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DETERMINATION OF PALLADIUM IN BIOLOGICAL SAMPLES APPLYING NUCLEAR ANALYTICAL TECHNIQUES. This
study presents Pd determinations in bovine tissue samples containing palladium prepared in the laboratory, and CCQM-P63
automotive catalyst materials of the Proficiency Test, using instrumental thermal and epithermal neutron activation analysis and
energy dispersive X-ray fluorescence techniques. Solvent extraction and solid phase extraction procedures were also applied to
separate Pd from interfering elements before the irradiation in the nuclear reactor. The results obtained by different techniques
were compared against each other to examine sensitivity, precision and accuracy.
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INTRODUCAO

O palddio € um elemento presente em baixas concentracdes na
natureza. Entretanto, com o seu crescente uso em catalisadores
automotivos para conversdo do monéxido de carbono, € hoje con-
siderado como um novo contaminante do meio ambiente. Conse-
qiientemente, a determinacio de Pd € requerida em amostras bio-
l6gicas para avaliar os efeitos deste elemento a saide humana.

O Pd também tem sido estudado para uso na preparacdo de
novas drogas antitumorais devido a manifestacdo menor de efeitos
colaterais.'? Desta forma para avaliar a biodistribui¢@o, eficiéncia
e os efeitos colaterais destas drogas contendo Pd torna-se de gran-
de importincia o estudo sobre métodos analiticos para a determi-
nagdo de Pd em amostras bioldgicas.

Entre os diversos métodos existentes para a determinagdo de
Pd os mais utilizados sdo a andlise por ativacdo com néutrons
(NAA),*8 a espectroscopia de massa com fonte de plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS),*'¢ de absor¢do atdmica (AAS),>1”% de
emissdo optica (OES),* de absor¢do atomica em forno de grafite
(GF-AAS)*? e de fluorescéncia de raios X (XRF).»% As aplica-
coes destas técnicas geralmente estdo restritas a andlise de amos-
tras com nenhuma ou com baixa interferéncia na analise, de modo
que comumente sdo utilizadas a pré-separacio do Pd dos elemen-
tos interferentes e também a pré-concentragdo.

Para a determinag@o do Pd pela NAA o radioisétopo mais ade-
quado para sua medigdo € o 'Pd com meia vida de 13,7 h e ener-
gia de raios gama de 88,03 keV devido as caracteristicas nucleares
do isétopo alvo serem mais favordveis para ativagdo. Embora a
NAA esteja bem estabelecida para determinacdo de diversos ele-
mentos em concentragdes traco e ultratraco em diferentes tipos de
matrizes, a determinacdo de Pd em amostras bioldgicas por este
método apresenta o problema de interferéncias. A alta atividade do
*Na, formado pela ativagdo com néutrons do sédio presente em
alto teor na amostra, impede a medicdo do palddio devido a satura-
¢éo do detector e, também, o efeito Compton do *Na e da radiacdo
de freiamento do **P mascaram as atividades menos intensas do
1¥Pd. Além disso, como o pico de '®Pd a ser medido € de baixa
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energia (88,03 keV) ocorre a interferéncia de picos de raios X.

Entre as vérias técnicas existentes para a separagio ou pré-con-
centragdo de Pd, as mais utilizadas tém sido a extracdo com
solvente,”!¢ a extra¢do em fase sélida,>'>!7?7 a resina de troca
i0nica?*? e a pré-concentracdo do Pd em sulfeto de niquel, obtido
por meio de ensaio de fogo, seguida de co-precipitagdo em telirio
metélico.'*!5%

Sdo apresentados neste trabalho os resultados da determinag@o
de Pd em amostras bioldgicas e material catalisador automotivo
obtidos pelos métodos de ativagdo instrumental com néutrons tér-
micos e epitérmicos separadamente e pela técnica de fluorescéncia
de raios X por dispersdo de energia (EDXRF). A andlise por ativa-
¢do foi realizada com e sem separagdo prévia do Pd dos elementos
interferentes. Os métodos de pré-separacio utilizados foram a ex-
tracdo com solventes® e extracdo em fase sélida.?

