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RESUMO

No presente trabalho, um sistema em fluxo operaudoaltas temperaturas e pressao foi
avaliado, com o objetivo de solubilizar amostrassdeos, leite e sangue de bovinos para a
determinacao de constituintes inorganicos. O sstemprega uma bomba de alta presséo
utilizada em cromatografia liquida para o transpaolts liquidos através de um tubo capilar
metélico aquecido e de um capilar restritor de médi@mnetro interno, com a finalidade de se
obter digeridos acidos das amostras em estudoici€refia da digestédo foi avaliada a partir
da determinagdo do carbono residual, realizadaeppectrometria de emissdo 6ptica com
plasma de argonio indutivamente acoplado. Espeetraarde absorcdo atbmica com chama e
geracdo de hidretos volateis foi usada para asndie;0es de selénio. Foram exploradas
diferentes configuragdes relacionadas ao sistarsacémo emprego de um capilar restritor e
da bobina digestora construida em aco inoxidavel diferentes comprimentos, pressoes de
trabalho e formas de introducdo das amostras, ééproposta alternativa para a insercéo de
amostras que permitiu contornar a inconvenienteigitacdo das proteinas antes da entrada
das amostras no sistema. Para isso, configuragipagsibilitou mistura entre a amostra e 0s
reagentes por confluéncia no interior do sistem@a geévia mistura foi avaliada. Os
resultados indicaram a viabilidade do sistema, aaeducéo do carbono residual em mais de
60 %. Porém, problemas relacionados a perdas deetes por volatilizacdo necessitam ser

contornados.



ABSTRACT

A flow injection system, operated under high terap@re and high pressure conditions has
been evaluated concerning the dissolution of fluites and samples of bovine milk and
blood for the determination of inorganic constitigerin this system, a high pressure liquid
chromatography pump was used for the transportatidiquid samples through a stainless
steel heated capillary and finally through a restri capillary, which has a shorter inner
diameter, so that the digestion of the samplesdcbealattained. The residual carbon contents
were determined by inductively coupled plasma atoewnission spectrometry. Hydride
generation flame atomic absorption spectrometry wsead for selenium determinations.
Different configurations for the flow system weneakiated, such as variable lengths for the
restrictor and digestion capillaries. Different wioig pressures as well as different ways for
the sample introduction were tried out, being redctan alternative that avoided the
precipitation of proteins before the introductioh tbe samples in the system. For this
purpose, a configuration in which the contact betwsample and reagents occurs inside the
system, with no previous mixture, was evaluatede Tésults indicated the viability of the
system which used the confluence configurationhd@lgh digestion efficiency of 60 % was

observed for milk samples, problems related totiu@ation have to be circumvented.
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INTRODUCAO
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1- INTRODUCAO

A alimentacdo € a via mais importante pela qualet®smentos quimicos séo
assimilados pelos organismos superiores, 0 qusiplica a importancia da caracterizagao
dos alimentos quanto aos teores dos diversos reauoioronutrientes.

Neste sentido, a quantificacdo e a especiacdoleo®rtos quimicos em tecidos dos
organismos vivos nos fornecem informacdes Uteia pamvestigacdo do estado de saude
humana e animal. Essas informagbes podem servguie para a adequagédo nutricional
conforme as necessidades caracteristicas de gaél@ieesu de um individuo em particular.

Muitos dos elementos requeridos a nutricdo humad@a reconhecidos como
essenciais, 0 que significa que sua auséncia e idele causar danos sérios e irreversiveis
ao organismo.

No entanto, um elemento que em certa dosagem o@a @ concentracdo no
organismo é considerado essencial, pode ser téricoutras concentracdes. Exemplo disso é
0 que ocorre com 0s elementos zinco, cobre e selPri modo geral, existe uma quantidade
adequada de consumo que deve ser observada paurieates, sendo que a ingestao destes
em guantidades diferentes das recomendadas padi@aresn prejuizos a saude.

Frente & importancia da quantificacdo e da caiaatgio de elementos quimicos e de
seus compostos nas mais diversas matrizes biotbgi@anbientais, a variedade de técnicas
disponiveis possibilita a escolha da alternativesrapropriada para cada fim especifico.

