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Resumo

DETERMINACAO DE As, Sb e Se EM MATERIAL AGRONOMICO POR
ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA ACOPLADA A PLASMA INDUZIDO
COM GERACAO DE HIDRETOS (HG-ICP-OES). Com o objetivo de atingir a maior
produtividade com menores custos, parametros quimicos, organicos e inorganicos,
sdo usados cada vez mais para avaliar e monitorar o desenvolvimento de uma
cultura ou espécie. A determinagdo de constituintes inorganicos em amostras
agrondmicas possui grande importancia na avaliagdo da produgédo. Alguns
elementos presentes nessas amostras sao indicativos da qualidade devido a
essencialidade (Se) ou toxicidade (As, Sb), porém estao presentes na ordem de ug
kg”, necessitando de uma técnica com alta sensibilidade para quantificagdo. O
objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um sistema simples de geragéo de
hidretos por fluxo continuo acoplado a um espectrbmetro de emissdo Optica com
plasma induzido para a determinacdo simultdnea de As, Sb e Se em amostras
agrondmicas. Esse trabalho envolveu o desenvolvimento de uma camara de
separagao gas-liquido e um planejamento experimental para a definicdo das
melhores condigbes quimicas e instrumentais da geracdo de hidretos. Foram
estudadas a concentracao de HCI, NaBH, e KI; a poténcia de radiofreqiéncia do
plasma, o fluxo do gas carregador e a altura de observagao do plasma, além do
estudo do preparo de amostra mais adequado. Usando as condigdes otimizadas,
foram obtidos limites de deteccdo de 0,1 ug L para As, Sb e Se e limites de
quantificacdo de 0,3; 0,2 e 0,2 ug L' respectivamente para As, Sb e Se com RSD
menores que 10% e velocidade de leitura de 30 amostras por hora. Para observar a
exatiddo do procedimento proposto quatro amostras diferentes - forrageira e
amostras bovinas (sangue, viscera e sémen) - foram dopadas com os analitos na
ordem de pg L. Recuperagées entre 77 e 112% foram encontradas. Espera-se com
essa proposta a complementagao dos estudos que determinam analitos essenciais e
téxicos em amostras de tecido, fluidos e na alimentagao bovina, contribuindo para a
avaliacdo das exigéncias nutricionais e o aumento da eficiéncia dos sistemas de

producao de bovinos.
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Abstract

DETERMINATION OF As, Sb and Se IN AGRONOMIC SAMPLES BY HYDRIDE
GENERATION INDUCTIVELY COUPLED PLASMA OPTICAL EMISSION
SPECTROMETRY. With the objective to attain maximum productivity with small
costs, organic and inorganic chemical parameters are used to evaluate and
monitoring crops and animals development. Inorganic amounts in agronomic
samples have great importance in the production evaluation. Some of elements in
those samples could be an indicative of quality, owing to their requirement (Se) or
toxicity (As, Sb), even when they are present in pg kg™ levels, needing a technique
with high sensibility for quantification. The aim of this work was the development of a
simple system of hydride generation by continuous flow combined with an inductively
coupled plasma optical emission spectrometry for simultaneous determination of As,
Sb and Se in agronomic samples. The work attained to a gas-liquid separator
development, and an experimental planning to established the chemical and
instrumental conditions of hydride generation. The HCI, NaBH; and KiI
concentrations, such as the R.F. power, carrier gas flow and the viewing height, were
evaluated besides the study of a more appropriate sample preparation. Limits of
detection of the proposed system were 0.1 ug L™ for As, Sb and Se and the limits of
quantification were 0.3, 0.2 and 0.2 pug L™ for As, Sb and Se respectively with RSD
smaller than 10% and 30 samples per hour of reading speed. In view to observe the
accuracy, four different kinds of samples — forage and bovine-derived samples
(blood, viscera and semen) were spiking with analytes concentration in the pg L
level. Recoveries around 77 to 112% were found. The results present the possibility
to use the proposed system in agronomic projects developed with the objective to
determine essential and toxic analytes in different kinds of feed and animal samples,
contributing to evaluation of nutritional demands and the increase of efficiency in the

bovine production systems.
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1.INTRODUGAO

O gado de corte requer pelo menos 17 minerais na sua dieta alimentar.
Entre eles estdo incluidos os macrominerais: calcio, magnésio, fésforo, potassio,
soédio, cloro e enxofre, e os microminerais: cromo, cobalto, cobre, iodo, ferro,
manganés, molibdénio, niquel, selénio e zinco (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,
1996). Outros, incluindo arsénio, boro, chumbo, silicio e vanadio tém sido também
considerados essenciais para algumas espeécies animais. Muitos dos minerais
essenciais sao normalmente encontrados em concentragbes suficientes nas
pastagens e/ou silagens. Porém, outros minerais sdo frequentemente insuficientes
em dieta alimentar de gado sendo necessario suplementagcdo para melhorar o
desempenho e a saude do animal.

Alguns elementos essenciais possuem uma faixa de concentragdo
muito estreita, sendo muito préximo os teores essenciais e os tdxicos. Para estes
elementos, mesmo concentragdes muito baixas podem causar toxicidade ao gado e
ao consumidor. Aluminio, arsénio, estrébncio, chumbo, mercurio, flior, cadmio e
bromo s&o considerados toxicos se estiverem em concentragdes superiores aquelas
de maxima tolerancia pelo gado. Essa tolerancia maxima é definida como sendo “o
nivel de dieta que, quando submetida ao animal em um periodo limitado, nao ira
diminuir seu desempenho e ndao deve produzir residuos toxicos na alimentagao
humana derivada do animal” (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1980). Varios
desses minerais, presentes em tecidos vivos, encontram-se em concentracdes tao
pequenas (niveis de pg kg') que, muitas vezes, ndo é possivel determina-los
empregando a maioria dos métodos analiticos. Esses elementos sdo geralmente
denominados “elementos trago” por estarem presentes em quantidades nao
detectaveis pelas técnicas normalmente empregadas nessas determinacdes
(UNDERWOOD, 1977). Com o desenvolvimento de novas técnicas analiticas, tem-
se conseguido analisar, com exatidao, elementos em concentragées extremamente
baixas, sendo necessarios estudos voltados ao correto preparo das amostras para
se evitar contaminacgdes e erros nas determinagdes.

A maioria das técnicas analiticas para a determinagédo de constituintes
inorgadnicos em amostras organicas e inorganicas, requer que estas estejam na
forma de uma solucdo aquosa. O método usado para se decompor uma amostra

para analise depende da sua natureza, do elemento a ser determinado e sua



concentracdo (KRUG, 2000). No final da década de 70, a utilizagdo da radiacao
microondas surgiu como uma ferramenta analitica para a decomposi¢do de
amostras. A utilizacdo de frascos de alta pressdo e acidos oxidantes diluidos
possibilitam excelentes e rapidas decomposicdées sem a necessidade de se realizar
diluicbes. Esta estratégia de preparo tem sido aplicada a diversos tipos de amostras
com resultados satisfatorios, o que tem permitido a eliminagdo de grande parte da
matéria organica presente nas amostras, a redugcdo de contaminagdes e o aumento
da eficiéncia e da velocidade do processo de decomposicdo quando comparados
aos métodos classicos de abertura de amostras (KINGSTON e HASWELL,
1997).Essa estratégia torna as amostras adequadas para a determinagao inorganica
de elementos tracgo.

A geracéo de hidretos (HG), acoplada a alguns sistemas de separagao
e detecgcao, tem sido uma das técnicas mais usadas para a derivatizagcao de
elementos volateis, possuindo alta eficiéncia quando comparada a métodos de
nebulizagdo de solugbes (HUEBER E WINEFORDNER, 1995).

A técnica de espectrometria de emissao Optica acoplada a plasma induzido
(ICP OES) com nebulizagdo pneumatica ndo é sensivel o suficiente para quantificar
elementos traco, como Se e As. O acoplamento do sistema de geragcao de hidretos
com o ICP OES possui como vantagens o aumento da sensibilidade, na ordem de
ng kg™, devido a maior percentagem destes elementos chegarem ao atomizador.
Além disso, apresenta alta precisdo com boa velocidade analitica e, acima de tudo, a
caracteristica multielementar, possibilitando determinacdes simultaneas, uma vez
que os mesmos reagentes sao utilizados para a formagdo dos hidretos nas
amostras.

Em fungdo dos argumentos apresentados, esse trabalho procurou
estabelecer condi¢cdes adequadas para a determinacao por ICP OES de As, Sb e Se
em amostras de tecido e fluido biolégico bovino. Os estudos envolveram sistema por
geracao de hidretos apos o preparo das amostra empregando radiagdo microondas

e acidos diluidos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. GERAGCAO DE HIDRETOS

2.1.1. Sistema de redugao metal/acido

A técnica conhecida como reagdo de March (DEDINA, 1995 e
STURGEON, 2002) usa o sistema metal/acido, mais frequentemente Zn/HCI, para
produzir hidrogénio para posterior redug¢ao do analito a hidreto (equagao 1).

E™

Zn + 2HC| _>an|2 + 2H. _bEHn + H2 (excesso) (1)

Onde m e n sao respectivamente as valéncias do analito E na solucdo de amostra e

no hidreto. Essa reacgao ¢€ lenta e de dificil automacao.
2.1.2. Sistema de redugao NaBH,/acido

BRAMAN E FOREBACK (1973), relataram o uso de solug¢des redutoras
de tetrahidroborato de sédio (NaBH,), estabilizadas em meio alcalino para a
determinacao de As e Sb.

A geracao de hidretos € baseada na producdo de hidrogénio, a partir

da reagdo de borohidreto (BH;) com um acido, mais freqiientemente HCI. A
decomposicdo do BH; em meio acido é muito rapida, da ordem de ps (DEDINA e
TSALEV, 1995), o que resultara na rapida reducao do analito contido na solugao da
amostra. A equacéao simplificada (LAKOTA et al.,1999) do processo é:

E™

BH, + 3H,0 + H"—>H;3BO3 + 8H*—>EH,, + Hy (excesso) (2)

Essa técnica apresenta-se extremamente util para a determinacao de
hidretos de As, Se, Sb, Bi, Ge, Sn, Pb, Te, Tl e In. Comparado aos sistemas
tradicionais de nebulizagdo, € muito mais seletiva e sensivel (PRETORIUS et al,
1992) devido a alta eficiéncia de transporte do analito para o detector, gerando

limites de deteccao baixos e a eficiente remocao do analito da solugdo de amostra,



reduzindo as interferéncias espectrais (CENTINEO et al.,, 2000 e ROJAS et al.,
2003).

Na Figura 1 é apresentado um esquema basico do sistema de geragéo
de hidretos. A reagao entre a amostra acidificada e o agente redutor, NaBH, ocorre
dentro de uma camara onde a reagao é completada até alcangar o separador gas-
liquido. Quando os elementos s&o separados da solugédo na forma de gas, pouco ou
nenhum liquido é carregado. Nesse ponto a fase liquida é separada da fase gasosa.
A fase liquida é entdo drenada enquanto que a fase gasosa (hidretos formados) é
transportada até o sistema de atomizacao/deteccao, onde sdo decompostos na
presenca de hidrogénio (HUEBER e WINEFORDNER, 1995).

Amostra e
adicédo de NaBH,

!

Atomizador

Gas Inerte EEE) I

Agitador Magnético

Figura 1. Esquema basico do sistema de geragao de hidreto.

O sistema de geragao de hidretos € de construgéo simples e emprega
acessorios relativamente baratos. No entanto, o principal atrativo da técnica esta na
pré-concentracao do analito e sua separacao da matriz da amostra, oferecendo alta
sensibilidade, baixos limites de deteccao, além de poder ser facilmente automatizado
(DEDINA e TSALEV, 1995).



2.2. ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA COM PLASMA INDUTIVAMENTE
ACOPLADO (ICP OES)

A espectrometria de emissdo otica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES) é uma técnica sensivel e seletiva para detec¢cao de varios
elementos. Porém, alguns desses elementos sdo encontrados em concentragdes
traco, ou seja, muito baixos para serem determinados pela técnica de nebulizag&o
convencional da amostra, no entanto apresentam a vantagem de formar hidretos.

Quando a geracéo de hidretos é combinada a ICP OES, ha um
aumento na sensibilidade comparado a técnica convencional devido a alta eficiéncia
de transporte do hidreto e a possibilidade de pré-concentracdo. Além do mais, a
atomizacao e a excitagado dos elementos que formam hidretos sdo muito eficientes,
porque evitam o consumo de energia envolvida nos processos de dessolvatagao e
vaporizacgao (TIAN et al., 1998) associados as amostras liquidas.

THOMPSON e colaboradores (1978), descreveram um sistema para
geragao de hidretos acoplado a um ICP para determinagao simultanea de As, Sb, Bi,
Se e Te em solucdo aquosa. Esse sistema apresentava limites de deteccdo
superiores a pelo menos uma ordem de magnitude em comparagao ao sistema
convencional de introdugdo da amostra por nebulizagdo. Feng e colaboradores
(1998a) comentam que o H; gerado pela reagdo quimica pode causar a instabilidade
ou até mesmo a extingao do plasma.

Devido a caracteristica multielementar do ICP OES e as necessidades
de se determinar teores de elementos em baixas concentragoes, € interessante que
sejam propostos métodos que possibilitem essas determinagdes, ampliando a

aplicabilidade do equipamento e o fornecimento de resultados pelos laboratdrios.

2.3. SISTEMA EM FLUXO CONTINUO (CF)

Sistemas em fluxo oferecem algumas vantagens como: pequenos
volumes de amostra e reagentes, reagdes ocorrendo “on-line”, além da rapida
introdugéo da amostra (ABRANKO et al., 2003).

O acoplamento entre as técnicas HG-ICP OES e sistemas em fluxo
produz um fluxo constante dos subprodutos formados, permitindo a estabilizacdo do

sinal de fundo antes e depois da introdu¢ao do analito (TAKASE et al., 2002).



Através da analise em fluxo continuo, a amostra em solugdo aquosa
pode receber reagentes, sofrer reagdes quimicas, passar por etapas de separagao,
concentracdo, diluigdo, purificacdo e ser transportada em direcdo ao detector com
interferéncia ou ndo do operador (BURGUERA, 1989).

O tempo de transporte entre o injetor e o detector € exatamente o
mesmo para padrbes e amostras. As determinagdes possuem elevada exatidao,
precisdo, sensibilidade e repetibilidade, além de ser um meio versatil para se
executar andlise de rotina em grande escala (é possivel realizar mais de 100
determinagdes por hora). (REIS et al., 1989).