PARTE EXPERIMENTAL
Preparacio de amostras de tecido bovino contendo paladio

Devido a ndo disponibilidade para aquisicio de materiais bio-
16gicos de referéncia com valores certificados para o Pd* para uso
no estudo da determinagdo deste elemento, foram preparadas amos-
tras bioldgicas contendo Pd adicionado. Foram adquiridas amos-
tras de tecido muscular e de figado bovino para esta preparagdo. A
partir do tecido bovino livre de tecido adiposo foram preparadas
sub-amostras com e sem Pd adicionado. Na preparagdo da amostra
bioldgica com Pd adicionado, para 120 g de tecido bovino foram
adicionados 70 mL de solugdo de palddio com a concentragdo de
11,4 mg L' e efetuou-se a sua homogeneizacao usando liquidificador
doméstico com ldmina de titdnio. A seguir, as por¢des de tecido
muscular sem e com Pd foram congeladas e posteriormente secas
utilizando o liofilizador da marca Micro Modulyo. Neste processo
de secagem por liofilizacdo foram verificadas para as por¢des sem
e com Pd perdas de peso de 87,3 e 75,1%, respectivamente. Apds a
liofilizacdo as amostras secas foram trituradas e homogeneizadas
em recipiente de teflon.

No caso da amostra de figado o procedimento da preparacio
das porcdes sem e com Pd adicionado foi 0 mesmo adotado para o
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caso do musculo bovino. Para a amostra sem Pd em 185 g de figa-
do cortado em pedagos foram adicionados 50 mL de dgua Milli-Q.
Na preparagdo da amostra com Pd adicionado, a 150 g de figado
cortado em pedacos foram adicionados 40 mL de solucdo de palddio
com a concentragdo de 9,8 mg L. Na liofilizacdo obteve-se perdas
de peso de 85,4 e 86,3%, para as amostras de figado bovino sem e
com Pd adicionado, respectivamente.

Neste trabalho foi analisado também o material catalisador
automotivo CCQM-P63 do teste de proficiéncia do Comité
Consultatif pour la Quantité de Matiere (CCQM).

Preparaciao do padrao sintético de paladio

Para a preparacio do padrdo sintético de palddio para uso na
andlise por ativacdo com néutrons utilizou-se solu¢do de palddio
certificado com a concentragéio de 1002,5 + 3 mg L' adquirida da
SpexCertiPrep, EUA. Esta solugdo foi diluida com dgua purificada
Milli-Q obtendo-se uma solugdo de Pd com concentragdo de 100,25
png mL". Pipetou-se 50 uL desta solucéo diluida em tiras de papel
de filtro Whatmam n° 40, as quais foram colocadas em um
dessecador para a secagem da solu¢do pipetada por 24 h. Cada
uma das tiras de papel de filtro dobradas com o auxilio de pingas
foi colocada em invélucro de polietileno para irradiacdo no reator
juntamente com a amostra.

Métodos analiticos

Andlise instrumental por ativa¢do com néutrons térmicos (NAA)
e epitérmicos (ENAA)

