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ANDRADE, Rafael Franca. Desenvolvimento de método analitico usando a geracao de
hidretos acoplada ao F AAS para determinacdo de selénio. 56 f. il. 2017. Dissertacao
(Mestrado) — Instituto Multidisciplinar de Salde, Universidade Federal da Bahia,
Vitoria da Conquista, 2017.

RESUMO

Na busca por desenvolver um método analitico sensivel, preciso e de baixo custo
para a determinacdo de selénio foi proposta a anélise por injecdo em fluxo para a
geracdo de hidretos acoplada a espectrometria de absorcao atdmica (FIA-HG-AAS).
O sistema de Injecdo em fluxo foi construido com materiais de baixo custo e se
mostrou muito eficiente para a geragdo de hidretos e a posterior quantificagdo
através do espectrometro de absorcdo atbmica. Foi feito um estudo das variaveis
vazdo do borohidreto de sodio, Vazao do acido cloridrico (HCI), Vazdo do gas de
arraste, concentracdo do borohidreto de sodio, concentracdo do HCI e comprimento
da bobina de reacdo que foram consideradas significativas para o desenvolvimento
do método. Para validar o método analitico desenvolvido foram utilizados
parametros analiticos em que foram obtidos os seguintes resultados, o limite de
deteccdo de 2,52 pg.L™ e um limite de quantificacdo de 8,41 pg.L™ com uma
frequéncia analitica de até 60 determinacdes por hora, a precisdo do método foi
calculada através do desvio padréo relativo (RSD) em padrdes de concentracao 25,0
ng.L™ igual a 4,6% e para a concentracdo de 150 pg.L™, foi de 3,3%. O método
proposto foi aplicado em amostras de castanha de caju de diferentes cidades do
estado da Bahia a fim de avaliar a concentracdo de selénio em castanhas cultivadas
em diferentes regides do estado. Quatro amostras foram analisadas, e a concentragao
de selénio encontrada variou de 9,9 pg a 28,7 pug. A validacdo do método foi
realizada através de teste de adicdo e recuperacdo de concentracdes conhecidas de
selénio em amostras de agua coletadas no rio Paraguacu na cidade de Itaeté-Ba,
foram obtidas recuperacfes quantitativas na faixa de 101,2% a 108,7% em

concentracdes de 25,0 pug.L™ e 50,0 ug.L™ de selénio respectivamente.

Palavras-chave: Selénio, geracao de hidretos, injecdo em fluxo, castanha de caju.



ANDRADE, Rafael Franca. Development of an analytical method using hydride
generation coupled to FAAS for determining selenium. 56 f. il. 2017. Dissertagdo
(Mestrado) — Instituto Multidisciplinar de Salde, Universidade Federal da Bahia,
Vitoria da Conquista, 2017.

ABSTRACT

In order to develop a precise, low cost and high sensitivity analytical method for the
determination of selenium it was proposed an analysis using flow injection-hydride
generation atomic absorption spectrometry (FI-HG-AAS). The flow injection system
was built employing low cost materials and achieved huge efficiency of hydride
generation and subsequent quantification by atomic absorption spectrometry. A
study was carried out for a number of parameters considered significant for the
development of the method, including the flow rate of sodium borohydride and
hydrochloric acid (HCI), carrier gas flow rate, sodium borohydride and HCI
concentrations, and reaction coil length. The developed analytical
method was validated using analytical procedures that presented a detection limit of
2.52 ng.L™! and a quantification limit of 8.41 pg.L™ with an analytical frequency up
to 60 determinations per hour. The precision of the method was estimated by
calculating the relative standard deviation (RSD) in standard concentrations of 25.0
ng.L ™t and 150 pg.L™, the RSD values were 4.6% and 3.3%, respectively. The
proposed method was applied to cashew nuts samples harvested from cities in the
state of Bahia with the purpose of evaluating the concentration of selenium in nuts
grown in different regions. Four samples were analyzed, and the selenium
concentration ranged from 9.9 ug to 28.7 pug. The validation of the method was
performed by the recovery test determined by reference concentrations of selenium
dissolved in water samples collected from Paraguacu River in the city of Itaeté-Ba.
The recovery values in selenium concentrations of 25.0 pg.L™* and 50.0 pg.L™* were
101.2% and 108.7%, respectively.

Keywords: Selenium, hydride generation, flow injection, cashew nut.
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1. INTRODUCAO

O selénio é um oligoelemento que esta presente em alguns alimentos como
castanha-do-brasil, rim bovino, frango, peixes e ovos, e sua concentracdo varia de
acordo com a regido em que esse alimento é cultivado, pois sua concentracéo no solo
gera um ciclo que afeta as plantas e os animais que se alimentam destas
(COMINETTI e COZOLLINO, 2009).

A essencialidade desse elemento em humanos s6 foi comprovada no ano de
1979 a partir de um caso clinico de um paciente com distrofia muscular desenvolvida
através de um longo periodo sob nutricdo parenteral total que apresentou melhora
apos a suplementacdo a base de selénio além da descoberta da doenca de Keshan, em
solos pobres em selénio em algumas regides da China (CHEN et al. 1980). Oldfiel
em 1987 também comprovou a partir de estudos que o selénio apresenta funcéao

anticarcinogénica.

Porém, seu nivel considerado toxico para o organismo é apenas 100 vezes
maior do que a concentracdo essencial - indice de Ingestdo Diéria (IDR) — segunda a
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA — é de apenas 34 pg/dia, e 0
excesso de selénio no organismo humano pode favorecer o aparecimento de doencas
relacionadas como também a fragilidade de wunhas e cabelo, alteragdes

gastrointestinais, fadiga e alteracdes do sistema enddcrino, entre outros fatores.

As castanhas sdo consideradas excelentes fontes nutricionais de selénio, e
dentre elas, a castanha-do-brasil se destaca, podendo conter até 510 pg.g™ de selénio
(PRAUCHNER, 2014). Com o aumento da producdo e do consumo de castanhas de
caju no Brasil, e ainda a maior acessibilidade a populacdo, em comparacdo a
castanha-do-brasil, surge o interesse da quantificagdo de selénio em amostras de

castanhas de caju produzidas no estado da Bahia.

O desenvolvimento de novos métodos analiticos vem trazendo respostas para
problemas cientificos, ambientais, médicos e agricolas, além de tantos outros que
decorrem muitas vezes por contaminacdo de metais toxicos. Buscam-se também

beneficios através da quantificacio de elementos essenciais em amostras



alimenticias, controle de qualidade em analises clinicas e em produtos
industrializados (MORETTO, 2001).

Dentre varios meétodos utilizados para essa determinagdo de espécies
quimicas, podemos citar a espectrometria de absorcdo atémica por forno de grafite
(JUNIOR, 2008), espectrometria de fluorescéncia atdmica (NAKAJARA, 1983;
BISINOTI, 2006) e molecular (JOHANSSON, LUO e OLIN, 1995) além da
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (THOMPSON et al.
1978; PAHLAVANPOUR et al. 1980; CRISPINO, 2005).

Além desses métodos citados, a geragdo de hidretos tem sido uma técnica de
introdugdo de amostra muito utilizada, acoplada a varios métodos de deteccdo para a
determinacdo de espécies quimicas. A técnica mais utilizada acoplada a geracdo de

hidretos € a espectrometria de absorc¢do atémica.

Essa técnica apresenta varias vantagens em relacdo a introducdo direta da
amostra através da nebulizacdo. Em conjunto com um sistema de injecdo em fluxo
fornece um aumento na sensibilidade da absorcao atdbmica, além de um baixo custo,
pois o sistema pode ser confeccionado com materiais alternativos, além da facilidade

acoplamento e automacdo, dentre outras vantagens (TAKASE et al., 2002).

Neste aspecto, esse trabalho propés o desenvolvimento de um sistema de
analise por injecdo em fluxo para a geracdo de hidretos e posterior deteccao através
da espectrometria de absorcdo atdmica com o auxilio de um tubo atomizador de
quartzo posicionado sobre o queimador do F AAS para a determinagéo de selénio em

amostras de castanha de caju.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SELENIO

O selénio, Se, cujo nome significa Lua, € um elemento representativo da
familia dos calcogénios (Familia 16) da tabela periddica, descoberto em 1817 pelo
quimico francés Jons Jacob Berzelius, possui propriedades fisicas e quimicas

diferentes entre os elementos da mesma familia, pois ocorre um transicao de carater



ndo-metalico para metalico. O oxigénio e o enxofre sdo ametais, o selénio e o teltrio
apresentam algumas caracteristicas metélicas e o polénio é radioativo que apresenta
caracteristicas de metal. Sdo sélidos com estruturas complexas a temperatura
ambiente, com excecdo do oxigénio que é gasoso, apresentam diferentes variedades
alotropicas e possuem estado de oxidacdo variavel (COMINETTI e COZOLLINO,
2009). Algumas propriedades do Selénio podem ser visualizadas na tabela 1.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do selénio.

