST Analytical Chemistry Division.

Consultation on the statistical design of the experimental work and evaluation of the data was provided by
S.D. Leigh of the NIST Statistical Engineering Division.

Support aspects involved in the preparation of this SRM were coordinated through the NIST Measurement Services
Division.

Stephen A. Wise, Chief

Analytical Chemistry Division

Gaithersburg, MD 20899 Robert L. Watters, Jr., Chief

Certificate Issue Date: 15 June 2009 Measurement Services Division
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Collection and preparation of SRM 1577¢ were performed by M.P. Cronise and C.N. Fales of the NIST
Measurement Services Division, and E.A. Mackey, R.O. Spatz, and R. Zeisler of the NIST Analytical Chemistry
Division. The bovine liver material was collected at Texas A&M University (College Station, TX) with the
assistance of W.D. James of the Center for Chemical Characterization and Analysis, and R.R. Riley of the
E.M. (Manny) Rosenthal Meat Science and Technology Center.

The technical measurements were performed by S.J. Christopher, R.R. Greenberg, S.E. Long, E.A. Mackey,
K.E. Murphy, B.J. Porter, S.A. Rabb, R.O. Spatz, B.E. Tomlin, L.J. Wood, L.L. Yu, and R. Zeisler of the NIST
Analytical Chemistry Division, and the following collaborating laboratories and analysts: China Institute of Atomic
Energy, Beijing, China: C. Xiao, B. Ni, W. Tian; Massachusetts Institute of Technology, Nuclear Reactor
Laboratory, Cambridge, MA: J. Che, L.-W. Hu; Nuclear Physics Institute ASCR, ReZ, Czech Republic: J. Kudera;
Texas A&M University, College Station, TX, Department of Chemistry: W.D. James and College of Veterinary
Medicine: R.J. Taylor; University of Sao Paulo, Institute of Chemistry, S8o Paulo, Brazil: C.S. Nomura,
P.V. Oliveira; and USDA Beltsville Agricultural Research Center, Human Nutrition Research Center, Beltsville,
MD: J. Harnly, E. Greene.

NOTICE AND WARNING TO USERS!

Storage: The material should be stored in its original container at room temperature (10 °C to 30 °C). SRM 1577¢c
should not be exposed to intense sources of radiation, including ultraviolet light from lamps or sunlight.

Handling: This material was derived from healthy steers. These animals were inspected by a Veterinary Medical
Officer and did not show signs of infectious, contagious, and/or communicable disease. Normal caution and care
should be exercised during the material’s handling and use. Users should be aware of sources of contamination. To
avoid contamination a Class 100 clean-air environment is recommended.

Instructions for Use: Prior to removal of test portions for analysis, the contents of the bottles should be mixed.
The recommended minimum size is 100 mg; see “Homogeneity Assessment” below. The mass fractions of
constituents in SRM 1577¢ are reported on a dry-mass basis. Desiccator drying over CaSOy, (e.g., Drierite) to stable
mass (approximately 10 days) is recommended.

PREPARATION AND ANALYSIS

Sample Collection and Preparation: The liver tissue was collected and processed under observation of principles
for “true and representative” sampling as documented in the protocols for human and marine mammal tissues of the
National Biomonitoring Specimen Bank [2]. The liver tissue was harvested from 31 steers that were slaughtered at
Texas A&M University College of Veterinary Medicine. This material is intended for “in vitro” diagnostic use
only. The supplier of this material has reported that this material was produced under sanitary conditions and was
derived from clinically healthy animals. The animals were slaughtered for the purpose of teaching bovine anatomy
and how to butcher. The meat from these animals was prepared for retail under the supervision of a State of Texas
meat inspector to ascertain the health of the animals. The livers were excised whole, placed on a clean Teflon sheet,
and inspected. Each liver was rinsed with HPLC-grade water to remove excess blood, bile, and any other
extraneous material. The outer membrane and major blood vessels were removed with titanium blade knives, and
the tissue was cut into portions of approximately 10 cm®; 120 kg of fresh tissue was obtained from this process,
frozen in clean Teflon bags, and then shipped to NIST. The tissue was thawed and homogenized at NIST with a
food processor equipped with titanium blades. The resulting paste was poured into glass trays, frozen, and
lyophilized. The dry material was blended again in the food processor before being jet-milled. The resulting fine
powder was radiation sterilized and bottled.

Homogeneity Assessment: The homogeneity of SRM 1577c was assessed by analyzing test portions of
approximately 100 mg with high-precision instrumental neutron activation analysis (INAA).

Twelve bottles were randomly selected from the lot and two 100 mg test portions were taken for INAA from
different locations in each bottle. The results for all elements reported by INAA (see Tables 1 and 2) did not reveal

! Certain commercial equipment, instruments, or materials are identified in this report to specify adequately the
experimental procedure. Such identification does not imply recommendation or endorsement by the National
Institute of Standards and Technology, nor does it imply that the materials or equipment identified are necessarily
the best available for the purpose.
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any significant components of uncertainty due to heterogeneity; therefore the recommended minimum sample size
is 100 mg. The values and uncertainties reported in this Certificate are valid for a 100 mg minimum sample size.
Analysis of smaller amounts may be subject to additional uncertainties due to heterogeneity.

