UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

ANA LUCIA SILVA FIGUEIREDO DE PAIVA

PRE-CONCENTRACAO EM SISTEMA EM FLUXO ACOPLADO IN-LINE
A GFAAS PARA ESPECIACAO DE SELENIO EM AMOSTRAS DE
INTERESSE FARMACEUTICO

ALFENAS/MG
2009



ANA LUCIA SILVA FIGUEIREDO DE PAIVA

PRE-CONCENTRACAO EM SISTEMA EM FLUXO ACOPLADO IN-LINE A GFAAS
PARA ESPECIACAO DE SELENIO EM AMOSTRAS DE INTERESSE
FARMACEUTICO

Dissertacao apresentada a Universidade
Federal de Alfenas, para obtencédo do titulo
de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas,
Area de Concentracdo: Desenvolvimento e
avaliacdo microbiolégica e fisico-quimica
de farmacos, toxicantes e medicamentos.

Orientador: Prof. Dr. Pedro Orival Luccas

ALFENAS/MG

2009



Paiva, Ana Lucia Silva Figueiredo de.
Pré-concentrac@o em sistema em fluxo acoplado in-line a ETAAS para especiacéo de selénio em

amostras de interesse farmacéutico / Ana Lucia Silva Figueiredo de Paiva.-Alfenas, 2009.

80 f.-

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas)-Universidade
Federal de Alfenas.
Bibliografia.

1. Selénio. 2. Andlise de Inje¢édo de Fluxo. 3. Extracdo em Fase Sélida. 4. Espectrofotometria Atdmica.
1. Titulo.

CDD: 543




ANA LUCIA SILVA FIGUEIREDO DE PAIVA

PRE-CONCENTRACAO EM SISTEMA EM FLUXO ACOPLADO IN-LINE A ETAAS
PARA ESPECIACAO DE SELENIO EM AMOSTRAS DE INTERESSE
FARMACEUTICO

A Banca examinadora, abaixo-assinada,
aprova a DissertacBio apresentada como
parte dos requisitos para a obtencdo do
titulo de Mestre &m Ciéncias
Farmacéuticas pela Universidade Federal
de Alfenas. Area de Concentragio:
Desenvolvimento e avaliagao
microbiolégica e  fisico-quimica de
farmacos, toxicantes & medicamentos.

Aprovada em;

Prof. Dr. Pedro Orival Luccas
Instituicdo: UNIFAL/MG

Prof. Dr. Marco Aurélio Zezzi Arruda
Instituic&o: UNICAMP Assinatura

Prof. Dr. César Ricardo Teixeira Tarley
Instituicao: UNIFAL/MG Assinatura:




Aos meus filhinhos Lucas e Mateus

Este trabalho também é de vocés, por estarem presentes durante oito meses
em disciplinas, seminarios, testes laboratoriais... Vocés me deram muita forca e
esperanca quando eu mais precisava e depois permitiram, mesmo sem saber, a
minha auséncia por tantas horas.
Ao meu marido Jean Carlos

Pelo apoio como companheiro, pela compreensdo nas auséncias, pelo
incentivo, pela estrutura familiar, por passar a entender tudo sobre selénio e pelo
amor.
A minha mae Marlene

Por fazer de mim tudo que sou, por sempre ajudar a tornar meus sonhos
realidade e por tantas vezes tomar o meu lugar como mae. A senhora € meu
exemplo de mae e mulher.

A minha v Theresa, ao meu avd Odilio e as minhas tias Marly e Marluce

Por me ajudarem sempre que puderam e fazer a vida dos meus filhinhos mais

feliz.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Alfenas, por ter cedido espaco para a realizacdo deste

mestrado.

A todos os funcionarios, por fazerem desta instituicdo um lugar muito agradavel.

A todos os docentes, que ajudaram na minha formacdo profissional e no

desenvolvimento deste trabalho.

A minha amiga, Fernanda Figueiredo Andrade Costa, pela grande ajuda nos testes

laboratoriais e pela excelente companhia durante tantas horas de trabalho.

A minha turma de mestrado e ao pessoal do laboratério, pela agradavel convivéncia,

pelo apoio e pelas conversas engracgadas.

Ao professor César Ricardo Teixeira Tarley, pela grande ajuda no desenvolvimento

deste trabalho e pelas oportunidades oferecidas para 0 meu enriquecimento profissional.

Ao professor Pedro Orival Luccas, inicialmente por me incentivar a ingressar no
mestrado, depois por ser compreensivo e atuante como orientador e finalmente, por me

ensinar o dom de educar e me apaixonar pela pesquisa.

A FAPEMIG pela bolsa concedida, & FINEP, CAPES, CNPQ e FURNAS Centrais
Elétricas S. A. pelo auxilio financeiro.



RESUMO

Selénio é um elemento essencial para 0os organismos, no entanto, ha uma faixa
estreita entre a sua concentracado essencial e toxica, a qual depende da espécie
envolvida. Neste trabalho, uma minicoluna “homemade”, contendo a resina LC-SAX®
foi acoplada ao autoamostrador do GFAAS, para realizar pré-concentracao in-line. A
pré-concentracdo, eluicdo e limpeza da minicoluna foram sincronizadas com o
programa de aquecimento do GFAAS. Para especiacdo dos compostos de selénio, 6
mL de amostra, contendo as duas espécies, selenito e selenato, foram preparadas
nos valores de pH de 2,0 e 8,8. A eluicao foi realizada usando 20 uL de &acido nitrico
diretamente dentro do tubo de grafite. Foi empregado planejamento fatorial 2° para
verificar as variaveis significativas do sistema e a otimizacéo final foi feita utilizando
matriz de Doehlert com superficie de resposta. Os valores otimizados para pH,
vazdo de pré-concentracdo e concentracéo do eluente foram 8,8; 4,0 mL min* e 2,8
mol L™, respectivamente. Um estudo do pH de adsorcéo foi realizado na faixa de 2 a
8, sendo que em pH 2,0 somente Se(VI) foi pré-concentrado, por outro lado, em pH
acima de 6,0 ambas as espécies Se(VI) e Se(lV) puderam ser determinadas. Na
ordem de determinar a concentragdo de cada espécie, um sistema com trés
equacodes foi proposto, 0 mesmo foi baseado na soma das absorbancias obtidas em
dois diferentes valores de pH. A primeira equacao foi obtida em pH 2,0 com a curva
analitica de Se(VI); a segunda também para Se(VI), poréem em pH 8,8 e a terceira
obtida com Se(lV) em pH 8,8. O sistema apresentou para Se(lV) e Se(VI)
respectivamente, as seguintes caracteristicas: fatores de pré-concentracdo de 108 e
74 vezes, indices de consumo de 56 x 102 e 8,1 x 102 mL, eficiéencias de
concentracdo de 37,0 e 25,4 FP min™ e limites de deteccdo de 49 e 31 ng L™. Foram
obtidos resultados satisfatorios para precisdo com coeficiente de variacao até 5,5%
para Se(IV) na concentracéo de 2,0 pg L™ (n=6). A exatiddo foi testada em material
de referéncia certificado de Dogfish e com testes de recuperacéo, sendo que né&o
houve diferenca significativa entre o valor certificado e obtido com 95% de confianca
(teste-t); e valores de recuperacgdo na faixa de 99 — 110%. O método foi aplicado em

amostras de aguas e farmacéuticas e os resultados foram satisfatorios.

Palavras-chave: Selénio, Analise por Injecdo em Fluxo, Extracdo em Fase Sodlida,

Espectrofotometria Atdmica.



Abstract

Selenium is one essential element for live organisms; nevertheless, there is one
small range between its toxicity and essentiality, which depends on the selenium
species. Thus, the development of sensitive technique is of utmost importance. In
this work a home-made mini column filled with LC-SAX was coupled to GFAAS auto
sampler using FIA system, which was used for in-line pre-concentration. Pre-
concentration, elution and cleaning of the minicolumn in the FIA system were
synchronized with GFAAS heating program. To speciation of Se compounds, 6 mL of
sample, with two Se species, were prepared at pH 2.0 and 8.8, the elution was
performed using 20 uL of nitric acid directly in the graphite tube. The 2° factorial
design to verify the significance of the variables was employed, and a Doehlert matrix
and response surface for optimal values observation was used. The optimized values
for pH, pre-concentration flow rate and eluent concentration were 8.8, 4.0 mL min™
and 2.8 mol L, respectively. When pH was studied in the range of 2 to 8 was noted
that in pH 2 only Se(VI) was pre-concentrated, on another hand, in pH above 6 both
Se(lV) and Se(VI) can be determined. In order to determine each species a system
with three equations was proposed and this system was based on the sum of
absorbances obtained in two different pH. The first equation was obtained in pH = 2.0
with Se(VI) analytical curve; the second is for Se(VI) too but in pH = 8.8, and the third
one was obtained with Se(IV) analytical curve in pH = 8.8. The system presented for
Se(lV) and Se(VI) respectively, the following characteristics: enrichment factor of the
108 and 74, consume indices of the 5.6 x 107 and 8.1 x 10 mL, concentration
efficiency of the 37.0 e 25.4 FE min™. The limit of detection were 49 and 31 ng L™ for
Se(lV) and Se(VI), respectively. The method shown satisfactory results for precision
with coefficient of variation up to 5.5% for Se(VI) when 2.0 ug L™ was tested (n=6).
The accuracy was checked with certified reference material, Dogfish, and with
recovery tests. There is no significant difference between obtained and certified
values with 95% confidence level (t-test), and the recovery values were in the range
of 99 to 110%. The method was applied in water and pharmaceutical samples and
the results were satisfactory.

Keywords: Selenium, Flow Injection Analysis, Solid Phase Extraction, Atomic

Spectrophotometry.
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1 INTRODUCAO

1.1 SELENIO

O selénio (Se) foi descoberto em 1817 por J. J. Berzelius, € um semi-metal do
grupo dos calcogénios (6A) de numero atbmico 34 e peso molecular de
78,96 g mol™. A temperatura ambiente é sélido e apresenta seis is6topos estaveis:
"Se (fracdo natural 0,89%), °Se (9,37%), ''Se (7,63%), °Se (23,77%), *Se
(49,61%) e %Se (8,73%) (SUZUKI et al., 2006), e possui quatro estados de
oxidacdo: selenetos (-2,0), selénio elementar (0), selenito (+4) e selenato (+6)
(WAKE, et al., 2004).

Uma das formas solidas do Se e a mais termodinamicamente estavel &€ o Se
cinzento também conhecido por Se hexagonal ou metalico (Se°). Pode ser obtido
mediante cristalizacdo a partir do elemento em estado de fusdo ou por condensacao
de vapor (OHLWEILER, 1971). Apresenta densidade de 4,82 g cm™, ponto de fuséo
de 220,3 °C e ponto de ebulicdo de 668°C.

E um semicondutor usado em fotocélulas devido a propriedade de a luz
incidente excitar seus elétrons. O Se monociclico e o Se vitreo também chamado de
Se preto sdo outras formas solidas de Se, este ultimo € usado como fotorreceptor no
processo de fotocopia xerografica (SHRIVER, 2003).

Os oxianions: selenito (Se (IV), (SeO3?)) e selenato (Se (VI), (Se04?)) sdo as
formas inorganicas mais conhecidas deste elemento (Tabela 1.1).

Quando na forma orgénica apresenta-se como selenoaminoacidos, sendo os
compostos mais conhecidos a selenocisteina, selenometionina, selenoetionina e

dimetilseleneto.

1.1.1 Ocorréncia

Selénio é encontrado no ar (MOSCOSO-PEREZ, et al. 2008), plantas, alimentos
e agua. Neste ultimo é mais frequente o aparecimento de fontes inorganicas de Se.



17

Tabela 1.1 - Espécies de selénio mais comumente encontradas em superficies de aguas

continentais.

Nome Abreviatura Estrutura
Selenito Se (V) /o
O—Se<
o
Selenato Se (VI) o
o:slie—o
o)
Selenometionina SeMet 0
/Se
H4C OH
NH,
Selenocisteina SeCys o NH,
/Se OH
HO Se
NH, 0
Selenoetionina SeEt OH
H.C Se
3
\/ 5
NH,
Dimetilseleneto DMSe

H3C\ /CH3
Se

Fonte: Adaptado de Wake et al. (2004) e Juresa, Kuehnelt e Francesconi (2006).

Os selenoaminoéacidos sdo mais encontrados em proteinas de plantas e animais.

Existem plantas que sdo acumuladoras de selénio, e podem ser divididas em trés

grupos: acumuladoras de selenito (brécolis e pepino), acumuladoras de SeMet (trigo
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e cogumelo) e acumuladoras de metilselenocisteina (MeSeCys), alho e cebola
(SUZUKI, 2005).

Em produtos farmacéuticos selenito de sodio e selenato de sédio muitas vezes
aparecem quelados com aminoéacidos, dando origem ao quelato de selénio. Este
produto adiciona a vantagem de uma melhor absor¢do via oral do elemento em
guestdo (DEG, 2007).

1.1.2 Aspectos Fisiolégicos

Por meio de fontes nutricionais, diversas formas organicas e inorganicas de
selénio sao absorvidas pelo organismo humano. Uma vez ingeridas, as formas de
Se podem ser transformadas em um intermediario comum chamado seleneto (HSe").

