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QUANTIFICAGAO DE BAIXOS TEORES DE SELENIO EM
ALIMENTOS POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA
COM ATOMIZAGAO ELETROTERMICA

Vera Maria da Costa Dias
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Co-orientadora: Prof.2 Dr.? Solange Cadore

RESUMO

A determinacdo de Se em alimentos tem especial interesse analitico porque se
trata de um micronutriente essencial que, acima de certas concentragbes, pode ser toxico.
A ET AAS € uma das técnicas instrumentais mais usadas visando a essa determinag&o.
Porém, freqGentemente, o LD néo € adequado, considerando que a maioria dos alimentos

‘tem teor de Se bastante baixo.

O presente projeto de pesquisa desenvoiveu diversos estudos wvoltados a
‘aperfeicoar a determinagéo de baixos teores de Se em alimentos, por ET AAS.

Primeiramente, foi desenvolvido um estudo sobre possiveis interferentes nessa
determinagfio. Foi demonstrada a ocorréncia de efeito de matriz, encontrando-se
evidéncias da interagdo de concomitantes como Ca-P e Ca-Al.

Uma comparagdo entre vérios possiveis modificadores quimicos foi conduzida,
escolhendo-se como melhor opgdo o emprego de Rh.

Métodos para a pré-concentragio de Se foram desenvolvidos e avaliados, no
sentido de contornar o efeito de matriz e melhorar o LD proporcionado pela ET AAS.
Sugerem-se dois métodos que podem ser aplicados a alimentos. O primeiro, utiliza DDTC
como complexante e SiO,-C1s como sorvente do complexo Se-DDTC, que é eiuido com
etanol, fazendo-se a determinagéio de Se no eluato por ET AAS, na presenca de Rh como
modificador quimico. O segundo, que é finalmente o0 método de escolha, substitui o DDTC
por DDTP. Este método foi validado através da andlise de materiais certificados e da
participagdo em um exercicio interlaboratorial de ambito nacional. O procedimento
envolve um EF igual a 65 e foi otimizado para determinar Se em alimentos solidos com,
pelo menos, 0,05 mg kg™ de Se.



QUANTIFICATION OF LOW CONTENTS OF SELENIUM IN FOOD
- BY ELECTROTHERMAL ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETRY

Vera Maria da Costa Dias
Adyvisor: Prof. Dr. Nivaldo Baccan
Co-advisor: Prof. Dr. Solange Cadore

ABSTRACT

The determination of Se in food is a matter of analytical concem, because it is an
essential micronutrient which may also be toxic, above a certain concentration. Aiming at
such determination, ET AAS is one of the most widespread techniques that can be
employed. However, the LD is frequently not adequate, considering that food samples
usually have low Se contents.

This work involves several studies with the objective of improving the determination
of low concentrations of Se in food, by ET AAS.

Firstly, a study on potential interferences was developed. It was demonstrated that
a matrix effect occurs. Evidences were found that there are interactions between
concomitants, for instance, Ca-P and Ca-Al.

A comparison among several chemical modifiers was established. The best results
were achieved using Rh as a modifier.

Methods for Se preconcentration were developed and evaluated, in order to avoid
the matrix effect and improve the LD. Two methods were suggested, which can be applied
to food samples. The first one is based on the formation of the DDTC-Se complex, which
is retained by SiO-C+s. The complex is then eluted with ethanol and the eluate is collected
for the determination of Se by ET AAS, using Rh chemical modifier. The second method,
which is preferred, replaces DDTC with DDTP. This method was validated through the
analysis of certified materials and by means of a national collaborative exercise. The
procedure involves an EF equals to 65 and was optimised for Se determination in solid
food samples having concentrations down to 0.05 mg kg™ Se .
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ACS.....ciee Sociedade Americana de Quimica (American Chemistry Society)
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ET AAS.................. Espectrometria de absor¢éio atdmica com atomizagéo eletrotérmica
(Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry)

ETV-ICP-MS.......... Espectrometria de massas apo6s vaporizagdo eletrotérmica para a

fonte de plasma indutivamente acopliado
(Electrothermal  Vaporization-Inductively Coupled Plasma-Mass

Spectrometry)
FAAS.......ccceveenne Espectrometria de absor¢o atdmica com chama
(Flame Atomic Absorption Spectrometry)
FD..oooverrnene. R Fator de diluicdo
FIA...coeeeaen. Analise por injegdo em fluxo (Flow Injection Analysis)
GC..ven Cromatografia gasosa (Gas Chromatography)
GC-MS.......cco..... Espectrometria de massas acoplada a cromatografia gasosa
(Gas Chromatography-Mass Spectrometry)
HG..coooreree Geracéo de hidretos (Hydride Generation)
HG-AAS................ Espectrometria de absorgcéo atémica com geragdo de hidretos
(Hydride Generation-Atomic Absorption Spectrometry)
HG-AFS................. Espectrometria de fluorescéncia atdmica com geragfo de hidretos
(Hydride Generation-Atomic Fluorescence Spectrometry)
HG-ET AAS........... - Espectrometria de absorgdo atdmica com atomizacgéo eletrotérmica e
: geracdo de hidretos (Hydride Generation-Electrothermal Atomic
Absorption Spectrometry)
HG-ICP-MS........... Espectrometria de massas com geragdo de hidretos e fonte de

plasma indutivamente acoplado (Hydride Generation-Inductively
Coupled Plasma-Mass Spectrometry)
HPLC........ccoee... Cromatografia liquida de aita eficiéncia (High Performance Liquid
Chromatography)
HPLC-ICP-MS....... Espectrometria de massas com cromatografia liquida de alta
' - , eficiéncia e fonte de plasma indutivamente acoplado (High
Performance Liquid Chromatography-Inductively Coupled Plasma-

Mass Spectrometry)
e, Cromatografia de ions (fon Chromatography)

IC-ICP-MS............. Espectrometria de massas apds cromatografia de ions e fonte de
) plasma indutivamente acoplado (lon Chromatography-inductively
Coupled Plasma-Mass Spectrometry)



ICP-MS......coeee. Espectrometria de massas com fonte de plasma indutivamente
acoplado (Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry)

ICPOES.............. Espectrometria de emissdo com fonte de plasma indutivamente
acoplado  (Inductively Coupled Plasma-Optical  Emission
Spectrometry)

LCO..oi e Lampada de catodo oco

LD Limite de detec¢éo

NAA. ..., Andlise por ativagdo com neutrons (Neutron Activation Analysis)

[ 3= T Pré-analise

] Ponto de fuséo

PTFE....cciieiiin. Politetrafluoroetileno

SiOx>Cigninnririnnrenns Silica gel com grupos octadecil imobilizados
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Temperature Platform Fumnace)
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CAPITULO 1
1.1 - INTRODUGAO

Ao longo do tempo, a Quimica Analitica veio alterando seu enfoque na area
de alimentos. Existindo j4 farta literatura e protocolos oficiais para a determinag&o
dos domponentes majoritarios, como proteinas, gorduras e aglcares, os analistas
voltam-se para a pesquisa de métodos visando & determinagso de componentes
de alimentos presentes em menores quantidades, mas nem assim menos
importantes.

Esse trabatho normalmente emprega técnicas instrumentais modemas, que
se tornaram disponiveis na segunda metade do século XX, sendo que algumas
ainda se encontram em desenvolvimento.

Ao mesmo tempo, continua crescendo a aten¢éo para o que os alimentos
contém, de forma global. Em outras palavras, n&c apenas componentes
desejaveis ou necessdrios encontram-se nos suprimentos, mas também estdo
presentes os indesejaveis, de diversas naturezas.

Alguns elementos, como o Se, apresentam uma dualidade de classificacéo:
desejaveis até uma suposta concentraggo, porque s&0 essenciais, porém
indesejaveis a partir de certo nivel, porque se tornam téxicos. Quanto mais ténue
for essa fronteira, mais responsabilidade recaird sobre o analista, com seus
métodos de determinacgéo.

Enquanto o Se, do ponto de vista médico e nutricional, parece apresentar
essa fronteira entre essencialidade e toxicidade bastante estreita e difusa, para a
Quimica Analitica trata-se de um elemento cuja determinagdo é dificultada por
certas caracteristicas; como serd visto na revisdo bibliogréfica. Entre essas
caracteristicas est&o volatilidade, baixas concentragbes encontradas em
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alimentos, normalmente na faixa de ng g, e ocoméncia de interferéncias nos
métodos instrumentais.

Diversas estratégias tém sido estudadas para fazer frente a esse problema
analitico. Na verdade, cada método de determinagdo proposto € sempre um
conjunto de estratégias: no caso, obtida uma aliquota representativa da amostra,
ja que alimentos costumam ser matrizes bastante heterogéneas, em que forma
introeduzi-la no equipamento analitico e, sendo necessaria a digestdo total, como
gafantir—se contra perdas por volatilizagdo e contaminagdes, como livrar-se de
interferéncias e, finalmente, atingir limites de quantificacio aceitaveis.

1.2 - OBJETIVO

Este trabalho tem por objetivo propor métodos analiticos confidveis para
determinar baixos teores de Se em alimentos por ET AAS, contornando o efeito de
matriz e atingindo LD satisfatério. A estratégia principal assumida é a de escolher
um eficiente modificador quimico e identificar possibilidades para separagéo e pré-

concentragdo do elemento, a partir de matrizes reais. Aspectos envolvendo a
digest&o da amostra tambem s&o considerados.



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Selénio
2.1.1 - Propriedades, abundéncia e usos

O elemento Se, numero atdmico 34 e constituinte do grupo V1 A da tabela
periddica, tem ponto de fusdo e ponto de ebuligdo iguais a 221 °C e 685 °C,
respectivamente, apresentando nimeros de oxidagﬁo -2, +4 ou +6 (1). Sua
quimica é predominantemente ndo-metalica, com vérias semelhancas a quimica
~ do enxofre (2). Pode ocorrer em varias formas quimicas. Como Se inorganico,
existe no meio ambiente como selenato (Se*®), selenito (Se™), selénio elementar
(Se°) e seleneto (Se?). Selenetos organicos, como dimetil-seleneto, sdo
especialmente importantes em sistemas aquaéticos (3).

Trata-se de elemento presente na crosta terrestre em quantidade
relativamente pequena, com abundancia estimada entre 0,05 e 0,09 mg kg’ e
disperso de maneira inconsistente em depésitos geoldgicos. O elemento néo
ocofre em qualquer grande depésito que possa ser considerado economicamente
viavel, embora seja detectavel na maior parte dos materiais que compdem a Terra.
E obtido comercialmente como sub-produto do refino eletrolitico de metais,
“envolvendo minérios de cobre, zinco e niquel (4).

O Se pode ser empregado na industria de vidros, na metalurgia e em
xerografia, entre outras areas industriais. Na industria eletronica, as propriedades
de acdo fotovoltaica e fotocondutiva tornam o elemento Gtil na manufatura de
fotooélﬁl_as, medidores de exposi¢io para fins fotogréficos e baterias solares. O Se

. é usado extensivamente para transformar corrente alternada em corrente

‘ continua',_narprodugé'o de retificadores. E utilizado na industria de vidros para

colorir e descolorir vidros e esmaltes. Em metalurgia, surge como aditivo a agos
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inoxidaveis. Também & empregado para fins medicinais e cosméticos. Porém, o
hidreto e outros compostos de selénio séo extremamente toxicos ao ser humano e
lembram arsénio na sua agdo (1).

2.1.2 - Importancia biolégica

Originalmente tidc como elemento indesejavel, mesmo antes de sua
descoberta por Berzelius, no inicio do século XIX, sua toxicidade em relagéo a
animais j& era reconhecida. Relatos de Marco Polo, viajando pela China ocidental
em 1295, descreviam uma doenca em cavalos que hoje é conhecida com 0 nome
de selenose. Essa toxicidade foi confirmada em muito estudos posteriores. Na
América do Norte, os primeiros relatos descreviam a intoxicacao de cavalos que
se alimentavam em pastos referidos como “4dreas venenosas’ e que mostravam
sintomas como coxeadura, perda de pelos, fissura de cascos, cegueira e paralisia.
Essa doenga foi rastreada até as plantas comidas pelos animais, o que resuitou na
descoberta de que se tratavam de vegetais acumuladores naturais de Se (5).

Envenenamento de rebanhos por Se foi relatado em muitas partes do
mundo, como China, EUA, Austrdlia, México, Canada, Coldmbia e Israel. A
selenose é vista como um perigo real em dreas de criagdo, sob certas condigbes
de solo. Também é reconhecido que o Se representa um risco para seres
humanos que venham a consumir alimentos com alta concentrag&o do elemento,
por exemplo, carne de gado procedente de areas seleniferas.

Foi, portanto, uma surpresa, quando surgiram as primeiras evidéncias de
que o Se é um micronutriente essencial para seres humanos e animais. Na
~ verdade, assim como existem no mundo areas com excesso de Se, em outros
lugares as populages sofrem pela deficiéncia db elemento. A China, por exemplo,
estd na cbndigéo desfavoravel de possuir trés areas de doengas endémicas
relacionadas com Se: uma por excesso (selencse) e outras duas por deficiéncia
(doenca de Keshan e doenga de Kashin-Beck) (5,6).



Assim, mais do que qualquer outro elemento, 0 Se exemplifica a dicotomia
- entre essencialidade e toxicidade. Ao longo das litimas décadas, o Se foi tido
como elemento toxico (anos 30); carcinogénico (anos 40); elemento essencial
(anos 50) e anticarcinogénico (década de 60 em diante) (7).

Mais recentemente, o papel positivo do Se do ponto de vista imunolégico
. tem sido estudado. A incidéncia de alguns tipos de cancer nos EUA tem sido
ligada & deficiéncia de Se na dieta local em certas areas (8). Seu papel como
protetor, impedindo a absor¢do de metais pesados, também foi levantado. Uma
dose de 0,02 mmol kg™ de HgCl, que matou 39 entre 40 ratos, causou apenas
uma morte entre 40 ratos que receberam também selenito de sédio (9).

Em tecidos animais, 0 Se ocorre parcialmente ligado a proteinas em uma
forma ndo completamente compreendida, como seleno-andlogos de aminoécidos
sulfurados e como a principal estrutura de importancia biolégica, a glutatio
peroxidase. Essa enzima tem atividade em um grande niimero de tecidos, fluidos,
células e fragdes subcelulares, em niveis que variam grandemente com as
espécies, tecidos e status em termos de Se no organismo. A mais alta atividade
ocorre comumente no figado, seguido por eritrécitos, masculo cardiaco, puimdes e
rins. Existe uma dependéncia dramética da atividade dessa enzima em relagéo ao
Se ingerido na dieta. A enzima glutatido peroxidase é responséavel pela
decomposicdo de H,O; e peréxidos organicos, constituindo um mecanismo
secundario de defesa contra as conseqiiéncias da auto-oxidagio dos lipidios,
fungéo desempenhada principaimente pelos tocoferdis (vitamina E) (6).

Em alimentos, a forma de Se a considerar é a de seleno-aminoacidos, por
exempb,_ selenometionina. Para a suplementag&o, normalmente s&o empregadas
-as formas inorganicas selenito e selenato, tanto para seres humanos como
animais. 'Aproximadamente 80 por cento do Se orgénico ingerido a partir de



alimentos parece ser absorvido. A absorgéo de formas inorganicas é considerada
menos eficiente, porém ainda alta (5).

Os niveis de Se em ragdes e forragens variam grandemente com a espécie
da planta e com a quantidade do elemento no solo. A suplementagéo para animais
inclui o uso de aditivos contendo Se para ragdes, provisdo de misturas de sal com
pequehas quantidades do elemento, injegdes periddicas ou doses orais de sais de
Se, tratamento do solo com compostos de Se, e outras providéncias (6).

Cuidado é sempre necessdrio ao buscar uma dieta saudével em termos da
presenca de Se, j4 que se acredita que pequenas doses continuadas s&o
~ suficientes para invocar sintomas de envenenamento. A reiativamente estreita
faixa entre dose benéfica e dose danosa faz com que a suplementagéo seja
extremamente dificil e, em se tratando de seres humanos, a auto-medicacéo
decididamente perigosa (8).

A chamada “Medicina Ortomolecular”, que se encontra sob forte
questionamento entre os proprios médicos, recorre a suplementagdo com
minerais, entre outras substancias. Um dos minerais suplementados é justamente
selénio, que pode ser encontrado como constituinte de produtos farmacéuticos,

normalmente capsulas para ingesto didria, contendo de 20 a 50 pg do elemento.

O esforco de pesquisa no sentido de desvendar os papeis biolégicos e
modo de agdo do elemento Se tem sido incrementado, demonstrando o interesse
que o assunto suscita em Biologia, Medicina e éreas afins (10).

2.1.3 — Presenca em alimentos

Larga variagio é encontrada em termos do contetdo de Se nas dietas
humanas e essas diferencas sd0 quase que totaimente devidas ao nivel do
elemento nos solos agricolas de cada pais (5). A média per capita de absorgéo
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digria do elemento foi calculada como sendo 25 pg na Nova Zelandia, onde a
maior parte do solo agriculturdvel é pobre em Se, 60 pg no Reino Unido e 60 a
220 pg no sub-continente norte-americano. Mesmo dentro de limites de territério
restritos, como nas ilhas britanicas, grande variacdo no conteido de Se é
encontrada no mesmo tipo de alimento. Por exemplo, no Reino Unido o teor em
cereais varia de 0,03 a 0,23 mg kg™ e, em carne e peixe, fica entre 0,09 a 0,38 mg
kg™ . Frutas, vegetais e leite tém concentragdes de Se da ordem de 0,01 mg kg™

Castanhas do Pard, nozes, castanhas de caju e alguns tipos de amendoins
costumam ser ricos em Se. Algumas amostras de castanhas do Paré chegaram a
apresentar 53 mg kg”', sendo que o consumo didrio de apenas uma unidade
desse alimento seria suficiente para satisfazer a ingestéo de Se recomendada por
alguns institutos oficiais (5,8).

No Brasil, o iimite maximo de toler&ncia para Se em alimentos foi
estabelecido como 0,05 mg kg ™' (alimentos liquidos) e 0,30 mg kg ™' (alimentos
solidos) (11). Acredita-se que prolongada ingestdo de mais de 3 mg didrias do
elemento seria suficiente para invocar sintomas de envenenamento (8).



2.2 - A determinacgdo de selénio

2.2.1 - Técnicas instrumentais para a determinag&o de selénio

Uma consulta a literatura atualizada em Quimica Analitica revela a grande
multiplicidade de técnicas instrumentais e suas variantes que estdo sendo
empregadas para a determinacéo de Se, nas mais diversas matrizes, tais como
amostras ambientais, biolégicas, geolégicas, ligas metdlicas, alimentos e outras,
seja visando & quantificagéo do elemento total ou especiagao.

Despontam como favoritas para a determinacéo de Se as técnicas da ET
AAS, incluindo a HG-ET AAS, e a ICP-MS, ai incluidas HPLC-ICP-MS, HG-ICP-
MS, ETV-ICP-MS e IC-ICP-MS.

Em seguida, vém a HG-AAS e métodos voltamétricos.

Ainda importantes sdo as tradicionais espectrofotormetria no UV-VIS e
fluorimetria, bem como ICP OES, incluindo HG-ICP OES.

Outras técnicas também utilizadas abrangem HPLC com detectores
diversos, HG-AFS, GC-MS, GC com outros detectores, CE com detectores
diversos, métodos polarogréficos, NAA, IC com detectores diversos, além de mais
algumas técnicas que s&o empregadas poucas vezes. Observa-se, de forma geral,
o frequente concurso de métodos mecanizados ou semi-mecanizados envolvendo
~ injegé@o em fiuxo, possibilitando o uso de reagdes e a obtencdo de resultados que
de outra forma seriam virtualmente inatingiveis.



222 - A Espectrometria de Absorgdo Atébmica com Atomizacio
~ Eletrotérmica

A escolha instrumental para a determinagdo de Se tem recaido
freqhentemente sobre a ET AAS. A técnica, além de amadurecida, utiliza
instrumental hoje bastante comum em laboratérios do mundo inteiro (o que ainda
nao ocomre com a ICP-MS) e apresenta caracteristicas indispensaveis para a
finalidade pretendida, como baixo LD, boa exatidio, repetibilidade e
i'eprodutibitidade. Entretanto, embora com todo o refinamento instrumental, ainda
ha a necessidade de contornar interferéncias e, as vezes, o LD garantido pelo
 equipamento é insuficiente.

As bases da espectrometria de absorc¢do atdmica foram langadas ha meio
século, por A. Walsh (12). A ent&o nova técnica (1955) utilizava uma chama para
~produzir o vapor atdmico estével necessério a quantificagio da absorgdo do
analito, presente na amostra. Pouco depois, considerando as dificuldades em
atomizar elementos refratérios, B. L'vov propds usar um forno de grafite aquecido
como meio de atomizagado, idéia que s6 foi realmente posta em prética em 1967
por M. Massmann, materializando a técnica da ET AAS (13).

A partir dai, seguiu-se pouco mais de uma década em que um grande
namero de trabalhos foram publicados explorando o forno de grafite, e outros
atomizadores eletrotérmicos, para a atomizag@o do analito, comprovando a grande
sengibilidade da técnica.

O desenvolvimento da ET AAS, entretanto, foi retardado pela dificuldade
em lidar com as interferéncias inerentes e ocormreu, ent&o, um periodo de
estagnacgao.-



Renovado impeto foi registrado a partir da década de 80, com o surgimento
de novos conceitos e de notavel melhoria instrumental, por exemplo, a corregcéo
de fundo pelo efeito Zeeman, que se tornou entdo comercialmente disponivel (14).

- Do ponto de vista conceitual, um grande avango da ET AAS foi registrado a
partir da apresentagdo do conceito STPF, estabelecido por W. Slavin e
colaboradores, em 1981 (15), e consolidado em seguida (16, 17).

Esse conceito, hoje amplamente utilizado, enseja uma especial abordagem
a técnica, resultante do uso de caracteristicas instrumentais individuais, que s&o
entretanto mutuamente dependentes umas das outras. Embora o conceito nao se
refira especificamente a uma parte determinada do equipamento, o aparelho
precisa ser compativel com o sistema completo STPF, que pode ser resumido da
seguinte forma:

- emprego da plataforma de L'vov, que retarda a atomizagéo até a condicéo de
isotermicidade no ambiente do forno ser atingida;

- uso de modificadores quimicos, que facilitam a analise alterando no atomizador
0 comportamento termoquimicc do analito e da matriz onde ele se encontra,
contribuindo para a remogéo da Uitima;

- alta taxa de aquecimento, que acelera o estabelecimento de temperatura
estavel para atomizacéo;

- rapida eletronica, que propicia a medida exata de sinais transientes;

- possibilidade de interromper o fluxo de gas interno, para maximizar o tempo de
residéncia dos atomos do analito no atomizador,;

- medida da area do pulso atémico (em lugar da altura) para computar todos os
4tomos do analito passando através do atomizador, independentemente da
taxa de _volétilizagéo, que pode ser dependente da matriz.
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Além dessas caracteristicas, o emprego de um poderoso sistema de
~corregéo de fundo é indicado, bem como o uso da correg&o automética da linha
base.

Ja na década de 90, os esforcos para o aperfeicopamento da ET AAS
continuaram ocorrendo em vérias frentes: busca de modificadores quimicos mais
eficientes, desenvolvimento de atomizadores alternativos ou novas propostas para
a construcéo e posicionamento do forno de grafite, modificagdo da superficie dos
atomizadores de grafite, diferentes possibilidades para a introducdo da amostra,
acoplamento da ET AAS a outras técnicas, separagéo e pré-concentragédc do
analito, além do aprofundamento de estudos teéricos.

No que se refere a modificadores quimicos, grande volume de trabalho foi
desenvolvido ainda nos anos 80, conforme abrangente reviséo publicada em 1990
(18). O tema continua com intensidade, agora muitas vezes ligado a modificag&o
da superficie dos atomizadores de grafite, com vistas a obtencdo de modificadores
duradouros (“permanentes”) ou & adsorgdo de analitos injetados em fase vapor
(“in situ trapping”). Uma revis3o sobre trabalhos publicados a partir de 1990 é
apresentada adiante, em topico especial.

