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RESUMO

O Selénio (Se) € um elemento importante para a desintoxicacdo e mecanismo
antioxidante de defesa do organismo humano. Mas, pode ser toxico se quantidade
excessiva for ingerida de forma continua. Por isso é fundamental avaliar os niveis
deste elemento em amostras alimenticias. Assim, neste trabalho foi desenvolvido
um método para a determinacdo de selénio em moluscos bivalves lambreta
(Anodontites trapesialis), moapem (Tagelus plebeius) e sururu (Mytella guyanensis),
coletados no Rio Cachoeira, Ilhéus-Ba, por espectrometria de emissdo Optica com
plasma induzido por micro-ondas com geracdo de hidretos (HG-MIP OES). As
condicbes experimentais para gerar o hidreto de selénio foram estabelecidas
usando otimizagdo multivariada: inicialmente foi feito uma triagem de fatores por
planejamento fatorial de dois niveis e trés fatores (2)°, para os fatores concentracdo
de acido cloridrico ([HCI]), concentracdo de borohidreto de sédio ([NaBH,]) e vazao
dos reagentes (V.R). Posteriormente, a metodologia de superficie de resposta
usando o planejamento Box-Behnken foi usada para estabelecer um modelo
matematico e verificar as condi¢cdes criticas através da Teoria de La Grange. A
significancia estatistica dos fatores no planejamento fatorial foram avaliadas através
do diagrama de Pareto, e os trés fatores estudados foram significativos. O
planejamento Box-Behnken determinou as condicdes criticas HCI 2,8 mol L™,
NaBH4; 0,7% m/v e V.R 1,5 mL min. Tendo em vista que ap6s a digestdo da
amostra o selénio é oxidado a seu estado de oxidacdo mais elevado, foi necessario
um procedimento de pré-reducdo do Se (VI) para Se (IV), antes da reacdo de
geracdo do hidreto. Tal procedimento foi feito com HCI 6,0 mol L™ e aquecimento
em banhomaria. Assim um planejamento do tipo Doehlert foi usado para avaliar o
tempo (10 - 50 min) e a temperatura (25 - 120 °C) de pré-reducéo, e as condi¢cdes
criticas foram 30 min e 70°C. Limite de deteccdo 0,30 mg kg™, limite de
quantificacéo 1,02 mg kg™ e %RSD de 8% foram obtidos. A exatiddo do método foi
confirmada pela andlise do CRM de tecido de ostra (NIST 1566b). Finalmente, o
método desenvolvido foi aplicado nas amostras de moluscos bivalves, e as
concentracdes de selénio total encontradas foram 2, 60 + 0,33; 2,76 + 0,15; e 2,60 +
0,42 mg kg para lambreta, moapem e sururu, respectivamente. O método analitico
desenvolvido mostrou-se preciso e de baixo custo, podendo ser usado para

determinar selénio em moluscos bivalves.



Palavras-chave: Geragao de vapor, selénio, otimizagcao multivariada, HG-MIP OES.
ABSTRACT

Selenium (Se) is an important element for the detoxification and antioxidant defense
mechanism of the human body. But, it can be toxic if too much is ingested
continuously. Therefore it is fundamental to evaluate the levels of this element in
food samples. method for the determination of selenium in bivalve mackerel
(Anodontites trapesialis), moapem (Tagelus plebeius) and sururu (Mytella
guyanensis), collected in Rio Cachoeira, Ilhéus-Ba, by hydride generation microwave
induced plasma optical emission spectrometry (HG-MIP OES).The experimental
conditions to generate selenium hydride were established using multivariate
optimization: factorial was initially screened for two levels and three factors (2)° for
the factors hydrochloric acid ([HCI]) concentration, borohydride concentration
([NaBH4]) and reagent flow rate (V.R). Subsequently, the response surface
methodology using Box Behnken-type planning was used to establish a
mathematical model and verify the critical conditions through the La Grange Theory.
The statistical significance of the factors in the factorial planning were evaluated
through the Pareto diagram, and the three factors studied were significant. The Box-
Behnken design determined the critical conditions HCI 2.8 mol L*, NaBH4 0.7% m/v
and V.R 1.5 mL min™. Considering that after digestion of the sample Se is oxidized
to its higher oxidation state, a pre-reduction procedure of Se (VI) was required for Se
(IV) prior to the hydride generation reaction. Thus a Doehlert type design was used
to evaluate pre-reduction time (10 - 50 min) and temperature (25 — 120 °C), and the
critical conditions were 30 min and 70 °C. Limit of detection 0.30 mg kg L™ and
quantification 1.02 mg kg L™* and %RSD 8% were obtained. The accuracy of the
method was confirmed by the CRM analysis of oyster tissue (NIST 1566b). Finally,
the method developed was applied in bivalve mollusc samples, and the total
selenium concentrations found were 2.60 + 0.33; 2.76 = 0.15; and 2.60 £ 0.42 mg
kg' for lambreta, moapem and sururu, respectively. The analytical method
developed was accurate and low cost, and could be used to determine if total bivalve

molluscs samples.

Keywords: chemical vapor generation, selenium, Multivariate optimization, HG-MIP
OES.
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1 INTRODUCAO

A presenca de espécies quimicas elementares no ecossistema aquatico
desperta especial interesse, jA& que ndo sdo biodegradaveis e podem ser
acumulados pelos organismos marinhos, e subconsequentimente transferidos para o
homem via cadeia alimentar. Embora alguns elementos quimicos sejam necessarios
para o desenvolvimento do metabolismo dos seres vivos (por exemplo, manganés
(Mn), cobre (Cu), zinco (Zn) e selénio (Se)), se 0s niveis no organismo
excederem o0s niveis essenciais podem se ternar toxicos. Alguns outros
elementos ndo tém funcao bioldgica conhecida e sédo toxicos (cadmio (Cd), chumbo (Pb)
e marcurio (Hg), por exemplo) (TEMPLETON et al., 2000).

O Selénio é considerado um micronutriente que desempenha importante
papel na desintoxicacdo e mecanismo antioxidante de defesa do organismo humano.
Porém, pode ser extremamente toxico se quantidade excessiva for ingerida de forma
continua. Sua toxicidade pode ser caracterizada pela perda de pelos, fragilidade das
unhas e problemas gastrointestinais (ALLANDER, 1994; AMWEG, STUART,
WESTON, 2003; AONO, NAKAGUCHI, HIRAKI, 1991).

A porcao estuarina do Rio Cachoeira/llhéus-BA, situada no municipio de
llhéusBa, abriga importantes espécies de moluscos bivalves, dentre os quais estdo o
sururu (Mytella guyanensis), o moapem (Tagelus plebeius), e a Ilambreta
(Anodontites trapesialis), estes organismos sao importantes fontes de renda para as
comunidades envolvidas com as atividades de pesca neste ambiente.

Os bivalves sdo animais filtradores bastante conhecidos pela capacidade de
acumular espécies quimicas elementares. Esta caracteristica € considerada util para
a monitorizagcdo da poluicdo por metais e outras substancias em ambientes
aquaticos (RUITER, 1995; et al., BIGAS et al., 2006; GOKOGLU et al., 2008).

Os niveis de selénio encontrados em amostras de moluscos bivalves de
ambientes tidos como n&o poluidos, encontram-se na faixa de pg g™*. Desta forma, a
determinacdo direta desse elemento utilizando técnicas analiticas que se baseiam
na nebulizagdo pneumatica convencional pode ser inadequada, pois, em vista da
baixa eficiéncia de transporte do aerossol util, os limites de deteccdo e quantificagdo
obtidos séo relativamente elevados (MORA et al., 2003).

No entanto, a introducdo do analito na forma de hidreto gasoso é uma

alternativa que tem sido empregada para a determinacdo desse elemento quimico,



11

dentre outros formadores de hidretos. O emprego desta estratégia, como um passo
prévio a deteccdo, proporciona um aumento de sensibilidade, além de minimizar
e/ou eliminar interferéncias espectrais e ndo espectrais (MACHADO, JACINTHO,
GINE, 2000; SCHICKLINA, YANG, BROEKAERT, 1996; VIEIRA, 2007).

Por isso, a geragdo de hidretos tem sido empregada com bastante frequéncia
associadas as técnicas espectroanaliticas de absorcdo atdbmica (AAS) e aos
meétodos analiticos (LIMA et al.,2018) de fluorescéncia atdbmica (AFS), emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e emissao atdbmica com plasma
induzido por microondas (MIP OES). Esta ultima, tem ganhado atencdo nos ultimos
anos e seu acoplamento com a geracdo de hidretos proporciona um método
analitico simples, de custo operacional relativamente baixo e sensibilidade adequada
para a determinacéo de baixos concentracdes de selénio.

Ademais, para a eficiéncia e estabilidade da reacdo quimica de geracédo de
hidretos alguns fatores (concentracdo do acido, concentracdo do redutor, a taxa de
fluxo dos reagentes, além de outros fatores) devem ser estabelecidos. A otimizacdo
de fatores associados a procedimentos analiticos com as ferramentas
quimiométricas vém sendo frequentemente empregada porque proporciona
eficiéncia e reducdo do niumero de experimentos, o que resulta em menor consumo
de reagentes e tempo de execucdo, além de permitir uma avaliacdo da interacao
entre os fatores envolvidos no sistema em estudo (PERALTA-ZAMORA; MORAIS;
NAGATA, 2005).

Além dos pontos abordados anteriormente, outra justificativa a ser
considerada é que nao consta na literatura trabalhos cientificos com HG-MIP OES
que utilizaram estas ferramentas na otimizacao de fatores experimentais envolvidos
na geracao de vapor quimico de selénio, bem como as condi¢des de pré-reducdo do
mesmo seguido da determinacao por HG-MIP OES.

Neste contexto, este trabalho cientifico aborda o desenvolvimento de um
método analitico para a determinagédo de selénio total em amostras de moluscos
bivalves coletados no estuario do Rio Cachoeira, llhéus, Bahia, por espectrometria
de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas com geragédo de hidretos
(HGMIP OES).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Estabelecer as melhores condi¢cdes quimicas e instrumentais para a geragcao
de vapor quimico de Se (IV) e condicdes de pré-reducédo de Se (VI) a Se (IV) sob
aquecimento, através de técnicas de otimizacdo multivariada para a determinacao
de selénio total em amostras de moluscos bivalves por espectrometria de emissao
Optica com plasma induzido por micro-ondas com geracdo de hidretos (HG-MIP
OES).

2.2 ESPECIFICOS

« Avaliar as melhores condi¢des instrumentais para a determinacao de selénio
por HG-MIP OES;

- Empregar o planejamento fatorial completo 2° para avaliar a significancia
estatistica dos fatores: concentracdo de acido cloridrico, concentracdo de
borohidreto de sodio e fluxo dos reagentes, envolvidos na geracdo de vapor
guimico de selénio (IV);

+ Empregar o planejamento Box Bhenken para otimizar os fatores concentragéo
de &cido cloridrico, concentracdo de borohidreto de sdédio e fluxo dos
reagentes;

* Empregar o planejamento Dohelert para otimizar o tempo e a temperatura de
pré-reducdo de selénio sob aquecimento;

« Validar o método analitico;

» Aplicar método desenvolvido para a determinacéo de Se total em amostras de
moluscos bivalves coletados no estuario do Rio Cachoeira, Ilhéus-Ba, com

preparo de amostra ja estabelecido.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 SELENIO

O termo “metais-trago” tem sido utilizado para designar espécies quimicas
elementares que em baixas concentracdes no ambiente podem vir a constituir uma
fonte potencial para a poluicdo ambiental. Muitos metais sdo essenciais para o
desenvolvimento do metabolismo dos seres vivos, tais como: manganés (Mn), zinco
(Zn), cobre (Cu) e selénio (Se), mas podem se tornar extremamente toxicos se a
concentracdo for superior aos niveis de tolerancia do organismo (MARTINS et al.,
2011, TEMPLETON et al., 2000). Enquanto alguns outros néo tém funcao biologica
conhecida e sdo téxicos (cadmio (Cd), chumbo (Pb) e mercario (Hg), por exemplo)
(TEMPLETON et al., 2000).

O selénio € um metalbide que foi isolado e identificado por volta de 1817 pelo
guimico sueco Jons Jacob Berzelius. Na natureza, este elemento quimico pode ser
encontrado no ar, na 4gua e no solo nas formas inorganicas, seleneto (Se™), selénio
elementar (Se°), selenito (SeOs%) e selenato (SeO,?). E na forma organica pode
existir como acidos selenoamino (selenocisteina (SeCys)) ou selenometionina
(SeMet) pela substituicdo do enxofre em aminoacidos e compostos metilados de
selénio como dimetilselenito (DMSe) e dimetildiselenito (DMDSe) (SEIXAS, 2007).

Este metaldide é considerado um micronutriente necessario a muitos processos
metabdlicos, principalmente quando se encontra associado a proteinas denominadas de
selenoproteinas, (HOLBEN; SMITH, 1999). A ingestéo equilibrada deste micronutriente
pode atribuir beneficios ao organismo humano, sendo considerado um elemento protetor
no caso de doencas como aterosclerose, cancer, artrite, cirrose e enfisema (MARTINS
et al, 2017; RAYMAN, 2000; SCHRAUZER, SACHER, 1994). Por outro lado, quando em
excesso no organismo pode se tornar extremamente toxico. A sua toxicidade pode ser
caracterizada pela perda de pelos e fragilidade das unhas, problemas gastrointestinais,
erupcdo cutdnea e anormalidades no sistema nervoso (FOOD AND NUTRITION
BOARD, 2000; JACQUES, 2001, JUNIOR, 2008; MARTINS et al, 2017; MEUILLET et
al., 2003, RIBEIRO et al., 2005).

Porém, a toxicidade dos compostos de selénio esta relacionada
principalmente a sua forma quimica. Sendo as formas inorganicas consideras mais

toxicas que as formas organicas, ja que sdo mais sollveis em agua e, portanto, mais
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facilmente absorvidas pelo organismo. A toxicidade dos compostos de Se (IV) é
cerca de 10 vezes maior que os compostos de Se (VI) para os sistemas biol6gicos
(MARTINS et al, 2017). A forma elementar € uma espécie insoluvel em agua e néo é
considerada toxica; jA 0s selenetos sdo espécies tOxicas e reativas que sao
rapidamente reduzidas a Se (0), mas quando na forma organica tornam-se as
espécies mais biodisponiveis para o0s organismos vivos (ALLANDER, 1994;
AMWEG, STUART, WESTON, 2003;

AONO, NAKAGUCHI, HIRAKI, 1991; OMS, 1987; SEIXAS, 2007; WACHOWICZ,
2001).

Em virtude das propriedades nutricionais, funcdes metabdlicas, dosagens
essenciais e toxicas, algumas organizacfes governamentais estabelecem limites
maximos para as concentracdes de selénio em diversos tipos de amostras
(MARTINS et al, 2017). A Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por
exemplo, prevé limites para selénio 0,05 mg kg™ em alimentos liquidos; 0,30 mg kg™
em alimentos sélidos e, uma ingestao diaria de 34ug para adultos,17 pug para uma
faixa etéria de 1 a 3 anos de idade e 21 ug para uma faixa etéria de 4 al0 anos de
idade. Com base no que foi exposto, estudos sdo fomentados para o
desenvolvimento de metodologias analiticas para a determinacdo de selénio quando
presente na amostra em niveis traco ou ultratracos. Nesta faixa de concentracao,
este elemento quimico ndo pode ser quantificado usando os métodos analiticos que

se baseiam na nebulizacdo pneumética convencional devido a baixa sensibilidade.