Nas células vermelhas do sangue, selenito € prontamente reduzido pela
glutationa peroxidase a seleneto (SUZUKI, 2005), em seguida este anion é lancado
novamente na corrente sanguinea onde se liga a alboumina para ser transportado ao
figado (SHIOBARA; SUZUKI, 1998).

Contudo, a espécie selenato necessita de condicbes mais rigorosas para ser
reduzido a seleneto. Os ions selenato sdo levados pelo sistema de transporte do
fosfato aos hepatécitos e sdo parcialmente excretados na urina (KOBAYASHI;
OGRA; SUZUKI, 2001).

No figado o selenato e o seleneto originado do selenito séo utilizados para
sintetizar selenoproteina P e diferentes isoformas de glutationa peroxidase (SUZUKI;
ISHIWATA; OGRA, 1999).

Uma vez ingeridos, os compostos organicos de Se podem ser oxidados a
selenato e selenito, mas na maioria das vezes o0s selenoaminoacidos sé&o
transformados em seleneto por meio de clivagem da ligacédo de Se ligado a carbono
(SUZUKI; ISHIWATA; OGRA, 1999), aléem de seleneto também pode ser formado o
composto reativo metilselenol (CH3SeH) com propriedades anti-carcinogénicas.

7

No interior dos hepatodcitos, parte do seleneto é utilizado para sintese de
selenoproteinas (SUZUKI, 2005). Desta forma Se passa a fazer parte do centro ativo

de selenoenzimas que catalizam rea¢fes de oxidacao e reducéo.
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Existem mais de 25 selenoproteinas (KRYUKOV, et al., 2003), as mais
importantes sdo: selenoproteina P, que parece ter funcdo antioxidante no espaco
extracelular, iodotironina, que catalisa a conversao de tiroxina (T4) a triiodotironina
(T3), tioredoxina redutase, esta relacionada com a viabilidade e proliferacéo celular,
a selenofosfato sintetase, é necessaria para a sintese de outras selenoproteinas, a
selenoproteina W, tem funcdo muscular (ALLAN; LACOURCIERE; STADMAN 1999)
e a glutationa peroxidase, com acao antioxidante.

A outra parte do seleneto presente no figado € excretada depois de ser metilada,
sendo a sua maioria eliminada na urina (SUZUKI, 2005). Portanto a dosagem de Se
nessa amostra pode ser utilizada como monitoramento dos niveis deste elemento no
corpo humano.

Em casos de ingestéo baixa de Se, o composto metilado excretado € o Se-metil-
N-acetilgalactosamina (selenosugar), e em altas doses Se é excretado na forma
anterior, sob a forma de trimetilselenonium (TMSe) (CHz)s:Se’) (SUZUKI;
SOMEKAWA; SUZUKI, 2006) e através da respiracdo, responsavel pela eliminacéo
de Se na forma de dimetilseleneto (MCCONNELL; PORTMAN, 1952 apud SUZUKI,
2005).

1.1.3 Deficiéncia de Selénio

A Sindrome de Keshan é a doenc¢a mais relatada associada com a deficiéncia
de selénio. Foi descrita pela primeira vez em 1935 na provincia chinesa de mesmo
nome (LIU, et al., 2002). Os principais sintomas clinicos desta doenca sédo os varios
graus de cardiomegalia e descompensacédo cardiaca. Degeneragdo e necrose das
fibras com substituicdo por fibrose, sdo encontrados na histopatologia do miocérdio
(WHO, 2009).

Diversos trabalhos associam a deficiéncia de selénio com incidéncia de varios

tipos de cancer, dentre eles podemos citar o trabalho de Ip et al. (2000).
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1.1.4 Toxicidade

No organismo humano existem cerca de 10 mg Se por 60 Kg de peso
corporal (SUZUKI, 2005). A concentracado normal encontrada no sangue € de 0,076-
0,14 mg L™, soro/plasma 0,05-0,15 mg L™ e urina 0,002-0,03 mg L™, a concentracéo
téxica é de 0,4 mg L™ no soro/plasma e na urina, e a concentracéo letal é de 1 mg L~
! no sangue e 2 mg L™ na urina (REPETTO; REPETTO, 2005). A ingestdo diaria
recomendada é de 55 ug de Se, segundo o Instituto de Medicina (2000, apud XIA et
al., 2005), uma intoxicacao pode ocorrer quando ultrapassada a ingestdo de 400 pg
de Se por dia, cujos sintomas sao: vomitos, queda de cabelos, irritabilidade,
nauseas, neuropatia periferal e fadiga (CHERNOFF, 2005).

A toxicidade varia de acordo com a espécie quimica do elemento, sendo que
selenito € considerado mais toxico que selenato (MORENO; PEREZ-CONDE;
CAMARA, 2000).

O limite maximo aceitavel de selénio total em aguas doces destinadas ao
abastecimento para consumo humano apoOs tratamento simplificado (classe 1)
segundo Conselho Nacional do Meio Ambiente (BRASIL, 2005) e Organizacéo
Mundial de Satde (WHO, 2008) é de 10 pg L™.

Portanto, a determinacdo deste elemento em amostras biolégicas e

ambientais necessita da utilizacdo de técnicas sensiveis.

1.2 TECNICAS UTILIZADAS NA DETERMINACAO DE SELENIO

Varias técnicas podem ser utilizadas para determinagdo de selénio em
diferentes matrizes, como exemplo a espectrometria de absorcdo atdbmica com
atomizacao eletrotérmica. Burguera e Burguera (2007) revisaram configuragdes on-
line para esta técnica, no trabalho os autores inferem a mesma caracteristicas
baseadas em robustez, custo das analises relativamente baixo e sensibilidade para
determinacées de metais em niveis de pg L™.

Uma outra revisdo sobre GFAAS aplicada em amostras de sangue humano

para determinacdo de selénio foi escrita por Sabé; Rubio e Garcia-Beltrdn (2000),
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onde os autores concluiram que a mesma é muito sensivel, entretanto a temperatura
de pirdlise deve ser muito bem estabelecida a fim de evitar perdas do analito, além
da escolha de um modificador quimico adequado, sendo os melhores resultados
obtidos quando nitrato de paladio foi usado.

Espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (STURUP;
HAYES; PETERS, 2005), espectrometria de emissédo atdmica com plasma acoplado
indutivamente (MACHAT; KANICKY; OTRUBA, 2002), espectrofotometria ultra
violeta-visivel (SUVARDHAN et al., 2007; ZHENGJUN et al., 2005), fluorescéncia de
raios-X (GORDEEVA et al., 2003) e voltametria (STOZHKO, et al. 2006) também ja

foram utilizadas na determinacao de selénio.

1.2.1 Técnicas Hifenadas

Nas analises de amostras complexas, técnicas analiticas de separacdo sao
utilizadas com o principal objetivo de promover aumento da sensibilidade e/ou clean-
up da amostra. Apés a amostra sofrer separacdo, a mesma € inserida no detector
especifico. Neste sentido a separacéo, deteccdo e a interface entre eles devem ser
otimizadas.

S&o varios os exemplos de técnicas hifenadas para determinacéo de selénio.
Frequentemente encontradas sao as técnicas de acoplamento entre a cromatografia
liguida de alta eficiéncia a detectores de emissdo, absor¢cdo ou fluorescéncia
atbmica e também espectrometria de massas, revisado por Guerin, Astruc e Astruc
(1999).

A juncdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia ao espectrémetro de
massas com plasma acoplado indutivamente é bastante comum. Um exemplo é o
trabalho Li et al., (2007) que determinaram compostos de selénio organicos e
inorganicos em amostras de urina de pacientes que ingeriram selénio, o limite de
deteccdo variou na faixa de 0,05 — 1,48 pg L. Como exemplos deste tipo de
acoplamento também podem ser citados os trabalhos de Juresa, Kuehnelt e
Francesconi (2006), Cankur, Yathavakilla e Caruso (2006), Wang et al. (2007),
Encinar et al. (2004) e Palacios et al. (2006).
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia também foi utilizada por Goémez e
colaboradores (1998), acoplada a espectrometria de absorcdo atdmica em chama
(FAAS) e a espectrometria de fluorescéncia atbmica por Gomez-Ariza et al. (2000) e
Liang et al. (2006).

Outras técnicas hifenadas para determinacdo de selénio sdo encontradas
entre 0 acoplamento da eletroforese capilar com detecgcéo direta no ultra-violeta
visivel (SLADCOV et al., 2003), cujos Ilimites de deteccdo foram de
315,6 — 1578,0 pug L™ de Se (IV) e Se (VI), respectivamente. O acoplamento entre
SEC-CZE-ICP-MS foi realizado por Mounicou et al. (2002). Neste trabalho um
grande numero de analitos foram separados (Se (IV), Se (VI), SeCys, SeMet e SekEt,
sendo os limites de deteccéo encontrados na faixa de 7-18 pg L™. A eletroforese
capilar também foi acoplada ao detector por quimioluminescéncia por Deng et al.
(2008), para determinacédo de SeMet obtendo o limite de deteccéo de 0,39 ug L™.

Um limite de deteccdo de apenas 0,02 ng L™ (KREMER; ILGEN; FELDMANN,
2005), foi encontrado com o acoplamento da cromatografia gasosa ao ICP-MS para
deteccdo do metabdlito gasoso dimetilseleto.

Amplamente descrita na literatura para determinagéo de selénio, a técnica de
geracdo de hidretos acoplada a FAAS resulta em alta sensibilidade, na faixa de
0,065 a 10,6 pg L™.

Nesta técnica, borohidreto de sédio em meio acido € utilizado para a reducao
de Se (IV) em hidreto de selénio. Este gas é atomizado em um tubo de quartzo
colocado sobre a chama do espectrdmetro de absorcdo atbmica (BOHRER et al,
2007; MATUSIEWICZ; KRAWCZYK, 2006; MACHADO; JACINTHO; GINE, 1999;
MALEKI; SAFAVI; DOROODMAND, 2005 e COELHO; BACCAN, 2004).

Uma vez que somente selenito é convertido em hidreto de selénio, uma etapa
de reducao de Se (VI) para Se (IV) torna-se necesséria quando o objetivo da técnica
for a determinacdo de selénio total. Para esta reducéio é utilizado HCI 5 mol L™ a
95°C durante 20 min (MACHADO; JACINTHO; GINE, 1999).

Se 0 objetivo do procedimento for a realizagdo da especiacao de selénio, faz-
se a analise da amostra, sem o pré-tratamento descrito acima, onde determina-se
Se (IV) e apds o referido tratamento obtém-se a leitura de selénio total, pela

diferenca encontra-se a concentracao de Se (VI).
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1.3 METODOS DE EXTRACAO E/OU PRE-CONCENTRACAO

Atualmente € grande a preocupacao em se quantificar elementos em baixos
niveis de concentracéo (< pug L™). Nesse contexto, a utilizacéo de técnicas sensiveis
na determinacdo de espécies em niveis cada vez menores pode estar combinada
com diversas técnicas de extracdo e/ou pré-concentracdo. Como exemplos
podemos citar as técnicas de extracao liquido-liquido, precipitacdo e a extracdo em

fase sélida.

1.3.1 Extracao em fase sélida

O uso da extracdo em fase solida foi iniciado em meados da década de 1970,
o principal objetivo na época era eliminar as desvantagens oferecidas pela extracéo
liquido-liquido, entre elas podem ser citadas: a propriedade de amostras sollUveis em
agua serem parcialmente extraidas pelo solvente organico, possibilidade de
formacdo de emulsdes, volumes relativamente grandes de amostras e solventes,
processo tedioso, entre outros (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

De acordo com Wake et al. (2004), a extracdo em fase sdlida encontra-se
entre as técnicas de pré-concentracdo mais utilizados para selénio. Segundo 0s
mesmos autores as principais vantagens desta técnica sdo os elevados fatores de
pré-concentracdo que podem ser encontrados, levando a menores limites de
deteccdo, facil automacéo e possibilidade de acoplamento on-line.

Separacdes on-line por sor¢cdo sdo sempre realizadas por meio de colunas
(FANG, 1993). Estas sao feitas através do acoplamento direto da pré-concentracéo
em fluxo a um detector especifico de um equipamento.

A maioria dos trabalhos empregando pré-concentracdo on-line a
espectrometria de absorcdo atdbmica sdo realizados com a técnica em chama. A
primeira contribuicdo deste tipo de acoplamento ocorreu em 1983 por Olsen et al.
Este acoplamento é relativamente simples uma vez que a técnica em chama

trabalha com fluxos continuos.
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1.3.2 Pré-concentragdo em Fluxo Acoplada a Espectrometria de Absorcao Atémica
em Forno de Grafite.

Em forno de grafite, o acoplamento da pré-concentragcdo em fluxo € mais
complexo, este ocorre de modo descontinuo, paralelo e sincronizado com o
processo de atomizacdo. Outro desafio € o reduzido volume de amostra que pode
ser utilizado, estando limitado no maximo a 100 uL, entretanto melhores limites de
detecc¢do sdo alcancados por esta técnica, quando a mesma € comparada a FAAS.