No entanto, independentemente da técnica a sera,usesd primeiros passos na
sequéncia analitica tém basicamente por objetindicmnar adequadamente a amostra para
posterior processamento, sendo que a escolha dedimzento a ser adotado com este fim
depende, por exemplo, do tipo de amostra, da rzatw@ala concentracdo do elemento a ser
determinado, do método de analise escolhido e, digéso, da precisédo e exatiddo desejadas

(BURGUERA; BURGUERA, 1998b; KRUG, 2006).
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Normalmente associados aos procedimentos de preg@yoobservados grande
consumo de tempo e intensa manipulacdo da amosjte pode ser uma importante fonte de
erros e contaminacdes (OLIVEIRA, 2003). Nesse oaojesdo de grande interesse
procedimentos que resultem em maior rapidez nanramto de amostras, especialmente em
areas nas quais ha uma alta demanda de analisesascareas clinica, industrial e ambiental
(LUQUE DE CASTRO; SILVA, 1997; GRABER et al., 199®ara atender a essa demanda,
diferentes metodologias tém sido propostas, deagrguais pode ser destacado o uso de
sistemas que operam por injecao em fluxo.

A principal vantagem do uso de sistemas em fluxpneparo de amostras € a inerente
possibilidade de sua completa automacédo, em adis&atas frequéncias de amostragem e
reducdo do consumo de reagentes, das perdas de ards riscos de contaminacao, devido
a simplificagdo no manuseio da amostra (GRABER. £1999).

Em sistemas desse tipo as configuracdes nas quéag siso da radiacdo microondas
como fonte de energia tém a vantagem de promowsguecimento da amostra de modo
rapido e eficiente, reduzindo o tempo necessaria pa&tapa de preparo (BURGUERA et al.,
1986), mas também oferecem condi¢cdes inadequaddgyedtdo de diversas matrizes
(GRABER et al., 1999; ARRUDA et al, 1997), em deéacia das limitaces fisicas dos
materiais empregados na confec¢cdo da bobina dst@ligemateriais esses que devem ser
transparentes as microondas e comumente nao nesistdevadas temperaturas e pressoes de
operacédo (GRABER et al., 1999; HAIBER et al., 2000)

Como alternativa ao uso da radiacdo microondas eserolvimento de
procedimentos de decomposi¢cdo em fluxo, o uso decagento resistivo em sistemas em
fluxo que operam sob altas temperatura e press@ABGR et al., 1999) tem sido

investigado em diversos trabalhos. Tais sistemaseié potencial as caracteristicas gerais
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proprias dos sistemas em fluxo, com a vantagem uperar as limitagbes quanto a
temperatura e pressao de trabalho.

Nesta dissertacdo, buscou-se avaliar as poteraziaiédde uso de sistema em fluxo
operando sob aquecimento resistivo ha decomposigatiferentes matrizes como sucos de
frutas, plasma sanguineo, soro e leite de bovinegndo posterior quantificacdo de

elementos quimicos de relevante importancia emcaotanimal.
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2- REVISAO DA LITERATURA

2.1- Decomposicao de amostras biologicas por meie sistemas em fluxo

Visando disponibilizar os analitos para a detequéomeio de técnicas apropriadas,
diferentes fontes de energia (radiacdes ultradplenfravermelho e microondas, por
exemplo) podem ser utilizadas em processos de ge=ipdo de amostras (SILVA, 2004).

Nos procedimentos de digestdo assistida por ramiagéroondas, obtém-se vantajosa
reducdo do tempo empregado no processo quando rmopaa outras formas de
transferéncia de calor, pois a radiacdo incideoteete energia diretamente para o seio da
solucdo da amostra, sem depender, portanto, daidada de transferéncia de calor das
paredes do recipiente em que esta inserida.

Desta forma, a taxa de aquecimento torna-se coasglenente maior do que a obtida
por aguecimento convectivo, e assim um processhgdstao que consumiria algumas horas
pode ter seu tempo reduzido a poucos minutos (BURRA] BURGUERA, 1998b) quando
a radiacao microondas € aplicada como fonte deyiener

Além do aquecimento notadamente eficiente, asidg#ede digestdo assistida por
radiacdo microondas também proporcionam um mesco de contaminacdo da amostra por
metais, pois existe a necessidade de uso de nisteaiasparentes a radiagdo microondas nos
frascos e outros elementos do sistema, 0s quaisgeral sdo confeccionados de
politetrafluoroetileno (PTFE) ou perfluoroalcoxi R) (GRABER; BERNDT, 2005).
Largamente utilizados, procedimentos de digestd® ewolvem a aplicacdo da radiacao
microondas sao executados principalmente em batelagdiante o uso de fornos com
cavidade ou com radiacéo focalizada (NOBREGA .e2805).