Propriedades do Selénio
Propriedade Valor
Ndmero atdmico 34
Configuraco 4s4p*
Energia de ionizagéo (kcal) 225
Raio Atdmico (A) 1,17
Ponto de Fuséo (°C) 217
Ponto de Ebulicéo (°C) 685
Massa Molar (g/mol) 78,96
Densidade (g/cm?, 20°C) 4,81
Pressdo de Vapor (mmHg, 356°C) 1

Fonte: MAHAN; ATSDR

O selénio é um elemento raro que representa apenas 0,09% da crosta terrestre,
apesar de ser encontrado por todo o ambiente € distribuido de forma desigual pelo
planeta (JUNIOR, 2008). Ocorre sob a forma de selenetos em alguns minerais,
também esta associado ao enxofre, as principais fontes sdo 0s minérios de cobre. Em
aguas naturais ocorre em concentra¢fes na ordem de ng/L. Na sua forma elementar
apresenta riscos quanto a incéndios e explosdes na presenca de agentes oxidantes

com a emissdo de gases irritantes ou toxicos.

Por suas caracteristicas de semicondutor, é muito utilizado na eletrénica, por
ser mal condutor de eletricidade na auséncia de luz e sua condutividade é aumentada
quando iluminado ele se tornou um dos principais constituintes de células
fotossensiveis e retificadores e também na metalurgia e na fabricacdo de pigmentos,

vidros e ceramicas. Tem sido bastante utilizado na fotografia e reprografia e também



como antioxidante em o6leos lubrificantes e em formulagGes anticaspa (KIRK-
OTHMER, 1992).

2.2 ESSENCIALIDADE X TOXICIDADE

A essencialidade do Se em animais so foi verificada em 1957, por Schwarz e
Foltz, em que animais com deficiéncia de vitamina E se beneficiaram da
suplementacdo desse elemento com relacdo a necrose hepatica. Em 1973 foi
estabelecida a importancia desse mineral no sitio ativo da enzima glutationa
peroxidase, que é um poderoso agente antioxidante que protege as células do corpo e
reduz as substancias toxicas causadas pelo estresse oxidativo (GERMANO et. al.
2014). Em 1979 foi demonstrada também a sua essencialidade para os humanos, em
um paciente com distrofia muscular, devido a um longo periodo sob nutricdo
parenteral total, demonstrou uma evolucdo em seu quadro clinico apds
suplementacdo com o Se. A descoberta da doenca de Keshan, uma cardiomiopatia
que afeta criancas que vivem em regides de solos com deficiéncia desse mineral,
também foi um decisivo fator para a comprovacao da essencialidade desse mineral

para os seres humanos (CHEN et al. 1980).

O selénio é um oligoelemento necessario aos seres humanos em pequenas
quantidades e que desempenha uma funcdo metabodlica de protecdo frente aos danos
causados pelo estresse oxidativo e é proposto que a ingestdo de nutrientes
antioxidantes, frutas e vegetais, capazes de reduzir os radicais livres, responsaveis
pelo estado oxidativo, de forma direta, como as vitaminas, ou de forma indireta, que
€ 0 caso dos minerais que atuam como co-fatores de enzimas antioxidantes, o
principal papel dessas enzimas é agir na prevencdo de doengas cardiovasculares e
cancer ( TEIXEIRA et al., 2016; VOLP et al., 2010; FERREIRA et al., 2002).

Pesquisas comprovam que o selénio € um dos principais constituintes da
enzima 5’-deiodinaze, que atua no metabolismos dos hormonios da tireoide, e que a
deficiéncia do iodo no organismo pode causar algumas sindromes e que sdo
agravadas com a auséncia simultdnea do selénio (FERREIRA et al., 2002). Nos
alimentos o selénio se encontra principalmente na forma de selenometionina, que €
totalmente absorvida pelo organismo, ja que na forma mineral ele é rapidamente
excretado (VIARO, VIARO e FLECK, 2001).



Entretanto, o nivel considerado toxico desse elemento em nosso organismo é
apenas 100 vezes maior do que as quantidades necessarias para as funcoes
fisiologicas, que pode causar nauseas, problemas neuroldgicos, perda de cabelo,
falhas respiratdrios e até a morte (VIARO, VIARO e FLECK, 2001). A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA - determina que a Ingestdo Diaria
Recomendada (IDR) de selénio para um adulto, capaz de atender as necessidades
nutricionais, seja de 34 pg (ANVISA, 2005).

A figura 1 mostra em resumo algumas dos principais beneficios do selénio

para oS Seres humanos.
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Figura 1. Beneficios do Selénio para a saude. (Adaptado de Brezinski, 2013)

O intervalo entre o nivel essencial e o nivel toxico é considerado pequeno,
devido a isso se apresenta a grande importancia do desenvolvimento de métodos
analiticos para a determinacdo e quantificacdo desse mineral em diversos alimentos,
que devem ser consumidos com o objetivo de repor o selénio no organismo
mantendo as suas fungdes esséncias e também controlar a ingestdo de alimentos com
alto teor de selénio evitando a intoxica¢do do individuo (COELHO e BACCAN,
2004).

2.3 FONTES DE SELENIO

A entrada do selénio na cadeia alimentar ocorre de maneira natural através do

consumo de alimentos e de forma artificial pela atividade antrdpica na agricultura,
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industria, 0 uso de medicamentos e cigarros que podem também inseri-lo na dieta
humana (MOREIRA, 1994). Vérios tipos de alimentos podem ser utilizados para a
manutencg&o do teor de selénio no organismo, dentre eles temos rim bovino, carnes de
aves, 0vos, peixes e mariscos, cereais e farinhas, leites e derivados, castanha-do-
brasil, dentre outros (COMINETTI e COZOLLINO, 2009).

A castanha faz parte do grupo das nozes verdadeiras, que sdo frutas secas
espessas e muitas vezes as suas sementes se encontram recobertas por espinhos. As
mais conhecidas além da castanha-de-caju sdo: améndoas, peca, castanha-do-pard,
pistache, aveld, macadamia e noz. Estes frutos costumam ter elevados teores de
lipideos (40% a 60%) e de proteinas (8% a 20%), exceto a castanha que o teor de
proteinas fica em torno de 6% e de lipideos apenas 2% a 3%. O nivel de aminoacidos
esséncias atende grande parte das necessidades de criancas e adultos além de outros
nutrientes e substancias funcionais que sdo benéficas a salde, como acidos graxos,
fitoterois, altos teores de vitamina E e selénio (FREITAS e NAVES, 2010). A média
de selénio encontradas em castanhas do Brasil foi de 204,0 pug/100g (SOUZA e
MENEZES, 2004).

O Brasil esta entre os cinco principais produtores mundiais de castanha de
caju, os paises que lideram o ranking sdo india e Vietna. De toda a castanha de caju
produzida no Brasil apenas 15% ¢ para o mercado interno, distribuidos entre fabricas
de sorvete, chocolate, supermercado e padarias, 0s outros 85% sao absorvidos pelo
mercado mundial, destacando-se os Estado Unidos e a Unido Europeia como
principais consumidores, pois a castanha de caju é considerada um alimento de luxo
e, como tal, a maior demanda encontra-se em paises de elevada renda per capita
(MELO et al., 1998).

2.4 GERACAO DE VAPOR QUIMICO

Devido as concentragdes nivel traco do selénio presente na agua, alimentos e
diversas outras matrizes e ainda a toxicidade do selénio para os seres humanos
quando a ingestdo é superior a 400 pg/dia (PREDA et. al., 2015), tem-se a
necessidade de desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis, seletivos e
confiaveis para monitorar o teor de selénio em diversos tipos de amostra. (COELHO
e BACCAN, 2004).



A espectrometria de absorcdo atdmica com geracdo de hidretos (HG AAS)
possibilita uma efetiva separacdo entre o selénio e a matriz, uma vez que acontece a
transformacdo da espécie de interesse em um composto volatil, e seu posterior
transporte para a célula de atomizacdo (TAKASE et al., 2002; SILVA, 2016).

A geracdo quimica de vapor é preferida em relagdo ao processo de
nebulizacédo, pois torna a técnica de absorcdo atdmica mais eficiente, uma vez que o
procedimento de introdugéo da amostra um fator muito relevante para esse sucesso.
O nebulizador pneumaético se baseia na formagdo de um aerossol liquido para a
introducdo da amostra no caminho Optico, mas a apresenta varias desvantagens,
dentre elas € o consumo relativamente alto de amostra em que apenas 1% a 5% da
solugdo introduzida é transformada em aerossol util, efeito de memodria,
interferéncias induzidas pela cadmara de pulverizacdo e quando a amostra apresenta
uma elevada viscosidade, um alto teor salino ou pequenos volumes, a utilizacdo da
nebulizacdo ndo é recomendada (NAKAHARA, 2005).

A geracdo quimica de vapor também pode ser utilizada sem que a atomizagdo
seja realizada por meio da chama em um espectrometro de absorcdo atdmica, essa
técnica ¢ conhecida como geragdo de “vapor frio”. Consiste na redu¢do do ion
mercdrico em mercdrio elementar, que serd posteriormente carreado por uma
corrente de gas (ar, N, ou Ar) até a célula de confinamento para a realizacdo da
quantificacdo do mercurio através da absorcdo atdmica, essa técnica foi desenvolvida

por Poluektov et al. em 1963 e posteriormente aprimorada por Hatch e Ott em 1968.

Holak muito contribuiu muito para o desenvolvimento da técnica de geracao
de vapor quimico. Em seu trabalho, o arsénio foi reduzido a arsina através da adicéo
da amostra acida em Zn metalico, o hidreto gerado na rea¢do foi transportado para a

atomizacéo através da chama de um aparelho de absorcdo atobmica (HOLAK, 1968).

