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RESUMO    

O Selênio (Se) é um elemento importante para a desintoxicação e mecanismo 

antioxidante de defesa do organismo humano. Mas, pode ser tóxico se quantidade 

excessiva for ingerida de forma contínua. Por isso é fundamental avaliar os níveis 

deste elemento em amostras alimentícias. Assim, neste trabalho foi desenvolvido 

um método para a determinação de selênio em moluscos bivalves lambreta 

(Anodontites trapesialis), moapem (Tagelus plebeius) e sururu (Mytella guyanensis), 

coletados no Rio Cachoeira, Ilhéus-Ba, por espectrometria de emissão óptica com 

plasma induzido por micro-ondas com geração de hidretos (HG-MIP OES). As 

condições experimentais para gerar o hidreto de selênio foram estabelecidas 

usando otimização multivariada: inicialmente foi feito uma triagem de fatores por 

planejamento fatorial de dois níveis e três fatores (2)3, para os fatores concentração 

de ácido clorídrico ([HCl]), concentração de borohidreto de sódio ([NaBH4]) e vazão 

dos reagentes (V.R). Posteriormente, a metodologia de superfície de resposta 

usando o planejamento Box-Behnken foi usada para estabelecer um modelo 

matemático e verificar as condições críticas através da Teoria de La Grange. A 

significância estatística dos fatores no planejamento fatorial foram avaliadas através 

do diagrama de Pareto, e os três fatores estudados foram significativos. O 

planejamento Box-Behnken determinou as condições críticas HCl 2,8 mol L-1, 

NaBH4 0,7% m/v e V.R 1,5 mL min-1. Tendo em vista que após a digestão da 

amostra o selênio é oxidado a seu estado de oxidação mais elevado, foi necessário 

um procedimento de pré-redução do Se (VI) para Se (IV), antes da reação de 

geração do hidreto. Tal procedimento foi feito com HCl 6,0 mol L-1 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-redução, e as condições 

críticas foram 30 min e 70°C. Limite de detecção 0,30 mg kg-1, limite de 

quantificação 1,02 mg kg-1 e %RSD de 8% foram obtidos. A exatidão do método foi 

confirmada pela análise do CRM de tecido de ostra (NIST 1566b). Finalmente, o 

método desenvolvido foi aplicado nas amostras de moluscos bivalves, e as 

concentrações de selênio total encontradas foram 2, 60 ± 0,33; 2,76 ± 0,15; e 2,60 ± 

0,42 mg kg-1 para lambreta, moapem e sururu, respectivamente. O método analítico 

desenvolvido mostrou-se preciso e de baixo custo, podendo ser usado para 

determinar selênio em moluscos bivalves.   

  



 

Palavras-chave: Geração de vapor, selênio, otimização 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)3 for 

the factors hydrochloric acid ([HCl]) 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 HCl 2.8 mol L1, NaBH4 0.7% m/v 

and V.R 1.5 mL min-1. 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-1 and 

quantification 1.02 mg kg L-1 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 

kg1 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  INTRODUÇÃO  

A presença de espécies químicas elementares no ecossistema aquático 

desperta especial interesse, já que não são biodegradáveis e podem ser 

acumulados pelos organismos marinhos, e subconsequentimente transferidos para o 

homem via cadeia alimentar. Embora alguns elementos químicos sejam necessários 

para o desenvolvimento do metabolismo dos seres vivos (por exemplo, manganês 

(Mn), cobre (Cu), zinco (Zn) e selênio (Se)), se os níveis no organismo 

excederem os níveis essenciais podem se ternar tóxicos. Alguns outros 

elementos não têm função biológica conhecida e são tóxicos (cádmio (Cd), chumbo (Pb) 

e marcúrio (Hg), por exemplo) (TEMPLETON et al., 2000).  

O Selênio é considerado um micronutriente que desempenha importante 

papel na desintoxicação e mecanismo antioxidante de defesa do organismo humano. 

Porém, pode ser extremamente tóxico se quantidade excessiva for ingerida de forma 

contínua. 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 porção estuarina do Rio Cachoeira/Ilhéus-BA, situada no município de 

IlhéusBa, abriga importantes espécies de moluscos bivalves, dentre os quais estão o 

sururu (Mytella guyanensis), o moapem (Tagelus plebeius), e a lambreta 

(Anodontites trapesialis), estes organismos são importantes fontes de renda para as 

comunidades envolvidas com as atividades de pesca neste ambiente.  

Os bivalves são animais filtradores bastante conhecidos pela capacidade de 

acumular espécies químicas elementares. Esta característica é considerada útil para 

a monitorização da poluição por metais e outras substâncias em ambientes 

aquáticos (RUITER, 1995; et al., BIGAS et al., 2006; GOKOGLU et al., 2008).  

Os níveis de selênio encontrados em amostras de moluscos bivalves de 

ambientes tidos como não poluídos, encontram-se na faixa de µg g-1. Desta forma, a 

determinação direta desse elemento utilizando técnicas analíticas que se baseiam 

na nebulização pneumática convencional pode ser inadequada, pois, em vista da 

baixa eficiência de transporte do aerossol útil, os limites de detecção e quantificação 

obtidos são relativamente elevados (MORA et al., 2003).  

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

alternativa que tem sido empregada para a determinação desse elemento químico, 
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dentre outros formadores de hidretos. O emprego desta estratégia, como um passo 

prévio à detecção, proporciona um aumento de sensibilidade, além de minimizar 

e/ou eliminar interferências espectrais e não espectrais (MACHADO, JACINTHO, 

GINÉ, 2000; SCHICKLINA, YANG, BROEKAERT, 1996; VIEIRA, 2007).  

Por isso, a geração de hidretos tem sido empregada com bastante frequência 

associadas às técnicas espectroanalíticas de absorção atômica (AAS) e aos 

métodos analíticos (LIMA et al.,2018) de fluorescência atômica (AFS), emissão 

óptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), espectrometria de massa 

com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e emissão atômica com plasma 

induzido por microondas (MIP OES). Esta última, tem ganhado atenção nos últimos 

anos e seu acoplamento com a geração de hidretos proporciona um método 

analítico simples, de custo operacional relativamente baixo e sensibilidade adequada 

para a determinação de baixos concentrações de selênio.  

Ademais, para a eficiência e estabilidade da reação química de geração de 

hidretos alguns fatores (concentração do ácido, concentração do redutor, a taxa de 

fluxo dos reagentes, além de outros fatores) devem ser estabelecidos. A otimização 

de fatores associados a procedimentos analíticos com as ferramentas 

quimiométricas vêm sendo frequentemente empregada porque proporciona 

eficiência e redução do número de experimentos, o que resulta em menor consumo 

de reagentes e tempo de execução, além de permitir uma avaliação da interação 

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 não consta na literatura trabalhos científicos com HG-MIP OES 

que utilizaram estas ferramentas na otimização de fatores experimentais envolvidos 

na geração de vapor químico de selênio, bem como às condições de pré-redução do 

mesmo seguido da determinação por HG-MIP OES.  

Neste contexto, este trabalho científico aborda o desenvolvimento de um 

método analítico para a determinação de selênio total em amostras de moluscos 

bivalves coletados no estuário do Rio Cachoeira, Ilhéus, Bahia, por espectrometria 

de emissão óptica com plasma induzido por micro-ondas com geração de hidretos 

(HGMIP OES).  
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2  OBJETIVOS  

2.1 GERAL  

Estabelecer as melhores condições químicas e instrumentais para a geração 

de vapor químico de Se (IV) e condições de pré-redução de Se (Vl) a Se (IV) sob 

aquecimento, através de técnicas de otimização multivariada para a determinação 

de selênio total em amostras de moluscos bivalves por espectrometria de emissão 

óptica com plasma induzido por micro-ondas com geração de hidretos (HG-MIP 

OES).  

2.2 ESPECÍFICOS  

• Avaliar as melhores condições instrumentais para a determinação de selênio 

por HG-MIP OES;  

• Empregar o planejamento fatorial completo 23 para avaliar a significância 

estatística dos fatores: concentração de ácido clorídrico, concentração de 

borohidreto de sódio e fluxo dos reagentes, envolvidos na geração de vapor 

químico de selênio (IV);  

• Empregar o planejamento Box Bhenken para otimizar os fatores concentração 

de ácido clorídrico, concentração de borohidreto de sódio e fluxo dos 

reagentes;  

• Empregar o planejamento Dohelert para otimizar o tempo e a temperatura de 

pré-redução de selênio sob aquecimento;  

• Validar o método analítico;  

• Aplicar método desenvolvido para a determinação de Se total em amostras de 

moluscos bivalves coletados no estuário do Rio Cachoeira, Ilhéus-Ba, com 

preparo de amostra já estabelecido.  
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3  FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

3.1 SELÊNIO  

O termo “metais-traço” tem sido utilizado para designar espécies químicas 

elementares que em baixas concentrações no ambiente podem vir a constituir uma 

fonte potencial para a poluição ambiental. Muitos metais são essenciais para o 

desenvolvimento do metabolismo dos seres vivos, tais como: manganês (Mn), zinco 

(Zn), cobre (Cu) e selênio (Se), mas podem se tornar extremamente tóxicos se a 

concentração for superior aos níveis de tolerância do organismo (MARTINS et al., 

2011, TEMPLETON et al., 2000). Enquanto alguns outros não têm função biológica 

conhecida e são tóxicos (cádmio (Cd), chumbo (Pb) e mercúrio (Hg), por exemplo) 

(TEMPLETON et al., 2000).  

O selênio é um metalóide que foi isolado e identificado por volta de 1817 pelo 

químico sueco Jöns Jacob Berzelius. Na natureza, este elemento químico pode ser 

encontrado no ar, na água e no solo nas formas inorgânicas, seleneto (Se-2), selênio 

elementar (Se0), selenito (SeO3
2-) e selenato (SeO4

2-). E na forma orgânica pode 

existir como ácidos selenoamino (selenocisteína (SeCys)) ou selenometionina 

(SeMet) pela substituição do enxofre em aminoácidos e compostos metilados de 

selênio como dimetilselenito (DMSe) e dimetildiselenito (DMDSe) (SEIXAS, 2007).  

Este metalóide é considerado um micronutriente necessário a muitos processos 

metabólicos, principalmente quando se encontra associado a proteínas denominadas de 

selenoproteínas, (HOLBEN; SMITH, 1999). A ingestão equilibrada deste micronutriente 

pode atribuir benefícios ao organismo humano, sendo considerado um elemento protetor 

no caso de doenças como aterosclerose, câncer, 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 tóxico. A sua toxicidade pode ser 

caracterizada pela perda de pelos e fragilidade das unhas, problemas gastrointestinais, 

erupção cutânea 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 selênio está relacionada 

principalmente à sua forma química. Sendo as formas inorgânicas consideras mais 

tóxicas que as formas orgânicas, já que são mais solúveis em água 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 biológicos 

(MARTINS et al, 2017). A forma elementar é uma espécie insolúvel em água e não é 

considerada tóxica; já os selenetos são espécies tóxicas e reativas que são 

rapidamente reduzidas a Se (0), mas quando na forma orgânica tornam-se as 

espécies mais biodisponíveis para os organismos vivos (ALLANDER, 1994; 

AMWEG, STUART, WESTON, 2003;  

AONO, NAKAGUCHI, HIRAKI, 1991; OMS, 1987; SEIXAS, 2007; WACHOWICZ,  

2001).  

Em virtude das propriedades nutricionais, funções metabólicas, dosagens 

essenciais e tóxicas, algumas organizações governamentais estabelecem limites 

máximos para as concentrações de selênio em diversos tipos de amostras 

(MARTINS et al, 2017). A Agencia Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), por 

exemplo, prevê limites para selênio 0,05 mg kg-1 em alimentos líquidos; 0,30 mg kg-1 

em alimentos sólidos e, uma ingestão diária de 34µg para adultos,17 µg para uma 

faixa etária de 1 a 3 anos de idade e 21 µg para uma faixa etária de 4 a10 anos de 

idade. Com base no que foi exposto, estudos são fomentados para o 

desenvolvimento de metodologias analíticas para a determinação de selênio quando 

presente na amostra em níveis traço ou ultratraços. Nesta faixa de concentração, 

este elemento químico não pode ser quantificado usando os métodos analíticos que 

se baseiam na nebulização pneumática convencional devido a baixa sensibilidade.  

  

3.2 PROCESSOS DE DISPONIBILIZAÇÃO DE SELÊNIO PARA OS ORGANISMOS 

AQUÁTICOS  

O selênio encontrado no ambiente aquático é oriundo tanto de fontes naturais 

quanto ações antrópicas. As primeiras são decorrentes de processos geofísicos e 

biológicos, sendo responsáveis pela presença deste elemento químico no ambiente. 

As ações antrópicas, são decorrentes de descargas de efluentes domésticos, 

industriais e/ou agrícola, são responsáveis pela redistribuição de selênio no 

ambiente, ou seja, pela liberação das fontes geológicas e pela disponibilização para 

os organismos vivos que compõem este ecossistema (SEIXAS; KEHRIG, 2007).   

Naturalmente, este elemento químico se torna disponível para os organismos 

aquáticos por meio de quatro processos, de oxidação e metilação, representados na 
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Figura 1. O primeiro processo está relacionado a oxidação e metilação do selênio 

inorgânico, ou seja, as raízes das plantas aquáticas e os microorganismos 

bentônicos, via oxidação, convertem as formas imobilizadas nas formas solúveis (Se 

(IV) e Se (VI)), e por meio do processo de metilação convertem o selênio inorgânico 

em formas orgânicas, com um ou mais grupamento metil que, normalmente, 

resultam numa forma volátil. Já, o segundo processo, denominado de bioturbação, 

está relacionado a oxidação do sedimento pelos seres invertebrados bentônicos. 

Contudo, o terceiro processo, decorre da perturbação física e oxidação química 

associada à circulação da água. E o quarto, e último processo, ocorre pelo fato de os 

sedimentos poderem ser oxidados pelas plantas fotossintéticas (LEMLY, 1999).  

Uma vez mobilizado do sedimento, o selênio entra na cadeia alimentar dos 

sistemas biológicos por meio da comunidade planctônica (primeiros níveis tróficos), 

e então é distribuído e acumulado através dos níveis tróficos subseqüentes, 

podendo então, sofrer os processos de bioconcentração e bioacumulação (SEIXAS; 

KEHRIG, 2007).   