A opcéo por sistemas de digestao operando em @ngontra seu impulso na busca de

solugbes para algumas dificuldades existentes d@msoabordagens, como a producao de
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vapores acidos que no caso de sistemas abertesea um risco a saude do operador, ou 0
consideravel tempo necessario ao resfriamento agcds de digestdo, caracteristica de
sistemas fechados (BURGUERA; BURGUERA, 1998b).

Ao longo das ultimas duas décadas, o uso da radiajéoondas como fonte de
aquecimento foi proposto em diferentes alternagpzaa a construcdo de sistemas de digestao
gque operam por injecdo da amostra em fluxo.

Nesses sistemas, apos ser inserido em um fluxegaator e impulsionado pelo
interior do forno onde ocorrem 0 aquecimento e agsicado, a amostra digerida pode ser
coletada em frascos para posterior andlise. Altearaente, ha ainda a possibilidade de tais
sistemas serem aplicados particularmente a amestragm técnicas de deteccdo que
requerem um fluxo continuo de amostra — como espeetria de absor¢cdo atémica com
chama (FAAS), espectrometria de absorcdo atdmioa geracdo de hidretos (HGAAS),
espectrometria de absor¢cdo atdbmica com atomizada@trotérmica (ETAAS) ou
espectrometria Optica de emissdo com plasma iradugnte acoplado (ICP OES) (Burguera
& Burguera, 1998a). O emprego dessas alternatigggesenta a possibilidade do
acoplamento entre a etapa de digestdo e o detmotopriado por meio de uma interface
adequada, sendo eliminadas vérias etapas de magépué exposicdo da amostra, que além
de consumirem grande parte do tempo total do psocespresentam importante fonte de
erros por contaminacdo ou perdas de analitos (ASFABETOE, 2005; OLIVEIRA,
2003).

Burguera e Burguera (1986), em um trabalho pion@ipontaram as potencialidades
de um sistema deste tipo. Em seu trabalho, amestagente sao inseridos em um fluxo de
agua e aquecidos no interior de um forno de miaasrdoméstico, seguindo diretamente
para o nebulizador de um espectrometro de absatdéuca, obtendo-se boa recuperacao dos

analitos e reduzido tempo de residéncia.
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Além da possibilidade de acoplamento com sistemas déteccdo, outras
caracteristicas positivas dos sistemas de digestéidluxo podem ser apontadas quando
comparadas com a digestao realizada em bateladrrenautomatica de amostra e reagentes,
mais alta frequéncia analitica, facilidade no ussoeiada a seguranca do operador,
aplicabilidade na digestdo de diversos tipos derireat (BURGUERA; BURGUERA,
1998a,b), reducédo no consumo de reagentes e gedacdvnimas quantidades de residuos
(OLIVEIRA, 2003).

No entanto, os materiais transparentes a radimg&roondas, necessariamente usados
na constituicdo de diversos elementos destas coafijes, apresentam alteracdes em suas
caracteristicas de resisténcia mecanica mediaag@ecimento, implicando em limitacdes das
condicbes a que o sistema pode ser submetido. D® meral, temperatura e pressao de
operacao ficam limitadas a 200°C e 10 a 20 bapeotwamente (JACOB et .al2005),
comprometendo a eficiéncia na decomposicao dezeatmais complexas.

Para contornar a necessidade do uso de mateaagparentes a radiacdo microondas
e, portanto, tornar possivel o uso de condigcbegaojmmais mais severas, sistemas em fluxo
operando com aquecimento resistivo em substituegi@quecimento por microondas tém
sido propostos.

Os elementos de construcdo do digestor em tamnsast podem ser compostos ndo
mais necessariamente de polimeros transparentegliac&@o microondas, mas de ligas
metélicas especiais (JACOB et,@005) ou tubos metalicos revestidos internameote
vidro borossilicato ou materiais poliméricos de aksisténcia (GRABER; BERNDT, 1999),
tornando viavel a aplicacdo de temperaturas acen20@°C simultaneamente a pressoes de
algumas centenas de atmosferas, resultando emdagles de reacdo mais elevadas e melhor

eficiéncia na digestdo de amostras de diversagéats (HAIBER; BERNDT, 2000).
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O acoplamento direto destes sistemas a difereetestdres, como espectrometros de
absorcdo ou emissdo atdmica, tem sido avaliado eesdtados obtidos demonstram a
potencialidade da aplicacdo destas configuracoekgeatio de diversas matrizes (JACOB et
al., 2005), possibilitando ainda seu acoplamento i@me&s que operam a baixas pressoes,
como os sistemas de geracao de hidretos para espetriia de absorcdo atdbmica.