Na andlise instrumental por NAA e ENAA foram utilizadas
cerca de 100 a 200 mg de cada amostra, pesadas em invélucros de
polietileno usando balanga analitica da marca Mettler modelo H
16. O padrdo de Pd e as amostras colocados em invélucros de
polietileno foram envoltos individualmente em folhas de aluminio
e acondicionados em um dispositivo de aluminio para irradiacio
chamado de “coelho”. Nas irradiagdes epitérmicas este conjunto
de padrio e amostras, antes de ser acondicionado no “coelho” de
aluminio, foi colocado em cdpsula de cddmio com 2 mm de espes-
sura. As irradiacdes foram realizadas no reator nuclear de pesquisa
IEA-R1 por um periodo de 4 h nas irradiacdes térmicas e 16 h nas
irradiagdes epitérmicas, sob fluxo de néutrons térmicos da ordem
de 4 x 10 n cm? s'. Apds tempos de decaimento de aproximada-
mente 60 h, foi realizada a abertura do dispositivo de irradiagdo. O
padrdo de Pd e as amostras irradiadas foram montados individual-
mente em suportes de aco inoxiddvel, fixando-os com fita colante
para as medigdes das atividades gama induzidas. Estas medicdes
das radiagdes gama das amostras e do padrdo foram feitas usando
espectrometro de raios gama ligado a um detector de Ge hiperpuro
e a sistema eletronico associado. A resolugdo do sistema utilizado
foi de 0,98 keV para o fotopico de 122,1 keV do *’Co e de 1,78 keV
para o fotopico de 1332,5 keV do ®Co. A geometria para medig¢do
no detector foi escolhida de modo que o tempo morto seja inferior
a 15%, para evitar o efeito da saturacdo do detector. Os tempos de
contagem variaram de 1800 a 3600 s para os padrdes e de 1800 a
12000 s para as amostras, dependendo da atividade da amostra.
Por meio do programa S100 da Canberra, foram obtidos os dados
espectrais e usando o programa Versdo 2 foram processados os
espectros de raios gama, obtendo-se as energias dos raios gama
dos radioisétopos formados e os valores das taxas de contagens
(4rea sob os picos). Foi feita a medigdo da radioatividade gama do
radioisétopo 'Pd, que apresenta tempo de meia vida de 13,7 h e
emite raios-gama energia de 88,0 keV. A concentragdo de palddio
foi determinada pelo método comparativo.
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Andlise por ativagdo com néutrons epitérmicos (ENAA) apds a
pré-separagdo do palddio

Digestdo da amostra

Cerca de 300 mg da amostra pesados diretamente em frasco de
teflon da Savilex foram dissolvidos com 4 mL de HNO, concentra-
do e mantidos por 5,5 h em contato. Em seguida, foi adicionado 1
mL de H,O, e deixado reagir durante toda a noite. Apés o pernoite,
esta amostra foi digerida durante 3 h em um bloco digestor da
Tecnal a temperatura de 90 °C. Apds este tempo, o frasco com a
amostra dissolvida foi deixado a temperatura ambiente até o seu
completo resfriamento e posterior separa¢do do Pd dos elementos
interferentes.

Pré-separacdo do palddio pela técnica de extracdo com
solventes

O procedimento para a pré-separagdo do Pd pela técnica de
extracdo com solventes, foi baseado no trabalho de Byrne.® Trans-
feriu-se a solugdo obtida na digestdo em um funil de separacdo
onde foram adicionados 1 mL de 4cido etileno diamino tetraacético
(EDTA) 0,1 M e 0,5 mL de solugdo de dimetilglioxima (DMG) 1%
dissolvido em etanol. Agitou-se a mistura do funil e deixou-se por
no minimo 15 min em repouso. A seguir, a esta mistura foram
adicionados 5 mL de cloroférmio e a extragdo foi feita por agita-
¢do manual e a separacdo das fases por decantagdo. Recolheu-se a
fase organica e repetiu-se a operacio de extracdo com a adi¢do de
mais 2,5 mL de cloroférmio. Combinaram-se as fases organicas
recolhidas nas duas operagdes e foi feita a lavagem com duas por-
¢des de 5 mL de 4cido cloridrico 0,2 M. Recolheu-se a fase organi-
ca em baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com
cloroférmio. Aliquota de 250 pL da solugdo organica resultante foi
pipetada em cdpsula de polietileno de alta pureza da Vrije
Universiteit Amsterdam, The Netherlands e submetida a secagem
sob uma lampada de raios infravermelho. Estas cdpsulas foram
seladas e irradiadas com néutrons epitérmicos, juntamente com
um padrdo sintético de Pd também pipetado e seco em uma capsu-
la. As condicdes de irradiacdo no reator nuclear foram as mesmas
adotadas na andlise por ativacdo instrumental com néutrons
epitérmicos.