3.2 PROCESSOS DE DISPONIBILIZACAO DE SELENIO PARA OS ORGANISMOS
AQUATICOS

O selénio encontrado no ambiente aquatico é oriundo tanto de fontes naturais
guanto acles antrépicas. As primeiras sdo decorrentes de processos geofisicos e
biolégicos, sendo responsaveis pela presenca deste elemento quimico no ambiente.
As acdes antropicas, sdo decorrentes de descargas de efluentes domesticos,
industriais e/ou agricola, sdo responsaveis pela redistribuicdo de selénio no
ambiente, ou seja, pela liberacdo das fontes geoldgicas e pela disponibilizacdo para
0S organismos vivos que compdem este ecossistema (SEIXAS; KEHRIG, 2007).

Naturalmente, este elemento quimico se torna disponivel para os organismos

aquéaticos por meio de quatro processos, de oxidagdo e metilacdo, representados na
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Figura 1. O primeiro processo esté relacionado a oxidacdo e metilagdo do selénio
inorganico, ou seja, as raizes das plantas aquéticas e 0s microorganismos
bentdnicos, via oxidacédo, convertem as formas imobilizadas nas formas soluveis (Se
(IV) e Se (VI)), e por meio do processo de metilacdo convertem o selénio inorganico
em formas organicas, com um ou mais grupamento metil que, normalmente,
resultam numa forma volatil. J&, o segundo processo, denominado de bioturbacéao,
esta relacionado a oxidacdo do sedimento pelos seres invertebrados bentdnicos.
Contudo, o terceiro processo, decorre da perturbacdo fisica e oxidagdo quimica
associada a circulagédo da agua. E o quarto, e ultimo processo, ocorre pelo fato de os
sedimentos poderem ser oxidados pelas plantas fotossintéticas (LEMLY, 1999).

Uma vez mobilizado do sedimento, o selénio entra na cadeia alimentar dos
sistemas biol6gicos por meio da comunidade planctdnica (primeiros niveis tréficos),
e entdo é distribuido e acumulado através dos niveis troficos subsequentes,
podendo entdo, sofrer os processos de bioconcentracdo e bioacumulacdo (SEIXAS;

KEHRIG, 2007).

Figura 1- Ciclo biolégico do selénio no ambiente aquatico. Fonte: (SEIXAS; KEHRING, 2007).

3.3 ESPECIES DE MOLUSCOS BIVALVES ESTUARINOS, ILHEUS, BAHIA,
BRASIL

O municipio de IIhéus fica situado na regido sudeste da Bahia e abrange area
correspondente a 1712 km?. Possui um vasto litoral, com aproximadamente 80 km

de extensdo, sendo limitado ao norte pelo rio Sargi e ao sul pelo rio Acuipe. Neste
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municipio, as areas de manguezal de maior relevancia centralizam-se na zona
urbana, ao longo das margens da porcao estuarina dos rios Cachoeira, Santana,
Fund&o e Almada (ALMEIDA et al, 2006).

O Rio Cachoeira desemboca em meio a area urbana deste municipio,
banhando o centro da cidade e o bairro Pontal. Neste estuario, alguns dos principais
tensores ambientais estdo relacionados a descargas de efluentes domésticos,
residuos sdlidos, industriais e, além disso, extensas areas de manguezais tém
passado por problemas de soterramentos ao longo da BR-415 (ALMEIDA et al,
2006).

Neste ambiente estuarino encontra-se uma area sedimentar denominada de
“Coroa do Meio”, localizada no bairro Teoténio Vilela, onde ha uma ocorréncia
significativa de algumas espécies de moluscos bivalves, dentre os quais estdo: o
sururu (Mytella guyanensis), representado na Figura 2A, o moapem (Tagelus
plebeius), representado na Figura 2B, e a lambreta (Anodontites trapesialis)
representada na Figura 2C. Estas trés espécies sdo importes fontes de renda para
as comunidades envolvidas com as atividades de coleta de produtos de pesca ha
regido (CEUTA; BOEHS, 2012).

A B C

Figura 2 — Sururu (Mytella guyanensis) (A), Moapem (Tagelus plebeius). (B), Lambreta (Anodontites
trapesialis (C).

Os bivalves sdo animais filtradores que tém capacidade para acumular metais
toxicos em seus tecidos, bem como outras substancias, que subsequentemente
podem ser transferidos ao homem via cadeia alimentar, por isso, séo utilizados como
bioindicadores para a monitorizacdo da poluicdo por metais, e outras substancias,
em ambientes costeiros (FERREIRA et al. 2012).
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Ademais, a coleta de moluscos bivalves em “Coroa do Meio” ocorre de forma
extrativista, durante todo ano. Porém, ndo ha regulamentacéo legal nem instrucfes
normativas por parte dos 6rgdos ambientais estaduais e municipais para a captura
das espécies. Ha, somente, resolucbes e portarias que regulamentam e
estabelecem padrdes de qualidade que sdo essenciais para que tanto a agua como
0S organismos aquaticos possam ser usados com seguranca pelo homem, sem
causar maleficios a saude (CEUTA; BOEHS, 2012, SANDE et al, 2010).

Neste contexto, a legislagao brasileira sugere limite para selénio de 0,30 mg
kg em alimentos sélidos e a resolucdo CONAMA recomenda valor de 0,01 mg L™ de
Se para agua de estuario. Contudo, ndo consta na literatura cientifica dados a
respeito da concentracdo de selénio tanto no ambiente quanto nos organismos do
ecossistema estuarino do Rio Cachoeira. Mas, encontra-se alguns trabalhos
reportando sobre as concentracdes de selénio encontrados em espécies de
moluscos bivalves em outros paises e regifes do Brasil.

Seixas et al. (2007) encontraram uma média de 0,71 pg g™, em peso seco, de
selénio em mexilhdo coletada na Baia de Guanabara/RJ. Os autores constataram
gue a concentracao foi similar as concentragdes encontradas por Baldwin e Maher
(1997), 0,7-1,8 pug g* em peso seco, e inferior &s concentracdes encontradas em
moluscos bivalves de ambientes ndo impactados da Australia, que variavam de 1,3 a
11 pg g* em peso seco, e em ambientes da costa indiana, 3,94 pg g em peso seco.

Barbosa (2013) encontrou faixas de concentracfes de selénio de 2,04 - 9,02;
8,81 - 2,53 e 5,56 -14,2 uyg g em peso seco nas espécies de moluscos bivalves
Iphigenia brasiliana, Lucina pectinata e Trachycardium, muricatum, respectivamente,

coletados ao longo da Baia de Todos Santos, Bahia, Brasil.

3.4 GERACAO DE VAPOR QUIMICO

A maioria das técnicas espectroanaliticas normalmente empregam
dispositivos denominados de nebulizadores pneumaticos para a formacdo do
aerossol liquido. Apesar destes dispositivos serem de facil operacéo, apresentam
eficiéncia bastante limitada quando diz respeito a porcentagem de amostra que é
capaz de ser convertida em aerossol Gtil (menos de 5%), ou seja, aquele que chega

no sistema de atomizagc&do/emissdo (TAKASE et al., 2002).
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Sendo assim, a determinacao direta de alguns elementos encontrados em
baixas concentracbes em amostras ambientais e bioldgicas como o selénio, por
exemplo, utilizando métodos analiticos que se baseiam na nebulizacdo pneumatica
convencional, normalmente, é inadequada devido a baixa sensibilidade destes
sistemas de introdu¢do de amostra, 0s quais também podem ser inviaveis para
solucbes de amostra muito viscosas, com alto teor salino e quando se dispbe de
volumes de amostra na ordem de microlitros (TAKASE et al., 2002).

Neste contexto, surge o modo de introducdo do analito em fase gasosa como
uma alternativa promissora para suprir algumas limitagdes existentes no sistema de
introducdo da amostra por nebulizacdo pneumatica como a baixa eficiéncia do
transporte do aerossol liquido (TAKASE et al., 2002).

A geracao de vapor quimico, ou mais especificamente, a geracao de hidretos,
tem sido empregada nas determinacdes de As, Bi, Ge, Pb, Sh, Se, Sn e Te como um
passo prévio a deteccdo. Neste processo ocorre a separacao do analito da matriz, a
melhora da sensibilidade e do limite de deteccdo (SCHICKLINA, YANG,
BROEKAERT, 1996; VIEIRA, 2007).

Trata-se de um procedimento no qual um determinado analito, que forma
vapor quimico, contido em uma amostra liquida é misturado com reagentes que o
converte em uma espécie quimica gasosa. Em geracdo de hidretos, a formacao
desta espécie se da pela reacéo entre uma amostra acidificada e um agente redutor,
gque pode ser um metal ou um reagente especifico, sendo mais comum o
tetrahidroborato de sédio (NaBH4) (DEDINA; TSALEV, 1995; WELZ; SPERLING,
1999).

“Segundo a literatura, a geracao de hidretos existe a mais de 100 anos e teve
como ponto de partida o classico teste de Marsh. Esse teste consistia num sistema
de reducdo metal/acido para produzir hidrogénio para posterior reducdo do analito
ao respectivo hidreto, sendo utilizado para detectar pequenas quantidades de
arsénio”. A Equacao 1 mostra a reacado de formagao do hidreto de arsénio por meio
dessa reacdo quimica (SLACHCINSKI, 2014).

As202+ 6Zn + 12H+ — 2AsH3 (o) + 6Zn2* + 3H,0 ()

Um dos trabalhos que impulsionou a geracao de vapor foi o trabalho de Holak,
realizado por volta de 1970. Neste trabalho, Holak utilizou a espectrometria de

absorcdo atbmica com geragdo de hidretos (HG AAS) e conseguiu reduzir arsénio
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(As) a arsina (AsH3), mediante a reacdo de zinco (Zn) metalico com a solu¢édo da
amostra acidificada com acido cloridrico (HCI). Depois de formada, arsina era entao
transportada por um fluxo de nitrogénio (N2) para o interior da chama composta de
ar/acetileno no AAS. Com essa estratégia, foi observado um ganho significativo de
sensibilidade, que foi associada a maior eficiéncia de transporte do analito quando
na forma de hidreto gasoso se comparado ao convencional sistema de nebulizacdo
pneumatica, uma vez que a maior parte da arsina formada chegava ao atomizador
do espectrometro de absorcao atomica (HOLAK, 1969).

No entanto, devido a algumas desvantagens apresentadas como valores de
branco analitico relativamente altos, baixa repetitividade das andlises, as quais
foram associadas principalmente ao uso de metais de baixa pureza, e pelo fato de o
sistema de reducdo metal/acido comumente utilizado ser restrito a formagéo de um
limitado numero de hidretos esse método ndo teve muito sucesso (TAKASE, 2002).

Com a introducéo do tetrahidroborato de sédio como agente redutor (NaBH,),
a reacdo quimica de geracdo de geracdo de hidretos volateis tornou-se mais
eficiente, favorecendo melhor repetibilidade durante as medidas e a determinacéo de
um maior numero de elementos quimicos (As, Bi, Ge, Pb, Sb, Se, Sn e Te)
(BRAMAN; JUSTEN; FOREBACK, 1972; TAKASE, 2002; ZHANG; FANG; FENG,
2011).

Nesses Ultimos anos, tem sido comum o emprego da geracdo de hidretos
associada as técnicas espectroanaliticas de absorcdo atbmica (AAS), e aos métodos
de fluorescéncia atbmica (AFS), emissdo atbmica com plasma induzido por
microondas (MIP OES), emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES) e espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
(LIMA et al., 2018), para a determinacdo de baixas concentra¢gfes de selénio, além
de outros elementos que podem ser quantitativamente convertidos em seus
respectivos hidretos volateis, em diferentes tipos de matrizes.

Zappelini (2014) utilizou um método de geracédo de hidreto com o ICP OES
para determinacdo multielementar de arsénio (As) e selénio (Se) em amostras de
efluentes da Empresa Carbonifera Metropolitana. As condi¢cdes Otimas para as
variaveis envolvidas no processo foram: NaBH, 4,5%, Kl de 5,0%, HCI 4 mol L™,
poténcia do plasma de 0,8 KW, vazdo do gas 18,0 L min™. A exatiddo do método foi
confirmada por meio da analise de padrbes certificados (NIST) e amostras de

referéncia com a adicdo e recuperacdo de padrdo. O meétodo proposto apresentou
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vantagens em relacdo ao desempenho tradicional do ICP OES, ou seja, com 0 modo
de introducao direta.

Morais et al. (1995) utilizou a espectrometria de absorcdo atdmica com o
meétodo de geracédo de hidretos (HG-FAAS) para determinar baixos niveis de selénio
em amostras de figado bovino. A exatiddo do método foi confirmada por meio da
analise do material de referéncia certificado NIST 1577a. O método proposto
permitiu a determinagéo de Se em figado bovino em concentragdes acima de 0,1 pg
g

Wang e Zhang (2011) determinaram simultaneamente arsénio, bismuto,
teldrio e selénio em amostras de solo utilizando um espectrémetro de fluorescéncia
atdmica multicanal com geracéo de hidretos, HG MC AFS. Os limites de deteccao do
método para arsénio, bismuto, teltrio e selénio foram 0,19 pg g, 0,10 ug g* 0,11 pg

g'e 0,08 ug g*, respectivamente.
3.5 PROCESSO DE GERACAO DE VAPOR QUIMICO

O processo de determinacdo do analito através da geracdo de vapor quimico
é dividido em trés etapas principais: a geracdo do hidreto volatil, o transporte do
hidreto volatil para o atomizador e a atomiza¢do (LAJUNEM, 1992; POLLOCK, 1972;
VIEIRA; RIBEIRO; CURTIUS, 2004).

3.5.1 Mecanismo de formacao dos hidretos

A literatura propde duas hipéteses de mecanismo para a formacdo dos
hidretos volateis: o0 mecanismo do hidrogénio “nascente” e o mecanismo do
hidrogénio “ndao nascente”.

O mecanismo do hidrogénio “nascente” € conhecido como a primeira hipétese
que descreve a forma como os hidretos volateis sdo formados. De acordo com este
mecanismo, considerando o sistema de reducéo borohidreto de sodio/acido, o ion
BH4 reage com o ion H* formando &cido borico e hidrogénio atdmico. Em uma etapa
posterior, o hidrogénio atdbmico reage com ion do analito formando o hidreto
corresponde (D’ULIVO, 2010). As equacdes 2 e 3 representam as supostas reacoes

que ocorrem na geracao do hidreto de selénio.
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25e gy + 8H{aq) = SezHy gy + 2H3 (g)(excesso) (3)

A segunda proposta de mecanismo de formagao dos hidretos, mecanismo do
hidrogénio “ndo-nascente”, tem sido abordado por pesquisadores que discordam do
fato de que o processo de reducdo de ions hidrénio a hidrogénio atémico, na
presenca de NaBH,;, seja termodinamicamente favoravel. Segundo esses
pesquisadores, a transferéncia gradual de atomos de hidrogénio do borano para o
substrato analito, logo ap6s a formacao de complexos intermediarios analito-borano,
€ mais provavel de ocorrer (D’ULIVO, 2010; D'ULIVO et al., 2011) como
representado nas equacodes 4 e 5, respectivamente.

NaBH4 + H30 *+ 2H20 - intermediarios — H3BO03 (aq) + H> (4)

NaBH4 / Intermediarios + A - AHn (5)

Alguns estudos demonstraram experimentalmente, através do uso de
reagentes deuterados, que a reacdo de arsénio (Ill) e arsénio (V) com o NaBD,
(borohidreto de sédio deuterado) em HCl 3 mol L™* e H,O gerou como produto
principal AsD3;, e quando o NaBH, foi usado em acido deuterado (DCIl) e agua
deuterada (D,0), obteve-se como principal produto a arsina (AsHs). Diante disso,
concluiu-se que a formacédo desta ocorreu mediante a transferéncia do hidrogénio
gue estava associado ao boro e nao pelo envolvimento do hidrogénio atémico, pois,
se este fosse realmente o responséavel pela formacéo do hidreto, o produto principal
obtido na reagdo quimica seria AsHnD3™" (BRANCH; HUTCHISON, 1985).