Analyses with solid-sampling graphite furnace atomic absorption spectrometry (SS-GFASS) using test portions in
the range of 20 pg to 70 pg showed homogeneity for distribution of Cd, Cu, Pb, and Zn within the uncertainty of the
method. For 1 mg test portions, an uncertainty component from heterogeneity of 1 % to 2 % relative was estimated
from the experimental data for these elements.

Analytical Approach: All elements for which certified and reference values are provided were determined by
using at least one of the following methods carried out at NIST: INAA, radiochemical neutron activation analysis
(RNAA), prompt gamma activation analysis (PGAA), pre-concentration and pre-separation neutron activation
analysis (PNAA), inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS), and ICP optical emission spectrometry
(ICP-OES). NIST values for Cd, Pb, and Se were obtained by using isotope dilution (ID) ICP-MS, and for Hg by
isotope dilution cold vapor (ID/CV) ICP-MS. The measurements were complemented by results provided by
collaborating scientists from research laboratories using ICP-MS, ICP-OES, INAA, RNAA, and SS-GFAAS.

Certified Values and Uncertainties: Certified values were derived from the NIST analytical results and the results
provided by collaborating laboratories. The uncertainty listed with each value is an expanded uncertainty, with
coverage factor 2 (approximately 95 % confidence). The reporting follows the ISO Guide to the Expression of
Uncertainty in Measurements [3,4,5].

For each element, there is a NIST result with an uncertainty that is complete in terms of coverage of recognized
sources of uncertainties. Except for the elements measured by a single NIST primary method, these results are
combined with results with similarly complete uncertainties from collaborating laboratories, and in certain cases
several results without complete uncertainties. The uncertainties of these results were augmented for probable bias
on the basis of the differences among the results obtained by different methods [3].

Table 1. Certified Values for Mass Fractions (on a Dry-Mass Basis) of Selected Elements

Element Unit Mass Fraction Element Unit Mass Fraction
Ag ABLC) ng/kg 5.9 + 16 Mn AP meke 10.46 + 047
As © ng/kg  19.6 + 14 Mo AaPCDD o)k o 3.30 + 013
Ca AaDd mg/kg 131 + 10 Na A2 % 02033 + 0.0064
Cd P ugkg  97.0%  + 14 Nj 809 ng/kg  44.5 + 92
Co a0 mg/kg 0300 + 0018 Pb® ug/kg 628 + 1.0
Cr® ngkg 53 + 14 S @D4F) % 0749 + 0.034
Cu “*CPY mg/kg 2752 + 46 Se ) mg/kg 2031  + 0.045
Fe (AD) mg/kg  197.94  +  0.65 Sr B0 ng/kg 953 + 42

K (Aadh) % 1023 + 0064 VO ng/kg 8.17 +  0.66
Mg 2P mg/kg 620 + 42 Zn ADED - me/ke 181.1 + 1.0

* Alternate statistical method [6]

Analytical techniques used for assignment of certified values; capital letters indicate that the method was used by

NIST.

(4.2) Instrumental neutron activation analysis (INAA)

B:5) Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS)

€ Radiochemical neutron activation analysis (RNAA)

09 Inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES)

) Isotope dilution inductively coupled plasma mass spectrometry (ID ICP-MS)

® Prompt gamma activation analysis (PGAA)

@ Pre-concentration pre-separation neutron activation analysis (PNAA)

® Solid-sampling graphite furnace atomic absorption spectrometry (SS-GFAAS)

® Isotope dilution cold vapor inductively coupled plasma mass spectrometry (ID/CV ICP-MS)
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Reference Values and Uncertainties: Reference values are based on results from one method carried out at NIST
or at NIST and in several collaborating laboratories. The methods of combining the results of different methods
from different laboratories were applied as above. These results do not fulfill the criteria for certification because
they lack a full estimate of method bias. The reporting follows the ISO Guide to the Expression of Uncertainty in
Measurement [5].

Table 2. Reference Values for Mass Fractions (on a Dry-Mass Basis) of Selected Elements

Element Unit Mass Fraction Element Unit Mass Fraction

Cl Ao % 0287 + 0013 N® % 10.30 + 034
Cs A ng/kg 21.7 + 14 p ®d % 1175 +  0.027
H® % 735 + 024 Rb“ mg/kg 353 + 1.1
Hg ¥ ng/kg 53 + 017 Sb®9 pgkg 313+ 031

Note: Analytical techniques used for assignment of reference values are provided following Table 1.
Information Values: Information values are given to assist users in the assays of two non-certified elements that

may be of interest in method development and other investigations. These information values are based on results
that did not allow complete assessment of all sources of uncertainty.

Table 3. Information Values for Mass Fractions (on a Dry-Mass Basis) of Selected Elements

Element Unit Mass Fraction
Li@ ng/kg 12
Si@ mg/kg 6

Note: Analytical techniques used for assignment of information values are provided following Table 1.