Pré-separacdo pela técnica de extracdo em fase solida

Na pré-separagido do Pd pela técnica de extragdo em fase soli-
da, o procedimento foi baseado no trabalho de Schwarzer ef al..* A
preparacdo do cartucho de extracdo de fase sé6lida, da marca
Phenomenex modelo SPE-Strata C18-E, foi feita por meio da
adsorcdo de 10 mg de complexante N,N-dietil- N’-benzoil tiouréia
(DEBT) dissolvidos na concentra¢do de 1% de DEBT em mistura
de dgua e metanol na propor¢do 0,9:1 (v/v). Os cartuchos com o
complexante adsorvido foram lavados usando-se 5 mL de dgua
purificada Milli-Q antes da percolacdo da solu¢do da amostra. A
retencdo de Pd no cartucho foi realizada pela percolagdo da solu-
¢do obtida na dissolucdo da amostra e, em seguida, de 5 mL de
dcido nitrico 6,5% para eliminar os interferentes. O complexo de
Pd formado na coluna foi eluido com 10 mL de etanol. Para anali-
se, aliquotas de 250 pL da solugdo eluida foram pipetadas e secas
em cdpsulas de polietileno e irradiados com néutrons epitérmicos
juntamente com o padrdo de Pd.

Andlise pela técnica de fluorescéncia de raios X por dispersdo de
energia (EDXRF)

A determinacio de Pd por EDXRF foi realizada utilizando o
espectrometro da Shimaduz Co, modelo Rayny e método de adi-
¢do. Foram adicionadas quantidades conhecidas de Pd, a partir de
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solugdo padrio certificada da Aldrich (998 + 48 mg kg'), no mate-
rial certificado de figado bovino (SRM 1577b da NIST). As fra-
¢coes desse material foram secas no dessecador por 48 h e
homogeneizadas em almofariz de dgata por 40 min. A curva de
calibracdo foi obtida inter-relacionando as concentragdes adicio-
nadas com as relacdes das intensidades fluorescentes PdKa/BG,
para compensar o efeito de espalhamento de raios X na andlise das
amostras em forma de pé solto.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias das determinagdes de palddio das amostras de teci-
do muscular e figado bovino por meio de diferentes técnicas anali-
ticas nucleares s@o apresentadas na Tabela 1. Estes resultados apre-
sentam, em geral, uma boa reprodutibilidade com desvios padrao
relativos variando de 1,2 a 14,0%. Os resultados menos precisos
foram obtidos pelo método instrumental de andlise por ativacio
com néutrons térmicos. Os métodos envolvendo a pré-separacio
quimica permitiram a obtencéo de resultados altamente satisfatérios
com relag@o a precisdo.

Tabela 1. Concentragdes de Pd obtidas na andlise de amostras
bioldgicas de tecido muscular e figado bovino, por diferentes
técnicas

Amostra Técnica de Método Pd DPRY

pré-concentragdo/ de andlise X = DP® (n)° (%)
separagdo (ug g

Tecido -2 NAA 229 +32(4) 14,0

muscular

bovino

Tecido - ENAA 179 £1,6 (8) 89

muscular

bovino

Tecido Extragdo em ENAA 169+023) 1.2

muscular fase sélida

bovino

Tecido Extra¢do com ENAA 16,2 +0,53) 3,1

muscular solventes

bovino

Tecido - EDXRF 17,1x13@) 7,6

muscular

bovino

Figado - NAA <12

bovino

Figado - ENAA 13,3+033) 2,3

bovino

Figado - EDXRF 13,80 £0,73 (4) 5,3

bovino

4ndica que ndo foi realizada pré concentra¢do/separagio; "média
das concentracdes e desvio padrdo; °n indica nimero de
determinagdes; ‘desvio padrio relativo.