3.5.2 Diferentes sistemas de geracédo de hidretos

Existem basicamente dois tipos de sistemas de geragao de hidretos: sistemas
em batelada e sistemas em fluxo (fluxo continuo e injecdo em fluxo). Ressaltando
gue o formato destes sistemas influencia diretamente a formacéo e liberacdo das
espécies volateis (DEDINA; TSALEV, 1995; NAKAHARA, 1995; SLACHCINSKI,

2014). A Tabela 1 apresenta as caracteristicas principais destes trés sistemas.
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Tabela 1 — Caracteristicas dos sistemas de geracao de hidretos.

Sistema em Batelada Fluxo Continuo (CF) Injecdo em fluxo (FI)
« A amostra é introduzida 0O Amostra e reagentes séo A solugéo carreadora €
manualmente (1-50mL) 0 transportados bombeada continuamen}e e
« O agente redutor é adicionado ~ continuamente por bombas um volume de amostra &
atraveés de peristalticas a um ponto de injetado no carreador (~100-
bomba peristaltica ou mistura; ;000 ML) ~
injetado manualmente; O Awraves de uma bobina de g(;TZLisot;azz;znétESasi?]?egrada
* Aespécie gasosa € reagao os reagentes sao é propor,cional a massa do
transportada para sistema conduzidos a um separador analito:
de atomizagéo por um gas gas-liquido; o perfii do sinal depende da
inerte; O Asespéciesgasosassdo O gispersdo da amostra no
+ Osinal é transiente e depende  transportadas para o carreador;
da cinética de atomizador por um gas Sensibilidade semelhante
liberacdo das espécies inerte; 0 ao sistema em batelada,
volateis; 0 O sinal é continuo e De facil automacao
* Pouca possibilidade de proporcional & concentracdo 0  pgssyi frequéncia analitica
automacao e frequéncia do analito; O maior em relagéo os
analitica relativamente O De facil automacao, mas o sistemas em batelada e
baixa. equilibrio do sinal é mais fluxo continuo, volume e
demorado; consumo menor de
O Maior frequéncia analitica reagentes.
em relacdo ao sistema em
batelada

Fonte: Vieira, 2007, adaptada.

3.5.3 Transporte dos hidretos

O transporte das espécies volateis ao sistema de atomizacédo pode se da de
forma direta, onde os hidretos sdo conduzidos ao atomizador por intermédio de um
gas inerte, mais comumente o argbnio (Ar). De outra forma, os hidretos formados
sao inicialmente séo trapeados em armadilhas, que teoricamente ficam localizadas
entre o frasco reacional e o atomizador, sendo em seguida transportado para o
atomizador, tal processo € denominado de “coleta” (TAKASE et al., 2002; YAN; NI,
1994). Ressaltando, que este procedimento era bastante comum quando o sistema
de reducdo metal/acido era utilizado, jA que a reacdo era relativamente lenta
podendo decorrer minutos para ser concluida, dai a importancia de pré-concentrar
as espécies antes de transporta-las para o atomizador. Entretanto, em termos de
frequéncia analitica, o transporte dos hidretos de forma direta tende a ser mais um

processo mais vantajoso em relagédo ao modo de coleta (TAKASE et al., 2002).
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3.5.4 Atomizagdo e mecanismo de atomizagao dos hidretos

No processo de atomizag&o ocorre a conversdo do hidreto do analito a seu
atomo livre. Ha diversas possibilidades de atomizadores empregados para promover
a atomizacao dos hidretos, visto a variedade de técnicas analiticas que podem ser
empregadas em conjunto com geracao de vapor (TAKASE et al., 2002). A absorcéo
atdmica, por exemplo, apresenta as seguintes possibilidades: o tubo de quartzo
aguecido externamente, a chama e o forno de grafite (CHU; BARRO;
BAUMGARNER,1972; TAKASE et al., 2002; THOMPSON; THOMENRSON, 1974).

Na espectrometria de emissdo Optica, os hidretos do analito séo introduzidos
diretamente no plasma. Segundo a literatura, a atomizacdo ocorre via interacao dos
hidretos com radicais hidrogénio (He), e que, apesar de o mecanismo de formagao
de radicais He ainda ndo ser muito bem compreendido, supde-se que tracos de
oxigénio podem ser responsaveis pela formacdo dos mesmos (BAX; VAN
ELTEREN, 1986; TAKASE et al., 2002).

As EquacbGes 6, 7 e 8 mostram as reacfes de geracdo dos radicais
hidrogénio, e as equagbes 8 e 9 exemplificam o mecanismo de atomizagdo do
hidreto de Se (JIN; YIXIANG DUAN; OLIVARES, 1997).

Higy t 029 © OHg) + Oy (6)
Otgy + Hz(g) < OHgy + Hey
(7) OHig) + Hz(g) © H20() + Hg)
(8)
SeHz (g) + H(+g) > SeH(g) + H2 (9) 9)
SeH(g) +Hig) =~ Seg) + Hz(g) (10)
3.6 INTERFERENCIAS

A geracdo de vapor tende a ser um método de introdugdo de amostra que

minimiza interferéncias ja que ha uma separacdo do analito e da matriz. Mas, elas
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podem ser encontradas na etapa de formacao e liberacdo dos hidretos da solucao,
no transporte dos mesmos ao sistema de atomizacdo. Durante a atomizacdo pode
também haver interferéncias espectrais (DEDINA, TSALEV, 1995; TAKASE et al.,
2002; VIEIRA; RIBEIRO; CURTIUS, 2004).

3.6.1 Interferéncias na etapa de formacéao dos hidretos volateis

As Interferéncias na fase liquida podem ser causadas pelo efeito da matriz ou
pela presenca de elementos que apresentam diferentes estados de oxidacdo. As
interferéncias devido aos componentes da matriz tendem a ocorrer quando estes
interferem na liberac&o do hidreto. Alguns metais de transigcdo como Co, Cu e Ni, por
exemplo, podem ser reduzidos com NaBH,; e formar precipitado dificultando o
processo de expansao gas gerado e, consequentemente, reducdo do sinal do analito
(DEDINA, TSALEV, 1995; TAKASE et al., 2002).

Os é&cidos inorganicos oxidantes tais como HNOj;, H;SO,; e HCIO,,
comumente empregados em processos de decomposicdo oxidativa de amostras,
também podem interferir na geracdo do hidreto de interesse jA que conduz a
oxidacdo do elemento a seu estado de oxidacdo mais elevado (As(ll)/As(V),
Sb(l/Sb(V), Se(IV)/Se(VI) e Te(IV)/Te(VI), por exemplo), que apresenta velocidade
de reducdo mais lenta ou ndo é derivatizado. Além do mais, durante a etapa de
geracdo do hidreto, espécies NOy volateis oriundas do HNO3z podem interferir no
processo de atomizacao dos hidretos (KUMAR; RIYAZUDDIN, 2010; YAN; NI,1994).

Algumas alternativas tém sido empregadas com o objetivo de eliminar ou
minimizar interferéncias que ocorrem na fase liquida, como, por exemplo, 0 aumento
da acidez da solucdo e/ou do controle da concentracdo do reagente redutor; a
adicdo de agentes mascarantes (sulfanilamida, acido sulfamico, acido amidosulfarico
e tioureia); e métodos de separacdo de interferentes (precipitacdo, troca ibnica,
coprecipitacdo) (TAKASE et al., 2002).

3.6.2 Interferéncias na fase de vapor

As interferéncias na fase de vapor estdo propensas a ocorrer no volume morto
da célula de reacéo, na linha de transporte do hidreto do analito ou no atomizador.

Estas se manifestam imediatamente, uma vez observadas simultaneamente com a
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geracdo do interferente, ou pelo chamado efeito de memdria, caso persista apés
cessar a geracao do interferente. As "interferéncias de transporte" ocorrem ao longo
da linha de transporte, causando atraso, interferéncia na cinética de transporte e/ou
perdas do analito (DEDINA; TSALEV, 1995; TAKASE et al., 2002).

As interferéncias que ocorrem no processo de atomizacdo podem ocorrer
qgquando o excesso de um outro elemento também formador de hidreto venha a
causar reducéo do sinal analitico seja por da reducéo da concentracdo dos radicais
hidrogénio no interior do sistema de atomizacdo ou por acelerar o decaimento dos
atomos livres do analito no atomizador via reacdo analito-interferente que pode
resultar na formacéo de moléculas diatbmicas (DEDINA; TSALEV, 1995; TAKASE et
al., 2002; WANG; ZHANG, 2011).

3.6.3 Interferéncias espectrais

A interferéncia espectral ocorre quando o detector interpreta o sinal da
espécie interferente como se fosse do analito, podendo ser ocasionada pela
presenca de espécies atdbmicas que absorvam ou emitam radiacdo no mesmo
comprimento de onda que o analito. Este tipo interferéncia é bastante minimizado
em geracdo quimica de vapor ja que o analito € separado da matriz (DEDINA,;
TSALEV, 1995; TAKASE et al, 2002.

3.7 ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA COM PLASMA INDUZIDO POR
MICRO-ONDAS COM GERAGCAO DE HIDRETO (HG-MIP OES)

A espectrometria de emissdo Optica consiste em converter 0os elementos
contidos em uma determinada amostra em atomos ou ions livres e, em seguida,
excitar seus elétrons para maiores niveis de energia. Quando os elétrons retornam
ao estado menos energético (estado fundamental), essas transicdes eletrbnicas
liberam energia na forma de radiacdo produzindo linhas espectrais nas regifes do
ultravioleta e visivel que s&8o essenciais na andlise elementar qualitativa e
quantitativa (KRUG et al., 2001).

Desde a sua descricdo como fonte de excitagdo para a espectrometria
atbmica em 1964, por Green e colaboradores, e em 1965, por Wendt e Fassel, o

plasma  indutivamente  acoplado  (ICP)  tornou-se uma fonte de
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atomizacao/excitacao/ionizacdo popular e apropriada para a andlise elementar
(GONCALVES; MCSWEENEYB;

DONATI, 2016). Por outro lado, o plasma induzido por micro-ondas (MIP’s) evoluiu
nas ultimas duas décadas como fonte de excitacdo para espectrometria de emisséo
Optica e como fonte de ionizacdo para técnicas de espectrometria de massa
(JANKOWSKI; RESZKE, 2010; JIN, YIXIANG DUAN, OLIVARES 1997; LI et al.,
2013; NIEDZIELSKI et al., 2015; ROSENKRANZ; BETTMER, 2000; WEI et al.,
2013).

Um plasma induzido por micro-ondas de alta poténcia que poderia ser
utilizado com micro-ondas de até 1,5 Kw e ser mantido com nitrogénio, ar e hélio a
pressdo atmosférica foi desenvolvido por Okamoto et al. (1990). Esta fonte produzia
um plasma bem semelhante ao ICP, permitindo assim, a introducdo da amostra na
forma de aerossol no plasma com auxilio de um nebulizador pneumético
convencional sem que houvesse a necessidade de dessolvatacdo. A partir desse
advento, o uso de nitrogénio e ar comprimido como gas de plasma foi mais estudado
em relagdo ao plasma de argdnio e hélio (MAEDA; WAGATSUMA, 2004; ZHAG;
WAGATSUMA,

2002).

No entanto, alguns inconvenientes como, por exemplo, baixa tolerancia para a
carga de agua e o curto tempo de vida da tocha em decorréncia da erosao
provocada pelo plasma foram alguns dos obstaculos superados. Fatores como
poténcias de MIP altas e baixas, posic6es da tocha radial e axial, diferentes tipos de
nebulizadores, além de outros aspectos, foram também considerados com o objetivo
principal de melhorar o desempenho do espectrometro (JANKOWSKI et al., 1999;
GONCALVES; MCSWEENEYB; DONATI, 2016).

Algumas das principais vantagens associadas ao MIP OES estéao
relacionadas a capacidade de deteccao multielementar, sensibilidade relativamente
alta, ampla gama de resposta linear e baixo nivel de ruido, em relacdo a algumas
outras técnicas, além de permitir a deteccdo de um grande numero de elementos
guimicos, tais como: metais alcalinos, de transicao, terras raras, e alguns ndo-metais
(JANKOWSKI et al., 1999). Por outro lado, a utilizacdo de nitrogénio como gas de
plasma € uma importante conquista, pois favorece um custo de funcionamento
significativamente reduzido em comparacdo as fontes tradicionais de ICP que

utilizam plasmas de argénio (MACHADO, 2017). Em alguns estudos de comparacgao
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entre o MIP OES e outras técnicas para andlise elementar os resultados foram
positivos.

Teodoro et al. (2013) determinaram Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn em amostras
de solo utilizando a espectrometria de emissdo atdmica com plasma induzido por
micro-ondas empregando extragdo com DTPA. Os limites de detecg¢é&o obtidos foram
comparaveis aos obtidos no ICP OES e melhores que os obtidos tipicamente no F
AAS.

Estudos de comparacdo entre MIP OES e ICP-MS para a analise de
oligoelementos de girassol foram realizados para Ca, K, Mg e Na, Al, Fe e Mn, As,
Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mo, Ni, Pb, V e Zn, apés digestao por micro-ondas. Os limites
de deteccdo foram na faixa baixa pg L™*. Todos os metais foram determinados com
sucesso com o MIP OES e forneceram resultados quase idénticos com o ICP-MS
(KARLSSON; SJOBERG; OGAR, 2015).

Li et al. (2013) determinaram Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de racdo animal e
fertilizante, digeridos por acido nitrico e cloridrico, respectivamente, e constataram
que o MP-AES e o ICP OES mostraram sensibilidade semelhante, sendo ambos
superiores ao FAAS.

A Figura 3 mostra os principais componentes de um espectrometro de
emisséo Optica com plasma induzido por micro-onda que utiliza plasma de nitrogénio
(N2) que pode ser obtido a partir de um compressor de ar conectado a um gerador
N,. Tratase do modelo MP AES 4200 da Agilent Technologies, a qual,
possivelmente, € a Unica detentora dessa tecnologia na atualidade.

Detector

Conjunto excitagao micro-ondas

Sistema de introdugao de amostra

Figura 3 — Componentes de um espectrémetro com plasma de micro-ondas gerado por N, (MP-AES
4200, Agilent Technologies).
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Fonte: (YOSHIDA, 2013), Adaptada.

Um sistema tipico de espectrometria de emisséo 6ptica com plasma induzido
por micro-ondas consiste em trés componentes principais: uma fonte de excitacao
acoplada a um sistema de introducdo de amostras e um sistema de alimentacéo de
gas de plasma; um sistema de deteccdo; um espectrometro e um sistema eletrénico
para processamento de sinal aquisicdo de dados e controle do instrumento
(JANKOWSKI; RESZKE, 2010).

O sistema de introducdo de amostra € composto por uma bomba peristéltica
(O - 80 rpm); um nebulizador OneNeb e uma camara de nebulizacdo ciclonica
(GONCALVES, 2016).

O conjunto de excitagdo micro-ondas dispde de uma fonte de alimentacéo de
estado solido e um magnetron resfriado a ar que opera a 2450 MHz. A poténcia do
plasma é fixa (1kw). O plasma atua com configuracdo axial para melhor
sensibilidade das medicbes e melhores limites de deteccdo (AGILENT
TECHNOLOGIES, 2014).

A configuracao optica é formada por um sistema de rapida varredura Optica de
alta resolucdo para medicbes rdpidas usando um designer compacto.
Monocromador Czerny-Turner com 600 milimetros de comprimento. A rede de
difracdo hologréafica contém 2400 linhas/mm. Faixa de comprimento de onda de 178
- 780 nandmetros. Um dispositivo de carga acoplada - CCD (charge-coupled device)
sensivel a UV (532 x 128 pixels) (AGILENT TECHNOLOGIES, 2014).