Apesar dos detalhes das configuragcfes variaremauwtopentre si, de um modo geral
em sistemas deste tipo uma bomba utilizada em ¢ogmadia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) é utilizada para transportar, sob alta @res®0-400 bar), as solu¢des contendo
amostra e reagentes através de um capilar reddet@equeno orificio (5Qm) posicionado
no final do sistema.

Em seu percurso no interior do sistema em fluxtmoido é aquecido, no interior de
um capilar, a temperaturas mais altas do que paeto de ebulicdo normal, sem que ocorra,
no entanto, formagéo de vapores dentro do sistema.

A vaporizacdo da mistura contendo amostra e reagehtimpedida pela elevada
pressao interna imposta pelo restritor, sendo sgtarior a pressdo de vapor do liquido na
temperatura a qual € submetido. Desse modo apefaae diquida é mantida no interior do
capilar aquecido (GRABER; BERNDT, 1999; BERNDT kt 2996).

Empregando esta configuracdo, que possivelmente s@octionar as limitacdes
encontradas na utilizacdo de microondas como fdataquecimento, amostras bioldgicas
podem ser solubilizadas em linha, sendo coletagés a saida do restritor para posterior
analise (determinacéo off-line) ou levadas diretameo detector utilizando uma interface

apropriada (determinacéo on-line) (JACOB et2005; LUO et aJ 1994).
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2.2- Espectrometria de absorcao atbmica

A espectrometria de absorcdo atbmica € uma téaniea permite a deteccdo e
quantificacdo de elementos quimicos pela medidabdarcdo de radiacdo por atomos livres
em fase gasosa.

Em geral, considera-se que as primeiras observaefmentes a divisdo da radiacao
eletromagnética em comprimentos de onda foram cmad&s no século XVII por Issac
Newton, que descreveu observacdes sobre a forndacéiversas cores quando a luz branca
passa por um prisma.

Em 1802 Wollaston marcou o inicio dos estudos sarsorcdo da luz, com a
descoberta da existéncia de linhas negras no espéatluz solar, que se supunha ser
continuo. Esta constatacdo foi melhor investigaataRpaunhofer, que associou a ocorréncia
de linhas “apagadas” como evidéncia de absorcéadiacao luminosa.

Mais tarde, em 1820, Brewster afirmou que as lintbeag-raunhofer eram de fato
consequéncia de absorgdo da luz por atomos, plovente atomos gasosos localizados nas
proximidades da superficie solar.

Os principios deste tipo de absorcdo foram esteidele algum tempo depois por
Bunsen e Kirchhoff, por meio de estudos das litagsspectro de metais alcalinos e alcalino-
terrosos, e em 1860 Kirchhoff enunciou a lei quespa a ser o principio fundamental da
AAS e diz que “em condi¢cdes normais todos 0s cosgoscapazes de absorver radiagdes que
eles sdo capazes de emitir”.

Em 1900, a relagéo entre a absorcdo de radiacaat@oos e a estrutura atdmica foi
traduzida por Planck com a lei quantica de absoec@missao de radiacdo. Segundo esta lei
um atomo apenas pode absorver energia radiantemprimmentos de onda bem definidos,
podendo também liberar quantidades definidasaritg de energia. Seguiu-se a isto a

proposta em 1913 de um revolucionario modelo atdnmor Niels Bohr, que trata da
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quantizacao dos estados energéticos dos atomosjente a publicacdo quase simultanea de
trabalhos por Walsh (1955) e por Alkemade e Mi(&855) levou a AAS ao status de técnica

recomendada como aplicavel de um modo geral paegimentos analiticos. As aplicacdes

da AAS foram impulsionadas quando Holak (1969) psop técnica de introducdo da amostra
a partir da geracao de hidretos volateis.

Os modernos espectrometros de absorcdo atbmicseapam basicamente a mesma
estrutura daqueles primeiramente produzidos em osedd década de 1960: uma fonte de
radiacdo; um sistema de injecdo e atomizacdo dateanam sistema oOptico para selecéo do
comprimento de onda a ser detectado; sistema decgdet composto de valvulas
fotomultiplicadoras para conversdo da radiacdo m@eorvida em energia elétrica e
amplificacéo do sinal assim obtido.