Observou-se um aumento consideravel da sensibilidade da espectrometria de
absorcdo atdbmica — AAS — devido a maior eficiéncia de transporte do analito através
da geracdo de hidretos — HG — onde toda a arsina carreada por um fluxo de gas
inerte, nesse caso o argdnio, pode ser introduzida no caminho éptico. (TAKASE et
al., 2002).



A HG possibilita muitas vantagens, dentre eles podemos citar que minimiza
interferéncias porque o analito é transferido para a célula de atomizagdo purgado
pelo gaés inerte, pois é a Unica espécie volatil formada na reagdo ap0ds a separagdo da
matriz. O sistema de introducdo de amostra se mostra mais eficiente que o
nebulizador pneumatico convencional, dependendo do rendimento da reacdo e a
eficiéncia do gas de purga e do transporte ao atomizador podendo atingir cerca de
100% do analito no atomizador. Apresentam maiores limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ) e qualquer equipamento de espectrometria atdbmica pode ser
usado para a leitura, ainda ha a possibilidade de acoplamento de sistemas de

especiacdo e ¢ passivel de automacédo (GRECO, 2016).

Entretanto, algumas interferéncias podem ser encontradas ao longo do
processo e estdo relacionadas as diferentes fases, ou seja, interferéncias de fase
condensada (reacdo de geracdo e liberacdo do vapor da solucdo), interferéncias na
fase gasosa (concomitantes existentes na solucdo podem impedir a reacdo de geracéo
de vapor ou a eficiéncia da purga, ao transporte do vapor) e interferéncias espectrais
que podem ser fatores fisicos que afetam a cinética da geracdo de vapor e 0 processo
de atomizacdo/leitura, como o pH do meio, as concentracdes dos reagentes e o estado
de oxidacdo do analito (COELHO, 1995; SILVA, 2016).

Entretanto, a técnica de geracdo de hidretos pode ser considerada um meio
alternativo para a melhoria da seletividade e sensibilidade para técnicas como a

espectrofotometria e espectroscopia atdbmica (FIGUEIREDO, 2005).

A geracdo de vapor quimico tem sido muito utilizado acoplado a diferentes
técnicas de espectrométricas, dentre elas podemos citar a espectrometria de absorcéao
atbmica (AAS) (MORAES et al, 1995; FIGUEIREDO, 2005; ROSSI, CARAPELLI
e NOGUEIRA, 2009; MACEDO, 2010) espectrometria de absorcdo atémica com
atomizacdo eletrotérmica em forno de grafita (GFAAS) (JUNIOR, 2008)
espectrometria de fluorescéncia atdomica (AFS) (NAKAJARA, 1983; BISINOTI,
2006), espectrometria de emissdo atbmica com plasma induzido por microondas
(MIP-OES) (MATUSIEWICZ E SLANCHCINSKI, 2007) espectrometria de
emissdo 6tica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) (THOMPSON et al.
1978; PAHLAVANPOUR et al. 1980; CRISPINO, 2005), espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (VIEIRA et al., 2006) e a



espectrometria de emissdo Otica em forno com excitagdo ndo térmica (FANES)
(DITTRICH, FRANZ E WENNRICH, 1995). Devido a grande disponibilidade de
espectrometros de absorcdo atbmica em laboratorios de pesquisa, esse método de

acoplamento na geracgéo de vapor se tornou muito popular (TAKASE et al., 2002).
2.5 ATOMIZAGAO DO SELENIO

Dentre as dificuldades encontradas na elaboracdo da técnica de geracdo de
hidretos, temos a interferéncia causada pela elevada absorcdo da chama do
queimador no F AAS em comprimentos de onda caracteristicos do analito. No caso
do selénio e do arsénio, abaixo de 200 nm quando nebulizados e atomizados
diretamente na chama (MACEDO, 2010).

Visando minimizar essa interferéncia Chu et al. desenvolveram uma técnica
em que o hidreto de arsénio era carreado pelo argbnio, ndo mais diretamente para a
chama do atomizador mas para uma tubo de quartzo em forma de T. Esse tubo foi
utilizado como célula de atomizacéo, aquecido eletricamente e postado ao longo do
caminho 6ptico do equipamento de absor¢édo atémica.

Os tubos atomizadores surgiram como ideia de novas adaptagdes na
espectroscopia atdbmica (Figura 1). Foram construidos tubos de diferentes materiais
0s quais sdo posicionados sobre o queimador do Espectrometro de Absorcdo atdbmica
com Chama - F AAS. Sédo reportados como adaptacbes eficazes na melhoria da
sensibilidade do F AAS. A melhoria é atribuida ao maior tempo de residéncia do
atomo no caminho 6éptico, além disso, o tubo cria um ambiente quimicamente mais
estavel, que faz aumentar o nimero de atomos no estado neutro (MATUSIEWICZ,
1997).

Tubo de GQuartzo
Feixe de radiagio —‘ . f—r

| | Gueimador

\

&

Amostra

Figura 2. Diagrama esquematico dos Tubos atomizadores (Pereira e Arruda, 2003).

Os primeiros tubos atomizadores foram construidos por Watling, em 1978,

ele usou um tubo de quartzo o qual possuia uma fenda na parte superior e outra



maior na parte inferior do tubo (figura 2), a introducdo da amostra segue a forma
convencional usando o nebulizador pneuméatico do equipamento. Watling conseguiu

alcancar resultados entre 2 a 5 vezes superiores a forma convencional de leitura.

Petrucelli et al. compararam a performance de tubos atomizadores
constituidos de diferentes materiais metalicos como Cr, Fe, Mo, Ni, Ti e W e
também avaliou tubos constituidos de cerdmica. Petrucelli observou que os tubos de
niquel e titdnio apresentaram os melhores resultados, contudo o tubo de titanio possui

uma vida Util muito curta em comparagdo com 0s outros.

Os experimentos pioneiros de Watling estimularam muitos outros
pesquisadores a avancarem com modificacdes da proposta inicial. Gaspar e Bernedt
implementaram o método de aprisionamento de atomo inserindo um tubo capilar de
ceramica ao tubo atomizador. O tubo capilar é responsavel por transportar a amostra
liguida (usando uma bomba peristaltica), como um jato de alta velocidade para
dentro do tubo atomizador aquecido pela chama, onde é rapidamente vaporizada
(figura 2). Os autores observaram que 0 novo método permitiu que toda a amostra
fosse atomizada e o aumento do tempo de permanéncia do &tomo no caminho éptico,
melhorando os limites de detec¢do de cinco elementos determinados de 14 a 67
vezes. Este método ficou conhecido com TS-FF-AAS, acrénimo da expressdo

inglesa Thermospray Flame Furnace AAS.

Figura 3. Diagrama esquematico do TS-FF-AAS. B: Bomba peristaltica, I: Valvula injetora,

C: Tubo capilar, T: Tubo atomizador, Q: Queimador. (Pereira e Arruda, 2003).

Existem trés formas distintas de transportar o hidreto formado para o
equipamento de medicdo: através do sistema em batelada, por fluxo continuo (CF) ou

por injecdo em fluxo (FI).

Um dos procedimentos de introdugdo da amostra no atomizador mais

utilizado e que tem se mostrado muito eficaz para a diminuicao de interferéncias é a
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técnica da Analise por Injecdo em Fluxo (FIA) estabelecido por Ruzicka e Hansen
em 1975, mas proposto pela primeira vez por Skeggs em 1957, em que a amostra é
injetada em um fluxo continuo que a transporta em direcdo aos reagentes e segue até
o0 detector. O FIA também foi utilizado por Cadore em 1986, que viu nesse método
diversas vantagens como menor consumo de reagentes, maior eficiéncia de
separacdo, simplicidade de operacgéo, facilidade de automacdo destes sistemas, alta
frequéncia analitica, melhor detectabilidade, diminuicdo no risco de contaminagao e
diminuicdo do efeito de interferentes e que mais tarde Moretto (2001) confirmou
essas vantagens utilizando-o para a determinacgdo de arsénio usando HG acoplado a
AAS. Na busca da determinacdo de bismuto através da geracdo de hidretos, Astron
em 1892 prop6s um sistema FIA. Liversage et al. relataram em seu trabalho sobre a
determinacdo de arsénio a utilizacdo de um sistema FIA acoplado a técnica de

geracdo de hidretos com deteccdo por espectroscopia de emissdo atdmica.

Devido o hidreto ser formado a partir de solucGes, devemos ter um eficiente
procedimento de separacdo entre a fase liquida e a fase gasosa, logo, diversos tipos
de separadores tem sido propostos na literatura, como os separadores de membrana
(CHAN e HONT, 1990) e os separadores de camara (RIBEIRO et al. 2002). Uma
analise comparativa da eficiéncia destes separadores gas/liquido foi feita por

Krenzlov et al.

O transporte das espécies volateis pode ser de duas formas: transferéncia
direta e a coleta. A transferéncia direta acontece de forma que as espécies sao
transportadas diretamente para o atomizador, ja a coleta, como o préprio nome ja
prople, as espécies volateis sdo capturadas em uma armadilha até que o processo
tenha se completado e posteriormente sdo transportadas para a célula de leitura
(DEDINA apud MACEDO, 2010).