  
Figura 1- Ciclo biológico do selênio no ambiente aquático. Fonte: (SEIXAS; KEHRING, 2007).  

3.3 ESPÉCIES DE MOLUSCOS BIVALVES ESTUARINOS, ILHÉUS, BAHIA, 

BRASIL  

O município de Ilhéus fica situado na região sudeste da Bahia e abrange área 

correspondente a 1712 km2. Possui um vasto litoral, com aproximadamente 80 km 

de extensão, sendo limitado ao norte pelo rio Sargi e ao sul pelo rio Acuípe. Neste 
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município, as áreas de manguezal de maior relevância centralizam-se na zona 

urbana, ao longo das margens da porção estuarina dos rios Cachoeira, Santana, 

Fundão e Almada (ALMEIDA et al, 2006).  

O Rio Cachoeira desemboca em meio à área urbana deste município, 

banhando o centro da cidade e o bairro Pontal. Neste estuário, alguns dos principais 

tensores ambientais estão relacionados a descargas de efluentes domésticos, 

resíduos sólidos, industriais e, além disso, extensas áreas de manguezais têm 

passado por problemas de soterramentos ao longo da BR-415 (ALMEIDA et al, 

2006).  

Neste ambiente estuarino encontra-se uma área sedimentar denominada de  

‘’Coroa do Meio’’, localizada no bairro Teotônio Vilela, onde há uma ocorrência 

significativa de algumas espécies de moluscos bivalves, dentre os quais estão: 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 três espécies são importes fontes de renda para 

as comunidades envolvidas com as atividades de coleta de produtos de pesca na 

região (CEUTA; BOEHS, 2012).  

       
A  B  C  

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

Os bivalves são animais filtradores que têm capacidade para acumular metais 

tóxicos em seus tecidos, bem como outras substâncias, que subsequentemente 

podem ser transferidos ao homem via cadeia alimentar, por isso, são utilizados como 

bioindicadores para a monitorização da poluição por metais, e outras substâncias, 

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, não há regulamentação legal nem instruções 

normativas por parte dos órgãos ambientais estaduais e municipais para a captura 

das espécies. Há, somente, resoluções e portarias que regulamentam e 

estabelecem padrões de qualidade que são essenciais para que tanto a água como 

os organismos aquáticos possam ser usados com segurança pelo homem, sem 

causar malefícios à saúde (CEUTA; BOEHS, 2012, SANDE et al, 2010).   

Neste contexto, a legislação brasileira sugere limite para selênio de 0,30 mg 

kg1 em alimentos sólidos e a resolução CONAMA recomenda valor de 0,01 mg L-1 de 

Se para água de estuário. Contudo, não consta na literatura científica dados a 

respeito da concentração de selênio tanto no ambiente quanto nos organismos do 

ecossistema estuarino do Rio Cachoeira. Mas, encontra-se alguns trabalhos 

reportando sobre as concentrações de selênio encontrados em espécies de 

moluscos bivalves em outros países e regiões do Brasil.  

Seixas et al. (2007) encontraram uma média de 0,71 μg g-1, em peso seco, de 

selênio em mexilhão coletada na Baía de Guanabara/RJ. Os autores constataram 

que a concentração foi similar às concentrações encontradas por Baldwin e Maher 

(1997), 0,7-1,8 μg g-1 em peso seco, e inferior às concentrações encontradas em 

moluscos bivalves de ambientes não impactados da Austrália, que variavam de 1,3 a 

11 μg g-1 em peso seco, e em ambientes da costa indiana, 3,94 μg g-1 em peso seco.  

Barbosa (2013) encontrou faixas de concentrações de selênio de 2,04 - 9,02; 

8,81 - 2,53 e 5,56 -14,2 μg g-1 em peso seco nas espécies de moluscos bivalves 

Iphigenia brasiliana, Lucina pectinata e Trachycardium, muricatum, respectivamente, 

coletados ao longo da Baía de Todos Santos, Bahia, Brasil.  
2013  

  

3.4 GERAÇÃO DE VAPOR QUÍMICO  

A maioria das técnicas espectroanalíticas normalmente empregam 

dispositivos denominados de nebulizadores pneumáticos para a formação do 

aerossol líquido. Apesar destes dispositivos serem de fácil operação, apresentam 

eficiência bastante limitada quando diz respeito à porcentagem de amostra que é 

capaz de ser convertida em aerossol útil (menos de 5%), ou seja, aquele que chega 

no sistema de atomização/emissão (TAKASE et al., 2002).   
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Sendo assim, a determinação direta de alguns elementos encontrados em 

baixas concentrações em amostras ambientais e biológicas como o selênio, por 

exemplo, utilizando métodos analíticos que se baseiam na nebulização pneumática 

convencional, normalmente, é inadequada devido a baixa sensibilidade destes 

sistemas de introdução de amostra, os quais também podem ser inviáveis para 

soluções de amostra muito viscosas, com alto teor salino e quando se dispõe de 

volumes de amostra na ordem de microlitros (TAKASE et al., 2002).  

Neste contexto, surge o modo de introdução do analito em fase gasosa como 

uma alternativa promissora para suprir algumas limitações existentes no sistema de 

introdução da amostra por nebulização pneumática como a baixa eficiência do 

transporte do aerossol líquido (TAKASE et al., 2002).   

A geração de vapor químico, ou mais especificamente, a geração de hidretos, 

tem sido empregada nas determinações de As, Bi, Ge, Pb, Sb, Se, Sn e Te como um 

passo prévio à detecção. Neste processo ocorre a separação do analito da matriz, a 

melhora da sensibilidade e do limite de detecção (SCHICKLINA, YANG, 

BROEKAERT, 1996; VIEIRA, 2007).  

Trata-se de um procedimento no qual um determinado analito, que forma 

vapor químico, contido em uma amostra líquida é misturado com reagentes que o 

converte em uma espécie química gasosa. Em geração de hidretos, a formação 

desta espécie se dá pela reação entre uma amostra acidificada e um agente redutor, 

que pode ser um metal ou um reagente específico, sendo mais comum o 

tetrahidroborato de sódio (NaBH4) (DEDINA; TSALEV, 1995; WELZ; SPERLING, 

1999).  

“Segundo a literatura, a geração de hidretos existe a mais de 100 anos e teve 

como ponto de partida o clássico teste de Marsh. Esse teste consistia num sistema 

de redução metal/ácido para produzir hidrogênio para posterior redução do analito 

ao respectivo hidreto, sendo utilizado para detectar pequenas quantidades de 

arsênio”. A Equação 1 mostra a reação de formação do hidreto de arsênio por meio 

dessa reação química (SLACHCINSKI, 2014).  

   2 2 + 6   + 12 + → 2   3 (g) + 6  2+ + 3 2             (1)  

Um dos trabalhos que impulsionou a geração de vapor foi o trabalho de Holak, 

realizado por volta de 1970. Neste trabalho, Holak utilizou a espectrometria de 

absorção atômica com geração de hidretos (HG AAS) e conseguiu reduzir arsênio 



19  

(As) a arsina (AsH3), mediante a reação de zinco (Zn) metálico com a solução da 

amostra acidificada com ácido clorídrico (HCl). Depois de formada, arsina era então 

transportada por um fluxo de nitrogênio (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 eficiência de transporte do analito quando 

na forma de hidreto gasoso se comparado ao convencional sistema de nebulização 

pneumática, uma vez que a maior parte da arsina formada chegava ao atomizador 

do espectrômetro de absorção atômica (HOLAK, 1969).  

No entanto, devido a algumas desvantagens apresentadas como valores de 

branco analítico relativamente altos, baixa repetitividade das análises, as quais 

foram associadas principalmente ao uso de metais de baixa pureza, e pelo fato de o 

sistema de redução metal/ácido comumente utilizado ser restrito à formação de um 

limitado número de hidretos esse método não teve muito sucesso (TAKASE, 2002).  

Com a introdução do tetrahidroborato de sódio como agente redutor (NaBH4), 

a reação química de geração de geração de hidretos voláteis tornou-se mais 

eficiente, favorecendo melhor repetibilidade durante as medidas e a determinação de 

um maior número de elementos químicos (As, Bi, Ge, Pb, Sb, Se, Sn e Te) 

(BRAMAN; JUSTEN; FOREBACK, 1972; TAKASE, 2002; ZHANG; FANG; FENG, 

2011).  

Nesses últimos anos, tem sido comum o emprego da geração de hidretos 

associada às técnicas espectroanalíticas de absorção atômica (AAS), e aos métodos  

de fluorescência atômica (AFS), emissão atômica com plasma induzido por 

microondas (MIP OES), emissão óptica com plasma indutivamente acoplado (ICP 

OES) e espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) 

(LIMA et al., 2018), para a determinação de baixas concentrações de selênio, além 

de outros elementos que podem ser quantitativamente convertidos em seus 

respectivos hidretos voláteis, em diferentes tipos de matrizes.  

Zappelini (2014) utilizou um método de geração de hidreto com o ICP OES 

para determinação multielementar de arsênio (As) e selênio (Se) em amostras de 

efluentes da Empresa Carbonífera Metropolitana. As condições ótimas para as 

variáveis envolvidas no processo foram: NaBH4 4,5%, KI de 5,0%, HCl 4 mol L-1, 

potência do plasma de 0,8 KW, vazão do gás 18,0 L min-1. A exatidão do método foi 

confirmada por meio da análise de padrões certificados (NIST) e amostras de 

referência com a adição e recuperação de padrão. O método proposto apresentou 
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vantagens em relação ao desempenho tradicional do ICP OES, ou seja, com o modo 

de introdução direta.  

Morais et al. (1995) utilizou a espectrometria de absorção atômica com o 

método de geração de hidretos (HG-FAAS) para determinar baixos níveis de selênio 

em amostras de fígado bovino. A exatidão do método foi confirmada por meio da 

análise do material de referência certificado NIST 1577a. O método proposto 

permitiu a determinação de Se em fígado bovino em concentrações acima de 0,1 µg 

g-1.  

Wang e Zhang (2011) determinaram simultaneamente arsênio, bismuto, 

telúrio e selênio em amostras de solo utilizando um espectrômetro de fluorescência 

atômica multicanal com geração de hidretos, HG MC AFS. Os limites de detecção do 

método para arsênio, bismuto, telúrio e selênio foram 0,19 μg g-1, 0,10 μg g-1 0,11 μg 

g-1 e 0,08 μg g-1, respectivamente.  

3.5 PROCESSO DE GERAÇÃO DE VAPOR QUÍMICO  

O processo de determinação do analito através da geração de vapor químico 

é dividido em três etapas principais: a geração do hidreto volátil, o transporte do 

hidreto volátil para o atomizador e a atomização (LAJUNEM, 1992; POLLOCK, 1972; 

VIEIRA; RIBEIRO; CURTIUS, 2004).  

3.5.1 Mecanismo de formação dos hidretos  

A literatura propõe duas hipóteses de mecanismo para a formação dos 

hidretos voláteis: o mecanismo do hidrogênio “nascente” e o mecanismo do 

hidrogênio “não nascente”.  

O mecanismo do hidrogênio “nascente” é conhecido como a primeira hipótese 

que descreve a forma como os hidretos voláteis são formados. De acordo com este 

mecanismo, considerando o sistema de redução borohidreto de sódio/ácido, o íon 

BH4
- reage com o íon H+ formando ácido bórico e hidrogênio atômico. Em uma etapa 

posterior, o hidrogênio atômico reage com íon do analito formando o hidreto 

corresponde (D’ULIVO, 2010). As equações 2 e 3 representam as supostas reações 

que ocorrem na geração do hidreto de selênio.  
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              (2)  

               (3)  

A segunda proposta de mecanismo de formação dos hidretos, mecanismo do 

hidrogênio “não-nascente”, tem sido abordado por pesquisadores que discordam do 

fato de que o processo de redução de íons hidrônio a hidrogênio atômico, na 

presença de NaBH4, seja termodinamicamente favorável. Segundo esses 

pesquisadores, a transferência gradual de átomos de hidrogênio do borano para o 

substrato analito, logo após a formação de complexos intermediários analito-borano, 

é mais provável de ocorrer (D’ULIVO, 2010; D’ULIVO et al., 2011) como 

representado nas equações 4 e 5, respectivamente.  

     4  +  3  + + 2 2  → intermediários →  3  3  (  ) +  2        (4)  

     4  / Intermediários + A →                     (5)  

Alguns estudos demonstraram experimentalmente, através do uso de 

reagentes deuterados, que a reação de arsênio (III) e arsênio (V) com o NaBD4 

(borohidreto de sódio deuterado) em HCl 3 mol L-1 e H2O gerou como produto 

principal AsD3, e quando o NaBH4 foi usado em ácido deuterado (DCl) e água 

deuterada (D2O), obteve-se como principal produto a arsina (AsH3). Diante disso, 

concluiu-se que a formação desta ocorreu mediante a transferência do hidrogênio 

que estava associado ao boro e não pelo envolvimento do hidrogênio atômico, pois, 

se este fosse realmente o responsável pela formação do hidreto, o produto principal 

obtido na reação química seria AsHnD3
-n (BRANCH; HUTCHISON, 1985).  

3.5.2 Diferentes sistemas de geração de hidretos  

Existem basicamente dois tipos de sistemas de geração de hidretos: sistemas 

em batelada e sistemas em fluxo (fluxo contínuo e injeção em fluxo). Ressaltando 

que o formato destes sistemas influencia diretamente a formação e liberação das 

espécies voláteis (DEDINA; TSALEV, 1995; NAKAHARA, 1995; SLACHCINSKI, 

2014). A Tabela 1 apresenta as características principais destes três sistemas.  
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Tabela 1 – Características dos sistemas de geração de hidretos.  

Sistema em Batelada  Fluxo Contínuo (CF)  Injeção em fluxo (FI)  

• A amostra é introduzida   

manualmente (1-50mL)  
• O agente redutor é adicionado 

através de  
bomba peristáltica ou  

 injetado manualmente;    
• A espécie gasosa é 

transportada para sistema  
de atomização por um gás  

 inerte;    
• O sinal é transiente e depende 

da cinética de  
liberação das espécies  

 voláteis;    
• Pouca possibilidade de 

automação e frequência 

analítica relativamente  

baixa.  