Em termos de desenvolvimento de atomizadores alternativos, propostas
contemplando diversos novos formatos, materiais de construcio e presenca de
dispositivos auxiliares vém sendo apresentadas. Alguns desses trabalhos, por
exemplo, descrevem o atomizador tipo “forno-filtro”, construido para separar a
- zona de reag&o da zona de observacdo, usando um fiitro de grafite poroso. S&o
obtidas consideraveis melhorias em sensibilidade, gque podem ainda ser
aumentadas tampando-se o orificio de injegdo, durante o programa de foro. O
novo atomizador atinge melhor desempenho para elementos volateis e, quando
comparédb_ao comercialmente difundido THGA, pode aumentar o sinal analitico
ém até 2,8 vezes sem o tampao ou 4,8 vezes com o tampao, dependendo do
elemento considerado (19, 20).
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Outro novo atomizador, entre tantas possibilidades, € o do tipo “dois
estagios”™ Construido com grafite, apresenta uma parte superior aquecida
transversalmente e uma inferior, aquecida longitudinalmente. Pode propiciar
limites de detecgao comparaveis aos obtidos através de NAA (21).

Entre propostas de atomizadores metélicos para ET AAS, destacam-se 0s
trabalhos referentes ao uso de filamento de tungsténio, cuja principal vantagem
seria 0 baixo custo e a nao-formagéo de carbetos refratarios. Entretanto, ha um
consideravel nivel de interferéncias a serem contomadas e modificadores
quimicos estdo sendo estudados com esse objetivo (22, 23).

Embora na ET AAS a maneira mais comum de introduzir a amostra no
equipamento seja sob forma de solugdo liquida, outros meios sdo também
possiveis e ha muitos trabalhos publicados fazendo referéncia a essa quest3o.
Pode-se, por exemplo, introduzir a amostra em suspenséo de particulas sdlidas
em um liquido (“slurry technique”®) ou suspenséao de particulas sélidas em um gas

(menos comum), ou na forma de gas ou vapor, ou ainda diretamente no estado
sdlido.

A introdugdo de amostras sodlidas, diretamente ou em suspensdo, tem
atraido de longa data os pesquisadores, pois ndo requer a digestdo do material.
Pode, no entanto, gerar elevado sinal de fundo e reduzir a vida util do atomizador.
Problemas como falta de homogeneidade da amostra e tamanho de particula tém
~ que ser enfrentados, além de cuidados especiais para o controle da preciséo e
calibragdo. Apesar de todas essas dificuldades, desde os anos 80 resultados
satisfatérios tém sido registrados na literatura, para certas matrizes e analitos. No
caso de suspensoes liquidas, dispersantes adequados s&o propostos e a agitacéo
é realizada de vérias formas, através de agitadores magnéticos ou ultrassonicos.
Vérios trabalhos referentes a essa area, publicados de 1997 em diante, foram
tabulados (24). '
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Por outro lado, ha notavel interesse na introducdo do analito em estado de
vapor, principalmente envolvendo a geragdo do hidreto respectivo, que é
imediatamente conduzido ao atomizador e ai acumulado, possibilitando pré-
concentracdo. Essa estratégia é alcangada em ET AAS através do acoplamento
com HG, o que normalmente exige mecanizagdo. Estdo em estudo recobrimentos
metélicos para o atomizador, com a fun¢&o de fixar os hidretos “in-situ”.

O acoplamento da ET AAS com técnicas de injegdo em fluxo vem
propiciando importantes desenvolvimentos, entre os quais merece destaque a
separagdo e preé-concentragdo do analito em linha. Uma das estratégias mais
utilizadas nessa area ¢ a extragdo em fase sdlida, que ser4 revisada em separado,
adiante. Porém, é interessante observar que a ET AAS em si corresponde a um
detector que funciona de forma descontinua, pela propria definicdo e
instrumentacéo da técnica. Assim, o acoplamento da ET AAS com técnicas de
injecdo em fluxo tem caracteristicas de sistema proprias. Tais sistemas se
diferenciam de outros aplicaveis, por exemplo, a FAAS, ICP OES etc, cuja
deteccéo funciona em base continua. Recentemente, uma revis&o sobre ET AAS
acoplada com técnicas de injeco em fluxo foi publicada (25).

Outra linha de pesquisa, retomada ao final dos anos 90 e ensejada por
novas facilidades instrumentais disponiveis, refere-se ao estudo de fontes
continuas como fontes de radiagio primaria para AAS, o qual podera determinar
um importante avanco na ET AAS. Entre as principais vantagens dessas fontes
continuas, poderiam ser listadas: informagdes espectrais detathadas no entorno
da linha analitica; medida e correcdo de fundo verdadeiramente simultaneas;
disponibilidade de linhas secundérias de mesma intensidade da linha primaria;
determinag@o de elementos para os quais ndo existe LCO ou outras fontes de
linhas espectrais, por exemplo, elementos radioativos; melhores LD e intervalo
linear, e capacidade multi-elementar(26).
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Dependendo da matriz e do LD que precise ser alcan¢ado, a determinagéo
de Se por ET AAS pode ou nédo ser feita com recursos de separagdo e pré-
- concentracdo. Como o interesse analitico desce a niveis cada vez mais baixos de
concentracdo e, por outro lado, a busca de especiacdo tem sido freqliente, boa
parte dos trabalhos atualmente publicados envolvendo a determinac&o de Se por
ET AAS inclui algum recurso para melhorar o LD imposto pelos espectrometros
disponiveis comerciaimente.

Esse recurso pode ser, por exemplo, o emprego de um modificador quimico
especialmente escolhido, “permanente” ou nédo, ou a pré-concentragdo do analito,
preferentemente em linha, em alguma de suas multiplas formas, como extragéo
em fase sélida, “in situ trapping” do hidreto de selénio, e outras.

2.2.2.1 - Modificadores quimicos

O objetivo geral do uso de modificadores quimicos em ET AAS é facilitar a
andlise através da alteragdo “in situ” (“modificagdo”) do comportamento
termoquimico do analito e da matriz onde ele se encontra. Inevitaveimente, o
efeito de qualquer modificador € complexo e diverso, assim todos os quatro
componentes do sistema analitico sao afetados: o analito, a matriz, o atomizador
(a camada superficial) e a fase gasosa. Com o emprego de modificadores
quimicos busca-se contomnar certas caracteristicas desfavoraveis do:

« analito (volatilidade extremamente alta ou baixa);

e matriz (interferentes, sinal de fundo dificil de manejar);

+ atomizador (auséncia temporal ou espacial de isotermalidade);

o fase gasosa (por exempio, a pressdo parcial de certos componentes
ativos)(18).

Os modificadores quimicos podem ser adicionados & amostra em um
momento oportuno durante o ciclo de aquecimento, ou serem previamente
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misturados & amostra, antes da introdugéo dessa no atomizador. Podem também
preceder @ amostra, no tubo de grafite. Séo praticadas varias formas de pré-
introdug@o do modificador.

Quer pela importancia biologica do elemento Se, quer por suas
caracteristicas  quimicas proprias, muitos trabalhos contemplam o
desenvolvimento de modificadores quimicos adequados para sua determinagso
por ET AAS.

Estudo pioneiro da atomizag&o em forno de grafite, publicado por Ediger em
1875, indicou a utilizagdo de Ni como modificador quimico na determinacio de Se
por ET AAS (27), evitando dessa forma perdas significativas do elemento. Muitos
autores comegaram a estudar metais mais refratérios e nobres em lugar de Ni,
para essa finalidade, com destaque para Pd, e um modificador “mais universal” foi
proposto por Schlemmer e Welz: Pd - Mg(NOs): (28). Como j& foi comentado,
grande volume de pesquisa foi realizado ainda antes de 1990 (18) e o assunto
modificacéo quimica continua atraindo atengdes.

Outros metais com caracteristicas semelhantes a Pd, como Ry, Rh, Pte Ir,
também foram experimentados.

Por exemplo, uma comparagéo entre os modificadores Ir, Ir - Mg(NO3) e Pd
- Mg(NOs), foi realizada, visando a determinagcdo de Se em sangue, com
introducéo separada e em seqliéncia do modificador e da amostra, e um passo
intermediario de lavagem do amostrador. A sensibilidade mais alta, aliada a mais
alta temperatura de pirdlise possivel (1400 °C) foi obtida com Ir - Mg(NOa)» (29).

Outro trabalho estudou o efeito de Pd, Pt, Rh, Ru e Ir, adicionados
simultaneamente ao analito (como cloretos) e também de forma pré-reduzida,
sobre o comportaménto de Se (IV). A eficiéncia de modificacio dos cloretos,
exceto RhCls, foi verificada como sendo muito baixa, ficando RuCls com os piores
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- resultados. Para todos esses modificadores na condi¢do pré-reduzida, as
temperaturas de pirdlise maximas atingidas foram semelhantes, em torno de 1200
°C. Porém, houve registro de perdas de Se com modificadores Rh e Ru pré-
reduzidos. As temperaturas de atomizagéo otimizadas e as massas caracteristicas
obtidas também néo diferiram significativamente (essas Ultimas variaram de 27,5 a
38,6 pg, com EDL). Nao foi observada correiagéo entre os pontos de fusdo dos
modificadores e as temperaturas de pirdlise e atomizagdo otimizadas (30).

Alguns autores sugeriram a adi¢do de redutores, como acido ascdrbico, a
modificadores quimicos cuja principal fungéo é prevenir a vaporizagéo do analito
durante as etapas de secagem e pirdlise, tipicamente o caso do emprego dos
modificadores Ni, Pd ou Pt para baixar a presséo de vapor de analitos de baixo
PF, como Se, As e outros. Tais tipos de modificadores e analitos podem formar
ligas ou compostos intermetdlicos cujos PF chegam a 1000 °C ou mais. Com a
presenca de um redutor, a formag¢@o de liga seria promovida, porque analito e
modificador seriam reduzidos mais cedo, ac longo do programa de aquecimento, e
isso poderia aumentar a absorbancia registrada. A adicéo de acido ascérbico a Pt
levou a um aumento significativo da absorbéancia de Se. Porém, isso néo ocorreu
quando o mesmo redutor foi adicionade a Ni. Por outro lado, o redutor
experimentado como modificador Unico levou a péssimo resultado, quase
anulando a absorbancia de Se (31).

Um estudo comparativo entre Ru, Rh e Pd para a estabilizagdo térmica de

18 analitos, incluindo Se, foi efetuado. A alta eficiéncia dos trés modificadores

(massa utilizada em cada caso: 4 ug) foi comprovada para a estabilizagdo térmica

de Se (temperatura de pirdlise otimizada: 1250 °C nos trés casos) e outros

 analitos volateis. A adicio de 200 pg de acido ascorbico possibilitou um aumento

da temperatura de pirélise, na determinacdo de Se, para 1300 °C (Pd) e 1350 °C
(Ru e Rh) (32).
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A eficiéncia de Rh e Pd, preparados em solugdo de &cido citrico, foi
comparada também na determinacéo de Se em tecidos biolégicos ricos em P. Os
resultados foram melhores com o emprego de Rh (20 g), cuja adigéo foi capaz de
contornar adequadamente a interferéncia de fosfato e de gerar a melhor massa
caracteristica (20 pg, com LCO de alta intensidade). Os modificadores nio foram
pré-reduzidos, apenas foram introduzidos em solugéo e submetidos ao programa
do forno de grafite simultaneamente a solugédo da amostra. As temperaturas de
pirélise utilizadas foram 800 °C (Pd) e 1000 °C (Rh) (33).

Alguns compostos organicos, empregados isoladamente, foram
experimentados como modificadores quimicos. Da mesma forma como &acido
ascorbico, citado anteriormente, o surfactante Triton X-1000 também né&o é viavel
como modificador quimico Unico na determinagdo de Se, além de ndo haver
vantagem em adiciona-lo a Ni, Pd ou Pt (31). Porém, bons resultados foram
 obtidos com o emprego isolado de glicose: possibilitou pirdlise a 1300 °C, com
significativa redugdo da interferéncia devida ao P (34). Observa-se, entretanto,
que o efeito da glicose em termos de massa caracteristica é desfavoravel.

A adicdo de auxiliares de queima, principalmente Mg(NOs)., a Ni, Cu, Pd ou
a outros metais nobres, constituinde modificadores mistos, vem desde os
trabathos pioneiros em ET AAS, voltados a modificag@o quimica. Esses estudos
também continuaram na década de 90. Entre outras propostas, o0 modificador Ni (5
Hg) - Sr(NOs)2 (3 pg) foi sugerido, para a determinacic de Se em urina.
Temperatura de pirdlise de 1400 °C (solugdo padrdo aquosa) e 900 °C (urina
diluida 1:3) foi possivel, havendo a remocgdo ou diminuicdo de interferéncias
causadas por sulfato, fosfato e ions metélicos concomitantes. A massa
caracteristica relatada foi igual a 30 pg (35).

Nos uitimos anos, intensificou-se a busca de modificadores duradouros,
(*permanentes”), para a determinacdo de varios analitos, mas freqientemente
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desenvolvidos para fixagdo “in situ” de hidretos, visando a determinag&o de As, Se
e outros elementos por HG — ET AAS.

Ainda nos anos 80, diversas contribuigdes surgiram, no sentido da
preparacéo de recobrimentos (os feitos com Pd pareciam promissores) capazes
de reter hidretos na HG - ET AAS, porém havia muito o que aperfeigoar. Por
exemplo, os recobrimentos as vezes necessitavam ser preparados a cada novo
ciclo de aquecimento efou tinham efeito deletério sobre o tubo de grafite. Assim,
6s anos 90 foram cenario para ¢ desenvolvimento de reagentes que gerassem
recobrimentos permanentes e de facil e rapida aplicagdo no tubo de grafite, de
preferéncia mecanizavel.

Um modificador permanente (duragéo de 300 ciclos), preparado através de
uma unica inje¢do manual de 100 pL de solugéo de Pd e Ir, totalizando 50 ug de
" Pd e 50 ug de Ir, foi proposto para a determinagéo de Se, As e Bi por HG - ET
AAS (36). S&o vantagens evidentes o facil preparo e a durago do recobrimento,
que permite um dia inteiro de trabalho sem interrupcdo. Porém, a massa
caracteristica de Se que resuitou € alta (61 pg, medida com EDL e uma alga de

amostragem de 500 uL), em comparacdo a, por exemplo, valores citados
anteriormente nesta revisao.

Bulska e Jedral propuseram tubos com o interior eletrogalvanizado com Pd
ou Rh, para a estabilizagdo térmica de Se, As e Si em solugd0 aquosa. Vantagens
praticas do uso dos tubos eletrogalvanizados foram demonstradas através de
estudos de estabilizacdo térmica, valores de massa caracteristica e vida util da
cobertura galvanizada. A investigagdo mostrou que a pré-injecéo de solugéo do
modificador no tubo e aquecimento a 1000 °C néo é tao efetiva quanto a eletro-
reducio.em um banho eletrolitico. A superficie do grafite, previamente tratada por
galvandpiastia com Pd ou Rh, pode comportar-se como o modificador
correspondente, funéionando como um modificador quimico sdlido. Para Se, a
eletrodeposicéo de Rh resultou em um modificador permanente para 160 ciclos de
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aquecimento (apenas 20, para deposi¢do térmica), com massa caracteristica igual
a 28 pg (LCO) e temperatura de pirdlise até 1400 °C (37).

A preparacéo de um modificador permanente de Ir por deposicéo do vapor
desse metal na superficie interna do atomizador de grafite foi descrita por
Rademeyer, Radziuk e outros. O vapor foi obtido em aparato especial, dotado de
fonte de alta voltagem e corrente continua, a partir de um cétodo sélido de Ir e
com o tubo de grafite ligado ao polo positivo, produzindo-se descargas em
atmosfera de Ar. As caracteristicas desse tipo de modificador foram comparadas e
demonstradas como superiores as de outro, obtido por injegdes de solucdo de Ir.
Com uma deposicdio de 9700 ug de Ir pelo método do vapor, 700 ciclos foram
possiveis, mantendo constante a absorbancia de 1 ng de Se, com resposta
equivalente a de modificadores recomendados, adicionados a cada ciclo.

Temperatura de pirdlise de até 1400 °C foi obtida com esse tipo de modificador
(38).

Os modificadores Ni, Cu e Pd foram ainda comparados para a estabilizagéo
de Se em diferentes estados de oxidagéo. Os melhores resultados para amostras
com matriz organica, onde Se (ll) esta presente, foram obtidos com Pd, reduzido
termicamente no fomo de grafite ou eletrodepositado, obtendo-se massa
caracteristica entre 50 e 55 pg (LCO). Em termos de forma de preparacéio do
modificador permanente, o Pd termicamente depositado durou por apenas 10
ciclos (porém, apenas 10 pg de Pd haviam sido empregados), garantindo
estabilizacdo térmica das formas de Se até 1200 °C, enquanto que o
- eletrodepositado suportou 500 ciclos, sem perda de sensibilidade e propiciando
estabilidade até 1300 °C (39).

Out_ros'autores prepararam modificadores permanentes com 50 ug de Pd +
50 ug de Ir, 100 pg de Ir ou 100 pg de ir + 20 pg de Mg, através da adigéo de
solugbes ao tubo de grafite, seguida de pré-redugdo térmica, utilizando ciclos
completos de secagem/pirdlise/atomiza¢éo. Obtiveram bons resultados na fixacgio
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do hidreto de Se para determinagéo por HG — ET AAS, com os modificadores &
base de Ir ou Ir-Mg (massa caracteristica igual a 47 e 58 pg, respectivamente,
utilizando LCO), relatando uma duragéo de 400 ciclos do modificador permanente
(40).

Um recobrimento com 250 ug de W + 200 pg de Rh, aplicado sobre a
plataforma integrada de um THGA, resultou em modificador permanente
adequado para Se, Cd e Pb, resistindo até cerca de 350 ciclos (massa
caracteristica obtida para Se: 42 pg, com EDL). Os metais W e Rh foram aplicados
em solugdo e pré-reduzidos termicamente, mediante um programa de forno com
vérios passos de aquecimento (41).

Um trabalho envolvendo determinacdo multielementar de elementos
formadores de hidretos por HG — ET AAS utilizou tubos recobertos com Ir, para
determinag&o simultanea de Se e Bi, ou entdo As, Bi e Sb (42).

Recobrimento de Ir foi ainda empregado com sucesso como modificador
quimico, estabilizando Se em solugdes contendo cloretos. Tanto o recobrimento
feito por redugdo térmica, como por eletrodeposicdo, pode ser usado. A formacéo
de compostos C — Ir — CI" seria responsavel pela estabilizagéo de Se em presenca
de cloretos, quando o modificador permanente é empregado (43).

Além dos metais nobres, também os elementos formadores de carbeto,
como Zr, Nb, Ta e W, continuam sendo experimentados para a confecgéo de
modificadores permanentes, utilizando técnicas de impregnagéo ou injecdo direta
no tubo ou plataforma.

Para fixagdo de hidretos em HG — ET AAS, recobrimentos com esses
metais formadores de carbeto, de uma forma geral, ndo foram aprovados
(40).Pof'ém, uma comparagéo entre resultados obtidos com tubos tratados com Pd
ou Zr, com a finalidade especifica de reter H>Se para determinagéo de Se por HG
~ ET AAS, concluiu que ambas as possibilidades séo factiveis (44).
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Modificador permanente 4 base de Zr foi também experimentado em
andlise multielementar por HG — ET AAS, mas ndo foi possivel emprega-lo de
forma universal (42).

2.2.3 - Separagdio e pré-concentragio usando injegéo em fluxo

2.2.3.1 - Conceitos fundamentais de separacio e pré-concentragéo por
injecio em fluxo

Antes de restringir o assunto & separagdo e pré-concentragio de Se,
convem langar uma vista geral sobre conceitos fundamentais de injecdo em fluxo,
que entdo se aplicam.

Uma definic&o de FIA, corrente no inicio dos anos 80 (uma década depois
de haver sido primeiramente descrita) era (45): “um método baseado na injegdo de
uma amostra liquida em uma corrente continua e n3o-segmentada de liquido
adequado, em movimento. A amostra injetada forma uma zona, que é entéo
transportada a um detector, que continuamente registra a absorbancia, potencial
de eletrodo, ou qUanuer outro parametro fisico, na medida em que ele muda como
resultado da passagem do material da amostra através da célula de fluxo. A
técnica é baseada na combinagéo de injegdo da amostra, dispersdo controlada e
acerto exato do tempo”.

No entanto, o grande progresso da técnica fez com que essa definicéo
ficasse ultrapassada, por n&o acomodar importantes modalidades de FIA que
foram surgindo. Uma nova definig&o foi proposta (46): “técnica ndo-cromatografica
e quantitativa de andlise em fluxo, realizada através da manipulacdo reprodutivel
das zonas da amostra e dos reagentes, em uma comrente sob condi¢cbes
termodinamicamente n#o equilibradas”. -
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Os métodos que utilizam FIA, quando aplicados para separacéo e pré-
concentragdo do analito, tém muitas vantagens sobre 0s correspondentes
executados em batelada ou mesmo em formas continuas. Os seus méritos foram
sumarizados da seguinte maneira (47):

o alta taxa de processamentc de amostras, uma a duas ordens de
magnitude mais alta que procedimentos em batelada, com tempos de
operagao curtos (10 a 200 s) por determinagao;

s altas eficiéncias de enriquecimento para sistemas de pré-concentracéo,
tipicamente 5 a 50 vezes mais altas do que para procedimentos em
batelada;

e baixo consumo de amostra, uma a duas ordens de magnitude menos do
que em procedimentos de batelada;

o baixo consumo de reagentes, uma a duas ordens de magnitude menos
do que em procedimentos de batelada;

e alta reprodutibilidade, tipicamente na faixa 1-3 % (desvio padrao

| relativo);

e operagdo automética simples, permitindo implementacdo com sistemas
de monitoramento continuo e uso em controle de processos;

o baixo risco de contaminagdo, devido aos sistemas fechados e inertes
usados (caraderistica muito importante para analise em nivel de tracos),

 possivel melhoramento em seletividade, por aplicagéio de discriminagéo
cinética;

e pequeno espaco de bancada exigido, aparelhos pequenos.

Os métodos de injecdo em fluxo utilizados para separagdo podem ser
classificados de acordo com o tipo de interface através da qual a transferéncia de
massa tem lugar. Os tipos de separagdo mais conhecidos sao (47):

» liquido-liquido — extragéo por solvente (particéo)
didlise
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e liquido-gds - difus&o do gas
geraco de hidreto
geracé&o de vapor frio

e liquido-sélido — troca ifnica
adsorcéo
extragéo por sorvente
precipitacdo-dissolugio
coprecipitacéo-dissolugéo
eletrodeposicéo-redissolucio

A maior parte das técnicas pode ser também classificada de acordo com o
meio usado para separacgéo, por exemplo, técnicas de membrana, de coluna ou de
filtracdo.

Alguns critérios definidos ao longo do desenvolvimento da técnica sdo
utilizados para avaliar sistemas de pré-concentracéo (48-50) e os mais difundidos
sd0 apresentados a seguir.

O fator de enriquecimento — EF, é um critério freqlentemente usado para
avaliar sistemas de pré-concentragio e, teoricamente, ¢ igual & raz&o entre a
concentragdo do analito no concentrado C, e na amostra original, C :

EF = CJC,

Na prética, a concentragdo do analito no concentrado é normalmente
desconhecida. Assim, uma aproximacdo geralmente aceita é a que define EF
~como sendo a raz&o entre as inclinagbes das porgdes lineares das curvas
analiticas antes e depois da pré-concentragdo.