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Particle size:
6
Figure 1. Particle size distributions in SRM 1577¢ determined in
/™ aqueous suspension via laser light scattering instrumentation
5 i ~ (Malvern Mastersizer 2000). Calculated 10, 50, and 90 percentile
/ particle sizes (percent volume of particles smaller than the value)
for SRM 1577c are: dy; =2.31 pm, dos = 7.57 pm, dyo = 28.5
4 /
’\3 \ pm. Uncertainties in these values are estimated at = 10%
(@) .
< relative (2s).
@ \
g 3 [
2 \
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ANEXO C

Naultonal Institute of Standards & Technology

- @ertifwate of Analysis

Standard Reference Material 1486
Bone Meal

This Standard Reference Material (SRM) is intended primarily for use in evaluating analytical methods used
for the determination of selected major, minor, and trace elements in bone and in material of a similar matrix.
It consists of steamed bone meal that was sieved and blended to a high degree of homogeneity.

The base material for this SRM was obtained from a commercial supplier. The entire material lot was sieved
through a nominal 355 pum sieve (45 mesh), blended in the NIST cone blender, radiation sterilized and bottled
into units of 50 g.

Certified and Non-certified Concentrations of Constituent Elements: The certified concentrations of the
constituent elements are shown in Table 1. These concentrations are based on the results of a definitive
analytical method or the agreement of results by at least two independent methods. Non-certified
concentrations, for information only, are provided in Table 2.

NOTICE AND WARNINGS TO USERS:

Expiration of Certification: This certification is valid for five years from the date of shipment. Should any
of the certified values significantly change before then, purchasers will be notified by NIST. Please return the
attached registration form to facilitate notification.

Storage: The material should be kept tightly closed in its original bottle away from sunlight or ultraviolet
radiation.

Use: The bottle should be mixed well by rotating the bottle before each use. Samples of this SRM should
be dried under vacuum for 24 h or for 2 h at 105 °C in a conventional drying oven. A minimum sample of
150 mg of the dried material should be used to relate analytical determinations to the certified values in this
certificate.

Dissolution Procedure: Samples may be dissolved by heating with hydrofluoric and nitric acids, followed by
heating to dryness with perchloric acid, cooling, and adding dilute nitric acid.

Coordination of the analyses was performed by W.F. Koch of the NIST Inorganic Analytical Research
Division.

Statistical analysis of the experimental data was performed by S.B. Schiller and L.M. Oakley of the NIST
Statistical Engineering Division.

The technical and support aspects involved in the certification and issuance of this SRM were coordinated
through the Standard Reference Materials Program by R. Alvarez and T.E. Gills.

Gaithersburg, MD 20899 William P. Reed, Chief
December 18, 1992 Standard Reference Materials Program

(over)
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Material Source: The material for this SRM was obtained from the Espoma Company, Millville, NJ.

Homogeneity Assessment: Samples from randomly selected bottles of SRM 1486 were tested for homogeneity
using x-ray fluorescence spectrometry. No evidence of material heterogeneity was observed in any of the
elements measured which included strontium, zinc, copper, iron, phosphorus, calcium, and potassium.

Certified Concentrations and Uncertainties: The certified value is the weighted mean of method results from
a definitive analytical method or the weighted mean of results from at least two independent analytical
methods or laboratories. The uncertainty is the half-width of a 95% confidence interval for the mean, with an
allowance for systematic differences between methods.

Table 1. Certified Concentrations of Constituent Elements

Element Concentration, Element Concentration
wt. percent ug/g
Calcium 26.58 + 024 Iron 99 + 8
Magnesium 0466 = 0017 Lead 1335 = 0.014
Phosphorus 1230 = 0.19 Potassium 412 * 4
Strontium 264 + 7
Zinc 147 + 16

Non-certified Concentrations: Elements other than those certified are present in this material. Those that
were determined but not certified are provided as additional information on the composition.

Table 2. Non-certified Concentrations of Constituent Elements

Element Concentration, Element Concentration
wt. percent ug/e
Silicon (<0.02)
Sodium (0.5) Aluminum (<1
Carbon (Total) (18.6) Arsenic (0.006)
Moisture Cadmium (0.003)
2h @ 105 °C (24) Copper (0.8)
Fluorine (800)
------------ - Manganese 1)
Loss in Ignition Selenium (0.13)
@ 1000 °C (31.5)



Table 3. Methods and Analysts for Certified Elemental Determinations

Method Method
Element Code Element Code
Calcium GRAV Potassium FAES
INAA IDTIMS
TITR
Strontium FAES
Iron ICP IDTIMS
IDTIMS
Phosphorus GRAV
Magnesium INAA ICP
IDICPMS
Lead IDTIMS
Zinc ICP
IDTIMS

Methods Used for Analysis of SRM 1486:

FAAS = Flame Atomic Absorption Spectrometry

FAES = Flame Atomic Emission Spectrometry

ICP = Inductively-Coupled Plasma Emission Spectrometry

ID ICPMS = Isotope Dilution, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry
ID TIMS = Isotope Dilution, Thermal Ionization Mass Spectrometry