O procedimento de coleta apresenta desvantagens, o que faz com que ele seja
pouco utilizado, como por exemplo, o alto tempo consumido e o risco de
contaminac&o, isso leva o procedimento da transferéncia direta para a preferéncia dos
pesquisadores (TAKASE et al., 2002).
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2.6 BOROHIDRETO DE SODIO

No inicio, a técnica de transformacdo do analito em uma espécie volatil a
partir da producdo de H, adicionando um metal em pé a amostra acida apresentava
algumas limitacbes como: apenas o As, Se e Sb eram reduzidos a hidretos, 0s
brancos eram altos e as leituras eram pouco reprodutiveis (FIGUEREDO, 2005). Em
1972 Braman et al., através da utilizacdo de solugdes redutoras de borohidreto de
sodio (NaBH,) estabilizado em meio alcalino determinaram arsénio e antiménio.
Dessa forma, o NaBH, comegou a ser proposto como redutor em substituicdo as
misturas metal-acido, o borohidreto de so6dio, em meio &cido, gera o hidrogénio
nascente que posteriormente formara o hidreto desejado com o ion da espécie de

interesse, que se encontra em solucdo, a partir da seguinte reacdo de reducao:
NaBH,4 + HCI + 3H,0 — H3BO3 + NaCl + 8H°
8 H° + X™ — XH,, + Ha(excesso)
X: representa a espécie de interesse.

Outros mecanismos foram propostos para a geracdo do hidreto, devido a
discordancias de outros pesquisadores, com a hipotese de formacdo do hidreto a
partir do hidrogénio nascente. Sabe-se hoje que o mecanismo de formacéo do hidreto
ocorre através da acdo do hidrogénio ligado diretamente ao boro, por formacdo de
alguns intermediarios, de acordo com a seguinte reagdo (D’ULIVO apud MACEDO,
2010):

NaBH, + H3;O0" + 2H,0 — intermediarios — H3BO3 + H, 1)
NaBH4/intermediarios + A — AH, (2)
A: representa a espécie de interesse.

Para demonstrar que o hidrogénio ligado diretamente ao boro é o responsavel
pela formacdo do hidreto, Pergantis et al. usaram reagentes deuterados. Foi
observado que a reacdo de As (I11) e As (V) com NaBD, em HCI 3 mol L™ e H,0,
obteve-se como principal produto AsD3 e quando utilizou-se NaBH, em DCI e D0,

foi obtido como principal produto o AsHs. Assim, os autores puderam afirmar que a
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transferéncia do hidrogénio ligado diretamente ao boro que promove a formacao da

arsina.

A utilizacdo de NaBH, possibilitou uma ampliacdo no numero de elementos
que podem ser determinados através da geracdo quimica de vapor, onde temos 0 Se,
Bi, Ge, Pb, Sn, e Te (DEDINA, 1995). Uma série de trabalhos posteriores foi
desenvolvida incluindo a determinacdo de novos elementos por HGAAS, como por
exemplo, In (LIAO e LI, 1993), o Cd (SANZ-MENDEL et al., 1995), P (TANAKA
et al.,1996), TI (WEI e JIANG, 1999), Cu, Au, Ag e Zn (LUNA et al., 2000).

O NaBH,; em meio alcalino utilizado para a formacdo de hidretos volateis é
mais eficiente que os precursores metalicos, possui maior reprodutibilidade nas

medidas e cinética de reacdo mais definida, possibilitando ainda automacéo.

Houve uma diminuicdo nos sinais de As e Se, ao longo do tempo, devido a
degradacdo da solucdo aquosa de NaBH, (DEDINA, 1995). Lee e Choi, em 1996
propuseram a utilizacdo de solugdes de alcalinas de NaOH ou KOH para aumentar a
estabilidade do NaBH,, e que devem ser preparadas pouco antes do uso. Feng et al,
em 1998, perceberam que a concentracdo do NaOH deve ser controlada a fim de nédo

causar supressao do sinal analitico.

Dependendo do tipo de amostra, do método espectroscopico e do sistema FIA
a ser utilizado a concentracdo de NaBH, tem variado na literatura de 0,25% a 10%
(m/v) em solucbes alcalinas de NaOH que podem variar de 0,1% a 2% (m/v)
(MACEDO, 2010).

3. JUSTIFICATIVA

O selénio, elemento essencial para o organismo humano, é encontrado em baixas
concentracdes em amostras de interesse nutricional, e seu teor considerado tdxico é
apenas cem vezes maior que o seu nivel de essencialidade. Devido a isso ha a
necessidade de se desenvolver métodos analiticos com elevada sensibilidade para a

determinacéo e quantificacdo desse mineral em amostras alimenticias.

A presente proposta visa explorar as vantagens na determinacgdo de metais e ndo-

metais ja estabelecidas da espectrometria de absor¢do atdbmica com chama para o
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desenvolvimento de estratégia analitica para determinacdo de selénio através da

formacéo de hidretos.

A estrutura do sistema de injecdo em fluxo geralmente é formada por
equipamentos de alto custo, e esse trabalho tem como objetivo a confeccdo de um
sistema de injecdo em fluxo para a geracdo de hidretos com materiais de baixo custo e

de facil acesso que possa substituir de forma adequada e eficiente esses equipamentos.

A escolha do tema deu-se pela facilidade de adaptacdo de um sistema de geracéo
de vapor quimico ao F AAS, pois este equipamento se encontra disponivel na infra-

estrutura do campus Anisio Teixeira.

4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método analitico com vista a ampliar as potencialidades da
técnica da Geracgdo de Hidretos para a determinacéo de selénio por meio da associacdo
da mesma com a Espectrometria de Absor¢do Atdmica com Chama combinada a
Anédlise por Injecdo em Fluxo (FIA-HG-AAS) com vistas a aplicacdo em amostras de

interesse nutricional.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver método para determinacdo de selénio utilizando a geracdo de
hidretos acoplado a um F AAS com reducdo em linha empregando o NaBH,
como agente redutor em amostra de castanha de caju;

e Otimizar as variaveis para a metodologia de geracdo de hidretos: Vazdo do
NaBH,, Vazdo do padrdo/amostra, vazdo do gas de arraste, concentracdo do
NaBH,, concentracdo do HCI e comprimento da bobina de reagéo.

e Determinar as caracteristicas analiticas apds o processo de otimiza¢do do
método desenvolvido, como: precisdo, exatiddo, robustez, sensibilidade,
linearidade e frequéncia analitica;

e Aplicar os procedimentos otimizados para a determinacdo das espécies quimicas

estudadas em amostras reais;
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 INSTRUMENTACAO

Todos os procedimentos de pesagem foram realizados em balanca de precisdo da
marca Shimadzu® modelo AY220. No processo de digestdo das amostras utilizou-se
um forno micro-ondas da marca Provecto Analitica, modelo DGT 100 plus. A agua
ultrapura utilizada foi obtida através do Purificador de d&gua — Merck Millipore Milli-Q
Reference, Espectrometro de Absorcdo Atdémica com Chama — Analytik Jena
novAA300 equipado com lampada de catodo oco de selénio, Bomba peristaltica
Gilson® Miniplus 3 (Villiers Le Bel, Franca) equipada com seis canais, Moedor
Cuisinart modelo DCG-20BKN.

5.2 AMOSTRAGEM E PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras de castanha de caju foram adquiridas em diversas cidades da Bahia,
buscando representar o maior nimero possivel de mesorregides politicas do estado. A

figura 4 mostra a divisdo politica do estado e as cidades onde ocorreram as coletas.

A amostragem foi realizada em 17 (dezessete) cidades: Barreiras representando a
regido Extremo Oeste, Umburanas e Juazeiro representando a regido do Vale do Sao
Francisco, Itaeté representando a regido do Centro-Norte, Euclides da Cunha
representando a regido Nordeste, Macaubas, Caturama, Livramento de Nossa Senhora,
Tanhacu, Vitoria da Conquista e Jequié representando a regido Centro-Sul, Amélia
Rodrigues representando a regido Metropolitana de Salvador, Valenca, Camassandi,
Lage, Marat e Arraial D’ajuda representando a regiao Sul da Bahia. A amostragem

aconteceu entre 0s meses de janeiro a junho do ano de 2016.

A busca foi por amostras de castanhas in natura, retiradas diretamente do
pseudofruto do caju, que ndo tivessem passado por nenhum tipo de tratamento termico,

a fim de assegurar as caracteristicas originais da castanha.
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Figura 4. Divisao politica da Bahia em mesorregides. Fonte: Adaptado do Wikipedia

5.2.1 Extracdo das castanhas

Apbs a coleta as amostras foram levadas ao Laboratério de Quimica Analitica do
Instituto Multidisciplinar de Saude da Universidade Federal da Bahia — IMS UFBA —
Campus de Vitoria da Conquista. No laboratorio as castanhas foram secas em estufa
numa temperatura de 60°C por um periodo de 72 horas, apds a secagem houve o
processo de decorticagdo das castanhas para a retirada das améndoas, que foi realizada

com o auxilio de um martelo.

As figuras abaixo demonstram o processo de decorticagdo das castanhas.

Figura 5. (a) Processo de decorticagdo das castanhas. (b) Retirada das amendoas. Fonte: Paiva, 2006

As améndoas da castanha de caju foram posteriormente pulverizadas com o auxilio

de um moinho de facas, para uma melhor homogeneizagdo da amostra.
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Figura 6. (a) Améndoas apds a decorticagdo; (b) Améndoas pulverizadas. Fonte: Préprio autor

5.2.2 Digestdo das amostras

O procedimento de digestdo das amostras foi realizado por via Umida usando
uma mistura de agua ultrapura, acido nitrico 65% (HNO3) e perdxido de hidrogénio

30% (H20,) como fonte de calor utilizou-se um forno Micro-ondas com cavidade.