Com relagdo a exatiddo dos resultados obtidos por diferentes
técnicas analiticas para a amostra de tecido muscular convém sali-
entar a concordincia existente entre os dados obtidos por ENAA,
ENAA com pré-separacdo por meio de extracdo em fase sdlida e
por EDXRF. O valor médio da concentracdo de palddio conside-
rando estas trés técnicas é de 17,3 = 0,7 ug g'. Na NAA foi obtido
um valor bastante elevado quando comparado aos resultados obti-
dos pelas outras técnicas, devido a contribuicdo da interferéncia
espectral de outros radioisétopos formados na irradia¢do. A con-
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centracdo obtida por ENAA apds separagdo por extragdo com
solventes foi ligeiramente mais baixa, devido a nio recuperagdo
total de palddio na pré-separaciio. Considerando o valor médio de
17,3 + 0,7 ug g' como sendo a concentragdo de Pd no tecido mus-
cular, foram obtidos como rendimento de recuperacdo de Pd os
valores de 93,6 e 97,7% utilizando-se para separagdo a extracdo
com solventes e a extragdo em fase sélida, respectivamente.

Nas andlises da amostra de figado bovino com Pd adicionado
(Tabela 1) o Pd ndo foi detectado na NAA e determinou-se seu
limite de detecc¢@o segundo o critério de Currie.’'*? J4 os resulta-
dos obtidos para esta amostra por ENAA e EDXRF indicam uma
boa concordéancia entre os valores obtidos por estas duas técnicas,
bem como uma boa reprodutibilidade com desvios padrdo relati-
vos inferiores a 5,3%.

Na Tabela 2 estdo os resultados das médias das concentracdes
de Pd obtidos para o material catalisador automotivo do teste de
proficiéncia do CCQM- P63, determinados pelos métodos instru-
mentais de NAA e ENAA. Estes resultados indicam uma boa
reprodutibilidade, com desvios padrdo relativos inferiores a 10,5%.
Como o valor certificado para Pd neste material ainda ndo foi di-
vulgado, os resultados obtidos neste trabalho foram comparados
com os valores preliminares apresentados por 21 dos laboratérios
participantes no teste de proficiéncia,® os quais também se encon-
tram na Tabela 2. Os resultados obtidos pelos métodos instrumen-
tais de NAA e ENAA estdo dentro da faixa de valores apresentados
pelos laboratdrios participantes deste teste de proficiéncia. Apli-
cando a pré-separagdo quimica, os resultados obtidos foram ligei-
ramente inferiores que o valor médio preliminar dos dados apre-
sentados pelos laboratdrios participantes do teste de proficiéncia,
devido a ndo recuperagdo total do Pd na etapa da separag@o.

Tabela 2. Médias das concentragdes de Pd obtidas no material
catalisador automotivo CCQM-P63, por diferentes métodos

Meétodo de andlise Concentragdes Pd DPR®
(ug g (%)

NAA 2372 + 249 (4) 10,5

ENAA 2609 + 65 (4) 2,5

ENAA apds pré-separagdo 1919 = 53 (3) 2,8

por extracdo com solventes

ENAA apds pré-separagido 2200 + 200 (3) 9,1

por extragdo em fase sélida

X = DP* (ug g') : 2708 + 96;
Faixa (ug g'): 2331 - 2780

Resultados preliminares™®

‘média das concentra¢des e desvio padrdo. Os valores entre
parénteses indicam nimero de determinagdes; ‘média das
concentragdes e desvio padrdo dos resultados obtidos por 21
laboratérios; desvio padrio relativo.

Para se ter uma idéia da sensibilidade das técnicas analiticas
aplicadas neste trabalho para determinagdo de Pd foram avaliados
os limites de detecgdo. Estes limites obtidos para andlise de tecido
muscular bovino, figado bovino e catalisador automotivo estio
apresentados na Tabela 3. Comparando os valores de limite de
deteccdo obtidos por diferentes técnicas verifica-se, conforme es-
perado, a baixa sensibilidade obtida na NAA. Isto se deve a proble-
mas de interferéncias espectrais decorrentes do efeito Compton do
*Na e da radiacdo de freiamento do *P. J4 a ENAA proporciona
um aumento da sensibilidade, devido ao alto valor da integral de
ressondncia do is6topo alvo '®Pd de 253 barns e baixa sec¢do de
choque para néutrons térmicos de 8,77 barns, e o sédio presente
em alto teor na amostra apresenta baixo valor de integral de resso-
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Tabela 3. Limites de deteccao de Pd obtidos nas andlises de amostras
de tecido muscular, figado bovino e catalisador automotivo, por
diferentes técnicas nucleares