Altos fatores de 'enriquecimento n&o estdo necessariamente associados
com altas eficiéncias, porque os primeiros podem ser alcangados mediante longos
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 periodos de pré-concentracdo ou consumindo grandes volumes da amostra.
Dessa forma, o critério da eficiéncia de concentracdo — CE serve para avaliar e
comparar as eficiéncias de sistemas diversos, sendo definido como o produto
entre o fator de enriquecimento e a freqiéncia de amostragem, em numero de
amostras analisado por minuto:

CE = EF (f/60)
B Esse valor indica o fator de enriquecimento do analito alcangado peio
sistema em um minuto.

O parametro indice de consumo — Cl refere-se a outro aspecto da eficiéncia
do sisterna, que é a eficiéncia do consumo da amostra. Foi definido como sendo o
volume da amostra, em mililitros, consumido para alcangar uma unidade de EF,
sendo expresso por;

Cl = V,/EF
onde V; € 0 volume da amostra consumido para obter o valor de EF.

Outros parametros tém sido ainda propostos para avaliar sistemas de
injecdo em fluxo para pré-concentragdo e os meios utilizados para a separacéo.
Por exemplo, alguns autores ainda empregam ensaios em batelada, para avaliar a
capacidade de troca de enchimentos de coluna.

Outra caracteristica importante de sistemas de injecdo em fluxo para pré-
concentracdo € que eles podem ser operados com base no tempo ou no volume.

- Ou seja, o voiume de amostra sendo processado pode ser determinado fixando-se
o intervalo de tempo para introdugio da amostra no sistema de pré-concentragéo,

sob uma vazdo definida da corrente da amostra. Mas também pode ser
determinado usando-se uma corrente carregadora para deslocar um certo volume

de amostra, definido através de uma alca de amostragem. Ambas as abordagens
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tém mostrado bons resultados, com pequenas vantagens de uma sobre a outra,
dependendo dos objetivos e condigdes de trabalho.

2,2.3.2 - Técnicas de coluna para separagdo e pré-concentracdo por inje¢do
em fluxo -

Técnicas tradicionais de separagio e pré-concentragdo, entre elas as
baseadas em troca idnica e adsorgdo, utilizaram-se de colunas, ao longo de
décadas. A mecanizacdo dessas técnicas significou uma revolugio nos
procedimentos, atraindo muitos pesquisadores para, por exemplo, a montagem de
sistemas de injecdo em fluxo e a procura de materiais que pudessem funcionar
adequadamente como enchimentos para as minicolunas desses sistemas, visando
a separar a matriz e pré-concentrar o analito, nas aplicagtes mais diversas.

Em 1983, um trabalho pioneiro nessa area foi publicado, tendo como
objetivo pré-concentrar metais pesados a partir de dgua de mar poluida, usando
uma minicoluna de Chelex-100, com detecgéo por FAAS (51).

Essas técnicas de pré-concentracdo em linha usando minicolunas s&o
baseadas em sorgcdo: o analito é de alguma forma capturado e retido na coluna

adequada, sendo oportunamente liberado para detecgdio, peia passagem de
eluente adequado.

Muitos tipos diferentes de materiais de enchimento para minicolunas tém
sido investigados. Geralmente, eles retém o analito através de um dos seguintes
mecanismos: troca idnica, adsor¢éo e extragéo por sorvente.

Uma resina de troca idnica é um material insolvel (inorganico ou organico)
contendo. ions l&beis que se trocam reversivelmente com outros ions em uma
solugéio posta em contato. Esse material insoltivel tem uma estrutura polimérica,
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que & um tipo de esqueleto, suportado por ligagdes cruzadas de uma cadeia a
outra. Sobre esse esqueleto, os grupos de troca ibnica séo sustentados. Quanto
maior 0 numero desses grupos por unidade estrutural, maior € a capacidade de
troca do material (52).

Os grupos de troca ibnica presentes em resinas de troca catiénica sdo
grupos &cidos, por exemplo, -SOzH, -CO2H, -POsH2. As resinas de troca anidnica
tém grupos bésicos, por exemplo, amdnio quaternario, aminas alifaticas e
arométicas. Muitos tipos de trocadores de ions tém sido preparados e um ndmero
consideravel esta disponivel comercialmente. Para fins praticos, eles s&o
classificados como trocadores catidnicos fracamente e fortemente acidos, e como
trocadores anidnicos fracamente e fortemente basicos. Embora alguns trocadores
naturais existam, os sintéticos s80 muito mais importantes e tém emprego
generalizado, encontrando muitas aplicagtes industriais. Extensas listas de nomes
comerciais e propriedades dos trocadores de ions sintéticos podem ser .
encontradas em textos especializados (52-54).

Em Quimica Analitica, os trocadores de ions tém sido usados para muitos
propésitos. Considerando a aplicagéo em técnicas de pré-concentracéo, a falta de
seletividade que esses materiais costumam apresentar causa limitagbes ao seu
emprego.

Essa falta de seletividade fez com que, de longa data, fosse desenvolvido
um consideravel nimero de resinas de troca ibnica contendo grupos estruturais
conhecidos por formar complexos com metais. Mesmo na falta de especificidade
real, algumas dessas resinas quelantes de troca ibnica podem na prética mostrar-
se satisfatérias, porque as afinidades pelos ions mudam com o pH e assim um

certo grau de separacio pode ser possivel, através da escolha apropriada do meio
(52, 53).
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Uma resina de troca ibnica convencional retém os ions por atragdo
eletrostética. Quando resinas quelantes s&o usadas, ligagbes covalentes sdo
formadas entre o agente complexante e os ions, significando maior intensidade
nas forcas de . interagdo bindria. Na pré-concentragio em coluna,
consequentemente, utilizando-se resinas quelantes o analito & retido mais
firmemente. Isso pode ser vantajoso, mas também pode levar a dificuldades na
elui¢ao.

Vérias resinas quelantes tém sido preparadas e caracterizadas para pré-
concentracéo em linha. Os primeiros pesquisadores empregaram resinas que j&
estavam comercialmente disponiveis, como a Chelex-100 (51). Esse material &
uma resina quelante de troca idnica contendo grupos iminodiacetato. Porém, suas
propriedades mecénicas (como inchamento e contrag8o variando com a forca
idnica) s&o desfavoraveis para trabalho em linha.

Na procura por resinas quelantes mais especificas e com propriedades
mecanicas mais aceitaveis, varios grupos funcionais tém sido imobilizados em
diferentes suportes. Uma das resinas quelantes mais usadas desde os anos 80,
para pré-concentragdo em linha, é a 8-hidroxiquinoleina imobilizada em suportes
orgénicos (estireno-divinil-benzeno, celulose, etc) ou silica (55). Essa resina pode
ser usada como uma referéncia para comparacio com oufras resinas mais
recenteménte propostas (56). Porém, suportes organicos ndo costumam ter as
melhores propriedades fisicas para procedimentos em linha.

As vantagens de suportes de silica para a imobilizagdo de reagentes foram
sumarizados (55):. .

¢ silica € prontamente modificada por varios agentes silanizantes,
~ permitindo a imobilizagdo de vérios grupos funcionais:
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¢ como o grupo ligante encontra-se na superficie do suporte, altas taxas
de troca s&o geraimente obtidas;
o silica oferece excelente resisténcia ao inchamento, 8 medida em que

varia a composi¢éo do solvente, que tem pequeno efeito sobre o suporte
em pH menor que 9.

A estrutura tridimensional da silica tem o &tomo de silicio no centro de um
tetraedro, com atomos de oxigénio em cada um dos quatro vertices. A ligag&o
quimica Si-O é muito forte e os tetraedros podem se ligar entre si. Isso ocorre
porque 0s atomos de oxigénio s&o bivalentes e cada um pode se ligar a dois
atomos de silicio. O resultado € uma cadeia rigida, com anéis de tetraedros. Na
superficie, os atomos de oxigénio estdo parcialmente livres para se ligarem,
porque possuem apenas uma ligaggdo comprometida com silicio. A silica
hidrolisada tem grupos silanol na superficie (57).

A prépria silica tem algumas propriedades de troca idnica, mas as
interagbes com a maioria dos ions metalicos s8o fracas, por causa da baixa acidez
dos grupos silanol e caracteristicas doadoras pouco pronunciadas dos atomos de
oxigénio da superficie. Através da modificacdo da superficie da sfiica, outros
grupos como —NHz, —SH, —CN podem ser introduzidos (58).

Silica-gel e CPG, que é basicamente uma forma especial de silica-gel com
porosidade controlada, tém sido largamente usadas como suporte em resinas
gquelantes para procedimentos de pré-concentracfo em linha (55, 56).

Silica modificada com agentes silanizantes (compostos organicos de
 silicone que prontamente se ligam aos grupos silanol superficiais) pode ser
utilizada como meio pré-concentrador. Porém, meihores resultados tém sido
obtidos quando 4 silica silanizada se adiciona o reagente bifuncional giutaraldeido
e, através dele, um quelante é imobilizado. Bons resultados na pré-concentragéo
de metais tém sido dessa forma relatados por varios autores, utilizando materiais
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quelantes diversos, imobilizados sobre sflica: 8-hidroxiquinoleina (55), algas (59),
- proteinas (60), etc.

Outro método de coluna para separagéo e pré-concentragdo por injecdo em
fluxo que tem sido muito empregado é o baseado em extragdio por sorvente.
Nessas montagens, uma fase sélida constituida por um sorvente hidrofébico
coieta complexos do analito, formados em fase aquosa. Os complexos metélicos
sé&o depois eluidos por um solvente orgénico, por exemplo, metanol ou etanol. Um
sistema bastante conhecido que opera dessa forma é o constituido pelo
complexante DDTC e o sorvente Si02-C1s, mais metanol como eluente (61). Outro
sistema emprega o complexante DDTP, o sorvente SiO>-C1s & metanol (62).

2.2.3.3 - Separagéo em coluna e pré-concentragio de selénio

A grande maioria dos trabalhos publicados ao longo de mais de uma
década de pesquisa visando & separagfo e pré-concentragdo em linha dirigiu-se a
metais que formam espécies catibnicas em solugdo. Poucos trabaihos
contemplaram a pré-concentracéoc de elementos que formam espécies anidnicas
e, dentre esses, uma pequena minoria se referiu a Se.

Um trabalho estudando uma resina feita de metalotionina (proteina com
propriedades quelantes, composta principaimente de cisteinas) imobilizada em
CPG concluiu que, além de boas possibilidades para a préconcentragio em linha
- de diversos metais, também esse material acumulava &nions cromato, separando
Cr (V1) de Cr (lll), espécie catibnica que n&o era retida (60).

Uma estratégia desenvolvida especialmente para a pré-concentragio de Se
em linha envolveu a co-precipitacio com hidroxido de lanténio, dissolugiio com
HCI e determinag@io por HG-AAS. O método foi aplicado a &guas de pogo e
abastecimento, gerando um EF=24, para um consumo de amostra de 6,7 mL,
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analisando 33 amostras por hora (CE=13,2) (63). Os autores ndo fizeram
referéncia a possibilidade da adaptag¢éo do método a outras matrizes. O estudo de
interferentes foi feito de forma global, de modo que ndo & possivel saber se 0s
concomitantes atuam na fase de co-precipitagio/dissolugdo, ou se na etapa de
geragéo do hidreto.

Na medida em que meios fisicos adequados forem sendo descritos, a
separagéo e pré-concentra¢do de Se em linha podera ser, por exemplo, executada
através de uma das técnicas de pré-concentragdo em coluna, que t&o bons
resultados tém apresentado para metais.

Esse foi o objetivo de um sistema proposto em 1994 para analise de aguas
naturais, envolvendo a pré-concentragéo de Se (IV) e Se (V) em uma microcoluna
contendo 25 mg de alumina (64). Quando a alumina é ativada em condicoes
acidas (HNOz 0,01 mol L), torna-se positivamente carregada, sendo possivel a
retencéio de oxoanions, entre eles selenito e selenato. Essas duas formas foram
acumuladas e posteriormente eluidas com solugéo de aménia 2 mol L, sendo
que Se (V1) foi convertido a Se (IV) para a determinacao por HG-AAS. Os autores
relatam um EF=50, quando 25 mL de amostra é utilizada, atingindo limites de
deteccdo e quantificacdo (IUPAC) de 0,006 ng mL! e 0,02 ng mL",
respectivamente. As interferéncias provém de outros anions presentes, que
competem peios' sitios de adsorgéo na alumina. Anions nitrato ndo interferem,
porém fosfato, cloreto e sulfato podem significar sérios problemas, dependendo da
concentracgao.

Utilizando alumina de forma semelhante, a eluigéo com solugZo de amdnia
em concentragbes diferenciadas para Se (IV) e Se (V1) permitiu especiacéo de Se
em &guas naturais, com determinagdo por ET AAS (65). Nessa publicagéc mais
recente (1998), os autores descartam interferéncias de concomitantes comuns em
aguas naturais, mas advertem que a aplicagdo do método a matrizes mais
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complexas (como amostras geolégicas ou biolégicas) acamretara a diminuicéo
gradual da eficiéncia da alumina.

Um outro trabalho contém um estudo comparativo entre resinas de troca
inica, objetivando a separagdo e pré-concentragéo de Se inorganico (Se (IV) e
(V1)) em amostras de &gua, com deteccdo por ET AAS (66). As resinas
experimentadas foram: Cellex T, Cellex QAE, Amberlit IRA-400, Varion AT 660,
Amberlyst A-21 e Amberlyst A-26. Os melhores resultados foram obtidos com a
‘primeira, Cellex T, que €& uma resina de celulose com grupos de amina
quaternaria. A amostra, com pH ajustado em 6 (com HNOs; ou NaOH) foi
bombeada através de uma coluna recheada com Cellex T na forma hidroxida, Se
(V) e (VI) foram acumulados e eluidos individualmente, com HNQs; de
concentracéo diferenciada. O procedimento envolveu quantidades hoje
consideradas “macro” para esse tipo de trabalho: volume de amostra 100 mL,
volume de eluente 10 mL, LD (3c) na faixa de 2 ng mL™". Embora um estudo de
interferentes ndo seja apresentado, © método foi aplicado com sucesso a um
material certificado de folhas de fumo, com teor de Se igual a 0,153 ug g, depois
de digest&o com HNQO3-HCIO..

Ainda referindo-se a matrizes de 4guas naturais analisadas por ET AAS, um
sistema em batelada para pré-concentracfio de Se foi proposto em 1997, desta
vez empregando uma resina de troca anidnica na forma molibdato, preparada a
partir da resina Amberlite CG 400, tipo 2, Organo. (67). A resina foi diretamente
introduzida no forno, como suspenséo. O método foi aplicado & agua de chuva e
de pogo, mas os interferentes impossibilitaram seu emprego para agua de mar .

Outra proposta publicada em 1997 descreveu a utilizagdo de DDTC retido
sobre espuma de poliuretano para a pré-concentracio de varios elementos a partir
~ de a'gués naturais, com determinagdo feita por ICP OES simultdnea e ET AAS
(68). No que se refere a Se, apenas Se (IV) forma complexo estavel com DDTC,
fazendo-se necesséario um passo de redug@o para a determinagfio de Se (VI).
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Para um volume de amostra igual a 150 mL, um LD de 0,08 pg L™ (30) foi obtido
por ET AAS. O estudo de interferentes restringiu-se a influéncia de NaCl: para a
determinagéo de Se, até 3,5 % de NaCl foram tolerados.

‘A pré-concentragio de Se (IV) foi realizada também através da retencéo
simultanea com tetraborato, sobre resina de troca anidnica, seguida de injecéo de
uma zona de HCI e subsequente detecgio por HG-AAS, com gerac&o do hidreto a
partir da fase sélida (69). Foram usadas as resinas Amberlite IRA-410 (melhores
resﬁltados) e Amberlyst A26, que s&o resinas de troca anidnica fortemente
basicas, com esqueleto de estireno-divinilbenzeno. O método foi aplicado apenas
a matrizes pouco complexas, como agua de rio, lago e de abastecimento,
obtendo-se LD (30) igual a 0,12 ng mL™, com 3 min de pré-concentragio (vaz&o
de amostra igual a 3 mL min™). Curvas analiticas foram feitas com 0, 5, 10, 15, 20
e 25 ng mL™* de Se. Esse trabalho teve desdobramentos, na medida em que os
- autores adotaram mais recentemente a detecg@io por ET AAS, com retengéio do
hidreto diretamente sobre o atomizador de grafite recoberto com Ir (“in situ
trapping”) (70).

Um sistema de pré-concentragdo em linha relatado como bastante livre de
interferéncias é o que faz a separagéo e pré-concentracdo de Se (e outros
analitos) por retencdo do complexo formado com DDTP, sobre SiQ2-Cis. O
complexo é eluido com metanol e conduzido para detecgdo. A estratégia foi
empregada para andlise de diferentes matrizes por ICP-MS e ETV-ICP-MS. A
caracteristica talvez mais atraente dessa proposta é a de que a complexacgéo se
dé em meio de HNO3, n&o sendo necessdrios cuidados com ajuste de pH (71, 72).
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2.2.4 - A determinagéo de selénio em alimentos por ET AAS

No inicioc da década de 90, ainda se identificava a falta de métodos
satisfatorios, sob diversos pontos de vista, para a determinagdo de Se em
alimentos, mas previa-se que a situago ndo tardaria a mudar (7). Os métodos
disponiveis eram por demais trabalhosos e demorados, ou exigiam instrumental
fora do alcance da maioria dos laboratérios, como o necessario para NAA.

Realmente, houve e continua havendo consideravel avanco em termos da
apresentagdo de propostas as mais variadas para métodos ac mesmo tempo
confiaveis e rapidos, com esse objetivo. Contudo, a determinagéio de Se em
alimentos mostra muito menos trabalhos desenvolvidos do que, por exemplo, a
determinagéo desse elemento em materiais ambientais e fluidos biolégicos.

Apenas um ndmero muito pequeno das citagdes tratadas em 2.2.1 esta
relacionado a matrizes alimenticias. Mais ainda, quando o foco recai sobre tais
matrizes, normalmente sdo estudados alimentos liquidos ou soltveis em agua.
Alimentos solidos quase n&o s&o enfocados e, quando sdo, normalmente
amostras fortificadas ou materiais certificados de amostras naturalmente mais
ricas em Se, como rins e figado bovino, ou frutos do mar (organismos marinhos),
s&o empregados no momento da validaggo.

A determinac&o de Se por ET AAS tem um passado de muitos alertas feitos
no sentido da existéncia de interferentes, porém os casos mais graves teriam sido
contornados pela adog¢&o de corretores de fundo mais potentes, como o baseado
no efeito Zeeman, em substituico a popular l&mpada de D». Sérias interferéncias
espectrais ocorriam pela absorgéo da radiagdo continua da lampada de D por
alguns concomitantes, como Fe e P, causando interferéncia negativa, e sinal
negativo' na auséncia de Se (73). Com o advento da corregéo de fundo Zeeman, a
| determinég:éo de Se estaria livre da interferéncia das seguintes espécies, até
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concentragéc de 1 000 mg L": K Na, Ca, P, Mg, Ti. Poderiam ser ainda toleradas
concentragdes de até 100 mg L de Al e Fe (74).

Entretanto, problemas remanescentes foram detectados, mesmoc com &
corregao de fundo Zeeman. Parte desses problemas estaria ligada a perda de Se
antes da atomizagdo, na presenca de certos concomitantes, especialmente Na e
SO (juntos) (75).

Um estudo abordou o efeito de Na, Mg, Ca e Sr, nas formas nitrato, cloreto
e sulfato, com e sem o uso de Pd como modificador quimico, na determinag&o de
Se por ET AAS, com corregio de fundo Zeeman. Foi observado que a forma do
sinal atdmico, o valor da absorbancia integrada de Se e a estabilizacio desse
analito é altamente dependente da natureza e concentra¢éo de cada sal. Uma
importante depresséo da absorbancia de Se foi verificada na presenca de NazS04
Por outro lado, Sr foi indicado para emprego como modificador quimico na
determinacéo de Se em presenca de S04, porque produz melhor estabilizagéo
do analito nesse meio, em comparacéo com Pd, e ainda uma grande reducdo do
sinal de fundo (76).

Frente a todos esses resultados, & natural pressupor que a determinacéo
de Se em alimentos por ET AAS seja bastante sujeita a efeito de mairiz,
encorajando ao desenvolvimento de métodos que envolvam separagao do analito.

Outra das fontes de problemas na determinacéo de Se por ET AAS, mesmo
guando instrumental e conceitos modernos séo usados, reside no comportamento
diferente das diversas formas de Se, presentes em amostras reais. Esse assunto
tem sido motivo de estudo por mais de uma década, principalmente no que se
refere ‘é introdugéo no especirdmetro de matrizes de fluidos bioldgicos, levadas
para andlise sem prévia digestéo.
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Welz e colaboradores verificaram que os diversos estados de oxidagdo de
Se ndo sé&o igualmente estabilizados por alguns dos modificadores quimicos mais
comuns, como Ni ou Cu, e sugeriram o uso de Cu-Mg(NOs), aliado a um
programa otimizado de temperatura e tempo para o fomo de grafite. No entanto,
visando a melhor exatiddo e em caso de duivida, aconselharam a digestdo da
amostra, para converter o elemento ao mesmo estado de oxidagio presente nas
solugdes de referéncia, preferentemente a forma Se (IV) (77).

Posteriormente, a estabilidade térmica de selenito, selenato,
selenometionina e ftrimetilselenénio (espécies de Se presentes em fluidos
bioldgicos) foi estudada, experimentando diversos modificadores quimicos: Ni, Cu,
Pd (todos como nitrato), Mg(NOs) ou ainda Cu-Mg(NOs), e Pd-Mg(NOa)..
Nenhum desses modificadores conseguiu estabilizar as quatro espécies
iguaimente. Dentro dessa realidade, um modificador constituido por 7,5 pg de Pd
+ 5 ug de Mg(NO3), foi considerado como a melhor escolha entre os estudados,
para a determinagéo de Se em soro sanglineoc e urina (78).

Mais recentemente, outros pesquisadores compararam as estabilidades
térmicas das mesmas quatro espécies de Se, porém em solugdo aquosa e em
plasma sanguineo, utilizando modificadores quimicos & base de Pd e Pd-
Mg(NOs); . No estudo em solugdo aquosa, observaram que a sensibilidade para
selenato foi pior do que para selenito (mas n&o no plasma, 0 que poderia indicar
que o seienato acaba reduzido a selenito), € que a presenca de cloretos afetou
diferentemente as diversas espécies. Verificaram que a sensibilidade obtida com
selenometionina foi inferior & obtida com selenito, no plasma (porém, segundo os
autores, isso néo inviabilizaria o método, dentro da incerteza normalmente aceita
para a determinagéo de tragcos em materiais biologicos). Também relataram que
néo houve sucesso na estabilizagéo do trimetilselenénio, (de acordo com os
autores, isso poderia ser negligenciado, porque esse metabdlito raramente é
encontrado em plasma). Salientaram que a adiggo de Mg(NOs)2 a Pd (20 ug) néo
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melhorou a determinagdo de Se, em termos de estabilizagéo das suas diferentes
formas, ou de acréscimo em sensibilidade (79).

Assim, pode-se concluir que, no caso da determinacéo de Se em alimentos,
que séo matrizes complexas, tanto pela presenga de concomitantes, como pela
alta incidéncia de Se (Il), um passo de digestdo completa da amostra, antes da
introduclo no espectrdmetro, é substanciaimente aconselhével, para maior
exatidao.

Porém, é preciso ainda considerar o que diz a literatura, em termos de qual
tipo de digestéo seria suficiente.

Embora haja relatos de digestées incompletas de amostras biologicas

quando apenas HNOs é utilizado (80), Kingston e colaboradores demonstraram
| que, em sistemas pressurizados de digestdio por microondas, onde as amostras
sd0 rapidamente aquecidas a temperaturas superiores a 180 °C, esse reagente
sozinho garante digeridos apropriados para andlise por ET AAS, com total
decomposiggic dos compostos organicos contendo Se (81).

Dessa forma, mas também pela rapidez e simplicidade, a digestdo por
microondas em sistema fechado é uma boa escolha para encaminhar a
determinagdo de Se em alimentos por ET AAS, embora outras opgies existam e
possam ser usadas.