Vérios testes foram realizamos com o objetivo de otimizar o procedimento de
digestdo das amostras. Os testes foram realizados com diferentes quantidades do &cido
nitrico concentrado e do peroxido de hidrogénio, além da quantidade de amostra e o

tempo de digestdo no micro-ondas.

Adicionou-se ao frasco de digestdo 0,1g da amostra da castanha pulverizada, 600
puL de H,O, 1000 pL de HNO3; e 600 pL de H,0O,, nesta ordem. Os frascos foram
levados ao forno micro-ondas e a digestdo foi realizada em apenas 1 ciclo constituido de
3 corridas de 8 minutos com uma poténcia de 500w intercalados por uma corrida de 5
minutos numa poténcia de Ow afim de resfriar a capsula. Apos a abertura quimica as
amostras foram avolumadas para 6,0 mL com HCI 4,0 mol.L? em tubos falcon e

armazenadas em refrigerador até 0 momento da determinacéo.
5.3 APRESENTACAO DO SISTEMA PROPOSTO FIA-HG ACOPLADO AO F AAS

O diagrama do sistema proposto FIA-HG-F AAS para determinagéo de selénio é
apresentado na figura 7. O sistema consiste de uma bomba peristaltica com tubos
tygon®, usada para propulsionar as solucdes; um reator bobinado construido com tubos
de PTFE (2,0 mm d.i.) que promove a mistura entre as solugdes; Tubos de PVC (1,016
e 1,52 mm d.i.) também foram usados no transporte das solugdes pelo sistema; um
separador gas/liquido para separar o hidreto de selénio gerado da solucdo que o
originou; um cilindro de argénio, gas de arraste utilizado para levar o hidreto de selénio

até a célula de quartzo; um fluxémetro para controle da vazdo do gas de arraste; uma
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célula de quartzo PerkinElmer em formato T (16 cm x 0,8 cm d.i.), usada para a
atomizacdo do analito, para o correto posicionamento da célula de quartzo sobre o
queimador do F AAS foi confeccionado um suporte metélico que permite o ajuste o de
altura da célula de quartzo, facilitando assim o ajuste do tubo para a correta passagem

do feixe da lampada para a obtencdo do sinal analitico.

A operacionalizacdo do sistema foi iniciada pelo acionamento da bomba
peristaltica que propulsiona, por meio de tubos tygon, um volume fixo do
padréo/amostra de selénio na presenca de HCI e por outro tubo era propulsionado uma
solucdo de borohidreto de sodio 0,25%. As solucdes entram em confluéncia quando
passam juntas por um reator bobinado promovendo a formacdo do hidreto a partir da
reacdo. Na sequéncia esta mistura reacional é dispensada num separador gas/liquido. Ao
mesmo tempo em que a reagdo ocorre no reator bobinado, o fluxo de gas argdnio €
liberado dentro da mistura reacional presente no separador gas/liquido com o objetivo
de impulsionar o hidreto de selénio, formado na reacéo, para dentro do tubo de quartzo,
corretamente posicionado sobre o queimador, onde ocorre a atomizacgao do selénio e sua
subsequente atenuacdo do sinal analitico para a posterior quantificacdo. Logo apés a
reacdo se completar a solucdo residual do separador gas/liquido é drenada para o

descarte.

Gas de arraste Tubo de Quartzo

Amostra/
Padrao + HCI

Borohidreto

Bobina de
0,50%

reacao

Queimador FAAS

Bomba
Peristaltica Separador
Gas/Liquido
Descarte

Figura 7: Diagrama esquematico do Sistema FIA-HG-F AAS proposto. Fonte: Préprio autor

As figuras 8, 9 e 10 sdo fotografias do sistema FIA-HG-F AAS proposto que
mostram detalhes do separador gas/liquido, bobina de reacdo e tubo de quartzo,

respectivamente.
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Figura 9. Separador Gas/liquido do sistema FIA.

Figura 10. Suporte metalico para o tubo de quartzo do sistema FIA.
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5.4 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados possuiam grau analitico: peroxido de hidrogénio
(Vetec®), acido nitrico 65% (Sigma-Aldrich®), padrdo de selénio para AAS 1000
mg/L, acido cloridrico 32% (Fluka Analytical®) Borohidreto de s6dio 96% (Aldrich
Chemistry®), hidroxido de sodio P.A micropérolas 99% (Impex).

5.5 PREPARO DAS SOLUCOES

Agua deionizada proveniente de um sistema de purificacdo Mili-Q foi usada
para o preparo de todas as solucdes. As vidrarias utilizadas foram mantidas em solucao

de &cido nitrico a 10 % (v/v) durante 24 horas e enxaguada com &gua destilada.
5.5.1 Solucdo de NaOH 0,05 M

Pesou-se 2g de Hidroxido de Sodio (NaOH) e dissolveu-se em 100 mL agua

ultrapura, em seguida avolumou-se para 1000mL em baldo volumétrico.
5.5.2 Solucdo de HCI 4 M

A solucdo de HCI a 4 M foi preparada através da diluicdo da solugdo padréo de
HCI a 37% que € equivalente a 12 M. Para se preparar a solucdo a 4 M, tomou-se 196,5
mL da solucdo padrédo e avolumou-se para 500 mL em com agua ultrapura em um baldo

volumétrico apropriado.
5.5.3 Solucdo de NaBH, 0,25 % Alcalino

Pesou-se 0,25 g de Borohidreto de Sodio (NaBH,) e dissolveu-se em 50 mL da
solucdo de NaOH 0,05M em seguida avolumou-se para 100 mL em baldo volumétrico

apropriado.
5.5.4 Solucdo padrdo de selénio

Todas as soluc@es de selénio utilizadas foram preparadas a partir de um padréo de
selénio (Se*®) a 1000 mg/L, onde através da retirada de diferentes aliquotas desta foram
preparados os padrfes avolumados sempre com HCI 4M e aquecidos a 80°C por um

periodo de uma hora para a reducéo do fon Se*® para o Se*.
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5.6 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

5.6.1 Planejamento Univariado

Realizou-se o estudo das seguintes variaveis: concentracdo do NaBH, variando
entre 0,25 e 0,75%; a vazdo do padrdo/amostra variando entre 3,20 e 11,40 mL.min™, a
vazdo da solucdo de NaBH, variando entre 1,80 e 11,40 mL.min™, a vazdo do gas de
arraste variando entre 30 e 50 mL.min™, o comprimento do reator em bobina variando

entre 25 e 50 cm e a concentragdo do HCI variando entre 4,0 e 8,0 mol.L™.

5.7 FIGURAS DE MERITO

As figuras de mérito sdo uma exigéncia analitica que busca a confirmacgédo da
capacidade do método investigado em desempenhar com consisténcia o seu papel frente

ao que se propde.

Para a realizacdo da validacdo do método analitico desenvolvido foram
utilizados parametros analiticos como: linearidade, limite de deteccdo e quantificacéo,
precisdo, robustez entre outros que serdo abordados a seguir (RIBANI, BOTTOLI, et
al., 2004).

5.7.1 Linearidade

A linearidade é uma técnica de validacdo que mostra a capacidade de um método
analitico fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especifico de concentracdo, obtidas através de padrdes
do analito. O intervalo corresponde a faixa entre os limites de quantificacdo superior e

inferior.

A linearidade é expressa pelo coeficiente de correlacdo (R?), obtido por dados
estatisticos, o valor minimo aceitavel do R2 deve ser igual a 0,99. A equacéo da reta (y
= ax + b) é utilizada para se obter a resposta medida em absorbancia (y), em que temos
a concentracdo (x), a inclinacdo da curva de calibragédo (a) e a intersegdo com 0 eixo y
(b) (PEREZ, 2010).
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A curva de calibracdo para o método proposto foi realizada nas concentracdes de

0a 175 pg L-1 de selénio, com intervalo de 25 pg L-1.
5.7.2 Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacéo (LQ).

O limite de deteccdo determina a quantidade minima de analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente quantificado com

exatiddo.

Em métodos instrumentais de analise, a estimativa do LD pode ser feita com
base na relacédo de trés vezes o ruido da linha de base ou determinado através da relacao
do desvio padrédo da resposta da leitura de um numero apropriado de amostras do branco
com a inclinacdo da curva de calibragdo obtida a partir leitura dos padrdes de
concentracdo do analito para a obtencdo da linearidade, como descreve a equacgéo 1
(PEREZ, 2010).

3 x (Desvic Padric)

Equacéo 1: LD =

Inclinacio da curva (a)

O limite de quantificagcdo expressa a menor quantidade do analito que pode ser
determinada em uma amostra apresentando uma precisdo e exatiddo aceitavel nas
mesmas condi¢Bes experimentais estabelecidas no método. Pode-se aplicar 0s mesmos
critérios de LD em LQ, entretanto, considera-se como limite de quantificacdo aquela
concentracdo que produza relacdo sinal-ruido superior a 10:1. O LD pode ser expresso
pela Equacédo 2 (PEREZ, 2010).