O primeiro trabalho de pré-concentracdo on-line ao espectrébmetro de
absorcdo atdmica com atomizacao eletrotérmica foi publicado em 1990 por Fang,
Sperling e Welz. Foram utilizadas duas bombas peristalticas controladas
automaticamente por um computador, tubos de Tygon e de PTFE, um injetor de
cinco canais e uma coluna recheada com Cg. Cinco estagios foram necessarios
desde a pré-concentracdo até a completa eluicdo dentro do tubo de grafite. Porém,
uma etapa manual foi utilizada para inserir o capilar de eluicdo dentro do tubo de
grafite antes de ser iniciado o sistema de pré-concentracao.

A Tabela 1.2 apresenta alguns trabalhos publicados sobre SPE para
determinacdo de selénio e deteccdo em GFAAS. Podem ser observados trabalhos
utilizando todo o procedimento de SPE no modo em batelada, onde a pré-
concentragdo com sorventes ocorre em sistema aberto.

Outros autores utilizaram a SPE em fluxo, porém sem acoplamento direto ao
detector.

Por fim, trés artigos demonstram um sistema de pré-concentracdo em fluxo
acoplado diretamente ao detector do espectrometro de absorcdo atdbmica com
atomizacao eletrotérmica, semelhante ao trabalho desenvolvido por Queiroz et al.
(2002), para determinacéo de cobre, onde o termo “in-line” foi utilizado para designar
este modo de acoplamento. Este termo também foi utilizado no presente trabalho.

Algumas vantagens do acoplamento in-line sdo: economia de reagentes,
aumento da frequéncia analitica, baixo risco de contaminagdo da amostra e perdas
do analito.

A interface neste tipo de acoplamento ocorre entre o brago do autoamostrador

do espectrometro de absorcao atémica e o tubo de polietileno do sistema FIA.
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Tabela 1.2 - Trabalhos publicados empregando SPE de selénio e deteccdo em GFAAS.

Analito LOD? Amostra Sorvente SPE Acopla- Referéncia
(ng L™ (ml) mento ao
detector
Se total _ Sedimento Carvéao Batelada Off-line (KUBOTA,;
e agua Ativado SUZUKI;
natural OKUTANI,
(200,0 - 1995)
1000,0)
Se (IV) 5,0 Aguas Resinana Batelada Off-line (KUBOTA,;
Se (VI) Naturais forma de OKUTANI,
(50,0 — Mo 1997)
500,0)
Se (IV) 0,0047 Aguas Didxido Batelada Off-line (LI; DENG,
Naturais de titanio 2002)
Se (VI) 0,0063 (100,0)
Se (IV) 0,06 Aguas Didxido Batelada Off-line (ZHANG
Se (VI) Naturais de titanio et al., 2007)
(100,0)
Se total 0,08 Agua Espuma em fluxo Off-line (ARPADJAN;
(150,0) de VUCHKOVA,;
poliureta- KOSTADINO
no VA,
1997)
Se (IV) 0,049 Aguas Alumina  em fluxo Off-line (PYRZYINS-
Se (VI) 800,0 Naturais Ativada KA;
(100,0) DRZEWICZ;
TROJANO-
WICZ,
1998)
Se total 0,14 Materiais de  SiO,-Cig em fluxo Off-line (DIAS;
referéncia CADORE;
certificados BACCAN,
(25,0) 2003)
Se (IV) 0,01 Amostras Diaion em fluxo Off-line (SAYGI
Se (VI) ambientais HP-2MG et al., 2007)
(40,0)
Se (IV) 0,0045 Agua (4,2) RP C18 em fluxo On-line (YAN;
SPERLING;
WELZ, 1999)
Se (IV) 0,01 Agua DOWEX em fluxo On-line (STRIPEIKIS
Se (VI) Potavel 1X8 et al., 2004)
(9,0)
Se (VI) 0,006 Solugéo L- em fluxo On-line (PACHECO
parenteral  metionina et al., 2008)
(1,0)

alimites de deteccdo convertidos para microgramas por litro a partir dos valores encontrados nos
artigos originais.

Alguns trabalhos utilizam o proprio sistema FIA para injecdo da amostra no
forno de grafite, sendo o volume da mesma controlado por uma alca de amostragem
(YAN; SPERLING; WELZ, 1999) e (PACHECO et al., 2008), em trabalho semelhante
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o volume de amostra foi controlado pela bomba tipo seringa do espectrémetro de
absorcao atomica (STRIPEIKIS et al., 2004).

1.3.3 Pré-concentracdo em Fluxo Acoplada a Outros Detectores para Determinacao
de Selénio.

7

Também é comum o acoplamento da extracdo em fase sélida a outros
detectores especificos. Esta unido ja foi realizada emgregando silica modificada com
brometo de cetiltrimetilaménio ao ICP OES por Xiong, He e Hu (2008). Se (VI) foi
determinado apoOs adsorcdo na coluna, selénio total apos oxidacdo de Se (IV) para
Se (VI) com KMnO,4 e Se (V) pela diferenca entre Se total e Se (VI). O limite de
deteccéo para selenato em amostra de agua natural foi de 0,10 ug L™.

Yu et al. (2004), obtiveram o limite de deteccdo de apenas 0,007 pg L™ ao
determinarem espécies inorganicas de Se em amostras de agua. Foi realizado um
acoplamento da extracdo em fase solida, empregando uma coluna de Cig ndo polar,
ao ICP-MS. Na amostra foi adicionado o complexante para selenito pirrol
ditiocarbamato de aménio, esta amostra foi pré-concentrada e o efluente contendo
selenato foi levado a leitura. Para determinacao de Se total utilizou-se uma aliquota
da amostra que néo passou pela etapa de pré-concentracdo e a determinacédo de

selenito foi realizada pela diferenca entre as concentracdes de Se total e Se (VI).

1.3.4 Adsorventes Empregados na Pré-concentracdo de Selénio

Os principais mecanismos de separacdo em SPE sdo: adsorcao, particao,
exclusdo por tamanho e troca id6nica. Este ultimo é empregado para separacao/pré-
concentracdo de analitos na sua forma ibnica e geralmente o adsorvente possui
grupamentos catiénicos ou anibnicos ligados a sua superficie (LANCAS, 2004).

A resina trocadora forte de cations (SCX, do inglés strong cation exchanger)
geralmente possui o grupamento [SO37] ligado na sua superficie, e a resina trocadora

forte de anions (SAX, do inglés strong anion exchanger) comumente possui O
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grupamento N*(CHz)s. Neste Ultimo caso, empiricamente pode-se constatar que a
eluicdo ocorrera com o uso de um eluente que possua no minimo um pH de duas
unidades menor que o pK, do analito (STRIPEIKIS et al., 2004; JITMANEE et al.,
2007).

Um exemplo do uso de uma resina trocadora de anions fortemente basica
pode ser encontrado no trabalho de STRIPEIKIS et al. (2004). A resina DOWEX 1X8
foi empregada e o principal desafio encontrado pelos autores estava relacionado a
eluicdo total de selénio da coluna, levando ao uso de concentracfes altas de acidos
usados como eluentes. Muromac® 2X8 é outro exemplo de uma resina trocadora de
anions, esta foi empregada por Jitmanee et al. (2007).

Alguns trabalhos utilizam complexantes baseados em ditiocarbamatos a fim
de possibilitar a adsorcédo do analito nos sorventes empregados (SAYGI et al., 2007;
DIAS; CADORE; BACCAN, 2003; YAN; SPERLING; WELZ, 1999 e ARPADJAN;
VUCHKOVA; KOSTADINOVA, 1997).

1.4 OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi propor um método para especiacao
de selénio por meio do acoplamento das técnicas de pré-concentracdo em sistema
de analise por injecdo em fluxo e a espectrometria de absorcdo atdbmica com

atomizacédo em forno de grafite.

1.5 JUSTIFICATIVA

O fato de selénio ser um elemento essencial para 0s organismos vivos e seus
niveis em fontes naturais variarem grandemente nas diversas partes do mundo, tém
levado a um aumento do seu consumo na forma de suplementacdo alimentar ou
através do uso de medicamentos. E baseando-se no principio de que esse elemento
€ toxico e essa toxicidade variar de acordo com a espécie quimica envolvida, o

consumo abusivo do mesmo pode ocasionar danos a saude humana. De acordo
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com o exposto, justifica-se o0 estudo da especiacdo das espécies de selénio em
fontes naturais, como a agua e também em matérias-primas utilizadas para a

fabricacdo de formulas farmacéuticas.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados no presente trabalho, listados abaixo, encontram-
se no Laboratorio de Andlise Quimica de Farmacos da Universidade Federal de
Alfenas.

Balanca analitica modelo AY220 (SHIMADZU®);

Purificador de &gua modelo Milli - Q Academic (MILLIPORE®);

Espectrdmetro de absorcdo atémica modelo AAS 5 EA (ZEISS®), com
aquecimento transversal do tubo de grafite com plataforma de L'vov, lampada de
deutério para correcao de background e autoamostrador MPE 5;

Lampada de catodo oco de Se (AnalytiKjenaAG®), como fonte de radiacéo.;

Potencidmetro modelo 1 Schott (Handylab®), utilizado para medidas dos
valores de pH,;

Forno de microondas modelo Ethos Plus (MILESTONE®), usado para a
digestdo das amostras;

No sistema FIA foram utilizados os seguintes equipamentos e materiais:

Bomba peristéltica de oito canais IPC (ISMATEC®) e tubos de Tygon® de 2,06
mm d.i., utilizados para propulsdo dos fluidos;

Valvulas solenoides de trés vias (NReserch®) e tubos de polietileno de 0,8
mm de d.i., para interconexao do sistema,;

Sistema eletrénico, montado no proprio laboratorio de pesquisa, cuja funcao
era acionar ou desligar as valvulas solenoides;

Microcomputador PC (IBM®), processador PENTIUM 133 MHZ, 64 MB de

memoria RAM, usado para aquisicdo de dados e controle do sistema eletronico.
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2.2 REAGENTES

Seguem os reagentes empregados no presente trabalho.

Se 1000 mg (SeO, em HNO; 6,3%), Titrisol® (Merck), utilizado no preparo das
solugdes padréo de ions selenito;

Selenato de sédio (Na,SeO,) (Merck®), utilizado no preparo das solugdes
padrao de ions selenato;

Peroxido de hidrogénio (Merck®) e &cido nitrico (Merck®), usados para
digestdo das amostras, sendo que o Ultimo também foi utilizado como eluente;

Cloreto de aménio (Impex®), amoénia (Impex®), acido bérico (Merck®) e
hidréxido de sédio (Vetec®), usados no preparo do sistema tamp&o;

Nitrato de paladio (Aldrich Chemical Company®), utilizado como modificador
quimico durante o processo de pirdlise;

Reagentes utilizados na triagem do sorvente: &cido ascérbico (VETEC®),
acido cloridrico (VETEC®), dietilditiofosfato de aménio (ACROS ORGANICS®) e
etanol (MERCK®);

Nitrito de Sédio (MERCK®), cloreto de sédio (IMPEX®), nitrato de sédio
(ECIBRA®), manganés (MERCK®) e aluminio (MERCK®), foram usados no teste de
concomitantes;

Nanotubos de carbono de paredes mudltiplas (pureza > 93%, 10-40 nm de
diametro e 5-20 ym de comprimento) (CNT Co., Ltda), nanotubos de carbono tratado
com alumina (AMAIS, et al. 2007), espuma de poliuretano (ARPADJAN;
VUCHKOVA; KOSTADINOVA, 1997), silica (la de vidro) e alumina ativada
(PYRZYNSKA; DRZEWICZ; TROJANOWICZ, 1998), utilizados na triagem do
sorvente;

Resina trocadora de anions LC SAX (SUPELCO®), empregada como

sorvente.
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2.3 CONDICOES OPERACIONAIS DO ESPECTROMETRO DE ABSORCAO
ATOMICA COM ATOMIZACAO ELETROTERMICA

As condi¢bes de temperatura das etapas de pir6lise e atomizacdo para
determinacdo de selénio foram adaptadas do trabalho de Saygi et al. (2007). As
mesmas encontram-se na Tabela 2.1.

Para atomizacdo de selénio foram utilizados tubos de grafite revestidos

piroliticamente.

Tabela 2.1 - Programa de aquecimento do espectrbmetro de absor¢cdo atdbmica com
atomizacdo eletrotérmica.

Etapas T (°C) Rampa (°Cs?) Tempo (s) Gas Ar (mL min™?)
Secagem 110 15 15 250

Pirdlise 1100 10 20 250

Atomizagéao 2100 FP 5 0

Limpeza 2600 1000 3 250

FP (do inglés, full power)

O comprimento de onda de 196 nm, largura da fenda de 1,2 nm, tempo de
integracédo de sinal de 5 segundos e um volume de injecdo de 20 pL, sdo algumas
condi¢gbes operacionais do utilizadas. A correcdo do sinal de fundo foi feita com

lampada de deutério.