Em determinagdes simultdneas de elementos que formam hidretos,
utiizando a técnica CF-HG-ICP OES, a eficiéncia de geracdo dos hidretos é
particularmente dependente do estado de oxidagcdo dos analitos (BOWMAN et al.,
1997). Além disso, paramentos experimentais, como a geometria do separador gas-
liquido (CHANVAIVIT e BRINDLE, 2000), a concentragcao acida empregada, o tempo
de reacdo e a concentragdo do agente redutor (NaBH4) (LAKOTA et al., 1999), a
velocidade com que os reagentes e a amostra sdo adicionados, o fluxo de
nebulizagdo do argbnio que conduz o hidreto ao plasma (ROJAS et al., 2003), a
temperatura de reagao (STRIPEIKIS et al.,, 2000; BRUNORI et al., 1998) e os
interferentes quimicos/espectrais (POHL e ZYRNICKI, 2001; POHL e ZYRNICKI,
2002; RISNES e LUND, 1996; TAO e STURGEON, 1999) sdo outros pontos criticos

para a determinacao simultanea desses elementos.

2.4. DETERMINAGAO DE ARSENIO EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

Arsénio na crosta terrestre ocorre naturalmente na agua e nos
alimentos. Esta presente em muitas formas quimicas, principalmente como arsenito
(As (lll)) e arsenato (As(V)), produzindo arsina (AsHs). A raz&o entre essas duas
formas depende do pH e das condi¢cdes locais de oxidagado ou redugao, mas formas
metiladas podem estar presentes como resultado da atividade biolégica e
antropoldgica, como o acido monometilarsénio (MMAA, CH3AsO(OH),) produzindo o
monometilarsénio (MMA, CHsAsH;) e o acido dimetilarsinico (DMAA,
(CH3)2AsO(OH)), produzindo o dimetilarsino (DMA, (CHs),AsH) (CARRERO et al.,
2001, SHRAIM et al., 1999, SAMANTA et al., 1999, QUINAIA e ROLLEMBERG,
2001).



Arsénio é um elemento potencialmente toxico para humanos, animais e
plantas. Uma vez ingerido, formas soluveis de arsénio sdo absorvidas a partir do
trato gastrintestinal para o sangue e distribuidas para os 6rgaos e tecidos depois da
primeira passagem pelo figado (MANDAL et al., 2004). Mudangas na pigmentagao
da pele, queratoses e carcinomas podem estar associadas a contaminagao por
arsénio (QUINAIA e ROLLEMBERG, 2001).

Os efeitos toxicos do arsénio estdo ligados a seus estados de
oxidagdo. Sua toxicidade diminui na seguinte ordem: arsenito As (lll) > arsenato
As(V) > acido monometilarsénio (MMAA) > &cido dimetil arsénio (DMAA) >
arsenobetaina (AsB) (CARRERO et al., 2001; SAMANTA et al., 1999). Compostos
de arsénio inorgénico sao muito mais toxicos do que as formas organicas e
preferencialmente acumuladas nos organismos (WELZ e SPERLING, 1999).

Altos niveis de arsénio sdo encontrados em muitos animais marinhos
(SIMON et al., 2004), preferencialmente na forma de arsenobetaina (AsB), espécie
considerada n&o-téxica (LAMBLE e HILL,1996). MUNOZ e colaboradores (2000)
encontraram que espécies de arsénio inorganico podem representar apenas 7% do
total de arsénio em muitos alimentos marinhos.

No processo de geragcao de hidretos, o arsénio trivalente reage mais
facilmente do que o pentavalente com o NaBH4. O arsénio (V) deve ser previamente
convertido a arsénio (Ill) utilizando-se um redutor apropriado (COELHO et al., 2002;
FENG et al.,, 1994), que deve ser capaz de promover a completa pré-reducao do
arsénio (V) a arsénio (lll).

Um redutor frequentemente utilizado € o iodeto de potassio (Kl), o qual
tem sido usualmente empregado com acido ascoérbico (COELHO et al., 2002).
Porém, um tempo elevado é necessario para a completa reacdo de pré-reducao a
temperatura ambiente. Uma alternativa € o uso de ligantes contendo o grupo tiol,
como a L-cisteina como agente pré-redutor, pois permitem que a reducdo se
proceda sob condi¢cdes acidas suaves (CARRERO et al.,, 2001; SHRAIM et al.,
1999).

Alguns organoarsénicos (ex. AsB) mostram uma extraordinaria
estabilidade quimica (RINGMANN et al., 2002), pois nesses compostos o As esta
ligado ao carbono, o que impede a formacéo de hidretos volateis. Para converter

todo o As dessas espécies em As livre para a formagao de hidretos volateis é
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necessario se fazer a quebra da ligacdo C-As, e para isso a eficiéncia do preparo de
amostra é de grande importancia para a determinagéo precisa de As nas amostras.
Muitos métodos de decomposicdo podem ser utilizados incluindo
termo-oxidagéao, foto-oxidacao e digestao radiagao microondas (VILLA-LOJO et al.,
2002). Esse ultimo método tem a vantagem da alta eficiéncia de oxidagdo das
especies, rapida decomposicdo da amostra e simplicidade de operacédo, podendo

ainda ser utilizada conjuntamente com processos de foto-oxidagao.

2.5. DETERMINAGAO DE ANTIMONIO EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

Antiménio existe em 2 estados de oxidagao (lll e V) no meio ambiente
e em amostras clinicas (PENA et al., 1990). e geoldogicas (DELACALLEGUNTINAS
et al., 1991). Em ambientes aquaticos, ocorre principalmente como Sb (V) como
resultado do desgaste de rochas (GARCIA et al., 1995). Sb (lll) aparece devido a
atividades antropogénicas e em menor parcela, como resultado de processos
biolégicos de reducado (ANDREAE, 1977).

Sua aplicagdo é essencialmente industrial, como na fabricagdo de
vidros e ceramicas (CAVA-MONTESINOS et al., 2003) e como pigmentos de
plasticos (GARCIA et al., 1995), mas também é usado em farmacos como
estibogluconato e antimonato de meglumina na forma pentavalente para o
tratamento da leishmaniose (OLIVEIRA-NETO et al., 2004)

A toxicidade do antiménio depende principalmente de seu estado de
oxidagao e do modo de transporte e assimilagao pelos organismos vivos.

O antimbénio acumula-se, em geral, em 6érgédos vascularizados e
tecidos, principalmente rins e figado, além de possuir grande afinidade pelo bago e
pelo sangue. Uma quantidade expressiva de antiménio no sangue pode estar
relacionada com a grande afinidade do Sb (lll) pelos eritrocitos (GARCIA et al.,
1995).

Antimbnio tem recebido pouca atencdo, pois ndo é considerado um
elemento essencial a organismos vivos. Porém, é um elemento cumulativo e com
caracteristicas quimicas e toxicologicas semelhantes ao arsénio (MIRAVET et al.,
2004).
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Desde que as atividades industriais podem produzir niveis de antimonio
na faixa de mg L' (ANDREAE et al., 1981) podendo contaminar as aguas, ha a
necessidade de sua quantificacao.

Diferentes técnicas analiticas (ABRANKO et al., 2003; ORELLANA-
VELADO et al., 2001; SCHRAMEL e XU, 1991; NAKAHARA e LI, 1998; TIAN et al.,
1998; SILVA FILHO et al., 1999) tém sido aplicadas para a determinagao de tragos
de antiménio em matrizes como sedimento, material biolégico, ligas metalicas,
medicamentos (RATH et al., 2003), alimentos, bebidas e outros.

Com o processo de geragao de hidretos é possivel determinar todo o
antiménio da amostra. Porém, Sb(V) deve ser pré-reduzido a Sb (lll) pois o Sb (V)
nao € completamente reduzido pelo NaBH; em meio acido para formar estibina
(SbHs3) e, assim como para o arsénio, o ponto critico para que essa reducao se
processe eficientemente é a pré-reducédo de Sb(V) a Sb(lll). Dentre os agentes pré-
redutores propostos, o mais comumente utilizado € o KI (POHL, 2004).

Alguns métodos de decomposi¢cdo como digestdo acida assistida por
radiagdo microondas com frascos de alta temperatura e pressdo (KRACHLER et al.,
2002), digestdo acida em bloco de aquecimento resistivel com frascos abertos
(KRACHLER et al., 1999) e digestdao acida por microondas com baixa pressao
(WEISS et al, 1999) tém sido empregados no preparo das amostras para
adequacgao de Sb. No entanto, deve ser observado que antimdnio também é um
elemento volatil, que pode ser perdido durante a decomposicdo e resultar em

determinagdes de valores erroneos.

2.6. DETERMINAGAO DE SELENIO EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

A abundancia do selénio no meio ambiente €& variavel. Pode ser
encontrado naturalmente na agua, predominantemente como selenato (Se (VI)) e em
menor extensdo como selenito (Se (IV)). Como resultado de atividade bioldgica,
pode também ser encontrado na forma de selenocompostos organometilados.

Em organismos vivos, compostos como selenocistina (SeCys),
selenometionina (SeMet), selenotionina e trimetilselénio (TMSe) podem ser
encontrados.

Algumas plantas tém a habilidade de acumular grandes quantidades de

Se (ROSA et al., 2002), porém isso pode ser prejudicado em areas que possuem
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solo pobre em selénio, produzindo em consequéncia alimentos com baixo teor de Se
(DIPLOCK, 1987).

Sabe-se que o selénio € um elemento nutricional essencial em baixas
concentracdes, mas toxico em altas concentragdes, com uma diferenca muito
pequena entre esses niveis (GALLIGNANI et al., 2000; LAFUENTE et al., 1996;
FOSTER e SUMAR, 1996). Possui um papel singular como elemento trago essencial
em humanos e animais (REILLY, 1993). O Se é um constituinte das enzimas
glutationa peroxidase (GSHPx), a qual dispbe células de protegdo contra doencgas
oxidativas (GALLIGNANI et al., 2000) e tioredoxin redutase (BECKER et al., 2000),
além de ser um componente de numerosas selenoproteinas (KOHRLE et al, 2000,
URSINI et al., 1999) e participar dos sistemas imunolégico (HANSEN e DEGUCHI,
1996) e reprodutor (KLAPEC et al., 2004).

A deficiéncia de selénio é associada as doencas de Keshan
(cardiomiopatia), osteoartrite e alguns tipos de cancer em humanos (RAYMAN et al.,
1996) e também associada a distrofia muscular em ruminantes (FOSTER SUMAR,
1996).

A toxicidade do Se esta relacionada com sua forma quimica. Espécies
inorganicas sao mais toxicas do que as organicas (BRUNORI et al, 1998). Um
indicativo de intoxicagdo por selénio seria o halito com odor de alho, mudangas
morfolégicas nas unhas e perda de cabelo.

A quantidade diaria recomendada para humanos depende do sexo e da
idade, mas é em torno de 75 ug de Se para o homem e 55 ug de Se para a mulher
(HAYGARTH et al.,1994).

A grande concentracdo de Se em uma variedade de alimentos
(vegetais, carnes, cereais, etc) e o estreito intervalo entre seu carater essencial e
téxico, tornam muito importante sua determinagéo.

Varias técnicas para a determinacdo de Se como a espectrometria de
absorcao atdmica (AAS) (KOS et al., 1998; NAVARRO et al., 1995; MORAES et al.,
1995), espectrometria de fluorescéncia atdbmica (AFS) (D’ULIVO, 1989; PITTS et al.,
1995; BRYCE et al.,, 1995; HILL et al., 1995), espectrometria de emissao O6ptica
acoplada a plasma induzido (ICP OES) (SOUZA e MENEZES, 2004; OLIVEIRA, et
al., 1983; PARKER et al., 1985; GOULDEN et al., 1981; SANTOS e OLIVEIRA,
2001), espectrometria de massas acoplada a plasma induzido (ICP- MS) (MOOR e
KOBLER, 2001; FEATHERSTONE et al., 2004; ZHANG e COMBS, 1996) e
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cromatografia liquida acoplada a ICP-MS (VONDERHEIDE et al., 2002) tém sido
empregadas conjuntamente com a geragéo de hidretos.

Com o processo de geragao de hidretos é possivel determinar todo o
Se da amostra. Quando NaBH4 é usado como agente redutor para a formagao de
hidreto de selénio, somente SeH; é seletivamente formado a partir de Se (I1V), porém
faz-se necessaria a etapa de pré-redugao de Se (VI) a Se (IV) antes da adi¢céo de
NaBH,.

Véarios agentes pré-redutores sao propostos, mas os melhores
resultados sdo obtidos com HCI, HBr, mistura de KBr e HCI e mistura de HCI:HBr
(10% (v/v) cada) (GALLIGNANI et al., 2000).

Uma vez que o selénio € um elemento volatil, podendo ser perdido
durante a etapa de preparo da amostra e com isso resultar em determinacdes de
valores errdneos, alguns métodos de decomposi¢ao como digestdo acida assistida
por radiagcdo microondas com frascos de alta temperatura e pressao (ROSA et al.,
2002, CAVA-MONTESINOS et al., 2003), digestao acida em bloco de aquecimento
resistivel com frascos abertos (SCHRAMEL e XU, 1991, RAYMAN et al.,, 1996,
ZHANG e COMBS, 1996), combustdo em bomba de oxigénio (LAMBERT e
TUROSCZY, 2000) tém sido empregados no preparo das amostras.

2.7. PARAMETROS QUIMICOS PARA A GERAGAO DE HIDRETOS

Sabe-se que a concentragdo dos reagentes usados na geragcao de
hidretos (HCI, NaBH4 e Kl) tem bastante influéncia na eficiéncia e na estabilidade da
reacao, devido a grande quantidade de sub-produtos formados.

Os elementos que formam hidretos foram no principio determinados
sequencialmente (WATSON, 1986; EK et al., 1995; FENG et al., 1998a), devido as
diferencas entre as condigdes quimicas requeridas para uma eficiente geragao dos
hidretos.