10 x (Desvie Padrao)

Inclinagao de curva (a)

Equacéo 2: LD =

5.7.3 Precisao

Através da avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem mudltipla de uma mesma amostra podemos definir a
precisdo do método aplicado. Pode ser expresso como desvio padrdo relativo (RSD) ou
coeficiente de variacdo (CV %), conforme a Equacdo 3. Onde o valor maximo aceitavel
nédo deve ultrapassa 5 % (PEREZ, 2010).

Desvio Padrio
B5D = x100

Equacio 3: Média
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5.7.4 Exatidao

A exatidao pode ser calculada através da porcentagem de recuperacdo de uma
quantidade conhecida do analito previamente adicionada a amostra, ou através da
diferenca percentual entre as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos
intervalos de confianca (PEREZ, 2010).

A recuperacdo pode ser calculada através da Equacdo 4. Onde (C,) é a
concentracdo determinada na amostra adicionada; (C,) a concentracdo determinada na

amostra ndo adicionada; e (C3) a concentracdo adicionada.

C,— Gy

Equagdo 4: R(%) = [ =

]x1nn

5.7.5 Robustez

A robustez é uma técnica que comumente utilizada para a validacdo de técnicas
analiticas. Ela é definida como a capacidade que um experimento possui em reproduzir
0s mesmos resultados mesmo sofrendo variacGes quanto aos valores estabelecidos no
processo de otimizacdo (FERREIRA, BRUNS, et al., 2007).

Foi utilizada uma matriz de planejamento fatorial de dois niveis para a obtencéo
da robustez do método analisado, mostrada na Tabela 2, e tambhém os niveis escolhidos

para a suas variagoes, encontrados na Tabela 3.
5.7.6 Frequéncia Analitica

A frequéncia analitica expressa a quantidade de amostras que poderdo ser

analisadas no intervalo de tempo de 1 hora.

5.7.7 Aplicacdo

O método desenvolvido serd aplicado em amostras de castanha de caju coletadas
a partir de diferentes regides do estado da Bahia previamente digeridas em forno micro-

ondas.
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Tabela 2: Matriz de planejamento de dois niveis para teste de robustez.

Vazdo do Vazdo da

[NaBH.] NaBH, amostra
1 1 1 1
2 1 1 -1
3 1 -1 1
4 1 -1 -1
5 -1 1 1
6 -1 1 1
7 -1 -1 1
8 -1 -1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

Tabela 3: Valores reais do ponto central, maximo e minimo utilizados no teste de robustez.

+ 0 -
[NaBH,] % 0,225 0,250 0,275
Vazdo do NaBH,
(mL/min) 2,90 3,20 3,50
Vazao da amostra
(mL/min) 5,80 6,50 7,10
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Resumo

Na busca por desenvolver um método analitico sensivel, preciso e de baixo custo
para a determinacdo de selénio foi proposta a analise por injecdo em fluxo para a
geracdo de hidretos acoplada a espectrometria de absorcdo atdmica (FIA-HG-AAS).
O sistema de Injecdo em fluxo foi construido com materiais de baixo custo e se
mostrou muito eficiente para a geracdo de hidretos e a posterior quantificacdo
através do espectrémetro de absorcdo atdmica. Foi feito um estudo das variaveis
vazdo do borohidreto de sodio, Vazdo do &cido cloridrico (HCI), Vazéo do gés de
arraste, concentracao do borohidreto de sédio, concentragdo do HCI e comprimento
da bobina de reacdo que foram consideradas significativas para o desenvolvimento
do método. Para validar o método analitico desenvolvido foram utilizados
parametros analiticos em que foram obtidos os seguintes resultados, o limite de
deteccdo de 2,52 pg.L™? e um limite de quantificacdo de 8,41 pg.L™* com uma
frequéncia analitica de até 60 determinacdes por hora, a precisdo do método foi
calculada através do desvio padrdo relativo (RSD) em padrdes de concentracdo 25,0
ng.L™ igual a 4,6% e para a concentracdo de 150 pg.L™, foi de 3,3%. O método
proposto foi aplicado em amostras de castanha de caju de diferentes cidades do
estado da Bahia a fim de avaliar a concentracdo de selénio em castanhas cultivadas
em diferentes regides do estado. Quatro amostras foram analisadas, e a concentracao
de selénio encontrada variou de 9,9 ug a 28,7 pug. A validacdo do método foi
realizada através de teste de adicdo e recuperacdo de concentracfes conhecidas de
selénio em amostras de agua coletadas no rio Paraguacu na cidade de Itaeté-Ba,
foram obtidas recuperacfes quantitativas na faixa de 101,2% a 108,7% em

concentraces de 25,0 pg.L™ e 50,0 pg.L™ de selénio respectivamente.

Palavras-chave: Selénio, geracéo de hidretos, injecdo em fluxo, castanha de caju.
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1. Introducéo

O selénio é um oligoelemento que esta presente em alguns alimentos como
castanha-do-brasil, rim bovino, frango, peixes e ovos, e sua concentracao varia de
acordo com a regido em que esse alimento é cultivado, pois sua concentracdo no solo

gera um ciclo que afeta as plantas e os animais que se alimentam destas’.

A essencialidade desse elemento em humanos foi comprovada a partir da
evolucdo de um paciente com distrofia muscular ap6s a suplementacdo a base de
selénio. Outra evidencia foi a descoberta da doenca de Keshan, em solos pobres em

selénio em algumas regides da China®.

Oldfiel em 1987 comprovou a partir de estudos que o selénio apresenta
funcdo anticarcinogénica, além de diversos outros beneficios estudados por outros
pesquisadores®. Porém, seu nivel considerado toxico para o organismo é apenas 100
vezes maior do que a concentracio essencial - Indice de Ingestdo Diaria (IDR) —
segunda a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA — é de apenas 34 pg”,
e 0 excesso de selénio no organismo humano pode favorecer o aparecimento de
doencas relacionadas como também a fragilidade de unhas e cabelo, alteracdes
gastrointestinais, fadiga e alteracdes do sistema endécrino, entre outros fatores.

Devido a essa pequena diferenca de concentracdo no organismo entre a
essencialidade e toxicidade do selénio e aos baixos niveis de selénio encontrados em
alimentos e outras matrizes que se busca a cada dia métodos mais sensiveis e
precisos para a determinacdo desse mineral®. Dentre varios métodos utilizados para
essa determinacdo, podemos citar a espectrometria de absorcdo atdmica por forno de
grafite®, espectrometria de fluorescéncia atdmica’® e molecular, além da

espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado® ** %,

A geracdo de hidretos € uma técnica de introdugdo da amostra que tem sido
muito utilizada, acoplada a varios métodos de deteccdo, na qual, a técnica mais
utilizada é a espectroscopia de absorcdo atdmica. A geracdo de hidretos apresenta
varias vantagens em relacdo a introducdo direta da amostra através da nebulizacao,

juntamente com um sistema de injecdo em fluxo, fornece um aumento na
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sensibilidade da absor¢do atdmica, além de um baixo custo e a facilidade

acoplamento e automagéo™.

Neste aspecto, esse trabalho propds o desenvolvimento de um sistema de
analise por injecdo em fluxo para a geracdo de hidretos e a posterior deteccdo do
analito através da espectrometria de absorcdo atdbmica com o confinamento do
hidreto gerado em um tubo de quartzo posicionado sobre o queimador do F AAS

para a determinacdo de selénio em amostras ambientais e alimenticias.

Experimental

Instrumentacéao

As medidas de absorvancia foram realizadas em um espectrometro de absorgéo
atdbmica com chama, Analytik Jena®, modelo novAA300, equipado com lampada de
catodo oco de selénio e lampada de deutério para corre¢do da radiacdo de fundo. As
leituras foram realizadas em 196 nm com abertura da fenda 0,8 nm e corrente de

lampada de 7,0 mA, usando um queimador para chama ar-acetileno.

O sistema em fluxo foi desenvolvido usando uma bomba peristéltica Gilson®
Miniplus 3 (Villiers Le Bel, Franca) equipada com seis canais; Tubos Meinhard® de
PVC (1,016 e 1,52 mm d.i.) ; tubos de PTFE (2,0 mm d.i.); cilindro de gas argonio;
fluxémetro; célula de quartzo PerkinEImer em formato T (16 cm x 0,8 cm d.i.), suporte
metalico para o posicionamento do tubo de quartzo sobre o queimador, produzido de
maneira artesanal, e um separador gas/liquido produzido de maneira artesanal usando

uma seringa de polietileno com capacidade 60 mL.

A digestdo das amostras foi realizada em um forno micro-ondas da marca
Provecto Analitica, modelo DGT 100 plus e a agua ultrapura utilizada foi obtida através

do Purificador de agua — Merck Millipore Milli-Q Reference.
Amostragem

As amostras de castanha de caju in natura foram coletadas em quatro diferentes
cidades da Bahia (Vitoria da Conquista, Macaubas, juazeiro e Umburanas) na busca de

avaliar a concentracédo de selénio de amostras cultivadas em diferentes regides.
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Preparo das amostras

Apols a coleta as amostras foram colocadas para secar em estufa numa
temperatura de 60°C por um periodo de 72 horas, ap6s a secagem houve o processo de
decorticacao das castanhas para a retirada das améndoas, realizada com o auxilio de um
martelo e posteriormente pulverizadas com o auxilio de um moinho de facas, para uma

melhor homogeneizagdo da amostra.