2.4 ESTUDOS PRELIMINARES PARA A MONTAGEM DO SISTEMA DE PRE-
CONCENTRACAO E DETERMINACAO DE SELENIO.

E importante salientar que para ser otimizado, qualquer sistema precisa de
uma versao inicial, nesse contexto, nesse trabalho, o primeiro procedimento
consistiu em construir colunas e selecionar um sorvente e um eluente adequado

para a pré-concentracédo do analito.
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2.4.1 Preparo das Colunas para Triagem do Sorvente

Colunas com varios sorventes foram preparadas para o teste de triagem. No
procedimento, duas ponteiras de micropipetador serviram de suporte para o
sorvente (Figura 2.1). L& de vidro (SiO,) foi introduzida nas pontas deste suporte,
para evitar a perda do sorvente e tubos de polietiieno de 0,8 mm de d.i. foram
conectados nas extremidades dos mesmos possibilitando a conexdo da coluna com
o sistema FIA. Tubos de Tygon® foram usados com a finalidade de selar as duas
ponteiras.

Foram pesadas 30 mg do sorvente e 100 mg de |a de vidro, assim, fez-se
necessario um estudo para verificar a sor¢cdo do analito na silica, ou seja, a silica em
forma de la de vidro também foi empregada como sorvente.

No recheio das colunas os sorventes foram pesados em béquer,
ressuspensos em quantidade suficiente de agua deionizada e aspirados através de

um sistema FIA em linha Unica (Figura 2.3) para o interior do suporte sélido.
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Figura 2.1 — Em (a) colunas de nanotubo de carbono, (b) nanotubo de carbono tratado com
alumina, (c) alumina ativada, (d) silica e (e) espuma de poliuretano, utilizadas nos testes de
pré-concentracdo de selénio.

A resina trocadora de anions foi retirada de um cartucho de extracdo para
preparo de amostras LC-SAX (SUPELCO®).
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Este adsorvente € um trimetilaminopropilsilano, trocador forte de anions (SAX,
do inglés, strong anion exchanger), uma amina quaternaria ligada a uma silica que

possui como contra-ion CI" (Figura 2.2).

=Si—-CH, - CH, - CH, - N"(CH;),CI”

Figura 2.2 — Estrutura quimica de uma resina SAX.
Fonte: Adaptado de Queiroz, Collins e Jardim (2001).

A interacdo entre o analito e a resina ocorre por meio de atracéo eletrostatica
dos anions selenito e selenato pelo atomo de nitrogénio protonado.

Para ocorrer a troca ionica em solugcdo aquosa, o pH da amostra deve ser
aquele no qual ambos componentes de interesse, analitos e grupo funcional ligado
na silica, estejam ionizados.

A eluicdo ocorrera com uma solucdo que possua, no minimo, um pH de duas

unidades a menos que o pK; do analito.

2.4.2 Configuracdo do Sistema de Pré-concentracdo em Fluxo para Triagem do

Sorvente.

\/.» ETAAS
S — -
1,5 mL min"" c ‘\")

BP

TE

Figura 2.3 - Esquema do sistema FIA, para triagem do sorvente, utilizado na pré-
concentracao/eluicdo de selénio e posterior determinacdo por GFAAS. Em S, solucbes
padrdo de Se e/ou eluente a 1,5 mL min™; BP, bomba peristéltica; C, coluna e TE, tubo de
ensaio.
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A configuracdo do sistema FIA utilizado na pré-concentracao/eluicdo de
selénio para a triagem do sorvente esta representada na Figura 2.3.
Neste sistema foram utilizados tubos de Tygon® de 2,06 mm d.i., tubos de

polietileno de 0,8 mm d.i., bomba peristaltica de oito canais e colunas de sorventes.

2.4.3 Triagem do Sorvente e do Eluente.

Para a triagem do sorvente consideraram-se o0s relatos na literatura dessas
substancias bem como sua disponibilidade no Laboratorio de Analise Quimica de
Farmacos da Universidade Federal de Alfenas.

Os sorventes testados foram: nanotubos de carbono (NTC) sem tratamento
(TARLEY, et al. 2006), NTC tratado com alumina (AMAIS, et al. 2007), alumina
ativada (PYRZYNSKA; DRZEWICZ; TROJANOWICZ, 1998), silica (SiO,) (14 de
vidro), espuma poliuretano (ARPADJAN; VUCHKOVA; KOSTADINOVA, 1997) e
resina trocadora de anions (GOMEZ-ARIZA et al., 2000).

Outro fato a considerar € a pré-concentracdo das diferentes espécies de Se,
e.g., See (AFKHAMI; MADRAKIAN, 2002), selenito (SeOs?) (JITMANEE et al., 2007)
e Se complexado (DIAS; CADORE; BACCAN, 2003). Nesse contexto, no presente
trabalho, o selenito foi testado em todas as colunas mencionadas. Se° e Se
complexado foram testados com a coluna de NTC, e também com silica.

A fim de se pré-concentrar selenito uma solugdo padrdo do mesmo na
concentracdo de 100 pg L™ foi preparada. Se° foi obtido a partir da reducéo de
selenito (100 ug L™) com &cido ascérbico 1% (m/v). Para o preparo de selénio
complexado reagiu-se selenito (100 pg L™) com dietilditiofosfato de aménio 1%
(m/v).

Essas solucbes padréo foram inseridas em um sistema em fluxo (subsecao
2.4.2) e para constatar a ocorréncia ou ndo de adsorcao verificou-se a concentracao
de Se nas solucdes apos passarem pelas colunas.

Para os sorventes que apresentaram resultados positivos com relacdo a
adsorcao, prosseguiram-se 0s estudos investigando o eluente adequado para cada

coluna.
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No estudo da eficiéncia de eluicdo foi empregado o mesmo sistema FIA
(subsecao 2.4.2), contudo determinou-se a concentracdo de Se no eluato. Assim,
foram empregados os seguintes eluentes:

Para alumina ativada e LC-SAX, foram empregados como eluentes HCI 0,12
mol L'* e HNO3 0,5 mol L, para silica os eluentes foram H,O, 0,8 mol L*/HNO3 1,0
mol L™ e KBrO3z 0,0625 mol L*/HNO3 0,5 mol L™ . Para nanotubo de carbono foram
empregados como eluentes etanol e uma solucdo de HNO3 0,1 mol L* em meio
hidroetandlico contendo 80 % (v/v) de etanol. O &cido cloridrico foi testado por
possuir 0 mesmo anion do contra-ion da resina LC-SAX, acido nitrico por ter sido
utilizado no trabalho de Jitmanee et al. (2007) onde foi utilizada uma resina
trocadora de anions, peroxido de hidrogénio e bromato de potassio em meio acido,
por serem fortes oxidantes e etanol por ter apresentado resultados satisfatorio no
trabalho de Dias, Cadore e Baccan (2003).

2.4.4 Preparo da Minicoluna

Apbés a triagem do material sorvente, foram construidas minicolunas
recheadas com a resina trocadora de anions LC-SAX para adaptacdo ao sistema de
pré-concentracdo in-line a GFAAS (Figura 2.4). No preparo das mesmas foram
utilizados: um pedaco de tubo de Tygon® que serviu de suporte sélido para a resina,
|& de vidro que foi utilizada para evitar a perda do sorvente e tubos de polietileno de
0,8 mm d.i. inseridos em ambas extremidades do suporte sélido. Uma extremidade
dessa minicoluna foi conectada ao sistema FIA e a outra foi inserida no braco do
autoamostrador, com a finalidade de injetar o eluato dentro do tubo de grafite.

Inicialmente foi construida uma minicoluna com um pedaco de tubo de Tygon®
de 3,05 mm d.i., onde foi constatada a formacdo de caminhos preferenciais que
prejudicavam a repetibilidade das determinacées. Em seguida foi utlizado um Tubo
de Tygon® de 1,5 mm d.i. que levou a uma alta pressdo no sistema de pré-
concentracéo. Finalmente foi preparada uma minicoluna com 2,06 mm d.i. e 1,5 cm
de comprimento com a qual foi obtido éxito nas determinacdes. Para rechear esta
minicoluna o procedimento adotado foi o mesmo realizado para as colunas de

triagem do sorvente (subsecéo 2.4.1).
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Tubode Tubode L& de vidro
polietileno  [ygon
0.8 mmdi. Tubo de Tygon
2,06 mmd.i
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Figura 2.4 — Em (a) desenho esquemdtico da minicoluna utilizada no sistema de pré-
concentracao de selénio e em (b) uma fotografia da mesma.

2.4.5 Configuracdo do Sistema de Pré-concentracdo in-line a GFAAS para

Determinacéo de Se

O sistema FIA para pré-concentracado de Se foi acoplado no autoamostrador
do aparelho de absorcdo atbmica. Este sistema em fluxo € semelhante ao
mencionado por Queiroz, et al. (2002). Foram utilizados: uma bomba peristéaltica de
oito canais e tubos de Tygon® de 2,06 mm de d.i., para propulséo dos fluidos; trés
vélvulas solenoides de trés vias e tubos de polietileno de 0,8 mm de d.i., para
interconexao do sistema e direcionamento das solu¢gdes e um microcomputador para
aguisicao de dados e controle do sistema eletrdnico.

A Figura 2.5, apresenta o diagrama do sistema FIA empregado. Uma interface
construida no laboratério (FIGUEIREDO, et al.,, 2006), fez a conexdo entre o

microcomputador e o sistema eletrdnico de controle das valvulas solenoides. O
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acoplamento entre o sistema FIA e o espectrOmetro de absorcdo atomica foi
realizado por meio do braco do autoamostrador do equipamento e o tubo de
polietileno de uma das extremidades da minicoluna e através da valvula solenoide

(V1) com a bomba tipo seringa do equipamento.

u VE ETAAS

bomba tipo serinaa
do auto-amostrador

brago do auto-amostrador
amostra >

1 D G
bomba carrossel do

peristaltica corrente auto-amostrador

elétrica
interface microcomputador

Figura 2.5 — Diagrama esquematico do sistema de pré-concentracdo em fluxo in-line a
GFAAS, demonstrando a etapa de limpeza da minicoluna. Componentes: microcomputador
para aquisicdo de dados e controle das valvulas solenoides, HNO; 0,1 mol L*, solugéo de
limpeza. Em M, minicoluna trocadora de anions (1,5 cm x 2,06 mm i.d.); V,, trés valvulas
solenoides de trés vias; D, descarte e FG, forno de grafite.

O sistema FIA de pré-concentracdo opera em trés etapas que ocorrem de
forma paralela e sincronizada com o programa de aquecimento do espectrémetro de
absorcdo atdbmica com atomizacdo eletrotérmica. Na primeira etapa acontece a
limpeza da minicoluna, na segunda a pré-concentracdo e na terceira etapa a eluicdo
de selénio (Tabela 2.2).

Inicialmente, a minicoluna do sistema FIA encontra-se conectada a bomba
peristaltica e com o braco do autoamostrador na posi¢do de descarte, as véalvulas 1
e 3 sdo ligadas direcionando solucdo de limpeza (HNO3 0,1 mol L™) numa vazéo de

4 mL min, em direc&o & minicoluna por 60 s.
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Em seguida, na etapa 2, as valvulas 1 e 2 sdo acionadas pré-concentrando o

analito por 90 s.

Tabela 2.2 — Esquema das valvulas solenoides utilizadas no sistema de pré-concentracdo
de selénio.

Etapas Posicdo do braco do Vi Vo V3 t(s) Descricao
autoamostrador
1 Descarte 1 0 1 60 Limpeza da
minicoluna
2 Descarte 1 1 0 90 Pré-concentracao
de selénio
3 Carrosel/Tubo de grafite 0 0 0 25 Eluicdo

O status O e 1 representam que as valvulas encontram-se desligadas e ligadas,
respectivamente.

Na etapa 3 as valvulas séo desligadas e o sistema FIA passa a se conectar a
bomba tipo seringa do autoamostrador. O programa do equipamento € acionado e
automaticamente 20 pL de eluente sdo aspirados através da minicoluna, em
seguida, 5 pL de nitrato de paladio também sao coletados, porém, esta solu¢do néo

entra em contato com a resina trocadora de anions (Figura 2.6).

Carrossel do auto-amostrador

Figura 2.6 — Em M, minicoluna do sistema de pré-concentracdo em trés situacdes diferentes:
(a) demonstrando o sistema aspirando 20 pL de eluente (E) posicionado no carrossel do
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autoamostrador, em (b) sistema aspirando nitrato de paladio (Pd) e em (c) posicéo final das
duas solucdes antes de serem injetadas dentro do forno de grafite (FG).

Posteriormente, o braco do autoamostrador conduz o sistema FIA para dentro
do tubo de grafite onde o eluato é depositado. Nota-se que 0 eluente passa pela
coluna duas vezes, 0 que aumenta o seu poder de eluicéo.

Durante o aquecimento do tubo de grafite o braco do autoamostrador volta
para a posicao inicial e um novo ciclo se inicia. Assim, o ciclo de aguecimento do
forno de grafite e as etapas de 1 a 3 do sistema FIA foram sincronizadas com o

intuito de se obter uma maior frequéncia analitica.

2.5 OTIMIZACAO DO PROCEDIMENTO DE PRE-CONCENTRACAO IN-LINE A
GFAAS PARA DETERMINACAO DE SELENITO

O sistema de pré-concentragdo in-line a GFAAS foi estudado inicialmente
para determinacédo de selenito. Neste estudo foram utilizadas solu¢des padrdo do
mesmo, preparadas a partir do padrdo Se 1000 mg L™ (Titrisol®, Merck).