Portanto, devido ao fato que as condicbes reacionais afetam
consideravelmente a qualidade das medidas (sensibilidade, limite de deteccao,
precisao, etc.) realizados por ICP OES, existe a grande necessidade da otimizagao
dos parametros quimicos envolvidos na geragao dos hidretos, principalmente para a

determinagao simultanea de alguns analitos.
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2.7.1. A concentragao acida

Acidos como H»SO; e HNO;, tém sido empregados como meio
reacional para a geracdo de hidretos. Porém o HCI é mais freqlientemente usado. E
importante lembrar que a presenga do meio acido € necessaria para gerar o hidreto.
Quando a amostra é preparada com agua desionizada em vez de HCI, a intensidade
dos sinais pode diminuir acentuadamente (CADORE e BACCAN, 1997), mostrando
que a presenca de H* é necessaria para liberar o H, que reagird com os elementos
que formam hidretos. Além disso, ele atua como agente pré-redutor para Se
(DEDINA e TSALEV, 1995).

MORROW e colaboradores (1997), estudaram o efeito do HCI em uma
faixa de concentracdo de 0,5 a 7 mol L' para As, Sb, Bi, Ge, Se e Te. A
concentracdo 6tima encontrada para todos os elementos foi entre 5 e 7 mol L™,
exceto para Bi, porém os autores assumiram a concentracdo de 6 mol L' de HCI.

FENG e colaboradores (1998a) investigaram a influéncia do HCI, HNO3
e HCIO4 como meio reacional para a determinacdo sequencial de arsénio, estanho,
bismuto e antiménio em material certificado de sedimento marinho e concluiram que
para esses 4 elementos, a concentracdo de 0,1 mol L™ de HCI apresentou-se mais
adequada, por gerar maiores intensidades em ICP.

COELHO e colaboradores (2002), estudaram o efeito da concentragao
de HCI, variando sua concentracao de 0,5 a 3,0 mol L'1, para a determinacado de As
por FI-HG-AAS em amostras de agua e, segundo seus estudos, a melhor condi¢gao
foi HCI 1,0 mol L™, por apresentar melhores sinais analiticos.

RAYMAN e colaboradores (1996), determinaram Se em sangue por
HG-ICP-MS e no seu estudo, concluiram que o aumento da concentragdo de HCI
aumenta substancialmente o sinal de selénio. Além disso, o uso de altas
concentragcdes de HCI reduz completamente Se (VI) a Se (V).

Quando HCI é usado em altas concentragdes, possui algumas
vantagens como diminuigdo acentuada das interferéncias causadas pela fase liquida
(DEDINA e TSALEV, 1995), por metais de transicdao (SCHRAMEL e XU, 1991) e
acelera a pré-reducao de As e Sb pelo Kl (DEDINA e TSALEV, 1995). Porém, ha o
inconveniente de causar interferéncia na sensibilidade de H,Se e AsH3, uma vez que

o Cl, obtido como um sub-produto da reacgao "re-oxida” Se (IV) a Se (VI) (KRIVAN et
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al,1985), quando HCI em altas concentracbes € adicionado a solugcdo de

decomposigéo.

2.7.2. A concentragcao do agente redutor

Sais de BH4 (Na* ou K*) sd0 os mais comumente empregados para a
geracao de hidretos. O reagente NaBH, tem se mostrado excelente na conversao de
um grande numero de analitos a formas volateis, podendo o analito, ser transferido
da fase liquida para a fase gasosa, resultando em maior eficiéncia de transferéncia
do elemento para o detector do que, por exemplo, sistemas convencionais de
nebulizacio.

O NaBH4, ndo pode ser usado com displicéncia, pois esse reagente
pode introduzir impurezas a reagcédo de geracéo de hidretos e também produzir uma
quantidade excessiva de H; o que pode afetar o desempenho de alguns sistemas de
deteccédo (ex.ICP OES) (STURGEON e MESTER, 2002). Além do mais, sua solugao
aquosa é muito instavel.

MENEGARIO e colaboradores, (2000) observaram que depois de 3
horas, os sinais de As e Se diminuiram aproximadamente 5,0 e 3,5%
respectivamente e esse decréscimo foi atribuido a degradacdo da solugdo de
NaBH,. Portanto, ela deve ser preparada em meio alcalino (NaOH), pouco antes do
uso, pois este atua como agente estabilizante da solug¢do, prevenindo sua rapida
decomposicéo (LEE e CHOI, 1996). Por outro lado, a adigdo de NaOH a solugao de
NaBH, deve ser controlada, uma vez que pode afetar os sinais analiticos dos
elementos (FENG et al., 1998b).

A literatura mostra que a concentragdo de NaBH; na solugdo tem
variado de 0,25% (m/v) (SMICHOWSKI e MARRERO, 1998) a 10% (m/v)
(TEMPRANO et al.,, 1993) e a de NaOH de 0,1 a 2,0% (m/v) (STURGEON e
MESTER, 2002), dependendo do numero de elementos que formam hidretos, do tipo
de matriz da amostra, do tipo de fonte de excitacdo e do separador gas-liquido. No
entanto, 1% (m/v) tem sido a concentragdo de NaBH4 mais empregada (FENG et al.,
1998b, PRETORIUS et al., 1992).

Para a determinacdo simultdnea de As, Sb e Se pelo método da
geracao de hidretos combinada com a espectrometria de absor¢do molecular com
fase gasosa (GPMAS) PINILLOS e -colaboradores (1995), recomendam a
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concentragdo de 4% de NaBH, e HCI 0,5 mol L. Concentragdes mais elevadas
resultaram em decréscimos nos sinais de absorbancia para SeH,, que os autores
atribuiram a grande produgao de Hy.

TAO e colaboradores (1999) estudaram os efeitos de interferéncia de
metais de transi¢do sobre a intensidade do sinal de selénio por ICP OES, variando
as concentracdes de NaBH, e concluiram que 0,5% de NaBH, e HCI 4,8 mol L™
diminuiam essas interferéncias.

RIBEIRO e colaboradores (2004) concluiram que NaBHs 1% (m/v)
produz as melhores sensibilidades para As, Sb, Se, Sn e Hg em meio HCI 8,5%
(m/v), para amostras ambientais.

Muitos estudos foram feitos quanto a otimizagdo da concentragao de
NaBH. para a geracédo de hidretos (RIBEIRO et al.,2004, PINILLOS et al., 1995,
TAO e STURGEON, 1999 e CADORE e BACCAN, 1997) e todos concordam que
altas concentragdes do agente redutor, apesar de aumentar o sinal do analito, torna
a reacgao turbulenta, devido a grande producédo de H,, resultando em uma pobre

reprodutibilidade da analise e altos valores de branco analitico.

2.7.3. A concentragao do agente pré-redutor

Sabe-se que arsénio, selénio e antimdénio existem em solugdo em 2
estados de oxidagao, mas infelizmente a redugdao com NaBH4 nao é eficiente para
esses metais em seus estados mais altos de oxidagdo, pois tém reduzida
capacidade de gerar hidretos (BOWMAN et al., 1997; HALICZ e RUSSELL, 1986).
Por esse motivo, uma variedade de procedimentos para a digestdo de amostras sao
descritas na literatura como sendo satisfatérios, pois todos eles levam os analitos a
seus estados de oxidagdao mais alto, tornando dificil determinagcdes simultaneas de
selénio, arsénio e antimoénio por geragao de hidretos (OLIVEIRA et al., 1983).

A conversdo desses analitos apos a digestdo acida a seus estados de

oxidacao ideal é requerida antes da reacao de redugao com NaBHj.

2.7.3.1. A pré-reducgéo de arsénio e antiménio

A pré-reducao de As(V) a As (lll) € muito similar a de Sb(V) a Sb (lll),

mas pode requerer maior concentragdo do agente redutor e maior tempo de reacgao.
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Solugbes pré-redutoras preparadas para a reducao de arsénio podem ser usadas
para a reduc¢ao de antimonio, porém a reciproca nao € verdadeira.

Redutores com potencial redox menor do que os pares As(V)/As (lll) e
Sb(V)/Sb (lll), como por exemplo, iodeto (NYGAARD et al.,1982; PRETORIUS et al.,
1992) ou uma combinacgao iodeto/acido ascorbico (RINGMANN et al., 2002; CAVA-
MONTESINOS et al.,2004; OLIVEIRA et al., 1983), L- cisteina (MUNOZ et al.,1999;
FENG, et al., 1998a; SUN et al., 2004) ou tiuréia (BOWMAN et al., 1997, UGGERUD
e LUND, 1995, MENEGARIO et al., 2000), podem ser usados como pré-redutores
para arsénio e antimonio.

lodeto (KI ou Nal) é o pré-redutor comumente usado para arsénio e
antiménio (DEDINA e TSALEV, 1995).

O potencial de redugdo padrdo, E°, do sistema apresentado pela
equacgao 3, é +0,54 V (ATKINS, 1994), o qual € menor do que os potenciais padrao
dos pares As(V)/As (lll), +0,56 V e Sb(V)/Sb (lll), +0,58 V. (LURIE, 1975).

l, + 26— 2I" (3)

Isso significa que As(V) e Sb(V) podem ser reduzidos a As (lll) e Sb (lll) enquanto I
é oxidado a I,.
As reacgdes redox de As(V) e Sb(V) a As (lll) e Sb (lll) pelo iodeto

podem ser descritas pelas equagdes 4 e 5.

H3AsO, + 21 + 2H' —— HAsO, + |, + 2H,0  (4)
Sb,05 + 41" + 6H* —— 2SbO* + 21, + 3H,0  (5)

O equilibrio dessas reagdes pode ser deslocado para a direita, no
sentido da formagdo dos produtos e esse deslocamento é dependente da
concentracdo de iodeto, da acidez da amostra e da temperatura (KRIVAN et al.,
1985).

Para determinagdes simultaneas de elementos que formam hidretos, a
analise em fluxo tem sido muito empregada, pois permite que os hidretos sejam

gerados em linha. Porém, o Kl usado para a pré-reducao de As(V) e Sb(V) a As (lll)
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e Sb (lll) também reduz o Se (IV) a Se (0), o qual ndo forma hidreto. Para contornar
esse problema, NYGAARD e colaboradores (1982) desenvolveram uma
configuragdo no qual o Kl é adicionado depois da adicdo de NaBH,, pois assim o
hidreto de Se é formado antes de ser reduzido a Se (0) e a reducao de As(V) e
Sb(V) ao estado de oxidacao (lll) no qual seus hidretos s&o formados, ocorre com
sucesso.

SCHRAMEL e colaboradores (1991) propuseram um procedimento no
qual Kl 2% (m/v) é adicionado a solugdo de NaBH; 3% (m/v) para a geracéo
simultanea de alguns hidretos e concluiram: ndo ha redugao de Se (IV) a Se (0), a
intensidade de antiménio foi aumentada em 40% e tanto o As(V) quanto o As (lll)
puderam ser recuperados.

MORROW e colaboradores (1997) estudaram o efeito da concentragéo
de Kl em meio HCI 6 mol L™ sobre a intensidade de emisséo de alguns elementos e
observaram um aumento na intensidade de Sb com 10% (m/v) de KI. Porém, para
As e Se, a intensidade foi menor do que a obtida em baixas concentragdes e entao

os autores escolheram a concentracao de 7,5% (m/v) de KI.
2.7.3.2. A pré-reducgéo de selénio

O potencial redox do par Se (VI)/Se (IV) em solucdo &cida 1 mol L
pode ser entre 0,88 e 1,151 V e o potencial padrao redox do par Se (IV)/Se (0) esta
entre 0,74 e 0,875 V (LURIE, 1975). Pré-redutores com potencial redox menor do
que o potencial redox do par Se (IV)/Se (0) ndo s&o indicados, pois na sua presenca
Se (VI) é levado a Se (0), a partir do qual nenhum hidreto &€ formado. Esse fenbmeno
pode ser observado pela precipitacao de selénio elementar.

Numerosos agentes pré-redutores com potencial redox entre os
potenciais redox dos pares Se (VI)/Se (IV) e Se (IV)/Se (0) sdo descritos na
literatura, porém os melhores resultados sao obtidos com HCI, HBr , uma mistura de
KBr e HCI e uma mistura de HCI:HBr (10% (v/v)) (1:1). (GALLIGNANI et al., 2000).
No entanto, grande preferéncia tem sido dada ao HCI, uma vez que, além de atuar
como excelente pré-redutor, ele é frequentemente utilizado como meio reacional
para a geragao de hidretos de modo geral.

A reacédo redox de Se (VI) a Se (IV) pelo cloreto pode ser descrita pela

equacao 6.
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HSeO, + 3H" + 2Cl === H,SeO3; + H,O + Cl, (6)

Sendo a constante de equilibrio, K, igual a 7,1x10™"" Kg* mol* e a
variagédo de entalpia , AH, igual a + 144,9 KJ mol” & temperatura ambiente.

A literatura tem apresentado uma variedade de estudos sobre a
influéncia da temperatura, do tempo de aquecimento e da concentragdo do pré-
redutor na completa pré-reducido de selénio. Aquecimento em banho-maria e
radiacdo microondas sdao os mais discutidos, com tempos de aquecimento que
variam de 1 a 90 minutos.

KRIVAN e colaboradores (1985) concluiram que 97% do selénio
permanece como Se (VI) em HCI 5 mol L™ a 25 °C. Isso significa que a reagdo é
endotérmica da esquerda para a direita a temperatura ambiente e que o equilibrio da
reacado pode ser deslocado para a direita pelo aumento da temperatura. Os autores
encontraram recuperagdes reprodutiveis de 97+ 1% de Se (IV) com apenas 15 min
de aquecimento em banho-maria a 100°C.

BOWMAN e colaboradores (1997) desenvolveram um sistema de
geracao de hidretos de As, Sb e Se acoplado a um espectrémetro de massas para
amostras de agua no qual a amostra em HCI 5 mol L™ era aquecida entre 80-85°C
em banho-maria por 90 min.

BRUNORI e colaboradores (1998) fizeram estudos para a otimizagéo
da reducéo de Se (VI) a Se (IV) em forno com radiagdo microondas e encontraram
reducao quantitativa aplicando 100% da poténcia (600 W) por 2 min em meio HCI 6
mol L™ e 3 min em meio HCI 4 mol L™.

STRIPEIKIS e colaboradores (2000) propuseram um sistema de
analise por injecdo em fluxo acoplado a técnica de geracdo de hidretos em
espectrometro de absorgcdo atdbmica para a determinacdo de selénio, no qual a
completa reducdo de Se (VI) a Se (IV) em HCI 6,8 mol L™ se dava em linha, em
torno de 1 minuto.