  

Amostra e reagentes são 

  transportados 

continuamente por bombas 

peristálticas a um ponto de 

mistura;  

Através de uma bobina de   

reação os reagentes são 
conduzidos a um separador  
gás-líquido;  

As espécies gasosas são    
transportadas para o  
atomizador por um gás  

inerte;    
O sinal é contínuo e 

proporcional à concentração  

do analito;    
De fácil automação, mas o  
equilíbrio do sinal é mais  
demorado;  
Maior frequência analítica 

em relação ao sistema em 

batelada  

A solução carreadora é 
bombeada continuamente e 
um volume de amostra é 
injetado no carreador (~100- 
1000 μL);  
Sinais transientes são 

gerados, cuja área integrada 

é proporcional à massa do 

analito;  
O perfil do sinal depende da 

dispersão da amostra no 

carreador;  
Sensibilidade semelhante 

ao sistema em batelada, 

De fácil automação  
Possui frequência analítica 

maior em relação os 

sistemas em batelada e 

fluxo contínuo, volume e 

consumo menor de 

reagentes.  

Fonte: Vieira, 2007, adaptada.  

3.5.3 Transporte dos hidretos  

O transporte das espécies voláteis ao sistema de atomização pode se dá de 

forma direta, onde os hidretos são conduzidos ao atomizador por intermédio de um 

gás inerte, mais comumente o argônio (Ar). De outra forma, os hidretos formados 

são inicialmente são trapeados em armadilhas, que teoricamente ficam localizadas 

entre o frasco reacional e o atomizador, sendo em seguida transportado para o 

atomizador, tal processo é denominado de ‘’coleta’’ (TAKASE et al., 2002; YAN; NI, 

1994). Ressaltando, que este procedimento era bastante comum quando o sistema 

de redução metal/ácido era utilizado, já que a reação era relativamente lenta 

podendo decorrer minutos para ser concluída, daí a importância de pré-concentrar 

as espécies antes de transportá-las para o atomizador. Entretanto, em termos de 

frequência analítica, o transporte dos hidretos de forma direta tende a ser mais um 

processo mais vantajoso em relação ao modo de coleta (TAKASE et al., 2002).  
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3.5.4 Atomização e mecanismo de atomização dos hidretos  

No processo de atomização ocorre a conversão do hidreto do analito a seu 

átomo livre. Há diversas possibilidades de atomizadores empregados para promover 

a atomização dos hidretos, visto a variedade de técnicas analíticas que podem ser 

empregadas em conjunto com geração de vapor (TAKASE et al., 2002). A absorção 

atômica, por exemplo, apresenta as seguintes possibilidades: o tubo de quartzo 

aquecido externamente, a chama e o forno de grafite (CHU; BARRO; 

BAUMGARNER,1972; TAKASE et al., 2002; THOMPSON; THOMENRSON, 1974).  

Na espectrometria de emissão óptica, os hidretos do analito são introduzidos 

diretamente no plasma. Segundo a literatura, a atomização ocorre via interação dos 

hidretos com radicais hidrogênio (H•), e que, apesar de o mecanismo de formação 

de radicais H• ainda não ser muito bem compreendido, supõe-se que traços de 

oxigênio podem ser responsáveis pela formação dos mesmos (BAX; VAN 

ELTEREN, 1986; TAKASE et al., 2002).  

 As Equações 6, 7 e 8 mostram as reações de geração dos radicais 

hidrogênio, e as equações 8 e 9 exemplificam o mecanismo de atomização do 

hidreto de Se (JIN; YIXIANG DUAN; OLIVARES, 1997).  

                   (6)  

                  

(7)                  

(8)  

    2 ( ) + H(• ) →    ( ) + H2  ( )                (9)  

                 (10)  

3.6 INTERFERÊNCIAS  

A geração de vapor tende a ser um método de introdução de amostra que 

minimiza interferências já que há uma separação do analito e da matriz. Mas, elas 
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podem ser encontradas na etapa de formação e liberação dos hidretos da solução, 

no transporte dos mesmos ao sistema de atomização. Durante a atomização pode 

também haver interferências espectrais (DEDINA, TSALEV, 1995; TAKASE et al., 

2002; VIEIRA; RIBEIRO; CURTIUS, 2004).  

3.6.1 Interferências na etapa de formação dos hidretos voláteis  

As Interferências na fase líquida podem ser causadas pelo efeito da matriz ou 

pela presença de elementos que apresentam diferentes estados de oxidação. As 

interferências devido aos componentes da matriz tendem a ocorrer quando estes 

interferem na liberação do hidreto. Alguns metais de transição como Co, Cu e Ni, por 

exemplo, podem ser reduzidos com NaBH4 e formar precipitado dificultando o 

processo de expansão gás gerado e, consequentemente, redução do sinal do analito 

(DEDINA, TSALEV, 1995; TAKASE et al., 2002).  

Os ácidos inorgânicos oxidantes tais como HNO3, H2SO4 e HClO4, 

comumente empregados em processos de decomposição oxidativa de amostras, 

também podem interferir na geração do hidreto de interesse já que conduz a 

oxidação do elemento a seu estado de oxidação mais elevado (As(III)/As(V), 

Sb(III)/Sb(V), Se(IV)/Se(VI) e Te(IV)/Te(VI), por exemplo), que apresenta velocidade 

de redução mais lenta ou não é derivatizado. Além do mais, durante a etapa de 

geração do hidreto, espécies NOx voláteis oriundas do HNO3 podem interferir no 

processo de atomização dos hidretos (KUMAR; RIYAZUDDIN, 2010; YAN; NI,1994).  

Algumas alternativas têm sido empregadas com o objetivo de eliminar ou 

minimizar interferências que ocorrem na fase líquida, como, por exemplo, o aumento 

da acidez da solução e/ou do controle da concentração do reagente redutor; a 

adição de agentes mascarantes (sulfanilamida, ácido sulfâmico, ácido amidosulfúrico 

e tioureia); e métodos de separação de interferentes (precipitação, troca iônica, 

coprecipitação) (TAKASE et al., 2002).   

3.6.2 Interferências na fase de vapor  

As interferências na fase de vapor estão propensas a ocorrer no volume morto 

da célula de reação, 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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geração do interferente, ou pelo chamado efeito de memória, caso persista após 

cessar a geração do interferente. As "interferências de transporte" ocorrem ao longo 

da linha de transporte, causando atraso, interferência na cinética de transporte e/ou 

perdas do analito (DEDINA; TSALEV, 1995; TAKASE et al., 2002).  

As interferências que ocorrem no processo de atomização podem ocorrer 

quando o excesso de um outro elemento também formador de hidreto venha a 

causar redução do sinal analítico seja por da redução da concentração dos radicais 

hidrogênio no interior do sistema de atomização ou por acelerar o decaimento dos 

átomos livres do analito no atomizador via reação analito-interferente que pode 

resultar na formação de moléculas diatômicas (DEDINA; TSALEV, 1995; TAKASE et 

al., 2002; WANG; ZHANG, 2011).  

3.6.3 Interferências espectrais  

A interferência espectral ocorre quando o detector interpreta o sinal da 

espécie interferente como se fosse do analito, podendo ser ocasionada pela 

presença de espécies atômicas que absorvam ou emitam radiação no mesmo 

comprimento de onda que o analito. Este tipo interferência é bastante minimizado 

em geração química de vapor já que o analito é separado da matriz (DEDINA; 

TSALEV, 1995; TAKASE et al, 2002.  

3.7 ESPECTROMETRIA DE EMISSÃO ÓPTICA COM PLASMA INDUZIDO POR 

MICRO-ONDAS COM GERAÇÃO DE HIDRETO (HG-MIP OES)  

A espectrometria de emissão óptica consiste em converter os elementos 

contidos em uma determinada amostra em átomos ou íons livres e, em seguida, 

excitar seus elétrons para maiores níveis de energia. Quando os elétrons retornam 

ao estado menos energético (estado fundamental), essas transições eletrônicas 

liberam energia na forma de radiação produzindo linhas espectrais nas regiões do 

ultravioleta e visível que são essenciais na análise elementar qualitativa e 

quantitativa (KRUG et al., 2001).  

Desde a sua descrição como fonte de excitação para a espectrometria 

atômica 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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atomização/excitação/ionização popular e apropriada para a análise elementar 

(GONCALVES; MCSWEENEYB;  

DONATI, 2016). Por outro lado, o plasma induzido por micro-ondas (MIP’s) evoluiu 

nas últimas duas décadas como fonte de excitação para espectrometria de emissão 

óptica e como fonte de ionização 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 potência que poderia ser 

utilizado com micro-ondas de até 1,5 Kw e ser mantido com nitrogênio, ar e hélio à 

pressão atmosférica foi desenvolvido por Okamoto et al. (1990). Esta fonte produzia 

um plasma bem semelhante ao ICP, permitindo assim, a introdução da amostra na 

forma de aerossol no plasma com auxílio de um nebulizador pneumático 

convencional sem que houvesse a necessidade de dessolvatação. A partir desse 

advento, o uso de nitrogênio e ar comprimido como gás de plasma foi mais estudado 

em relação ao plasma de argônio e hélio (MAEDA; WAGATSUMA, 2004; ZHAG; 

WAGATSUMA,  

2002).  

No entanto, alguns inconvenientes como, por exemplo, baixa tolerância para a 

carga de água e o curto tempo de vida da tocha em decorrência da erosão 

provocada pelo plasma foram alguns dos obstáculos superados. Fatores como 

potências de MIP altas e baixas, posições 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 espectrômetro (JANKOWSKI et al., 1999; 

GONCALVES; MCSWEENEYB; DONATI, 2016).  

Algumas das principais vantagens associadas ao MIP OES estão 

relacionadas à capacidade de detecção multielementar, sensibilidade relativamente 

alta, ampla gama de resposta linear e baixo nível de ruído, em relação a algumas 

outras técnicas, além de permitir a detecção de um grande número de elementos 

químicos, tais como: metais alcalinos, de transição, terras raras, e alguns não-metais 

(JANKOWSKI et al., 1999). Por outro lado, a utilização de nitrogênio como gás de 

plasma é uma importante conquista, pois favorece um custo de funcionamento 

significativamente reduzido em comparação às fontes tradicionais de ICP que 

utilizam plasmas de argônio (MACHADO, 2017). Em alguns estudos de comparação 
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entre o MIP OES e outras técnicas para análise 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 emissão atômica com plasma induzido por 

micro-ondas empregando extração com DTPA. Os limites de detecção obtidos foram 

comparáveis aos obtidos no ICP OES e melhores que os obtidos tipicamente no F 

AAS.  

Estudos de comparação entre MIP OES e ICP-MS para a análise 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, após digestão por micro-ondas. Os limites 

de detecção foram na faixa baixa µg L−1. Todos os metais foram determinados com 

sucesso com o MIP OES e forneceram resultados quase idênticos com o ICP-MS 

(KARLSSON; SJOBERG; OGAR, 2015).  

Li et al. (2013) determinaram Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de ração animal e 

fertilizante, digeridos por ácido nítrico e clorídrico, 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 espectrômetro de 

emissão óptica com plasma induzido por micro-onda que utiliza plasma de nitrogênio 

(N2) que pode ser obtido a partir de um compressor de ar conectado a um gerador 

N2. Tratase do modelo MP AES 4200 da Agilent Technologies, a qual, 

possivelmente, é a única detentora dessa tecnologia na atualidade.  

  
Figura 3 – Componentes de um espectrômetro com plasma de micro-ondas gerado por N2 (MP-AES 

4200, Agilent Technologies).  
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Fonte: (YOSHIDA, 2013), Adaptada.  

Um sistema típico de espectrometria de emissão óptica com plasma induzido 

por micro-ondas consiste em três componentes principais: uma fonte de excitação 

acoplada a um sistema de introdução de amostras e um sistema de alimentação de 

gás de plasma; um sistema de detecção; um espectrômetro e um sistema eletrônico 

para processamento de sinal aquisição de dados e controle do instrumento 

(JANKOWSKI; RESZKE, 2010).  

O sistema de introdução de amostra é composto por uma bomba peristáltica 

(0 - 80 rpm); um nebulizador OneNeb e uma câmara de nebulização ciclônica 

(GONÇALVES, 2016).  

O conjunto de excitação micro-ondas dispõe de uma fonte de alimentação de 

estado sólido e um magnetron resfriado a ar que opera a 2450 MHz. A potência do 

plasma é fixa (1kW). O plasma atua com configuração axial para melhor 

sensibilidade das medições e melhores limites de detecção (AGILENT 

TECHNOLOGIES, 2014).  

A configuração óptica é formada por um sistema de rápida varredura óptica de 

alta resolução para medições rápidas usando um designer compacto. 

Monocromador Czerny-Turner com 600 milímetros de comprimento. A rede de 

difração holográfica contém 2400 linhas/mm. Faixa de comprimento de onda de 178 

- 780 nanômetros. Um dispositivo de carga acoplada - CCD (charge-coupled device) 

sensível a UV (532 x 128 pixels) (AGILENT TECHNOLOGIES, 2014).  

Alternativamente, ao MIP OES pode ser acoplado um Sistema de Introdução 

de Amostra Multimodal (MSIS), como mostrado na Figura 4, que consiste em uma 

câmara de nebulização ciclônica equipada com tubos verticalmente opostos no 

centro. O acessório MSIS fornece meios convenientes para determinação de 

elementos por nebulização convencional ou por geração de vapor químico, 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 introdução de amostra multimodal (MSIS) Fonte: 

Agilent Technologies, 2014.  

No modo geração de vapor, o MSIS exibe um desempenho significativamente 

melhor para a determinação de Selênio, além de outros elementos formadores de 

hidretos, em comparação ao respectivo desempenho oferecido pela nebulização 

convencional (BRINDLE, 2007; LOPES et al., 2009; MECLAUGHLIN; BRINDLE, 

2005; POHL; JAMROZ, 2011; SLACHCINSKI, 2014).  