Assim, para possibilitar o funcionamento inicial do sistema de pré-
concentracdo foram estudados os parametros: tipo de eluente, sistema tampéo e
volume de amostra. O pH das solu¢des nestes testes foi ajustado com NaOH em
8,5; este valor foi escolhido baseando-se nas constantes de ionizacdo do &cido
selenoso (K1, 2,7 x 102 e K», 2,5 x 107) (OHLWEILER, 1971), a fim de se trabalhar
com o analito na sua forma ionizada.

Posteriormente, uma otimiza¢cdo multivariada do pH da amostra, concentracao
do eluente e vazao de pré-concentracao foi realizada utilizando planejamento fatorial
e matriz de Doehlert.

Conforme mencionado na subsecéo 2.4.3, foram testados como eluentes: HCI
e HNOs.

Com o objetivo de assegurar a estabilidade do pH das amostras, foram
testados dois sistemas tampdes para pH 8,5 : amoniacal e borato na concentragéo
de 0,005 mol L. Neste contexto, comparou-se a magnitude de sinais de
absorbancia, obtidos com uma solucdo padréo de selenito 30 pg L™, em solucdes

tamponadas e em solu¢des com pH ajustado com NaOH.
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Com relacdo ao volume de amostra, 0 mesmo foi fixado em 6,0 mL tendo em
vista uma frequéncia analitica adequada e o perfeito sincronismo do programa de

aguecimento com o sistema de pré-concentracao.

2.5.1 Selecdo da Vazédo de Pré-concentracdo, Concentracdo do Eluente e pH da

Amostra.

Com a finalidade de se obter os valores 6timos do sistema pré-concentracéo
in-line & GFAAS com relacdo a selenito, uma otimizacdo multivariada foi proposta.
Este método avalia as variaveis estudadas e suas interacfes, enquanto que o modo
univariado, avalia somente uma variavel por vez ndo sendo possivel analisar as
interacdes entre elas. Outras vantagens sdo 0s menores consumos de reagentes e
namero de experimentos (BARROS NETO, 1996).

Foram estudadas as variaveis: vazao de pré-concentracdo, concentracdo do
eluente e o pH da amostra. A otimizacao foi iniciada com um planejamento fatorial
completo de dois niveis e trés variaveis (2°), usado para fazer uma triagem de quais
variaveis eram significativas no sistema.

ApoOs a analise dos dados resultantes do planejamento fatorial, o sistema foi
otimizado por meio de uma matriz de Doehlert para as trés variaveis em questao
(FERREIRA et al., 2004). A vantagem do planejamento com matriz de Doehlert € a
sua flexibilidade, uma vez que o analista pode avaliar as variaveis mais significativas

para o sistema em mais niveis e as variaveis menos importantes em menos niveis.

2.6 ESPECIACAO DE SELENIO

O sistema de pré-concentracdo in-ine a GFAAS mostrou ter uma
potencialidade para especiacdo de selénio. Desta forma, um estudo do pH de pré-
concentracdo das espécies de selénio, selenito e selenato, foi realizado. O mesmo
foi baseado nas constantes de ionizacdo do acido selenoso (mencionadas no

subitem 2.5) e do &cido selénico (K, = 2,0 x 107).
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Uma aproximacéo dos valores de pH utilizados pode ser vista no diagrama de
distribuicdo das espécies (Figura 2.7). Uma vez que a espécie a ser pré-concentrada
necessita estar em sua forma iénica, monohidrogenoselenato pode ser encontrado
em toda faixa de pH estudada, entretanto monohidrogenoselenito pode ser
encontrado somente em pH acima de 1,5.

Em posse desse diagrama prosseguiram-se 0s testes com o estudo empirico
do efeito do pH no sistema de pré-concentracdo in-line & GFAAS. Este estudo foi
realizado por pré-concentrar solucfes das espécies em questdo na concentracédo de
10 pg L™ na faixa de pH entre 1 e 8, intervalo no qual foi possivel determinar um pH
seletivo para a adsor¢do de selenato, ndo sendo neste teste necessario estudar

valores de pH mais elevados.

1,00 3,
0,75 +

0,50 1

Proporcgao

0,25

0,00

Figura 2.7 — Diagramas de distribuicdo das espécies de selénio.
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2.6.1 Curvas Analiticas para o Sistema de Especiagao

No estudo anterior foram obtidos dois valores de pH para pré-concentracao
de selenito e selenato, em seguida com a finalidade de se obter uma correlacéo
entre os sinais de absorbancia das espécies em questdo e as concentracdes dos
mesmos foram preparadas trés curvas analiticas. Uma delas para selenato em pH
2,0; onde solugdes padréo nas concentragdes de 0,5; 1,0; 3,0; 5,0 e 8,0 pg L™ foram
preparadas por diluicdo apropriada da solugdo estoque. As outras duas curvas
analiticas foram construidas para selenito e selenato em pH 8,8 (valor de pH obtido
apo0s a otimizacdo multivariada) nas concentracdes de 1,0; 3,0; 5,0; 80 e
10,0 ug L™

Com os dados das curvas analiticas obteve-se um sistema de equacdes
lineares, no qual em meio &cido o sinal da amostra era regido pela Equacgéo 2.1,
obtida pela curva analitica de selenato em pH 2,0 e regido em meio alcalino pela
Equacédo 2.3, obtida pela soma das curvas analiticas construidas em pH 8,8. Assim,
obtiveram-se as concentracdes de selenato (Equacéo 2.2) e selenito (Equacgao 2.4).
Como pode ser visto, este sistema de equacdes leva em consideracao as diferentes
sensibilidades das espécies em questéo nos diferentes valores de pH estudados.

A1 =My X Csevyy + 1 (2.2)
Csey = (A1 — az)/my (2.2)
Ay =my X Cseqviy + @2 + M3 X Cseqyy + a3 (2.3)
CSe(IV) = (-A1m1m2 + Aomy + mimea; — mia, — mlag)/mlmg) (24)
Onde:

A; é o sinal de absorbancia em pH 2,0

m; é o coeficiente angular da curva de selenato em meio &cido;

Csevi) € a concentragdo de selenato;

a; é o coeficiente linear da curva de selenato em meio acido.

A, é o sinal de absorbancia em pH 8,8;

m, é o coeficiente angular da curva de selenato em meio alcalino;

a, é o coeficiente linear da curva analitica de selenato em meio alcalino;
m3 € o coeficiente angular da curva de selenito em meio alcalino;

Cseqv) € a concentragao de selenito;

a; é o coeficiente linear da curva analitica de selenito em meio alcalino.



43

2.6.2 Estudo de Concomitantes

A seletividade do método foi testada frente aos principais compostos
comumente presentes em aguas, e no presente trabalho avaliaram-se alguns
compostos que foram previamente determinados em amostras da Represa de
Furnas na regido do Braco Sapucai (CI', NO3, NO5, AP**, Mn?").

Os niveis dos concomitantes testados foram baseados na concentracdo dos
mesmos presentes naturalmente na Represa de Furnas (Brago Sapucai), sendo que
estes dados foram obtidos pelo Grupo de Liminologia da Universidade Federal de

Alfenas durante o ano de 2008.

Tabela 2.3 - Concentracdes dos concomitantes estudados.

Interferente Concentracao 1 Concentracgao 2 Concentracao 3
(mg L™) (mg L™) (mg L™)
Cloreto 1a 125° 250°
Nitrito 0,0352 0,5 1°
Nitrato 5° 10° 2502
Aluminio 0,05° 0,1° 1,42
Manganés 0,05° 0,1° 0,142

aNjvel maximo encontrado na Represa de Furnas; ° metade do nivel maximo permitido pelo
CONAMA e °nivel maximo permitido pelo CONAMA.

Outro parametro levado em consideragéo foram os niveis maximos permitidos
destes concomitantes em aguas doces classe 2, segundo Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA) (BRASIL, 2005), estes niveis raramente sdo encontrados
e foram estudados com a finalidade de se obter mais dados a respeito do sistema de
pré-concentracdo. As referidas concentracdes 1, 2 e 3 estao descritas na Tabela 2.3.

Esses concomitantes foram adicionados a padrées de selenito 3 pug L' e
selenato 2 pg L™, e as solugdes foram divididas em duas aliquotas, sendo uma delas

ajustada em pH 8,8 com tampéo borato e a outra em pH 2,0 com acido nitrico.
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2.6.3 Figuras de Mérito do Sistema de Especiacdo

Os procedimentos para a obtencdo das figuras de meérito com o sistema de
especiacdo de selenito e selenato: precisdo, exatiddo, linearidades, limites de
deteccéo e limites de quantificacdo estéo descritas a seguir.

2.6.3.1 Precisao

No presente trabalho a precisdo foi avaliada em dois niveis, repetibilidade

(precisdo intra-corrida) e precisao intermediaria (precisao inter-corridas).

2.6.3.1.1 Precisao Intra-Corrida (Repetibilidade)

A precisdo em termos de repetibilidade avalia a concordancia entre o0s
resultados obtidos dentro de um curto intervalo de tempo, no mesmo laboratorio,
com o mesmo analista e instrumentacdo (ICH, 1994). No presente trabalho a mesma
foi realizada através de determinacfes em sextuplicata de uma solu¢do contendo
2,0 pg L™ de cada espécie estudada. Esta solucdo foi dividida em duas aliquotas
ajustadas nos dois valores de pH estudados (2,0 e 8,8) e finalmente submetidas ao

procedimento de pré-concentracao e leitura.

2.6.3.1.2 Precisao Intermediaria (Precisao Inter-corridas)

O objetivo deste estudo foi avaliar a precisao entre os resultados obtidos em

dois dias diferentes, com analistas diferentes, porém no mesmo laboratério e com o
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mesmo equipamento (ICH, 1994). A solucao utilizada neste teste foi preparada da
mesma forma descrita na subsegéo 2.6.3.1.1.

2.6.3.2 Exatidao

A fim de se avaliar a exatiddo do método proposto, 0 mesmo foi aplicado em
material de referéncia certificado (CRM) para metais traco de figado de Dogfish.

Foram pesadas triplicatas de 100 mg do CRM, ao mesmo foram adicionados
6 mL de HNO; (65%) e 2 mL de H,O, (30%) e estes foram pré-digeridos em tubo
aberto por uma noite em temperatura ambiente. Em seguida, os mesmos foram
digeridos em forno microondas Ethos Plus (Millestone®), segundo procedimento
descrito na Tabela 2.4.

O digerido foi levado a quase secura e reconstituido para 250 mL com agua
deionisada. Metade desta solucao foi ajustada em pH 2,0 com acido nitrico e a outra
metade em pH 8,8 com tamp&o borato 0,005 mol L™, finalmente o procedimento de
pré-concentracéo foi realizado.

Tabela 2.4 — Programa de aquecimento do forno de microondas utilizado na digestdo de
material de referéncia certificado.

Etapa Tempo (min) Temperatura (°C) Poténcia (W)
1 5 200 600
2 10 200 1000

2.6.3.3 Linearidades, Limites de Deteccao (LOD) e Limites de quantificacdo (LOQ)
para o Sistema de Especiacgao.

A capacidade de uma metodologia de demonstrar que os resultados obtidos
dentro de um intervalo especifico sédo diretamente proporcionais a concentracdo do
analito na amostra, é definido como linearidade. Esta foi determinada pelo
coeficientes de correlacdo, obtidos pelas curvas analiticas de selenito e selenato
(BRASIL, 2003).
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As linearidades, limites de deteccao e limites de quantificacdo do sistema de
especiacdo com relacdo a selenato, foram obtidas a partir da curva analitica em
meio acido devido ao fato da concentracédo deste anion ser determinada neste pH, o
branco foi uma solucdo de acido nitrico pH 2,0. Para selenito, os mesmos foram
obtidos em pH 8,8; as solu¢des padrao foram ajustadas com tampé&o borato 0,005
mol L™, sendo que o branco, neste caso, foi uma solucéo deste tampéo.

Para o calculo dos limites de deteccéo e quantificacéo, foram realizadas dez
leituras do branco. O célculo de ambos os limites é baseado na raz&o entre o desvio
padrao das dez leituras do branco e o coeficiente angular da curva de calibracdo. O

valor obtido é multiplicado por trés e dez, respectivamente para a obtencdo dos
limites de deteccao e quantificacdo do método (INGLE JR; CROUCH, 1988).

2.6.3.4 Curvas Analiticas sem Pré-concentracao

A fim de obter os fatores de pré-concentragdo do sistema, apresentado na
proxima subsecédo, duas curvas analiticas sem pré-concentracao foram construidas,
uma para selenito e outra para selenato.

Desta forma, cinco solucdes padrao de selenito nas concentracdes de 20,0;
30,0; 50,0; 70,0 e 90,0 pg L™ foram preparadas por diluicées apropriadas da solucdo
estoque do mesmo em meio de &cido nitrico 2,8 mol L™, mesmo meio do eluente. Da
mesma forma, porém a partir da solu¢cdo estoque de selenato, foram preparadas
cinco solugcbes padrdao deste anion nas concentracdes de 20,0; 40,0; 60,0; 80,0 e
100,0 pg L™

2.6.3.5 Fatores de Pré-concentracdo, indices de Consumo e Eficiéncias de

Concentracao

A determinacédo dos fatores de pré-concentracao (FP), indices de consumo

(IC) e eficiéncias de concentracédo (EC) foi realizada neste estudo. Estes parametros
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sdo importantes no sentido de se avaliar a eficiéncia dos sistemas de pré-
concentracédo em fluxo.