As amostras de castanha de caju coletadas passaram por um procedimento de
digestdo realizado por via imida usando uma mistura de 600 pL &gua ultrapura, 1000
pL de &cido nitrico 65% (v/v) e 600 pL peroxido de hidrogénio 30% (v/v) para uma
massa de 0,1 g da amostra. Como fonte de calor utilizou-se um forno Micro-ondas com
cavidade com 1 ciclos de 3 steps de 8 min intercalados com step’s de resfriamento.
Apbs a abertura quimica as amostras foram avolumadas para 6 mL com HCI 4,0 mol.L™
em tubos falcon e armazenadas em refrigerador até 0 momento da determinagdo por um

periodo de 48 hrs.
Reagentes e Padrdes

As solucdes utilizadas foram preparadas com agua ultra-pura (18.2 MQ c¢cm™), e
reagentes de grau analitico. As vidrarias usadas, e outros materiais, foram
descontaminados por imersdo em uma solucdo de HNO5 10 % (v/v) (Sigma-Aldrich®)

durante 24 h e, posteriormente, lavados com &gua ultrapura.

Acido nitrico 32% (v/v) (Sigma-Aldrich®) e peréxido de hidrogénio 30% (v/v)
(Vetec®). Estas solugdes foram usadas para digestédo das amostras.

A solucdo de NaBH, 0,25 % (m/v) (Aldrich Chemistry®) foi preparada em

NaOH 0,05 mol. L™ (Impex®). Esta solugéo foi preparada diariamente.

A solucéo de HCI 4 mol.L™ foi preparada através da diluicdo da solucdo padréo
de HCl a 32% (Fluka Analytical®).

A solucdo estoque de selénio VI 1000mg/L foi adquirida da Sigma-Aldrich®.
Todas as solugdes de selénio utilizadas foram preparadas a partir deste padrdo de selénio
através da retirada de diferentes aliquotas da solugéo padrdo para a preparacdo dos padrdes
desejados, avolumados sempre com HCI 4 mol.L™.



145 Procedimento analitico

146 O procedimento analitico para determinacdo de Se requereu uma pré-reducao da
147  espécie de selénio VI para Selénio IV antes da formagdo do hidreto. A pré-reducédo
148  consistiu em adicionar a solucdo padrao/amostra 417 pL de HCI 32 % e avolumar para
149 6 mL para obter uma solugdo em uma concentrac&o de 4 mol.L™ que foi posteriormente

150  aquecida em Banho Maria por 60 min. a 80°C.

151 Conforme o esquema apresentado na Figura 1, trés mililitros da amostra/padrédo
152 acidificada com HCI 4,0 mol.L™" foram impulsionados por uma bomba peristaltica
153  através de tubos tygon, assim como a solu¢do de NaBH,4 0,25% (m/v) em NaOH 0,05
154 mol.L™. As vazdes das solucdes foram 6,50 e 3,20 mL.min.™, respectivamente. Ao
155  chegarem a bobina de reacdo, por meio dos tubos de polietileno que compdem o
156  sistema, entram em confluéncia, aumentando a velocidade de reacdo para formagéo o
157  hidreto desejado. Posteriormente, o hidreto de selénio gerado foi separado da fase
158  liquida através de um separador gas/liquido e foi carreado para o tubo de quartzo com o
159  auxilio de um fluxo de argbnio, controlado por um regulador de fluxo de gas,

160  posicionado sobre o queimador do F AAS.

Gas de Tubo de Quartzo

Amostra/
Padrao + HCI

Borohidreto

Bobina de Queimador FAAS

0,25% x
reacao
P BPT,?:‘ Separador
eristattica Gas/Liquido
Descarte

161
162 Figura 1. Representacdo esquematica do sistema de FIA HG AAS proposto para a
163 determinacdo de selénio.
164 Resultados e discussdo
165 A avaliagdo das condicGes experimentais para a determinagdo de selénio

166  utilizando o sistema FIA HG AAS foi realizada através de um planejamento
167  experimental univariado, e os fatores avaliados foram: concentragdo do NaBHy,

168  concentracdo do HCI, vazdo do padrdo/amostra, vazdo do NaBH,, vazdo do gas de
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arraste e comprimento da bobina de reagdo. A solucdo padrao de selénio utilizada para
este estudo foi 20 pg.L™, utilizando sempre um volume fixo de 3,0 ml para cada

padrdo/amostra e NaBH, suficiente para que a reacdo ocorresse completamente.
Estudo dos fatores dependentes do método

A concentracdo do NaBH, deve ser otimizada para que se possa conhecer as
melhores condi¢cOes para a formacgdo do hidreto, que é essencial para o sistema, como

pode ser visto nas equacao abaixo:
NaBH, + H;0" + 2H,0 — intermediarios — H3BO3 + H, (1)
NaBH./intermediarios + A — AH, (2)
A: representa a espécie de interesse.

Dessa forma, a concentracdo do NaBH, foi investigada na faixa de 0,25% a
0,75%. Os resultados de absorvancia obtidos a partir da leitura do padrdo acido de

selénio na concentracao de 20,0 pg.L™ estdo apresentados na figura 2.

0,080 -
0,070 -
0,060 - l/+\{
0,050 -

0,040 -
0,030 -
0,020 -

0,010 -
0,000

Absorvéncia

0 0,2 0,4 0,6 0,8
Concentragao do NaBH, (%)

Figura 2. Estudo do efeito da concentracdo do NaBH,.
CondigBes experimentais: Concentragdo do HCI: 6,0 Mol.L™, Bobina da reago: 25 cm, Vazao do
NaBH,: 3,20 mL.min™, Vazéo do padrdo/amostra: 6,50 mL.min™, Vazio do gas de arraste: 40

ml.min™.

O teste T de student foi aplicado aos resultados obtidos e percebeu-se que nédo ha
variacdo significativa entre os valores de absorvancia para as diferentes concentracfes
de borohidreto de sodio, em nivel de confianga de 95%. A concentragdo de 0,25% foi

escolhida para continuidade do trabalho, pois, nessa concentracdo pode se observar uma
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maior repetibilidade dos resultados. Quanto maior a concentracdo de borohidreto de
sodio, maior sera a quantidade de hidrogénio, o excesso de hidrogénio pode ocasionar
uma maior perturbacdo no sistema causando uma diluicdo do hidreto na célula de
quartzo além uma variacdo no sinal analitico, gerando maiores valores de desvio padréo.
Podemos ainda levar em consideragdo um menor consumo de reagentes ao se escolher

uma menor concentragdo de NaBH, para a realizacdo dos experimentos.

O HCI foi utilizado na reducdo do Se(V1) a Se(IV) seguido de aquecimento em
banho-maria por 1 hora em uma temperatura de 80°C. A concentracdo do HCI foi

avaliada utilizando concentracdes na faixa de 4 a8 mol.L™.

0,080 -
o 0,060 -
o
: 1
T 0,040 -
0
=] -
2 0,020
0,000 T T T T ]
0 2 4 6 8 10
Concentragdo de HCl (mol.L?)

Figura 3. Efeito da concentragéo do HCI
Condicdes experimentais: Concentra¢do do NaBH,: 0,25% (m/v), Bobina da reacdo: 25 cm, Vazéo
do NaBH,: 3,20 mL.min, Vazéo do padréo/amostra: 6,50 mL.min™, Vazao do gas de arraste: 40

ml.min?.

A partir dos resultados obtidos para o estudo da concentracdo do HCI
apresentados na figura 3 observou-se que ndo houve variacdo significativa do sinal
analitico para as diferentes concentracdes estudadas, o que foi confirmado através do
teste T de Student, em um nivel de confianca de 95%. Desta forma, foi escolhida, para
os estudos posteriores, a concentracdo do acido cloridrico de 4,0 mol.L™. A escolha da

menor concentragdo também pode ser justificada pelo menor consumo de reagentes.

Para o estudo da influéncia da vazdo da amostra sobre o sistema foi aplicada
vazdes na faixa de 1,8 a 11,4 mL.min™". A variacéo das vazdes foram realizadas através
do aumento da rotacdo da bomba peristaltica. A figura 4 apresenta o resultado para o

estudo da vazao da amostra. Observa-se um aumento do sinal analitico ao se aumentar a
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vazdo de 1,8 a 6,5 mL.min™. Contudo, apés a vazdo de 6,5 mL.min™ o sinal analitico

apresenta um decréscimo.

0,100 -
< 0,080 -
2

£ 0,060
-1

1)

S 0,040 -
=)

< 0,020 -

0,000 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Vazdo da amostra (mL.min')

Figura 4. Estudo da vazdo do padrdo/amostra.
CondicBes experimentais: Concentragio do HCI: 4,0 Mol.L™, Concentragdo do NaBH,: 0,25% (m/v),

Bobina da reacdo: 25 cm, Vazéo do NaBH,: 3,20 mL.min?, Vazdo do gas de arraste: 40 ml.min.

Esta diminuicdo no sinal é esperada porque em elevadas vazBes ocorre
diminuicdo do contato entre o padrdo/amostra e a solugéo redutora no momento da
reacdo na bobina, reduzindo assim a quantidade de hidretos que podem ser formados,
consequentemente ocorre a reducdo da quantidade de atomos de selénio no momento da
determinacdo. A vazdo de 6,5 mL.min™ foi escolhida pois além de apresentar a maior

atenuacdo do sinal analitico, também apresentou 0 menor desvio padrdo entre os dados.