Alternativamente, ao MIP OES pode ser acoplado um Sistema de Introducéo
de Amostra Multimodal (MSIS), como mostrado na Figura 4, que consiste em uma
camara de nebulizacdo ciclénica equipada com tubos verticalmente opostos no
centro. O acessério MSIS fornece meios convenientes para determinacdo de
elementos por nebulizacdo convencional ou por geracdo de vapor quimico, ou
simultaneamente no mesmo dispositivo (BRINDLE, 2007; LOPES et al., 2009;
MECLAUGHLIN; BRINDLE, 2005; POHL; JAMROZ, 2011; SLACHCINSKI, 2014).
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Figura 4 — Sistema de introducdo de amostra multimodal (MSIS) Fonte:
Agilent Technologies, 2014.

No modo geracao de vapor, o MSIS exibe um desempenho significativamente
melhor para a determinacdo de Selénio, além de outros elementos formadores de
hidretos, em comparacdo ao respectivo desempenho oferecido pela nebulizagcéo
convencional (BRINDLE, 2007; LOPES et al., 2009; MECLAUGHLIN; BRINDLE,
2005; POHL; JAMROZ, 2011; SLACHCINSKI, 2014).

Como ja mencionado, a introducéo do analito na forma de vapor elimina e/ou
minimiza possiveis efeitos causados pelos concomitantes no processo de
nebulizagdo, implicando numa atomizacdo e excitacdo mais eficiente, podendo,
ainda, reduzir e/ou eliminar possiveis interferéncias espectrais e ndo espectrais
(AFONSO; BAYTAK; ARSLAN, 2010; MECLAUGHLIN; BRINDLE, 2005; TYBURSKA
et al., 2010). Uma vez que os estagios de dessolvatacdo e evaporagcdo do solvente
se tornam desnecessarios, a energia consumida nesta fase fica disponivel para as
fases de atomizacéo e excitacdo, desta forma, ha um aumento do sinal de emisséo
e, portanto, melhor limite de deteccédo (OZAKI, 1990). Alguns trabalhos empregaram
0 acessorio MISIS para a geracao de hidretos de selénio, além de outros elementos,
e 0s resultados foram promissores.

Barrientos et al. (2016) fizeram a determinacéo de selenometionina (SeMet) e
Se (IV) em leveduras biofortificadas por HPLC-HG-MIP-OES. Os limites de
quantificacéo na coluna avaliados foram 59 ng mL™ para Se (V) e 0,52 ug mL™ para
SeMet. O procedimento foi capaz de detectar diferencas na concentracdo de selénio
entre culturas e os resultados foram consistentes com os obtidos ao acoplar a
separacao por HPLC diretamente a deteccao por ICP-MS.

Matusiewwicz e Slachcifiki (2010) usaram um método de amostragem de
suspensao para a determinacdo simultanea de As, Sb, Se, Sn e Hg em materiais de
referéncia biologicos e ambientais (LUTS-1, DOLT-2 e PACS-1). Para isso,
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utilizaram o sistema comercial de introdugcdo de amostras multimodal (MSIS)

acoplado ao MIP

OES. Concentragdo de suspensdao até 3,6% m/v (particulas <100 uym) preparada em
10% HCL contendo 100 uL de decanol, por aplicacdo de agitacdo ultra-soénica.
Limites de deteccéo de 0,06, 0,08, 0,15, 0,12 e 0,10 pg™ foram obtidos para As, Sb,
Se, Sn e Hg, respectivamente. A validagcdo do método foi confirmada por meio da
andlise dos trés materiais de referéncia certificados. Estes mesmos autores
utilizaram o método de amostragem de suspenséo para a determinacdo simultanea
de elementos formadores de hidretos (As, Bi, Ge, Sb, Se, Sn e Hg) e néao
formadores (Ca, Fe, Mg, Mn, Zn) em materiais de referéncia bioldgicos e ambientais
e amostras reais. Para este procedimento, foi utilizado o MSIS acoplado ao MIP
OES. Concentracao de suspensao até 4% m/v (particulas <100 ym) preparada em
10% de HNOs contendo 100 pL de decanol, por aplicacdo de agitacao ultra-sonica.
Foram obtidos limites de detecc¢édo de 0,07, 0,29, 0,25, 0,10, 0,12, 0,14, 0,11, 0,28,
0,42, 0,02, 0,21 e 0,34 ug g* para As, Bi, Ge, Sb, Se, Sn, Hg, Ca, Fe, Mg, Mn e Zn,
respectivamente. A exatiddo do método foi confirmada por meio da analise dos
materiais de referéncia LUTS-1, DOLT-2, PACS-1, GWB 07302, NIST 2710)
(MATUSIEWWICZ; SLACHCINKI, 2007).

3.8 ESTUDO DOS FATORES EXPERIMENTAIS PARA A GERACAO DE
HIDRETOS

A eficiéncia da geracao de hidretos volateis na fase liquida é determinada
pelos seguintes fatores (SLACHCINSKI, 2014):

+ Estado de oxidagcao do elemento na solugéo;

« Concentracao e tipo de acido;

» Concentracao e tipo de agente redutor;

* pH da solucéo;

» Tipo de material e design da célula de reacéo;

* Presenca e concentragdo de elementos interferentes;

* Natureza e reatividade dos elementos formadores de hidreto;

* Influéncia da matriz;

* Fluxo do gas de purga;

* A solugao alcalina para estabilizagdo do borohidreto de sodio.
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3.8.1 Agente redutor

Os agentes redutores sao classificados como redutores metalicos em meio
acido, tais como Zn/HCI, SnCl,/HCI-KI e MgHCI/TiCl3, e tetrahidroborato de sédio,
(NaBH,). Este ultimo tem sido o mais empregado em geracdo de hidretos visto ao
excelente desempenho para converter um numero relativamente grande de analitos
(Se, As, Sn, Sb, Te, Bi, além de outros) as suas formas volateis correspondentes
(DEDINA; TSALEV, 1995; SLACHCINSKI, 2014; TAKASE et al.,, 2002), quando
comparado aos redutores metdalicos. Além disso, torna a reacdo mais rapida,
eficiente, 0 meio reacional mais homogéneo e confere valores de branco analitico
menores (BARRA et al.,, 2000; BRAMAN, JUSTEN, FORBRACK, 1972; DEDINA,
TSALEV, 1995; MOLLO, FERREIRA, MOISES, 2013; NAKAHARA,1995; POHL;
JAMROZ, 2011; SLACHCINSKIT, 2014; TAKASE et al., 2002).

No entanto, quando este reagente é preparado em meio aquoso € muito
instavel, por isso é recomendado que 0 seu preparo seja em meio hidroxido de sédio
(NaOH) ou potassio (KOH), que podem introduzir contaminantes no meio e até
causar supressdo do sinal analitico, se usados com displicéncia (MENEGARIO,
GINE, 2000; STURGEON; MESTE, 2002).

Greco (2016) observou que as absorvancias de Se reduziu quando a solugéo
de 1,0% (m/v) NaBH, preparada no dia anterior era usada. Concluiu que a
degradacéo desta solucdo estava associada ao aumento da evolugao do hidrogénio
proveniente da hidrolise do ion BH4 e, por isso, as solucbes NaBH, em meio NaOH
0,5% (m/v) foram preparadas diariamente e minutos antes das analises.

Menegario e Giné (2000) observaram que os sinais de As e Se reduziram
respectivamente 5,0 e 3,5% apds trés horas. Concluiram que este decréscimo
ocorreu em decorréncia da degradacédo da solucdo de NaBH, a qual foi preparada
em meio nao alcalino.

Lee e Choi (1996) verificaram a influéncia da concentracdo do HCI na geracao
dos hidretos de As, Bi, Ge, Sb e Sn em um sistema de fluxo continuo com um ICP
OES. Observaram que a faixa de 0,3 a 0,4 mol L* de HCl em NaOH 0,1%
proporcionou melhor resposta para todos os hidretos em questdo. E quando se
usava NaOH 2,5%, a faixa aumentava de 0,6 a 0,8 mol L™. Logo, chegaram as
seguintes conclusfes: a quantidade de hidroxido de sodio na solucdo redutora &

importante e que a neutralizagcdo da mesma pelo acido é a reacao preferencial para
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a geracdo dos hidretos; e que melhor eficiéncia na formacdo dos hidretos é
alcancada apos a quantidade de milimols de HCI exceder a soma dos milimols do
NaBH,4 mais o NaOH.

3.8.2 Concentracédo do redutor e concentracdo do acido

A concentracdo dos reagentes é um fator de extrema relevancia em geracao
de hidretos, uma vez que influencia diretamente a eficiéncia e a estabilidade da
reacdo quimica. A presenca de fons H' no meio reacional é necessario para a
formacao da espécie volatil e neutralizacao dos ions hidréxidos (OH"). Sendo que as
concentracbes podem variar conforme o tipo de analito ou grupo de analitos e do
tipo de sistema empregado (CADORE; BACCAN, 1997; CASTILHO, 2016; DEDINA;
TSALEV, 1995; SHALTOUT et al., 2011).

Concentracgfes relativamente altas de acido cloridrico podem ser vantajosas
uma vez que podem reduzir significativamente algumas interferéncias causadas pela
fase liquida (DEDINA; TSALEV, 1995), por metais de transicdo (SCHRAMEL, 1991)
e, além disso, pode auxiliar na reducéo de Se (VI) a Se (IV), espécie que tem maior
afinidade para gerar hidreto (DEDINA E TSALEV, 1995).

Tal e Sturgeon (1999) estudaram os efeitos de interferéncias de metais de
transicdo sobre a resposta analitica de selénio por ICP OES variando a
concentracdo de NaBH.. Concluiram que 0,5% de NaBH, e HCI 4,8 mol L™ reduziam
estas interferéncias.

Apesar de o acido cloridrico ser mais frequentemente utilizado em geracao de
hidretos, ha relatos na literatura de que outros acidos também foram empregados
como meio reacional para este propdsito (MATUSIEWICZ; SLACHCINSKI, 2007,
MATUSIEWICZ; SLACHCINSKI, 2010).

Thompson et al. (1978) avaliaram o efeito de diferentes concentracdes de
HCI, H,SO,4, HCIO,4, HBr e HNO3 na formacgao dos hidretos dos analitos As, Sb, Bi,
Se e Te. Concluiram que o HCI 5 mol L™ foi o que apresentou melhores condicdes
para desenvolver a reacdo quimica de geracdo dos hidretos volateis, e que o sinal
analitico obtido com o uso do H,SO, e do H3PO, foi bem menor quando comparado
ao obtido com o HCI.

ConcentragOes relativamente altas de NaBH, melhoram significativamente o

sinal analitico da espécie envolvida, por outro lado, podem gerar uma quantidade
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excessiva de hidrogénio que pode comprometer o desempenho de alguns sistemas
de deteccédo como do ICP OES, por exemplo, que consequentemente pode tornar as
medidas pouco reprodutivas, devido a alta evolucdo de hidrogénio na célula de
reacao (THOMPSON et al.,1974).

Thompson et al. (1974) determinando As, Sb, Se, Bi e Te simultaneamente
por ICP OES, observaram que, quando a concentracdo de NaBH, estava proximo de
1%, a resposta para estes analitos era maior, mas acima deste valor o sinal reduzia
significativamente, provavelmente, devido a diluigdo do analito ou mudangas nas
condicbes do plasma causadas pela introducdo de grande quantidade de
subprodutos gerados na reacdo quimica. Em concentracbes maiores que 1,5% o
plasma se tornava altamente instavel e se extinguia com muita facilidade.

Greco (2016) observou que quando a concentracdo do NaBH, era superior a
1,0% (m/v), o sinal analitico do Se aumentou, porém houve uma falta de
repetitividade entre as medidas, que, provavelmente, foi consequéncia da reacao
para a geragdo do hidreto ter sido turbulenta em decorréncia do excesso de H;
gerado no meio reacional.

Coelho e Baccan (2004) determinaram selénio em urina e observaram que 0
sinal analitico aumentava gradativamente até 0,5% (m/v) de NaBH4 na concentracédo
de HCI 1,00 mol L™ Porém, aumentando a concentracdo de HCIl para valores de
2,00 mol L o sinal analitico permaneceu quase constante. E aumentando a
concentracdo de NaBH,, observaram que além da geracdo do hidreto de selénio,
ocorria a formacao excessiva de hidrogénio, que, provavelmente, provocava uma
menor repetitividade dos sinais do analito.

Por tais motivos, principalmente, a concentracdo de NaBH, deve ser
otimizada conforme o elemento ou grupos de elementos que formam hidretos, o tipo
de amostra, o tipo de separador gas-liqguido e o equipamento de medicéo
(MATUSIEWICZ; SLACHCINSK, 2014).

3.8.3 Agente pré-redutor

A geracao de vapor quimico, na maioria das vezes, é substancialmente mais
bem conduzida quando os elementos estdo presentes em seus menores estados de
oxidacdo. Pode-se inferir que, na pratica, o estado de oxidacdo do analito é
influenciado principalmente pelo tipo de preparo de amostra empregado. Em preparo
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de amostras envolvendo decomposicdo oxidativa com o uso de &cidos inorganicos
concentrados, o elemento formador de hidreto tende a ser oxidado ao respectivo
estado de oxidacdo mais elevado que, como ja mencionado, apresenta velocidade
de reducéo mais lenta, sendo necessario proceder uma reducéo prévia ao estado de
oxidacdo mais baixo com o auxilio de um agente pré-redutor antes da reacdo
quimica de geracao de vapor (OLIVEIRA, MALAREN, BERMAN, 1982). No processo
de geracéao do hidreto de selénioe utilizando borohidreto de sédio, por exemplo, o Se
(IV) tem maior afinidade para formar hidreto (H,Se), mas caso o Se (VI) for reduzido
a Se (IV) é possivel determinar a concentracdo de Se total na amostra, isso pode ser
conseguido mediante uma etapa de pré-reducdo de Se (VI) para Se (IV) (BYE,
1989), o que convencionalmente pode ser feito com auxilio de algum agente pre-
redutor como tioureia, L-cisteina, acido cloridrico (HCI), acido bromidrico (HBr), a
mistura de HCI com HBr e mistura de HClI com brometo de potassio (KBr)
(GALLIGNANI, 2000).

Também € muito comum o emprego de HCI, em concentra¢cdes relativamente
elevadas associado a temperatura para converter selénio hexavalente em selénio
tetravalente. Este procedimento € vantajoso pelo fato do HCI ja ser utilizado na
reacao de geracdo de hidretos e ndo ha a necessidade de reagentes adicionais que
pode causar algum tipo de interferéncia. Ademais, cuidados sdo necessarios quanto
ao controle da temperatura empregada, independentemente do tipo de aquecimento,
ja que pode haver perdas de analito na forma de cloreto. Concentracao
relativamente elevada deste reagente também pode influenciar o processo de re-
oxidacdo de Se (IV) a Se (VI), uma vez que pode ocorrer formacgao excessiva de Cl,
em decorréncia da reacdo quimica entre HCl e o H,O, presentes no meio (DEDINA e
TSALEV, 1995).

Portanto, devido aos diferentes sistemas de geracdo hidretos, e pela
dificuldade em se obter uma descricdo precisa de como os fatores experimentais
envolvidos no processo de geracao de vapor podem influenciar na sensibilidade das
medicgdes, é imperativo promover um procedimento de otimizacdo de tais fatores em
cada sistema particular, desta forma, melhores resultados podem ser alcancados.

A Tabela 2 apresenta alguns trabalhos encontrados na literatura. Ela
apresenta as condicOes experimentais utilizadas para a geracao de vapor quimico
de selénio, assim como outros elementos, o tipo de preparo de amostra empregado

e a técnica analitica de deteccéao.
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Tabela 2 — CondicBes experimentais empregados na geracdo de vapor de selénio, e outros elementos, o preparo de amostra e téchica

analitica de deteccao.