Para evitar que as interferéncias devidas as @Baemitidas pelo atomizador, a
radiacdo da lampada de catodo oco é modulada.idtesnas mais antigos esta modulacéo é
realizada mecanicamente por meio de um dispositdtatério €hoppej localizado no
percurso do feixe de radiagdo. A modulacdo tambéde ser feita por meio de corrente
alternada em sintonia com o amplificador.

As fontes de radiagdo utilizadas em espectrometga absorcdo atdmica séo
principalmente fontes de espectro continuo, lampddalescarga sem eletrodo e lampadas de
catodo oco, sendo estas Ultimas as fontes de usalifndido.

As lampadas de catodo oco sdo lampadas seladasuddas em vidro. De formato
cilindrico, em seu interior temos em uma das exttades um catodo feito do elemento de
interesse — recoberto com este — e um anodo d@nwrou tungsténio. Preenchida com gas
inerte — normalmente argonio ou nednio em baixasgdes, de 100 a 200 Pa — a lampada tem
a outra extremidade fechada com uma janela dezguattensao de 150 a 400 volts provoca

a ionizacdo do gas de enchimento. Os cations farsaédo atraidos e colidem fortemente
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com o catodo e arrancando de sua superficie atdma&demento de interesse, que passam
assim ao estado de vapor, ficando ainda mais exg@sichoques com os ions do gas de
preenchimento acelerados rumo ao catodo. Com ndwagues os atomos do elemento de
interesse sofrem excitacdo energética e ao retamao estado fundamental emitem radiacéo
em comprimentos de onda especificos.

Em espectroscopia de absorcédo atdbmica a etapamzatdo é necessaria para que
sejam obtidos os atomos livres em seu estado fugrtaim Os tipos de atomizadores podem
variar bastante, sendo mais comumente utilizado®les) que fazem uso da chama. No
entanto, tem grande destaque o uso do forno déegrpfando se deseja alcancar maior
sensibilidade. Ao se fazer uso da técnica de aegpeetria de absor¢cdo atbmica com geragao
de hidretos volateis, a atomizacdo do hidreto econ interior de uma célula de quartzo
aquecida pela chama do atomizador. As chamas roaisimente usadas sdo a chama ar-
acetileno e 6xido nitroso-acetileno.

Em espectroscopia de absorcdo atdbmica o monocrantado papel obviamente
importante, porém néo tao critico quanto no casesg@ctrometria de emissao atdbmica, pois
em AAS a especificidade da radiacdo que chega peceémetro € obtida anteriormente
como caracteristica do elemento que a emite nae folet radiacdo e que a absorve
parcialmente. Os espectrometros em AAS sdo do @zerney-Turner e possuem
relativamente baixa resolucao (0,2 — 0,02 nm), egussivel considerar de maior relevancia
no equipamento o conjunto de elementos Gpticosagtecedem o espectrdbmetro no percurso

da radiacao (SKOOG et.a2002; WELZ; SPERLING, 1999).
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2.3- Geracéo de hidretos em espectrometria atbmica

O sucesso de uma analise em espectrometria at@empende em grande parte da
eficiéncia da etapa de introducdo da amostra, ddomgoe a maior quantidade possivel do
analito deve ser conduzida as etapas subsequenpesabsso.

Normalmente, em espectrometria atdbmica a introdaigéamostra é realizada com o
uso de nebulizadores pneumaticos, que tém a futed&@mnverter a amostra liquida em um
aerossol com particulas de dimensdes apropriadssaBrossol deve ser entdo conduzido por
um gas de arraste para o sistema de deteccéao elciréspetro.

No entanto, apesar de serem a forma mais comunmtoelucdo da amostra nos
espectrometros de absorcdo ou emissdo atbmicasstemas pneumaticos de nebulizacao
apresentam uma baixa eficiéncia de nebulizacadonaldo que menos de 10% da amostra
liquida — e conseqiientemente menos do que a d@arteado analito presente em solugéo —
sao convertidos em aerossol util, sendo descartaldoo restante (TAKASE et.aR002).