Embora todo o conhecimento prévio acerca das dificuldades inerentes,
Hanna e colaboradores relataram que foi tentada a determinagéo direta de Se em
suplementos nutricionais liquidos via ET AAS. As amostras foram injetadas
diretamente no atomizador, ou digeridas a seco ou a umido, antes da
determinagsio. Em todos os casos, as melhores recuperagdes de Se adicionado s6
foram obtidas quando a amostra original foi muito diluida, chegando proximo ao
LD, originando resultados imprecisos. Além disso, o uso de padroes aquosos
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permitiu, na melhor das hipéteses, 70 % de recuperagdo. Assim, foi feita a opc¢ao
por separar o analito da matriz, através de um método em linha, envolvendo a
geracdo do hidreto e acumulagédo “in situ” no atomizador de grafite (pré-tratado
com Ir), efetuando a determinagdo por ET AAS. Obtiveram recuperagdes
satisfatérias, executando calibragéio diretamente com padrées aquosos.
Entretanto, as amostras utilizadas eram bastante ricas em Se (82).

Ocasionalmente, a literatura apresenta resultados aparentemente
contraditérios. Por exemplo, em uma comparagdo entre métodos de digestdo
(microondas em frascos fechados ou microondas focalizado) para grios e seus
produtos {trigo, milho e arroz), varios materiais certificados foram analisados por
ET AAS, sem separacdo de matriz, sendo que poucos resultados de Se foram
estatisticamente rejeitados. Como modificador quimico, Pd+Mg(NQ3). foi usado
(83). Esses bons resultados para alimentos com baixos teores de Se talvez
possam ser creditados a natureza quimica das matrizes (relativamente pobres em
sais minerais) e ao emprego de tubos de grafite com extremidades semi-cerradas,
que melhoraram o LD.

Outros pesquisadores, determinando Se em peixes por ET AAS e utilizando
Pd como modificador quimico (escolthido como methor opgdo entre trés
possibilidades testadas: Pd, Mg(NOs), e Pd+Mg(NO3),), encontraram variagbes de
—45 a +37 % na absorbancia do analito, no estudo de interferentes. Para aumentar
a seletividade, adicionaram oxalato de aménio. A introduggo da amostra no
espectrometro foi feita em suspensGes estabilizadas ou apos digestdo em
microondas, com resultados compardveis (surpreendentemente, melhor precisdo
foi obtida na introdugéio de suspensdes). Um material certificado (peixe) contendo
1,7 ug g" de Se foi analisado pelo método, com resultados satisfatérios. Peixes
foram analisados e indicados como boa fonte desse nutriente (84).

Ainda envolvendo matrizes ricas em Se, correspondentes a diversos frutos
do mar (organismos marinhos) , uma proposta para digestdo por microondas em
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frascos de pequeno volume (7mL) foi apresentada, com determinagdo por ET AAS
Os autores empregaram um modificador misto de Pd+Mg{(NOs); e n&o ha
referéncia sobre outras providéncias para contornar interferentes provindos da
matriz. Foram analisados materiais certificados contendo teores consideraveis de
Se (at& 7,3 ug g™') (85).

Outros autores indicaram o emprego de Rh, usado na forma
(NH4)aRhCigtacido citrico, como providéncia suficiente para contomar
_interferéncias espectrais de P na determinagéo de Se por ET AAS, em matrizes
como frutos do mar e figado (33). A comparagdo com Pd apontou melhores
resultados de estabilizagio obtidos com Rh.

Métodos para alimentos sélidos pobres em Se serdo, provavelmente, mais
elaborados do que os que se referem a alimentos liquidos ou ricos em Se.
Contornar interferéncias, mantendo um bom LD, sera um desafio maior.

No caso especifico da determinacéo de Se em alimentos, o trabalho de
eliminar interferentes deve considerar a grande diversidade na composigao
quimica de tais matrizes. Além disso, como foi visto em 2.1.3, o teor de Se em
alimentos € muito variavel. Assim, ndo ha garantia de que um método descrito
para um certo alimento seja aplicavel a outro.

Esse motivo estimula a pesquisa de métodos que eliminem pelo menos
parte dos interferentes em etapas anteriores & apresentacdo da amostra ao
instrumental analitico. Pode-se formular a hipbtese de que, quanto mais um pré-
tratamento da amostra separar Se de seus concomitantes, maior sera a
'possibilidade de que o método venha a ser utilizado para tipos diferentes de
alimentos. Porém, no intuito de separar o analito de seus concomitantes, ndo é
possivel deiiar que a concentragio do elemento caia a niveis néo—detet_:téveis. Ao

contrario, ao separar Se, pode-se também tentar pré-concentré-lo, melhorando o
LD.
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Um artigo publicado em 1991 (86) contém uma proposta de pré-
concentracéo de Se com DDTC, a partir de ragbes, tecidos vegetais e tecidos
animais. O procedimento sugerido prevé extracdo do complexo Se-DDTC em
cloroférmio, com posterior determinagéo de Se por ET AAS. Um dos méritos
dessa proposta € mostrar que é possivel utilizar a formagdo do complexc Se-
DDTC para quantificar Se em matrizes compiexas. A partir dai, pode-se tentar
desenvolver um procedimento que requeira menos manipulacéo, seja mais rapido
‘e consuma menor quantidade de amostras e reagentes. O reagente DDTC tem
sido eventualmente utilizado na pré-concentragdo de Se a partir de amostras de
aguas, quer utilizando extragéo liquido-liquido (87), quer empregandoc co-
precipitacéo {88).

Um trabalho mais recente (89) sugere a pré-concentracéo de Se (e outros
analitos) por coprecipitacgo com ditiofosfatos, a partir de amostras bioldgicas, mas
a determinacéo foi efetuada por ICP OES. O procedimento provavelmente néo
deva ser completado em um dia de trabalho, porque é necessario aguardar 6
horas para que a precipitagdo ocorra. Além disso, considerdveis massas de
amostra séo consumidas (5 g por via), bem como de reagentes.

Por outro lado, como citado antes, o reagente DDTP levou a bons

resultados na pré-concentracdo de Se, a partir de digeridos de diferentes tipos de
matrizes (71, 72).

Portanto, ambos os reagentes, DDTC e DDTP, merecem ser focalizados.

2241~ Ofreagente complexante DDTC

O DDTC é utilizado desde 1908 em Quimica Analitica. Tem sido usado
como reagente espectrofotométrico ou precipitante, ou ainda em extragdes. O sal
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sédico, (CsHioNS2Na.3H20), forma bastante utilizada, € preparado pela reac@o da
dietilamina com dissulfeto de carbono, em solugdc aquosa de NaOH e esta
comercialmente disponivel. Tem a seguinte formuia estrutural:

CZHS\ S
/

C,Hs S Na

O reagente sdlido é estavel, porém em solugbes &cidas se decompde
rapidamente. Uma solucdo aquosa a 1 % m/v pode ser guardada por algumas
semanas, enquanto a solug&o a 0,1 % m/v se mantém por uma semana (frasco
ambar). E quase insollivel em solventes n&o-polares, entretanto é soluvel em
alcoois. O sal de aménio também é empregado, as vezes com vantagens.

O DDTC comporta-se como um ligante univalente bidentado, tendo dois
atomos de enxofre doadores de elétrons. Reage com mais de 30 elementos em
pH maior do que 4, mas as reagdes ficam mais seletivas em solugdes mais acidas,
com preferéncia para cétions “moles”.

No casc da reacdo com Se, reage com a forma Se (IV), estabelecendo um
quelato com a férmula Sels, onde L é o ligante (S0, 91).

2.2.4.2 - O reagente complexante DDTP

Foi introduzido em 1949, sendo mais seletivo do que DDTC. A férmula
estrutural do sal de amoénio [(CzHsO)P(S)SNH4], forma que tem sido mais
empregada, &:
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CoHs — O\ //S
/ N

CH, — S NH,

Em termos de Se, reage apenas com Se (IV). Pode reagir também com Ag,
As, Au (llt), Bi, Cd, Cu (l), Fe (lll), Hg (1), In (HI), Mo (V1), Ni (II), Pb, Pd (Il), Sb
(1), Sn (ll) e Te (IV). Forma quelatos do tipo:

C:Hs - O N //Sx
M

P
CHs-0- ~s” o

onde M é o elemento complexado (91).
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CAPITULO 3

PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - Instrumentagao

O trabatho foi executado em um espectrometro de absorgéo atdmica com
forno de grafite Zeeman 4100 ZL, marca Perkin Elmer, dotado de amostrador
automatico AS-70 e controlado por computador. As leituras foram feitas em
absorbancia integrada (modo &rea de pico) a 196,0 nm, com fenda de 2,0 nm,
usando LCO de Se, marca Varian ou IST, em corrente de 12 mA. Como gas de
purga e protegdo, Ar de pureza 99,999% foi usado, fornecido pela Air Liquide.

Foram utilizados atomizadores de grafite do tipo THGA , com recobrimento
de grafite pirolitico e plataforma de L’ vov incorporada, fornecidos pelo mesmo
fabricante do espectrémetro e condicionados segundo indicado pelo fornecedor.

Para o bombeamento de solugbes através de colunas, foi empregada uma
bomba peristéltica integrada ao gerador de vapor Varian VGA-77, com tubos de
cabega de bomba feitos de Tygon e conexdes de tubos de PTFE com diametro
interno de 0,8 mm.

Para as digestbes de amostras, duas opgdes foram usadas: 1. um sistema
- fechado de preparagéo por microondas, modelo MDS-2000, da CEM Corporation;
2. uma bomba de oxigénio calorimétrica, formecida pela Parr Instrument Company,
utilizando oxigénio comercial sob pressao.

O preparo de solugbes e medicéo do volume de eluentes foi feito com
micropipetas Eppendorf e Transferpette, com pontas ejetaveis. Pesagens foram
efetuadas em balanca analitica eletrdnica Sartorius BP 210 S.
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3.2 - Reagentes e solugdes
3.2.1-Agua

A agua empregada foi purificada em sistema Milli-Q, da Millipore
(resistividade 18 MQ cm™).

3.2.2 - Etanol

No trabalho envolvendo pré-concentragio de Se com DDTC ou DDTP, foi
usado aicool etilico p.a., 95%, reagente analitico grau ACS marca Reagen, para
eluicdo do complexo DDTC-Se ou DDTP-Se.

3.2.3 — Solugoes de HNO;

Todas as solugbes de HNO3 necessérias ao trabalho foram preparadas por
diluigdo do HNOs concentrado (14,4 mol L) da linha Suprapur Merck, exceto a
solugdo de limpeza referida em 3.3, feita a partir de HNOs concentrado grau
analitico, marca Merck ou Carlo Erba.

3.2.4 - Solugdes de Se

A solugao-estoque 1000 mg L™ de Se foi preparada com 1,000 g de Se em
pé marca Merck (99,5 % pureza minima), dissolvido por aquecimento em 80 mL
de HNOs 7,22 mo! L™ e diluido a 1000 mL, em baldo volumétrico. As solugbes de
Se empregadas ao longo do trabalho foram obtidas por diluigdo dessa solugdo-
estoque.
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3.2.5 — Solugao de modificador quimico 1 gL' de Rh

A solugéo de modificador quimico 1 g L™ de Rh foi preparada a partir de
RhCl3.3H20 para sintese da Merck, dissolvido em agua. Para uso opcional, outra
solucdo 1 g L™ foi preparada como a anterior, porém teve o anion CI" removido,
através de sucessivas evaporagdes e redissolugdes em HNQOs (concentragéo final
em HNOs: 1 % /v ou 0,14 mol L.

~ 3.2.6 - Solugd@o de modificador quimico1g L de Ni

Esta solugdo foi preparada em HNOs 1 % viv (0,14 mol L™, a partir de
ampola Titrisol Merck (Ni como NiCl;), por diluigdo segundo instrucbes do
fabricante.

 3.2.7 - Solugdo de modificador quimico 1 g L™ de Pd

Esta solucgéo foi preparada por diluicdo de 10 vezes, em agua, da solugao
de Pd 10 g L™, 15 % em HNO3, fornecida peta Merck.

3.2.8 - Solugéo de modificador quimico1 gL' de Ir

Esta solucgo foi preparada em HNOs 1,2 % viv (0,17 mol L), a partir de
IrCls.1,5H20 para sintese (62,2 % Ir), da Sigma.

3.2.9 — Solugdes de DDTP

As solugbes de DDTP foram preparadas a partir do sal de aménio do dietil
ditiofosfato (CzHs0)P(S)SNH4 95 %, fornecido pela Aldrich, dissolvido em agua,
em diversas concentragbes: 2 % m/iv (2 g do sal a 100mL); 1 % m/v (1 g do sal a
100_ mL ); 0,5 % miv (0,5 g do sal a 100 mL) e assim por diante. Cada nova
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solugéo foi purificada através de passagem sobre minicoluna recheada com 30 mg
de Si02-C1s.

3.2.10 - Solucdes de DDTC

As solugbes de DDTC foram preparadas a partir de dietilditiocarbamato de
sodio (triidrato) CsHioNNaS;.3H:20, p.a., minimo 99 % de pureza, marca Merck,
dissolvido em égua em diversas concentragGes, por exemplo, 1 % m/v (1g do sal a
100 mL ) e assim por diante. Cada nova solugdo foi purificada através de
passagem sobre minicoluna recheada com 30 mg de Si02-Cis, de forma idéntica
ao descrito para as solugtes de DDTP.

3.2.11 — Materiais certificados

Foram utilizados os seguintes materiais certificados de referéncia: Animal
Bliood A-13 e Fish Tissue Ma-B-3/TM, procedentes da International Atomic Energy
Agency — |AEA; Bovine Liver BCR 185, Cod Muscie CRM 422, Mussel Tissue
CRM 278, Pig Kidney CRM 186 e Wholemeal Flour BCR 189, fomecidos pelo
Community Bureau of Reference - BCR.

3.2.12 - Outros reagentes

Para os experimentos relativos & pré-concentragdo de Se com reagentes
imobilizados em CPG, foi utilizado 0 CPG marca Sigma, produto PG75-120, 80-
120 mesh, diametro médio de poro igual a 75 A, volume de poro 0,47 cm® g e
aminopropiltrietdxi-silano para sintese (minimo 99 %) da Merck. Para a pré-
concentragéo com DDTC e DDTP, foi empregada silica gel 100 Cqs — fase reversa,
para uso em cromatografia de coluna (SiO2-Cis).

Os demais reagentes utilizados ao longo do trabalho foram p.a. Merck ou

‘Carlo Erba.
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3.3 — Procedimentos
3.3.1 - Limpeza de vidraria e outros materiais

- Antes do uso, a vidraria e o material de polietileno, polipropileno e outros
polimeros foram sempre deixados de molho por, no minimo, 24 horas em solugéo
de HNO; p.a. 0,28 mol L. A solug&o nitrica foi depois descartada e o material foi
enxaguado com agua desionizada em abundancia, por 5 vezes, mantendo-se o
ditimo enxagle por 24 horas ou mais. Finalmente, o material foi posto a escorrer
em secador plastico apropriado, até secar.

3.3.2 — Forno de grafite

O volume total injetado no atomizador THGA via amostrador automético, a
- cada ciclo, foi sempre igual a 20 pL. O diluente empregado foi HNOs 0,2 % viv
(0,028 mol L") e o modificador quimico foi Rh (5 Hg), salvo indicagéo diferente. O
programa usual de forno, previamente otimizado, foi como indicado na Tabela 3.1.
O programa que consta na Tabela 3.2 omite o passo de pirdlise e foi usado
opcionalmente no método de pré-concentragio de Se com DDTP-Si02-Ca.

Tabela 3.1. Programa usual de temperatura e tempo do forno de grafite, para a
determinagéo de Se.

Passo Temperatura, Rampa, s Tempo na Vazdo de Ar
°c temperatura,s  mL min”
Secagem 1 110 1 30 250
Secagem 2 130 5 50 250
Pirdlise. 1300 10 20 250
Atomizagso 1900 0 5 0
Limpeza 2400 1 2 250




Tabela 3.2. Programa opcional (sem pirdlise) de temperatura e tempo do forno de
grafite, para a determinagéo de Se ap6s pré-concentracdo com DDTP-8i02-Cqs.

Passo Temperatura, Rampa, s Tempo na Vazédo de Ar,
°Cc temperatura,s  mL min’
Secagem 1 110 1 30 250
Secagem 2 200 5 50 250
Atomizacéo 1900 0 5 C
~ Limpeza 2400 1 2 250

As condigGes de secagem foram otimizadas no inicio do trabalho, com o
auxilio de um espelho do tipo odontoiégico, para observar a evolugao de vapores.
A temperatura de atomiza¢éo também foi inicialmente otimizada e fixada para todo
o trabalho. As demais condi¢es foram determinadas no decorrer do projeto.

3.3.3 - Digestdo de amostras

3.3.3.1 — Forno de microondas

Massas entre 0,2 e 0,3 g de amostra foram pesadas com exatiddo e
transferidas para os frascos de reacdo préprios, fornecidos pelo fabricante do
forno de microondas. A cada frasco, foram adicionados 1 mL de agua e 2 mL de
HNOs concentrado. Os frascos foram fechados de acordo com o manual do
equipamento e, em seguida, foram instalados no carrossel do forno de microondas
e o programa indicado na Tabela 3.3 foi iniciado.

Opcionalmente, outro pragrama (Tabela 3.4), com mais oxidante, também

foi experimentado, onde a cada frasco foram adicionados 5 mL de HNOs;
~ concentrado, em lugar de 1 ml de &gua e 2 mL de HNO3 concentrado.
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Tabela 3.3. Programa do forno de microondas (seis frascos) para a digestéo de
amostras de alimentos (0,2 a 0,3 g)

Estagio 1 2 3 4
Poténcia (W) 441 441 441 441
Pressdo (MPa) 0,207 0,345 0,689 0,827
Tempo (min) 10 10 10 5
Tempo na pressdo (min) 10 10 10 5
Exaustdo (%) 100 100 100 100

Tabela 3.4. Programa opcional do forno de microondas (seis frascos) para a
digestdo de amostras de alimentos (0,2 2 0,3 g)

Estagio 1 2 3
Poténcia (W) 252 252 252
Presséo (MPa) 0,276 0,586 1,03
Tempo (min) 6 6 10
Tempo na presséo (min) 3 3 5
Exaustao (%) 100 100 100

Uma vez completado qualquer um dos dois programas, o carrosse! foi
deixado ainda girar por, ne minimo, mais 15 min, para arrefecimento. Em
'prosseguimento, os frascos resfriados foram abertos e os conteudos transferidos

quantitativamente para baldes volumétricos de 25 mL, avolumando-se com agua.
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3.3.3.2 - Bomba de oxigénio

No procedimento envolvendo a bomba de oxigénio, massas variaveis de
amostra (até cerca de 1g) foram transferidas para cadinho préprio, que foi
colocado em suporte especial. Um fio condutor foi passado pela amostra e 10 mL
de HNOa 10 % viv (1,4 mol L") foram colocados no fundo da bomba. Em seguida,
o cadinho e seu suporte foram colocados dentro da bomba, ficando suspensos
sobre o liquido. A bomba foi fechada, introduzindo-se oxigénio até 2,53 MPa.
" Depois da pressurizagdo, a bomba foi colocada em sua luva de refrigeracdo com
agua. Os contatos que ligam a bomba & unidade de ignicdo foram instalados e a
ignicdo (que & instantanea) foi disparada. O agitador da agua de refrigeragéo foi
ligado e deixado funcionar por pelo menos 10 min. Depois do arrefecimento, o
respiro da bomba foi afrouxado lentamente (tempo total 2 min), todo o conjunto foi
aberto e os conteddos foram quantitativamente transferidos para bal&o volumétrico
de 25 ou 50 mL. Pequenos residuos sdlidos foram removidos por filtrago.

3.3.4 - Procedimento para preparag¢io do CPG silanizado

A prepérag:éo do CPG silanizado baseou-se no procedimento descrito na
referéncia 60 e é sumarizada abaixo.

Primeiramente, o CPG foi ativado em &cido, através da ebuligdo de 1g do
material em 10 mL de HNQ5 0,72 mol L™, por 30 min.

Em seguida, o CPG ativado foi filtrado através de filtro de vidro sinterizado
sob vécuo, lavado com agua e finalmente seco em estufa a 95 °C, por 1 h.

'O CPG foi entdo modificado com o reagente silanizante 8-
aminopropiltrietéxi-silano. Uma solugdo foi preparada com 2,5 mL desse reagente

‘em 25 mL de agua, o pH sendo ajustado a 3,45 com HCI 6 mol L', O CPG ativado
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e seco foi adicionado a essa solugéo e a mistura foi aguecida em banho-maria a
75 °C por 150 min, com rotaco do frasco a cada 15 min.

O CPG silanizado foi entao filtrado através de filtro de vidro sinterizado,
lavado e posto para secar como antes.

O processo de modificagéo foi executado duas vezes, para assegurar bom
recobrimento do CPG, cuja reag&o pode ser representada como abaixo:

: ?Ceﬁs i CIJCqHs
%m + qnp-fi—(aiz),mh Q-Ei—o— Si—(CHa)s - NH,
s OC;H;s ' é’cﬂ'ls
CPG 8-aminopropiltrietoxi- CPG

sitano silanizado

3.3.5 - Procedimento de pré-concentracdo com DDTC ou DDTP

Otimizou-se um procedimento manual, empregando bomba peristaitica com
vazéo de 5 mL min™ e uma minicoluna de 1,5 cm, recheada com 30 mg de SiO»-
C1s. Depois da digestéo nitrica, uma aliquota (normalmente 0,5 a 2 mL) da solugéo
da amostra foi diluida a 5 mL (alimentos com teor esperado de Se maior do que 1
mg kg!) ou 25 mL (alimentos com 0,05 a 1 mg kg™ de Se) com HNO3 0,2 % viv
l(0,028 mol L"), de forma a diluir a matriz, que pode afetar a analise. Entdo, 1 mL

de solucdo de complexante (DDTC ou DDTP) foi adicionado, a mistura foi
| 'homogeneizada_ e o0 complexo formado foi adsorvido na minicoluna. O compiexo
foi depois Qluido com 200 ul de etanol e o eluato foi coletado diretamente na
cubeta do amostrador automatico, para imediata determinacéo de Se por ET AAS.
Entre dois ciclos, tubos e minicoluna foram lavados com HNOs 0,2 % viv (0,028

mol L™). As curvas analiticas seguiram o mesmo procedimento, sendo preparadas
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com solugdes de Se (IV), em HNO3 0,2 % v/v (0,028 mol L™), obtidas a partir de
diluicao da solucdo-estoque. Cada ciclo de pré-concentragdo, para o procedimento
com 25 mL de digerido diluido, demorou cerca de 6 min.

A Figura 3.1 mostra um desenho esquematico, ilustrando tal procedimento.

(0,522mL)

Figura 3.1 Desenho esquematico representando o procedimento de pré-
concentracao utilizado com DDTC-Si02-Cyg ou DDTP-SiO2-Cys.



" CAPITULO 4

'RESULTADOS E DISCUSSAO

" Para melhor organizagdo dos contetidos, este capitulo encontra-se dividido
em trés partes, que convergem para alcancar o objetivo do projeto (1.2). O
trabalho culmina com a validagdo de um dos meétodos propostos para a
determinagéo de baixos teores de Se em alimentos, atraves de um exercicio
interlaboratorial nacional.

A primeira parte retine resultados obtidos em estudos sobre o efeito da
presenca de concomitantes na absorbéncia de Se.

A segunda parte trata de experimentos realizados em torno do tema
modificadores quimicos para Se em ET AAS.

A terceira parte refere-se a proposigéo de métodos para pré-concentracao
de Se a partir de matrizes alimenticias, com determinagéo por ET AAS.

4.1 — Estudo sobre o efeito de concomitantes na absorbéncia de Se

Como visto na revisdo bibliogréfica, ha motivos para preocupagdo com o
efeito de matriz na determinagdo de Se por ET AAS, mesmo quando o corretor de
- fundo Zeeman e todo o conceito STPF s#o utilizados.