O fator de pré-concentracdo € o critério mais utilizado para esta avaliacdo, o
mesmo indica 0 quanto o sistema pré-concentrou o analito. Teoricamente este termo
é definido pela razdo entre a concentragdo do analito no eluato e na amostra
original. Porém, na pratica, este fator pode ser definido como a razdo dos
coeficientes angulares das curvas analiticas obtidas antes e depois da pré-
concentracdo do analito (FANG, 1993).

Entretanto, altos FP n&o s&o necessariamente associados com altas
eficiéncias, estes podem ser alcancados com longos periodos de pré-concentracao,
prejudicando umas das caracteristicas principais dos sistemas de pré-concentracao
em fluxo, as altas frequéncias analiticas obtidas. Neste sentido, este parametro néo
deve ser avaliado de forma exclusiva.

A eficiéncia de concentracdo indica o FP alcancado durante um minuto de
pré-concentracdo. Este € definido como o produto entre o FP e a frequéncia de
amostragem em numero de amostras determinadas por minuto.

Outro parametro avaliado é o indice de consumo, este reflete um aspecto da
eficiéncia do sistema de pré-concentragdo relacionado com a utilizacdo da amostra.
E definido como o volume de amostra (mL) consumido para se obter uma unidade
de FP, sendo que o mesmo é obtido por meio da razédo entre o volume de amostra

pré-concentrado e o fator de pré-concentracéo do sistema.

2.7 APLICACAO EM AMOSTRAS SIMULADAS

A fim de se verificar o desempenho do método proposto, o mesmo foi
aplicado em amostras simuladas. Neste contexto, uma amostra contendo 6 pg L™ de
selenito e 3 pug L™ de selenato foi preparada em tampao borato 0,005 mol L™, pH 8,8;
outra aliquota desta amostra foi ajustada em pH 2,0 com &cido nitrico. Em seguida,
as duas aliquotas foram inseridas no sistema de pré-concentracdo proposto para
determinacao das espécies de selénio.

O mesmo procedimento descrito acima também foi aplicado em uma amostra

contendo 5,0 pg L™ de selenito e 2,0 ug L™ de selenato.
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2.8 APLICACAO EM AMOSTRAS REAIS

O método proposto foi empregado na determinacéo de selenito e selenato em

aguas naturais de rio e mina e também em amostras de medicamentos.

2.8.1 Aguas Naturais

Amostras de agua de dois rios (Rio Sapucai: 21°26'54"S e 45°37'38"W, Rio
Verde: 21°25'13"S e 46°01'34"W) e duas amostras de agua de uma mina (21°25’2"S
e 45°56'15"W), coletadas em diferentes dias, foram filtradas sob vacuo usando
membrana de vidro de 47 mm (Carvalhaes®). Uma aliquota do filtrado foi ajustada
em pH 2,0 com &cido nitrico e outra em pH 8,8 com tamp&o borato 0,005 mol L™, em
seguida as mesmas foram analisadas no sistema de pré-concentracdo proposto,
todo procedimento foi realizado em triplicata.

Foram realizados testes de adicdo e recuperacdo nessas amostras, sendo
gue as mesmas foram enriqguecidas com quantidades diferentes de selenito e
selenato, 1,0; 3,0 e 5,0 ug L™, visando obter concentracdes em toda faixa linear

estudada no método proposto.

2.8.2 Selénio Quelato

As amostras de selénio quelato foram doadas por duas farmacias de
manipulacdo, Pimpinela e Pharma Ervas, sendo a primeira da cidade de Alfenas
(MG) e a ultima de Machado (MG).

Foram pesadas triplicatas de 100 mg de cada amostra e 0 mesmo
procedimento de digestdo descrito para o material de referéncia certificado foi
realizado.

O digerido foi levado a quase secura e reconstituido para 1000 mL com agua

desionizada, uma aliquota de 2,5 mL foi retirada desta para posterior diluicdo em
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250 mL. Em seguida, esta solucdo foi dividida em duas partes, uma delas foi
ajustada em pH 2,0 e a outra em pH 8,8 e ambas foram determinadas no sistema de
pré-concentracdo in-line & GFAAS.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 TRIAGEM DO SORVENTE

Os resultados do teste de triagem do sorvente frente a algumas espécies de
selénio serviram como base para a escolha do mesmo. Conforme mencionado na
subsecao 2.4.3, este estudo foi feito com diferentes solu¢gbes de selénio para se
verificar a adsorcédo do analito.

O anion selenito, embora testado em todos 0s possiveis sorventes estudados,
foi adsorvido somente na alumina ativada e na resina trocadora de anions LC-SAX,
conforme Tabela 3.1. Selenito reduzido a Se° foi adsorvido somente na silica e Se
complexado foi adsorvido em nanotubos de carbono.

Em todos os casos descritos anteriormente verificou-se 100% de adsorc¢ao do
analito com o respectivo sorvente, pois nao foi detectado selénio em nenhumas das

solugdes padrdes apos passarem pela coluna.

Tabela 3.1 — Resultados obtidos na triagem do sorvente.

Sorvente Selenito Se° Se complexado
NTC NA NA Adsorveu

NTC tratado com alumina  NA NA NA

Alumina ativada Adsorveu NA NA

Silica NA Adsorveu NA

Espuma de poliuretano NA NA NA

LC-SAX Adsorveu NA NA

NA, ndo houve adsorc¢éao.

Pode ser notado (Tabela 3.1), que houve resultado positivo quanto a
adsorcao para os sorventes alumina ativada, LC-SAX, silica e NTC. Deste modo, em
seguida fez-se um estudo para se verificar a eficiéncia de eluicdo do analito
conforme mencionado na subsegao 2.4.3.

Observou-se que somente com a resina LC-SAX houve eluicdo de selenito,
para os demais adsorventes estudados nao foi obtido éxito nesta etapa do sistema
de pré-concentracdo. Entretanto, frente ao numero reduzido de testes realizados
nessa triagem, € importante salientar que nédo se pode descartar a possibilidade do

uso dos outros sorventes para adsorcdo de selénio em outras condigdes quimicas,
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sendo que os mesmos poderéo ser estudados futuramente. Assim, com o intuito de
continuar o presente trabalho com o menor nimero de experimentos, 0s testes

posteriores foram feitos apenas com LC-SAX.

3.2 OTIMIZACAO DO PROCEDIMENTO DE PRE-CONCENTRACAO IN-LINE A
GFAAS PARA DETERMINACAO DE SELENITO

O desenvolvimento inicial do sistema de pré-concentracéo de selénio in-line a
GFAAS (Figura 2.5), foi realizado para selenito. No sentido de tornar possivel o
funcionamento deste sistema, alguns parametros foram estudados inicialmente de
forma univariada. Neste contexto, foi escolhido o tipo do eluente, o volume de
amostra e o sistema tampdao. Posteriormente, com a finalidade de obter a melhor
resposta do sistema de pré-concentracdo, uma otimizacdo multivariada foi realizada,
com a vazao de pré-concentracdo, concentracdo do eluente e pH da amostra.

Na escolha do eluente foi usado, como critério, a magnitude do sinal de
absorbéancia obtido quando acido nitrico e acido cloridrico eram utilizados. Neste
teste, selenito na concentracéo de 10 pg L™ em pH 8,5 ajustado com NaOH, numa
vazdo de 4 mL min, foi pré-concentrado (durante 90 s) na resina trocadora de
anions. Este valor de pH foi fixado para este teste baseando-se nas constantes de
ionizacdo do acido selenoso, a otimizacdo deste parametro sera apresentada
posteriormente.

Como pode ser visto na Figura 3.1, um sinal de absorbancia transiente foi
obtido quando 20 pL de acido nitrico foi utilizado como eluente; entretanto, quando
acido cloridrico foi empregado os sinais de absorbancia ndo foram satisfatorios,
houve uma interferéncia negativa, provavelmente devido a perda de selénio por
volatilizacdo durante a etapa de secagem e/ou pirdlise sob a forma de SeCl,
(SVEHLA, 1979). A determinacao de selénio por GFAAS em meio acido cloridrico ja
foi realizada, porém, foi utilizado o modificador permanente iridio (STRIPEIKIS,
2004; PACHECO et al., 2008) ou nitrato de paladio associado a nitrato de magnésio
(SAYGI et al., 2007), sendo que no presente trabalho somente nitrato de paladio foi

empregado.
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Na escolha do sistema tamp&o os sinais de absorbancia das solucdes
tamponadas foram comparados com o sinais das mesmas sem tamponar, ou seja, 0

ajuste do pH foi feito somente com adi¢cdo de NaOH.
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Figura 3.1 — Em (a) Sinal de absorbancia obtido com eluente &cido nitrico e em (b) com
acido cloridrico. Sinal de background em azul e sinal de absorbancia dos atomos de selénio
em vermelho.

Conforme Tabela 3.2 o sinal de absorbancia obtido com a solucédo tamponada
em tamp&o borato 0,005 mol L foi somente 5% menor que a solucdo sem
tamponar. Entretanto, quando tampao amoniacal na mesma concentracéo foi
utilizado, esta perda de sinal chegou a 38,2%, provavelmente devido a interferéncia
de CI, proveniente do cloreto de amonio, descrita anteriormente. Desta forma

tampdao borato foi escolhido para ser usado nas amostras de selénio.

Tabela 3.2 - Escolha do sistema tampéo

Ajuste de pH Sinal de Absorbancia (area) Perda de sinal (%)
Com NaOH 1,521+0,04*"

Tampao borato 1,445+0,04 5,0

Tampao amoniacal 0,940+0,08 38,2

*média + desvio padréo relativo (n = 3)
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Um dos principais objetivos do uso de sistemas de analise por injecdo em
fluxo é a obtencdo de uma alta frequéncia analitica, desta forma o volume de
amostra nao foi otimizado, o mesmo foi fixado em 6 mL, este valor foi mantido tendo
em vista uma frequéncia analitica adequada e o perfeito sincronismo do programa

de aquecimento com o sistema de pré-concentragéao.

3.2.1 Sele¢do da Vazédo de Pré-concentracdo, Concentragdo do Eluente e pH da
Amostra.

Com a finalidade de obter a melhor resposta analitica do sistema de pré-
concentracdo in-line a GFAAS, foi realizado um estudo multivariado da vazao de
pré-concentracao, concentracao do eluente e pH da amostra.

A Tabela 3.3 mostra o planejamento fatorial 2° realizado na triagem das
variaveis significativas para o sistema. Podem ser observados os valores codificados
(+ e -), os quais indicam todas as combinacdes possiveis das variaveis estudadas.
As defini¢cdes dos fatores estudados e seus niveis estdo sumarizados na mesma.

Na execucédo desta triagem foram conduzidos experimentos em duplicata na
pré-concentracao de 6,0 mL de solucédo padrao de selenito na concentracédo de 5 pg
L™,

Tabela 3.3 - Fatores, niveis e resultados obtidos no planejamento fatorial 2°.

Fatores Niveis
(-) Baixo (+) Alto

pH da amostra 8,0 9,5
Vaz&o de pré-concentracdo (VP)/mL min™ 2,0 4,0
Concentracéo do eluente (CE)/mol L™ 1,0 2,5
Ensaios pH VP CE Absorbancia (area)
1 - - - 0,366 0,416
2 + - - 0,334 0,354
3 - + - 0,529 0,575
4 + + - 0,475 0,460
5 - - + 0,410 0,430
6 + - + 0,692 0,737
7 - + + 0,569 0,632
8 + + + 0,589 0,647
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Na Figura 3.2 é demonstrado o Diagrama de Pareto obtido a partir dos
resultados do planejamento fatorial. Este diagrama representa a significancia dos
fatores e das suas interacfes usando um intervalo de confianga ao nivel de 95%, no
diagrama definido pela linha vertical. Barras horizontais a direita desta linha vertical
indicam quais os fatores significativos para o sistema. Como pode ser verificado
todos os fatores e suas interacOes foram estatisticamente significativas para o
sistema. Neste diagrama também pode ser observado que a concentracdo do
eluente é a variavel que mais exerce influéncia no sistema e o pH aquela que menos
exerce influencia no mesmo. Todos os fatores possuem um efeito estimado positivo,
indicando que melhores respostas analiticas podem ser encontradas quando houver
um aumento dos niveis destes fatores, ou seja, ao aumentarmos a CE, pH da
amostra e vazao de pré-concentracdo, maior sera a pré-concentracao/eluicdo de

selénio pelo sistema.
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Figura 3.2 - Diagrama de Pareto: CE, concentracdo do eluente (ug L™); VP, vazdo de pré-
concentracdo (mL min™) e pH da amostra.

De fato, aumentando-se a CE, aumenta-se a forca idnica desta solucao
favorecendo a eluicdo de selénio da resina trocadora de anions, o limite maximo
desta concentracdo é controlado pelo tubo de grafite, sendo que concentracdes
muito altas do eluente podem interferir no sinal de selénio, além de aumentar o

desgaste do tubo de grafite.
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Da mesma forma o pH da amostra pode ser aumentado, favorecendo o
aumento da concentragdo de ions selenito, porém o pH da mesma tem como limite
superior a interferéncia produzida por uma concentracao alta dos ions OH’, inseridos
na solucdo para o ajuste de pH.