Se por um lado apresentam conveniente e facil ofpera caracteristicas que os
tornam largamente adotados —, por outro os sistpmasmaticos de introducdo da amostra
também apresentam dificuldades quando sé&o usadgée® com elevada viscosidade ou alto
teor salino. Outra questdo complicada no uso dessisnas de introducdo surge quanto a
viabilidade da analise quando é disponivel um velunuito pequeno da amostra (TAKASE
et al, 2002), pois ndo menos que alguns mililitros s&ralghente necessarios.

Para contornar os problemas inerentes a nebulizag@omatica, especialmente nos
casos em que os analitos encontram-se em baixasrtoacdes, uma alternativa pode ser a
conversdo da espécie de interesse em uma formal,volgue pode ser feito pela geracao
qguimica de hidretos.

As vantagens das técnicas de geracdo de hidretéteigoincluem simplicidade e

relativamente baixos riscos de interferéncias (BHAT992), além da alta velocidade de
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reacao, relativamente baixo consumo de reagentelborra nos limites de deteccdo de
selénio por uma ou duas ordens de magnitude emdarcelas técnicas espectrométricas
correspondentes.

Importantes fontes de erro em técnicas de geraeabidietos sdo relacionadas a
perdas de selénio por volatilizacdo e adsorcaoocowariacbes em seu estado de oxidacao.
Portanto a etapa de pré-reducéo do analito aocedeadxidacéo adequado para o processo de
formacdao do hidreto de interesse - Se (IV) deveesdizada com observacdo desses aspectos
e consideracao de possiveis interferéncias caupadasns de metais nobres e de transicao e
também por matéria organica (DEDINA; TSALEV, 1995).

Inicialmente aplicada a reducdo de arsénio a agseha adicdo de zinco metdlico a
amostra acida (HOLAK, 1969), o procedimento ja espntava um ganho em sensibilidade
resultante da maior eficiéncia no transporte dditanao atomizador. No entanto havia,
apesar da melhor sensibilidade, algumas dificulslaclusadas pela absorcdo da chama
convencional em comprimentos de onda préximos mRisadi mais sensiveis do arsénio.
Posteriormente foi proposto (CHU et,8972) um procedimento em que o vapor gerado €
conduzido ndo mais a chama do atomizador, mas tadoinde uma célula de absorcao
consistindo de uma tubulacdo em T. Composta ddzguaraquecida eletricamente, a célula
de absorcdo promove em seu interior a atomizac® efpécies moleculares para
quantificacao por absorgcao atomica.

Antes de se tornar pratica comum o uso de tetraivdato de sédio no processo de
reducdo para a geracao de hidretos, a reducé@padalcom uso de metais restringia a técnica
a quantificacdo basicamente de As e Se. Adotadapnitmeiros estudos sobre aplicagdo da
geracdo de hidretos, esta abordagem resulta ememeagais lentas, baixa eficiéncia na

formacgdao de hidretos e consideravelmente maidenécias (MCDANIEL et al., 1976).
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Com a proposta do uso de solucdes redutoras dehitktvborato de sodio para a
reducdo das espécies de interesse (BRAMAN.e19r2), houve consideravel diversificacdo
dos elementos passiveis de determinacao pela @d¢natuindo-se Bi, Ge, Pb, Sb, Sn, Te
(DEDINA; TSALEV, 1995; OLIVAS; CAMARA, 2003).

Etapa importante na aplicacdo da geracao de hidpet@ a determinacao de Se e Te é
a pré-reducao realizada mediante o aquecimentondatea em meio acido, para que ocorra a
conversao da espécie Se (VI) em Se (IV) (HOBBINE1), que reage mais eficientemente
para a formacéo de hidretos. Para elementos dm drbipla tabela periddica (As, Sb e Bi)
observa-se que estados de oxidacdo mais altoscanpkem reducéo do sinal analitico. Para
os elementos do grupo 16, o estado de oxidacdo aftais- Se (VI) — ndo leva a sinal
detectavel, sendo indispensavel a etapa de prédedip analito para o estado de oxidacao
IV (BOWMAN et al., 1997; DEDINA; TSALEV, 1995; HALICZ; RUSSELL, 1986

Foi verificado que, a 25 °C, 97% do selénio permaremmo Se (VI) em solucao de
HCI 5 mol L* (KRIVAN et al, 1985), o que implica na necessidade de se formemrgia
para o deslocamento da reacdo no sentido de foontiacéspécie mais favoravel a geragéo de

hidretos, conforme a reacéo (CRISPINO, 2005):

HSeQ + 3H + 2CI > H,SeQ + H,0O + Cb

Como citado, a necessidade da conversao de Seipardorma especifica, antes de
ser submetido a reacdo de formacdo de hidretosna aonsequéncia do fato de que as
velocidades e eficiéncias das reagfes com o NaBb diferentes entre as espécies de cada
um destes elementos.