'No presente trabalho, vérios experimentos foram efetuados para averiguar
o possivel efeito de concomitantes tipicos de matrizes alimenticias, sobre a
absorbancia de Se. Foram estudados minerais que normalmente existem em
alimentos e, ao mesmo tempo, sdo potenciais interferentes, de acordo com a
literatura disponivel. Com base em supostos intervalos mais comuns de

concentragéo dos minerais em alimentos (5, 8), decidiu-se a faixa de concentragéo
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de cada espécie a ser estudada, pressupondo que a diluicdo de uma amostra
sblida, ao ser digerida, varie de 50 a 100 vezes. A Tabela 4.1, resume esses
intervalos .

Tabela 4.1 Intervalos supostos de concentragdo de minerais em alimentos, para
fins de estudo de interferéncia scbre Se (5, 8).

Mineral Concentragdo minima, Concentracio maxima,
mg kg mg kg™
Ca 100 {frutas, came, peixeé) —BUOOO (queijos gordos)
P 1000 (frutas, cereais) 85000 (queijos)
Fe 3 (frutas, peixes brancos) 90 (figado)
Cl 1000 (alimentos naturais) 25000 (alimentos salgados)
Al 0,1 (verduras, carnes) 100 (misturas pré-prontas)

Uma observagéo sobre o valor maximo indicado para Al na Tabela 4.1 é
oportuna. Numerosos compostos de Al sdc usados como aditivos em alimentos,
principalmente como acidulantes em fermentos, mas também como emulsificantes
na produgdo de queijos, ligantes para produtos cameos, etc. Farinhas e misturas
pré-prontas para bolos e p&es podem conter mais de 100 mg kg™ de Al (5).

Também foi avaliado o efeito de concomitantes que podem ser aportados
por reagentes, por exempio, HNOs; e HCI.

Ao longo desta parte do trabalho, foi empregado o modificador quimico Pd
(5 Hg), por ser um dos mais utilizados para a determinacio de Se por ET AAS.
Empregou-se o programa do forno de grafite indicado na Tabela 3.1, com pirdlise
a 1200 °C. Alguns experimentos foram repetidos utilizando outros modificadores
quimicos, para fins de comparagéo. Nesses casos, 0 programa do foro de grafite
~ foi 0 mesmo usade com Pd, porém com temperatura de pirdlise mais alta,
conforme explicitado caso a caso.

53



Experimentos feitos com concentragdes crescentes de HNOs ou HCI sobre
massas constantes de Se mostraram que é possivel trabalhar em meio de até 0,5
% viv (0,072 mol L e 0,047 mol L™, respectivamente) de qualquer um dos acidos,
sem observar variagdo significativa (nivel de significancia de 99 %) na absorbancia
do analito, comparando com uma concentragéo &cida de cerca de 0,1 % v/v (0,014
mol L e 0,009 mol L™, respectivamente).

4.1.1 — Estudo da presenca isolada de P, Ca e Al sobre a absorbéncia de Se

Testes envolvendo a adigdo isolada de massas crescentes de P como
NH4H-PQ,4 sobre massas constantes de Se foram realizados e resultaram em que
ndo ha alteragdo significativa da absorbancia do analito até, pelo menos, cerca de
1 ug de P adicionado sobre 0,4 ng de Se (teste ¢, nivel de significancia de 95 %).
Observou-se que, embora a forma e a altura do puisc atdmico de Se seja bastante
alterada com a adicéo de P, a érea do puiso permanece constante, mesmo em
adicdes bastante aitas desse potencial interferents. A Figura 4.1, referente ao
experimento repetido com 0,8 ng de Se, mostra a variagéo da altura dos pulsos.

Outros testes semelhantes, porém com adicoes de Ca como CaCl; sobre

Se, levaram a concluir que ndo ha variagio significativa da absorbancia de Se até,

pelo menos, 1 pg de Ca sobre 0,4 ng de Se (teste ¢, nivel de significancia de 85

%). Assim, considerados isoladamente e um de cada vez, os elementos P e Ca

ndo representariam problemas na determinagéo de Se na maioria das matrizes
- alimenticias, a luz da Tabela 4.1.

Ja quando adigbes de Al na forma de cloreto foram feitas sobre Se,
* surgiram indicios de interferéncia.

Quantidades crescentes de Al como nitrato e, posteriormente, como cloreto,
foram adicionadas a Se. As Figuras 4.2 e 4.3 ilustram os resultados, onde cada
ponto representa a média de 5 replicatas.
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Figura 4.1 Pulsos atdmicos (sempre os mais altos) e de fundo, obtidos para 0,8 ng
de Se, nas seguintes situagdes: A — sem adigdo de P; B — com adi¢do de 1,5 g
de P; C ~ com adicdo de 4,2 ug de P. Modificador quimico Pd (5 ug), temperatura
de pirélise igual a 1200 °C. P adicionado como NH4H.PO4.

Enquanto quantidades crescentes de AI(NO3)s produziram absorbancia de
0,4 ng de Se sem variagbes significativas (Figura 4.2), o contrério aconteceu com
AlICla (Figura 4.3). A comparagéo entre as respostas obtidas com zero e com 2,4
ng de Al, adicionado como cloreto (correspondendo & concentragéo final de 0,12
mg L' de Al e 20 pg L de Se, sendo o volume total de 20 pL dentro do
atomizador de grafite) mostrou diferenca significativa pelo teste t de comparagéo
entre duas medias experimentais (nivel de significancia de 95 % e mesmo 99 %)
(92).
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Uma variagdo significativa, resultante da presengca de relativamente
pequena quantidade de Al, em termos da Tabela 4.1, pode significar erro na
determinacdo de Se em certos alimentos. O teor médio de Al em alimentos foi
avaliado como ficando ao redor de 10 mg kg™ (7), o que representaria 0,1 mg L™

de Al na solucio para andlise, se a amostra fosse diluida 100 vezes, a partir do
scolido.

0,08 -
&
e 0,05 -
= 0,04
S et —— . —
£ 0,03 1 \
=
g 0,02 -
2 0,01 - 24 ng de Al
E-1
< 0 . .
¢ 10 20 30
Al (ng) como nitrato

Figura 4.2 Efeito da presenga de massas crescentes de Al como Al(NO3)s sobre a

absorbéncia integrada de 0,4 ng de Se. Modificador quimico Pd (5 pg),
temperatura de pirclise igual a 1200 °C.

Foram utilizadas, propositadamente, baixas concentracdes de Se nos
experimentos cujos resultados séo ilustrados pelas Figuras 4.2 a 4.5, buscando
representar da melhor forma possivel situacdes reais.
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Figura 4.3 Efeito da presenga de massas crescentes de Al como AICls sobre a

absorbancia integrada de 0,4 ng de Se. Modificador quimico Pd (5 ug),
temperatura de pirdlise igual a 1200 °C.

O experimento foi repetido, alterando a massa de Se para 08 ng e
mantendo o mesmo intervalo de adicdes de Al, porém com mais pontos
intermediarios. Novamente, uma variagdo muito significativa (99 %) no sinal foi
observada entre dois pontos consecutivos, no inicio da faixa de concentragbes
estudada (1,8 e 2,6 ng de Al), quando AICls foi utilizado (ver Figura 4.4).

Experimento semelhante foi realizado utilizando Rh como modificador
quimico (temperatura de pirdlise igual a 1300 °C), explorando mais a regido de
menores massas de Al adicionadas. Mais uma vez, variagdes significativas (95 %)

ocorreram na absorbancia de Se, como € possivel visualizar através da Figura 4.5.
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| Figura 4.4 Efeito da presenga de massas crescentes de Al como AlICl; sobre a
absorbancia integrada de 0,8 ng de Se. Modificador quimico Pd (5 pg),
temperatura de pirdlise igual a 1200 °C.
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| Figura 4.5 Efeito da presenca de massas crescentes de Al como AICl3 sobre a
absorbéncia integrada de 0,8 ng de Se. Modificador quimico Rh (5 pg),
temperatura de pirélise 1300 °C.

‘4.1.2 - Estudo da presenga concomitante de P, Fe, Al e Cl

Uma cbnsideraqéo critica que pode ser levantada com referéncia a maioria
dos estudos de possiveis interferentes em uma certa determinagéo € a de que,
normalmente, s&o abordados efeitos de espécies concomitantes, de forma isolada.

Em outras palavras, a possivel interagdo entre elas é negligenciada. Dai pode
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provir um descompasso entre os resultados dos experimentos e as dificuldades
encontradas com matrizes reais.

Assim, um experimento do tipo 2* fatorial (ANOVA com quatro variaveis
independentes) foi realizado, envolvendo quatro dos principais interferentes
citados em bibliografia, no que se refere & determinagéo de Se por ET AAS. Essas
espécies, fosfato, ferro (fli), aluminio e cloreto, estéo presentes em digeridos de

alimentos, originarias do P, Fe, Al e Cl das amostras sélidas, conforme a Tabela
41,

Um experimento de tal tipo é capaz de avaliar a influéncia isolada de cada
variavel independente, e de suas interagbes. Os experimentos do género 2"
fatorial, onde n é o nimero de varidveis, sdo particularmente adequados para
estudos de varredura onde se deseja ver qual ou quais de um conjunto de
variaveis exerce maior infludncia sobre a varidvel dependente. Para reduzir o
numero de experimentos necessdrios, investiga-se apenas dois niveis de cada
varidvel. Com base tedrica, supbe-se que as interagdes termdrias (irés
interferentes presentes no nivel mais alto) e a quaternaria (todos os interferentes
presentes no nivel mais alto) provavelmente n&o seriam significativas. A oscilagéo
da resposta da variavel dependente nesses casos ent3o serve para avaliar o erro
aleatério do experimento (93).

No presente trabalho, a varidvel dependente foi tomada como sendo a
absorbancia de 0,4 ng de Se (a solucdo-branco, sem Se, ndo apresentou
absorbancia). As varidveis independentes foram as quantidades dos quatro
potenciais interferentes. Fosfato foi adicionado como NHsHPQ4 ferro como
Fe(NOs)s, aluminio como AI{NOs)s e cloreto como CaCl.. O nivel de concentraggio
mais baixo ‘escolhido foi zero, € o nivel mais alto variou para cada espécie, de

acordo com os teores encontrados em alimentos (Tabela 4.1). A Tabela 4.2 indica
| essas quantidades referentes ao nivel mais alto dos possiveis interferentes. Os
caiculos foram efetuados para um nivel de significancia de 99 %.

59



Convém lembrar que, nos primeiros resultados obtidos no presente
trabalho, néo foram encontradas evidéncias de que P (até 1 ug) e Ca (até 1 ug),
isoladamente, interfiram na absorbancia de 0,4 ng de Se. As espécies aménio e
nitrato s&o amplamente utilizadas em ET AAS e, na falta de referéncias relatando
problemas especificos em relagéo a determinacdo de Se, sdo consideradas como
n&o-interferentes.

Tabela 4.2 Teores maximos finais das varidveis independentes (elementos
quimicos potencialmente interferentes) aplicados no experimento 24 fatorial.

Elemento quimico Valor maximo,emmgL” Valor maximo, em ug

P 100 2
Fe 1,5 0,03
Al 0,4 0,008
Ci 500 10

Os resuitados apontaram as influéncias de fosfato, ferro, aluminio e cioreto
como néo significativas, quando tomadas isoladamente. Entretanto, entre as
interacBes binarias, surgiram como significativas as representadas por aluminio e
cloreto, e fosfato e cloreto.

A interag@o Al-Cl, cujos indicios de efeito sobre a absorbancia de Se ja
haviam sido apontados antes, poderia resultar na formagio de um composto,
quando certas estequiometrias otimas s&o proporcionadas no atomizador de
grafite, interferindo na determinacdo. Sobre a interagdo P-Cl n&o foi possivel
encontrar referéncias em trabalhos publicados. Porém, lembrando que a forma de
cloreto emprégada no teste foi CaClz, pode ter ocorrido a interagéo P-Ca, ja que
alguns fosfatos de calcio tém cardter refratdrio e poderiam permanecer no

atomizador depois da pirélise, influindo na deteccdo de Se, no momento da
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atomizagao. Em alimentos simultaneamente ricos em P e Ca, tal interferéncia
seria mais importante. Alguns autores, por exemplo, encontraram especial
dificuldade na determinagéc de Se em laticinios e cereais. Atribuiram o problema
a interferéncia de P. No entanto, tais alimentos s3o, ao mesmo tempo, ricos em
Ca e P. E provavel que o efeito encontrado se deva & interagéo Ca-P (94).

Por outro lado, ainda insistindo no fato de que a forma de cloreto
empregada no teste foi a de CaCl, , haveria uma suspeita a averiguar, de

‘interagéo Al-Ca.

A Figura 4.6 mostra a resposta de uma solugio 40 ug L™ de Se (0,8 ng Se)
quando quantidades diferentes de Ca (como CaCl,) e Al (como AICls) s&o
adicionadas. Se o efeito de Al sobre a absorbancia de Se fosse independente do
efeito produzido por Ca, curvas aproximadamente paralelas poderiam ser
esperadas (93). Observa-se na figura que isso esté longe de ocorrer, confrontando
o tragcado da curva que representa a auséncia de Al com as demais. Essa
constatacéo pode ser tomada como indicio da interagio Ca-Al.

008
'3 e T aro Al
] aflem? 6 ng Al
© 0,07 amien552 g Al
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0 1 2 3 4 5
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Figura 4.6 Efeito simuitdneo de massas crescentes de Ca e Al sobre a
absorbancia integrada de 0,8 ng de Se. Modificador quimico Pd (5 M),
temperatura de pirélise igual a 1200 °C.
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Figura 4.7 Pulsos atémicos (sempre os mais altos) e de fundo, obtidos com 0,8 ng
de Se, nas seguintes situagdes: A — sem adicSio de Ca nem Al (érea do pico
atémico = 0,070 s); B — com adigdo de 2,6 ng de Al (drea do pico atémico = 0,075
s), C ~ com adi¢éo de 1,5 ug de Ca (&rea do pico atémico = 0,064 s); D — com
adicdo de 26 ng de Al e 1,5 ug de Ca (4rea do pico atdmico = 0,054 s).
Modificador quimico Pd (5 pg), temperatura de pirdlise igual a 1200 °C. Ca
adicionado como CaCl, e Al como AICIs.
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A Figura 4.7 permite a investigacio comparativa dos formatos e tamanhos
dos picos atdmico e de fundo obtidos em parte do experimento anterior. Os
valores informados na legenda, referentes as &reas de picos atdmicos,
representam médias de 5 repeticbes. Observa-se que as adicdes modificam a
forma e a area dos picos. De modo geral, a presenca de Ca aumenta o sinal de
fundo e deprime o do analitc. Como foi visto antes, a adicao de certas quantidades
de Al (como cloreto) pode aumentar a absorbancia de Se.

4.1.3 - Determinagéo de Se em amostras reais

Sem absolutamente pretender esgotar o assunto, até aqui j4 foram
recothidas diversas evidéncias de que a determinagiio de Se por ET AAS em
alimentos pode, realmente, estar sujeita a efeito de matriz, mesmo com a
utiizacdo de conceitos e equipamentos contemporaneos. Entretanto, faltaria
verificar como esse possivel efeito de matriz se manifesta na pratica, através da
analise de amostras reais.

Assim, foi escolhido um material certificado rico em Se, cuja determinagso
por ET AAS, em principio, deveria ser rapida e sem problemas: o BCR - CRM 186
Pig Kidney (teor de Se igual a 10,3+ 0,5 ug g").

Esse material foi digerido por microondas, conforme o procedimento
descrito em 3.3.3.1 e Tabela 3.3 (aproximadamente 0,25 g avolumados a 25 mL).
As solugbes resultantes foram analisadas por ET AAS, com o programa usual de
temperatura e tempo, mostrado na Tabela 3.1 (temperatura de pirdlise igual a
1300 °C), na presenga de 5 pg de Rh, como modificador quimico.

| Devido & relativamente aita concentracio de Se nos digeridos de Pig
Kidney, foi necessario diluir as solucles resultantes, de forma a interpolar a
absorbéncia integrada na curva analitica, construida com os pontos 0, 5, 10, 15,
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20, 30 e 40 ng mL™. A Figura 4.8 mostra a concentragdo aparente de Se em Pig
Kidney, obtida em cada uma das diferentes diluicbes efetuadas, que estdo
referidas ao material solido. Todas as respectivas absorbancias obtidas estiveram
compreendidas no intervalo da curva analitica. Claramente, as diluigbes mais altas
se fizeram necessarias, para obter o teor esperado de Se. Isso ilustra o efeito da
matriz, que levaria a erro negativo, caso as diluicdes mais altas ndo fossem
possiveis, como em amostras com teor de Se inferior a1 mg kg™.
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Figura 4.8 Concentracéo aparente de Se no material certificado BCR CRM 278
Pig Kidney (teor certificado de Se igual a 10,3 £ 0,5 ug g™') apés digestdo, quando
determinada por ET AAS, utilizando modificador quimico Rh (5 ug) .

Tais resultados nao sdo surpreendentes, considerando o relato de Hanna et
-alii (82), que determinaram Se em suplementos nutricionais. Os autores
reportaram tentativas de determinacéo direta de Se (sem separagdo da matriz) por
ET AAS, envolvendo infroducdo de suspensao da amostra, bem como prévia
digestdo seca e umida. Segundo os autores, todos esses experimentos ficaram
prejudicados, ja que boas recuperacbes de Se adicionado somente foram

alcangadas quando as amostras sofreram grande diluicdo, o que levou a
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-concentragéo de Se para préximo do LD, diminuindo a confiabilidade dos
resultados.

Ja com a matriz estudada no presente trabalho, adicdes de Se (IV) a
- -aliquotas do digerido levaram a recuperagbes muito préximas de 100 %, mesmo
quando as adigbes foram feitas a diluigbes do digerido relativamente baixas,
quando o valor certificado ainda estava longe de ser alcangado. Provas de
recuperacdo, portanto, poderiam induzir a aceitagdo, como correta, de
concentracgéo inferior & real.

O experimento foi também aplicado aos materiais certificados BCR CRM
278 Mussel Tissue (1,66 + 0,04 ug g™ de Se) e IAEA MA-B-3/TM Fish Tissue (1,35
- 1,70 pg g‘1 de Se). Nesses casos, o relativamente baixo teor de Se foi um
obstaculo a altas diluicbes, e os resultados finais ndo foram bons, provavelmente
devido ao efeito de matriz. E possivel que a utilizacdo de algum recurso
instrumental para meihorar o LD (por exemplo, emprego de EDL em lugar de LCO)
ja permitisse uma diluicdo maior da amostra, levando a melhores resuitados.

Outra forma de tornar possivel a quantificaciio mais exata & produzir
digestdes mais concentradas desses materiais certificados. Entretanto, o sistema
fechado de microondas disponivel ndo digere com seguranga mais do que 0,3 g
de matéria orgénica, segundo o manual do fabricante. Assim, um experimento
semelhante ao anterior foi realizado, porém empregando uma bomba de O, para
digestdo da amostra. Esse sistema serd avaliado com mais detalhe adiante. Por
enquanto, cabe comentar que ele acomoda, mediante prensagem da amostra, até
cerca de 1,5 g de material.

Assim, trés repeticdes do material certificado IAEA MA-B-3/TM Fish Tissue
(1,46 g g” de Se, com intervalo de confianca 1,35 - 1,70 ug g"' de Se) foram
digeridas na bomba, partindo de cerca de 1,2 g de material e avolumando a 25
mL. A partir dai, foram feitas diversas séries de diluigbes, através do amostrador
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automatico, para determinacdo de Se, sempre garantindo que a absorbancia
obtida estivesse dentro do intervalo de concentragbes da curva analitica. Na
primeira série de diluigbes, foi usado um FD igual a 2, obtendo-se como resultado
final médio 1,04 pg g de Se, valor abaixo do certificado. Na segunda série de
diluicdes, o FD empregado foi de 2,5, resultando em 1,31 ug g' de Se, mais
proximo do valor esperado. Diluicdes mais altas levaram a encontrar resultados
correspondentes ao valor certificado, por exemplo, FD igual a 3,33 resultou em
1,50 ug g™ de Se.

Conclui-se que uma forma simples de verificar a exatid2o de resultados da
determinacdo de Se por ET AAS, em matrizes ricas como as alimenticias, é
através da comparacgéo de valores obtidos com diluiges diferentes da amostra.
Um certo FD minimo, que pode ser determinado experimentalmente, sera
necessario para contomar o efeito de matriz.

Depreende-se também gque serd mais dificil comprovar a exatiddo da
determinagdo de Se por ET AAS em amostras de alimentos que tenham por
natureza baixos teores desse elemento. Uma vez que a concentragédo de Se nos
digeridos dessas amostras podera ficar proxima ao LD ensejado pelo
procedimento, diluigdes podem nao ser factiveis.



4.2 - Estudo de modificadores quimicos para a determinagédo de Se por ET
AAS

A luz da revisdo bibliogréfica efetuada, esta parte do trabalho desenvolveu
.um estudo comparativo entre Pd, Rh e Ir quando aplicados como modificadores
quimicos na determinagdo de Se, na forma de Se (IV), por ET AAS. Essa
comparacdo objetivou a escolha da methor possibilidade de modificador, em
termos de estabilizag&o e menor massa caracteristica atingida. Os modificadores
~ quimicos foram experimentados com e sem adigdo de acido ascorbico ou nitrato

de magnésio. Uma tentativa de produzir um modificador “permanente” de Rh foi
realizada.

Todos os experimentos foram executados utilizando solugdes aquosas de
Se (IV) e na auséncia de matrizes reais, porque elas provavelmente atuariam,
cada uma, de forma particular sobre a estabilizagéo do Se. Tal situagéo iria contra
0 interesse do projeto, que procura desenvolver métodos generalizéveis para
quantificar baixos teores de Se em alimentos. Além disso, procedimentos de
separagdo e pré-concentragdo, a serem discutidos adiante, retiram o analito de
sua matriz original. Por outro lado, o assunto modificadores quimicos ndo é
encerado aqui, sendo retomado na parte 4.3, para o caso particular da presen¢a
dos complexantes DDTC e DDTP.

4.2.1 - Otimizagdo damassade Pd, Rhelr

- Injetando-se no THGA sempre massas iguais a 2 ng de Se, diferentes
massas de modificadores foram experimentadas, conforme segue: 2, 4, 5, 8 e 10

ug Pd na forma Pd(NQa)2; 1, 2, 4, 5, 6, 8, 10, 15 e 30 ug Rh na forma RhCls.3H,0,
isto é, Rh (III); 2, 4, 5 e 8 ug Rh na forma [(CH3COO0),Rn}..2H20, ou seja, Rh (li);
et 2 4, e 8 pg Ir, como IrClz.1,5H,0. Curvas de temperatura de pirélise entre 800
e 1400 °C foram tracadas em cada caso.
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Em se tratando de Pd, independentemente da massa utilizada, uma queda
na absorbancia aconteceu em 1300 °C, sendo aconselhavel ndo ultrapassar 1250
°C. Em termos de massa caracteristica de Se obtida, as menores massas de Pd
.empregadas (2 e 4 ug) dao resultados altos, de modo que a opgéo de 5 g foi
escolhida como a mais adequada.

No caso do Rh na forma RhCls.3H;0, descartando as massas mais baixas
(1 e 2 ug Rh) porque dao massa caracteristica mais alta, todas as demais
reéuttaram em igual massa caracteristica para Se. Quanto ao poder de
estabilizacdo, todas as massas experimentadas garantiram temperatura de pirdlise
até 1300 °C inclusive. Para a continuagéo do trabalho, foi escolhida a massa de 5
ug de Rh.

Quando Rh é adicionado como [(CHzCOO):Rh}..2H.O, também as
menores massas devem ser preteridas, considerando-se satisfatério o uso de 5 ug
de Rh. Com essa (itima forma, ha tendéncia a um pequeno aumento na
estabilizacdo, que pode chegar a permitir temperatura de pirdlise um pouco aiém
de 1300 °C, porém com acelerada corrosio do tubo de grafite.