Como já mencionado, a introdução do analito na forma de vapor elimina e/ou 

minimiza possíveis efeitos causados pelos concomitantes no processo de 

nebulização, implicando numa atomização e excitação mais eficiente, podendo, 

ainda, reduzir e/ou eliminar possíveis interferências espectrais e não espectrais 

(AFONSO; BAYTAK; ARSLAN, 2010; MECLAUGHLIN; BRINDLE, 2005; TYBURSKA 

et al., 2010). Uma vez que os estágios de dessolvatação e evaporação do solvente 

se tornam desnecessários, a energia consumida nesta fase fica disponível para as 

fases de atomização e excitação, desta forma, há um aumento do sinal de emissão 

e, portanto, melhor limite de detecção (OZAKI, 1990). Alguns trabalhos empregaram 

o acessório MISIS para a geração de hidretos de selênio, além de outros elementos, 

e os resultados foram promissores.  

Barrientos et al. (2016) fizeram a determinação de selenometionina (SeMet) e 

Se (IV) em leveduras biofortificadas por HPLC-HG-MIP-OES. Os limites de 

quantificação na coluna avaliados foram 59 ng mL-1 para Se (IV) e 0,52 μg mL-1 para 

SeMet. O procedimento foi capaz de detectar diferenças na concentração de selênio 

entre culturas e os resultados foram consistentes com os obtidos ao acoplar a 

separação por HPLC diretamente à detecção por ICP-MS.  

Matusiewwicz e Slachciñki (2010) usaram um método de amostragem de 

suspensão para a determinação simultânea de As, Sb, Se, Sn e Hg em materiais de 

referência biológicos e ambientais (LUTS-1, DOLT-2 e PACS-1). Para isso, 
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utilizaram o sistema comercial de introdução de amostras multimodal (MSIS) 

acoplado ao MIP  

OES. Concentração de suspensão até 3,6% m/v (partículas <100 μm) preparada em 

10% HCL contendo 100 μL de decanol, por aplicação de agitação ultra-sônica. 

Limites de detecção de 0,06, 0,08, 0,15, 0,12 e 0,10 µg-1 foram obtidos para As, Sb, 

Se, Sn e Hg, respectivamente. A validação do método foi confirmada por meio da 

análise dos três materiais de referência certificados. Estes mesmos autores 

utilizaram o método de amostragem de suspensão para a determinação simultânea 

de elementos formadores de hidretos (As, Bi, Ge, Sb, Se, Sn e Hg) e não 

formadores (Ca, Fe, Mg, Mn, Zn) em materiais de referência biológicos e ambientais 

e amostras reais. Para este procedimento, foi utilizado o MSIS acoplado ao MIP 

OES. Concentração de suspensão até 4% m/v (partículas <100 μm) preparada em 

10% de HNO3 contendo 100 μL de decanol, por aplicação de agitação ultra-sônica. 

Foram obtidos limites de detecção 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 μg g-1 para As, Bi, Ge, Sb, Se, Sn, Hg, Ca, Fe, Mg, Mn e Zn, 

respectivamente. A exatidão do método foi confirmada por meio da análise dos 

materiais de referência LUTS-1, DOLT-2, PACS-1, GWB 07302, NIST 2710) 

(MATUSIEWWICZ; SLACHCIÑKI, 2007).  

3.8 ESTUDO DOS FATORES EXPERIMENTAIS PARA A GERAÇÃO DE 

HIDRETOS  

A eficiência da geração de hidretos voláteis na fase líquida é determinada 

pelos seguintes fatores (SLACHCINSKI, 2014):  

• Estado de oxidação do elemento na solução;  

• Concentração e tipo de ácido;  

• Concentração e tipo de agente redutor;  

• pH da solução;  

• Tipo de material e design da célula de reação;  

• Presença e concentração de elementos interferentes;  

• Natureza e reatividade dos elementos formadores de hidreto;  

• Influência da matriz;  

• Fluxo do gás de purga;  

• A solução alcalina para estabilização do borohidreto de sódio.  
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3.8.1 Agente redutor  

Os agentes redutores são classificados como redutores metálicos em meio 

ácido, tais como Zn/HCl, SnCl2/HCl-KI e MgHCl/TiCl3, e tetrahidroborato de sódio, 

(NaBH4). Este último tem sido o mais empregado em geração de hidretos visto ao 

excelente desempenho para converter um número relativamente grande de analitos 

(Se, As, Sn, Sb, Te, Bi, além de outros) às suas formas voláteis correspondentes 

(DEDINA; TSALEV, 1995; SLACHCINSKI, 2014; TAKASE et al., 2002), quando 

comparado aos redutores metálicos. Além disso, torna a reação mais rápida, 

eficiente, o meio reacional mais homogêneo e confere valores de branco analítico 

menores (BARRA et al., 2000; BRAMAN, JUSTEN, FORBRACK, 1972; DEDINA; 

TSALEV, 1995; MOLLO, FERREIRA, MOISÉS, 2013; NAKAHARA,1995; POHL; 

JAMROZ, 2011; SLACHCINSKIT, 2014; TAKASE et al., 2002).  

No entanto, quando este reagente é preparado em meio aquoso é muito 

instável, por isso é recomendado que o seu preparo seja em meio hidróxido de sódio 

(NaOH) ou potássio (KOH), que podem introduzir contaminantes no meio e até 

causar supressão do sinal analítico, se usados com displicência (MENEGARIO, 

GINÊ, 2000; STURGEON; MESTE, 2002).  

Greco (2016) observou que as absorvâncias de Se reduziu quando a solução 

de 1,0% (m/v) NaBH4 preparada no dia anterior era usada. Concluiu que a 

degradação desta solução estava associada ao aumento da evolução do hidrogênio 

proveniente da hidrólise do íon BH4
- e, por isso, as soluções NaBH4 em meio NaOH 

0,5% (m/v) foram preparadas diariamente e minutos antes das análises.  

Menegário e Giné (2000) observaram que os sinais de As e Se reduziram 

respectivamente 5,0 e 3,5% após três horas. Concluíram que este decréscimo 

ocorreu em decorrência da degradação da solução de NaBH4  a qual foi preparada 

em meio não alcalino.   

Lee e Choi (1996) verificaram a influência da concentração do HCl na geração 

dos hidretos de As, Bi, Ge, Sb e Sn em um sistema de fluxo contínuo com um ICP 

OES. Observaram que a faixa de 0,3 a 0,4 mol L-1 de HCl em NaOH 0,1% 

proporcionou melhor resposta para todos os hidretos em questão. E quando se 

usava NaOH 2,5%, a faixa aumentava de 0,6 a 0,8 mol L-1. Logo, chegaram as 

seguintes conclusões: a quantidade de hidróxido de sódio na solução redutora é 

importante e que a neutralização da mesma pelo ácido é a reação preferencial para 
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a geração dos hidretos; e que melhor eficiência na formação dos hidretos é 

alcançada após a quantidade de milimols de HCl exceder a soma dos milimols do 

NaBH4 mais o NaOH.  

3.8.2 Concentração do redutor e concentração do ácido  

A concentração dos reagentes é um fator de extrema relevância em geração 

de hidretos, uma vez que influencia diretamente a eficiência e a estabilidade da 

reação química. A presença de íons H+ no meio reacional é necessário para a 

formação da espécie volátil e neutralização dos íons hidróxidos (OH-). Sendo que as 

concentrações 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).  

Concentrações relativamente altas de ácido clorídrico podem ser vantajosas 

uma vez que podem reduzir significativamente algumas interferências causadas pela 

fase líquida (DEDINA; TSALEV, 1995), por metais de transição (SCHRAMEL, 1991) 

e, além disso, pode auxiliar na redução 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 interferências de metais de 

transição sobre a resposta analítica de selênio por ICP OES variando a 

concentração de NaBH4. Concluíram que 0,5% de NaBH4 e HCl 4,8 mol L-1 reduziam 

estas interferências.  

Apesar de o ácido clorídrico ser mais frequentemente utilizado em geração de 

hidretos, há relatos na literatura de que outros ácidos também foram empregados 

como meio reacional para este propósito (MATUSIEWICZ; SLACHCINSKI, 2007; 

MATUSIEWICZ; SLACHCINSKI, 2010).  

Thompson et al. (1978) avaliaram o efeito de diferentes concentrações de 

HCl, H2SO4, HClO4, HBr e HNO3 na formação dos hidretos dos analitos As, Sb, Bi, 

Se e Te. Concluíram que o HCl 5 mol L-1 foi o que apresentou melhores condições 

para desenvolver a reação química de geração dos hidretos voláteis, e que o sinal 

analítico obtido com o uso do H2SO4 e do H3PO4 foi bem menor quando comparado 

ao obtido com o HCl.  

Concentrações relativamente altas de NaBH4 melhoram significativamente o 

sinal analítico da espécie envolvida, por outro lado, podem gerar uma quantidade 
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excessiva de hidrogênio que pode comprometer o desempenho de alguns sistemas 

de detecção como do ICP OES, por exemplo, que consequentemente pode tornar as 

medidas pouco reprodutivas, devido à alta evolução de hidrogênio na célula de 

reação (THOMPSON et al.,1974).  

Thompson et al. (1974) determinando As, Sb, Se, Bi e Te simultaneamente 

por ICP OES, observaram que, quando a concentração de NaBH4 estava próximo de 

1%, a resposta para estes analitos era maior, mas acima deste valor o sinal reduzia 

significativamente, provavelmente, devido a diluição do analito ou mudanças nas 

condições do plasma causadas pela introdução de grande quantidade de 

subprodutos gerados na reação química. Em concentrações maiores que 1,5% o 

plasma se tornava altamente instável e se extinguia com muita facilidade.  

Greco (2016) observou que quando a concentração do NaBH4 era superior a 

1,0% (m/v), o sinal analítico do Se aumentou, porém houve uma falta de 

repetitividade entre as medidas, que, provavelmente, foi consequência da reação 

para a geração do hidreto ter sido turbulenta em decorrência do excesso de H2 

gerado no meio reacional.  

Coelho e Baccan (2004) determinaram selênio em urina e observaram que o 

sinal analítico aumentava gradativamente até 0,5% (m/v) de NaBH4 na concentração 

de HCl 1,00 mol L-1. Porém, aumentando a concentração de HCl para valores de 

2,00 mol L-1 o sinal analítico permaneceu quase constante. E aumentando a 

concentração de NaBH4, observaram que além da geração do hidreto de selênio, 

ocorria a formação excessiva de hidrogênio, que, provavelmente, provocava uma 

menor repetitividade dos sinais do analito.  

Por tais motivos, principalmente, a concentração de NaBH4 deve ser 

otimizada conforme o elemento ou grupos de elementos que formam hidretos, o tipo 

de amostra, o tipo de separador gás-líquido e o equipamento de medição 

(MATUSIEWICZ; SLACHCIÑSK, 2014).  

3.8.3 Agente pré-redutor  

A geração de vapor químico, na maioria das vezes, é substancialmente mais 

bem conduzida quando os elementos estão presentes em seus menores estados de 

oxidação. Pode-se inferir que, na prática, o estado de oxidação do analito é 

influenciado principalmente pelo tipo de preparo de amostra empregado. Em preparo 
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de amostras envolvendo decomposição oxidativa com o uso de ácidos inorgânicos 

concentrados, o elemento formador de hidreto tende a ser oxidado ao respectivo 

estado de oxidação mais elevado que, como já mencionado, apresenta velocidade 

de redução mais lenta, sendo necessário proceder uma redução prévia ao estado de 

oxidação mais baixo com o auxílio de um agente pré-redutor antes da reação 

química de geração de vapor (OLIVEIRA, MALAREN, BERMAN, 1982). No processo 

de geração do hidreto de selênioe utilizando borohidreto de sódio, por exemplo, o Se 

(IV) tem maior afinidade para formar hidreto (H2Se), mas caso o Se (VI) for reduzido 

a Se (IV) é possível determinar a concentração de Se total na amostra, isso pode ser 

conseguido mediante uma etapa de pré-redução de Se (VI) para Se (IV) (BYE, 

1989), o que convencionalmente pode ser feito com auxílio de algum agente pre-

redutor como tioureia, L-cisteína, ácido clorídrico (HCl), ácido bromídrico (HBr), a 

mistura de HCl com HBr e mistura de HCl com brometo de potássio (KBr) 

(GALLIGNANI, 2000).  

Também é muito comum o emprego de HCl, em concentrações relativamente 

elevadas associado à temperatura para converter selênio hexavalente em selênio 

tetravalente. Este procedimento é vantajoso pelo fato do HCl já ser utilizado na 

reação de geração de hidretos e não há a necessidade de reagentes adicionais que 

pode causar algum tipo de interferência. Ademais, cuidados são necessários quanto 

ao controle da temperatura empregada, independentemente do tipo de aquecimento, 

já que pode haver perdas de analito na forma de cloreto. Concentração 

relativamente elevada deste reagente também pode influenciar o processo de re-

oxidação de Se (IV) a Se (VI), uma vez que pode ocorrer formação excessiva de Cl2 

em decorrência da reação química entre HCl e o H2O2 presentes no meio (DEDINA e 

TSALEV, 1995).  

Portanto, devido aos diferentes sistemas de geração hidretos, e pela 

dificuldade em se obter uma descrição precisa de como os fatores experimentais 

envolvidos no processo de geração de vapor podem influenciar na sensibilidade das 

medições, é imperativo promover um procedimento de otimização de tais fatores em 

cada sistema particular, desta forma, melhores resultados podem ser alcançados.  

A Tabela 2 apresenta alguns trabalhos encontrados na literatura. Ela 

apresenta as condições experimentais utilizadas para a geração de vapor químico 

de selênio, assim como outros elementos, o tipo de preparo de amostra empregado 

e a técnica analítica de detecção.  
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Tabela 2 – Condições experimentais empregados na geração de vapor de selênio, e outros elementos, o preparo de amostra e técnica 

analítica de detecção.  