O controle da temperatura em qualquer desses tipos de aquecimento
deve ser rigoroso, pois tém sido relatadas perdas de selénios a altas temperaturas.
Essas perdas sao atribuidas a volatilizacdo de cloretos de selénio e a re-oxidagao de
Se (IV) a Se (VI) quando altas concentragbes de HCl sdo usadas (DEDINA e
TSALEV, 1995), formando Cl, em larga quantidade na reagéo entre HCI e H,O..
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2.8. PARAMETROS FiSICOS PARA A GERAGAO DE HIDRETOS

2.8.1. Separador gas-liquido

O hidreto liberado a partir da solugdo de amostra é transportado por um
fluxo de gas (exemplo: Ar) até o atomizador. A eficiéncia deste transporte dependera
principalmente da configuragdo do separador gas-liquido (ADKINS et al., 1995,
CHANVAIVIT e BRINDLE, 2000), que deve ser eficiente no transporte dos analitos,
na separagao da fase gasosa da fase liquida e evitar a extingdao do plasma. Como
resultado, ha um aumento na seletividade e na sensibilidade de determinagcdo em
muitas ordens de magnitude

Porém, para melhorar o desempenho analitico (a intensidade do sinal e
a reprodutibilidade das medidas), reduzir os efeitos de memdria e os problemas
causados pelo excesso de H;, produzido, diferentes tipos de separador gas-liquido
tém sido empregados. PACEY e colaboradores (1986) usaram uma membrana
porosa de PTFE, HUEBER e WINEFORDNER (1995) usaram um gerador eletrolitico
para As, Se e Sb e FENG e colaboradores (1994) um gerador concéntrico para
arsénio.

SCHRAMEL e XU (1991) determinaram arsénio, antiménio, bismuto,
selénio e estanho em amostras de agua e sedimentos por geragao de hidretos em
fluxo continuo, usando apenas a camara de nebulizagdo do ICP, como separador

gas-liquido.

2.8.2. Percurso analitico do sistema de fluxo continuo (CF)

Os hidretos sdo formados quando a amostra reage com a solucao de
NaBH,. Logo, a bobina de reagao representa o tempo necessario para que a reagao
se complete (SMICHOWSKI e MARRERO 1998). Por exemplo: uma bobina de
reacao pequena pode causar liberagao do hidreto e uma bobina longa o aumento do
risco de interferentes da fase liquida, além de aumentar o volume de amostra e
reagentes do sistema e causar a diluigdo do analito. Esse parédmetro deve ser
controlado de maneira a assegurar a total formagéo do hidreto e a menor diluigéo

possivel.
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Para uma boa mistura de amostras e reagentes, o fluxo dos reagentes
nédo deve ser muito baixo em relacdo ao da amostra (KARTHIKEYAN et al., 1999). O
aumento da sensibilidade em sistemas em fluxo esta diretamente relacionado com o
aumento proporcional do fluxo da amostra e reagentes. No entanto, um aumento
elevado no fluxo de NaBH,4 leva a uma maior producao de gas H,, podendo causar a

extingdo do plasma.

2.8.3. Condigoes instrumentais do ICP OES

Os efeitos mais significativos sobre a intensidade dos analitos sao
produzidos por variagdes na poténcia de radiofrequéncia (R.F.) do plasma, na altura
de observacdo e no fluxo do gas transportador para sistemas de nebulizagéo
convencional. No entanto, tém muita importancia na determinagao de elementos que
formam hidretos volateis.

A poténcia de R.F. do plasma tem influéncia direta na intensidade dos
elementos que formam hidretos, assim como acontece com sistemas de nebulizagéo
normalmente usados (JAMOUSSI et al., 1996; GARCIA et al., 1995; WLODARCZYK
e ZYRNICKI, 2003; GONG et al., 2001).

Em geral, a altura de observagdo mais adequada para elementos que
formam hidretos € a mesma usada para solugcdes nebulizadas

Sabe-se que o fluxo do gas carregador (Ar) afeta a transferéncia dos
hidretos do separador gas-liquido para o plasma (POHL, 2004). Baixos fluxos do gas
carregador, menores que 0,8 L min™', favorecem a decomposigdo dos hidretos antes
que eles atinjam a altura de observagédo ideal, além de aumentar o tempo de
residéncia dos analitos no plasma fornecendo com isso, maiores intensidades.
(CARRION et al., 2003; ROJAS et al., 2003; FENG et al., 1997; FENG et al., 1998a;
ORELLANA-VELADO et al., 2001).

2.9. PREPARO DE AMOSTRA

Uma das primeiras etapas na analise quimica € o preparo da amostra
para a investigagdo (VANDECASTEELE e BLOCK, 1993).
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O tratamento da amostra pode envolver uma transformagao substancial
da espécie quimica de interesse, pois a grande maioria das técnicas analiticas,
como a espectrofotometria de absorcdo molecular, espectrometria de
absorcao/emissao atbmica e métodos eletroquimicos, utilizados para determinacdes
de metais, requer que as amostras estejam na forma de uma solugcao aquosa, livres
da matéria organica (KINGSTON e HASWELL, 1997). Além disso, as amostras na
forma aquosa sdo mais versateis do que na forma de sdlidos.

O maior problema no preparo de uma amostra para analises na faixa
de nug L™ é o risco de contaminagao, devido a diferentes causas, como a pureza do
reagente empregado, os frascos empregados para estocagem, digestdo ou diluigao
das amostras ou aos erros relacionados a coleta e manipulacdo da amostra. Uma
técnica de decomposicdo adequada devera evitar erros sistematicos, perdas por
volatilizagdo ou digestdo incompleta, ser reprodutivel, apresentar baixos limites de
deteccédo (baixos valores do branco), ser segura e, sempre que possivel, ser simples
e rapida, com minima manipulagdo da amostra.

No final da década de 70, a utilizacdo da radiagdo microondas (MW)
surgiu como uma ferramenta analitica para decomposi¢cdo de amostras. A utilizagéo
de frascos de alta pressao e acidos oxidantes concentrados proporciona excelentes
e rapidas decomposi¢des. Porém varios parametros sao relevantes nessas
digestbes, como a massa de amostra, o tipo de acido, o volume de reagentes, a
concentracido de mistura acida, a temperatura, a pressédo e o tempo de aquecimento.

A eliminagdo da matéria organica € de grande importancia para a
determinagao de ions metalicos em solucdo (KNAPP et al., 1998; ALLAIN et al.,
1991) e principalmente para a determinagdo de elementos que formam hidretos.

Materiais biolégicos, ricos em proteina e gorduras, requerem altas
temperaturas de decomposicdo ou o uso de diferentes misturas oxidantes
(CARRILHO et al., 2001). J&4 materiais biolégicos marinhos, ricos em compostos
como arsenobetaina, requerem condicdes mais drasticas de digestdo, além
daquelas ja citadas, como por exemplo, 0 emprego de decomposicdo microondas
associado a radiacéo ultravioleta (VILLA-LOJO et al., 2002; SIMON et al., 2004).

Procedimentos empregando 4acidos concentrados a quente sé&o
normalmente utilizados para este preparo. O HNO3, por exemplo, € um acido forte e
um agente oxidante bastante poderoso, frequentemente empregado para a

dissolugdo de alguns elementos como Se, Te, As e para a maioria dos ions



23

metalicos. Porém, acidos concentrados sdo suscetiveis a contaminagdes e a
elevada concentragao acida final pode ser prejudicial a algumas técnicas analiticas
para determinacdo de elementos ao nivel de tragos, como a geragdo de hidretos
acoplada a um ICP-MS/OES (KINGSTON e HASWELL, 1997) pois, os NOy
produzidos causam forte interferéncia no sinal dos analitos (FLORES et al.,2001;
DEDINA e TSALEV, 1995).

A utilizacdo de acidos diluidos para a decomposi¢cao de compostos
organicos é uma opg¢ao descrita na literatura. Solugdes diluidas de HNO; tém sido
empregadas com sucesso em digestdes de plantas assistidas por radiagao
microondas, gerando baixos valores de brancos analiticos e baixos desvios padrao
relativos. (ZHOU et al., 1996; CHOW et al., 1995; DUGENEST et al., 1998; ARAUJO
et al., 2002).

Procedimentos usando baixos volumes de acido ou solugdes de acidos
diluidos geralmente requerem um agente oxidante auxiliar, como o H,O,. Observa-
se uma diminuigdo de residuos solidos e de carbono organico residual quando
grandes volumes de H,0, sdo usados (ARAUJO et al.,2002). Além disso, o uso de
maiores quantidades de H,O, causa um aumento de pressdo, levando a uma
eficiente oxidacdo da matéria organica a baixas temperaturas.

A possibilidade de diminuir o volume dos reagentes empregados é um
atrativo do ponto de vista de minimizar os residuos, custo, diminuicao dos valores de
branco e gerar digeridos com concentracdo acida final menor, adequados a

determinacao de elementos que formam hidretos em ICP OES.
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3.OBJETIVOS

Definicdo das melhores condicbes (quimicas e fisicas) para a
determinacao simultdnea de arsénio, antiménio e selénio em material agronémico
pela técnica de geracdo de hidretos combinada a analise em fluxo acoplada a
espectrometria de emisséo Optica com plasma indutivamente acoplado (CF-HG-ICP
OES).
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4. EXPERIMENTAL

4.1. SOLUCOES E REAGENTES

Solugoes padrao de referéncia: Solugdes estoque padrao ICP de As (V), Sb (V) e
Se (VI) com concentragdo de 1000 mg L™ da Teclab (Sdo Paulo, Brasil), foram
diluidas com solugdo de HNO3 1% (v/v), produzindo solugcédo estoque 5 mg L', da
qual uma solugdo de trabalho 100 png L' foi empregada para a otimizagdo do
sistema. Dessa forma, curvas de calibracdo adequadas a quantificacdo eram
obtidas. Os padrées com concentracdes na grandeza de pg L™ eram preparados no

dia de sua utilizacao.

Acido Cloridrico 36,5-38% (v/v) (HCI): acido concentrado da marca Merck
(Darmstadt, Alemanha) foi utilizado para acidificar as amostras para uma
concentracdo final de 6,0 mol L™ e para ser usado como agente pré-redutor para

selénio.

Acido Nitrico 60% (v/v) (HNOs) — acido concentrado da marca Merck (Darmstadt,
Alemanha) foi utilizado com principal 4cido oxidante. Solugéo 5,0 mol L™ de HNO; foi

obtida desse acido.

Borohidreto de sédio 97% (m/m) (NaBH,): sal de NaBH4 da marca Nuclear (Sao
Paulo, Brasil) foi empregado como agente redutor dos elementos que formam

hidretos. Solugéo 1,1% (m/v) desse sal era preparada diariamente.

Hidréoxido de Sédio 98% (m/m) (NaOH): base da marca Vetec (S&o Paulo, Brasil)
foi utilizada como meio estabilizador da solucdo de NaBH,4 na concentracao final de
0,1 mol L™,

lodeto de potassio 99% (m/m) (KIl): sal da marca Synth (Brasil) foi utilizado como
agente pré-redutor de arsénio e antiménio. Solugdo 8,3% (m/v) desse sal era

preparada diariamente
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Peréxido de Hidrogénio 30% (m/m) (H202) — o peroxido da marca Merck
(Darmstadt, Alemanha) foi utilizado concentrado em todas as decomposi¢cdes de

amostras.

Persulfato de potassio 99% (m/v) — sal da marca Merck (Darmstadt, Alemanha) foi
utilizado como agente oxidante para o preparo de amostras. Solugdo 15% (m/v) foi
obtida desse sal.

Todas as solugdes utilizadas foram preparadas empregando-se
reagentes de pureza analitica e agua ultrapura obtida em sistema Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, EUA).

Toda vidraria utilizada neste trabalho foi lavada e em seguida recebeu
tratamento para desmineralizagdo, que consiste em imersao por um periodo de 12 h
em banho de acido nitrico 10%. Apds esse periodo, foi feita lavagem abundante com

agua ultrapura.

4.2.INSTRUMENTACAO

ICP OES: Espectrometro de emissao optica com plasma de argdnio induzido (ICP-
OES), empregando visao radial, Vista RL da Varian (Mulgrave, Australia) equipado
com nebulizador concéntrico e camara de nebulizagdo tipo ciclone e faixa de
comprimento de onda de 167 a 785 nm, sendo que seu sistema Optico purgado com

argdnio foi utilizado na determinacéo dos hidretos de Se, As e Sb.

GFAAS: Espectrofotbmetro de absorgcdo atdbmica com atomizacao eletrotérmica em
forno de grafite, SpectrAA 880 Z da Varian (Mulgrave, Australia), equipado com
corretor de fundo tipo Zeeman, auto-amostrador acoplado e ultralampadas de catodo
oco com comprimento de onda de 196,0 nm e corrente de 15 mA e 193,7 nm e
corrente de 15 mA respectivamente para selénio e arsénio foi usado como técnica

comparativa.
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Bomba peristaltica: de 8 canais modelo Ismatec (EUA) foi usada para o

direcionamento de amostras e reagentes ao separador gas-liquido.

Injetor comutador: de 3 vias, construido em acrilico (KRUG et al., 1986) foi usado

durante os experimentos.

Separador gas-liquido: Desenvolvido em vidro borosilicato, especialmente para o

trabalho proposto .

Forno de microondas: com frascos de Teflon modificado e com frascos de quartzo

fechados para a digestao das amostras, (Multiwave, Anton Parr Austria).

Lampadas de UV ativadas por radiagao microondas: Lampadas UV ativadas por
radiacdo microondas (MWL) sao confeccionadas em quartzo e preenchidas com
argbnio e vapor de cadmio em baixa pressdo. Essas lampadas em temperaturas de
250 — 280 °C, atingem as condi¢des ideais de pressdo de vapor (1x10° a 1x107
Torr) para a geragdo de radiagdo UV na regido de 200 a 280 nm. A placa de
molibdénio, recoberta com quartzo para evitar o contato com a amostra, faz o papel
de uma antena que absorve as microondas e aquece o filamento de tungsténio,
localizado entre a placa de molibdénio e o bulbo de quartzo, que excita os vapores

de cadmio emitindo radiagdo ultravioleta (Figura 2).

A -
/Placa de molibdénio

Filamento de Tungsténio

6 cm

Bulbo de Quartzo

Figura 2. Esquema da MWL (microwave lamp).
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As MWL foram inseridas no interior dos frascos fechados juntamente
com a amostra e agentes oxidantes, sendo aquecidos pelo melhor programa

estabelecido.

4.2.1. Separador gas-liquido

O separador gas-liquido foi confeccionado em vidro borosilicato e &
apresentado na Figura 3.