A Figura 4.9 mostra fotos obtidas em microscdpio, de trés plataformas de
L'vov, originalmente partes incorporadas a THGAs, sendo uma delas sem uso,
outra utilizada em 50 ciclos com solucio de Rh (ll) e a dltima usada em 50 ciclos
com solucdo de Rh (lll). Observa-se, na foto A, que traz as trés unidades com o
‘lado convexo exposto, uma mancha alongada (visivel a olho nu), na plataforma
onde Rh (1l) foi empregado. Na mesma unidade, porém do lado concavo (foto B),
nota-se um ponto escuro, provavelmente resuitado de corroséo, além das bordas
bastante danificadas, em comparagao com as outras duas plataformas.
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Figura 4.9. Fotos de trés plataformas de L'vov, obtidas em microscépio
estereoscopico Zeiss Stemi SV 11 Apo, acoplado a Color Video Printer, marca
Sony. Foto A (acima). Lado convexo de trés plataformas de L'vov, da esquerda
para a direita: sem uso; utilizada com Rh (ll); utilizada com Rh (lll). Aumento
aproximado:6,6 vezes. Foto B (abaixo). Detalhe do lado céncavo das mesmas trés
plataformas. No alto, a esquerda, a unidade onde Rh (Il) foi adicionado e, a direita,
a que foi submetida a adicdo de Rh (lll). Abaixo, a unidade sem uso. Aumento 12
vezes,
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Quando Ir foi usado, o efeito obtido com 4 ou 8 ug do metal pareceu

virtualmente o mesmo, sendo levemente melhor do que o resultante com 1 ou 2
ug, em termos de massa caracteristica de Se e de estabilizacéo. Temperatura de

pirélise igual a 1300 °C é possivel, com apenas 4 pgde Ir.

4.2.2 - Comparagao entre Pd, Rh e r

A'Figura 4.10 compara entre si quatro curvas de pirélise para Se, obtidas
com o0s diferentes modificadores Pd, Rh (nas duas formas usadas) e Ir, com suas
massas otimizadas, em tubos de grafite novos.
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Figura 4.10 Curvas de temperatura de pirdlise para Se (2 ng), com diferentes
" modificadores quimicos: 5 pug Pd (PA(NOs)2), 5 ug Rh (lll) (RhCla.3H:0), 5 ng Rh
() ([(CH=CO0)2RN]2.2H20) e 4 pg Ir (IrCls.1,5H,0).
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Através da Figura 4.10, fica evidente que o emprego de Pd é menos
vantajoso, ja que todas as outras opgdes levaram 3 estabilidade mais prolongada
frente a temperatura crescente, além de permitirem absorbancia maior para 2 ng
de Se, em todo o intervalo de temperaturas estudado. Neste primeiro experimento,
os resultados obtidos com Rh (lil) foram os melhores.

Um outro experimento efetuado, este usando um mesmo THGA ja bastante
intemperizado (cerca de 100 ciclos de uso), evidenciou a superioridade dos
‘resultados obtidos com Rh (lll), na estabilizagdo de Se, em relagéo aos outros
modificadores. A Figura 4.11 ilustra os resultados, sendo possivel notar que o

desempenho do Ir foi inferior.
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Figura 4.11 Curvas de temperatura de pirélise para Se (2 ng) com diferentes
modificadores: 5 ug de Pd (Pd(NOs)2), 5 ug de Rh (lif) (RhCls), e 4 pg de ir
(IrCis.1,5H20), com THGA erodido (100 ciclos de uso anterior).
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4.2.3 - Adicdo de Mg(NOs).,

O efeito da adigdo de Mg(NO;), a Pd foi estudado, uma vez que esse
procedimento é recomendado, ndo s6 na literatura como também pelo préprio

fabricante do espectrémetro.

Um teste foi planejado para comparar os efeitos respectivos da adicdo de 5
ug de Pd a2 1 e 2 ng de Se, por um lado, e 5 ug de Pd + 3 ug de Mg(NOs),
(reéomendagéo do manual do espectrdmetro) a 1 e 2 ng de Se, por outro lado. O
teste foi realizado duas vezes:. com tubos de grafite novos e com um mesmo
THGA usado, mas ainda em bom estado. Em cada caso, 10 leituras foram feitas
com pirélise a 1200 °C e igual nimero com pirdlise a 1300 °C. O Mg(NOa): foi
adicionado via amostrador automatico, assim como as demais solugbes.
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- Figura 4.12 Comparacdo entre o efeito do modificador Pd (5 pg) e o do
modificador misto Pd+Mg (5 ng de Pd + 3 pug de Mg(NOs);2) na estabilizacdo de 2
ng de Se, em tubos de grafite novos (médias de 10 repeticdes).
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O resultado do teste mostrou que a adigdo de Mg(NQOs). provocou uma
diminuigdo na absorbancia obtida. Essa diminuicio é significativa, tanto a 1200
quanto a 1300 °C (teste £, P = 0,05), aparentemente tendendo a aumentar nessa
ultima temperatura. Os resultados foram semelhantes para THGA novos e usado.

A Figura 4.12 ilustra uma parte do teste, que foi feita com THGA novos e 2 ng de
Se.

Em prosseguimento, curvas de pirdlise para Se na presenga de Pd e na
- presenca de Pd-Mg(NQO3), foram tracadas. Os resultados, ilustrados na Figura

4.13, sugerem que a adigio de Mg(NOs), ndo trouxe beneficios a estabilizagdo do
Se.

o
&

o
[\

o

-t

[3)]
t

—0—Pd+Mg |

o
-
1

Absorbéncia (s)

o
s

0 - . ; ' .
1100 1200 1300 1400 1500

Temperatura, °C

Figura 4.13 Curvas de temperatura de pirdlise para 2 ng de Se, com 5 ug de
Pd, com e sem a adi¢do de 3 pg de Mg(NOs). .

A conveniéncia da adigcdo de Mg(NOz)2 (3 ug) a Rh (i) (5 ug) e Ir (4 ng) foi
também investigada. As Figuras 4.14 e 4.15 mostram respectivamente os

resultados. A presenca de Mg(NOs). parece indiferente, ndo havendo evidéncia de
alguma vantagem obtida com essa adigéo.
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Figura 4.14 Curvas de temperatura de pirdlise para 2 ng de Se, com 5 ug de Rh

(111), com e sem a adicdo de 3 ug de Mg(NO3)-.
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Figura 4.15 Curvas de temperatura de pirdlise para 2 ng de Se, com 4 pg de Ir,
com e sem a adigdo de 3 ug de Mg(NO3), .



4.2.4 - Adic¢do de acido ascérbicoaRhelr

Alguns autores sugerem que o desempenho de modificadores quimicos
pode ser melhorado através da adigéo de redutores, como acido ascérbico (4,7).

- Diferentes massas de acido ascorbico (0,1; 0,2 € 0,4 mg) foram adicionadas
a 5 nug de Rh (Ill). A adigéo de 0,1 ou 0,2 mg ndo melhorou a estabilizagédo de Se.
Porém, com 0,4 mg, melhor efeito de retengdo ocorreu, com manutengdo da
absorbancia até 1400 °C inclusive. Entretanto, a absorbancia caiu marcadamente,
como pode ser visto na Figura 4.16. Assim, a adi¢ao de acido ascorbico poderia
ser cogitada apenas quando o melhor LD possivel ndo estivesse sendo buscado.

Este ndo é o caso do presente trabalho, que tem por objetivo a determinagio de
baixos teores de Se em alimentos.

w0 Rh com e sem 4c. ascorbico:
e 02
8 015 —e—Rh
E 01 - —a&—- Rh+0,2mg
S +
§ 0,05 - —a— Rh+0,4mg
< 9 ‘ : .

1100 1200 1300 1400 1500
Temperatura, °C

Figura 4.16. Curvas de temperatura de pirélise para 2 ng de Se, com 5 ug de Rh
(tIl) e diferentes massas de acido ascorbico.
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‘As mesmas quantidades de acido ascdrbico foram adicionadas a 4 ug de Ir.

Nenhuma vantagem foi encontrada, havendo mesmo uma tendéncia a deteriorar o
desempenho do modificador Ir, com essa adigao.

4.2.5 - Preparagdo de um modificador permanente de Rh

Considerando os bons resultados obtidos com Rh (lll) no papel de
modificador quimico para Se, tentativas foram feitas para produzir um modificador
permanente de Rh.

Foram experimentadas deposicdes de 100, 200 e 400 ug de Rh, feitas
respectivamente através de 5, 10 e 20 ciclos do programa de temperatura e tempo'
mostrado na Tabela 3.1, alterando-se a temperatura de pirdiise para 1000 °C e
eliminando-se o passo de limpeza, sendo que, a cada ciclo, 20 ug de Rh foram
depositados (20 pL de solug&io 0,1 % m/v de Rh como RhCls, em HNOs 1 % viv ou
0,14 mol L.

Em principio, observou-se que o Rh aparentemente ndc aderiu bem a tubos
de grafite novos. Tentativas feitas com tubos ja usados foram melhor sucedidas,
principalmente adicées de 200 ug. Porém, a deposicdo de 400 pg de Rh fez
deprimir a absorbancia obtida para solugbes de Se, mesmo na auséncia de
interferentes. Assim, o emprego de massas maiores do modificador ficou
descartada.

Alias, no que se refere a preparacdo de modificadores “permanentes” por
deposi¢cao térmica no tubo de grafite, uma recomendag&o que surge na literatura
(40) é a adicdo de massas limitadas do modificador (50 a 100 ug), normaimente
n&o de uma s6 vez, mas em etapas. E possivel que a massa 6tima do modificador
a ser empregada seja tal que produza o efeito desejado de modificagdo quimica
duradoura, sem alterar significativamente propriedades fisicas do atomizador de

76



grafite original, por exemplo, a condutividade ou resisténcia elétrica do material. A
alteragdo dessas propriedades fisicas poderia ser prejudicial, deprimindo a
absorbancia obtida. Essa hipotese poderia ser verificada através de pesquisa
futura.

No presente trabalho, os resultados mostraram que nunca o desempenho
do Rh previamente depositado aicancou o do Rh adicionado de forma
concomitante a solugdo de Se, em termos de minimizar o efeito da presenga do
~ complexante DDTP, utilizado na parte do projeto de pesquisa, relativa a pré-
concentracgio de Se.

Os testes efetuados demonstraram que, para a determinacdo de Se, é
possivel reaproveitar tubos de grafite ja bastante erodidos, fazendo-se prévia
deposigdo de 200 pg de Rh. No entanto, esse tratamento ndc pode substituir a
adicado concomitante de Rh nas determina¢oes de Se em presenga de DDTP.

A duracdo desses tubos de grafite “recuperados” é bastante varidvel:
depende do estado do tubo usado, antes da deposicdo dos 200 ug de Rh e

também da composicdo das solugGes analisadas, em termos de acidez e
concomitantes presentes.

Para trabalho de rotina, os tubos “recuperados” poderiam ser empregados
desde que solugdes de referéncia fossem periodicamente verificadas. Com
solugéo de Se em HNO3 0,2 % viv (0,028 mol L), sem outros concomitantes, o
modificador produzido com 200 pug de Rh previamente adicionado sobre tubos de
grafite usados teve uma duragéo de cerca de 100 ciclos, considerando o programa
de tempo e temperatura mostrado na Tabela 3.1.

Antes de executar nova deposicdo de Rh, é necessdrio remover os
residuos da deposicdo anterior, uma vez que um excesso de Rh sobre o tubo
pode deprimir @ mesmo eliminar completamente a absorbancia de Se. Para
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‘remover os residuos de Rh, pode-se executar passos de limpeza do tubo de
grafite a 2400 °C (rampa 1s, tempo 5s), intercalados por passos a 20 °C (rampa
1s, tempo 20s).

-Considerando todos o0s experimentos realizados no estudo sobre
modificadores quimicos, apresentado em 4.2, conclui-se que a adicéo de Rh (lil),
concomitantemente & solugdo do analito, foi a possibilidade experimentada que
melhor resultados trouxe, levando em conta os aspectos seguintes:

o estabilizacgio até 1300 °C, mesmo em tubos de grafite bastante
erodidos;

* pulsos atdmicos bem formados e baixo sinal de fundo (ver Figura 4.17,
adiante);

e melhor massa caracteristica de Se obtida (O vaior indicado pela Perkin
Elmer no manual do espectrometro é de 45,0 + 20 % pg/0,0044 s, com
EDL, utilizando modificador Pd-Mg(NOs).. Com o modificador Rh
descrito, é possivel obter-se 0 mesmo valor, empregando uma LCO);

¢ simplicidade no procedimento de adigdo do modificador:;

» RhCls € muito solivel em agua, facilitando o preparo de solugdes, e néo
causa corroséo acelerada do tubo de grafite;

e RhCI33H0 para sintese tem pureza adequada para a finalidade
pretendida e custo comparativamente menor, se considerados sais p.a.

de metais nobres. Além disso, pode ser facilmente convertido ao nitrato,
se desejado.

Né&o foram encontradas evidéncias de que a adigio de Mg(NOs); a Pd, Rh
ou Ir seja vantajosa. O mesmo pode ser dito em relagdo a adicdo de acido
ascorbicoaRhoulr,
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Figura 4.17 Pulso atdémico (o mais alto) e de fundo, obtidos com 0,8 ng de Se.

Modificador quimico Rh (5 ug), temperatura de pirélise igual a 1300 °C.

Portanto, Rh (5 pg) foi 0 modificador quimico adotado como referéncia, na

sequéncia do projeto de pesquisa.
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4.3 - Estudo da separagdo e pré-concentragio de Se, visando 2a
determinag&o em alimentos

Conforme demonstrado em 4.1, a determinacéo de Se por ET AAS, em
amostras reais do tipo de alimentos, pode estar sujeita a efeito de matriz. Esse
efeito pode ser contomado por simples diluigéio da amostra, desde que o teor de
Se ndo seja baixo, a ponto de ficar fora de um intervalo de concentragoes
conveniente para a quantificagdo, sob pena de que a exatiddo do procedimento
fique prejudicada.

Quando teores de Se inferiores a tal concentragéo, provavelmente em tormo
de 0,2 a 0,3 mg kg™, precisam ser determinados, separagéo e pré-concentracéo
do analito podem ser empregadas. Normalmente, seréd necesséria providéncia
anterior, no sentido da digestéo total da amostra, sem perdas de Se.

4.3.1 - Digestdo de amostras de alimentos, para determinagdo de Se

Conforme visto na revis&o bibliogréfica, a digestdo da amostra de alimento
devera ser enérgica o suficiente para garantir total recuperagio do Se, que ai
ocorre principalmente como Se (ll), em aminoécidos. Adicionalmente, a digestéo
deverd ser conduzida de forma a impossibilitar perdas por volatiizagdo do
elemento, além, é claro, de afastar contaminagdes.

Uma das formas atualmente mais difundidas de atender a tais requisitos
consiste no emprego de digestores a base de microondas, operando com frascos
fechados, a presséo controlada. Bons resultados foram encontrados em digestbes
de cereais em forno de microondas com frascos fechados, empregando 'apénas
HNO;, através do uso de condigdes de temperatura e pressdo minimas para
digestao (83). |
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Um dos problemas freqlentes em digestdes por microondas em frascos
fechados, dotados de membrana de ruptura para seguranca, é justamente o
rompimento dessa membrana. Evidentemente, quando isso acontece, o material é
descartado. Porém, outros frascos submetidos ao mesmo programa de
~ aquecimento, cujas membranas néo foram rompidas, s&0 aproveitados. Pode-se
formular a hipbtese de que, nesses frascos com membranas intactas, algum
material tenha sido pressionado sobre as membranas, que se deformaram sem
romper. A recuperacio desse material poderia ficar comprometida.

Essa talvez seja uma das causas da baixa repetitividade registrada, as
vezes, em analises baseadas nesse tipo de digestdo, ou seja, pequenas
quantidades do analito seriam eventualmente perdidas, ao serem adsorvidas pela
membrana de ruptura.

Considerando essa hipétese, um programa foi desenvolvido para o fomno de
microondas com frascos fechados, buscando as condicdes mais suaves possiveis,
capazes de gerar digeridos limpidos, sem romper qualquer membrana nos frascos
sendo processados e utilizando pequena quantidade de HNOa. O programa,
sumarizado na Tabela 3.3, foi originalmente otimizado para musculo bovino e
depois experimentado com sucesso para varios outros tipos de alimentos.

Entretanto, talvez devido a uma deficiéncia de homogeneizagdo das
microondas na cavidade do fomo, ou porque as condicbes adotadas foram
realmente bastante suaves, eventualmente um ou dois frascos da corrida ainda
mantinham material em suspens&o, ao fim do programa. Para contornar esse
problema, como opgéo desenvolveu-se um outro programa com maior quantidade
de HNOs,, pbrém ficando garantidas condicdes de pressio que evitem o
rompimento de membranas (Tabela 3.4).
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Talvez a maior limitagdo encontrada no digestor 2 base de microondas
disponivel no laboratdrio tenha sido a quantidade maxima de matéria organica
cuja digeStéo € considerada segura pelo fabricante, tdo-somente cerca de 0,3 g.

--Para obter digeridos a partir de massas maiores de amostra, optou-se por
utilizar o recurso da combustdo em bomba de oxigénio (conforme 3.3.3.2). Tal
como na situagio anterior, a digestdo ocorre em recipiente fechado e
pressurizado, impedindo perdas do analito por volatiizacgdo e dificultando

contaminagBes. Porém, os dois processos apresentam diferengas a serem
comentadas.

O procedimento com bomba de oxigénio & vantajoso do ponto de vista da
simplicidade: virtualmente todas as amostras organicas podem ser processadas
da mesma forma, n&c havendo necessidade de otimizagdo. A oxidagio da
amostra é instantdnea e todo o processo pode ficar pronto em cerca de 20
minutos, af incluida a introducdo da amostra na bomba e seu fechamento, a
queima da amostra, o resfriamento do sistema, a abertura da bomba e a
transferéncia quantitativa da solugcBo resultante para um baldo volumétrico.
Entretanto, s6 & possivel digerir uma amostra por vez.

Os sistemas fechados de microondas geraimente tém capacidade para
digerir, a0 mesmo tempo, até 12 amostras. Os programas normalmente usados
consomem 20 a 30 minutos, mas o resfriamento do sistema é mais lento do que o
da bomba. Considerando o procedimento inteiro para a digestdo de uma Unica
amostra por microondas em sistema fechado, desde a introdugdo da amostra até
a obtengdo da solugio final, o tempo total consumido fica proximo de 1 h.

Assim, para poucas amostras pode ser mais conveniente utilizar a bomba
de oxigénio. Quando se trata de um trabalho eventual, onde amostras ndo-

rotineiras serdo procesSadas, novamente pode ser mais interessante optar pela
bomba.
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No entanto, considerando o presente trabalho, a maior vantagem do
procedimento da bomba de oxigénio foi a de acomodar maior massa de amostra.
Mediante prensagem, até cerca de 1,5 g de material pode ser queimado.

4.3.2 - Pré-concentragio de Se com reagentes imobilizados em CPG

Nesta etapa do trabalho, utilizou-se o modificador Rh (5 pg) na forma de
" nitrato e o programa do forno de grafite indicado na Tabela 3.1, com pir6lise a
1300 °C. Para as determinacbes, foram adicionados através do amostrador
automatico 5 L do diluente HNO3 0,2 % v/v (0,028 mot L™+ 5 uL da solugéo de
Rh 1 gL' + 10 pL do eluato, obtido nos procedimentos experimentados (ou,
quando indicado, menor volume de eluato, completando-se 10 uL com o diluente).

Primeiramente, foram realizados testes no sentido de investigar a
possibilidade da retengéio do Se sobre CPG. N&o foram encontradas evidéncias
de que isso ocorra, tendo sido utilizadas solugdes de Se (IV).

Na busca por meios fisicos capazes de reter Se com seletividade suficiente
para separé-lo da matriz e conseguir pré-concentragéo, foi estudada uma resina
produzida no laboratério, previamente descrita e utilizada para pré-concentrar
metais e anions cromato (60), consistindo de cisteina imobilizada em CPG. Nessa
tentativa, ndo foi obtida pré-concentragéo de Se, a partir de solugbes de Se(IV).

~ No entanto, o trabalho com CPG modificado com o agente silanizante 8-
aminopropiltrietoxi-sitano teve aiguns resultados positivos, que provavelmente sé&o
devidos a presenga do grupo -NH,, na estrutura resultante (ver 3.3.4). Foi
possivel pré-concentrar Se (IV) na coluna recheada com esse material, fazendo-se
a eluicdo com NaOH. Outros eluentes foram experimentados, mas ficaram aquém,
nos resultados obtidos: L-cisteina 50 g L™; tiouréia 10 g L™'; metanol; etanol; DDTP
10 g L' DDTP 5 g L' em NaOH 0,05 mol L*; HNO3 0,025 e 0,1 mol L™,
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4.3.2.1 - Otimizagao da concentrac&o do eluente NaOH

A concentragéo do eluente NaCH foi otimizada, estudando-se o intervalo de
concentracbes entre 0,01 e 0,1 mol L. Nessa otimizacdo, foram bombeados
volumes de 25 mL de solugéio 10 ng mL™ de Se em HNOs7.10°° mol L™, através
de uma coluna de vidro, recheada com 60 mg de CPG silanizado, tendo tamp&es
de Ia de vidro nas extremidades. A coluna, cujas dimensbes eram 5 cm de
comprimento e 2,5 mm de diémetro interno, foi conectada com tubos de PTFE ao
tubo da cabeca da bomba peristltica (vaz&o 1,5 mL min™). Seguiu-se a cada
etapa de pré-concentracéo uma etapa de lavagem com 5 mL de agua e depois a
eluigdo, com 1 mL de NaOH (medido com micropipeta), determinando-se Se no
eluato e encerrando-se o ciclo com outra etapa de lavagem. Os melhores
resultados foram alcancados com NaOH 0,05 mol L™,

A Figura 4.18 ilustra o efeito da concentragdo do NaOH na eluicdo do Se
retido na coluna de CPG silanizado, sendo que cada ponto representa a média de
quatro ensaios completos (duas leituras em cada um dos quatro eluatos).

Possivel influéncia da variacdo da concentracio de NaOH sobre a

absorbancia de Se foi pesquisada. Ndo foi observada alteracdo, dentro do
intervalo 0,1 2 0,01 mol L™ de NaOH.
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Figura 4.18 Efeito da concentragdo do eluente NaOH, empregado para eluir o Se
retido em CPG silanizado, a partir de solugdo 10 ng mL™ de Se.

Em seguida a esse primeiro resultado favoravel na pré-concentragdo de Se,
a coluna foi redimensionada, considerando que dimensdes de aproximadamente
100 ul. de volume e razio comprimento/diametro variando entre 10 e 15 foram

propostas para alcancar bom desempenho, tanto em sensibilidade, como em
recuperagao (47).

Uma nova coluna foi produzida diretamente dentro do tubo da cabega da
bomba peristaltica (préximo a uma das extremidades), com as seguintes
caracteristicas: 25 mm de comprimento, 2,2 mm de didmetro e 60 mg do CPG
silanizado. Foram usados pequenos tampdes de espuma de poliuretano nas

extremidades da minicoluna, para manter a resina no lugar. A vaz&o passou a 2
mL min™.

A minicoluna repetiu aproximadamente o comportamento do sistema
anterior, quando foi bombeada uma solugdc 10 ng mL' de Se. Porém,
considerando suas dimensbes menores, foi realizado um teste utilizando apenas

250 pL do eluente NaOH previamente escolhido (em lugar de 1 mL, anteriormente
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usado). Esse volume de 250 ul de eluente foi experimentado para eluir Se retido a
partir de 10 mL de solugdo contendo 10 ng mL™ de Se e a partir de 10 mL de

solucao a2 ng mL™ de Se, com resultados repetitivos e proporcionais. Em relagso
| ao volume de eluente anteriormente usado, © novo volume de 250 pul resultou em
maior absorbancia de Se. Volumes menores ndo foram adotados por causa da

dificuldade da operagdo manual, com medidas volumétricas feitas em
micropipetas.