Analito/matriz

Concentracdo de  Pré-redutor

de determinacéo

Tipo de preparo de amostra: Referéncia acido/concentracdo do redutor

método

Se/sedimentos, particulas
em suspensdo, tecido
biolégico

Se/Tellrio em p6 de alta
pureza

Se/NRCC DOLT-2 e NIST
2710

Selvinho, cerveja, fermento e
alho/Se

As, Bi, Sb, Se, Sne
Tel/Ligas de chumbo

As, Sb e Se/suco de cenoura

HCI: 50% (v/v)

L1

HCI:5% (v/v)
KBH,: 1% (m/v) em NaOH 0,5% (m/v)

HCI: 1,0 mol L™
NaBH,: 2.0% (m/v) em NaOH a 0,5%
m/v

HCI:12,0% (v/v) NaBH,: 1,5% m/v em
0,05% NaOH (m/v)

HCI:6,0 mol L™ (As, Bi, Se e Te) e 0,1
mol L™ (Sb e Sn)

NaBH,: 0,60%(m/v) em NaOH 0,05%
(mNv)

HCI: 3,0 mol L™ (As, Sb) e 6,0 mol L™
(Se)

NaBH,:1% em NaOH 0,1 mol L™

HCl a 6 mol L™ e ID-HG-ICP-MS:
NaBH,4:0,6% (m / v) em NaOH 0,45 mol aguecimento em banho-

maria a 90°C/30min

HCla6molL'e

digestado/autoclave

HG-AFS:

aguecimento em chapa a dissolu¢do/chapa de aquecimento

100°C/10 min

Tioureia a 1,0 mol L™

Kl a 0,5% em NaOH a
0,2%

n

As e Sb (acido ascorbico

0,5% (Mm/v) e Kl 0,5%
(m/v) em HCI 3 mol L™
Se HCI 6 mol L™

p-USN/QCS-HG-MIP OES
digest@o/micro-ondas

RP-HPLC-HG-AFS:
digestao

FI-HG-ICP-MS:
solubilizacdo/ chapa de aquecimento

HG-ICP OES: digestdo/chapa
de aquecimento

Kleckner;
Kakouros;
Stewart, 2017

Tong; Ying;
Jinyong, 2016

Matusiewicz;
Slachcinski, 2017

Castro; Fiorentini;
Wauilloud, 2017

Nunes; Flores;
Paniz,2016

Welna;
SzymczychaMadeja,
Pohl,

2014
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n/As, Sb e Se HCl: 3 mol L™ KBr a 0,5% em HCl a 7,5 HG-MIP OES: Bulska; Tschopel,
NaBH,: 0,75 mol L™ digestao/reator aquecido 1993

% (m/v) em NaOH 0,5% (m/v)

Continuacédo Tabela 2 - Condi¢cdes experimentais empregados na geracdo de vapor de selénio, e outros elementos, o preparo de amostra e
técnica analitica de deteccéo.

Analito/matriz Concentracdo de  Pré-redutor  Tipo de preparo de amostra: Referéncia acido/concentracdo do redutor método
de determinacéo

As, Bi, Ge, Se/Ovos (clara e gema) HNO;: 1,5 mol Lt Tioureia a 10% (m/v)
Sb, Se e Hg/PACS-1, CTA- NaBH,:1,0% (m/v) em
OTL-1, SRM 1566, SRM NaOH 0,1%(m/v)
SRM 2711 Se/solo o
HCI: 1mol L™ Tioureia a 10% (Mm/v)
As, Bi, Ge, Sb, Se, Sne NaBH,4: 1% em NaOH 0,1% (m/v) .
Hg/DOLT-2, SRM 2710, HCI: 5,3 mol L™ (3,0 a
CRM GBW 07302, SRM NaBH,: 2,6 % (m/v) em
1643e NaOH . S 1
HCI: 2,5 mol L™ NaBH,: 1,5% em Tioureia a 1 mol L
As, Sb, Se, Sn e Hg/ NaOH 0,1% (M) HCl: 3 mol LY 1%
LUTS1, DOLT-2 e PACS-1 NaBH,: 1% (m/v) em

NaOH 0,5% (m/v)

n KBra 10 % (m/v) e HCla 6 moL™ n

As, Bi, Ge, Sb, Se, Sne Hg 19006 (viv) NaBH,:1,5%
/LUTS-1, PACS-1, em NaOH 0.1%

DOLT-2, GBW 07302 SRM

1633b e SRM 2710 Tioureia a 1 mol L™

HNO3: 10%/ NaBH4 1,5 em NaOH

As, Bi, Ge, Sb, Se, Sn e Hg/ 0.1%

NRCC DOLT-2
CRM GBW 07302
SRM 2710 e SRM 1643e



HG-ETV-MIP OES:
digestado/micro-
Matusiewicz; ondas

Kopras, 2003

USN/MSIS-MIP OES: amostragem
de suspenséo

SS-HG-MIP OES:
amostragem de suspensao

SS-MSIS-MIP OES: amostragem
de suspensao

USN-HG-MIP OES: digestao/micro-
ondas

HG- AFS: digestdo/ bloco
digestor

HG-GF AAS: extragcdo/banho
ultrassénico

Matusiewicz;
Slachcinski, 2014

Matusiewicz;
Slachcinski, 2006

Matusiewicz;
Slachcinski, 2007

Matusiewicz;
Slachcinski, 2010

Cavalcante, 2014

Schneider et
al.,2016

38
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Continuacéo Tabela 2 - Condi¢des experimentais empregados na geracao de vapor de selénio, e outros elementos, o preparo de amostra e
técnica analitica de deteccao.

Analito/matriz

Concentracéo de acido/concentracdo Pré-redutor

do redutor

Tipo de preparo de amostra: método de

determinacao

Referéncia

Se Sb e Se/agua, alimentos
e suco de polpas de frutas

Se/agua residual

As e Se /Sedimentos e lama
industrial

Se/castanhas

Se/solo

HCI: 6 mol L™
NaBH,: 0,4%(m/v) em NaOH
0,05%(m/v)

HCI: 3 mol L™
NaBH,: 3%(m/v) em NaOH 0,06 mol L™

HCI: 2,5 mol L™
NaBH,: 2,0% (m/v) em NaOH 0,5 (m/v)

HCI: 0,6 mol L™ NaBH,: 1,0% (m/v) em
NaOH 0,5'% (m/v)

HCI: 6 mol L™
NaBH,: 4 % (m/v) em NaOH 0,5% (m/v)

L-cisteina + &cido HG-AAS:
tartarico aquecimento em digestédo/banho ultrassdnico banho

ultrassbnico a 80
°C/10 min

HCla 6 mol L™

Kl a 10% e HCl a 6 mol
L1

HCl a 6,0 mol L™

HG-AFS digestdo/chapa de
aquecimento

HG-ICP OES:
extragdo/micro-ondas

HG-AAS
digestao/bloco digestor e extracdo/
ultrassom

HG-AAS:
digestdo/micro-ondas

Altunay; Gurkan,
2016

Ezoe et al., 2016

Lopes, 2006

Greco, 2016

Matos, 2017

n= nao especificado.
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3.9 OTIMIZACAO MULTIVARIADA

A andlise estatistica univariada refere-se a métodos de estatistica descritiva
gue permitem a analise de variaveis individualmente e, também, a métodos de
estatistica inferencial para determinada variavel, podendo esta ser medida para uma
ou mais amostras independentes (FERREIRA et al., 2007, TARLEY et al., 2009).

O processo de otimizacdo univariado normalmente envolve um grande
namero de experimentos que pode fornecer condicdes que permitem um valor
otimizado da resposta. Mas, por ndo levar em conta a interacdo entre os fatores
envolvidos no sistema em estudo, o resultado obtido nem sempre é indicio das
condi¢cBes que proporciona a condi¢cdo Gtima verdadeira. ISso acontece porgue nos
sistemas quimicos, as variaveis tendem a interagir entre si via mecanismos que
proporcionam efeitos sinérgicos e antagonicos. Uma vez ignorado este fato, pouco
valor é atribuido a otimizacdo (PERALTA-ZAMORA; MORAIS; NAGATA, 2005).

Nos ultimos anos, os sistemas multivariados de otimizacdo tém ganhado
bastante atencdo, demonstrando utilidade para a otimizacdo de parametros de
grande relevancia associados a métodos nos mais variados campos do
conhecimento. Estes sistemas de otimizacdo tendem a proporcionar eficiéncia,
reducdo do numero de experimentos, 0 que resulta em menor consumo de
reagentes e menor tempo de execucdo, e, ainda, permite uma avaliacdo da
interacdo entre os fatores envolvidos no sistema em estudo (PERALTA-ZAMORA,
MORAIS; NAGATA, 2005).

3.9.1 Planejamento fatorial completo

Um planejamento fatorial completo é uma das ferramentas gquimiométricas
mais empregadas para otimizagdo de experimentos, sendo utilizado, principalmente,
em investigagdes preliminares, ou seja, quando se deseja saber se determinadas
fatores tem ou ndo influéncia sobre a resposta do sistema experimental
desenvolvido. Neste planejamento, € possivel combinar todos os niveis dos fatores.
No entanto, deve-se selecionar entre 2 e 4 fatores para serem testados em dois
niveis, sendo o nimero de experimentos (N) calculado pela expressdo N=2X, onde k

€ 0 numero de variaveis (FILHO, 2015). Nos planejamentos de dois niveis, um nivel
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superior é representado por um sinal positivo (+) e um nivel inferior é representado
por um sinal negativo (-).

Sendo que um ponto central (0) pode ser inserido com o valor médio dos niveis, e
suas réplicas normalmente é utilizada para estimar o erro experimental (GALVAO,
2011; LUNDSTEDT et al.,, 1998; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010; MASSART,;
DIJKASTRA; KAUFMAN, 1978). A Tabela 3 mostra a matriz de um planejamento

fatorial completo de dois niveis com o conjunto de combinacdes entre os fatores.

Tabela 3 — Matriz codificada para um planejamento fatorial completo 2°.

Ensaio Fator 1 Fator 2 Fator 3
1 - - -
2 + - -
3 - -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + +

Fonte: Galvao, 2011.

Os resultados obtidos do planejamento fatorial sdo, geralmente, explicitados
através de grafico de Pareto, que exibe ou ndo a significancia dos fatores envolvidos
e suas interacfes no processo estudado, mediante a apresentacdo dos valores dos
efeitos principais padronizados de todas as variaveis e suas possiveis interagdes.

Desta forma, o efeito dos fatores serdo tanto maior quanto maior for nimero
correspondente aos mesmos. Sendo que um efeito positivo € um indicativo de que a
o sinal analitico deve aumentar conforme o aumento do fator do nivel inferior (-1)
para o nivel superior (+1), por outro lado, um efeito negativo sugere que a resposta
deve aumentar a medida que o fator diminui do nivel superior (+1) para o nivel
inferior (-1) (FERREIRA, 2015).

3.9.2 Metodologia de Superficie de Resposta (MSR)

A MSR é um conjunto de técnicas de otimizacdo de experimentos que foi
desenvolvida na década de 50 pelo inglés George Edward Pelham Box. Trata-se de

um grupo de técnicas matematico-estatisticas utilizado para analise e modelagem de
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problemas, onde uma determinada resposta € funcédo de diversas variaveis com o
intuito de otimizar esta resposta, principalmente. Dentre as metodologias de
superficie de resposta mais comuns estdo: o planejamento composto central, o
planejamento Box Behnken e matriz de Doehlert (GALVAO, 2011).

As metodologias de superficies de respostas podem ser usadas de duas
formas distintas: por modelagem e deslocamento. A primeira pode ser feita por
ajuste de modelos simples, lineares ou quadraticos, as respostas obtidas com
planejamentos fatoriais. No entanto, o deslocamento segue o caminho da maxima
inclinacdo de um determinado modelo, onde ha indicio de maxima resposta
(BEZERRA et al, 2008; FERREIRA et al., 2004; GALVAO, 2011;
MONTGOMERY,1996; PERALTA-ZAMORA; MORAIS; NAGATA, 2005).

3.9.3 Matriz de Doehlert

O planejamento por matriz de Doehlert foi desenvolvido por David Doehlert
em 1970. Trata-se de um sistema de otimizacdo de experimentos de segunda ordem
que apresenta seus pontos distribuidos de forma uniforme por toda regido
experimental. Para duas variaveis, por exemplo, o desenho Doehlert consiste de um
ponto central e seis pontos formando um hexagono regular, como mostrado na
Figura 5. No entanto, uma varidvel é variada em cinco niveis enquanto a outra em
trés niveis. Geralmente, a variavel escolhida para variar em cinco niveis é aquela
gue exerce maior influéncia sobre o sistema estudado, desta forma maiores
informacBes podem ser obtidas a respeito do mesmo. Sendo o numero de
experimentos (N) determinado pela equacdo N= k? + k + Co, onde: k é o nimero de
variaveis e Co € o numero de pontos centrais
(BEZERRA ,2003; BEZERRA, et al., 2008; BRERETON,1996; DEMING; MORGAN,
1988; DOEHLERT, 1970; FERREIRA et al., 2004; GALVAO, 2011; NETO,
SCARMINIO, BRUNS, 2010).
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Figura 5 — Desenho de um planejamento Doehlert, representado por um hexagono regular com as
coordenadas normalizadas, para duas variaveis. Fonte: Cavalcante, 2014.

O desenho é definido considerando-se o niUmero de variaveis e os valores

codificados (Ci) da matriz experimental. A relacdo entre o valor codificado e o valor

real normalmente é dada pela equacéo 11:
Xi—Xi°

~ TAXi

Onde:

Ci — é o valor codificado para o fator i;

Xi — é o valor real no experimento;

Xi® — é o valor real no ponto central no dominio experimental;

AXi — € 0 passo de variacao (valor central — valor minimo);

K — é o limite do valor codificado para cada fator (1 e 0,866 para o primeiro e

segundo fator, respectivamente).

Ci

(11)

A Tabela 4 apresenta uma matriz Doehlert para dois fatores (CAVALCANTE,
2014; NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2010).

Tabela 4 — Matriz de Doehlert para duas variaveis (A e B) com um ponto central.
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Fatores
Experimentos A B
1 0 0
2 1 0
3 0,5 0,866
4 -1 0
5 -0,5 -0,866
6 0,5 -0,866
7 -0,5 0,866

3.9.4 Planejamento Box Behnken

O desenho Box Behnken é uma ferramenta bastante eficiente para obtencao
de modelos quadraticos. Dentre as suas principais caracteristicas estdo: aplicacao
para um namero de fatores igual ou superior a trés, os intervalos entre os niveis dos
fatores estudados sé@o uniformes e todos os fatores sdo estudados a trés niveis (-1,
0, +1. O numero de experimentos (N) necessarios a aplicacdo do planejamento é
dado por N = 2k®™ + C (k é o nimero de variaveis e C é o nimero de replicatas do
ponto central). O desenho Box Behnken para trés fatores pode ser visto de duas
formas diferentes: como um cubo, com as coordenadas da matriz sendo
estabelecidas pelos pontos médios dos trés eixos e o ponto central, a outra forma
envolve a interligacdo de trés planejamentos fatoriais completos de dois niveis,
sendo um em cada eixo cartesiano, e 0 ponto central, totalizando os 13
experimentos, como mostrado na Figura 6 (BEZERRA et al.,, 2008; FERREIRA,
2015; MASSART, 1997; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

> -

Planejamento fatorial 3* Planejamento Box-Behnken
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Figura 6 — Obtencdo dos pontos experimentais para a matriz Box-Behnken a partir de um
planejamento fatorial de trés niveis para trés fatores. Fonte: Galvao, 2011.

4 EXPERIMENTAL

4.1 INSTRUMENTACAO

A determinacgao de selénio foi realizada usando um espectrometro de emisséo
Optica com plasma induzido por micro-ondas (MP-AES 4200, Agilent Technologies)
equipado com um sistema de introducdo de amostra multimodal (MSIS), configurado
para geracao de hidretos. A otimizacdo das condi¢cdes de operacédo do equipamento
foi realizada com padrdo de Se a 10 pg L™. O software MP Expert realiza a
otimizacdo da pressdo de nebulizacdo e a altura de visualizagdo do plasma
automaticamente para o analito. As condi¢cdes selecionadas para conducédo dos
experimentos foram as que apresentaram maior sinal analitico (intensidade) para

selénio, e sdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Condi¢Bes operacionais do MIP OES para a determinacéo de selénio.