 

Analito/matriz  Concentração de  Pré-redutor  Tipo de preparo de amostra:  Referência ácido/concentração do redutor  método 

de determinação  

 

Se/sedimentos, partículas 

em suspensão, tecido 

biológico  

HCl: 50% (v/v)  HCl a 6 mol L
-1

 e ID-HG-ICP-MS:  
NaBH4:0,6% (m / v) em NaOH 0,45 mol aquecimento em banho- digestão/autoclave  

Kleckner;  
Kakouros;  
Stewart, 2017  L-1  maria a 90°C/30min  

Se/Telúrio em pó de alta 

pureza  
HCl:5% (v/v)  
KBH4: 1% (m/v) em NaOH 0,5% (m/v)  

HCl a 6 mol L
-1

 e  HG-AFS:  
aquecimento em chapa a dissolução/chapa de aquecimento  

Tong; Ying;  
Jinyong, 2016  

100°C/10 min
   

Se/NRCC DOLT-2 e NIST 

2710  
HCl: 1,0 mol L

-1
  

NaBH4: 2.0% (m/v) em NaOH a 0,5% 

m/v  

Tioureia a 1,0 mol L
-1

  μ-USN/QCS-HG-MIP OES 

digestão/micro-ondas  
Matusiewicz;  
Ślachciński, 2017  

Se/vinho, cerveja, fermento e 

alho/Se  
HCl:12,0% (v/v) NaBH4: 1,5% m/v em  

0,05% NaOH (m/v)  
KI a 0,5% em NaOH a 

0,2%  
RP-HPLC-HG-AFS:  
digestão  

Castro; Fiorentini;  

Wuilloud, 2017  

As, Bi, Sb, Se, Sn e 

Te/Ligas de chumbo  
HCl:6,0 mol L

-1
 (As, Bi, Se e Te) e 0,1 

mol L
-1

 (Sb e Sn)  
NaBH4: 0,60%(m/v) em NaOH 0,05% 

(m/v)  

n  
FI-HG-ICP-MS:  

Nunes; Flores; 

Paniz,2016  
solubilização/ chapa de aquecimento  

As, Sb e Se/suco de cenoura  HCl: 3,0 mol L
-1 

(As, Sb) e 6,0 mol L
-1  

(Se)  
NaBH4:1% em NaOH 0,1 mol L

-1
  

As e Sb (ácido ascórbico  
0,5% (m/v) e KI 0,5%  
(m/v) em HCl 3 mol L

-1
  

Se HCl 6 mol L
-1

  

HG–ICP OES: digestão/chapa 

de aquecimento  
Welna;  
SzymczychaMadeja; 
Pohl,  
2014  
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n/As, Sb e  Se  HCl: 3 mol L
-1

  

NaBH4: 0,75  
% (m/v) em NaOH 0,5% (m/v)  

  

  

KBr a 0,5% em HCl a 7,5 HG-MIP OES:  
mol L

-1
  digestão/reator aquecido  

Bulska; Tschopel, 

1993  

Continuação Tabela 2 - Condições experimentais empregados na geração de vapor de selênio, e outros elementos, o preparo de amostra e 

técnica analítica de detecção.  

 

Analito/matriz  Concentração de  Pré-redutor  Tipo de preparo de amostra:  Referência ácido/concentração do redutor  método 

de determinação  

 

As, Bi, Ge,  
Sb, Se e Hg/PACS-1, CTA- 
OTL-1, SRM 1566, SRM 

SRM 2711  

As, Bi, Ge, Sb, Se, Sn e 

Hg/DOLT-2, SRM 2710,  

CRM GBW 07302, SRM 

1643e  

As, Sb, Se, Sn e Hg/ 

LUTS1, DOLT-2 e PACS-1  

  

As, Bi, Ge, Sb, Se, Sn e Hg  
/LUTS-1, PACS-1,  
DOLT-2, GBW 07302 SRM 

1633b e SRM 2710  

As, Bi, Ge, Sb, Se, Sn e Hg/  
NRCC DOLT-2  
CRM GBW 07302  
SRM 2710 e SRM 1643e  

Se/Ovos (clara e gema)  

Se/solo  
HCl: 1mol L

-1
  

NaBH4: 1% em NaOH 0,1% (m/v)  

HCl: 2,5 mol L
-1

 NaBH4: 1,5% em 

NaOH 0,1% (m/v)  

  

HCl:10% (v/v) NaBH4:1,5% 

em NaOH 0,1%  

  

HNO3: 10%/ NaBH4  1,5 em NaOH 

0,1%  

HNO3:  1,5 mol L
-1

  

NaBH4:1,0% (m/v) em 

NaOH 0,1%(m/v)  

HCl: 5,3 mol L
-1 

(3,0 a 

NaBH4: 2,6 % (m/v) em 

NaOH .  

HCl: 3 mol L
-1

/ 1% 

NaBH4: 1% (m/v) em  
NaOH 0,5% (m/v)  
n  

Tioureia a 1 mol L
-1

  

  

  

Tioureia a 10% (m/v)  

Tioureia a 10% (m/v)  

Tioureia a 1 mol L
-1

  

  

KBr a 10 % (m/v) e HCl a 6 moL
-1

 n  
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HG-ETV-MIP OES: 

digestão/micro- 

Matusiewicz; ondas 

 Kopras, 2003  

USN/MSIS-MIP OES: amostragem 

de suspensão  
Matusiewicz;  
Slachcinski, 2014  

SS-HG-MIP OES:  
amostragem de suspensão  

Matusiewicz;  
Slachcinski, 2006  

SS-MSIS-MIP OES: amostragem 

de suspensão  
Matusiewicz;  
Slachcinski, 2007  

USN-HG-MIP OES: digestão/micro-

ondas  
Matusiewicz;  
Slachcinski, 2010  

HG- AFS: digestão/ bloco 

digestor  

Cavalcante, 2014  

HG-GF AAS: extração/banho 

ultrassônico  
Schneider et 

al.,2016  
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Continuação Tabela 2 - Condições experimentais empregados na geração de vapor de selênio, e outros elementos, o preparo de amostra e 

técnica analítica de detecção.     

Analito/matriz  
Concentração de ácido/concentração 

do redutor  
Pré-redutor  Tipo de preparo de amostra: método de 

determinação  
Referência  

Se Sb e Se/água, alimentos 

e suco de polpas de frutas  
HCl: 6 mol L

-1
  

NaBH4: 0,4%(m/v) em NaOH 

0,05%(m/v)  

L-cisteína + ácido  HG-AAS:  
tartárico aquecimento em digestão/banho ultrassônico banho 
ultrassônico a 80  
°C/10 min  

Altunay; Gürkan, 

2016  

Se/água residual  HCl: 3 mol L
-1

  
NaBH4: 3%(m/v) em NaOH 0,06 mol L

-1
  

HCl a 6 mol L
-1

  HG-AFS digestão/chapa de 

aquecimento  
Ezoe et al., 2016  

As e Se /Sedimentos e lama  
industrial  

HCl: 2,5 mol L
-1

  

NaBH4: 2,0% (m/v)  em NaOH 0,5 (m/v)  

n  
HG-ICP OES:  
extração/micro-ondas  

Lopes, 2006  

Se/castanhas  HCl: 0,6 mol L
-1

 NaBH4: 1,0% (m/v) em 

NaOH 0,5¨% (m/v)  
KI a 10% e HCl a 6 mol  
L-1  

HG-AAS  
digestão/bloco digestor e extração/ 

ultrassom  

Greco, 2016  

Se/solo  HCl: 6 mol L
-1

  

NaBH4: 4 % (m/v) em NaOH 0,5% (m/v)  

HCl a 6,0 mol L
-1

  HG-AAS:  
digestão/micro-ondas  

Matos, 2017  

n= não especificado.  
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3.9 OTIMIZAÇÃO MULTIVARIADA  

A análise estatística univariada refere-se a métodos de estatística descritiva 

que permitem a análise de variáveis individualmente e, também, a métodos de 

estatística inferencial para determinada variável, podendo esta ser medida para uma 

ou mais amostras independentes (FERREIRA et al., 2007, TARLEY et al., 2009).  

O processo de otimização univariado normalmente envolve um grande 

número de experimentos que pode fornecer condições que permitem um valor 

otimizado da resposta. Mas, por não levar em conta a interação entre os fatores 

envolvidos no sistema em estudo, o resultado obtido nem sempre é indício das 

condições que proporciona a condição ótima verdadeira. Isso acontece porque nos 

sistemas químicos, as variáveis tendem a interagir entre si via mecanismos que 

proporcionam efeitos sinérgicos e antagônicos. Uma vez ignorado este fato, pouco 

valor é atribuído a otimização (PERALTA-ZAMORA; MORAIS; NAGATA, 2005).  

Nos últimos anos, os sistemas multivariados de otimização têm ganhado 

bastante atenção, demonstrando utilidade para a otimização de parâmetros de 

grande relevância associados a métodos nos mais variados campos do 

conhecimento. Estes sistemas de otimização tendem a proporcionar eficiência, 

redução do número de experimentos, o que resulta em menor consumo de 

reagentes e menor tempo de execução, e, ainda, permite uma avaliação da 

interação 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 quimiométricas 

mais empregadas para otimização de experimentos, sendo utilizado, principalmente, 

em investigações preliminares, ou seja, quando se deseja saber se determinadas 

fatores tem ou não influência sobre a resposta do sistema experimental 

desenvolvido. Neste planejamento, é possível combinar todos os níveis dos fatores. 

No entanto, deve-se selecionar entre 2 e 4 fatores para serem testados em dois 

níveis, sendo o número de experimentos (N) calculado pela expressão N=2K, onde k 

é o número de variáveis (FILHO, 2015). Nos planejamentos de dois níveis, um nível 
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superior é representado por um sinal positivo (+) e um nível inferior é representado 

por um sinal negativo (-).  

Sendo que um ponto central (o) pode ser inserido com o valor médio dos níveis, e 

suas réplicas normalmente é utilizada para estimar o erro experimental (GALVÃO, 

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 níveis com o conjunto de combinações entre os fatores.  

Tabela 3 – Matriz codificada para um planejamento fatorial completo 2
3
.  

Ensaio  Fator 1  Fator 2  Fator 3  

1  -  -  -  

2  +  -  -  

3  -  +  -  

4  +  +  -  

5  -  -  +  

6  +  -  +  

7  -  +  +  

8  +  +  +  

Fonte: Galvão, 2011.  

  

Os resultados obtidos do planejamento fatorial são, geralmente, explicitados 

através de gráfico de Pareto, que exibe ou não a significância dos fatores envolvidos 

e suas interações no processo estudado, mediante a apresentação dos valores dos 

efeitos principais padronizados de todas as variáveis e suas possíveis interações.  

Desta forma, o efeito dos fatores serão tanto maior quanto maior for número 

correspondente aos mesmos. Sendo que um efeito positivo é um indicativo de que a 

o sinal analítico deve aumentar conforme o aumento do fator do nível inferior (-1) 

para o nível superior (+1), por outro lado, um efeito negativo sugere que a resposta 

deve aumentar à medida que o fator diminui do nível superior (+1) para o nível 

inferior (-1) (FERREIRA, 2015).  

3.9.2 Metodologia de Superfície de Resposta (MSR)  

A MSR é um conjunto de técnicas de otimização de experimentos que foi 

desenvolvida na década de 50 pelo inglês George Edward Pelham Box. Trata-se de 

um grupo de técnicas matemático-estatísticas utilizado para análise e modelagem de 
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problemas, onde uma determinada resposta é função de diversas variáveis com o 

intuito de otimizar esta resposta, principalmente. Dentre as metodologias de 

superfície de resposta mais comuns estão: o planejamento composto central, o 

planejamento Box Behnken e matriz de Doehlert (GALVÃO, 2011).  

As metodologias de superfícies 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 quadráticos, às respostas obtidas com 

planejamentos fatoriais. No entanto, o deslocamento segue o caminho da máxima 

inclinação de um determinado modelo, onde há indício de máxima resposta 

(BEZERRA et al., 2008; FERREIRA et al., 2004; GALVÃO, 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 otimização de experimentos de segunda ordem 

que apresenta seus pontos distribuídos de forma uniforme por toda região 

experimental. Para duas variáveis, por exemplo, o desenho Doehlert consiste de um 

ponto central e seis pontos formando um hexágono regular, como mostrado na 

Figura 5. No entanto, uma variável é variada em cinco níveis enquanto a outra em 

três níveis. Geralmente, a variável escolhida para variar em cinco níveis é aquela 

que exerce maior influência sobre o sistema estudado, desta forma maiores 

informações podem ser obtidas a respeito do mesmo. Sendo o número de 

experimentos (N) determinado pela equação N= k2 + k + Co, onde: k é o número de 

variáveis e Co é o número de pontos centrais  

(BEZERRA ,2003; BEZERRA, et al., 2008; BRERETON,1996; DEMING; MORGAN, 

1988; DOEHLERT, 1970; FERREIRA et al., 2004; GALVÃO, 2011; NETO, 

SCARMINIO, BRUNS, 2010).  
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Figura 5 – Desenho de um planejamento Doehlert, representado por um hexágono regular com as 

coordenadas normalizadas, para duas variáveis. Fonte: Cavalcante, 2014.  

O desenho é definido considerando-se o número de variáveis e os valores 

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

real normalmente é dada pela equação 11:  

                     (11)  

Onde:  

Ci – é o valor codificado para o fator i;  

Xi – é o valor real no experimento;  

Xi0 – é o valor real no ponto central no domínio experimental;  

ΔXi – é o passo de variação (valor central – valor mínimo);  

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

segundo fator, respectivamente).  

A Tabela 4 apresenta uma matriz Doehlert para dois fatores (CAVALCANTE, 

2014; NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2010).  

  

  

  

  

  
Tabela 4 – Matriz de Doehlert para duas variáveis (A e B) com um ponto central.  
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Experimentos  

 Fatores   

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 obtenção 

de modelos quadráticos. Dentre as suas principais características estão: aplicação 

para um número de fatores igual ou superior a três, os intervalos entre os níveis dos 

fatores estudados são uniformes e todos os fatores são estudados a três níveis (-1, 

0, +1. O número de experimentos (N) necessários à aplicação do planejamento é 

dado por N = 2k(k–1) + C (k é o número de variáveis e C é o número de replicatas do 

ponto central). O desenho Box Behnken para três fatores pode ser visto de duas 

formas diferentes: como um cubo, com as coordenadas da matriz sendo 

estabelecidas pelos pontos médios dos três eixos e o ponto central, a outra forma 

envolve a interligação de três planejamentos fatoriais completos de dois níveis, 

sendo um em cada eixo cartesiano, e o ponto central, totalizando os 13 

experimentos, como mostrado na Figura 6 (BEZERRA et al., 2008; FERREIRA, 

2015; MASSART, 1997; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).  
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Figura 6 – Obtenção dos pontos experimentais para a matriz Box-Behnken a partir de um 

planejamento fatorial de três níveis para três fatores. Fonte: Galvão, 2011.  