Depois de varios testes, foi fixada a sequéncia: bombeamento da solucéo
de Se - eluigéio com NaOH 0,05 mol L™ (250 pul) - lavagem com agua (5 mL) para
a continuagac do trabatho.

4.3.2.2 - Influéncia do pH na retencéo de Se pela coluna

Diversas solugdes de Se (IV) de mesma concentragdo (2 ng mL™) foram
preparadas em HNOs de diferentes concentrages, de mode a obter uma gama de
valores de pH, determinados em medidor de pH. Em seguida, aliquotas de 10 mL
de cada solugdo de Se em HNO; foram bombeadas através da minicoluna, de
acordo com a sequéncia previamente escolhida. Os eluatos foram levados ao
espectrometro, para determinacdo de Se. O efeito do pH na retencéo de Se pela
coluna é apresentado na Figura 4.19.

Observa-se que a retengéo de Se pela coluna ocorre preferenciaimente
entre pH 3,5 e 4,3. Em meio mais acido (pH 2 ou menor) n&o ha pré-concentragio.
Uma vez que digestdoes de alimentos e matrizes semelhantes sdo normalmente
oondtizidas em condicbes bastante acidas, seria necessario ajustar o pH, para
tirar proveito do CPG silanizado, visando a pré-concentrar Se. Entretanto, ajustes
de pH séo, em geral_, operacdes trabalhosas e demoradas, podendo mesmo
inviabilizar aplicagbes do procedimento. Portanto, trata-se de caracteristica
indesejavel do método em estudo.
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Figura 4.19 Efeito do pH na retengdo de Se. Experimento feito bombeando

aliquotas de 10 mL de solugdes 2 ng mL” de Se (IV), por minicoluna recheada
com 60 mg de CPG silanizado.

4.3.2.3 - Curvas analiticas com pré-concentracio de Se em CPG silanizado e
calcuio do EF

Primeiramente, um teste de linearidade foi realizado, preparando-se no

laboratério solugbes com zero, 1, 2, 4, 6 e 8 ng mL™" de Se, adicionando HNO; de
forma a obter pH entre 4,1 ¢ 4,2.

Aliguotas de 25 mL de cada solugdo foram bombeadas através da coluna,
com as etapas de lavagem e eluicdo enumeradas em 4.3.2.1. O trabalho foi
realizado em duplicata, sendo que os doze eluatos resuitantes foram levados ao
espectrdmetro, para determinacdo de Se, sendo feitas leituras pelo menos em
duplicata. Com a média de todos os resultados, uma curva analitica foi obtida,
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-através de regresséo linear, e o coeficiente de correlacio (r) foi também calculado
(92).

Para facilitar a adigéo do modificador quimico e como a absorbéancia ficou
muito- aumentada devido & pré-concentracéo, houve necessidade de diluir os
eluatos via amostrador automatico, de forma diferenciada entre si. A Figura 4.20
apresenta a curva obtida, observando-se resposta linear no intervaic de
concentracdes estudado.

v=0,0719x - 0,0078
t=0,0078

Absorbéncia (i)

2 4 8 8 10

Concentragio de Se, ng mL"

Figura 4.20 Curva analitica com pré-concentragio de Se em CPG silanizado.
Experimento feito bombeando aliquotas de 25 mL de solugdes de Se (IV), por
 minicoluna recheada com 60 mg de CPG silanizado.

De forma semelhante, outra curva analitica foi feita, desta vez com
‘concentragbes menores de Se. No laboratério, foram preparadas solugbes com
~ zero, 0,2, 0,4; 06; 1,0 e 2,0 ng mL" de Se (IV), adicionando HNO; de forma a
obter pH entre 4,1 e 4,2. Aliquotas de 25 mL foram bombeadas através da coluna,
e 0 procedimento seguiu como no experimento anterior, & excegéo de que, desta
vez, todos os eluatos puderam ser diluidos da mesma forma, via amostrador
automatico, pai'a a determinacdo no espectrdmetro (10 puL do eluato + 5 L do
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modificador quimico Rh + 5 ub do diluente HNOs 0,028 mol L"). A curva analitica

assim obtida pode ser representada pela equacgdo y = 0,0299x + 0,0041 (r =
0,9947).

Uma curva analitica para determinagdo direta de Se (sem pré-
concentracio) foi efetuada em seguida, utilizando as mesmas condi¢des de
programa de forno e modificador quimico. A partir da solugdo-estoque de Se a
1000 ng mL™", foram preparadas no laboratério solugdes 50 e 100 ng mL™. Pelo
amostrador automatico, seis pontos foram produzidos, por diluicdo dessas duas
solucdes com HNO3z 0,028 mol L™: 5, 10, 15, 20, 30 e 40 ng mL™" de Se. A curva
obtida esta apresentada na Figura 4.21.

De posse da Ultima curva, foi possivel calcular EF, como sendo a raz&o
entre a inclinagdo da reta y = 0,0299x + 0,0041 e a inclinagdo da reta
representada na Figura 4.21 (47), encontrando-se o valor de 17.

0,080 -
0,070 +

0,060 -
y =0,0017x + 0,0037

0,050 - r = 0,9976

0,040 +

0,030

Absorbéncla (s )

0,020 +
0,010 +

0,000 - : t ; t |
0 10 20 30 40 50
Concentragao de Se, ng mL”"

Figura 4.21 Curva analitica sem pré-concentracéo de Se.
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4.3.2.4 - Verificacéo do desempenho do CPG silanizado na pré-concentragéo
de Se a partir de matrizes reais

Foram efetuados diversos experimentos buscando pré-concentrar Se a
partir de agua potavel e de digeridos de musculo bovino, ajustando o pH do meio e
seguindo o mesmo procedimento adotado para a produgdo das curvas analiticas
com pré-concentracéo, descritas em 4.3.2.3. Os resultados foram desfavoraveis,
néo tendo sido possivel evidenciar a pré-concentracdo de Se.

Assim, concluiu-se que o CPG silanizado ndo tem suficiente seletividade
para Se, que permita sua utilizagio direta em amostras reais. De resto, como visto
na revisao bibliografica, a maior parte das resinas utilizadas em pré-concentragéo
tem sua utilidade demonstrada apenas em meios simples.

4.3.3 ~ Pré-concentragio de Se com DDTC-Si0,-Cyg

Como visto na revisdo bibliogréfica, o DDTC reage com Se (IV) (90, 91) e
um trabalho publicado mostrou que é possivel utilizar a formagdo do complexo Se-
DDTC para pré-concentrar e quantificar Se em matrizes complexas, por exemplo,
racGes, tecidos vegetais e tecidos animais (86). Nesse trabalho, os autores
~ demonstraram também que a forma de Se resultante depois da digestdo da
amostra deve ser Se (IV), n&o sendo necessaria alguma providéncia de reducso,
antes da compiexagdo com DDTC (ou seja, se algum Se (VI) é formado, essa
parcela € negligenciavel, j& que ndo foi possivel evidenciar sua presenca). No
entanto, o procedimento sugerido, que envoiveu extragéo liquido-liquido, parece
‘bastante trabalhoso e demorado.

Entretanto, a extrag8o em fase sélida, em principio, poderia substituir com
vantagens a extragéio liquido-liquido. Entre essas vantagens, estdo a economia de
tempo e reagentes (61). Decidiu-se desenvolver um método que contemplasse tal
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substituicao. Como sorvente, utilizou-se SiO>-C1s, que vem sendo empregado com
sucesso em varias determinagbes (61, 62). Para evitar a toxicidade do metanol,
usado como eluente nessas referéncias, optou-se, com sucesso, por etanol. Os
resultados sdo comentados a seguir.

4.3.3.1 - Avaliagdo do efeito da presenca do DDTC sobre a absorbéncia de
Se

Antes de tentar efetuar a pré-concentragdo de Se com DDTC, foi
necessario avaliar o efeito que a propria presenca do complexante acarretaria na
absorbancia de Se, na determinagéo por ET AAS. Os resultados mostraram que a
presenca do DDTC pode deprimir a absorbancia do analito, provaveimente devido
a formac&o de uma espécie voldti com Se. Torna-se conveniente, portanto,
empregar baixas concentragbes desse complexante.

Como os resultados anteriores mostraram que o modificador Rh é muito
eficiente em determinagcbes de Se por ET AAS, optou-se pela sua adigdo,
empregando-se massa previamente otimizada, igual a 5 ug. A Figura 4.22 ilustra
as curvas de temperatura de pirdlise obtidas para Se com e sem DDTC e também
para Se-DDTC, com e sem Rh. A temperatura de pirdlise foi fixada em 1300 °C. A
temperatura de atomizag&o foi mantida em 1900 °C.

Observa-se que, reaimente, a adicdo do modificador quimico Rh ameniza o
efeito depressor que a presenca do DDTC causa sobre a absorbancia de Se.
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Figura 4.22 Efeito da temperatura de pir6lise sobre a absorbéncia de 0,8 ng de
Se, com e sem 40 ug de DDTC e 5 ug de Rh.

4.3.3.2 - Influéncia do pH na formagao do complexo Se-DDTC

Testes com solugdes de Se (IV) em HNOs de concentragdo varidvel
levaram a concluir que a formacéo do complexo Se-DDTC mantém considerave!
independéncia do pH do meio, o0 que € extremamente desejavel no
desenvolvimento do novo método analitico. Porém, julgou-se adequado ndo
ultrapassar a concentragéo de 0,5 % v/v (0,7 mo! L") de HNOs, para preservar o

material sorvente.

4.3.3.3 - Otimiza¢do da concentragédo do DDTC

Solucdes de DDTC de concentragdes diferentes, a saber, 0,0005; 0,001;
0,002; 0,005; C,01; 0,02; 0,125; 0,25; 0,5 e 1 % mlv, foram experimentadas com
solugbes de Se de 2, 4 e 8 ng mL™, utilizando ambas as possibilidades de injecdo
de volumes (5 e 25 mL) contempladas pelo procedimento de pré-concentragso,

descrito em 3.3.5.
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Como ja foi comentado, as concentra¢des mais altas de DDTC n&o s&o as
mais indicadas, embora a pré-concentracdc ocorra. Surgem problemas como
interferéncia na determinagéo de Se por ET AAS e ainda bloqueio da minicoluna.
Além disso, sendo factivel, & sempre preferivel optar por solugbes mais diluidas,
de qualquer reagente, para diminuir custos e rejeitos. '

As figuras 4.23 a 4.25 ilustram a otimizac&o. Ao final do experimento, optou-
se por assumir a concentragio de DDTC igual a 0,002 % m/v para o procedimento
~ de pré-concentra¢do com injegdo de 5 mL de amostra e 0,005 % m/v, quando se
trata do procedimento com 25 mL.

A pré-concentragdo com DDTC pode ser realizada, portanto, com
concentragbes bastante baixas de complexante.

0,12 ——Se 2 ng mL-1
—ill——Se 4 ng mL-1
=iy~ Se 8 ng mL-1
o A
B
=
2
g T -
g 0,04 -
[\0— ® ——
0

4] 02 04 0,6 08 1
Concentragio de DDTC, % miv

Figura 4.23 Otimizac&o da concentragdo de DDTC para a pré-concentragéio de Se
(a partir de solugdes 2, 4 e 8 ng mL™ de Se). Procedimento com injegéo de 5 mL
de solugdo.
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Figura 4.24 Otimizacdo da concentragio de DDTC para a pré-concentragéo de
Se, a partir de solucdo 4 ng mL™" do elemento. Procedimento com injegéo de 5 mL

de solucgao.
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Figura 4.25 Otimizacao da concentragcdo de DDTC para a pré-concentracdo de
Se, a partir de solugéo 2 ng mL™ do elemento. Procedimento com injegcéo de 25

mL de solucéo.
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4.3.3.4 — Curva analitica com pré-concentragiio de Se em DDTC-Si0,-Cs e
calculo do EF

Feita a otimizag&o da concentragéio de DDTC, foi efetuada a determinagéo
do EF, através da razéo entre o coeficiente angular da curva analitica com preé-
concentracéo (procedimento com 25 mL de solugéo) e o coeficiente angular da
curva analitica sem pré-concentragdo (47). Ambas as curvas analiticas foram
obtidas no mesmo dia de trabalho, com o programa de temperatura e tempo usual
para o forno de grafite e na presenga de 5 pg de Rh. A concentragdo de DDTC
empregada foi igual a 0,005 % m/v, otimizada para o procedimento de 25 mL. O
valor encontrado para EF foi de 35. A curva analitica com pré-concentragéo é
mostrada na Figura 4.26. Nessas condiges, foi calculado o LD em solugo (95),
encontrando-se 0,3 ng mL™" de Se.

0 1 2 3 4 5 6
Concentrago de Se, ng mL”

|
‘ 0,m ¢ T T ; T T
|

Figura 4.26 Curva analitca com pré-concentracBo de Se, obtida pelo

procedimento do DDTC-SiO-C1s , com injegéo de aliquotas de 25 mL de solugbes
de Se.
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4.3.3.5 - Aplicagdo do procedimento com DDTC-S8i0,-Cis a materiais
certificados

Diferentemente do que ocorreu com a pré-concentragdo de Se em CPG
silanizado, a aplicagdo do procedimento com DDTC-Si0-Cig @ amostras reais
demonstrou que, neste caso, trata-se de um método bastante seletivo, j& que a
presenga de concomitantes ndo é fator impeditivo & complexacéo do Se com
DDTC, ou a retengéo do complexo pelo sorvente. No entanto, alguma diluicdo do
digerido da amostra sempre se faz necessaria, porque ocorre efeito de matriz. A
- melhor forma de otimizar o FD é através de tentativas, executando a determinacao
de Se a partir de aliquotas diferentes do digerido, até que diluicdes sucessivas
leverm a um mesmo resultado.

O método foi aplicado, com sucesso, aos seguintes materiais certificados:
Fish Tissue IAEA MA-B-3/TM; Cod Muscle CRM 422; Mussel Tissue CRM 278;
Bovine Liver BCR 185 e Animal Biood IAEA A-13. Na falta de materiais com
baixos teores de Se certificados, foi necessério utilizar os constantes nesta
relacdo. A rigor, apenas o Ultimo listado poderia ser aceito como de baixo teor,
como definido antes (Se inferior a 0,2-0,3 mg kg'). Os resultados estéo
apresentados em prosseguimento.

Tabela 4.3 Resultados da aplicacgo do procedimento com DDTC-Si0.-Cis a
materiais certificados. Os valores se referem & média de, no minimo, trés
replicatas independentes, por material.

Material de referéncia Valor certificado Valor encontrado
“Fish Tissue IAEA MA-B-3/TM 1,46 (1,35-1,70) pg g 1,50+ 0,09 pg g
Cod Muscle CRM 422 163+0,07pgg’ 165+0,02 ygg*
Mussel Tissue CRM 278 1,66+ 0,04 pg g 1,66 £0,05 ug g
Bovine Liver BCR 185. 446 +13ng g 435+12ngg’

Animal Blood IAEA A-13 0,24(0,15-0,31)pg g 0,25+0,06 g g™




4.3.4 - Pré-concentragéio de Se com DDTP-Si0.-Cyz

Segundo a literatura, o DDTP pode complexar Se (IV) (91). Sendo essa a
forma de Se que resulta depois de digestio nitrica de tecidos animais e vegetais
(86), a complexacéo ficaria facilitada. Além disso, a pré-concentracéo de Se
através da formagéo do complexo DDTP-Se, retenc&o do complexo sobre coluna
de SiO>-C1s e posterior eluicdo com metanol para a detecgéo, foi empregada com

sucesso na andlise de diferentes matrizes por ICP-MS e ETV-ICP-MS (71, 72).

- Entretanto, é necessario considerar o efeito que a propria presenca de um
reagente fosforado como o DDTP teria sobre a absorbancia de Se, na
determinagéo por ETAAS.

4.3.4.1 - Avaliagdo do efeito da presenca do DDTP sobre a absorbéncia de
Se

Compostos fosforados s&o eventualmente empregados como modificadores
quimicos, desde longa data (18). Assim, um experimento foi realizado com o
objetivo de verificar se a presenga do DDTP no momento da determinagéo de Se
por ET AAS poderia produzir um efeito de modificag&o quimica, em comparacéo
com outras situagdes.

Os primeiros resultados revelaram que a presenga do DDTP nao contribui
para a estabilizac@o de Se, muito ao contrério, significa uma fonte de interferéncia
gue deve ser contornada. Em consequéncia, tentativas foram efetuadas buscando
eliminar esse efeito, através da adigio de modificadores quimicos.

Embora j& houvesse sido previamente escolhido um modificador quimico
para a execug¢do do presente projeto, conforme apresentado em 4.2, decidiu-se
mais uma vez submeter a prova a escolha anterior, comparando restltados

obtidos com Rh (lll) e resultados obtidos empregando outros possiveis
: 97



modificadores. Foram construidas curvas variando a temperatura de pirélise entre
300 e 1400 °C (conforme programa indicado na Tabela 3.1) a intervalos de 100 °C,
com no minimo 3 repetigbes de cada ponto, para diversas solu¢gdes contendo Se,
DDTP e possiveis modificadores quimicos: Rh, Ni, Ir e Pd (sempre 5 ug de um
deles e 0,8 ng de Se). A cada ciclo, 20 L de solugio foram dispensados no forno,
conforme composi¢ac apresentada na tabela seguinte:

Tabela 4.4 Volumes (UL) das solugbes de partida, para constituicdo de cada
solugdo estudada no fomo de grafite, objetivando a escolha de um modificador
quimico para ser usado na determinagéo de Se em presencga de DDTP.

Solucbes .. goiDDTP Se+DDTP+Rh  Se+DDTP+Ni SesDDTP+Ir  Se+DDTP+Pd
Solugges Estudadas
de partida

Se 200 ng mL" 4 4 4 4 4 4
em HNO2 0,2 %
viv (0,028 mot L)
DDTP 2% miv - 2 2 2 2 2
em agua

Rh 0,1 % (RhClz)
miv em HNOs 1 %
viv (0,14 moi L)

1
1
a
1
1
]

Ni 0,1 % {NiClz) - - - 5 - .
miv em HNO3s 1 %
vV (0,14 mol L)

Iro,1 % (rClaymv - - - - 5 -
em HNOs 1 % viv
(0,14 mol L™

Pd 0,1 % - - - - ) 5
(PA(NOs)s) em
HNO3 1 % viv
(0,14 moi L")

Diluente: HNO3 16 14 9 9 2] 9
0.2%viv .
{0,028 mol L)
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Os resuitados estdo mostrados na Figura 4.27. E possivel verificar que a
presenca de DDTP deprime consideravelmente a absorbancia obtida para Se e o
efeito se faz sentir mais a medida em que a temperatura aumenta.

A adicdo de Rh minimizou a depressdc da absorbancia causada pela
presenca de DDTP. O pior resuitado ocorreu com a adicdo de Pd. Dessa maneira,
ficou reforcada a opgéo pelo modificador quimico de Rh, para a continuacéo do
trabalho. Entretanto, constatou-se que a estabilizag@o de Se com Rh, na presenca

“de DDTP, s6 ficou mantida até cerca de 1000 °C.

—k——Se

~—t— Se+DDTP
—O0—-Se+DDTP+Rh
—O0——Se+DDTP+Ir
- = — Se+DDTP+Ni
——Se+DDTP+Pd

Absorbéincla (s)

0 T T . ‘ T ‘
a0 500 7™ €00 1100 1300 1500
Temperatura de pirélise, °C

Figura 4.27 Efeito da temperatura de pirélise sobre a absorbancia de 0,8 ng de
Se, com e sem 40 pg de DDTP e modificadores quimicos (ver Tabela 4.4).

4.3.4.2 - Influéncia do pH na formagédo do complexo Se-DDTP

Testes com solugdes de Se (IV) em HNOs; de concentragcdo variavel
mostraram que a formacgéo do complexo Se-DDTP é bastante independente do pH
do meioc. Aumentando-se a concentragdo de HNO3; ndo foi observado
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comprometimento da formagéo do complexo Se-DDTP até, pelo menos, 4 % viv
(0,6 mol L") do 4cido. J4 em meio de HNOs 8 % viv (1,2 mol L"), um decréscimo
de 15 a 20 % na absorbancia de Se foi verificado. Como no trabatho com DDTC,
julgou-se adequado n&o ultrapassar a concentragéo de 0,5 % v/v (0,7 mol L) de
HNOQg3, para preservar o material sorvente.

4.3.4.3 - Otimizagdo da concentragio do DDTP

Solucbes de DDTP de concentragbes diferentes foram experimentadas com
solugbesde Sea 2 4e8 ng mL", utilizando ambas as possibilidades de injegdo
de volumes (5 e 25 mL) conforme o procedimento de pré-concentragso, descrito
em 3.3.5. Uma parte do experimento & ilustrada pela Figura 4.28.

0,12

—gir=-Se 2 ng miL-1
—8—5e 4 ng mL-1

]F,\, s

H\.

o
-

Absorbfincia (s)
_E

0 T T " T Y " " T T
6 01 02 02 04 05 06 07 08 09 1

Concentraciio de DDTP, % miv

Figura 4.28 Otimizac&o da concentraggo de DDTP para a pré-concentracdo de Se
(a partir de solucbes 2, 4 e 8 ng mL" de Se). Procedimento com inje¢do de 5 mL
 de soluggo.

Concluiu-se que a concentragdo de DDTP deve ser igual a, pelo menos, 0,1
% miv, para garantir a presen¢a de um excesso do reagente, no procedimento
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com injegdo de 5 mL de solugdo de Se. A concentragdo étima de DDTP foi
estabelecida entre 0,5 e 1 % m/v, para o procedimento com injegdo de 25 mL de
solugao.

4.3.44 - Otimiza¢&o do programa do forno de grafite para o trabalho com
DDTP

Considerando-se que a estabilizagdo do Se com Rh, na presenc¢a de DDTP,
so ficou mantida até cerca de 1000 °C (conforme visto em 4.3.4.1), varios
experimentos foram conduzidos, visando ao estabeiecimento de um programa de
forno de grafite que evitasse altas temperaturas de pirdlise. Concluiu-se pela
limitac&o dessa temperatura em 1000 °C (programa usual, mostrado na Tabela
3.1, porém com temperatura de pirdlise alterada para 1000 °C) ou, simplesmente,
pela adogéo de um programa sem o passo de pirdlise (Tabela 3.2).

0,16 -~ & Pirdlise-1000°C
M PirSlise-1300°C

o
-
[ M)

y =0,0106x + 0,0056
r=09032

Absorbéncla {s)
o
]

o
2

0 2 4 6 8 10
Concentragio de Se, ng mi."

Figura. 4.29 Curvas analiticas com pré-concentragdo de Se usando DDTP, a
diferentes temperaturas de pirdlise. Procedimento com injecdo de 5 mL de
solugdes de Se.
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A Figura 4.29 mostra a perda em sensibilidade que pode ocorrer, caso seja
utilizada temperatura de pirdlise igual a 1300 °C, em lugar de 1000 °C.

4.3.4.5 - Curva analitica com pré-concentragiio de Se em DDTP-Si0,-Cys €
calculo do EF

A Figura 4.31 mostra uma curva analitica obtida com a injecéo de aliquotas
de 25 mL de solugdes de Se e DDTP 1 % miv, empregando © programa
alternativo (sem pirélise) para o forno de grafite.

¥=0,07331X-0,000271
r=0,9996

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
Concentragio de Se, ng mL*

Figura 4.30 Curva analitica obtida com aliquotas de 25 mL de soiugdes de Se e
DDTP 1 % m/v, e programa alternativo para o forno de grafite (Tabela 3.2).

Nessas condigdes, foi calculado o LD em solugdo (95), encontrando-se 0,1
ng mL" de Se.