Enfim, um aumento na vazdo de pré-concentracdo produzindo aumento na
pré-concentracdo de ions selenito pode ser explicada pela cinética da reagéo entre
estes ions e a resina trocadora de anions, i.€., quando a vazao é menor pode
ocorrer adsorcéo e desorcao.

Apés a analise do Diagrama de Pareto, o sistema foi otimizado por meio de
uma matriz de Doehlert para as trés variaveis em questao (Tabela 3.4).

A concentracdo do eluente por exercer maior influéncia no sistema foi
estudada em sete niveis, a vazdo de pré-concentragcdo em cinco niveis e o pH da
amostra estudado em trés niveis.

Foram realizadas leituras em triplicata no ponto central a fim de se avaliar a

qualidade do modelo experimental por meio da analise de variancia (ANOVA).

Tabela 3.4 - Matriz de Doehlert e resultados obtidos em absorbancia para o sistema de pré-
concentracao in-line & GFAAS para determinacdo de selenito.

Fatores Niveis

CE 0,8 1,3 1,8 2,3 2,8 3,3 3,8

VP 1,0 2,5 4,0 55 7,0

oH 7.0 95 12,0

Corridas VP (mL min ) CE (molL") pH Absorbancia (area)
1 4,0(0) 2.3(0) 9,5(0) 0,4658
1 4,0(0) 2,3(0) 9,5(0) 0,4235
1 4,0(0) 2.3(0) 9,5(0) 0,4282
2 7.0(1) 2,3(0) 9,5(0) 0,1816
3 5,5(0,5) 3,8(0,866)  9,5(0) 0,1089
4 5,5(0,5) 2,8(0,289)  12,0(0,817) 0,0964
5 1,0(-1) 2.3(0) 9,5(0) 0,4634
6 2,5(-0,5) 0,8(-0,866)  9,5(0) 0,1677
7 2 5(-0,5) 1,8(-0,289)  7,0(-0,817) 0,2570
8 5,5(0,5) 0,8(-0,866)  9,5(0) 0,1333
9 55(0,5) 1,8(-0,289)  7,0(-0,817) 0,0669

10 2,5(-0,5) 3,8(0,866)  9,5(0) 0,4989

11 4.0(0) 3,3(0,577)  7,0(-0,817) 0,3773

12 2,5(-0,5) 2,8(0,289)  12,0(0,817) 0,1001

13 4.0(0) 1,3(-0,577)  12,0(0,817) 0,0998

Os valores das variaveis estudadas encontram-se antes dos valores codificados (entre
parénteses) retirados da matriz de Doehlert para trés fatores. Em VP, vazdo de pré-
concentracdo (mL min™); CE, concentracdo do eluente (mol L™) e pH da amostra.
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A partir desta matriz de Doehlert, o modelo quadratico para a resposta
analitica obtida pode ser representado pela Equagéo 3.1.

Absorbancia (area) = -3,35511 -0,04783VP  -0,01296VP?>  +0,94312CE
-0,08124CE? +0,62472pH —0,03406 pH? -0,03951VP CE
+0,02033VP pH -0,03739CE pH (3.1)

Onde: VP é a vazado de pré-concentracédo (mL min™); CE a concentracéo do eluente
(mol L™ e pH da amostra.

Uma analise de variancia para este modelo foi feita e estd demonstrada na
Tabela 3.5. A ANOVA mostra dados do modelo quadratico acima e indica que néo
existe falta de ajuste no mesmo, uma vez que a razdo das meédias quadraticas (MQ)
da falta de ajuste e do erro puro sdo menores que o valor de F critico tabelado:
(MQFalta de ajuste/MQEro puro) = 4,8 < Fz> = 19,16 (valor critico tabelado). Quando o
oposto ocorre é indicativo que o modelo quadratico apresenta falta de ajuste e,
portanto ndo deve ser utilizado (TARLEY et al., 2006).

Tabela 3.5 - Analise de variancia (ANOVA) obtida da matriz de Doehlert.

Fonte de variacéo Soma N° de graus de Média quadratica
quadratica (SQ) liberdade

Falta de ajuste 0,007748* 3 0,002583

Erro puro 0,001075 2 0,000538

*QOs dados foram obtidos com o programa STATISTICA 6.0.

Com o intuito de determinar a natureza dos pontos estacionarios da funcao
quadratica, o critério de Lagrange, um procedimento matematico foi utilizado. Este é
baseado no calculo da determinante Hessiana do modelo quadratico (FERREIRA et
al., 2004). Existem pontos de maximo na equacao quadréatica quando A; < 0; A, >0

e A3 <0, calculados a partir das Expressoes 3.1.
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Expressodes 3.1 -

O° Abs O0° Abs

A =| OVP?  OVPACE
2 02 Abs 02 Abs

| OCE OVP OCE ?

_ 0%Abs

0% Abs 0% Abs 0% Abs

ONPZ  OVPICE VP JpH
0% Abs 0% Abs 0% Abs

JCEOVP  JCEZ  ICE opH
0% Abs 0% Abs 0% Abs

| )pH VP IpH IpCE OpH *

Os valores encontrados para A;, Ay, e Az foram -0,02592, 0,00265044 e
-0,0003024 respectivamente, confirmando a presenca de pontos de maximo no
modelo quadréatico.

Com o objetivo de obter estes pontos de maximo, um sistema de matrizes a
partir do modelo quadratico foi montado. Entretanto, como a determinante desta
matriz era muito proxima de zero, a mesma ndo pode ser resolvida.

Por esta razdo, a variavel VP foi fixada em 4,0 mL min™, este valor foi
escolhido por propiciar frequéncias analiticas e pressdes adequadas ao sistema de
pré-concentracdo. Logo, uma nova equacdo com duas variaveis foi montada
(Equacédo 3.2), e resolvendo a mesma, dois pontos de 6timo do sistema foram
encontrados, os valores de 2,8 mol L™ para a CE e o pH de 8,8 para a amostra,

estes valores foram fixados para o método.

Absorbancia (area) = -3,75379  +0,78508CE  -0,08124CE?  +0,70604pH
—0,03406pH? -0,03739CE pH (3.2)

A Figura 3.3 apresenta um grafico com a superficie de resposta possibilitando

a visualizacao dos pontos de étimo do sistema.
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Lpere) BERROsE

Figura 3.3 — Superficie de resposta, obtida da matriz de Doehlert, concentracdo do eluente
(mol L") e pH da amostra.

3.3 ESPECIACAO DE SELENIO

O sistema de pré-concentracao in-line a GFAAS demonstrou possuir um
potencial de aplicacdo na especiacdo de selénio. Desta forma, com o objetivo de
verificar um pH seletivo para a adsorcao de selenato na resina trocadora de anions,
foi realizado um estudo do pH de pré-concentracao das duas espécies (Figura 3.4).

Este estudo revelou que somente os anions selenato sao pré-concentrados
na resina trocadora de anions em pH 2, sendo que selenito é pré-concentrado de
forma significativa em pH acima de 6,0. Este fato esta de acordo com o diagrama de
distribuicdo das espécies (subsecao 2.6) i.é., em pH < 2, 0 4cido selenoso encontra-

se protonado, entdo, ndo ha atracao eletrostatica com a resina.
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Figura 3.4 — Estudo do pH de adsorcdo dos anions selenito (-¢-) e selenato (-m-) no sistema
de pré-concentracao in-line & GFAAS.

Desta forma dois valores de pH foram escolhidos para a especiacdo de
selenito e selenato, baseando-se no fato de que em meio alcalino ambas as
espécies estudadas sao pré-concentradas na resina trocadora de anions, e que, em
meio acido, somente selenato pode ser pré-concentrado de forma significativa na
mesma.

O pH 2,0 foi escolhido de acordo com estudo do pH de pré-concentragédo e o
pH 8,8 foi escolhido por ter sido otimizado anteriormente no estudo dos parametros
envolvidos na pré-concentracdo de selenito.

Outra observacdo pode ser feita em pH acima de 6, onde sinais de
absorbancia maiores foram obtidos para selenato em relacdo a selenito. Este fato se
deve, provavelmente, as diferentes afinidades das espécies em questédo pela resina
trocadora de anions ou por possiveis interferéncias do meio do eluente nos anions
selenito, comentada posteriormente na subsecédo 3.3.3.4.

Desta forma, baseando-se na capacidade de adsorcdo na resina de selenito e
selenato em pH acima de 6 e de somente este ultimo em pH 2, justifica a utilizacdo
de um sistema com ponderacéo para o calculo das concentracdes, semelhante aos
sistemas utilizados quando se aplica o principio da aditividade das absorbancias em

espectrofotometria.
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3.3.1 Curvas Analiticas para o Sistema de Especiagéo

A fim de obter uma correlacdo entre os sinais de absorbancia obtidos nos
valores de pH em questdo, duas curvas analiticas do sistema de especiacdo de
selénio foram construidas em meio alcalino; a partir de solu¢des padrao de selenito
e selenato e uma terceira foi obtida em pH 2,0; a partir de solu¢cdes padrao de
selenato.

Na construgdo da curva analitica de selenito (Figura 3.5), cinco solucdes
padrdo foram preparadas e tamponadas em pH 8,8 com tampdo borato
0,005 mol L™.

Da mesma forma foi obtida uma curva analitica de solucdes de selenato
(Figura 3.6).

Finalmente, na construgcdo da curva analitica de selenato em pH 2,0 (Figura
3.7), cinco solucdes padrdo do mesmo foram preparadas e o pH das mesmas foi
ajustado em 2,0 com solucéo diluida de acido nitrico.

Com os dados das curvas analiticas e considerando o exposto na subsecéo
2.6, podem-se deduzir as equacdes para as determinacdes de Se (IV) e Se (VI)

conforme a sequir:

C seqv) = 7,1270A; — 7,2887A1 + 0,03146 (3.3)
C se(vi) = (A1/0,1543) — 0,4388 (3.4)
Onde:

C = concentracao em pug L
A; = sinal de absorbancia (area) em pH 2,0;
A, = sinal de absorbancia (area) em pH 8,8.
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r=0,9996

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0

Concentracdo de selenito / ug L™

Figura 3.5 - Curva analitica obtida pela pré-concentracéo in-line & GFAAS de solucdes de
selenito em pH 8,8.
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Figura 3.6 - Curva analitica obtida pela pré-concentragéo in-line a GFAAS de solucdes de
selenato em pH 8,8.
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Figura 3.7 - Curva analitica obtida pela pré-concentracéo in-line a GFAAS de solu¢des de

selenato em pH 2,0

3.3.2 Estudo de Concomitantes

Os concomitantes testados foram adicionados a padrdes de selenito 3 pg L™
e selenato 2 pug L™. Os resultados dados em termos de erro relativo percentual estéo
demonstrados na Tabela 3.6, os ions cloreto e nitrito causaram interferéncia
somente quando 0s mesmos se encontravam ha concentracdo maxima permitida
pelo CONAMA, sendo que esta situacdo raramente ocorre. Os outros possiveis
concomitantes testados nao foram interferentes nas analises de selénio em padrdes

de aguas naturais.

Tabela 3.6 - Influéncia de ions concomitantes na especiacdo de selénio.

Interferente Concentragao? 1 Concentracao? 2 Concentragao? 3
Se (VI) Se (V) Se (VI) Se (V) Se (VI) Se (V)
Cloreto 5,4%" 6,0% 7,1% 9,7% 60,1% 68,6%
Nitrito 9,7% 2,1% 7,1% 8,5% 62% 69,2%
Nitrato 7,8% 3,2% 6,5% 4,9% 7,8% 9,6%
Aluminio 2,9% 0,2% 0,8% 9,9% 6,8% 4,1%
Manganés 2,4% 3,3% 6,4% 4,4% 5,4% 4,4%

a concentracdes de concomitantes segundo Tabela 2.3

® erro relativo percentual.
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3.3.3 Figuras de Mérito do Sistema de Especiacdo

As figuras de mérito do sistema de pré-concentracdo in-line a GFAAS:
precisdo, exatidao, linearidades, limites de deteccdo e quantificagcéo, fatores de pre-
concentragdo, indices de consumo e eficiéncias de concentracdo, estdo descritas a

sequir.

3.3.3.1 Precisdo

Dois niveis de precisdo foram avaliados no presente trabalho, repetibilidade

(precisdo intra-corrida) e precisao intermediaria (precisao inter-corridas).

3.3.3.1.1 Preciséao Intra-Corrida (Repetibilidade)

Os resultados da precisdo intra-corrida foram avaliados em termos de
coeficiente de variacdo e estdo sumarizados na Tabela 3.7, como pode ser
verificado o maior valor obtido foi de 4,4% para selenito. Segundo Peters, Drummer
e Musshoff (2007) este valor é aceitavel até 15%, quando se tratar de
desenvolvimento de novos meétodos analiticos para determinacdo de elementos

raros e analises de rotina.

Tabela 3.7 - Resultados de precisao intra-dia (repetibilidade).