Parédmetros instrumentais Condicdes de operacéao
Comprimento de onda (hm) 196,026
Velocidade de bomba peristaltica (rpm) 15
Tempo de leitura (seg) 3
Numero de replicatas 3
Tempo de estabilizacéo (s) 5
uptake (s) 0
Fluxo de nebulizag&o (L/min) 0,45
Posicéo de visualizacdo do plasma -10

4.2 MATERIAL E REAGENTES

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico.

» Borohidreto de sodio (NaBH,), 65% (Merck, Alemanha)

« Acido cloridrico concentrado (HCI) 37% (Merck, Alemanha)

» Hidroxido de sédio (NaOH) (Sigma-Aldrich);

« Agua deionizada com resistividade 18Q foi utilizada no preparo de todas as

solugbes. Todos o0s materiais utilizados nos experimentos foram
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previamente lavados e descontaminados com HNO3; (10% v/v) durante 24
horas e, entdo, enxaguados com agua deionizada,;

« Uma solucdo padrdo de 1000 mg L' de Se (IV) foi preparada por
dissolucéo de quantidade adequada do Oxido de selénio (IV) (99,9%) em
agua deionizada;

« Solugdes de acido cloridrico 1,2; 1,8, 2,5 mol L™ foram preparadas a partir
do acido cloridrico concentrado;

+ Solugbes aquosas de tetrahidroborato foram preparadas diariamente por
dissolucéo de quantidade adequada de NaBH, em 0,5% (m/v) NaOH;

+ Material certificado Oyster Tissue (NIST 1566b, Instituto Nacional de
Tecnologia e Tecnologia, EUA);

« Balangca analitica (SHIMADZU) modelo AY 220; O Banho-maria (ACB
LABOR).

4.3 PROCEDIMENTO GERAL PARA A DETERMINACAO DE SELENIO POR HG-
MIP OES

No sistema de introducéo de amostra multimodal, o nebulizador foi mantido na
posicdo horizontal, enquanto a tubulacéo para o fluxo de amostra para o nebulizador
foi temporariamente bloqueada. Entédo, as solu¢Bes de borohidreto de sodio e da
amostra acidificada foram transportadas continuamente, em linhas opostas, com o
auxilio da bomba peristaltica, e entdo misturados em uma fina pelicula formada na
convergéncia dos fluxos no interior da camara de nebulizagéo ciclénica. Os produtos
gasosos formados, (hidretos, hidrogénio e etc.), foram retirados da mistura e levadas
ao plasma através do fluxo de gas de nebulizacdo (nitrogénio), enquanto o liquido
residual que saia pelo tubo de vidro era continuamente bombeado para o descarte.
Os sinais analiticos foram as intensidades. A Figura 7 ilustra o procedimento

desenvolvido.
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Figura 7 — Esquema geral do procedimento utilizado para a determinacdo de selénio por HG-MIP
OES. Fonte: préprio autor.

4.4 OTIMIZACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS PARA A GERACAO DE
VAPOR DE SELENIO (IV)

Para a otimizagdo das condi¢cbes de geracdo de vapor de Se (IV) usando a
espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas com
geracéo de hidretos (HG-MIP OES) foi utilizado um planejamento fatorial completo 23
e um planejamento Box Bhenken. O planejamento fatorial foi aplicado para avaliar os
efeitos de trés fatores: concentracdo de acido cloridrico ([HCI]), concentracdo de
borohidreto de sédio ([NaBH,]) e a vaz&o dos reagentes amostra/NaBH,. (V.R). As
variaveis experimentais e 0s seus respectivos niveis estudados no planejamento
fatorial estdo apresentados na Tabela 6. Sendo que os valores foram escolhidos com
base em dados fornecidos pela literatura, e os ensaios foram conduzidos utilizando-
se 10,0 mL de uma soluc&o 10,0 pg L™ de Se (IV).

Tabela 6 — Fatores independentes e niveis no planejamento fatorial 2% para otimizacdo das condices
de geracao de vapor quimico de Se (IV) por HG-MIP OES.

Niveis estudados
Fatores

(-1) () )
Concentracdo de HCI (mol L™) 1,2 2,4 3,6
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Concentracdo de NaBH, (%) 0,3 0,6 0,9
Vazédo dos reagentes amostra/NaBH, (mL min™) 15 2,0 25

Os resultados obtidos através do planejamento fatorial foram avaliados, e as
variaveis estatisticamente significativas foram determinadas e otimizadas pela
metodologia de superficie de resposta aplicando o planejamento Box-Behnken. As
variaveis experimentais e 0s seus respectivos niveis estudados no planejamento

BoxBhenken estao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Fatores e niveis estudados no planejamento Box-Behenken para otimizacdo das
condic¢des de geragdo de vapor quimico de Se (V) por HG-MIP OES.

Niveis estudados

Fatores
(-1) () )
Concentracao de HCI (mol L™) 1,2 1,8 2,4
Concentragdo de NaBH, (%) 0,3 0,6 0,9
Vazao dos reagentes amostra/NaBH, (mL min™) 15 2,0 25
4.5 AMOSTRAGEM

Cerca de 20 unidades de moapem (Tagelus plebeius) e lambreta (Anodontites
trapesialis) foram coletados na margem esquerda de Coroa do Meio, durante a
baixamar, quando a faixa do mesolitoral, onde a populacéo ocorre fica descoberta
pela maré. Ja os sururus (Mytella guyanensis) foram encontrados soterrados na
lama do manguezal entre as raizes da vegetacdo préxima a margem direita. Os
organismos foram transferidos para sacos plasticos limpos e conduzidos ao
laboratério, onde foram removidos das conchas com uma pinga, lavados com agua
deionizada e, entdo, congelados. Posteriormente, as amostras foram liofilizadas,
moidas em moinho de bolas e armazenadas em dessecador a temperatura
ambiente.

4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS

O preparo de das amostras foi realizada em bloco digestor com “dedo frio”.
Para a digestdo das amostras dos moluscos e do material de referéncia certificado
de tecido de ostra (NIST 1566b), aproximadamente 0,1000 g de cada amostra, em

triplicata, foi pesada diretamente no tubo de digestdo, em seguida, foi adicionado 2
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mL de é&cido nitrico a 14 mol L™ e mantidas em over night por 12 horas. Entdo, 1 mL
de perédxido de hidrogénio a 30% (v/v) foi adicionado. A cada tubo de digestéo foi
acoplado um condensador, denominado “dedo-frio”, na parte superior. A digestéo foi
realizada em aproximadamente 4 horas, numa faixa de temperatura compreendida
entre 120-140°C, aumentada de forma gradual. Apés a etapa de digestdo, os
digeridos foram transferidos para baldes volumétricos de 10 mL, aferidos com agua
deionizada e acondicionados em geladeira até o momento das analises. Esta

metodologia de preparo de amostra foi adaptada de Santos et al., 2014.

4.7 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE PRE-REDUCAO DE SE (VI) A SE (IV)
SOB AQUECIMENTO

Antes de dar inicio as andlises das amostras previamente preparadas, estas
foram submetidas a uma etapa de pré-reducao, tendo em vista que apOs 0 processo
de digestdo, normalmente, toda a espécie de Se contida na amostra é oxidada a Se
6", espécie esta que néo tende a gerar hidreto, havendo a necessidade, portanto, da
reducdo do Se (VI) a Se (IV) antes da reacdo quimica de geracdo de vapor.

Para o processo de pré-reducédo de selénio foi utilizado acido cloridrico a 6,0
mol L™ e aquecimento em banho-maria. Uma vez que a temperatura e o tempo de
aguecimento influenciam a eficiéncia deste processo, independentemente do tipo de
aguecimento, estes dois fatores foram otimizados por meio de uma matriz Dohelert.
Sendo o tempo de pré-reducdo variado em trés niveis e a temperatura em cinco
niveis. As variaveis experimentais e o0s respectivos niveis estudados no
planejamento estdo apresentados na Tabela 8. Sendo que os valores foram
escolhidos com base em dados fornecidos pela literatura. As condicfes para a
geracdo do hidreto de selénio foram as estabelecidas na etapa de otimizacdo das
condi¢cbes experimentais do item 4.4

Tabela 8 — Fatores e niveis estudados no planejamento Dohelert para otimizagdo das condi¢bes de
pré-reducdo de Se sob aquecimento.

Fatores Niveis estudados
Tempo de pré-redugéo (min) 10** (-0,866)*; 30 (0) e 50 (+0,866)
Temperatura de pré-reducéo (°C) 25** (-1)*; 30 (-0,5); 60 (0); 90 (0) e 120 (1)

*valor codificado, **valor real
Para a otimizacdo das condi¢des de pré-reducao de Se foi adicionado 20,0 pL
da amostra do CRM em 2,0 mL de HCI 6,0 mol L * em tubos de ensaio de vidro.

Apés a adicdo dos reagentes, os tubos foram tampados e alocados em um banho-
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maria. Apés o tempo de pré-reducdo, na temperatura estabelecida, os tubos foram
retirados e mantidos em repouso por 2 minutos, adicionando, em seguida, um
volume de agua deionizada para concentracéo final de HCI 1,8 mol L™ e posterior
analise por HG-MIP OES.

4.8 PROCEDIMENTO GERAL PARA A ANALISE DAS AMOSTRAS

Apbs estabelecidas as condicdes geragcdo de vapor e pré-reducao de selénio,
procedeu-se com a andlise das amostras e do material de referéncia certificado da
seguinte forma: para cada analise (em triplica), ImL da amostra foi adicionada em
um tubo de ensaio, entdo, foi adicionado &cido cloridrico concentrado,
vagarosamente, para uma concentracéo final de HCI 6,0 mol L™*. Em seguida, o tubo
foi tampado e aquecido (70°C/30min) para a pré-reducéo do selénio, e, apds a etapa
de repouso, 2 min, foi adicionado um volume &gua deionizada para uma
concentracdo final de HCI 1,8 mol L™ e posterior analise da amostra por HG-MIP
OES.

4.9 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

A pés a obtencdo das condi¢cdes Otimas para a geracdo de vapor e pré-
reducdo de selénio, procedeu-se com a validacdo do método analitico através dos
seguintes parametros de confiabilidade analitica: Linearidade, limites de deteccéo
(LD), limite de quantificacdo (LQ), preciséo e acuracia.

4.9.1 Linearidade

A linearidade consiste na capacidade de um determinado método analitico
produzir resultados que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito
em amostras em uma dada faixa de concentracdo. A quantificagdo requer que se
conhega a dependéncia entre a resposta medida e a concentracdo do analito
(BRITO; JUNIOR; POLESSE, 2003).

A linearidade da curva analitica pode ser calculada a partir da regressao
linear, determinada pelo método dos minimos quadrados. Através do valor do
coeficiente de correlacdo (R) obtido é possivel fazer uma estimativa da qualidade da

curva. Sendo que um valor maior que 0,90 é requerido, pois menor € a disperséo do
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conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza do coeficiente de regressao
estimado (BRITO; JUNIOR; POLESSE, 2003). Logo, para verificar a linearidade do
método analitico foram preparados padrées de selénio em uma faixa de

concentracdo de 070 g L,
4.9.2 Limite de deteccao e quantificacéo

O limite de deteccéo (LD) é a concentracdo minima do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob as condigdes experimentais
estabelecidas. O limite de detec¢do pode ser obtido através da Equacéo 12 (BRITO;
JUNIOR; POLESSE, 2003).

3 X Sgr

LOD = == (12)

Onde Sg; é 0 desvio padrdo da resposta analitica correspondente ao branco e
b € o coeficiente angular da curva analitica correspondente ao analito.

Para a determinacgédo do limite de deteccdo do método analitico foi realizada 10
medidas da solu¢éo do branco correspondente a amostra.

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo do analito
gue pode ser quantificada na amostra, com exatidado e precisdo aceitaveis, conforme
as condicdes experimentais adotadas. Matematicamente é expresso como dez
vezes 0 desvio padréo do valor do sinal analitico correspondente ao branco dividido
pelo coeficiente angular da curva analitica (BRITO; JUNIOR; POLESSE, 2003),
como mostra a Equacao 13.

10 x SBr

LOD = == (13)

4.9.3 Precisao

A precisdao de um método analitico avalia a dispersdo dos resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes
ou padrdoes, em condicdes definidas. Matematicamente, a precisdo pode ser
expressa pelo desvio padrao relativo, RSD%, sendo o mesmo calculado pela razéo

entre o desvio padrao de varias medidas em uma determinada concentracao (S) e a
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média dessas medidas (X), geralmente em porcentagem (BRITO; JUNIOR;
POLESSE, 2003), como mostra a Equacao 14.
S
0y, — =
RSD% X X 100 (14)

Para verificar a precisdo do método analitico realizou-se 9 medidas da

solucédo da amostra preparadas nas mesmas condi¢cdes, no mesmo dia.

4.9.4 Acuréacia do método analitico

A acuréacia, definida como a concordancia entre o valor mais provavel do
analito na amostra e o estimado pelo processo analitico desenvolvido, constitui a
chave para o propdésito da validacdo. Um dos métodos principais para o estudo da
acuracia é baseado no uso de material de referéncia certificado (MRC). Neste
método, réplicas do CRM ¢é analisada e os resultados obtidos sdo comprados com o
valor certificado. (BRITO; JUNIOR; POLESSE, 2003).

Para avaliar a acuracia do método analitico, o material de referéncia
certificado de tecido de ostra (NIST 1566b) foi analisado.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO 5.1 OTIMIZACAO DAS CONDICOES
INSTRUMENTAIS E QUIMICA PARA

GERACAO DE VAPOR
5.1.1 Planejamento fatorial

A otimizacdo preliminar das condi¢cdes experimentais envolvidas na geracéo
de vapor de Se (IV) foi feita através do planejamento fatorial completo 23. A Tabela 9
apresenta a matriz do planejamento (com a inclusdo de seis pontos centrais para
avaliar o erro experimental), com seus valores reais e codificados, e o0s sinais
analitico (intensidades). O software Statistica 7.0 foi utilizado para o tratamento dos

dados.

Tabela 9 — Matriz de experimentos do planejamento fatorial completo 2° utilizada para a avaliacido
preliminar dos parametros experimentais de geracao de vapor quimico de Se (V).

Experimento [HCL] (mol L™ [NaBH*] (%) V.R (mL min™) Intensidade
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1 + (3,6)* +(0,9) +(2,5) 12632,92
2 +(3,6) +(0,9) - (1,5) 14596,21
3 +(3,6) -(0,3) +(2,5) 16517,87
4 + (3,6) - (0,3) - (1,5) 16871,10
5 -(1,2) +(0,9) +(2,5) 13282,57
6 -(1,2) +(0,9) - (1,5) 15456,43
7 -(1,2) -(0,3) +(2,5) 16997,65
8 -(1,2) -(0,3) - (1,5) 16650,09
9 0(2,4) 0 (0,6) 0(2,0) 16441,98
10 0(2,4) 0 (0,6) 0(2,0) 16776,21
11 0(2,4) 0 (0,6) 0(2,0) 16785,09
12 0(2,4) 0 (0,6) 0(2,0) 16769,65
13 0(2,4) 0 (0,6) 0(2,0) 16844,21
14 0(2,4) 0 (0,6) 0(2,0) 16851,32
*Valor real.

O grafico de Pareto referente a otimizagcdo preliminar dos fatores envolvidas

no processo de geracdo de vapor de selénio esta representado na Figura 8. O teste

t, para um nivel de confianca de 95%, esta representado por uma linha vertical neste

grafico, definindo assim quais as variaveis e suas combinac¢des séo significativas na

determinacao de selénio por HG-MIP OES.
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Figura 8 — Diagrama de Pareto gerado a partir do planejamento fatorial completo 2° Nota:
intervalo de confianca em 95%.