Amostra Técnica de Método Limites

pré-separagao de de deteccdo
andlise (ug kg™

Tecido -2 NAA 11000

muscular

bovino

Tecido - ENAA 413

muscular

bovino

Tecido Extragdo em ENAA 68

muscular fase sélida

bovino

Tecido Extracdo com ENAA 93

muscular solventes

bovino

Tecido - EDXRF 1000

muscular

bovino

Figado - NAA 12000

bovino

Figado - ENAA 370

bovino

Figado - EDXRF 1000

bovino

Catalisador - ENAA 13700

automotivo

Catalisador Extragdo em ENAA 5400

automotivo fase solida

“indica que ndo foi realizada pré-separagao.

nancia. Fazendo a pré-separacdo do Pd para posterior ENAA, foi
verificado o aumento da sensibilidade em relagcdo aos métodos ins-
trumentais de andlise, sendo que a separag¢@o por extracdo em fase
sélida foi a que proporcionou menor valor para limite de detecgao.
Os valores de limite de detecgdo obtido para o material catalisador
automotivo foram superiores aos daqueles obtidos para amostras
biolégicas. Os limites de detec¢do dependem do tipo de matriz e,
no caso, o material catalisador automotivo ¢ uma matriz de com-
posicdo bastante complexa.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que a
ENAA ¢ mais apropriada para a determinacdo de Pd em materiais
biolégicos. Na ENAA com a redu¢@o do problema de interferénci-
as espectrais principalmente da alta atividade do *Na e do P, os
dados obtidos indicaram uma boa precisdo e alta sensibilidade quan-
do comparados com aqueles encontrados na NAA e EDXRFE.

A introduc¢do da etapa da separacdo do Pd antes da ENAA pro-
porcionou a obten¢@o de resultados precisos e baixos valores de
limites de deteccdo em comparacdo com a ENAA instrumental.

No que diz respeito a exatiddo dos resultados obtidos, torna-se
dificil fazer uma comparacio entre os métodos utilizados visto nao
se dispor de materiais bioldgicos de referéncia com valores certifi-
cados para Pd. Desta maneira, para avaliar a exatidao foi feito um
estudo comparativo entre os resultados obtidos por diferentes téc-
nicas aplicadas neste trabalho e no caso do material catalisador do
teste de proficiéncia foi possivel comparar também com o valor
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preliminar apresentado pelos laboratdrios participantes da intercom-
paracao.

Nas andlises dos materiais bioldgicos, pdde se concluir que
houve, de modo geral, uma boa concordancia entre as médias das
determinacdes de Pd obtidas por diferentes métodos. Também no
caso dos resultados de Pd obtidos no material catalisador automotivo
do teste de proficiéncia houve uma boa concordancia dos dados
obtidos por NAA e ENAA, e com o valor médio preliminar da
intercomparacdo. Isto €, os resultados obtidos pelos métodos ins-
trumentais (NAA e ENAA) aproximaram-se mais deste valor mé-
dio preliminar.

Os resultados obtidos por meio da ENAA apds a aplica¢do das
técnicas de separacdo de Pd tanto para amostras biolégicas como
no material catalisador automotivo foram ligeiramente mais bai-
xos que aqueles obtidos pelos métodos puramente instrumentais,
indicando a necessidade de determinar o rendimento da separacdo
quimica para fazer as devidas corre¢des. Na aplicacdo dos méto-
dos de separacdo quimica, devido ao manuseio da amostra durante
o processamento, podem ocorrer perdas de Pd por transferéncias
entre frascos e por adsor¢do nas paredes de recipientes. Na separa-
¢do quimica, a0 mesmo tempo em que se eliminam os elementos
interferentes, pode ocorrer perda do elemento de interesse.
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