De posse de uma curva analitica de Se sem pré-concentragdo (do tipo
apresentado na Figura 4.21), obtida no mesmo dia de trabalho e construida com
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os pontos 0; 5; 10; 15; 20; 30 e 40 ng mL™ de Se em HNO3 0,2 % viv (0,028 mol
L"), obedecendo ao programa de forno usual (Tabela 3.1), na presenga de 5 pg
de Rh, foi calculado o EF (47), encontrando-se o valor de 65.

A Figura 4.31 mostra os pulsos atdmico e de fundo, correspondentes ao
ponto 2 ng mL™' de Se, integrante da curva analitica representada na Figura 4.30.
Para melhor visualizagdo, o perfil de fundo obtido na auséncia de Se é também
apresentado, em separado (ponto zero da mesma curva).
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Figura 4.31 Pulsos atémico e de fundo registrados nas seguintes situagdes: A —
ponto zero ng mL" de Se, da curva analitica mostrada na Figura 4.30 (equivale
apenas ao sinal de fundo); B — ponto 2 ng mL™" de Se, da mesma curva (o pulso
mais alto é o atbmico).
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4.3.4.6 - Aplicacio do procedimento com DDTP-SiO;-Ciz a materiais
cert_iﬂcados

‘Verificou-se que este procedimento € suficientemente seletivo, permitindo
determinar Se na presenga de matrizes reais, tal como aconteceu com o método
anterior, usando DDTC-SiO>Cys. Entretanto, a diluigdo do digerido da amostra
néo pode ser dispensada, provavelmente porque ocorre efeito de matriz,
novamente como descrito no método anterior.

O método foi aplicado com sucesso a varios materiais certificados: Fish
Tissue |IAEA MA-B-3-TM, Mussel Tissue CRM 278, Animal Blood IAEA A-13,
Wholemeal Flour BCR 189 e Bovine Liver BCR 185, conforme apresentado na
Tabela 4.5. Dentre esses, podem ser considerados como tendo baixo teor de Se
os materiais Animal Blood IAEA A-13 e Wholemeal Flour BCR 189.

Tabela 4.5 Resultados da aplicacgo do procedimento com DDTP-SiQ>Cis a
materiais certificados. Os valores se referem a média de, no minimo, trés
replicatas independentes, por material.

Material de referéncia Valor certificado Valor encontrado
Fish Tissue IAEA MA-B-3/TM 1,46 (1,35-1,70) ugg" 1,54+021pgg"
Wholemeal Flour BCR 189 132 (122-142) ng g 135+ 15ngg”
Mussel Tissue CRM278  1,66+0,04 ug g” 1,63+0,20 ug g
Bovine Liver BCR 185 446 +13ng g” 436 +68ng g’
 Animal Blood IAEAA-13 0,24 (0,15-0,31)pg g 0,24+ 0,03 g g™
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4.3.4.7 - Aplicagao do procedimento com DDTP-SiQ,-C1s a amostra “cega”

O procedimento com DDTP-SiO,-C4s foi aplicado em dezembro de 2000,
por ocasiao do Il EIC (Exercicio Interlaboratorial Cooperativo) do Projeto TACO
- {Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos), do Ministério da Saude/NEPA-
UNICAMP, no qual 16 laboratérios nacionais participaram, analisando amostras de
alimentos visando a determinagéo de vérios componentes.

No caso da determinacdo de Se, a coordenag&o do Hl EIC enviou uma
amostra “cega” de alimento, isto &, ndo foram fornecidas informagdes a respeito
da sua natureza, nem sobre a faixa de concentracéo esperada para o analito. As
instrugches exigiam que a andlise fosse feita com quatro repeticdes, e tdo-somente
quatro, eliminando a possibilidade de executar-se mais replicatas. Além disso, o
trabalho deveria ser conduzido sem delongas ou interrupgbes desnecessdrias,
evitando mudangas ambientais, de analista, ou outras.

Assim, quatro aliquotas da amostra (cerca de 0,25 g) foram submetidas a
digestdo em fornc de microondas (Tabela 3.3), avolumando-se a 25 mL. Sobre
cada um dos quatro digeridos obtidos, foi aplicado uma vez o método do DDTP-
Si02-Css (3.3.5), fazendo-se trés leituras de Se. Os resultados obtidos para as
quatro replicatas foram: 0,099; 0,115; 0,076 e 0,077 pg ¢"' de Se, cuja média foi
igual 2 0,09 ug g™

Passados aiguns meses da entrega dos resultados, a coordenagdo do i
EIC deu a conhecer a amostra “cega”: Tratava-se do formulado infantil NIST SRM
1846, cujo valor informado para Se é igual a 0,08 pg g, que néo difere
significativamente (teste ¢, 95 %) do resultado encontrado.
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Os demais laboratérios participantes do Il EIC n&o realizaram a
determinagéo de Se, de modo que n#o foi possivel o estudo estatistico dos
resultados, dentro do grupo.

4.3.5 — Comparagéo entre DDTC e DDTP na pré-concentragdo de Se

Com a finalidade de comparar sob diversos aspectos os dois métodos
desenvolvidos que levaram a bons resultados quandc aplicados a matrizes reais
(4.3.3 e 4.3.4), alguns experimentos foram conduzidos, como segue.

4.3.5.1 — Comparagdo entre DDTC e DDTP quanto ao efeito da acidez do meio

Verificou-se que a pré-concentracdo de Se guarda independéncia
consideravel da acidez do meio, quer se use DDTP, quer se empregue DDTC. A
Figura 4.33 demonstra isso. Deste ponto de vista, portanto, os dois complexantes
s&o equivalentes na pratica.

G165 -

; /‘f—‘o © Se-DDTP

XX —  |XseDDTC
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Absorbancia (s)

o]
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Concentragio de HNO, (mol L) ‘

Figura 4.32 Efeito da acidez em HNOs sobre a pré-concentragdo de Se com
DDTP ou DDTC. Concentragdes utilizadas: Se 6 ng mL™, DDTP 01 % m/iv e

DDTC 1,5 % miv. Modificador quimico Rh (5 pg).
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4.3.5.2 - Efeito da presenca de DDTC e DDTP na absorbancia de Se

Conforme comentado antes, ambos os complexantes tendem a deprimir a
absorbancia de Se, porém o efeito € menos severo na presenca de um
modificador quimico comprovadamente eficiente, como Rh.

A Figura 4.33 mostra o que ocorre quando massas crescentes de DDTP ou
DDTC séo adicionadas sobre uma determinada massa fixa de Se, via amostrador

“automatico, diretamente no forno de grafite, com o programa usual de tempo e
temperatura (Tabela 3.1).
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Figura 4.33 Efeito de massas crescentes de DDTP ou DDTC sobre a absorbancia

de 1 ng de Se, com o programa usual de temperatura e tempo do foro de grafite
(Tabela 3.1), na presen¢a de 5 ug de Rh.

O efeito ilustrado na Figura 4.33 leva & consideracdc de que um
procedimento analitico desenvolvido para determinagéo de Se por ET AAS,

utilizando qualquer um dos complexantes, deve evitar excesso desnecessario
desse reagente.
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Fixando-se a massa do compiexante e variando-se a temperatura de
pirlise, tem-se uma outra perspectiva sobre a influéncia da presenga do
complexante na absorbancia de Se. Os resultados encontram-se na Figura 4.34.
Foi utilizado o programa usual de temperatura e tempo do forno de grafite (Tabela
3.1), fazendo-se variar apenas a temperatura de pirélise.
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Figura 4.34 Efeito da temperatura de pirdlise sobre a absorbancia de 0,8 ng de
Se, com e sem 40 pg de DDTC ou DDTP, na presenga de 5 ug de Rh.

Desta feita, é possivel observar que a depressdo causada sobre a
absorbancia de Se é maior quando o complexante adicionado é o DDTC. Por
outro lado, a curva de pirdlise com DDTC sugere que s6 ha perda de Se a partir
de 1300 °C. Enquanto isso, a curva de pirélise feita com DDTP indica sinais de
perda de Se antes disso. Assim, fica reforcado o posicionamento anterior, de
limitar a 1000 °C a temperatura de pirdlise, no caso do uso do DDTP, ou utilizar o
programa alternativo para o forno de grafite, omitindo o passo de pirdlise.
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"CAPITULO 5
CONCLUSOES

Neste trabalho, foi demonstrada a ocorréncia de efeito de matriz na
determinac&o de Se em amostras do tipo de alimentos, em que pese a utilizagdo
de aparelhagem e conceitos modernos, na técnica da ET AAS.

O efeito de matriz deve ser causado pela interaco entre concomitantes e
n&o apenas pela presenca deles. Assim, por exemplo, uma relativamente pequena
concentragdo de Al pode acarretar variagdo signiﬁwtivé na absorbancia de Se, em
presenca de cloreto. O estudo isolado de um possivel interferente pode levar a
concluir que ndo ha influéncia da espécie sobre a absorbéncia obtida para o
analito. Dessa forma, ndc foram encontradas evidéncias de que Ca e P,
considerados cada um isoladamente, possam interferir na determinacéo de Se em
alimentos por ET AAS. Entretanto, quando s&o considerados em conjunto, foi
possivel demonstrar que acarretam interferéncia, concordando com observagdes
encontradas na bibliografia. Foram ainda levantadas evidéncias de que a
interag&o Ca-Al também possa contribuir para o efeito de matriz.

O efeito de matriz pode ser facilmente contornado, quando a amostra
contém um teor de Se tai que comporte diluigbes altas do material a ser analisado,
sem com isso perder-se precisdo e exatiddo, nem descer a concentragdes do
analito inferiores ao LD. Entretanto, a determinagéo de baixos teores de Se (0,2-
0,3 mg kg', ou menos) em alimentos fica praticamente impossibilitada por ET

AAS, a n&o ser que recursos complementares sejam usados, como separagéo e
pré-concentracgéo.

A determinagdo de Se por ET AAS necessita da presenca de um
modificador quimico, quer devido a tratar-se de um analito volatil, quer porque ha
efeito de matriz. O presente projeto de pesquisa inciuiu um estudo comparativo
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entre Pd, Rh e Ir, no papel de modificador quimico para a determinac@o de Se.
Foram experimentadas adigbes de acido ascérbico ou nitrato de magnésio a esses
metais. O assunto foi retomado para o casc especial da presenga do complexante
DDTC ou DDTP, quando Ni foi também experimentado.

Os melhores resultados foram registrados com o uso de Rh como
modificador quimico: em solugdo diluida de HNOs, houve estabilizagéo de Se até
1300 °C, mesmo em tubos de grafite bastante erodidos. Com Pd e Ir, isso néo foi
poséivel. Alem disso, com Rh sempre se atingiu a melhor massa caracteristica (no
| procedimento sem pré-concentragdo, em torno de 45 pg/0,0044 s com LCO,
contra 0 mesmo valor constante no manual da Perkin Elmer, porém obtido com
EDL e modificador de Pd-Mg(NOs)2), com pulsos atdmicos bem formados, em
todas as comparagdes feitas, incluindo os experimentos com DDTC ou DDTP. O
sal utilizado como partida para o preparo do modificador, RhCls. 3H20 para
sintese, & muito solidvel em 4&gua, tem pureza satisfatdéria e custo
comparativamente menor. N&o foi possivel evidenciar vantagens na adicdo de
Mg(NOs)2 a Pd, Rh ou Ir, ou na adicéo de acido ascérbico a Rh ou Ir. Por outro
lado, uma tentativa de produzir um modificador “permanente” unicamente a base
de Rh teve resultados inferiores aos descritos em literatura para outros
modificadores “permanentes”, como Ir (40) ou Rh-W (41), por exemplo.

A literatura é abundante em métodos de pré-concentragdo para metais,
principalmente a partir de solugdes aquosas simples, aguas potaveis e outras
matrizes ndo complexas. Entretanto, ha escassez de propostas para a pré-
concentracio de ametais. Mais raros ainda sdo os métodos para pré-concentrar
ametais a partir de matrizes complexas.

No presente trabalho, uma tentativa de pré-concentrar Se em fase sélida,
utiizando uma resina preparada em laboratério, consistindo em cisteina
imobilizada sobre CPG,' nac teve sucesso. Alguns resultados positivos foram
obtidos com CPG silanizado, porém n&o foi possivel demonstrar que 0 método
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seja suficientemente seletivo para ser aplicado a matrizes reais. Além disso,
funciona apenas em uma estreita faixa de pH.

Utilizando-se DDTC como complexante e Si0--Cis como sorvente do
complexo Se-DDTC, um método de separagio e pré-concentracio de Se foi
desenvolvido, demonstrando-se a sua aplicabilidade a matrizes reais, através da
andlise de materiais certificados. O método é bastante independente do pH do
meio e, embora manual, permite realizar todo o procedimento no mesmo dia de
trabalho, a partir da digestéo da amostra, ja que no ha passos demorados a
serem vencidos. O EF (47) foi determinado como sendo 35, enquanto o LD em
solugdo (95) ficou em 0,3 ng mL™ de Se.

Outro método semelhante, porém empregando o complexante DDTP, foi
desenvolvido com sucesso e melhores resultados, em relacdo ao anterior. O
método foi validado através da andlise de materiais certificados e mediante a
andlise de uma amostra “cega”, fornecida por um programa interlaboratorial de
ambito nacional. Também este procedimento é suficientemente independente do
pH do meio e livre de etapas demoradas, mas trata-se de método mais sensivel,
em comparagéo com o descrito utilizando DDTC. O EF determinado foi de 65,
sendo o LD em solugdo igual a 0,1 ng mL" de Se, contra 2 ng mL" da
determinagéo de Se sem pré-concentracéo. O coeficiente de variag&o encontrado,
em seqléncias de cinco repeticdes, é de 10 %.

Recomenda-se o emprego do Ultimo método para a determinagio de Se em
alimentos por ET AAS, até concentracio em tomo de 0,05 pg g'. Para teores
mais baixos de Se, seria necessédrio otimizar um procedimento mecanizado,
tomando por base o método manual desenvolvido e aqui recomendado.

No caso de evidéncias de ocorréncia de efeito de matriz quando o teor de
Se é mais alto, por exemplo, em torno de 1 ug g, 0 mesmo método pode ser dtil
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apenas como procedimento para clean-up de digeridos de amostras, deixando-se
a possibilidade de pré-concentragdo em segundo plano.
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ANEXO

Procedlmento proposto para a determinacao de baixos teores de
selénio em alimentos

122



- | ~ Determinagao d§§fbalxos teores de selénlo em alimentos

~ 1 Objetivo e campo de aplicag#o
Este método tem por objetivo a- déterminaqéo de Se por espectrometria de absorgfio atdmica com
atomizagéo eletrotérmica (ET AAS); em alimentos sélidos contendo entre 0,05 e 1 mg kg™ do elemento (1).
Trata-se de.método manual, portanto aplica-se a niimero limitado de amostras por dia de trabalho.
2 Principio
Consiste em digerir a amostra e, a partir do digerido, separar e pré-concentrar o eiemento Se, sequindo 0s
- passos: a) adigio do agente complexante dietilditiofosfato (DD'TP); b) retengéio do complexo formado entre o

DDTP e o Se, utilizando minicoluna recheada com SiO»-Cyg; ¢) eluigho com etanol, para imediata
determinacdo do Se no eluato, por ET AAS.

3 Execugao
3.1 Aparelhagem

o Espectrdmetro de absorgéo atémica com fomo de grafite, dotado de corretor de fundo baseado no efeito
Zeeman, amostrador automatico e Idmpada de Se

» Atomizadores de grafite com recobrimento de grafite pirolitico e plataforma de L' vov
« Bomba peristéltica, tubos (didmetro intemo 0,8 mm), conex3es plasticas, 13 de vidro silanizada
» Digestor & base de microondas, sistema fechado, com controle de presséo
« ~Balanga analitica (precis&o 0,0001g)
« Micrepipetas com pontas ejetdveis
¢ Papel de filtro sem cinzas, média porosidade e vidraria convencional
3.2 Reagentes e solugles
« Agua desionizada, para a limpeza de material

e Solugéo de acido nitrico grau analitico 0,28 mol L™ (uso apenas para preparar solugdo de limpeza de
materiail, como vidraria, utensmos de polietiteno, pohpmpileno e outros polimeros): diluir 20 mL de &cido
nitrico concentrado(14 mol L) de grau analitico a 1 L, com agua desionizada.

» Agua de baixa condutividade, obtida em sistema purificador tipo Milli-Q, ou equivalente (uso em todos os
passos do preparo de reagentes e andlise)

. Acido nitrico concentrado (14 mol L) de alta pureza (tipo Suprapur) e diluigdes em agua
« FEtanol 95% ,de grau analitico
e Silica gel 100 C1s — fase reversa, para uso em cromatografia de coluna (SiOC1g)

* Solugdo-estoque 1000 mg L™! de Se: dissolver 1,000 g de Se em p6 (89,5 % pureza minima), por
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aquecimento em 80 mL de HNO, 7 mol L™ e diluir a 1000 mL, em bal#o volumétrico. Derais solut;,oes de
Se: obter por diluigio dessa solugdo-estoque. Executar as diluigdes em HNO; 0,028 moi L", sempre
partindo do &cido nitrico concentrado de alta pureza.

¢ Solugdo de modificador quimico 1 g L™ de Rh: dissolver 0,25 g de RhCla.3H,0 (38% Rh) para sintese em
- aproximadamente 15 mL de agua, em copo de politetrafluoroetileno, adicionar 1 mL de HNO;
" ‘concentrado de aita pureza, levar quase a secura, em chapa aquecedora, repetir a adi¢&o do &cido e a
evaporag8o mais 3 vezes, para substituir os &nions CI’ , por NOjs". Finalmente, adicionar 1 mL de agua,
levar quase a secura ¢ transferir com HNO; 0,14 mot L para baldo volumétrico de 100 mL, avolumando
com 0 mesmo acido.

s Solugdo de 0,5 % miv de DDTP: dissolver 0,5 g de (C,Hs0),P(S)SNH, 95 % em &gua, transferir para

- baldo volumétrico de 100 mL e avolumar. Purificar por passagem através de minicoluna recheada com 30
mg de SiO;-Cis. A solucfio tem estabilidade limitada. Mantida em frasco de pofietileno, a temperatura
ambiente, pode ser usada no maximo por 2 a 3 dias.

3.3 Procedimento
3.3.1 Limpeza de vidraria e outros materials

Antes do uso, deixar de molho a vidraria e 0 material de pohetxleno potipropileno e outros polimeros por, no
minimo, 24 horas em solugo de HNO- grau analitico 0,28 mol L. Descartar a solut;éo nitrica e enxaguar o
material com agua desionizada em abundéncia, por 5 vezes, mantendo o Ultimo enxagiie por 24 horas ou
mais. Finalmente, o material deve ser posto a escorrer em secador plastico, até secar.

3.3.2 Digestio da amostra

a) Pesar com exatiddo cerca de 0,3 g de amostra previamente preparada, em frascos proprios do digestor
por microondas, adicionar 5 mL de Acido nitrico concentrado (14 mol L "} de alta pureza, instalar os
frascos no carrossel do digestor e executar o programa apresentado na Tabela 3.1.

NOTA: Para a preparaqao da amostra, sugere-se tomar como referéncia os métodos da ACAC International (2)

b) Uma vez compietado o programa, deixar o carrossel do digestor ainda girar por, no minimo, mais 15 min,
para arrefecimento.

¢) Abrir os frascos resfriados e transferir os conteidos quantitativamente para balbes volumétricos de 25
mL, fitrando em papel de porosidade média e avolumando com agua.

Tabela 3.1 Programa do forno de microondas (seis frascos) para a digestdo de amostras de aiimentos
(exaustao 100%).

Estégio 1 2 3
Poténcia (W) 252 252 252
Presséo (MPa) 0,276 0,586 1,03
Tempo (min) : 6 8 10
Tempo na pressio (min) 3 3 5
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3.3.3 Pré-concentragio

a) Preparar uma minicoluna recheada com 30 mg de SiO,-Cys, feita com um segmento (aproxiradamente
1,5 am) do mesmo tipo de tubo da cabega de bomba peristaltica em uso, tampando as extremidades com
l& de vidro silanizado. Utilizando conexdes pldsticas, liga-la 4 extremidade final do tubo de cabeca de
bomba. Adaptar, na extremidade inicial do tubo de cabe¢a da bomba e na extremidade final, depois da
minicoluna, segmentos de tubo mais fino (0,8 mm de didmetro). Com o auxilio da bomba, introduzir agua
no conjunto e deixar assim de um dia para outro. A minicoluna pode durar por semanas, desde gue seja
guardada sempre cheia com agua. No momento do uso, condicioné-la com HNO, 0,028 mol L.

b) Preparar no laboratério, em baldes volumétricos de 25 mL, solugées de Se em HNO; 0,028 mol L™, com
concentragdes de 0,00; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00 e 4,00 ng mL™, para a curva analitica, no dia da analise.

) Ao ponto zero da curva, adicionar 1 mlL. da solugio de DDTP, homogeneizar e imediatamente fazer
passar todo o volume (26 mL) pela minicoluna, utilizando uma vazdo de 5 mL min"' na bomba peristaltica.

d) Eluir com 200 pL de etanol, coletar o eluato diretamente em uma cubeta do amostrador automético do

espectrémetro, instaiar a cubeta no amostrador e efetuar imediatamente a determinagdo de Se, conforme
3.34.

e) Lavar o conjunto da minicoluna com 5 mL de HNO; 0,028 mol L', antes de outro ciclo de pré-
concentragio. Repetir todo o processo para os outros pontos da curva.

f) Diluir uma aliquota de 500 a 2 000 HL do digerido da amostra a 25 mL em baléo volumétrico, com HNO;
0,028 mol L. Adicionar 1 mL da solugido de DDTP, homogeneizar e imediatamente fazer passar todo o
volume (26 mL) pela minicoluna, utilizando uma vazio de 5 mL min™' na bomba peristaltica.

NOTA: A aliquota mals adequada deve ser determinada por tentativa, Aliquotas diferentes, dentro da Intervalo analitico, devem
produzir resultados finais consistentes.

g) . Eluir com 200 uL de etanol, coletar o eluato diretamente em uma cubeta do amostrador automético do
espectrdmetro, instalar a cubeta no amostrador e efetuar imediatamente a determinagio de Se, conforme
334,

h) Lavar o conjunto da minicoluna com 5 mL de HNO; 0,028 mol L", antes de outro cicio de pré-
concentragéo. Proceder da mesma forma com todas as amostras. Repetir a curva analitica no final do
trabaiho ou a intervalos, dependendo do nimero de amostras.

3.3.4 Determinago de Se

Determinar Se por ET AAS, seguindo as instrugdes do manual do espectrdmetro e registrando a absorbéncia
integrada obtida com o programa de temperatura e tempo do forno de grafite, mostrado na Tabela 3.2.
Programar o amostrador automatico para pipetar, antes de cada ciclo: 10pl. do eluato + 5 uL de HNO; 0,028
mol L™+ § pi. da solugéio de Rh (total 20 pL).
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Tabela 3.2. Programa de temperatura e tempo do forno de grafite, para a determinagéo de Se.

Passo Temperatura, °c ﬁampa, s Tempo na Vazdo de Ar, mL
temperatura, s min™
Secagem 1 110 1 30 250
Secagem 2 200 5 50 250
Atomizagéo 1900 v 5 0
Limpeza 2400 1 2 250

4 Caiculo do Resuitado

Pelo “método dos minimos quadrados” (3), calcular a equacdo da reta correspondente & curva analitica e
interpolar os resultados de absorbédncia encontrados para as amostras, obtendo os respectivos valores de
concentragdo. Expressar o resultado final sobre a amostra solida, levando em conta a massa original da
amostra, o volume inicial (25 mL) e o fator de diluicéo efetuado em 3.3.3 alinea f) (por exemplo, se a aliquota
for 800 pL., o fator de diluigdo serd 25 mL/0,8 mL = 31,25).

NOTA: Sugere-se que as amostras sejam analisadas no minimo em triplicata, conjuntamente com trés repeticSes de solugbes-
branco da analise e materlals certificados de referéncia. Também podem ser realizados testes de recuperagdo.
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