4  EXPERIMENTAL  

4.1 INSTRUMENTAÇÃO  

A determinação de selênio foi realizada usando um espectrômetro de emissão 

óptica com plasma induzido por micro-ondas (MP-AES 4200, Agilent Technologies) 

equipado com um sistema de introdução de amostra multimodal (MSIS), configurado 

para geração de hidretos. A otimização das condições de operação do equipamento 

foi realizada com padrão de Se a 10 µg L-1. O software MP Expert realiza a 

otimização da pressão de nebulização e a altura de visualização do plasma 

automaticamente para o analito. As condições selecionadas para condução dos 

experimentos foram as que apresentaram maior sinal analítico (intensidade) para 

selênio, e são apresentadas na Tabela 5.  

Tabela 5 – Condições operacionais do MIP OES para a determinação de selênio.  

Parâmetros instrumentais  Condições de operação  

Comprimento de onda (nm)  196,026  

Velocidade de bomba peristáltica (rpm)  15  

Tempo de leitura (seg)  3  

Número de replicatas  3  

Tempo de estabilização (s)  5  

uptake (s)  0  

Fluxo de nebulização (L/min)  0,45  

Posição de visualização do plasma  -10  

4.2 MATERIAL E REAGENTES  

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analítico.  

• Borohidreto de sódio (NaBH4), 65% (Merck, Alemanha)   

• Ácido clorídrico concentrado (HCl) 37% (Merck, Alemanha)   

• Hidróxido de sódio (NaOH) (Sigma-Aldrich);  

• Água deionizada com resistividade 18Ω foi utilizada no preparo de todas as 

soluções. Todos os materiais utilizados nos experimentos foram 
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previamente lavados e descontaminados com HNO3 (10% v/v) durante 24 

horas e, então, enxaguados com água deionizada;  

• Uma solução padrão de 1000 mg L-1 de Se (IV) foi preparada por 

dissolução de quantidade adequada do óxido de selênio (IV) (99,9%) em 

água deionizada;   

• Soluções de ácido clorídrico 1,2; 1,8, 2,5 mol L-1 foram preparadas a partir 

do ácido clorídrico concentrado;  

• Soluções aquosas de tetrahidroborato foram preparadas diariamente por 

dissolução de quantidade adequada de NaBH4 em 0,5% (m/v) NaOH;  

• Material certificado Oyster Tissue (NIST 1566b, Instituto Nacional de 

Tecnologia e Tecnologia, EUA);  

• Balança analítica (SHIMADZU) modelo AY 220;  Banho-maria (ACB 

LABOR).  

4.3 PROCEDIMENTO GERAL PARA A DETERMINAÇÃO DE SELÊNIO POR HG- 

MIP OES  

No sistema de introdução de amostra multimodal, o nebulizador foi mantido na 

posição horizontal, enquanto a tubulação para o fluxo de amostra para o nebulizador 

foi temporariamente bloqueada. Então, as soluções de borohidreto de sódio e da 

amostra acidificada foram transportadas continuamente, em linhas opostas, com o 

auxílio da bomba peristáltica, e então misturados em uma fina película formada na 

convergência dos fluxos no interior da câmara de nebulização ciclônica. Os produtos 

gasosos formados, (hidretos, hidrogênio e etc.), foram retirados da mistura e levadas 

ao plasma através do fluxo de gás de nebulização (nitrogênio), enquanto o líquido 

residual que saía pelo tubo de vidro era continuamente bombeado para o descarte. 

Os sinais analíticos foram as intensidades. A Figura 7 ilustra o procedimento 

desenvolvido.  
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Figura 7 – Esquema geral do procedimento utilizado para a determinação de selênio por HG-MIP 

OES. Fonte: próprio autor.  

4.4 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS PARA A GERAÇÃO DE 

VAPOR DE SELÊNIO (IV)  

Para a otimização das condições de geração de vapor de Se (IV) usando a 

espectrometria de emissão óptica com plasma induzido por micro-ondas com 

geração 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 três fatores: concentração de ácido clorídrico ([HCl]), concentração de 

borohidreto de sódio ([NaBH4]) e a vazão dos reagentes amostra/NaBH4. (V.R). As 

variáveis experimentais e os seus respectivos níveis estudados no planejamento 

fatorial estão 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 solução 10,0 μg L-1 de Se (IV).   

  

  

  
Tabela 6 – Fatores independentes e níveis no planejamento fatorial 2

3
 para otimização das condições 

de geração de vapor químico de Se (IV) por HG-MIP OES.  

Fatores  
 Níveis estudados   

(-1)  (0)  (+)  
Concentração de HCl (mol L

-1
)  1,2  2,4  3,6  
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Concentração de NaBH4 (%)  0,3  0,6  0,9  
Vazão dos reagentes amostra/NaBH4 (mL min

-1
)  1,5  2,0  2,5  

  

  

Os resultados obtidos através do planejamento fatorial foram avaliados, e as 

variáveis estatisticamente significativas foram determinadas e otimizadas pela 

metodologia de superfície de resposta aplicando o planejamento Box-Behnken. As 

variáveis experimentais e os seus respectivos níveis estudados no planejamento 

BoxBhenken estão apresentados na Tabela 7.  

Tabela 7 – Fatores e níveis estudados no planejamento Box-Behenken para otimização das 

condições de geração de vapor químico de Se (IV) por HG-MIP OES.  

Fatores  
 Níveis estudados   

(-1)  (0)  (+)  
Concentração de HCl (mol L

-1
)  1,2  1,8  2,4  

Concentração de NaBH4 (%)  0,3  0,6  0,9  
Vazão dos reagentes amostra/NaBH4 (mL min

-1
)  1,5  2,0  2,5  

  

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 população ocorre fica descoberta 

pela maré. Já os sururus (Mytella guyanensis) foram encontrados soterrados na 

lama do manguezal entre as raízes da vegetação próxima à margem direita. Os 

organismos foram transferidos para sacos plásticos limpos e conduzidos ao 

laboratório, onde foram removidos das conchas com uma pinça, lavados com água 

deionizada e, então, congelados. Posteriormente, as amostras foram liofilizadas, 

moídas em moinho de bolas e armazenadas em dessecador à temperatura 

ambiente.  

4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS  

O preparo de das amostras foi realizada em bloco digestor com “dedo frio”. 

Para a digestão das amostras dos moluscos e do material de referência certificado 

de tecido de ostra (NIST 1566b), aproximadamente 0,1000 g de cada amostra, em 

triplicata, foi pesada diretamente no tubo de digestão, em seguida, foi adicionado 2 
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mL de ácido nítrico a 14 mol L-1 e mantidas em over night por 12 horas. Então, 1 mL 

de peróxido de hidrogênio a 30% (v/v) foi adicionado. A cada tubo de digestão foi 

acoplado um condensador, denominado “dedo-frio”, na parte superior. A digestão foi 

realizada em aproximadamente 4 horas, numa faixa de temperatura compreendida 

entre 120-140°C, aumentada de forma gradual. Após a etapa de digestão, os 

digeridos foram transferidos para balões volumétricos de 10 mL, aferidos com água 

deionizada e acondicionados em geladeira até o momento das análises. Esta 

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

4.7 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE PRÉ-REDUÇÃO DE SE (VI) A SE (IV) 

SOB AQUECIMENTO  

Antes de dar início as análises das amostras previamente preparadas, estas 

foram submetidas a uma etapa de pré-redução, tendo em vista que após o processo 

de digestão, normalmente, toda a espécie de Se contida na amostra é oxidada a Se 

6+, espécie esta que não tende a gerar hidreto, havendo a necessidade, portanto, da 

redução do Se (Vl) a Se (IV) antes da reação química de geração de vapor.  

Para o processo de pré-redução de selênio foi utilizado ácido clorídrico a 6,0 

mol L-1 e aquecimento em banho-maria. Uma vez que a temperatura e o tempo de 

aquecimento influenciam a eficiência deste processo, independentemente do tipo de 

aquecimento, estes dois fatores foram otimizados por meio de uma matriz Dohelert. 

Sendo o tempo de pré-redução variado em três níveis e a temperatura em cinco 

níveis. As variáveis experimentais e os respectivos níveis estudados no 

planejamento estão apresentados na Tabela 8. Sendo que os valores foram 

escolhidos com base em dados fornecidos pela literatura. As condições para a 

geração do hidreto de selênio foram as estabelecidas na etapa de otimização das 

condições experimentais do item 4.4   

Tabela 8 – Fatores e níveis estudados no planejamento Dohelert para otimização das condições de 

pré-redução de Se sob aquecimento.  

Fatores  Níveis estudados  

Tempo de pré-redução (min)  10** (-0,866)*; 30 (0) e 50 (+0,866)  

Temperatura de pré-redução (°C)  25** (-1)*; 30 (-0,5); 60 (0); 90 (0) e 120 (1)  

*valor codificado, **valor real   

Para a otimização das condições de pré-redução de Se foi adicionado 20,0 µL 

da amostra do CRM em 2,0 mL de HCl 6,0 mol L -1 em tubos de ensaio de vidro. 

Após a adição dos reagentes, os tubos foram tampados e alocados em um banho-
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maria. Após o tempo de pré-redução, na temperatura estabelecida, os tubos foram 

retirados e mantidos em repouso por 2 minutos, adicionando, em seguida, um 

volume de água deionizada para concentração final de HCl 1,8 mol L-1 e posterior 

análise por HG-MIP OES.  

4.8 PROCEDIMENTO GERAL PARA A ANÁLISE DAS AMOSTRAS   

Após estabelecidas as condições geração de vapor e pré-redução de selênio, 

procedeu-se com a análise das amostras e do material de referência certificado da 

seguinte forma: para cada análise (em triplica), 1mL da amostra foi adicionada em 

um tubo de ensaio, então, foi adicionado ácido clorídrico concentrado, 

vagarosamente, para uma concentração final de HCl 6,0 mol L-1. Em seguida, o tubo 

foi tampado e aquecido (70°C/30min) para a pré-redução do selênio, e, após a etapa 

de repouso, 2 min, foi adicionado um volume água deionizada para uma 

concentração final de HCl 1,8 mol L-1 e posterior análise da amostra por HG-MIP 

OES.  

4.9 VALIDAÇÃO DO MÉTODO ANALÍTICO  

A pós a obtenção das condições ótimas para a geração de vapor e pré-

redução de selênio, procedeu-se com a validação do método analítico através dos 

seguintes parâmetros de confiabilidade analítica: Linearidade, limites de detecção 

(LD), limite de quantificação (LQ), precisão e acurácia.   

4.9.1 Linearidade  

A linearidade consiste na capacidade de um determinado método analítico 

produzir resultados que sejam diretamente proporcionais à concentração do analito 

em amostras em uma dada faixa de concentração. A quantificação requer que se 

conheça a dependência entre a resposta medida e a concentração do analito 

(BRITO; JUNIOR; POLESSE, 2003).  

A linearidade da curva analítica pode ser calculada a partir da regressão 

linear, determinada pelo método dos mínimos quadrados. Através do valor do 

coeficiente de correlação (R) obtido é possível fazer uma estimativa da qualidade da 

curva. Sendo que um valor maior que 0,90 é requerido, pois menor é a dispersão do 
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conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza do coeficiente de regressão 

estimado (BRITO; JUNIOR; POLESSE, 2003). Logo, para verificar a linearidade do 

método analítico foram preparados padrões de selênio em uma faixa de 

concentração de 070 µg L-1.  

4.9.2 Limite de detecção e quantificação  

O limite de detecção (LD) é a concentração mínima do analito que pode ser 

detectada, mas não necessariamente quantificada, sob as condições experimentais 

estabelecidas. O limite de detecção pode ser obtido através da Equação 12 (BRITO; 

JUNIOR; POLESSE, 2003).  

                      (12)  

Onde SBr é o desvio padrão da resposta analítica correspondente ao branco e 

b é o coeficiente angular da curva analítica correspondente ao analito.   

Para a determinação do limite de detecção do método analítico foi realizada 10 

medidas da solução do branco correspondente a amostra.  

O limite de quantificação (LQ) representa a menor concentração do analito 

que pode ser quantificada na amostra, com exatidão e precisão aceitáveis, conforme 

as condições experimentais adotadas. Matematicamente é expresso como dez 

vezes o desvio padrão do valor do sinal analítico correspondente ao branco dividido 

pelo coeficiente angular da curva analítica (BRITO; JUNIOR; POLESSE, 2003), 

como mostra a Equação 13.  

                     (13)  

4.9.3 Precisão  

A precisão de um método analítico avalia a dispersão dos resultados entre 

ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes 

ou padrões, em condições definidas. Matematicamente, a precisão pode ser 

expressa pelo desvio padrão relativo, RSD%, sendo o mesmo calculado pela razão 

entre o desvio padrão de várias medidas em uma determinada concentração (S) e a 
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média dessas medidas (ẋ), geralmente em porcentagem (BRITO; JUNIOR; 

POLESSE, 2003), como mostra a Equação 14.   

                    (14)  

Para verificar a precisão do método analítico realizou-se 9 medidas da 

solução da amostra preparadas nas mesmas condições, no mesmo dia.  

4.9.4 Acurácia do método analítico  

A acurácia, definida como a concordância entre o valor mais provável do 

analito na amostra e o estimado pelo processo analítico desenvolvido, constitui a 

chave para o propósito da validação. Um dos métodos principais para o estudo da 

acurácia é baseado no uso de material de referência certificado (MRC). Neste 

método, réplicas do CRM é analisada e os resultados obtidos são comprados com o 

valor certificado. (BRITO; JUNIOR; POLESSE, 2003).  

Para avaliar a acurácia do método analítico, o material de referência 

certificado de tecido de ostra (NIST 1566b) foi analisado.  