01 -
© 0,08
Q
£ 0,06 -
>
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Vazdo do NaBH, (mL.min)

Figura 5. Estudo da vazdo do NaBHj,.
Condigdes experimentais: Concentragio do HCI: 4,0 Mol.L™, Concentragdo do NaBH,: 0,25% (m/v),
Bobina da reacéo: 25 cm, Vazéo do padrdo/amostra: 6,50 mL.min™, Vazéo do gas de arraste: 40

ml.min’,
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O efeito da vazdo do NaBH, sobre o sistema FIA, foi testado no intervalo de 1,8
a 11,40 para mL.min, através de diferentes diametros dos tubos tygon® usados na

propulsdo das solucBes, como mostra a figura 5,

Com base nos resultados obtidos neste estudo, observou-se que quanto maior a
vazdo do NaBH, no sistema, menor é o valor da absorvancia obtido na determinacédo do
selénio. Isso acontece pelo fato de que quanto maior a vazdo do NaBH,4, maior ser o
volume da solugdo redutora no sistema, isso faz com que se tenha um aumento
consideravel de gas hidrogénio, diminuindo a resposta obtida, devido a uma possivel
diluicdo do hidreto de selénio no tubo de quartzo. Desta forma, escolheu-se a vazao,
para o borohidreto de sédio, de 3,20 ml.min™ como vazéo 6tima para a continuidade do

trabalho, visando também um menor consumo de reagentes.

A avaliagdo da influéncia da vazéo do gés de arraste, responsavel por aumentar a
pressao interna no separador gas/liquido impulsionando o hidreto gerado até o tubo de
quartzo, foi estudada na faixa entre 30 e 50 mL.min™, com o auxilio de um fluxdmetro,

acoplado ao sistema desenvolvido, para 0 maior controle da vazao do gas de arraste.

0,080 -
3 0,060 - ./*——{
c
€7
2 0,040 -
2
2 i
20,020
OJOOO T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Vazdo do gés de arraste (mL.min'1)

Figura 6. Estudo da vazao do gas de arraste.
CondicBes experimentais: Concentracdo do HCI: 4,0 Mol.L™, Concentragdo do NaBH,: 0,25% (m/v),

Bobina da reacéo: 25 cm, Vazao do padrdo/amostra; 6,50 mL.min™, Vazdo do NaBH,: 3,20 mL.min’
1

A partir dos resultados obtidos neste experimento foi escolhida a vazéo de 40,0
mL.min, visto que as respostas obtidas ndo apresentaram variacdo significativa,

verificado através de uma analise de significancia por meio do teste T de Student. A
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escolha da vazdo se deu através da analise do desvio padrdo das absorvancias, em que

na vazao de 40,0 mL.min™ observou-se uma maior repetibilidade dos resultados.

O comprimento da bobina de reacdo foi estudo a partir de dois comprimentos
distintos, 25,0 e 50,0 cm. Verificou-se que o se aumentar da bobina de reacdo ocorre
uma diminuicdo do sinal analitico, visto que ha um aumento consideravel no tempo de
residéncia da mistura reacional na bobina, o que pode desfazer o hidreto gerado antes
mesmo de chegar ao separador gas liquido®, fazendo também com que haja uma
diminuicdo na frequéncia analitica do método. Sendo assim, preferiu-se trabalhar com a

bobina reacional em um comprimento de 25,0 cm.
Caracteristicas analiticas do método proposto

A curva de calibracdo externa foi construida para as concentrac6es de selénio de
25,0 a 175,0 pug.L™ obtendo um coeficiente de correlacdo linear (R?) igual a 0,9975 e a
equacdo da reta é y = 0,0043x - 0,015, em que y representa o valor da absorbéncia e x
representa a concentracdo de selénio. A precisdo do método foi avaliada, através do
desvio padréo relativo (DPR) para a concentracéo de 25,0 pg.L™, foi de 4,6% (n=10) e
para a concentracdo de 150,0 pg.L™, foi de 3,3% (n=9). O limite de deteccéo (LD) e
quantificacdo (LQ) foram calculados, e sdo respectivamente 2,5 pg.L™ e 8,4 pg.L™
(n=18). A frequéncia analitica do método ¢ de 60 determinagdes por hora.

Para avaliar se 0 método proposto é capaz de resistir a pequenas e deliberadas
variacBes dos pardmetros analiticos foi investigada a robustez. A robustez foi avaliada
usando um planejamento fatorial de dois niveis para trés variaveis, totalizando onze
experimentos. Os niveis escolhidos para este estudo foram aplicados com base nas
variaveis significativas, fazendo variar os valores de concentragdo do NaBHy,, vazéo do
NaBH, e vazdo do padrdo/amostra em * 10 %, os niveis escolhidos sdo mostrados na
tabela 1.

Através da analise do grafico de Pareto, figura 8, foi observado que o sistema
proposto é robusto para uma variagdo de £ 0,025% na concentracdo de NaBH,, £+ 0,32
mL.min™ na vazéo de NaBH, e + 0,65 mL.min™ na vazdo da amostra, tendo em vista

que o p valor é menor que 0,05.

11
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Tabela 1. Matriz de Planejamento fatorial 2° para Concentragfo de NaBH,, vazio do

NaBH, e vazao da amostra.

Experimentos  [NaBH,] Vazéo do Vazéo da
% NaBH, amostra
mL.min™ mL.min™
1 0,275 3,50 5,80
2 0,225 3,50 5,80
3 0,275 2,90 5,80
4 0,225 2,90 5,80
5 0,275 3,50 7,10
6 0,225 3,50 7,10
7 0,275 2,90 7,10
8 0,225 2,90 7,10
9 0,250 3,20 6,50
10 0,250 3,20 6,50
11 0,250 3,20 6,50
@V NaBH4 [z -1,4041 l

Efeito Estimado

Figura 7. Grafico de Pareto utilizado na interpretacdo da robustez do método analitico

Foram realizados ensaios de adicdo e recuperacdo de concentragdes conhecida
do padrdo de selénio a fim de avaliar a exatiddo do método proposto. Consiste na

recuperacdo de quantidades conhecidas do analito apds a adicdo de quantidade
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conhecidas em amostras, para a posterior determinagdo. A recuperagdo do selénio
através da aplicacdo em amostras de agua do Rio Paraguacu na cidade de Itaeté-Ba, em
que foram adicionados 25 e 50 pg.L™ de selénio. A tabela 2 mostra os resultados

obtidos, em que houve uma recuperacdo maior que 100% nas determinacdes de selénio.

Tabela 2. Ensaio de recuperacio de Se*™

Amostra Se adicionado Se encontrado (ug Recuperagéo
(Mg L) L) (%)
0,00 0,67
Agua 25,00 25,86 (+ 1,38) 108,7
50,00 55,00 (£ 2,24) 101,2
n=4

Analise das amostras de castanha de caju

O sistema desenvolvido foi aplicado em amostras de castanhas de caju de
cidades de diferentes regides do estado da Bahia. A tabela 3 mostra a concentracéo de
selénio encontrada em cada amostra de castanha de caju analisada evidenciando uma
variacdo na concentracdo de Se de regido para regido. A composi¢do do solo de cada
regido pode ser um fator que contribua para que as castanhas de caju possuam diferentes

concentracdes de selénio’.

Tabela 3. Resultado da concentracdo de Se obtida nas amostras de castanha de caju
coletadas em municipios da Bahia.

Amostra Cidade Concentracéao (j1.g/100g)
1 Vit. da Conquista 13,4 +1,55
2 Macaubas 13,8 + 1,57
3 Juazeiro 28,7+ 2,29
4 Umburanas 9,9+0,96
n=4
Concluséo

O método desenvolvido e validado neste estudo usando a analise por injecdo em
fluxo para a geracdo de hidretos acoplado a espectrometria de absorcdo atdmica se

mostrou simples e de facil operacdo, além do baixo custo quando comparado a
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equipamentos convencionais utilizados para a geracdo de hidretos, pois foi, em sua
grande parte, confeccionado artesanalmente com materiais alternativos. O método
proporcionou a determinacdo de selénio em um grande numero amostras de forma
rapida e precisa com um baixo consumo de reagentes e baixas geracdes de residuos
quimicos. Através dos resultados obtidos, a proposta de trabalho foi potencialmente Gtil
na determinacdo de selénio em amostras de castanhas de caju, mostrando-se uma
excelente alternativa para 0 monitoramento de selénio em amostras de alimentos,

ambientais, clinicas, dentre outras matrizes.
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8.0 CONSIDERACOES FINAIS

O metodo desenvolvido e validado neste estudo usando a anélise por inje¢do em
fluxo para a geragdo de hidretos acoplado a espectrometria de absorgdo atbmica se
mostrou simples e de facil operacdo, além do baixo custo quando comparado a
equipamentos convencionais utilizados para a geracdo de hidretos, pois foi, em sua
grande parte, confeccionado artesanalmente com materiais alternativos. O método
proporcionou a determinacdo de selénio em um grande numero amostras de forma
rapida e precisa com um baixo consumo de reagentes e baixas geraces de residuos
quimicos. Atraves dos resultados obtidos, a proposta de trabalho foi potencialmente til
na determinacdo de selénio em amostras de castanhas de caju, mostrando-se uma
excelente alternativa para o monitoramento de selénio em amostras de alimentos,

ambientais, clinicas, dentre outras matrizes.
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