O sistema de analise em fluxo empregou tubos de polietileno, em que a
amostra e os reagentes se misturam para que ocorra a geracao de hidretos. Chega
continuamente ao separador gas-liquido, (por A), uma solug&o liquida contendo
gases hidretos e Hy, onde serdo separados do liquido pelo gas de arraste argdnio
(Ar) (que entra por G), e os direcionara até o plasma. O gas de arraste usado neste
sistema foi adaptado usando o gas de nebulizagdo do ICP OES.

No separador gas-liquido descrito, o liquido é permanentemente
drenado (em D) pela bomba peristaltica, com fluxo de saida maior ou igual ao de

entrada, por isso foram necessarias duas saidas para drenagem.

ICP

12 cm

Figura 3. Separador gas-liquido desenvolvido e confeccionado em vidro.



32

4.3. OTIMIZAGAO DO SISTEMA CF-HG-ICP OES

A eficiéncia da geracdo de hidretos é fortemente dependente das
condicdes experimentais e dos paramentos instrumentais do aparelho. Sabe-se que
a influéncia do fluxo de nebulizacdo do argbnio usado como transportador dos
analitos volateis do separador gas-liquido em diregdo ao plasma é determinado pelo
desenho do separador gas-liquido (ADKINS et al., 1995, CHANVAIVIT e BRINDLE,
2000).

A otimizacdo dos parametros fisicos do sistema CF-HG e das
condigdes quimicas e instrumentais foi realizada simultaneamente para os
elementos As, Sb e Se usando 2 comprimentos de onda de maxima emissdo e com
menor numero de interferentes espectrais, especialmente outros elementos que
formam hidretos e elementos de transicdo. As linhas utilizadas foram; 188,980 e
193,696 nm para As, 206,834 e 217,582 nm para Sb e 196,026 e 203,985 nm para
Se.

4.3.1. Sistema CF-HG

Estudos preliminares foram conduzidos para a otimizagdo das
condigbes de fluxo do sistema CF-HG. Os parametros de fluxo da amostra,
transportador, reagentes e influéncia de Kl como pré-redutor de As e Sb foram
investigados utilizando solugdo multielementar de As, Sb e Se 100 ug L. Cada
parametro foi variado individualmente, enquanto as outras condigcbes eram mantidas
constantes. Os valores de intensidade para cada elemento foram usados como
critério para a escolha das melhores condigdes.

Foram projetadas 3 configuragbes do sistema CF-HG para a
determinacao simultanea de hidretos de As, Se e Sb por ICP OES até se obter uma
configuracao definitiva. A cada sistema projetado, faziam-se variagées nos fluxos de
amostra, reagentes e limpeza a fim de se obter os maiores valores de intensidade

para cada um dos analitos.
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4.3.1.1. Sistema CF-HG para a determinagdo simultanea de hidretos de As, Sb e Se
por ICP OES - Configuragéo A.

Na Figura 4, a amostra, o HClI e o NaBH; s&o bombeados
continuamente. Na confluéncia D, a amostra recebe o HCI sendo misturados em bj.
Na confluéncia E, a amostra acidificada recebe NaBH4, sendo misturados em b,
ocorrendo a reducdo dos elementos gerando os hidretos e H, e entdo direcionados

ao separador gas-liquido, por A.

ICP

L |recicla
agugil. oo

amostra{ recicla
agualll oo

HCI rgcncla
agugli| o o

NaBH,” )

Figura 4. Sistema CF-HG para a determinagao simultanea de hidretos de As, Se e
Sb por ICP OES. Amostra = solucéo analitica de As, Sb e Se 100 ug L™; solucéo de
HCI = 6,0 mol L solucdo de NaBH4 = 1% (m/v); Bobinas de mistura: by = 50 cm e

b, = 25 cm. Configuragao A

Apds o inicio da aquisi¢ao dos sinais analiticos pelo ICP OES, o injetor-
comutador é deslocado para a posicdo em que 0s reagentes e amostra sao
reciclados e para a limpeza do percurso analitico.

A Tabela 1 mostra os parametros inicialmente fixados para avaliacéo
do sistema para a determinacao simultanea de hidretos de As, Sb e Se por CF-HG-
ICP OES.
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Tabela 1. Parametros fixados para avaliagdo da Configuracdo A para a
determinagao simultanea de hidretos de As, Sb e Se por CF-HG-ICP OES.

Condicoes inicias do ICP OES

Poténcia 1,2 Kw
Fluxo de nebulizagdo do argbnio 0,90 L min™
Altura de observagéao do plasma 8,0 mm

Amostra e reagentes

Amostra analitica multielementar de 100 pg L
As (V), Se (VI) e Sb (V)
Solugao de NaBH4 1% (m/v) em NaOH 0,1 mol L™
Solugao de HCI 6,0 mol L

Condigdes de fluxo

Vazao da amostra 0,88 mL min™
Vazao dos reagentes 2,8 mL min™
Vaz&o de limpeza 0,88 mL min™

4.3.1.2. Sistema CF-HG para a determinacdo simultadnea de hidretos de As, Sb e Se
por ICP OES - Configuragéao B.

Na Figura 5, a unica diferenga em relagdo ao sistema anterior € quanto
a limpeza que se da por uma confluéncia (F), posicionada antes do injetor-
comutador. Essa modificacdo foi feita para que fosse usado apenas um canal da
bomba peristaltica, pois no sistema anterior eram usados trés canais para entrada do

fluxo de limpeza.
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Figura 5. Sistema CF-HG para a determinagao simultanea de hidretos de As, Sb e
Se por ICP OES, com agua entrando por confluéncia antes do injetor-comutador.
Amostra = solugdo analitica de As, Sb e Se 100 ug L™"; solugéo de HCI = 6,0 mol L™;
solugdo de NaBHs = 1% (m/v); Bobinas de mistura: by = 50 cm e b, = 25 cm.

Configuragédo B

4.3.1.3. Sistema CF-HG para a determinagéo simultédnea de hidretos de As, Sb e Se
por ICP OES - Configuragéo C.

Este sistema emprega um agente pré-redutor (KI) para As e Sb,como
apresentado na Figura 6.

O agente pré-redutor entra por confluéncia depois da adigdo do redutor
NaBH., como € sugerido por NYGAARD e colaboradores (1982). A amostra é
adicionada continuamente (G), recebendo HCI, sendo misturados em b; para
garantir a sua acidificacdo. Na confluéncia E ocorre a adicdo de NaBH4, sendo
misturados em b, realizando a reducdo de Se (VI) a Se (IV), gerando o hidreto de
selénio. Essa solugao liquida contendo hidreto de selénio, continua o percurso
analitico recebendo Kl em H, completando a reducgéo de As (V) e Sb (V) a As (lll) e
Sb (lll), para que seus hidretos sejam gerados, sendo que a seguir ocorre a

separacgao (A).
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HCIH

NaBH;

Figura 6. Sistema CF-HG para a determinagao simultanea de hidretos de As, Sb e
Se por ICP OES, empregando agente pré-redutor para As e Sb depois da adigdo de
NaBH,. Amostra = solucdo analitica de As, Sb e Se 100 ug L™'; solucdo de HCI = 6,0
mol L"; solugdo de NaBHs; = 1% (m/v); solucdo de Kl = 8% (m/v). Bobinas de

mistura: by e b, = 50 cm e bz = 25 cm. Configuracéo C.

4.3.1.4. Sistema CF-HG para a determinagéo simultédnea de hidretos de As, Sb e Se
por ICP OES - Configuragéo D.

Este sistema, apresentado na Figura 7, foi proposto de modo a evitar a
adicao do acido em linha, pois as conexdes do sistema CF-HG nao resistiam a alta
concentragdo do HCI. Com esta configuragdo fez-se a otimizagdo das condi¢des
quimicas e instrumentais para a determinacao simultdnea de As, Sb e Se por CF-
HG-ICP OES.
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Figura 7. Sistema CF-HG-ICP OES para determinacao de As, Sb e Se. Amostra =
solugdo analitica de As, Sb e Se 100 pug L' em meio HCI 6,0 mol L™'; solugdo de
NaBH4 = 1% (m/v); solugédo de Kl = 8% (m/v). Vazdes: Amostra e NaBH4 = 1,42 mL
min'1; Kl = 0,88 mL min™’ limpeza (agua) = 6,0 mL min'1; descarte = 7,0 mL min1.

Bobinas de mistura: by = 150 cm e b, = 50 cm. Configuragéo D.

Na Figura 7 pode ser observado que a amostra acidificada, o NaBH, e
o Kl sdo bombeados continuamente. Na confluéncia 1, a amostra acidificada recebe
NaBHs e em seguida sdo misturados em b¢ para que a reagado de reducdo na qual
0s gases hidretos e H, sdo gerados se processe. Nesse sistema, o agente pré-
redutor entra por confluéncia depois da adicdo do redutor NaBH; e em seguida
ocorre a mistura em b, e entdo a solugdo liquida e os gases gerados sé&o
direcionados ao separador gas-liquido.

Depois que os hidretos comecam a ser determinados pelo ICP OES, o
injetor-comutador é deslocado para a posi¢ao em que o0s reagentes sao reciclados e

para a limpeza do percurso analitico.
4.3.1.5. Otimizagdo do tempo de aquecimento e da influéncia da desgaseificagéo.

A eficiéncia de conversao de Se (VI) a Se (IV) para a geracéo de H,Se,
requer o aquecimento da amostra acidificada, porém seu tempo deve ser otimizado
de maneira a evitar perdas de Se por volatilizacdo. Outro fator importante para a

completa reducéo de Se (VI) a Se (IV), é a eliminagao de oxidantes fortes (KRIVAN
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et al.,1985) remanescentes da decomposi¢cao da amostra e da adigao de HCI. Uma
maneira de eliminar esses oxidantes é borbulhar N, na amostra acidificada e
aquecida. A Tabela 2 fornece as combinacdes utilizadas para a otimizagao do tempo
de aquecimento em banho-maria da amostra acidificada e a influéncia da

desgaseificacao.

Tabela 2. Combinagdes utilizadas para a otimizacdo do tempo de aquecimento em
banho-maria com temperatura entre 80 e 85°C e desgaseificagdo para o sistema
CF-HG-ICP OES utilizando amostra de marisco.

_______________________________________________________________________|
Amostra Aquecimento Desgaseificagao

] —
A1 90 0
A2 90 2
A3 60 0
A4 60 2
A5 30 0
A6 30 2
A7 15 0
A8 15 2
A9 0 0
A10 0 2

4.3.1.6. Otimizagcdo do comprimento das bobinas de reagéo

Na Figura 7, a bobina by, & responsavel pela mistura da amostra
acidificada com NaBH4 e a bobina by, pela mistura de KI com a solugdo de amostra
para reducéo de As (V) e Sb (V) a As (lll) e Sb (lll). O comprimento das bobinas de
reacao do sistema determina o tempo de reagao necessario para que todo As, Sb e
Se sejam convertidos a seus hidretos antes de serem separados no separador gas-
liquido. A Tabela 3 mostra as combinagdes utilizadas para a otimizagdo do

comprimento das bobinas de reagéo.
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Tabela 3. Combinacgdes utilizadas para a otimizagcdo do comprimento das bobinas de

reacao do sistema CF-HG-ICP OES utilizando amostra de marisco.

Amostra b1 b2
cm
A1 50 25
A2 50 50
A3 50 100
Ad 150 25
A5 150 50
A6 150 100
A7 200 25
A8 200 50
A9 200 100

4.3.2. Planejamento Experimental

Foram avaliadas as condi¢cbes experimentais fazendo-se uso de um
planejamento fatorial para a otimizacdo das melhores condigdes quimicas
(concentragdo de HCI, NaBHs e KIl) e instrumentais (altura de observagdao do
plasma, fluxo de nebulizagdo do argbnio e poténcia de R.F. do plasma) para a
configuragéo D do sistema CF-HG-ICP OES.

Utilizou-se um planejamento experimental para a avaliagdo das
melhores condi¢gdes quimicas e instrumentais de geracédo de hidretos. Uma solugao
de trabalho de 100 ug L' foi empregada nesta etapa.

Utilizou-se um planejamento fatorial 2% realizando 8 experimentos em
triplicata, resultando um total de 24 experimentos. As variaveis avaliadas sao

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Variaveis avaliadas para as condigdes quimicas utilizando um

planejamento fatorial 2°.

Menor Maior
Variaveis concentragao concentragao
HCI 3,0 mol L™ 6,0 mol L™
BH, 0,5% 1,5%
Kl 4,0% 8,0%

Apés delimitar as condigbes de trabalho, um refinamento do
planejamento experimental foi realizado empregando um planejamento fatorial tipo

estrela para as variaveis BH;4 e Kl o qual pode ser visto através da Tabela 5.

Tabela 5. Planejamento fatorial tipo estrela para as variaveis BH, e KI.

Variaveis Concentragoes (%)
BH, 0,3 0,4 0,7 1,0 1,1
Ki 6,3 7,0 8,5 10,0 10,6

Para as condi¢des instrumentais, um novo planejamento fatorial 23 foi
utilizado produzindo 8 experimentos realizados em triplicata resultando um total de

24 experimentos. Os fatores experimentais avaliados sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Variaveis avaliadas para as condigdes instrumentais utilizando um

planejamento fatorial 2°.

Variaveis Menor Maior
Poténcia 1,0 KW 1,3 KW
Vazéo 0,5 L min™ 1,2 L min™
Altura de observacao 8,0 mm 12,0 mm

4.4. AMOSTRAS BIOLOGICAS E INORGANICAS

Amostras provenientes de pesquisas realizadas na Embrapa Pecuaria
Sudeste, como carne (contra filé), sangue, visceras, carcaga e sémen bovino além
de amostras de ragao, forrageira, silagem de milho e sal mineral foram utilizadas
nesse trabalho. ApoOs coletadas, as amostras foram acondicionadas em frascos
plasticos e preservadas em geladeira a 4 °C. A seguir, foram liofilizadas e moidas
em moinho criogénico para diminuigcdo do tamanho de particula, homogeneizadas e
acondicionadas em local isento de umidade.

Amostra de marisco adquirido no comércio da cidade de Sao Carlos

também foi empregada.

4.5. PREPARO DAS AMOSTRAS

4.5.1. Amostra de marisco.

4.5.1.1. Procedimento 1: Decomposi¢do das amostras biolégicas em forno de
microondas Multiwave Anton Paar utilizando frascos de Teflon® modificado (PTFE)

para determinagdo de As e Se por GFAAS (técnica comparativa) e por CF-HG-ICP
OES.