5  RESULTADOS E DISCUSSÃO 5.1 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES 

INSTRUMENTAIS E QUÍMICA PARA  

GERAÇÃO DE VAPOR  

5.1.1 Planejamento fatorial  

A otimização preliminar das condições experimentais envolvidas na geração 

de vapor de Se (IV) foi feita através do planejamento fatorial completo 23. A Tabela 9 

apresenta a matriz do planejamento (com a inclusão de seis pontos centrais para 

avaliar o erro experimental), com seus valores reais e codificados, e os sinais 

analítico (intensidades). O software Statistica 7.0 foi utilizado para o tratamento dos 

dados.  

Tabela 9 – Matriz de experimentos do planejamento fatorial completo 2
3
 utilizada para a avaliação 

preliminar dos parâmetros experimentais de geração de vapor químico de Se (IV).  

Experimento  [HCL] (mol L
-1

)  [NaBH
4
] (%)  V.R (mL min

-1
)  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 gráfico de Pareto referente a otimização preliminar dos fatores envolvidas 

no processo de geração de vapor de selênio está representado na Figura 8. O teste 

t, para um nível de confiança de 95%, está representado por uma linha vertical neste 

gráfico, definindo assim quais as variáveis e suas combinações são significativas na 

determinação de selênio por HG-MIP OES.  

  
Figura 8 – Diagrama de Pareto gerado a partir do planejamento fatorial completo 2

3
 Nota: 

intervalo de confiança em 95%.  

Através da análise deste gráfico é possível observar que os fatores, quando 

analisadas de forma independente, apresentam efeito significativo ao nível de 95 % 
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de confiança no método avaliado, sendo a concentração de NaBH4 (2) a variável que 

apresentou maior significância na resposta do sistema, seguida das variáveis V.R (3) 

e concentração de HCl (1), respectivamente.  

A significância dos fatores [HCl] e V.R no sistema estudado está condizente 

com o que a literatura abordada a respeito da influência dos mesmos para a eficiente 

formação do hidrogênio atômico e consequentemente geração dos hidretos voláteis.  

Segundo Cadore e Baccan (1997), quando a amostra é preparada com água 

deionizada em vez de HCl, a intensidade dos sinais pode diminuir acentuadamente, 

mostrando que a presença de íons hidrônio (H+) é necessário para liberar o 

hidrogênio que reagirá com as espécies químicas que formam hidretos.  

A efetiva interação entre NaBH4 e HCl é muito importante para a eficiência da 

geração de hidretos e estabilidade da reação química.  Em sistemas em fluxo, além 

dos fatores influência da matriz, design da célula de reação, presença e 

concentração de elementos interferentes; dentre outros fatores, o aumento da 

sensibilidade está diretamente relacionado com o controle da concentração e do 

aumento proporcional destes reagentes. Durante as análises, foi observado uma 

maior turbulência no meio reacional para as maiores taxas de fluxo e maiores 

concentrações de NaBH4 e HCl, a qual foi evidenciada pela impregnação de grande 

quantidade de água condensada nas paredes da célula de reação, dificultando a 

inspeção visual da reação química em seu interior. Além disso, foi observado uma 

falta de repetitividade entre as medidas e redução no sinal do analito.  

 Portanto, o que, provavelmente, pode ter ocorrido foi a formação excessiva 

de hidrogênio, que, segundo a literatura, tende a comprometer o desempenho do 

plasma, e consequentemente tornar as medidas poucas reprodutivas, e causar 

perdas nas determinações do analito por diluição, devido à alta evolução de 

hidrogênio na célula de reação (THOMPSON et al.,1974).  

As interações significativas com efeito negativo demonstram que a 

combinação dos níveis dos fatores envolvidos em cada interação não favorece as 

melhores respostas no sistema desenvolvido, provavelmente, por duas razões: não 

tende a favorecer a formação quantitativa dos hidretos voláteis, devido a baixa 

formação de hidrogênio atômico; ou tende a favorecer a formação excessiva de 

hidrogênio, cujas consequências foram relatadas anteriormente. No entanto, as 

melhores respostas são observadas quando um fator é usado em seu nível superior 
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e outro fator em seu nível inferior, pois, assim, maior é a eficiência para a geração 

dos hidretos e estabilidade da reação química.  

Para verificar a viabilidade do modelo para descrever a região estudada do 

sistema e verificar se realmente pode ser empregado para fazer estimativas para 

deslocamento e extrair conclusões precisas à respeito da  região ótima, é necessário 

fazer uma avaliação prévia do ajuste deste modelo através da chamada “análise de 

variância”, a qual faz as seguintes considerações: a maior parte da variação total das 

observações em torno da média deve ser descrita pela equação de regressão e o 

restante ficará como resíduos. Destes, espera-se que a maior parte fique com o erro 

puro, que está relacionado ao erro experimental, e não com a falta de ajuste, que 

está relacionado ao modelo. Logo, um modelo visto como ideal deve apresentar uma 

regressão significativa e falta de ajuste não significativa (BEZERA, 2006; PIMENTEL; 

NETO, 1996).  

Desta forma, para avaliar a qualidade do modelo é necessário verificar o valor 

F da falta de ajuste. Se o modelo estiver bem ajustado aos dados experimentais, a 

média quadrática referente a falta de ajuste, MQfaj, deve refletir somente os erros 

aleatórios associados ao sistema. Além disso, a média quadrática relacionada ao 

erro puro (MQep) também deve consistir em uma estimativa de tais erros, e 

considera-se que estes dois valores não sejam consideravelmente distintos 

estatisticamente. Se a razão entre a MQfaj/MQep for inferior ao valor de F tabelado, 

o ajuste do modelo obtido é considerado satisfatório (PIMENTEL; NETO, 1996).  

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

obtido é apresentada na Tabela 10.  

Tabela 10 – Análise da variância referente ao modelo linear.  

   SQ  gl  MQ  F  P  

(1)HCl  391011  1  391011  16,8313  0,009331  

(2)NaBH4  15314183  1  15314183  659,2065  0,000002  

Flux. R (3)  2145370  1  2145370  92,3485  0,000207  

1by2  195656  1  195656  8,4221  0,033709  

1by3  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 quadrática, GL = grau de liberdade, MQ = média quadrática, P = nível de probabilidade.  
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De acordo a ANOVA, a falta de ajuste do modelo linear não é significativa, 

pois o valor da razão da MQfaj/MQep é (4,469) inferior ao valor de F tabelado 

(6,608) para 1 e 5 graus de liberdade, respectivamente, a 95% de confiança. 

Portanto, o modelo está bem ajustado aos dados obtidos, podendo ser utilizado 

como representação 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 quadrático para os dados e 

identificar as melhores condições para o procedimento de geração de hidretos de Se 

por HG-MIP OES e obtenção do modelo matemático para modelar o experimento 

analítico. Uma vez que os três fatores estudados (NaBH4, HCl e vazão dos 

reagentes) no planejamento fatorial foram estatisticamente significativos com 95% de 

confiança, logo foram avaliadas através do planejamento Box-Behnken. A Tabela 11 

apresenta a matriz do planejamento (com a inclusão 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 condições de geração de vapor de Se (IV) por HG-MIP OES.  

Experimento  [NaBH4] (%)  [HCl] (mol L
-1

)  V.R (mL min
-1

)  Intensidade  

1  - (0,3)*  - (1,2)  0 (2,0)  10113,59  

2  + (0,9)  - (1,2)  0 (2,0)  10386,04  

3  - (0,3)  + (2,4)  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 (1,8)  + (2,5)  14048,43  

8  + (0,9)  0 (1,8)  + (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 (1,8)  0 (2,0)  13469,65  

14  0 (0,6)  0 (1,8)  0 (2,0)  13857,98  

15  0 (0,6)  0 (1,8)  0 (2,0)  14165,65  

16  0 (0,6)  0 (1,8)  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 

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

  

Figura 9 – Superfície de resposta gerada pelo planejamento Box-Behnken para otimização dos fatores 

concentração de NaBH4 e concentração de HCl.  

  
Figura 10 – Superfície de resposta gerada pelo planejamento Box-Behnken para otimização dos 

fatores V.R e concentração de NaBH4.  
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Figura 11 – Superfície de resposta gerada pelo planejamento Box-Bhenken para otimização dos 

fatores V.R e concentração de HCl.  

Analisando a superfície de resposta da Figura 9 é possível perceber a 

existência de uma região de máxima intensidade tanto para a concentração de ácido 

clorídrico como para concentração de borohidreto de sódio, região de cor vermelha 

mais intensa na superfície. Mas, as superfícies obtidas envolvendo a vazão dos 

reagentes, Figuras 10 e 11, indicam a existência de ponto de sela. Este ponto indica 

a probabilidade de existência de pontos de máximo em mais de uma região do 

domínio experimental (FERREIRA, 2015). Isto pode ser melhor esclarecido por meio 

do estudo univariado desta variável, desta forma, pode-se visualizar apenas a 

relação de dois fatores.  

A Equação 15 ilustra a relação entre os três fatores estudados (concentração 

de ácido clorídrico ([HCl]) e de borohidreto de sódio ([NaBH4]) e a vazão dos 

reagentes (V.R), com o sinal analítico (intensidade), considerando os valores reais. 

Essa equação revela os pontos críticos das superfícies de resposta para cada fator. 

Os valores obtidos através da equação estão apresentados na Tabela 12.   

  = 14161,83±178,05 − 1633,04±208,78 [   ]2 + 613,49±154,20[    4] − 

1220,202±208,78 + 1770,44±208,78( .  )2                                                     

(15)   
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Tabela 12 – Valores críticos obtidos para os fatores [HCl] e [NaBH4].  

Variável  Mínimo  Crítico  Máximo  

[HCl] (mol L
-1

)  1,2  1,82  2,4  

[NaBH4] (%)  0,3  0,68  0,9  

    

Uma análise de variância, apresentada na Tabela 13, mostrou que o modelo 

não apresenta falta de ajuste, pois o valor da razão 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 confiança. Desta forma, o modelo matemático está bem ajustado aos dados 

obtidos, podendo ser utilizado como representação dos dados experimentais.  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
Tabela 13 – Análise da variância do modelo quadrático.  

  SQ  gl  MQ  F  P  

(1)[HCl](L)  145830  1  145830  0,76667  0,421313  

[HCl](Q)  11637019  1  11637019  61,17950  0,000548  

(2)[NaBH4](L)  3010923  1  3010923  15,82938  0,010545  

[NaBH4](Q)  6497010  1  6497010  34,15684  0,002076  

(3)Vazão(L)  55335  1  55335  0,29091  0,612778  

Vazão (Q)  13677608  1  13677608  71,90752  0,000375  

1 e 2  27116  1  27116  0,14256  0,721247  

1 e 3  5049  1  5049  0,02654  0,876961  

2 e 3  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 quadrática, GL = grau de liberdade, MQ = média quadrática, P = nível de probabilidade.  

O ajuste do modelo também foi avaliado através da análise do gráfico de 

valores preditos vs valores observados, apresentado na Figura 12, e através da 

análise do gráfico de resíduos, apresentado na Figura 13.   
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Figura 12 – Gráfico de valores preditos vs valores observados obtido do planejamento Box-Behnken 

(R
2 
0,9257).  

  
Figura 13 – Gráfico de valores preditos vs resíduos obtido do planejamento Box-Behnken.  

A avaliação do modelo considerando o coeficiente de determinação no valor 

de 0,9257 revela uma boa correlação entre os valores experimentais e os valores 

preditos, como pode ser observado no gráfico da Figura 12.  

 Em um modelo bem ajustado, os resíduos devem dar a impressão de terem 

sido produzidos por uma distribuição aleatória, sem apresentar um padrão 

geométrico. Se um modelo deixar resíduos tendenciosos ele não é muito adequado 
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para fazer inferências precisas sobre o comportamento destes dados no campo 

experimental em questão (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010, PASSARI, SOARES; 

BRUNS, 2011, PIMENTEL, NETO, 1996). Pode-se observar na Figura 13 que existe 

uma tendência para a distribuição normal, em que os valores dos resíduos se 

distribuem aleatoriamente, e não há indícios de que a sua variância não seja 

constante.   

Portanto, pôde-se ter a confiança de que os valores ótimos calculados nessa 

etapa para as variáveis estudadas ([HCl] e [NaBH4]) foram válidos, pois os mesmos 

foram obtidos de um modelo matemático bem ajustado, além do mais estão 

coerentes com valores sugeridos pela literatura para sistemas em fluxo (VIEIRA, 

2007).   

Para a vazão, foi feito um estudo univariado aplicando os mesmos níveis (1,5; 

2,0 e 2,5 mL min-1, respectivamente) estudados no planejamento Box-Behnken, sob 

as condições otimizadas desses fatores. Os resultados obtidos neste estudo foram 

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

  
Figura 14 – Estudo univariado da V.R (amostra/NaBH4) para a geração de vapor de Se (IV). 

Condições: Se (IV) 10,0 µg L
-1

, HCl 1,8 mol L
-1

, NaBH4 0,7% (m/v) e determinação por HG-MIP OES.  

Pela análise do gráfico é possível perceber o que já tinha sido evidenciado 

pelas superfícies de resposta em relação a este fator, ou seja, a ocorrência de dois 

pontos de máxima intensidade, um para menor vazão e outro para maior vazão, 

respectivamente. No entanto, para maiores vazões, o sinal analítico diminuiu; 

quimicamente, uma maior intensidade líquida tende a favorecer a formação 
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excessiva de hidrogênio no meio reacional. E este excesso pode causar perdas na 

determinação do analito por diluição, e consequentemente redução do sinal analítico, 

e, ainda, pode afetar o desempenho do plasma, tornando-o instável (CRISPINO, 

2005; NÉRI, 2014; PASSOS et al., 2012; VILARINHO; BACCAN, 2001.   

Vale ressaltar que teria a possibilidade de um novo deslocamento do domínio 

experimental do planejamento Box-Bhenken para menores vazões. Mas, abaixo de 

1,5 mL min-1 a frequência analítica é relativamente baixa, por isso, considerou-se 

esta como vazão mínima para o estudo, a qual também proporcionou a melhor 

resposta analítica para o analito no estudo univariado.   

5.2 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE PRÉ-REDUÇÃO 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-redução de selênio 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-redução de 

Se em banho-maria.  