INAA = Instrumental Neutron Activation Analysis

RNAA = Radiochemical Neutron Activation Analysis

TITR = Titrimetry

XRF = X-ray Fluorescence Spectrometry

GRAV = Gravimetry

Analysts, National Institute of Standards and Technology

D.S. Braverman P.A. Pella
R. Demiralp (Guest Researcher) T.A. Rush
J.D. Fassett J.M. Smeller
K.M. Garrity S.F. Stone
R.R. Greenberg T.W. Vetter
J.R. Moody R.D. Vocke
P.J. Paulsen L.J. Wood
Cooperating Analysts

AR. Byrne, Jozef Stefan Institute, Ljubljana, Slovenia, Yugoslavia.
N. Miller-Ihli, Nutrient Composition Laboratory, U.S. Department of Agriculture, Beltsville, MD.

J.B. Bodkin, College of Earth and Mineral Sciences, Mineral Characterization Laboratory, The Pennsylvania
State University, University Park, PA.
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ANEXO D

I National Research Conseil national
I Council Canada de recherches Canada

DORM-2

Dogfish Muscle Certified Reference Material for Trace Metals

The following table shows those elements for which certified values have
been established for the dogfish (Squalus acanthias) reference material.
Certified values are based on results of determinations by at least two
independent methods of analysis. The uncertainties represent 95 percent
tolerance limits for an individual sub-sample of 250 mg or greater.

TRACE ELEMENTS (milligrams/kilogram)

Aluminum (d,g,i) 10.9 + 17
Arsenic (d,g,h,x) 18.0 + 1.1
Cadmium (g,p) 0.043 + 0.008
Cobalt (d,g) 0.182 + 0.031
Chromium (g,i,p) 34.7 + 55
Copper (9,i,p,x) 234 + 0.16
Iron (g,i,p,X) 142 + 10
Lead (g,p) 0.065 + 0.007
Manganese (d,g,i) 366 + 034
Mercury (c,p) 464 + 0.26
Nickel (g,i,p) 19.4 + 3.1
Selenium (g,p) 140 £+ 0.09
Silver (g,p) 0.041 + 0.013
Thallium (p) (0.004)*

Tin (p) (0.023)*

Zinc (f,g,i,p) 25.6 + 23
Methylmercury

(as Hg) (e,t) 447 + 032
Arsenobetaine

(as As) (I,m) 16.4 + 11
Tetramethylarsonium

(as As) (I) 0.248 + 0.054

* information value only

Certified Reference Material

NC-CN3C
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Coding

The coding refers only to the ultimate method

of analyte determination. No mention is made

here regarding the various methods of sample

preparation, decomposition and possible

analyte separation prior to determination within

each coded method.

¢ - Cold vapour atomic absorption
spectrometry.

d - Inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICPMS)

e - Cold vapour microwave induced plasma
atomic emission spectrometry

f - Flame atomic absorption spectrometry.

g - Graphite furnace atomic absorption
spectrometry.

h - Hydride generation atomic absorption
spectrometry.

i - Inductively coupled plasma atomic
emission spectrometry.

| - High-performance liquid chromatography
ICPMS

m-lonspray mass spectrometry

p - Isotope dilution inductively coupled plasma
mass spectrometry.

t - Gas chromatography - electron capture
detection

X - X-ray fluorescence spectrometry

This reference material is primarily intended for
use in the calibration of procedures and the
development of methods used for the analysis
of marine animals and materials with a similar
matrix.

There appear to be elevated concentrations of
iron, chromium and nickel in DORM-2
indicating the possible contamination of this
material by stainless steel during its
preparation. The mercury concentration of this
certified reference material (CRM) is also
relatively high but it is almost all
organomercury and was probably in the
dogfish muscle to start with.

Storage and Sampling

This material should be kept tightly closed in
the original bottle and should be stored in a
cool location, away from any intense radiation
sources such as ultraviolet lamps and sunlight.
The bottle should be well mixed by rotation and
shaking prior to use, and tightly closed immedi-
ately thereafter.

Homogeneity

This material was tested for homogeneity at
the National Research Council (NRC) in Ot-
tawa. Also, randomly selected bottles were
used for the analytical determinations by the
NRC laboratory and the collaborating laborato-
ries.

Results from different bottles indicated no
significant differences compared to results
from sub-samples within bottles. It is as-
sumed, then, that all bottles of this material is
essentially of the same composition. The
homogeneity is warranted by NRC for samples
of 250 mg weight and above for the elements
listed on the first page. There is other evidence
which supports homogeneity for some of the
analytes down to the level of 25 mg samples.

Instructions for Drying
DORM-2 can be dried to constant weight by:

D) drying at reduced pressure (e.g. 50
mm Hg) at room temperature in a
vacuum desiccator over magnesium
perchlorate for 24 hours.

2) vacuum drying (about 0.5 mm Hg) at
room temperature for 24 hours.

Both of these methods were used to obtain a
conversion factor to produce the “dry weight”
results listed on the first page.