Aproximadamente 200 mg de amostra foram pesados diretamente nos
frascos de PTFE. Em seguida, eram adicionadas as seguintes misturas oxidantes:
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Mistura oxidante 1A: composta de 2,0 mL de HNO3 concentrado e 2,0 mL de H,0»
30% (v/m);
Mistura oxidante 1B: composta de 2,0 mL de HNO3; 5 mol L™ e 2,0 mL de H,0-
30% (v/m).

O HNO; foi utilizado como agente oxidante nos ensaios, devido as suas
caracteristicas em termos de pureza e poder oxidante, juntamente com o peréxido

de hidrogénio, um agente oxidante auxiliar.

Apos a adigdo dos reagentes, os frascos foram fechados e aquecidos

pelo programa de aquecimento descrito na Tabela 7.

Para a analise em GFAAS, as amostras apos digestao eram diluidas

com agua desionizada para 10 mL.

4.5.1.2. Procedimento 2: Decomposicdo da amostra de marisco em forno de
microondas Multiwave Anton Paar utilizando frascos de quartzo para a determinagdo
de As, Sb e Se por CF-HG-ICP OES.

Aproximadamente 200mg de amostra foram pesados diretamente nos

frascos de quartzo. Em seguida, eram adicionadas as seguintes misturas oxidantes:

Mistura oxidante 2 A: composta de 2,0 mL de HNO3; 5 mol L™ e 2,0 mL de H,0O,
30% (v/m).
Mistura oxidante 2 B: composta de 3,5 mL de uma solucédo de Ky;S,0s 15% e 0,5

mL de HNO3; concentrado.

Apos a adigdo dos reagentes, os frascos foram fechados e aquecidos

pelo programa de aquecimento descrito na Tabela 7.

4.5.1.3. Procedimento 3: Decomposicdo da amostra de marisco em forno de
microondas Multiwave Anton Paar utilizando frascos de quartzo e lampadas UV para
determinacéao por CF-HG-ICP OES.

Aproximadamente 200 mg de amostra foram pesadas diretamente nos

frascos de quartzo e em seguida eram adicionadas as seguintes misturas oxidantes:
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Mistura oxidante 3 A: composta de 2,0 mL de HNO3; 5 mol L' e 2,0 mL de H,0,
30% (v/m).
Mistura oxidante 3 B: composta de 3,5 mL de uma solucédo de KyS,0g 15% e 0,5

mL de HNO3; concentrado.

Apos a adicdo dos reagentes, os frascos foram fechados e aquecidos

pelo programa de aquecimento descrito na Tabela 7.

4.5.2. Amostras bioldgicas e inorganicas — ragao, forrageira, silagem de milho,

sangue, visceras, carne, carcaca, sémen e sal mineral.

Aproximadamente 200 mg de amostra foram pesados diretamente nos
frascos de PTFE. Em seguida, foram adicionados 2,0 mL de HNO3; 5 mol L™ (7 mol

L™ para visceras) e 2,0 mL de H20, 30% (v/m) em cada frasco.

Em todos os procedimentos de decomposicdo de amostras bioldgicas e
inorganicas, apos a adicdo dos reagentes, os frascos foram fechados e aquecidos

pelo programa de aquecimento descrito nas Tabela 7 e 8.

Tabela 7. Programa de aquecimento usado no forno com radiagdo microondas
(Multiwave Anton Paar) com frascos fechados de PTFE modificado para as amostras
de ragao, silagem de milho, forrageira, sangue, carcaga, carne, visceras, sémen e

sal mineral.

Etapa Poténcia Tempo

(W) (min)
1 250 2
2 0 3
3 550 4
4 750 5
5 1000 5

6 (vent.) 0 15
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Tabela 8. Programa de aquecimento usado no forno com radiagdo microondas
(Multiwave Anton Paar) com frascos fechados de quartzo para a amostra de

marisco.

Etapa Poténcia Tempo

(W) (min)
1 350 5
2 0 2
3 250 7
4 1000 15
5 0 15

Ap06s finalizado o programa de decomposigdo como esquematizado na
Figura 8, os frascos eram retirados do carrossel e as amostras transferidas para
tubos de polietileno, sendo seus volumes ajustados com agua milli-Q para 5 mL.
Momentos antes da determinagdo, eram adicionados as amostras, 5 mL de HCI
concentrado, resultando volume final de 10 mL. Dessa forma, a amostra era
acidificada em meio de HCI 6,0 mol L. As amostras acidificadas eram aquecidas
entre 80 e 85°C por 15 min em banho-maria para redugcao de Se e finalmente
desgaseificadas por 2 min através de borbulhamento com N, com o intuito de

eliminar os NO, e Cl, remanescentes.
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Figura 8. Esquema do preparo de amostras.

4.6. DESEMPENHO ANALITICO

4.6.1. Curva Analitica de Calibracao

Como curva analitica de calibragao foram utilizadas solugcdes com
valores de concentracdo de 0 a 120 pg L' de Se (VI), Sb (V) e As (V). Essas
solugdes foram preparadas em meio acido por diluicdo do padrao estoque 5 ug mL™"
em meio HCI concentrado para uma acidez final de 6,0 mol L. Antes das
determinacoes, essas solugdes eram submetidas a aquecimento entre 80-85°C em
banho-maria por 15 min e em seguida desgaseificadas por 2 min com pressao de 60

psi de Na.

4.6.2. Validagao do método proposto

Os artificios normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um
método proposto sdo: 1°) uso de material de referéncia certificado, 2°) uso de um

outro método de determinagéo e 3°) realizagcédo de testes de adigdo e recuperacéo.
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Para este trabalho utilizou-se 0 método de adigdo e recuperagao de analito e o
método de analise comparativa, utilizando como técnica de comparagdo a
espectrometria de absorgcdo atdbmica com atomizacado eletrotérmica em forno de
grafite (GFAAS).

4.6.2.1. Meétodo de analise comparativo - GFAAS

A técnica comparativa utilizada como método de referéncia para a
comparagao dos resultados obtidos foi a GFAAS. O objetivo foi estudar o grau de
proximidade dos resultados obtidos pelos dois métodos, ou seja, de avaliar a
exatiddao do método proposto relativamente ao de referéncia.

As analises foram efetuadas em ftriplicata, utilizando os dois métodos

em separado, sobre as mesmas amostras.

4.6.2.2. Meétodo de adicdo e recuperagéao de analito

O método de adigao e recuperacao de analito também foi utilizado para
a validagao do sistema CF-HG-ICP OES, no qual a recuperacdo do analito é
estimada pela analise de amostras adicionadas com quantidades conhecidas do
mesmo. A limitacdo desse procedimento € que o analito adicionado nem sempre

esta na mesma forma que a presente na amostra.

Recuperacéo (%) = C1 - C2/C3 x 100

Onde: C7= concentracido determinada na amostra adicionada
C2= concentracao determinada na amostra ndo adicionada

C3= concentracao adicionada.

No entanto, apds a adigao dos analitos, procurou-se seguir todos os
passos do preparo das amostras de forma a se certificar que nao estivesse havendo

perdes durante essas etapas.
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. OTIMIZAGAO DO SISTEMA CF-HG-ICP OES

5.1.1. Sistema CF-HG - estudos preliminares

5.1.1.1. Sistema CF-HG para a determinagdo simultanea de hidretos de As, Se e Sb
por ICP OES - Configuragéo A.

O primeiro projeto, apresentado na Figura 4 (pag.33) , foi desenvolvido
com o intuito de se avaliar o desempenho do separador gas-liquido e o
comportamento do sistema proposto antes de qualquer otimizagdo. As condigbes de
trabalho estdo apresentadas na Tabela 1 (pag.34) e foram inicialmente fixadas
baseando-se na literatura.

Na Figura 9 sao apresentadas 5 replicatas dos sinais transientes
obtidos com a configuragcdo A do sistema CF-HG. Nota-se que os valores de
intensidade para 100 pg L™ de As, Sb e Se foram em torno de 300, 400 e 600 ¢ s™
respectivamente. Esses valores foram considerados baixos, mesmo escolhendo as
linhas de maior intensidade de emissdo. Portanto, a partir deste experimento,
algumas variagdes dos parametros previamente fixados foram efetuadas na tentativa

de melhorar os sinais de intensidade.
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Figura 9. Valores de intensidade referentes a configuracédo A do sistema CF-HG para
a determinagao simultanea de 100 ug L™ As, Sb e Se por ICP OES com parametros

fixos (apresentados na Tabela 1).

VAZAO DA AMOSTRA

Através da Figura 10, é possivel visualizar que, com o aumento do
fluxo da amostra houve uma melhora de quase trés vezes na intensidade dos
elementos. Porém, essa mudanca apresentou efeito de meméria. Mesmo assim, o

fluxo de 4,0 mL min™, a principio, foi escolhido para o sistema.
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Figura 10. Valores de intensidade referentes ao aumento da vazdo da amostra para
4,0 mL min” para a configuracdo A do sistema CF-HG para a determinacgéo
simultanea de 100 pg L' de As, Sb e Se por ICP OES com parametros fixos

(apresentados na Tabela 1).

VAZAO DE LIMPEZA

Uma tentativa realizada para eliminar o efeito de memoéria produzido
pelo aumento na vazdo da amostra, foi aumentar a vazao de limpeza para 2,4 mL
min”', mas mantendo-se fixos os demais parametros. Esses resultados estdo
apresentados na Figura 11, onde se pode notar que as intensidades dos analitos
nao apresentaram nenhuma diferenga em relacédo a figura anterior, porém o efeito
de memodria foi eliminado, pois o percurso analitico € limpo mais rapidamente. A

vazao de 2,4 mL min™ foi a escolhida para a limpeza.
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Figura 11. Valores de intensidade referentes ao aumento da vazao de limpeza para
2,4 mL min” para a configuracdo A do sistema CF-HG para a determinagao
simultanea de 100 pg L™ de As, Sb e Se por ICP OES. (HCI 6 mol L™"; NaBH4 1%
(m/v) em 0,15 mol L' de NaOH; 8,0mm de altura de observacao do plasma; 1,2 KW
de poténcia; 0,9 L min™ de vazdo do gas carregador e vazao de 4,0 mL min™ para a

amostra).

VAZAO DOS REAGENTES

Para avaliar o efeito da vazao dos reagentes HCI 6,0 mol L e NaBH,
1% (m/v) em meio NaOH 0,1 mol L™ na geragao de hidretos, a vazdo de reagentes
foi diminuida para 2,0 mL min™, procurando-se uma reducdo no consumo dos
mesmos. Como resultado, percebe-se através da Figura 12 que quando a vazao dos
reagentes diminuiu, houve pequena redugdo das intensidades dos analitos em
relacdo a Figura 11, porém nao significativa. Portanto, foi adotada a vazéao de 2,0 mL

min™' para os reagentes.
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Figura 12. Valores de intensidade referentes a diminuicdo da vaz&o dos reagentes
para 2,0 mL min” para a configuracdo A do sistema CF-HG para a determinacao
simultanea de 100 ug L™ de As, Sb e Se por ICP OES. (HCI 6 mol L™'; NaBH4 1%
(m/v) em 0,15 mol L' de NaOH; 8,0mm de altura de observagdo do plasma; 1,2 KW
de poténcia; 0,9 L min™' de vazdo do gas carregador e vazao de 4,0 mL min™' para a

amostra).

5.1.1.2. Sistema CF-HG para a determinagdo simultanea de hidretos de As, Sb e Se
por ICP OES - Configuragéo B.

Esta nova configuracdo apresenta um Uunico canal da bomba
peristaltica com vazao de 7,8 mL min~* para a limpeza do percurso analitico. As
intensidades dos analitos nao foram influenciadas por essa modificacao.

A partir desse sistema, agua € usada como solu¢do de limpeza com
vazao de 7,8 mL min”, garantindo uma boa limpeza do percurso analitico. As
condicdes otimizadas para a determinacdo simultanea de hidretos de As, Sb e Se

estao apresentadas na Tabela 9.
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Tabela 9. Condicdes otimizadas para a determinacdo simultanea de hidretos de Se,

As e Sb por CF-HG-ICP OES para a configuragéo B testada.

Parametros
Vazao da amostra 4,0 mL min-1
Vazao dos reagentes 2.0 mL min-1
Vazao de limpeza 7,8 mL min-1

5.1.1.3. Sistema CF-HG para a determinagdo simultanea de hidretos de As, Sb e Se
por ICP OES - Configuragéo C.

Na Figura 13 sao apresentados os resultados obtidos com o emprego
do sistema da Figura 6 (pag.36). lodeto de potassio foi utilizado como agente pré-
redutor para As e Sb na concentragdo de 1,0 mol L. Nota-se que ndo houve
diferenca significativa nos resultados de intensidade de As e Sb entre os
experimentos com Kl adicionado apdés a entrada de NaBH; e Kl adicionado a
amostra 24 h antes da determinagao. No entanto, houve a geracao de SeH, apesar
de Kl ser adicionado logo apés NaBH, indicando que Se (VI) ndo é reduzido a Se
(0). Por outro lado, nota-se claramente que ndo houve a geragdo de SeH;, no
procedimento com Kl adicionado 24 h antes, o que comprova que Kl provoca a
reducao de Se (IV) a Se (0).
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Figura 13. Resultados obtidos com o uso de agente pré-redutor para configuragao B
do sistema CF-HG para a determinacao simultdnea de hidretos de As, Sb e Se por
ICP OES.

5.1.1.4. Sistema CF-HG para a determinagdo simultanea de hidretos de As, Sb e Se
por ICP OES - Configuragéo D.

Uma quarta e ultima configuragao do sistema CF-HG com amostragem
continua para a determinacéo simultdnea de As, Sb e Se por ICP OES, apresentado
na Figura 7 (pag.37), foi proposta de modo a evitar a adigdo do acido em linha, pois
as conexdes do sistema CF-HG nao resistiam a alta concentragao do HCI.

A partir desses testes preliminares, foi possivel se ter uma idéia do
comportamento do sistema. Nota-se que as linhas 193,696, 217,582 e 196,026 nm
respectivamente para As, Sb e Se foram as que apresentaram maiores intensidades,
que o separador gas-liquido desenvolvido esta sendo eficiente na separagédo e no
transporte dos hidretos para o plasma, apresentando pequeno volume morto e que
quando os fluxos de amostra e limpeza sao aumentados e dos reagentes
diminuidos, a intensidade dos analitos € aumentada.