Tempo de pré-redução (minutos)  Temperatura de pré-redução (ºC)  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 equação 16 ilustra a relação entre as duas variáveis estudadas (tempo de 

pré-redução (Tempo.P.R) e temperatura de pré-redução (temperatura P.R), com o 
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sinal analítico (intensidade), considerando os valores reais. Essa equação revela os 

pontos críticos da superfície de resposta para cada variável.  

  = 15036±142,26 − 1566,73±246,4(       .  )2 − 

872,43±246,40 (             .  )2                       (16)  

Os valores obtidos através da equação estão apresentados na Tabela 15. E a 

superfície de resposta correspondente está apresentada na Figura 15, na qual pode 

ser observado uma região de máxima intensidade.  

  
Tabela 15 – Valores críticos obtidos para as variáveis tempo de pré-redução e temperatura de 

préprodução de Se em banho-maria.  

Variável  Mínimo  Crítico  Máximo  

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

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

  

  
Figura 15 – Superfície de resposta gerada pelo planejamento Dohelert referente a otimização das 

variáveis tempo de pré-redução e temperatura de pré-redução de Se sob aquecimento.  

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

Tabela 16 – Análise de variância do modelo quadrático obtido.  
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  SQ  gl  MQ  F  P  

(1)Tempo de pré-redução (min)(L)  12538  1  12538  0,15489  0,720209  

Tempo de pré-redução (min)(Q)  3272053  1  3272053  40,42047  0,007874  

(2)Temperatura de pré-redução (°C)(L)  186255  1  186255  2,30085  0,226577  

Temperatura de pré-redução (°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 quadrática, GL = grau de liberdade, MQ = média quadrática, P = nível de probabilidade  

  

A análise de variância mostrou que o modelo não apresenta falta de ajuste, já 

que o valor da razão 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 confiança.  

O ajuste do modelo também foi avaliado através da análise do gráfico de 

valores preditos vs valores observados, representado na Figura 16, e através da 

análise do gráfico de resíduos, representado na Figura 17.  

  
Figura 16 - Gráfico de valores preditos vs valores observados obtido do planejamento Dohelert (R

2 

0,9349).  
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Figura 17 - Gráfico de valores preditos vs resíduos obtido do planejamento Dohelert.  

  

A avaliação do modelo considerando o coeficiente de determinação no valor 

de 0,9349 revela uma boa correlação entre os valores experimentais e os valores 

preditos, como pode ser observado no gráfico da Figura 16.  

Pode-se observar na Figura 17 que existe uma tendência para a distribuição 

normal, em que os valores dos resíduos se distribuem aleatoriamente, e não há 

indícios de que a sua variância não seja constante.   

Portanto, pôde-se ter a confiança de que os valores ótimos calculados nessa 

etapa para os fatores temperatura de pré-redução e tempo de pré-redução foram 

válidos, pois os mesmos foram obtidos de um modelo matemático bem ajustado, 

além do mais estão em concordância com os valores sugeridos pela literatura para 

procedimentos de pré-redução de selênio, em meio ácido, sob aquecimento.  

Segundo Krivan et al. (1985), 97% do selênio permanece na forma de Se (VI) 

em HCl 5 mol L-1 à temperatura ambiente, sendo a reação endotérmica da esquerda 

para a direita, e que o equilíbrio da reação pode ser deslocado para a direita 

conforme o aumento da temperatura. A equação 17 representa a reação redox de Se 

(VI) a Se (IV) pelo íon cloreto (DEDINA; TSALEV, 1995).  

       (17)  

Onde:  

 K = 7,1x10-11 Kg-4 mol-4    
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∆H = +144,9 KJ mol-1 à 25°C  

Após os resultados obtidos com a análise estatística multivariada, as melhores 

condições para a pré-redução de selênio em meio HCl 6 mol L-1 sob aquecimento 

foram: Tempo de pré-redução de 31 minutos e temperatura de pré-redução de 70 °C.    

Portanto, diante dos resultados obtidos com a avaliação estatística 

multivariada e univariada, as melhores condições de geração de vapor (HCl 1,8 mol 

L-1, NaBH4 0,7% e vazão de 1,5 mL min-1) e pré-redução de selênio (31 min/70°C) 

foram usadas para validar o método através dos seguintes parâmetros de 

confiabilidade analítica: Linearidade, limites de detecção (LD) e quantificação (LQ), 

precisão e acurácia. Para posterior determinação de Se em amostras de moluscos 

bivalves coletados em “coroa do meio”, região estuarina do Rio Cachoeira, Ilhéus, 

Bahia, Brasil.  

5.3  VALIDAÇÃO DO MÉTODO ANALÍTICO  

5.3.1 Linearidade  

Para avaliar a linearidade do método analítico soluções padrão contendo de 0 

a 70,0 μg L-1 de Se foram preparadas. A curva de resposta obtidas está ilustrada 

abaixo na Figura 15, onde pode ser observado uma boa linearidade dentro da faixa 

estipulada.  

  
Figura 18 – Curva de resposta obtida para a determinação de Se em amostras de moluscos bivalves 

por HG-MIP OES utilizando as condições experimentais estabelecidas.  

Tabela 17 – Parâmetros relativos à curva de resposta.  
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Analito  Equação da curva de resposta  R
2
  

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

  

5.3.2 Limite de detecção e quantificação  

Para a determinação do limite de detecção e quantificação uma curva 

analítica foi preparada com padrões de selênio na faixa de concentração de 0,5-12 

µg L-1. Os resultados obtidos são apresentados na Tabela 18.  

  
Tabela 18– Parâmetros de confiabilidade analítica relativos à determinação de Se em amostras de 

moluscos bivalves por HG-MIP OES.  

Analito  
Curva Analítica 

(µg L
-1

)  
Equação  

da curva analítica  
R

2
  

LD  
(mg kg

-1
)  

LQ  
(mg kg

-1
)  

RSD  
(%)  

Se  0,5-12  
y = 61,91 (± 2,507)x + 

36,868 (± 19,011)  
0,9935  0,30  1,02  3,55  

  

A Tabela 19 mostra o limite de detecção obtido para a determinação de 

selênio em amostras ambientais, empregando métodos analíticos distintos. Como 

pode ser constatado, o limite de detecção obtido pelo método proposto foi melhor 

que o obtido por GF AAS para determinação deste analito em amostras de moluscos 

bivalves e peixes.  

Tabela 19– Métodos analíticos para a determinação de selênio em amostras ambientais.  

Técnica  Amostra  LD  Referência  

HG IA-FAAS  Água  0,2 ng mL
-1  

MATUSIEWICZ; 

KRAWCZYK, 2006  

HG AFS  moluscos bivalves peixes  6,1 μg kg
−1

  SANTOS et al., 2014  

GF-AAS  
moluscos bivalves  e 

peixes  1,0 μg L
-1

  SEIXAS, 2007  

HG-MIP OES  moluscos bivalves  0,5 μg L
-1

  ESTE TRABALHO  

5.3.3 Precisão  

Para verificar a precisão do método analítico, realizou-se no mesmo dia 9 

medidas de uma mesma amostra preparadas nas mesmas condições. E, desta 

forma, o desvio padrão relativo encontrado foi de 7,8%.  



68  

Métodos analíticos para quantificar o analito em escala macro requerem um 

%RSD de 1 a 2%. Mas, para análises de traço, é aceitável um %RSD de até 20%, 

dependendo da complexidade da amostra (BRITO; JUNIOR; POLESSE, 2003).  

5.3.4 Acurácia do método analítico  

Para avaliar a acurácia do método analítico, o material de referência 

certificado de tecido de ostra (NIST 1566b) foi analisado, o resultado obtido está 

apresentado na Tabela 20. Como pode ser observado, o valor encontrado está de 

acordo com o valor certificado.  

Tabela 20– Resultado da análise do material de referência certificado de tecido de ostra (NIST 1566b) 

empregando o método desenvolvido para a determinação de selênio (n= 3) por HG MIP OES.  

CRM  Valor encontrado (mg kg
-1

)  Valor certificado (mg kg
-1

)  RSD%  

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

  

Depois da análise do material de referência certificado, o valor absoluto da 

diferença entre o valor medido médio e o valor certificado pode ser determinado de 

acordo com a Equação 18:  

 ∆  = [   −     ]                    (18)  

Onde:  

∆m= valor absoluto da diferença entre o valor medido médio e o valor 

certificado;  

Cm = valor medido médio; CCRM 

= valor certificado.  

Cada medição é afetada de uma incerteza, desta forma, o resultado de uma 

medição só pode ser conhecido dentro dos limites dessa incerteza. Analogamente, 

ao valor certificado de um material de referência certificado está sempre associada a 

uma incerteza UCRM (LINSINGER, 2005).  

A incerteza U∆ de ∆m é calculada a partir da incerteza do valor certificado e da 

incerteza do resultado da medição, de acordo com a Equação 19.  

                     (19)  
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U∆ = incerteza combinada do resultado da medição e do valor certificado (= 

incerteza de ∆m);  

Um = incerteza do resultado da medição; UCRM 

= Incerteza do valor certificado.  

A incerteza expandida, U∆, correspondente a um intervalo de confiança de 

aproximadamente 95%, é obtida multiplicando-se U∆ por um fator de expansão (k), 

geralmente igual a 2.  

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

Se ∆m ≤ U∆, a diferença entre o resultado da medição e o valor certificado não 

será significativa.  

Portanto, o valor ∆m encontrado (0,02) foi menor que o valor de U∆ (0,37), 

desta forma, não existi diferença significativa entre o valor experimental e o valor 

certificado ao nível de significância de 5%.  

5.3.5 Aplicação do método analítico desenvolvido  

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

O método analítico desenvolvido foi aplicado com sucesso na determinação 

de  

Se total em moluscos bivalves coletados em ‘’coroa do meio’’. Os resultados obtidos 

são apresentados na Tabela 21.  

Tabela 21 – Resultados (média ± intervalo de confiança e desvio padrão relativo; n=3) da 

determinação da concentração de Se total nas amostras de moluscos bivalves coletados em “coroa 

do meio” por HG MIP OES.  

Amostras  Se (mg kg
-1

)  %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 concentração de selênio encontrada em espécies de 

moluscos bivalves coletados em diferentes locais do Brasil, para grau comparativo 

com a concentração encontrada nas espécies em estudo. Como pode ser 

observado, as concentrações de selênio encontradas nas três espécies de bivalves 
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não diferiram significativamente e ficaram dentro da faixa encontrada em amostras 

de mariscos (ostras, mariscos e mexilhões) coletadas ao longo Baía de todos os 

Santos, na Bahia, e de ostra coletada na Baía de Sepetiba, no Rio de janeiro. 

Entretanto, as concentrações foram similares à concentração de selênio encontrada 

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

  

  

  

  

  
Tabela 22 – Concentrações de selênio total em moluscos bivalves coletados em diferentes locais do 

Brasil.  

Concentração de  
 Amostras  Local de coleta  

selênio encontrado  
Referência  

 
Mexilhão  

*Barra Grande/Itaparica 1,60 ± 0,16 mg kg 
−1

  
 (Mytella guyanensis)  Misericórdia-Itaparica 3,29 ± 0,04 mg kg −1  

  

SANTOS et al, 2014.  

*BarraGrande/Itaparica 3,12 ± 0,23 mg kg 
−1

  
Ostra (Crassostrea rhizophorae) *Misericórdia/Itaparica 3,02 ± 0,58 mg kg 

−1
 

*Temadre  2,87 ± 0,42 mg kg 
−1

  
SANTOS et al. 2014  

Mexilhão (Brachidontes exustus)  *Aratu  0,32 ± 0,02 mg kg 
−1

  SANTOS et al. 2014  

Vôngole  
Mexilhão Ostra  

**Baía de Sepetiba  
**Baía de Sepetiba  
**Baía de Sepetiba  

0,88-0,90 µg g
-1  

3,0-3,6 µg g
-1  

1,5-5,1 µg g
-1

  
KEHRIG et al. 2006  

Mexilhão  **baía de Guanabara  0,1-0,3 µg g
 -1  SEIXAS et al. 2007  

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

As concentrações de selênio nas espécies ficaram dentro da faixa das 

concentrações encontradas em amostras de moluscos bivalves de ambientes da 

Austrália considerados não poluídos, que estão na faixa de 1,3 a 11 µg g–1 em peso 

seco. No entanto, ficaram acima do valor recomendado pela legislação brasileira 

para alimentos sólidos, 0,3 mg kg-1 em geral (LOBEL et al., 1991).   
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6  CONCLUSÕES  

A otimização multivariada aplicada aos dados experimentais para a geração 

do hidreto volátil de Se (IV) é uma ferramenta bastante útil e permitiu reduzir a 

quantidade de experimentos necessários para a otimização dos parâmetros 

selecionados, além disso, permitiu avaliar a interação entre os fatores envolvidos no 

processo.  

O método de determinação de selênio pela espectrometria de emissão óptica 

com plasma induzido por micro-ondas com geração de hidretos apresentou limites 

de detecção e quantificação relativamente baixos e ampla faixa dinâmica linear, e 

precisão satisfatória.  

A pré-redução do selênio é um procedimento necessário quando o preparo de 

amostra envolve decomposição oxidativa com uso de ácidos concentrados, pois o 

selênio presente na amostra tende a ser convertido ao seu maior estado de oxidação 

(VI), que não tem afinidade para gerar hidreto, na etapa de digestão. Neste sentido, 

a pré-redução de selênio com ácido clorídrico e auxílio de aquecimento foi eficiente 

para tal objetivo.  

Ademais, este trabalho foi pioneiro para a determinação de selênio em 

moluscos bivalves utilizando a otimização multivariada e o HG-MIP OES como 

método analítico. O método é simples e relativamente econômico, sendo por isso 

uma boa alternativa para a determinação de selênio em moluscos bivalves.  

 As concentrações de selênio (2,60-2,76 mg kg-1) encontradas nas três 

espécies de moluscos bivalves coletados em ‘’Coroa do Meio’’ estão acima do valor 

recomendado pela legislação brasileira para alimentos sólidos (0,30 mg kg-1), sendo 

assim, cuidados são necessários quanto ao consumo contínuo destes alimentos.  
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