Preparation of Materials

This reference material was processed at the
Canadian Institute for Fisheries Technology,
Technical University of Nova Scotia, Halifax.
The preparation scheme is described below in

the schematic drawing.

The procedure does not result in totally defatted
materials. DORM-2 contains about 5 percent
fat.

DOGFISH

I eviserated, beheaded

muscle tissue stripped
from cartilage

muscle minced,

homog

enized

spray

dried

acetone

on (3x)

residual
vacuum

acetone
stripped

screened at
24 mesh

I
| extracti

I tissue bottled

I radiation

sterilized

I homogeneity testing

I certification




Stability

The predecessor CRM, DORM-1 has been
periodically analyzed for more than fifteen years
and has been both physically and chemically
stable over that time. We expect similar
behaviour from DORM-2.
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Updates

It is anticipated that as more data become avail-
able the established values may be updated and
reliable values assigned to more elements.

Our web site at http://inms-ienm.nrc-cnrc.gc.ca/
calserv/ichemical_metrology e.html will contain
any new information.

Date of issue: January 1993
organoarsenic compounds certified: September 1999

Date of expiry: January 2010

The results listed in this certificate are traceable to
the Sl through gravimetrically prepared standards of
established purity and international measurement
intercomparisons. As such, they serve as suitable
reference materials for laboratory quality assurance
programs, as outlined in ISO/IEC 17025. This CRM
is registered at the Bureau International des Poids
et Mesures (BIPM) in Appendix C of the Comité
International des Poids et Mesures database listing
Calibration and Measurement Capabilities accepted
by signatories to the Mutual Recognition Arrange-
ment of the Metre Convention.

Comments, information and inquiries
should be addressed to:

Dr. R.E. Sturgeon

National Research Council of Canada
Institute for National Measurement Standards
M-12, Montreal Road

Ottawa, Ontario, Canada K1A OR6

Telephone (613) 993-2359
Facsimile (613) 993-2451
E-mail crm.inms@nrc-cnrc.gc.ca

Egalement disponible en francais sur demande.
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B/ (ertificate of Analysis

Standard Reference Material® 1568a

Rice Flour

This Standard Reference Material (SRM) is intended primarily for calibrating instruments and evaluating the reliability
of analytical methods for the determination of minor and trace elements in rice flour and similar agricultural food

products. A unit of SRM 1568a consists of 80 g of material.

The certified values for seventeen elements are shown in Table 1. Except for sulfur, the values are based on results
obtained by two or more independent analytical methods. Sulfur is certified based on its determination by a single
method. Noncertified values, which are given for information only, appear in Table 2. Analytical methods used for
the characterization of this SRM are given in Table 3. All values are reported as mass fractions [1], on a dry mass

basis and are based on measurements using a sample mass of at least 500 mg.

NOTICE AND WARNINGS TO USERS

Expiration of Certification: The certified values for SRM 1568a are valid for five years from the date of shipment
from NIST. Should any of the values change before the expiration of the certification, purchasers will be notified by

NIST.

Storage: The material should be kept in its original bottle and stored at temperatures between 10 °C t0 30 °C. It
should not be exposed to intense sources of radiation, including ultraviolet lamps or sunlight. Ideally, the bottle should

be kept in a desiccator, in the dark, and within the temperature range indicated.

Use: The bottle should be shaken well before each use. A minimum sample mass of 500 mg (dry mass - see
Instructions for Drying) should be used and sample preparation procedures should be designed to effect complete
dissolution for analytical determinations to be related to the certified values provided. If volatile elements (e.g.
arsenic, mercury, selenium) are to be determined, precautions should be taken in the dissolution of the SRM to avoid

volatilization losses.

Instructions for Drying: When nonvolatile elements are to be determined, samples should be vacuum dried at
approximately 25 °C for 24 h at a pressure not greater than 70 Pa with a cold trap at a temperature of -30 °C or
below. Volatile elements should be determined on undried samples; separate samples should be dried according to
these instructions to obtain a correction factor for moisture. Moisture corrections are then made to measurement
values before comparing them to the certified values. (Note: the moisture content at the time of bottling was

approximately 8 %).

The technical and support aspects involved in the preparation, certification, and issuance of this SRM was coordinated
through the Standard Reference Material Program by R. Alvarez. Revision of this certificate was coordinated through

the Standard Reference Materials Program by J.C. Colbert.

This Certificate of Analysis has undergone editorial revision to reflect program and organizational changes at NIST
and at the Department of Commerce. No attempt was made to reevaluate the certificate values or any technical data

presented on this certificate.

Gaithersburg, MD 20899 Thomas E. Gills, Chief
August 15, 1995 Standard Reference Materials Program

(Revision of certificate dated 1-20-88)
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Coordination of the analyses leading to the certification of this SRM was performed by M.S. Epstein of the NIST
Analytical Chemistry Division.

Statistical analysis of the experimental data was performed by K.R. Eberhardt of the NIST Statistical Engineering
Division.

Preparation of Material: The rice flour for this SRM was described by the supplier as 100 % long grain from
Arkansas. At NIST, the material was passed through a 425 ym (No. 40) sieve and blended. The bottled material
was then radiation sterilized at Neutron Products, Inc., Dickerson, MD.