A sequir foi avaliado o comportamento do sistema CF-HG previamente
otimizado com wuma amostra real, digerida, para verificar se 0 mesmo
comportamento seria obtido. Porém, como a amostra é digerida com HNO3; e H,O, e

devido principalmente a presenca de matriz, a determinacgéo foi inviabilizada, pois
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naquelas vazdes todas as conexdes estouravam quando a amostra era misturada
com o NaBH,4, produzindo uma reagdo bastante violenta em fungdo da grande
pressdo gerada no sistema. Devido a esse problema, as vazdes de amostra e
reagentes tiveram que ser diminuidas o suficiente para que o sistema funcionasse
sem problemas e ainda apresentasse bom desempenho. A Tabela 10 mostra a

otimizacao do sistema CF-HG.

Tabela 10. Condicbes adaptadas do sistema CF-HG para a determinacao de As, Sb

e Se.

Paréametros
Vazao da amostra 1,42 mL min-1
Vazao dos reagentes 1,42 mL min-1
Vazao de Kl 0,88 mL min-1
Vazao de limpeza 6,0 mL min-1
Vazao do descarte 7,0 mL min-1

Depois de adaptadas as condicbes do sistema CF-HG, foi feito um
planejamento experimental para a otimizagcdo das condigbes quimicas e
instrumentais para a determinagcdo simultdnea de As, Sb e Se, envolvendo a
concentracdo de HCI, de NaBH4 e de KI, altura de observacao do plasma, vazao de

nebulizagdo do argdnio e poténcia de R.F. do plasma.

5.1.2. Planejamento experimental

O planejamento experimental tem como fungao principal mostrar as
influéncias das variaveis independentes ou suas interagbes, ou seja, mudangas
concomitantes de duas ou mais variaveis que irdo influenciar positivamente os
resultados. Com a realizacdo de poucos experimentos pode ser possivel prever

quais serao as melhores condicbes de trabalho.
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5.1.2.1. Condigbes quimicas

Através do planejamento fatorial 2° da Tabela 4 (pag.40) , avaliaram-se
as condicdes quimicas para determinacado simultdnea de hidretos de As, Sb e Se,

tais como a concentracado de HCI, de NaBH, e de KI.
Efeito da concentracao de HCI, NaBH, e KI

Sabe-se que a reagao com NaBH,; para produzir hidretos e
consequentemente H, requer a presenca de um acido. Por isso, nota-se na Figura
14 que a unica variavel independente com efeito significativo, com intervalo de
confianca de 95% para os trés analitos, foi a concentracéo de HCI.

A variavel independente NaBH; n&o se mostrou significativamente
importante, mas sua interagao com HCI apresentou efeito significativo, pois além de
influenciar na eficiéncia da geragdo de hidretos também ¢é responsavel pela
producdo de Hy, o qual pode causar instabilidade no plasma ou até mesmo sua
extingdo. Na mesma figura, observa-se que a variavel independente Kl n&o
apresentou efeito significativo mas sua interagdo com HCI apresentou-se
significativa, mostrando que a concentragdo de HCI esta relacionada com Kl para
uma eficiente redugdo de As(V) e Sb(V) a As(lll) e Sb(lll), sem que Se (VI) seja
reduzido a Se(0). A interagdo BH,4 - Kl para Sb mostra-se importante, pois evidencia

0 compromisso entre a reducao de Sb e a geragdo de SbHs.
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Figura 14. Graficos de Pareto das condigdes quimicas para a geragao simultanea de
hidretos de As, Sb e Se.

A partir da interpretacdo do planejamento fatorial, realizou-se uma
expansao desse planejamento, empregando uma configuragdo do tipo estrela, no
qual fixou-se a variavel HCl em 6,0 mol L™, pois essa foi a maxima condicéo acida
na qual foi possivel trabalhar sem causar nenhum dano ao sistema, variando-se os
parametros BHs e Kl, (Tabela 5, pag. 40), a fim de se obter a melhor condi¢gao
quimica para a geragao simultanea dos hidretos.

Observando-se a Figura 15, nota-se que a concentragédo de 1,0 %
(m/v) de BH4 produz maiores intensidades para As, Sb e Se. Para altas
concentracdes de BHy4', a reacao torna-se turbulenta, aumentando a producao de H,.
A variagdo na concentragdo de KIl foi indiferente para As e Se, porém para Sb a

maior intensidade obtida foi com concentragéo de Kl na faixa de 7-8,5% (m/v).
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Figura 15. Superficie de resposta do planejamento fatorial do tipo estrela das

condigdes quimicas para a geragao simultanea de hidretos de As, Sb e Se.

Portanto, para manter um compromisso com Sb, as condi¢des
quimicas assumidas como 6timas para a geragao simultanea de hidretos de As, Sb e

Se estdo apresentadas na Tabela 11.

Tabela 11. Condigdes quimicas otimizadas para a geragéo simultanea de hidretos de
As, Sb e Se.

Variaveis Concentragao
HCI 6,0 mol L™
NaBH4 1,1 % (m/v)
Ki 8,3 % (m/v)
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5.1.2.2. Condigbes instrumentais

Através do planejamento fatorial 2° da Tabela 6 (pag. 41), avaliaram-se
as condicdes instrumentais do ICP OES para determinacido simultdnea de hidretos
de As, Sb e Se, tais como a poténcia de radiofreqiéncia, a vazao de nebulizagdo do

argdnio (gas carregador) e a altura de observacéo do plasma.
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Figura 16. Graficos de Pareto das condi¢gdes instrumentais para a geragao

simultdnea de hidretos de As, Sb e Se.

Na Figura 16, com 95% de confianca, as variaveis independentes,
poténcia de radiofrequéncia do ICP OES, a vazdo de nebulizagdo do argbnio e a
altura de observacdo do plasma apresentam efeito significativo para os trés
elementos analisados, bem como suas interagdes. Isso mostra que o controle
dessas variaveis € importante para uma eficiente determinagao dos hidretos de As,

Sb e Se.
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5.1.2.3. Efeito da poténcia de R.F do plasma, altura de observacdo do plasma e

vaz&do do gas de nebulizagdo (carregador).

A partir das respostas dos efeitos principais foram obtidas superficies
de respostas para cada um dos elementos analisados (Figura 17).

Como os analitos em estudo tém o primeiro potencial de ionizagao
relativamente alto, eles requerem que o plasma seja mais energético para que a
ionizagcdo seja mais eficiente. O aumento da poténcia sobre a intensidade dos
analitos a uma vazao constante do gas carregador aumenta a intensidade dos
mesmos, com pouca variagao em todas as alturas de observagdo. Portanto, como
pode ser visto na Figura 17, a melhor poténcia de radiofrequéncia do ICP OES
escolhida para todos os analitos foi de 1,3 KW.

Atomos dos analitos com grande potencial de ionizacdo n&o sdo
excitados em baixas alturas de observagao do plasma, mas por outro lado, grandes
alturas de observacdo diminuem a intensidade dos analitos. Portanto a uma altura
de observacao mediana, de 8 mm, foram obtidas as maiores intensidades.

Hidretos gerados no sistema CF-HG sao transportados pelo gas
carregador até o plasma, tendo uma forte influéncia na intensidade dos analitos. Um
aumento na vaz&o do gas leva a um transporte mais eficiente. Por outro lado, o
tempo de residéncia dos atomos no plasma diminui, diminuindo assim a
porcentagem de ionizagcdo. Além do mais, o gas H, pode mudar as caracteristicas do
plasma, incluindo sua capacidade de ionizagao (tornando-o instavel). Considerando
essas observagbes, como mostrado na Figura 17, a melhor vazdo do gas de
nebulizagdo, escolhida para todos os analitos, foi de 0,6 L min™.

As superficies de respostas obtidas sugerem que ICP OES atua sob
condic¢des robustas, ou seja, aplicando alta poténcia de R.F. e aumentando o tempo

de residéncia dos analitos no plasma, maiores intensidades sao obtidas.
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Figura 17. Superficie de resposta bidimensional do planejamento fatorial 2° para as

condic¢oes instrumentais para a geragao simultanea de hidretos de As, Sb e Se.

As condi¢cdes instrumentais estabelecidas com base nos resultados
discutidos para a determinacdo simultdnea de hidretos de As, Sb e Se séo

mostradas na Tabela 12.

Tabela 12. Condigdes instrumentais otimizadas para a geragdo simultadnea de

hidretos de As, Sb e Se.

Variaveis Condicgao
Poténcia R.F. 1,3 KW

Vazao de nebulizacdo 0,6 L min™’
Altura de observacao 8 mm
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5.2. PREPARO DE AMOSTRA

Com as condi¢cdes quimicas e instrumentais do sistema CF-HG-ICP
OES otimizadas, partiu-se para o estudo do preparo das amostras empregando

acidos diluidos na decomposicéo.

5.2.1. Amostras biolégicas

5.2.1.1. Método comparativo - GFAAS

Uma amostra de marisco comercial foi utilizada para a determinacao
de As e Se utilizando a técnica de espectrometria de absorcdo atdbmica com
atomizagao eletrotérmica em forno de grafite (GFAAS) para comparagdo com o
sistema CF-HG-ICP OES proposto.

Antiménio nao foi determinado pela técnica GFAAS em fungdo da nao
disponibilidade da lampada.

As Figuras 18 e 19 mostram, respectivamente, o programa de
aquecimento desenvolvido para Se em GFAAS e os resultados para Se
determinados por GFAAS e CF-HG-ICP OES.
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60 65 70 75 80 85 90 95
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Figura 18. Programa de aquecimento desenvolvido para Se para o procedimento de

espectrometria de absorcao atdmica em forno de grafite (GFAAS)
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O programa de aquecimento da Figura 18 foi conduzido de maneira a
se determinar as temperaturas 6timas de pirdlise e atomizagdo para Se em meio
HNO3 0,1% (v/v) na presenga do modificador quimico Pd/Mg (RODRIGUES, 2002),
para evitar a perda do analito a baixas temperaturas. Foram introduzidos no tubo de
grafite 12 uL de solugdo estoque de Se 60 uL L' + 5 pL do modificador quimico
Pd/Mg 1000 mL L. Todos os resultados foram obtidos empregando a area do pico.

A maior sensibilidade apresentada pela curva de pirdlise ocorreu a
1350° C, havendo reducao de sinal acima dessa temperatura, indicando perdas por
volatilizagdo. O sinal maximo para a temperatura de atomizagao ocorreu em 2000°C.

E possivel notar na Figura 19 que os valores de concentracéo para Se
foram similares, porém com altos desvios, quando determinados por GFAAS.
Quando se fez a determinacao por CF-HG-ICP OES, a amostra de marisco digerida
com HNOs3; concentrado nao apresentou valores de concentragdo iguais aos
determinados por GFAAS, problema esse que pode ser atribuido a interferéncia
causada pelo excesso de acidos oxidantes na solucdo de amostra (DEDINA e
TSALEV, 1995). No entanto, a amostra digerida com HNO3z 5 mol L™ apresentou
valor de concentragao igual ao determinado em GFAAS, mostrando que o sistema
proposto consegue recuperar Se, desde que a digestdo da amostra seja feita com

acidos diluidos.
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Figura 19. Resultados de Se obtidos com o procedimento de espectrometria de
absor¢ao atdmica em forno de grafite (GFAAS) e com o sistema CF-HG-ICP OES.

As Figuras 20 e 21 mostram respectivamente o programa de
aquecimento desenvolvido para As em GFAAS e os resultados para As
determinados por GFAAS e CF-HG-ICP OES.
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Figura 20. Programa de aquecimento desenvolvido para As para o procedimento de

espectrometria de absorgao atdbmica em forno de grafite (GFAAS)

O programa de aquecimento da Figura 20 foi conduzido de maneira a
se determinar as temperaturas 6timas de pirdlise e atomizagcdo para As em meio
HNO3 0,1% (v/v) na presenca do modificador quimico Pd/Mg. Foram introduzidos no
tubo de grafite 12 uL de solugdo estoque de As 60 pL L™ + 5 pL do modificador
quimico Pd/Mg 1000 mL L™, Todos os resultados foram obtidos pela area do pico.

A maior sensibilidade apresentada pela curva de pirdlise ocorreu a
1600°C, havendo redugao de sinal acima dessa temperatura, indicando perdas por

volatilizagdo. O sinal maximo para a temperatura de atomizagao ocorreu em 2500°C.
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Figura 21. Resultados de As obtidos com o procedimento de espectrometria de
absorcao atdmica em forno de grafite (GFAAS) e com o sistema proposto, CF-HG-
ICP OES.

Nota-se na Figura 21, que a amostra de marisco digerida com HNO;
concentrado e diluido, apresentou valores de concentracdo similares quando
determinados por GFAAS. Porém, para o sistema CF-HG-ICP OES a amostra de
marisco digerida com HNOj; concentrado e diluido apresentaram concentragdes
muito inferiores aos valores determinados GFAAS, principalmente para a amostra
digerida com HNOj; concentrado, devido ao mesmo problema de interferéncia
causado pelo excesso de acidos oxidantes na solugdo de amostra, portanto, nao
havendo a recuperagao do analito.

Esse problema na recuperacéo de As pode ter sido causado por alguns
parametros: 1) o comprimento das bobinas de reacdo, as quais podem implicar na
baixa eficiéncia de reducédo de As (V) a As (lll); 2) o tempo de aquecimento da
amostra, que por ser muito longo pode causar perda do analito por volatilizagao; 3)
Cl, presente no meio da amostra proveniente do excesso de acidos oxidantes, o

qual pode estar causando a reoxidagdo do analito e 4) o preparo da amostra, uma
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vez que frutos do mar possuem grande quantidade de arsenobetaina, composto de
dificil decomposigao.

Portanto, a partir dos resultados obtidos para As, foi necessaria a
otimizacdo do comprimento das bobinas de reacdo, do tempo de aquecimento, da
influéncia da desgaseificagcao para eliminar o Cl, presente no meio da amostra e do

preparo da amostra de marisco.

5.2.2. Otimizagao do tempo de aquecimento e da influéncia da desgaseificagao

A Tabela 2 (pag.38) mostra as combinacodes feitas para a otimizagao
do tempo de aquecimento em banho-maria e desgaseificagdo da amostra de
marisco. A Figura 22 mostra que, a partir de A1, combinagao anteriormente usada,
todas as combinagdes feitas utilizando a desgaseificagdo, mostraram pequeno
aumento na concentragdo de As e grande aumento na concentragdo de Se, com
excecdo de A9 e A10, as quais nao sofreram aquecimento, evidenciando a
necessidade de se aquecer a amostra. Nota-se também que 15 minutos de
aquecimento sao suficientes para que a pré-redugao de Se (VI) a Se (IV) se
complete. O tempo de 2 min de borbulhamento com N, foi considerado suficiente
para a eliminagcao dos NOy e Cl, remanescentes. Portanto, 15 min de aquecimento
em banho-maria entre 80-85° C e 2 min de desgaseificacdo foram adotados para o

preparo de amostras.
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Figura 22. Tempo de aquecimento em banho-maria com temperatura entre 80 - 85°C
e desgaseificagdo da amostra. Aquecimento/desgaseificacdo (min): A1=90/0;
A2=90/2; A3=60/0; A4=60/2; A5=30/0; A6=30/2; A7=15/0; A8=15/2; A9=0/0 e
A10=0/2.