Através da analise deste grafico € possivel observar que os fatores, quando

analisadas de forma independente, apresentam efeito significativo ao nivel de 95 %
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de confianca no método avaliado, sendo a concentracdao de NaBH, (2) a variavel que
apresentou maior significancia na resposta do sistema, seguida das variaveis V.R (3)
e concentracéo de HCI (1), respectivamente.

A significancia dos fatores [HCI] e V.R no sistema estudado esta condizente
com o que a literatura abordada a respeito da influéncia dos mesmos para a eficiente
formacao do hidrogénio atdmico e consequentemente geracao dos hidretos volateis.

Segundo Cadore e Baccan (1997), quando a amostra é preparada com agua
deionizada em vez de HCI, a intensidade dos sinais pode diminuir acentuadamente,
mostrando que a presenca de fons hidronio (H") é necessario para liberar o
hidrogénio que reagira com as espécies quimicas que formam hidretos.

A efetiva interacédo entre NaBH, e HCI é muito importante para a eficiéncia da
geracdo de hidretos e estabilidade da reacdo quimica. Em sistemas em fluxo, além
dos fatores influéncia da matriz, design da célula de reacdo, presenca e
concentracdo de elementos interferentes; dentre outros fatores, o aumento da
sensibilidade esta diretamente relacionado com o controle da concentracdo e do
aumento proporcional destes reagentes. Durante as andlises, foi observado uma
maior turbuléncia no meio reacional para as maiores taxas de fluxo e maiores
concentracfes de NaBH,4 e HCI, a qual foi evidenciada pela impregnacéo de grande
quantidade de &gua condensada nas paredes da célula de reacéo, dificultando a
inspecao visual da reagdo quimica em seu interior. Além disso, foi observado uma
falta de repetitividade entre as medidas e reducao no sinal do analito.

Portanto, o que, provavelmente, pode ter ocorrido foi a formacdo excessiva
de hidrogénio, que, segundo a literatura, tende a comprometer o desempenho do
plasma, e conseguentemente tornar as medidas poucas reprodutivas, e causar
perdas nas determinacdes do analito por diluicdo, devido a alta evolucdo de
hidrogénio na célula de reacdo (THOMPSON et al.,1974).

As interagbes significativas com efeito negativo demonstram que a
combinacédo dos niveis dos fatores envolvidos em cada interacdo ndo favorece as
melhores respostas no sistema desenvolvido, provavelmente, por duas razdes: nédo
tende a favorecer a formacdo quantitativa dos hidretos volateis, devido a baixa
formacdo de hidrogénio atbmico; ou tende a favorecer a formagédo excessiva de
hidrogénio, cujas consequéncias foram relatadas anteriormente. No entanto, as

melhores respostas sdo observadas quando um fator € usado em seu nivel superior
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e outro fator em seu nivel inferior, pois, assim, maior € a eficiéncia para a geracao
dos hidretos e estabilidade da reacdo quimica.

Para verificar a viabilidade do modelo para descrever a regido estudada do
sistema e verificar se realmente pode ser empregado para fazer estimativas para
deslocamento e extrair conclusdes precisas a respeito da regido 6tima, € necessario
fazer uma avaliagéo prévia do ajuste deste modelo através da chamada “analise de
variancia”, a qual faz as seguintes considerac¢des: a maior parte da variagao total das
observacdes em torno da média deve ser descrita pela equagcao de regressao e o
restante ficara como residuos. Destes, espera-se que a maior parte fique com o erro
puro, que esta relacionado ao erro experimental, e ndo com a falta de ajuste, que
estéa relacionado ao modelo. Logo, um modelo visto como ideal deve apresentar uma
regressao significativa e falta de ajuste nao significativa (BEZERA, 2006; PIMENTEL,
NETO, 1996).

Desta forma, para avaliar a qualidade do modelo é necessario verificar o valor
F da falta de ajuste. Se 0 modelo estiver bem ajustado aos dados experimentais, a
média quadrética referente a falta de ajuste, MQfaj, deve refletir somente os erros
aleatérios associados ao sistema. Além disso, a média quadratica relacionada ao
erro puro (MQep) também deve consistir em uma estimativa de tais erros, e
considera-se que estes dois valores n&do sejam consideravelmente distintos
estatisticamente. Se a razao entre a MQfaj/MQep for inferior ao valor de F tabelado,
0 ajuste do modelo obtido é considerado satisfatorio (PIMENTEL; NETO, 1996).

A ANOVA, obtida através do programa Statistica 7, referente ao modelo linear

obtido é apresentada na Tabela 10.

Tabela 10 — Analise da variancia referente ao modelo linear.

SQ gl MQ F P
(1)HCI 391011 1 391011 16,8313 0,009331
(2)NaBH, 15314183 1 15314183 659,2065 0,000002
Flux. R (3) 2145370 1 2145370 92,3485 0,000207
lby?2 195656 1 195656 8,4221 0,033709
1lby3 30039 1 30039 1,2931 0,307026
2by3 2133641 1 2133641 91,8436 0,000210
Falta de ajuste 103822 1 103822 4,4691 0,088171
Erro puro 116156 5 23231
SQ Total 26856872 13

SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade, MQ = média quadrética, P = nivel de probabilidade.
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De acordo a ANOVA, a falta de ajuste do modelo linear ndo é significativa,
pois o valor da razdo da MQfaj/MQep € (4,469) inferior ao valor de F tabelado
(6,608) para 1 e 5 graus de liberdade, respectivamente, a 95% de confianca.
Portanto, 0 modelo estd bem ajustado aos dados obtidos, podendo ser utilizado

como representacdo dos dados experimentais.

5.1.2 Planejamento Box-Behnken

Com base nos resultados obtidos no planejamento fatorial, um planejamento
Box-Behnken foi realizado a fim de ajustar um modelo quadratico para os dados e
identificar as melhores condicdes para o procedimento de geracdo de hidretos de Se
por HG-MIP OES e obtencdo do modelo matematico para modelar o experimento
analitico. Uma vez que os trés fatores estudados (NaBH,;, HCl e vazdo dos
reagentes) no planejamento fatorial foram estatisticamente significativos com 95% de
confianca, logo foram avaliadas através do planejamento Box-Behnken. A Tabela 11
apresenta a matriz do planejamento (com a inclusdo de seis pontos centrais para
avaliar o erro experimental) com seus valores reais e codificados, e as respostas

(intensidades) obtidas.

Tabela 11 — Matriz de experimentos do planejamento Box-Behnken utilizada para estabelecer as
melhores condi¢8es de geracao de vapor de Se (V) por HG-MIP OES.

Experimento [NaBH,] (%) [HCI] (mol L™ V.R (mL min™) Intensidade
1 - (0,3)* - (1,2) 0(2,0) 10113,59
2 +(0,9) - (1.2) 0(2,0) 10386,04
3 -(0,3) +(2,8) 0(2,0) 12395,81
4 +(0,9) +(2,4) 0(2.,0) 12338,92
5 -(0,3) 0(1,8) - (1,5) 14117,76
6 +(0,9) 0(1,8) - (1,5) 14478,98
7 - (0,3) 0(L8) +(2,5) 14048 43
8 +(0,9) 0(L8) +(2,5) 14551,76
9 0(0,6) - (1,2) - (1,5) 14393,87
10 0(0,6) +(2,4) - (1,5) 14699,32
11 0(0,6) - (1.2) +(2,5) 14693,87
12 0(0,6) +(2,4) +(2,5) 15061,21
13 0(0,6) 0(L8) 0(2,0) 13469,65
14 0(0,6) 0(L8) 0(2,0) 13857,98
15 0 (0,6) 0(1,8) 0(2,0) 14165,65
16 0(0,6) 0(L8) 0(2,0) 14447,09
17 0 (0,6) 0(1,8) 0(2,0) 14359,87
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18 0 (0,6) 0 (1,8) 0 (2,0) 14670,76

*Valor real.

Os dados obtidos foram tratados no software Statistica e geraram as

superficies de resposta apresentadas nas Figuras 9, 10 e 11, respectivamente.

TR

il - 14000
Il < 13250
< 12250
[]<11250
B < 10250
I <9250

Figura 9 — Superficie de resposta gerada pelo planejamento Box-Behnken para otimizacéo dos fatores
concentracdo de NaBH, e concentracao de HCI.

Bl - 16000
Bl < 15750
[ < 14750
[ < 13750
B < 12750
Bl < 11750

Figura 10 — Superficie de resposta gerada pelo planejamento Box-Behnken para otimizacdo dos
fatores V.R e concentracédo de NaBHy,.
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l = 16000
Bl < 15750
[ < 14750
[ < 13750
Bl - 12750
Bl < 11750

Figura 11 — Superficie de resposta gerada pelo planejamento Box-Bhenken para otimizacdo dos
fatores V.R e concentragéo de HCI.

Analisando a superficie de resposta da Figura 9 € possivel perceber a
existéncia de uma regido de maxima intensidade tanto para a concentracdo de acido
cloridrico como para concentracdo de borohidreto de sddio, regido de cor vermelha
mais intensa na superficie. Mas, as superficies obtidas envolvendo a vazdo dos
reagentes, Figuras 10 e 11, indicam a existéncia de ponto de sela. Este ponto indica
a probabilidade de existéncia de pontos de maximo em mais de uma regido do
dominio experimental (FERREIRA, 2015). Isto pode ser melhor esclarecido por meio
do estudo univariado desta variavel, desta forma, pode-se visualizar apenas a
relacdo de dois fatores.

A Equacéo 15 ilustra a relacao entre os trés fatores estudados (concentracéo
de acido cloridrico ([HCI]) e de borohidreto de sédio ([NaBH4]) e a vazdo dos
reagentes (V.R), com o sinal analitico (intensidade), considerando os valores reais.
Essa equacao revela os pontos criticos das superficies de resposta para cada fator.

Os valores obtidos através da equacao estdo apresentados na Tabela 12.

R =14161,83+178,05 — 1633,04+208,78 [HCl]2 + 613,49+154,20[NaBH4] —
1220,202+20878 + 1770,44+20878(V. R)?

(15)
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Tabela 12 — Valores criticos obtidos para os fatores [HCI] e [NaBH,].

Variavel Minimo Critico Maximo
[HCI] (mol L™) 1,2 1,82 2,4
[NaBH4] (%) 0,3 0,68 0,9

Uma analise de variancia, apresentada na Tabela 13, mostrou que o modelo
ndo apresenta falta de ajuste, pois o valor da razdo da MQfaj/MQep (2,9671) é
inferior ao valor de F tabelado (5,309) para os respectivos graus de liberdade 3 e 5, a
95% de confianca. Desta forma, o modelo matematico esta bem ajustado aos dados

obtidos, podendo ser utilizado como representacédo dos dados experimentais.

Tabela 13 — Andlise da variancia do modelo quadratico.

SQ gl MQ F P
(D[HCII(L) 145830 1 145830 0,76667 0,421313
[HCI(Q) 11637019 1 11637019 61,17950 0,000548
(2)[NaBH,4](L) 3010923 1 3010923 15,82938 0,010545
[NaBH4](Q) 6497010 1 6497010 34,15684 0,002076
(3)Vazéo(L) 55335 1 55335 0,29091 0,612778
Vazéo (Q) 13677608 1 13677608 71,90752 0,000375
le?2 27116 1 27116 0,14256 0,721247
le3 5049 1 5049 0,02654 0,876961
2e3 958 1 958 0,00503 0,946185
Fanta de ajuste 1693098 3 564366 2,96705 0,136078
Erro puro 951055 5 190211
Total SS 35571128 17

SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade, MQ = média quadratica, P = nivel de probabilidade.

O ajuste do modelo também foi avaliado através da analise do grafico de
valores preditos vs valores observados, apresentado na Figura 12, e através da

analise do gréfico de residuos, apresentado na Figura 13.
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Figura 12 — Grafico de valores preditos vs valores observados obtido do planejamento Box-Behnken

(R?0,9257).
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Figura 13 — Grafico de valores preditos vs residuos obtido do planejamento Box-Behnken.

A avaliacdo do modelo considerando o coeficiente de determinag&o no valor
de 0,9257 revela uma boa correlagdo entre os valores experimentais e os valores
preditos, como pode ser observado no gréfico da Figura 12.

Em um modelo bem ajustado, os residuos devem dar a impresséo de terem
sido produzidos por uma distribuicdo aleatoria, sem apresentar um padrdo

geométrico. Se um modelo deixar residuos tendenciosos ele ndo é muito adequado
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para fazer inferéncias precisas sobre o comportamento destes dados no campo
experimental em questdo (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010, PASSARI, SOARES;
BRUNS, 2011, PIMENTEL, NETO, 1996). Pode-se observar na Figura 13 que existe
uma tendéncia para a distribuicdo normal, em que os valores dos residuos se
distribuem aleatoriamente, e ndo ha indicios de que a sua variancia nao seja
constante.

Portanto, pode-se ter a confianca de que os valores 6timos calculados nessa
etapa para as variaveis estudadas ([HCI] e [NaBH,]) foram validos, pois 0s mesmos
foram obtidos de um modelo matemético bem ajustado, além do mais estédo
coerentes com valores sugeridos pela literatura para sistemas em fluxo (VIEIRA,
2007).

Para a vazao, foi feito um estudo univariado aplicando os mesmos niveis (1,5;
2,0 e 2,5 mL min?, respectivamente) estudados no planejamento Box-Behnken, sob
as condicfes otimizadas desses fatores. Os resultados obtidos neste estudo foram

expressos na forma de grafico como mostrado abaixo na Figura 14.

16000
15500
15000
14500

14000

Intensidade

13500

13000
1,5 2 2,5
Vazao mL min -

Figura 14 — Estudo univariado da V.R (amostra/NaBH4) para a geracdo de vapor de Se (IV).
Condicdes: Se (1V) 10,0 ug L™, HCI 1,8 mol L™, NaBH4 0,7% (m/v) e determinacdo por HG-MIP OES.

Pela analise do grafico é possivel perceber o que ja tinha sido evidenciado
pelas superficies de resposta em relacdo a este fator, ou seja, a ocorréncia de dois
pontos de maxima intensidade, um para menor vazao e outro para maior vazao,
respectivamente. No entanto, para maiores vazdes, o sinal analitico diminuiu;

quimicamente, uma maior intensidade liquida tende a favorecer a formacéo
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excessiva de hidrogénio no meio reacional. E este excesso pode causar perdas na
determinacao do analito por diluicdo, e consequentemente reducao do sinal analitico,
e, ainda, pode afetar o desempenho do plasma, tornando-o instavel (CRISPINO,
2005; NERI, 2014; PASSOS et al., 2012; VILARINHO; BACCAN, 2001.

Vale ressaltar que teria a possibilidade de um novo deslocamento do dominio
experimental do planejamento Box-Bhenken para menores vazdes. Mas, abaixo de
1,5 mL min* a frequéncia analitica é relativamente baixa, por isso, considerou-se
esta como vazdo minima para o estudo, a qual também proporcionou a melhor
resposta analitica para o analito no estudo univariado.

5.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE PRE-REDUCAO DE SE (VI) A SE (IV)
SOB AQUECIMETO

5.2.1 Planejamento Doehlert

A matriz Doehlert foi aplicada com objetivo de otimizar o tempo e a
temperatura de pré-reducdo de selénio em banho-maria. A matriz do planejamento é
apresentada na Tabela 14, com seus valores reais e codificados, e as respostas

como intensidades.

Tabela 14 — Planejamento Doehlert referente ao estudo da temperatura e tempo de pré-reducéo de
Se em banho-maria.