Espécie de Se Concentracdo (ug L™ CV(%)*
Selenato 2,0 4,0
Selenito 2,0 4.4

*coeficiente de variacdo (n = 6)
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3.3.3.1.2 Precisao Intermediaria (Precisao Inter-corridas)

A precisao inter-corrida foi determinada através da determinacéo das espécies de
selénio estudadas em dois dias diferentes. Os resultados estdo sumarizados na
Tabela 3.8 e como pode ser verificado o maior coeficiente de variacdo obtido foi de
5,5% para selenito. Este resultado é considerado satisfatério de acordo com o
trabalho de Peters, Drummer e Musshoff (2007).

Tabela 3.8 - Resultados de precisao inter-corridas (precisao intermediaria).

Espécie de Se CV* (%)
Selenato 42
Selenito 5,5

* média dos coeficientes de variacdo obtidos em dois dias

3.3.3.2 Exatidao

A exatiddo do método proposto foi avaliada a partir da aplicagdo do mesmo
em material de referéncia certificado. Os valores demonstrados pela Tabela 3.9
indicam que o resultado obtido esta de acordo com o valor de referéncia certificado.
Entretanto no certificado do mesmo ndo é citada qual a espécie de selénio

encontrada, € mencionada somente a concentracdo de selénio total.

Tabela 3.9 - Resultado obtido apds aplicacdo da metodologia proposta em material de
referéncia certificado.

CRM Valor de Se obtido Valor de Se
(mg Kg?) certificado
(mg Kg™)?
Se(VI) Se(lV) Total
Figado de Dogfish 8,2 +0,06° ND® 8,3+1,3

3(CANADA, 2009);
®desvio padrao relativo (n = 3);
°ND, n&o detectado.
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Os dados obtidos foram comparados com o valor certificado por meio do
Teste-t, onde Tcaculado 0,4850 < Tiapelado 4,303; portanto estatisticamente ndo houve

diferenca entre os dados com um nivel de confianca de 95%.

3.3.3.3 Linearidades, Limites de Deteccao (LOD) e Limites de quantificagdo (LOQ)

para o Sistema de Especiacao

A linearidade do método para selenito foi determinada pelo coeficiente de
correlacéo (r), obtido pelo grafico relacionado a resposta do equipamento em funcéo
de varias concentracfes deste analito em meio alcalino. E a linearidade do método
com relagdo aos ions selenato foi determinada a partir da curva analitica deste anion
em pH 2,0.

A Tabela 3.10 demonstra os parametros referentes a regressao linear para as
duas espécies de selénio. Os valores de coeficientes de correlagédo obtidos para o
sistema encontram-se de acordo com o estipulado (r minimo aceitavel = 0,99) pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003).

Tabela 3.10 — Parametros analiticos obtidos a partir das curvas analiticas de Se (IV) em pH
8,8 e Se (VI) em pH 2,0; empregando o sistema de pré-concentragdo para especiacao de
selénio.

Parametros Curva analitica de Se (VI)  Curva analitica de Se (V)
Faixa linear 05a8puglL? 0,5a10 pug L™
Coeficiente linear 6,88 x 10 1,42 x 1072

Coeficiente angular (m) 1,54 x 10" L g™ 1,40 x 10" L pg*
Coeficiente de correlacdo 0,9985 0,9996

LODa 3,1x10% pg L? 4,9 x10% pg L?

LOQ 1,0 x 10t pg L 1,6 x10* pg L

aL.OD = (3 a/m)
°LOQ = (10 o/m)
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3.3.3.4 Curvas Analiticas sem Pré-concentracao

Duas curvas analiticas de solucdes de selenito e selenato em meio igual ao
do eluente, &cido nitrico 2,8 mol L™, foram construidas sem a realizacdo do
procedimento de pré-concentragdo. O objetivo da construcdo das mesmas é a
obtencéo de dados para o célculo do fator de pré-concentracdo do sistema, descrito
na proxima subsecao.

Desta forma, uma curva analitica sem pré-concentracdo (Figura 3.8) de
solugdes padrao de selenito foi construida.

A fim de obter o fator de pré-concentracdo do sistema para selenato, outra
curva analitica sem pré-concentracao (Figura 3.9) de solucdes padréao deste anion,

também foi construida.

0,09
)
o
°
T 006
e
< A = 0,00130c - 0,00194
E r=0,9970
£ 0,03 1
< *

0,00 : : :

0,0 25,0 50,0 75,0

Concentracdo de selenito / ua L*

Figura 3.8 — Curva analitica construida sem pré-concentracdo de selenito em meio &cido
nitrico 2,8 mol L.
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Figura 3.9 — Curva analitica construida sem pré-concentracdo de selenato em meio &cido
nitrico 2,8 mol L.

Como pode ser observado, as duas equacOes lineares obtidas acima sao
diferentes. Foi constatado que o meio de acido nitrico 2,8 mol L™, produziu uma
interferéncia negativa no sinal analitico de selenito levando a obtencdo de um
coeficiente angular menor para este analito com relacdo a selenato. Quando
solugbes padrdao com concentracdes iguais destes anions foram preparadas em
agua desionisada, o sinal analitico de ambas as espécies sem pré-concentracao foi

0 mesmo.

3.3.3.5 Fatores de Pré-concentracdo, indices de Consumo e Eficiéncias de

Concentracao

No sentido de se avaliar a eficiéncia do sistema de pré-concentragdo em fluxo
proposto, os parametros: fatores de pré-concentracdo, indices de consumo e
eficiéncias de concentracdo foram obtidos e estdo demonstrados na Tabela 3.11.

Nesta tabela também é demonstrada uma comparacdo do presente trabalho
com trés artigos ja publicados sobre a especiacdo de selénio utilizando um sistema
de pré-concentragdo in-line a GFAAS (YAN; SPERLING; WELZ (1999); STRIPEIKIS,
et al. (2004) e PACHECO, et al. (2008).
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Quanto maiores os valores de FP e EC e menores valores de IC, mais
eficiente é o sistema de pré-concentracdo em fluxo, caracteristicas demonstradas
pelo presente trabalho, em relacdo aos trés artigos semelhantes ja relatados na
literatura. Uma desvantagem do presente método diz respeito aos valores de limites

de deteccgédo superiores aqueles publicados.

Tabela 3.11 — Parametros avaliados com relacdo a eficiéncia do sistema de pré-
concentracao in-line & GFAAS para especiacdo de selénio.

Caracteristicas Presente YAN; STRIPEIKIS, PACHECO,
trabalho SPERLING; et al. (2004) et al.
WELZ (1999) (2008)
Se (IV) Se (VI) Se (IV) Se(lV)e Se (VI)
Se (VI)
Fator de Pré- 108 74 112 82 22
concentracéo (FP)
indice de Consumo 0,056 0,081 0,038 0,11 0,046
(mL)
Eficiéncia de 37,0 25,4 20,53 8,2 14,7
Concentracao
(FP min™)
Limite de deteccéo 314 49 4,5 10 6
(ng L™

aCalculado pela formula: 3o0/m. Sendo; o, desvio padrao de dez medidas do branco e m,
coeficiente angular da curva analitica;

3.4 APLICACAO EM AMOSTRAS SIMULADAS

Com o intuito de se verificar o desempenho do sistema, foram preparadas
duas amostras com diferentes concentracdes de selenito e selenato. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 3.12, pode-se notar que o0 sistema apresentou
resultados satisfatérios uma vez que os valores obtidos nas analises foram

condizentes com as concentragdes simuladas.



69

Tabela 3.12 — Aplicacdo em amostras simuladas

Concentracéo simulada (ug L™) Concentrac&o obtida (ug L™)

Se (IV) Se (VI) Se (IV) Se (VI)
6,0 3,0 6,4 £0,10* 2,9+0,07
50 2,0 51+0,08 2,0+£0,07

*média * desvio padrao relativo (n = 3)

3.5 APLICACAO EM AMOSTRAS REAIS

O método proposto foi empregado na especiagdo de Se em aguas naturais,
como rio e mina e também em amostras de medicamentos, os resultados estao

descritos abaixo.

3.5.1 Aguas Naturais

A Tabela 3.13 apresenta os resultados obtidos para a determinacéo de Se
(IV) e Se (VI) em amostras aquosas, bem como os resultados obtidos nos testes de
adicao e recuperacao.

Como constatado pelos valores satisfatorios de recuperacdo das amostras
enriquecidas, pode-se inferir que o método € capaz de monitorar teores de selénio
em diferentes tipos de amostras de agua doce.

Uma vez que as concentracdes de selénio variam amplamente de uma regiao
geografica para outra, pode-se concluir que as amostras de agua de rio sem
enriguecimento n&o apresentaram resultados de concentracdo de selénio,
provavelmente devido aos baixos niveis deste elemento na regido geografica
estudada. Saygi et al. (2007) encontraram os valores de 0,09 e 0,012 pg L™ de
selenito e 0,06 e 0,18 ug L™ de selenato, respectivamente em aguas engarrafadas e

em um rio na Turquia.
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Tabela 3.13 - Resultados dos testes de adi¢do e recuperacdo das espécies de selénio em
amostras de 4guas naturais.

Amostra Enriguecimento Valor encontrado Recuperacéao (%)
(ug LY (ug L)
Se (IV) Se (VI) Se (IV) Se (VI) Se (IV) Se (VI
Agua de mina - - 2,2 +0,032 ND" - -
3,0 - 5,5 +0,05 ND 105 -
Agua de mina - - ND ND - -
1,0 5,0 1,0+£0,01 5,2+0,01 99 104
Rio Sapucai - - ND ND - -
3,0 3,0 3,0+0,07 3,3+0,05 99 109
Rio Verde - - ND ND - -
5,0 1,0 55+0,08 1,1+0,07 110 109

38média * desvio padréo relativo (n = 3)

®ND: valor n&o detectado.

3.5.2 Selénio Quelato

O método proposto foi empregado na determinacéo de selenito e selenato em
amostras de matéria-prima para medicamentos.

Os resultados estao descritos na Tabela 3.14 e como pode ser observado os
valores de concentracdo de selenito estdo de acordo com o laudo do fabricante,
sendo que selenato nao foi detectado, o que esta em concordancia com Deg (2007)
o0 qual menciona que pode ser encontrado selenito ou selenato quelado com
aminoacidos para uso como medicamento.

Esta amostra poderia ser analisada sem um procedimento de pré-
concentracdo para determinacdo de selénio total, devido aos altos niveis do analito
na mesma, entretanto, os procedimentos de diluicdo e pré-concentracdo favorecem
a reducédo de possiveis interferentes na anélise de selenito e selenato, uma vez que

o método foi otimizado para 0s mesmos.



Tabela 3.14 - Resultado da anélise de selénio quelato.

71

Amostra Valor encontrado (%) Certificado de anélise do

fornecedor (%)

Diferenca (%)

Se (IV) Se (VI) Selénio quelato Se Se

(v)y (VD)
Pimpinela 0,5+ 0,082 ND” 0,54 9,3 -
Pharma 0,5+0,09 ND 0,57 5,3 -

Ervas

®média * desvio padréo relativo (n = 3)

®ND: valor ndo detectado.
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4 CONCLUSOES

O desenvolvimento do sistema de pré-concentracdo in-line a GFAAS para
especiacao de selénio foi realizado.

Varios métodos sobre especiacdo de selénio descritos na literatura utilizam
uma etapa de reducéo de selenato a selenito. A mesma é geralmente realizada com
uma solugdo concentrada de HCI sob aquecimento por varios minutos (YAN;
SPERLING; WELZ, 1999; DIAS; CADORE; BACCAN, 2003), tornando o sistema
mMoroso, sujeito a perdas do analito, contaminacdo da amostra, além de necessitar
de um consumo maior de reagentes. Neste sentido, uma das principais vantagens
do presente trabalho, consiste no fato do mesmo dispensar esta etapa de reducéao,
uma vez que a especiacdo realizada pelo mesmo € baseada nos diferentes valores
de pH de pré-concentracado da amostra.

Outras vantagens dizem respeito a eficiéncia do sistema de pré-concentracao
das espécies de selénio demonstrada através dos valores obtidos de 108 e 74 vezes
para os fatores de pré-concentracdo, 5,6 x 10% e 7,1 x 10 mL, para os indices de
consumo, eficiéncias de concentracéo de 37 e 25,4 FP min™; 4,9 x 102 e 3,1 x 10%
ug L™ para os limites de deteccéo, respectivamente para selenito e selenato.

O método apresentou seletividade satisfatoria, uma vez que as interferéncias
mais severas foram observadas apenas para as concentracdes mais altas dos
interferentes ClI' e NO5'".

Quanto a exatiddo, ndo houve diferenca significativa em 95% do nivel de
confianca entre os resultados obtidos pelo presente método e o valor certificado do
material de referéncia de figado de Dogfish. O teste de adicdo e recuperacao
apresentou resultados satisfatorios, dentro da faixa de 99 a 110% para as amostras
de aguas.

Adicionalmente, os maiores coeficiente de variacdo obtidos com a precisao
intra-corrida (4,4%) e inter-corridas (5,5%) podem ser considerados adequados.

O fato do método nao ter quantificado as duas espécies de selénio nas
amostras naturais, serve de estimulo para trabalhos posteriores empregando
diferentes tipos de amostras ou modificando o presente trabalho no sentido da pré-
concentragdo de um maior volume de amostra com o intuito de melhorar o limite de

detecgcdo do método.
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