Homogeneity Assessment: A preliminary evaluation of the homogeneity was made by instrumental neutron activation
(INAA) using samples of approximately 500 mg. The uncertainties for the certified values in Table 1 incorporates

these results.

Certified Values and Uncertainties: The certified mass fractions are the weighted means computed according to
the procedure described in reference [2]. The uncertainty is stated as a 95 % confidence interval plus an additional
allowance for systematic error among the methods used. The allowance for systematic error is the greatest difference
between the weighted mean and the component means for the analytical methods used. For manganese, an additional
allowance for material inhomogeneity is included, so that the uncertainty represents a 95 % expected coverage
statistical tolerance interval.

Table 1. Certified Mass Fractions (wp)

Minor Elements

Element wy (in %)

Calcium 0.0118 + 0.0006
Magnesium 0.056 + 0.002
Phosphorus 0.153 4+ 0.008
Potassinm 0.1280 + 0.0008
Sulfur 0.120 + 0.002

Trace Elements

Element wy (in mg/kg) Element wy (in mg/kg)
Aluminum 4.4 + 1.0 Mercury 0.0058 + 0.0005
Artsenic 029 4+ 0.03 Molybdenum 1.46 + 0.08
Cadmium 0.022 + 0.002 Rubidium 6.14 + 0.09
Copper 2.4 + 0.3 Selenium 038 + 0.04
Iron 7.4 + 0.9 Sodium 6.6 + 0.8
Manganese 20.0 + 1.6 Zinc 194 + 0.5
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Table 2. Noncertified Mass Fractions (wy)

Trace Elements

Element wyg (in mg/kg) Element wy (in mg/kg)
Antimony 0.0005 Lead <0.010
Bromine 8 Tin 0.0047
Chlorine 300 Tungsten 0.0012
Cobalt 0.018 Uranium 0.0003
lTodine 0.009 Vanadium 0.007

The values shown in this table are not certified because they are not based on the results of either two or more
independent reliable methods or a definitive method of known high accuracy. These values are included for
information only and therefore no uncertainty limits are provided.

Table 3. Methods used for the analyses of SRM 1568a

Methods

DCP
ETAAS
FAAS
FES
FIA-CV-AAS
Hyd-AAS
ICP-AES
IDMS
ID-ICPMS
INAA
RNAA
SPECTRO

Methods

DCP, INAA
Hyd-AAS, INAA
ETAAS, RNAA
FAAS, FES

FAAS, INAA, RNAA
FAAS, IDMS, INAA
FAAS, FES, INAA
FAAS, INAA
FIA-CV-AAS, RNAA

ICP-AES, ID-ICPMS, INAA

FES, ICP-AES, SPECTRO

FES, INAA
FES, INAA
Hyd-AAS, INAA
FES, INAA
IDMS

FAAS, INAA

Direct current plasma atomic emission spectrometry

Elements

Aluminum
Arsenic
Cadmium
Calcium
Copper
Iron
Magnesium
Manganese
Mercury
Molybdenum
Phosphorus
Potassium
Rubidium
Selenium
Sodium
Sulfur

Zinc

Heated graphite atomizer (electrothermal) atomic absorption spectrometry
Flame atomic absorption spectrometry

Flame emission spectrometry

Flow injection analysis cold vapor or atomic absorption spectrometry

Hydride generation atomic absorption spectrometry

Inductively coupled plasma atomic emission spectrometry
Isotope dilution mass spectrometry
Isotope dilution inductively coupled plasma mass spectrometry

Instrumental neutron activation analysis
Radiochemical neutron activation analysis

Spectrophotometry
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NIST Analysts

E.S. Beary J.R. Moody
T.A. Butler P.J. Paulsen
M.S. Epstein T.C. Rains

J.D. Fassett T.A. Rush

R.R. Greenberg S.F. Stone

L.B. Jassie R.L. Jr. Watters
W.R. Kelly L.J. Wood
H.M. Kingston

Cooperating Analysts and Laboratories

N.J. Miller-Ihli, Beltsville Human Nutrition Center, U.S. Department of Agriculture, Beltsville, MD.
A.R. Byrne, M. Dermelj, and A. Vakselj, Institut “Jozef Stefan” Ljubljana, Yugoslavia.

REFERENCES
[1] Taylor, B.N., Guide for the Use of the International System of Units (SI), NIST Special Publication 811,

1995 Ed., (April 1995).
[2] Paule, R.C. and Mandel, J., NBS Journal of Research, 87, 377-385, (1982).
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ANEXO F

(ertificate of Analysis

Standard Reference Material® 1573a

Tomato Leaves

This Standard Reference Material (SRM) is intended primarily for use in evaluating the reliability of analytical
methods for the determination of major, minor, and trace elements in botanical materials, agricultural food products,
and materials of similar matrix. A unit of SRM 1573a consists of 50 g of dried tomato leaves.