Tempo de pré-reducdo (minutos) Temperaturade pré-reducéo (°C) Intensidade do sinal

*(30) 0 (90°C) 0 14949,62
(30) 0 (120°C)1 14307,83
(50) 0,866 (90°C) 0,5 14203,67
(30) 0 (25°C) -1 14019,32
(10) -0,866 (30) -0,5 13632,7
(10) -0,866 (90°C) 0,5 13541,31
(50) 0,866 (30°C) -0,5 13194,29
(30) 0 (60°C) 0 14714,87
(30) 0 (60°C) 0 15396,65
(30) 0 (60°C) 0 15082,87

*valor real

A equacédo 16 ilustra a relacdo entre as duas variaveis estudadas (tempo de

pré-reducdo (Tempo.P.R) e temperatura de pré-redugdo (temperatura P.R), com o
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sinal analitico (intensidade), considerando os valores reais. Essa equacéo revela os

pontos criticos da superficie de resposta para cada variavel.

R =15036+142,26 — 1566,73+246,4(Tempo P. R)2 —

872,43 +24640 (Temperatura P. R)? (16)

Os valores obtidos através da equacao estdo apresentados na Tabela 15. E a
superficie de resposta correspondente estd apresentada na Figura 15, na qual pode
ser observado uma regido de maxima intensidade.

Tabela 15 — Valores criticos obtidos para as varidveis tempo de pré-reducdo e temperatura de
préproducéo de Se em banho-maria.

Variavel Minimo Critico Méaximo

Tempo de pré-reducéo (min) 10 (-0,866) 31,07 (0,0535) 50 (0,866)

Temperatura de pré-reducgéo (°C) 25 (-1) 70 (0,1623) 120 (1)

Z & B
5 % =

SRETHFRINI,
k=)
2

Il - 15000

I < 15000

Il < 14000

[]<13000

[ < 12000

Figura 15 — Superficie de resposta gerada pelo planejamento Dohelert referente a otimizagédo das
variaveis tempo de pré-reducéo e temperatura de pré-reducéo de Se sob aquecimento.

A ANOVA referente ao modelo quadratico é apresentada abaixo na Tabela 16.

Tabela 16 — Analise de variancia do modelo quadratico obtido.
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SQ al MQ F P

(1)Tempo de pré-reducdo (min)(L) 12538 1 12538 0,15489  0,720209
Tempo de pré-reducéo (min)(Q) 3272053 1 3272053  40,42047 0,007874
(2)Temperatura de pré-reducédo (°C)(L) 186255 1 186255 2,30085 0,226577
Temperatura de pré-reducéo (°C)(Q) 1014840 1 1014840 12,53656 0,038344
1L by 2L 302924 1 302924 3,74209  0,148517
Falta de ajuste 66041 1 66041 0,81582  0,432983

Erro puro 242851 3 80950

Total SS 4741080 9

SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade, MQ = média quadratica, P = nivel de probabilidade

A analise de variancia mostrou que o modelo ndo apresenta falta de ajuste, ja
gue o valor da razdo da MQfaj/MQep (0,81) é inferior ao valor de F tabelado (10,13)
para os respectivos graus de liberdade 1 e 3, a 95% de confianca.

O ajuste do modelo também foi avaliado através da analise do grafico de
valores preditos vs valores observados, representado na Figura 16, e através da

analise do grafico de residuos, representado na Figura 17.
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Figura 16 - Grafico de valores preditos vs valores observados obtido do planejamento Dohelert (R2
0,9349).
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Figura 17 - Gréfico de valores preditos vs residuos obtido do planejamento Dohelert.

A avaliacdo do modelo considerando o coeficiente de determinacdo no valor
de 0,9349 revela uma boa correlacdo entre os valores experimentais e os valores
preditos, como pode ser observado no grafico da Figura 16.

Pode-se observar na Figura 17 que existe uma tendéncia para a distribuicao
normal, em que os valores dos residuos se distribuem aleatoriamente, e ndo ha
indicios de que a sua variancia ndo seja constante.

Portanto, pdde-se ter a confianca de que os valores 6timos calculados nessa
etapa para os fatores temperatura de pré-reducédo e tempo de pré-reducdo foram
validos, pois os mesmos foram obtidos de um modelo matematico bem ajustado,
além do mais estdo em concordancia com os valores sugeridos pela literatura para
procedimentos de pré-reducao de selénio, em meio acido, sob aquecimento.

Segundo Krivan et al. (1985), 97% do selénio permanece na forma de Se (VI)
em HCI 5 mol L™ & temperatura ambiente, sendo a reacéo endotérmica da esquerda
para a direita, e que o equilibrio da reacdo pode ser deslocado para a direita
conforme o aumento da temperatura. A equacao 17 representa a reacdo redox de Se
(VI) a Se (V) pelo ion cloreto (DEDINA; TSALEV, 1995).

-_— + -_—
HSeO0; (aqy + 3Hlaq) + 2Cleaqy © H2Se03 aqy + H200) + Cly (g (17)

Onde:
K =7,1x10™" Kg™* mol™
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AH = +144,9 KJ molt & 25°C

Apbs os resultados obtidos com a analise estatistica multivariada, as melhores
condicbes para a pré-reducéo de selénio em meio HCI 6 mol L™ sob aquecimento
foram: Tempo de pré-reducdo de 31 minutos e temperatura de pré-reducao de 70 °C.

Portanto, diante dos resultados obtidos com a avaliacdo estatistica
multivariada e univariada, as melhores condi¢cdes de geragao de vapor (HCI 1,8 mol
L™, NaBH, 0,7% e vazdo de 1,5 mL min™) e pré-reducdo de selénio (31 min/70°C)
foram usadas para validar o método através dos seguintes parametros de
confiabilidade analitica: Linearidade, limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ),
precisdo e acuracia. Para posterior determinacdo de Se em amostras de moluscos
bivalves coletados em “coroa do meio”, regido estuarina do Rio Cachoeira, Ilhéus,
Bahia, Brasil.

5.3 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

5.3.1 Linearidade

Para avaliar a linearidade do método analitico solucfes padrdo contendo de 0
a 70,0 pug L™ de Se foram preparadas. A curva de resposta obtidas esta ilustrada
abaixo na Figura 15, onde pode ser observado uma boa linearidade dentro da faixa

estipulada.

800
700
600
500
400

300

Intensidade

200

100

0] 10 20 30 40 50 60 70 80
Se (pgL?)

-100

Figura 18 — Curva de resposta obtida para a determinacdo de Se em amostras de moluscos bivalves
por HG-MIP OES utilizando as condi¢des experimentais estabelecidas.

Tabela 17 — Parametros relativos a curva de resposta.
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Analito Equacédo da curva de resposta R*

Se y = 61,91 (+ 0,2425)x + 36,868 (+ 8,851) 0,9956

5.3.2 Limite de deteccédo e quantificacao

Para a determinacdo do limite de deteccdo e quantificacdo uma curva
analitica foi preparada com padrbes de selénio na faixa de concentracdo de 0,5-12
ng L™. Os resultados obtidos s&o apresentados na Tabela 18.

Tabela 18— Parametros de confiabilidade analitica relativos a determinacdo de Se em amostras de
moluscos bivalves por HG-MIP OES.

Analito Curva Analitica Equacéo R? LD LQ RSD
(Mg L™ da curva analitica (mg kg™ (mg kg™ (%)
Se 0,5-12 y=Z6L9L (x2507)x+ 4 gg35 0,30 1,02 3,55

36,868 (+ 19,011)

A Tabela 19 mostra o limite de deteccdo obtido para a determinacdo de
selénio em amostras ambientais, empregando métodos analiticos distintos. Como
pode ser constatado, o limite de deteccdo obtido pelo método proposto foi melhor

gue o obtido por GF AAS para determinacao deste analito em amostras de moluscos
bivalves e peixes.

Tabela 19— Métodos analiticos para a determinacao de selénio em amostras ambientais.

Técnica Amostra LD Referéncia
" 1 MATUSIEWICZ;
HG IA-FAAS Agua 0,2 ng mL KRAWCZYK, 2006
HG AFS moluscos bivalves peixes 6,1 ug kg™ SANTOS et al., 2014
moluscos bivalves e 1
GF-AAS peixes 1,0ugL SEIXAS, 2007
HG-MIP OES moluscos bivalves 0,5ugL™? ESTE TRABALHO

5.3.3 Precisao

Para verificar a precisdo do método analitico, realizou-se no mesmo dia 9
medidas de uma mesma amostra preparadas nas mesmas condi¢cdes. E, desta
forma, o desvio padrao relativo encontrado foi de 7,8%.
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Métodos analiticos para quantificar o analito em escala macro requerem um
%RSD de 1 a 2%. Mas, para analises de traco, € aceitdvel um %RSD de até 20%,
dependendo da complexidade da amostra (BRITO; JUNIOR; POLESSE, 2003).

5.3.4 Acuracia do método analitico

Para avaliar a acuracia do método analitico, o material de referéncia
certificado de tecido de ostra (NIST 1566b) foi analisado, o resultado obtido esta
apresentado na Tabela 20. Como pode ser observado, o valor encontrado esta de
acordo com o valor certificado.

Tabela 20— Resultado da analise do material de referéncia certificado de tecido de ostra (NIST 1566b)
empregando o método desenvolvido para a determinacao de selénio (n= 3) por HG MIP OES.

CRM Valor encontrado (mg kg™)  Valor certificado (mg kg™) RSD%

NIST 1566b 2,08 +0,15 2,06 + 0,15 3,0%

Depois da andlise do material de referéncia certificado, o valor absoluto da
diferencga entre o valor medido médio e o valor certificado pode ser determinado de
acordo com a Equacéo 18:

Am = [Cm— Ccru] (18)

Onde:

Am= valor absoluto da diferenca entre o valor medido médio e o valor
certificado;

Cm = valor medido médio; Ccrm

= valor certificado.

Cada medicdo é afetada de uma incerteza, desta forma, o resultado de uma
medicdo s6 pode ser conhecido dentro dos limites dessa incerteza. Analogamente,
ao valor certificado de um material de referéncia certificado esta sempre associada a
uma incerteza Ucrm (LINSINGER, 2005).

A incerteza U, de A, é calculada a partir da incerteza do valor certificado e da
incerteza do resultado da medicéo, de acordo com a Equacéo 19.

Up = JUE + Ulpn (29)
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U, = incerteza combinada do resultado da medi¢éo e do valor certificado (=
incerteza de Am);

Un = incerteza do resultado da medicao; Ucgrm
= Incerteza do valor certificado.

A incerteza expandida, U,, correspondente a um intervalo de confianca de
aproximadamente 95%, é obtida multiplicando-se U, por um fator de expansao (k),
geralmente igual a 2.

Logo, para avaliar o desempenho do método, compara-se A, com U,:

Se An < U,, a diferenca entre o resultado da medicdo e o valor certificado nao
sera significativa.

Portanto, o valor A, encontrado (0,02) foi menor que o valor de U, (0,37),
desta forma, ndo existi diferenca significativa entre o valor experimental e o valor

certificado ao nivel de significancia de 5%.

5.3.5 Aplicacdo do método analitico desenvolvido

5.3.5.1 Determinacdo de Se em moluscos bivalves por HG-MIP OES

O método analitico desenvolvido foi aplicado com sucesso na determinacao
de

Se total em moluscos bivalves coletados em “coroa do meio”. Os resultados obtidos

sao apresentados na Tabela 21.

Tabela 21 — Resultados (média + intervalo de confiangca e desvio padrdo relativo; n=3) da
determinagao da concentragdo de Se total nas amostras de moluscos bivalves coletados em “coroa
do meio” por HG MIP OES.

Amostras Se (mg kg™) %RSD
Lambreta (Anodontites trapesialis) 2,62 +0,33 5,20
Moapen (Tagelus plebeius) 2,76 + 0,15 2,17
Sururu (Mytella guyanensis) 2,60 +0,42 6,50

A Tabela 22 mostra a concentragdo de selénio encontrada em espécies de
moluscos bivalves coletados em diferentes locais do Brasil, para grau comparativo
com a concentracdo encontrada nas espécies em estudo. Como pode ser

observado, as concentracfes de selénio encontradas nas trés espécies de bivalves
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nao diferiram significativamente e ficaram dentro da faixa encontrada em amostras
de mariscos (ostras, mariscos e mexilhdes) coletadas ao longo Baia de todos os
Santos, na Bahia, e de ostra coletada na Baia de Sepetiba, no Rio de janeiro.
Entretanto, as concentracdes foram similares a concentracdo de selénio encontrada

em Ostra, coletada em Temadre, Bahia de Todos 0os Santos/Ba.

Tabela 22 — Concentracfes de selénio total em moluscos bivalves coletados em diferentes locais do
Brasil.

Concentracéo de

Amostras Local de coleta Referéncia
selénio encontrado
Mexilh&o . -1
*Barra Grande/ltaparica 1,60 £ 0,16 mg kg
(Mytella guyanensis) Misericérdia-Itaparica 3,29 + 0,04 mg kg -1SANTOS et al, 2014.

1

*BarraGrande/ltaparica 3,12+ 0,23 mg kg ~
Ostra (Crassostrea rhizophorae) *Misericérdia/ltaparica 3,02+ 0,58 mgkg ™ SANTOS et al. 2014

*Temadre 2,87+0,42mgkg *
Mexilhdo (Brachidontes exustus) *Aratu 0,32+ 0,02 mg kg ' SANTOS et al. 2014
vongole **Bafa de Sepetiba 0,88-0,90 ug g™
Mexilhdo Ostra **Bafa de Sepetiba 3,0-3,6 ug g'1 KEHRIG et al. 2006
**Bafa de Sepetiba 1,5-5,1 pg g™
Mexilhdo **haia de Guanabara 0,1-03pgg™ SEIXAS et al. 2007

**Rio de janeiro; * Bahia (Baia de todos os Santos).

As concentracdes de selénio nas espécies ficaram dentro da faixa das
concentracfes encontradas em amostras de moluscos bivalves de ambientes da
Australia considerados n&o poluidos, que estdo na faixa de 1,3 a 11 pg g™+ em peso
seco. No entanto, ficaram acima do valor recomendado pela legislacdo brasileira
para alimentos sélidos, 0,3 mg kg™ em geral (LOBEL et al., 1991).
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6 CONCLUSOES

A otimizacdo multivariada aplicada aos dados experimentais para a geracao
do hidreto volatil de Se (IV) € uma ferramenta bastante Gtil e permitiu reduzir a
quantidade de experimentos necessarios para a otimizacdo dos parametros
selecionados, além disso, permitiu avaliar a interacao entre os fatores envolvidos no
processo.

O método de determinacdo de selénio pela espectrometria de emissao 6ptica
com plasma induzido por micro-ondas com geragcao de hidretos apresentou limites
de deteccdo e quantificacdo relativamente baixos e ampla faixa dinamica linear, e
precisdo satisfatoria.

A pré-reducdo do selénio € um procedimento necessario quando o preparo de
amostra envolve decomposicdo oxidativa com uso de acidos concentrados, pois o
selénio presente na amostra tende a ser convertido ao seu maior estado de oxidacao
(VI), que nao tem afinidade para gerar hidreto, na etapa de digestdo. Neste sentido,
a pré-reducdo de selénio com &cido cloridrico e auxilio de aquecimento foi eficiente
para tal objetivo.

Ademais, este trabalho foi pioneiro para a determinacdo de selénio em
moluscos bivalves utilizando a otimizagdo multivariada e o HG-MIP OES como
método analitico. O método é simples e relativamente econdmico, sendo por isso
uma boa alternativa para a determinacéo de selénio em moluscos bivalves.

As concentracbes de selénio (2,60-2,76 mg kg?) encontradas nas trés
espécies de moluscos bivalves coletados em “Coroa do Meio” estdo acima do valor
recomendado pela legislacdo brasileira para alimentos sélidos (0,30 mg kg™), sendo

assim, cuidados sao necessarios quanto ao consumo continuo destes alimentos.
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