5.2.3. Otimizagao do comprimento das bobinas de reagao

A Tabela 3 (pag.39) mostra as combinagbes realizadas para a
otimizagao do comprimento das bobinas de reacéo.

Como pode ser visto na Figura 23, a partir de A1 a qual, era a
combinagao de comprimento da bobinas de reagdao anteriormente usada, todas as
outras combinagdes feitas para b1 e b2 apresentaram aumento nas intensidades de
As. As combinacbées A5, A8 e A9, foram as que apresentaram os melhores
resultados, porem A8 e A9 com maiores desvios. Para Se, A5 apresentou-se
superior em relagéo as outras, com excec¢ao de A1 e A7 que se apresentaram pouco
superiores, poréem com desvios maiores; Portanto, escolheu-se A5 para a nova

combinacgao de comprimento das bobinas de reacao do sistema CF-HG-ICP OES.
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Figura 23. Otimizagdo do comprimento das bobinas de reag¢do. b1/b, (cm): A1=50/25;
A2=50/50; A3=50/100; A4=150/25; A5=150/50; A6=150/100; A7=200/25; A8=200/50;
A9=200/100.

5.2.4. Otimizagao do preparo da amostra de marisco

Depois de otimizadas as condi¢cdes do sistema de analise em fluxo,
desenvolveram-se outros 2 procedimentos de preparo de amostra, especificamente
para a amostra de marisco, na tentativa de se conseguir melhorar a recuperagéao de
As pelo sistema CF-HG-ICP OES.

De todos os procedimentos de decomposigao testados, o procedimento
que utilizou frascos de quartzo e lampadas UV (procedimento 3A) foi o que mais se
aproximou dos resultados obtidos por GFAAS para As, como pode ser observado
pela Tabela 13.

Com esses procedimentos desenvolvidos para a amostra de marisco
pretendeu-se encontrar aquele que fosse mais adequado aos 2 métodos para a
determinacao de As, Sb e Se, GFAAS utilizada como técnica comparativa e CF-HG-

ICP OES, proposta neste trabalho. No entanto, deve ser observado que a amostra
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de marisco ndo apresenta as caracteristicas das amostras agronémicas. Portanto,
optou-se por fazer as decomposicbes das amostras agronOmicas utilizando o

procedimento 1.

Tabela 13. Porcentagem de recuperagcdo de As em amostra de marisco utilizando o

método comparativo GFAAS. Os procedimentos estdo descritos no item 4.5
(pag.41).

Preparo de %

amostra recuperagao

Procedimento 1B 25,3+ 3,1
Procedimento 2A 59,6 £3,7
Procedimento 2B 48,9 + 2,1
Procedimento 3A 89,6 £+2,2
Procedimento 3B 75,0+ 0,9

5.3. ESTUDO DE CONCOMITANTES

As interferéncias na técnica de geragdo de hidretos podem ser de
natureza espectral ou n&o-espectral. Interferéncias espectrais ocorrem quando
alguns ions ou atomos emitem radiacdo em comprimento de onda proximo ao do
analito e interferéncias nao-espectrais ocorrem principalmente devido a influéncia
dos constituintes da amostra sobre o sinal do analito. As interferéncias nao—
espectrais podem ser classificadas em interferéncias de fase liquida (presencga de
oxidantes fortes e efeitos de matriz) e de fase gasosa (geracao de vapor de
concomitantes) (DEDINA e TSALEV, 1995).

Dessa forma, foi realizado um estudo do nivel de interferéncia de
alguns possiveis concomitantes com base nas amostras que se pretendia analisar.
Os sinais de intensidades foram medidos em cada solugdo com possivel interferente
e comparada com aquela contendo somente o analito. A concentracao de As, Sb e
Se foi fixada em 15 pug L' em meio de HCI 6 mol L™ e foram adicionados os

possiveis interferentes, Zn, Fe, Mn, Al, Cu e Ni em concentracdo 10000 vezes



71

superiores as dos analitos. Os resultados desse estudo podem ser observados pela

Figura 24.
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Figura 24. Efeito de concomitantes sobre a determinagdo de As, Sb e Se.

Como pode ser visto, o sistema CF-HG-ICP OES apresenta problemas
de interferéncia, assim como os demais sistemas de geracgao de hidretos.

A interferéncia observada por Al e Cu sobre os analitos As, Sb e Se,
possivelmente foi gerada pela fase gasosa, pois esses elementos apresentaram
valores de intensidade muito altos.

Nao foi observada interferéncia causada por Mn para nenhum dos
analitos determinados.

Zinco foi o unico concomitante que apresentou interferéncia positiva
sobre os sinais de intensidade dos analitos As, Sb e Se. Essa interferéncia pode ser
atribuida a presengca de contaminantes no padrdo utilizado ou a algum efeito
causado pelo processo de emissdo, uma vez a concentracdo de Zn € 10000 vezes
maior que a dos analitos As, Sb e Se.

A interferéncia causada pelos demais concomitantes ocorre
principalmente na fase liquida, pois ha uma competicdo entre o interferente e o
analito no consumo do BH4 para a geracdo do hidreto. A interferéncia mais grave foi

observada para Cu e Ni, os quais suprimem significativamente os sinais de As e Sb
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e, chegando a causar o desaparecimento do sinal de Se. No entanto, € preciso
enfatizar que os valores foram adicionados em excesso para verificagcdo da possivel
interferéncia.

As interferéncias decorrentes da presenca de oxidantes fortes como
NOx (mesmo com emprego de acido diluido durante a decomposi¢cédo da amostra) e
Cl, foram observadas e posteriormente eliminadas fazendo-se a desgaseificacéo

das amostras.

5.4. DESEMPENHO ANALITICO

5.4.1. Curva analitica de referéncia.

As concentragbes de As, Sb e Se nos materiais agronédmicos foram
obtidas por uma curva analitica de calibracdo, onde valores conhecidos de As, Sb e
Se fornecem valores de intensidade correspondente. A faixa de concentracéo
estudada foi de 0 a 120 ug L.

A Figura 25 mostra as curvas analiticas caracteristicas, em meio
aquoso, para As, Sb e Se, mostrando boa linearidade. A curva de calibragao foi
obtida pela area do pico. As equacdes obtidas foram, y = 3,2198x + 6,4524, r* =
0,9988 para As; y = 2,1842x + 8,605, r? = 0,9913 para Sb e y = 4,551x — 3,1174, =
0,9925 para Se.

O sistema CF-HG-ICP OES apresentou bons resultados,
demonstrando ser reprodutivo, com desvios padrao relativos (RSD) menores que
10%, limites de detecgdo e quantificagdo apresentados na Tabela 14 e frequéncia

analitica de 30 amostras por hora.

Tabela 14. Limites de deteccdo e quantificacao para As, Sb e Se.

|
Figuras de mérito As 193,696 Sb 217,582 Se 196,026

ug L™
LOD 0,1 0,1 0,1
LOQ 0,3 0,2 0,2
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proposto (Figura 7, pag.37).
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5.5. APLICACAO

O método desenvolvido foi avaliado na determinacédo de As, Sb e Se
em amostras agronémicas de forrageira, ragado, silagem de milho, sal mineral,
sangue, carcaga, visceras, carne (contra-filé) e sémem bovino. Esses constituintes
em amostras de carne, sangue e visceras de bovinos apds o abate, podem ser
indicadores do desenvolvimento do animal. Em amostras como o sémen, estes
constituintes podem ser indicadores de fertilidade e parametros para discriminagao
de origem ou raga.

As amostras de forrageira, sangue, visceras e sémem foram
enriquecidas com 30 ug L™ de As, Sb e Se sendo determinadas suas recuperagoes.

Os resultados das determinacdes de As, Sb e Se para as amostras sao
apresentados nas Tabela 15 e 16. Observa-se que todos os valores encontrados
foram concordantes com os valores esperados, com excegao de sangue e visceras,
que para Se, apresentaram recuperagdes de 76,8% e 83,5% respectivamente. Isso
provavelmente se deve a problemas de matriz, pois sdao duas amostras que
apresentam altos teores de proteinas e gorduras, as quais podem ter causado
interferéncia na determinacao de Se, porém os desvios padrao relativos (RSD) foram

menores que 10% para todas as amostras enriquecidas.

Tabela 15. Porcentagem de recuperacdo (n=4) em amostras agrondmicas

enriquecidas com 30 ug L™ de As, Sb e Se.

As Sb Se
Amostras %R RSD % R RSD % R RSD
Forrageira 97,7 1,4 93,9 53 112,0 10,0
Sangue 93,8 3,8 86,3 3,8 76,8 7.4
Visceras 91,6 24 93,8 2,8 83,5 3,3
Sémen 94,6 4,3 94,3 25 94,7 3,8
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Tabela 16. Concentracao de As, Sb e Se em amostras agronémicas (n=3).

As Sb Se
Conc. RSD Conc. RSD Conc. RSD
Amostras (ug Kg™) (ug Kg™) (ng Kg™)

Forrageira <LD - <LD - <LD -
Ragao <LD - <LD - 106,3 16,0
Silagem <LD - <LD - 28,0 52,9
Sal mineral 2479,0 6,3 <LD - 43001,7 5,1
Sangue1 <LD - <LD - 436,4 3,9
Sangue2 <LD - <LD - 424.8 6,3

Carcacga1l <LD - <LD - <LD -

Carcacga2 <LD - <LD - <LD -
Visceras1 <LD - <LD - 155,6 11,2
Visceras2 <LD - <LD - 103,6 23,8
Carne1 <LD - <LD - 173,8 11,7
Carne2 <LD - <LD - 183,6 15,1
Sémen <LD - <LD - 530,3 10,0

|
LOD =0,1 ug L para As, Sb e Se

A Tabela 15 mostra os valores determinados para As, Sb e Se nas
amostras estudadas. Nota-se que em todas as amostras, com excecdo de sal
mineral, ndo foi detectado As e Sb. Um teor de 2,479 mg L™ de As foi detectado em
sal mineral, provavelmente de impurezas de suplementos adicionados ao sal.

Com excegao das amostras de carcaga e forrageira, foi detectado Se
em todas as demais amostras agronémicas como esperado, uma vez que Se se

constitui em um mineral essencial para plantas e animais.
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6. TRATAMENTO DOS RESIDUOS GERADOS

A Embrapa Pecuaria Sudeste possui laboratério de tratamento de
residuos quimicos que gerencia e trata os residuos produzidos na sede e no Grupo
de Analise Instrumental Aplicada, GAIA, sendo esse uma parceria Embrapa-
UFSCar. Todo o residuo gerado durante o desenvolvimento deste trabalho foi
armazenado em galdes plasticos, identificados por etiquetas contendo: responsavel,
tipo de residuo, caracteristica do residuo, cuidados a tomar e o diagrama de perigo
(diagrama de Hommel).

O diagrama de Hommel utiliza cores para indicar se a substancia é
reativa (amarelo), inflamavel (vermelho) ou téxica (azul), € numeros de 0 - 4 para
indicar o grau de atividade, sendo 0 pouco reativo (estavel) e 4 muito reativo (téxico
ou facilmente inflamavel). A maior parte dos residuos gerados no desenvolvimento
deste trabalho utilizou o rotulo apresentado na Figura 26, pois possui caracteristicas
oxidantes (oxy), sendo que o contato com a pele ou inalagdo deve ser evitado (3),

necessitando do uso de equipamento de protegao individual (epi).

Figura 26. Diagrama de Hommel para residuos de decomposigcao acida.

Este residuo foi neutralizado utilizando um outro residuo com
caracteristicas basicas (NaOH), proveniente do sistema de destilacdo de nitrogénio
Kjeldahl, do Laboratério de Nutricdio Animal da Embrapa Pecuaria Sudeste.
Monitorando o pH do residuo, a solugdo basica foi adicionada gradualmente até
atingir o pH 7. Nao sendo observada a formacao de precipitados, a solugédo obtida
foi descartada na pia apés uma determinagcdo da presenca metais pesados,

inflamabilidade e carater oxidante/redutor.
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7.CONCLUSAO

O separador gas-liquido desenvolvido constituiu uma alternativa viavel
para a determinacao simultanea de hidretos de As, Sb e Se em sistema de analise
em fluxo, apresentando excelente drenagem.

A utilizacdo do planejamento experimental tornou possivel encontrar as
melhores condigbes quimicas e instrumentais para a geragdo simultanea dos
hidretos, com menor tempo de analises e menor consumo de reagentes.

A introducdo da solucao de Kl depois da adicdo de NaBH, evita que Se
(IV) seja reduzido a Se (0) e reduz com sucesso As(V) e Sb(V) a As (lll) e Sb (llI).

O aquecimento da amostra digerida depois da adicdo de HCI é
necessario para que a redugcao de Se se complete e o tempo de aquecimento
requerido pode ser reduzido sem nenhum problema.

A etapa de desgaseificagdo € importante para a eliminagdo dos NOy e
Cly, minimizando assim interferéncias geradas por oxidantes fortes.

Estudos de interferéncia mostraram que o sistema é suscetivel a
interferéncias de fase gasosa e de fase liquida.

O preparo da amostra foi o0 maior problema para a determinagao de As,
devido a dificuldade de decomposicdo do composto arsenobetaina, porém
procedimentos que empregam a utilizagdo conjunta da radiagao ultravioleta e
microondas se mostram eficientes.

Para as amostras de sangue e visceras, Se e Sb apresentaram as
piores recuperagdes devido a interferéncias de matriz, porém esse problema pode
ser contornado fazendo-se uso de acidos mais concentrados durante a etapa do
preparo da amostra.

Os resultados das analises para materiais agronédmicos apresentaram
boa exatiddo, precisdo e recuperacido com baixos LOD para as determinagdes de
As, Sb e Se.

O sistema podera vir a ser empregado com sucesso em procedimentos

de rotina em laboratorios de analise de tragos.
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