Certified and Noncertified Values of Constituent Elements: The certified values of the constituent elements are
given in Table 1. These values are based on the agreement of results from at least two independent analytical methods
or the mean of results from a method of known accuracy. Noncertified values of constituent elements are provided
for information only in Table 2. All values are reported as mass fractions [1].

NOTICE AND WARNINGS TO USERS

Expiration of Certification: This certification is valid for five years from the date of shipment. Should any of the
certified values change before the expiration of the certification, purchasers will be notified by NIST. Return of the
attached registration card will facilitate notification. ’ ’

Stability: This material was radiation sterilized at an estimated minimum dose of 25 kGy (2.5 Mrads) for
microbiological control. However, its stability has not been rigorously assessed. NIST will monitor this material and
will report any substantive changes to the purchaser.

Storage: The material should be kept tightly closed in its original bottle and stored in the dark at a temperature
between 10 °C and 30 °C. It should not be exposed to intense sources of radiation. Ideally, the bottle should be kept
in a desiccator under the conditions indicated above.

Use: The bottle contents should be thoroughly mixed by rotating and/or rolling the bottle before each use. Allow
the contents to settle for one minute prior to opening. A minimum sample of 150 mg of (dry mass - see "Instructions
for Drying"), should be used to relate analytical determinations to the certified values in this certificate. Volatile
elements (e.g., arsenic, mercury, and selenium) should be determined on samples as received; separate samples from
the same bottle should be dried according to these instructions to obtain a correction factor for moisture. This factor
is then to be used to correct the analytical results to a dry mass basis.

Dissolution: Digestion procedures should be designed to avoid loss of volatile elements. Digestion of the SRM in
nitric and perchloric acids was found to be incomplete with a small residue of siliceous material remaining. This
residue must be considered an integral part of the SRM and should be treated with a small amount of hydrofluoric acid
to obtain total dissolution.

Coordination of all analytical measurements used in the characterization of this SRM was performed by D.A. Becker
of the NIST Analytical Chemistry Division formerly the Inorganic Analytical Research Division.

Statistical analysis of the experimental data was performed by W.F. Guthiie of the NIST Statistical Engineering
Division.

The technical and support aspects involved in the certification and issuance of this SRM were coordinated through the
Standard Reference Materials Program by R.A. Alvarez and T.E. Gills.

Gaithersburg, MD 20899 . Thomas E. Gills, Chief
November 22, 1995 R Standard Reference Materials Program
(Revision of certificate dated 10-19-93)
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Instructions for Drying: Samples of this SRM must be dried only by one of the following two procedures.

1. Drying in a desiccator at room temperature (approximately 22 °C) for 120 h over fresh anhydrous magnesium
perchlorate. The sample depth should not exceed 1 cm.

2. Freeze drying for 24 h at a pressure of 13.3 Pa or lower and a shelf temperature of -5 °C or lower after having
frozen the sample (not to exceed 1 cm in depth) at -40 °C or lower for at least 1 h. At the end of the 24 h period,
samples are placed immediately in a desiccator with fresh anhydrous magnesium perchlorate. Samples are

weighed after allowing 2 minimum of 4 h to establish temperature equilibrium.

Note: Vacuum drying at room temperature and oven drying at elevated temperatures have resulted in excessive mass
losses and therefore are pot recommended.

Homogeneity Assessment: Homogeneity was assessed by careful evaluation of the analytical data used for
certification. No evidence of chemically or statistically significant inhomogeneity was observed.

Table 1. Certified Mass Fractions (wg)

Element wy (in %)

Calcium 505 + 0.09

Nitrogen (Total) 3.03 4+ 0.15

Phosphorus 0.216 + 0.004

Potassium 270 + 0.05
Element wy (in mg/kg) Element wg (in mg/kg)

Aluminum 598 + 12 Mercury 0.034 + 0.004
Antimony 0.063 + 0.006 Nickel 1.5 + 0.07
Arsenic 0.112 + 0.004 Rubidium 14.89 + 0.27
Boron 33.3 + 0.7 Selenium 0.054 + 0.003
Cadmium 1.52 + 0.04 Sodium 136 + 4
Chromium 1.99 + 0.06 Vanadium 0.835 + 0.010
Cobalt 057 + 0.02 Zinc 30.9 + 0.7
Copper 470 + 0.14

Iron 368 + 7

Manganese 246 + 8

Certified Values and Uncertainties: The certified values are equally weighted means of results from two or more
different analytical methods or the mean of results from a method of known accuracy. In the case of two or more
methods, each uncertainty is the sum of a 95 % confidence limit and an allowance for systematic error between the
methods used. In the case of a method of known accuracy, each uncertainty is the sum of a 95 % confidence limit-
and the known systematic error of the method.
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Table 2. Noncertified Mass Fractions (wy)

Elements other than those certified are present in this material. Those that were determined but not certified are
provided as additional information on the composition. Although total nitrogen is certified, nitrogen determined by
the Kjeldahl procedure is not.

Element ' wg (in %)

Hydrogen 5.2

Magnesium 1.2

*Nitrogen (Kjeldahl) 2.92

Sulfur 0.96
Element wy (in mg/kg) Element wy (in mg/kg)
Barium 63 Lanthanum 2.3
Bromine ' 1300 Molybdenum 0.46
Cerium 2 Samarium 0.19
Cesium 0.053 Scandium 0.1
Chlorine 6600 Silver 0.017
Gadolinium 0.17 Strontium 85
Hafnium 0.14 Thorium 0.12
Iodine o 0.85 Uranium 0.035

*Method Reference: Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists, Arlington, VA,
" 14th Ed., 1984, p.16, Nitrogen (Total) in Fertilizers, Kjeldahl Method (Final Action): Method 2.057, Improved
Method for Nitrate Free Samples. Samples were dried as described in procedure 1 under "Instructions for Drying”.

Source and Preparation of Material: The plant material for this SRM was collected and prepared under the

direction of C.B. Smith, Plant Analysis Laboratory, The Pennsylvania State University, University Park, PA. The

tomato leaves were selected from "Count II" tomato plants grown in three lime and fertilizer experiments covering

about three acres at the Horticultural Research Farm at Rock Springs, PA. Mature leaves were selected primarily

from guard plants which had not received any treatment in order to obtain as uniform material as possible. Twenty '
four batches of leaves were collected in paper or plastic containers. Since the leaves averaged only about 11 % dry

mass, about three tons of leaves had to be collected. Fungicide sprays containing manganese, zinc, and copper were

avoided in order to prevent trace element contamination of the leaves.

After each collection, the leaves were transported to the Plant Analysis Laboratory and washed as soon as possible
(usually the same day). Most of the soil contamination was removed in a water spray and then the leaves were dipped
in a detergent solution, and rinsed in tap water and three successive rinses of distilled water.

The washed leaves were drained and then placed in large pasteboard trays for drying in ovens at 60 °C to 70 °C.
Drying had to be done quickly to avoid decomposition. The leaves were then ground to pass a 40-mesh screen in a
Wiley Mill. A representative sample was taken from each batch for analysis using an autoanalyzer with manual
digestion for nitrogen and an ICP emission spectrometer for twelve other elements. These analyses allowed for a
check on each batch before it was mixed with others.
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The leaves were placed in six 55-gallon drums with plastic liners for shipment to NIST. Each drum contained an
equal portion from each of the 24 batches.

At NIST, the ground leaves were jet milled and air classified to a particle size of approximately 75 um (200 mesh).
After mixing in a large blender, the leaves in bulk were sent to a private company 1o be irradiated with cobalt-60
radiation to a minimum absorbed dose of 25 kGy for microbiological control then returned to NIST and bottled.

Element

Aluminum

Antimony

Arsenic

Boron

Cadmium

Calcium

Chromium

Cobalt

Copper

Iron

Manganese

Method
Code

ICP-AES
INAA

INAA
RNAA

FIA-HAAS
RNAA

ID-ICPMS
PGAA

ID-ICPMS
PGAA
RNAA

ID-TIMS
INAA

INAA
RNAA
INAA
RNAA

ICP-AES
RNAA

ICP-AES
INAA

LEAFS
INAA

Element

Mercury

Nickel

Nitrogen

Phosphorus

Potassium

Rubidium

Selenium

Sodium

Vanadium

Zinc
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Table 3. Methods and Analysts for Certified Elemental Determinations

Method
Code

CVAAS
RNAA

ID-ICPMS
RNAA

KJEL
PGAA

COLOR
ICP-AES

INAA
PGAA

ID-TIMS
INAA

FIA-HAAS
INAA
RNAA

FAES
INAA

ID-TIMS
INAA

ICP-AES
INAA




Methods:

COLOR Colorimetry

CVAAS Cold-vapor atomic absorption spectrometry

FAES Flame atomic emission spectrometry

FIA-HAAS Flow injection-hydride generation atomic absorption spectrometry
ICP-AES Inductively-coupled plasma atomic emission spectrometry
ID-ICPMS Isotope dilution, inductively coupled plasma mass spectrometry
ID-TIMS Isotope dilution, thermal ionization mass spectrometry
INAA Instrumental neutron activation analysis

KJEL Kjeldahl nitrogen determination

LEAFS Laser-excited atomic fluorescence spectrometry

PGAA Prompt gamma activation analysis

RNAA Radiochemical neutron activation analysis

NIST Analysts

E.S. Beary K.E. Murphy

C.M. Beck I P.J. Pauisen

D.A. Becker T.A. Rush

D.S. Braverman R. Saraswati

M.S. Epstein J.M. Smeller

J.D. Fassett G.C. Turk

K.M. Garrity T.W. Vetter

R.R. Greenberg R.D. Vocke

R.M. Lindstrom R.L. Watter, Jr.

E. Mackey L.J. Wood

J.R. Moody

Cooperating Analysts

D.L. Anderson, Center for Food Safety and Applied Nutrition, U.S. FDA, Washington, DC
A.R. Byrne, Jozef Stefan Institute, Ljubljana, Slovenia

J. Kucera, Nuclear Research Institute, Rez, Czech Republic

B. Smodis, Jozef Stefan Institute, Ljubljana, Slovenia
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