Deste modo, os varios elementos formadores detb@kmlateis, ainda que em sua

forma inorganica, reagem com o NaB#e maneira particular, diferenciada entre si, &b
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mesmas condic¢des. Isso torna possivel o0 ajusteatakicOes reacionais para a separacao de
diferentes espécies (OLIVAS; CAMARA, 2003).

A formacéo de hidretos volateis por meio da reduwgén tetrahidroborato de sodio
baseia-se na rapida reacdo do ion tetraborato acmmacido, levando a producédo de
hidrogénio radicalar, que reage com o0s elementosaidores de hidretos. As reacdes

envolvidas sao representadas a seguir (TAKASE,&2G@02):

NaBH, + HCI + 3H,0 - H3;BO; + NaCl + 8H°

8He + X™ > XHp + Hy (excesso)

O tetrahidroborato de sodio pode ser utilizadoarené de drageas, mas seu uso em
forma de solucdo é mais apropriado e é nesta f@ueao reagente € mais largamente
utilizado, permitindo melhor eficiéncia na geraciohidretos, com sinais mais reprodutiveis
e gerados com maior regularidade, especialmentsigegmas automatizados de geracao de
vapor que permitem a mistura da amostra com ag@sdude reagentes, mediantes controle
das vaz0bes de aspiracdo das solucdes.

A gquantidade de redutor utilizada deve ser sufieigrara as reacdes deformacéo de
hidretos, e um excesso de reagente atua de modav&V por ocasionar maior producdo de
hidrogénio molecular, resultando em maior arrasthidreto formado para fora da solucéo.

A acidificacdo da amostra € importante e ha recoiangies para que sejam utilizados
meios com elevada concentracdo de &cido cloridifaty de 4 mol ! a 7,5 mol %
Acidificacdo da mostra a tais niveis resulta emhoréh da sensibilidade na maioria dos
sistemas de geracdo de hidretos e em maior tolar@npresenca de metais nobres e de
transicéo, além do que o préprio acido cloridriagiizado como pré-redutor de Se(VI) para

Se(IV) em concentracédo de 5 a 6 mdl L
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Para a etapa de pré-reducéo, melhores resultada$sédos com o uso de cloreto — a
partir de acido cloridrico aquecido — e brometopadir de HBr ou KBr em meio cloridrico,
havendo preferéncia pelo uso do meio cloridricaleterminacdes on-line e off-line.

Como principais fatores que interferem nesta efapdem ser citados a temperatura, a
acidez total do meio, a concentracdo de clorefoodisel, o refluxo no interior do frasco e a
pressurizacéo do sistema (DEDINA; TSALEV, 1995)nbém podem interferir nesta etapa a
acidez residual de etapas anteriores do prepasmdatra (BYE; LUND, 1988), a presenca
de componentes da matriz ou de matéria organiadusds(VIJAN; LEUNG, 1980), o

material dos recipientes em que ocorrem as red&REMUS; MAIER, 1985).

2.4- O Leite

2.4.1- Aspectos gerais

Por sua composicdo e também por sua disponibiljdadeite pode ser considerado
um alimento quase perfeito para recém-nascidos REIBA et al, 2003), sendo fonte de
nutrientes durante os primeiros meses de vida dwsifaros. Sua relevancia — especialmente
no caso do leite bovino — na dieta humana é dendasive ao fato de que, além de nutritivo,
trata-se de um alimento que em muitas culturas oodm todo é fortemente inserido na
alimentacdo de pessoas de todas as idades (MUNNENRO et al, 2005) diretamente ou
como ingrediente comum no preparo de alimentogjrada na forma dos muitos derivados da
industria de laticinios (LEITE et.aR006).

Os leites produzidos pelas diversas espécies deifaram terrestres apresentam
semelhancas de constituicdo entre si, mas para espécie ou raca sdo verificadas
particularidades na composi¢cédo (JENSEN, 1995) terelam as necessidades especificas dos

filhotes.
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2.4.2- Composicao

As analises da composicao do leite e de sua caigélit elementar sédo importantes
como fontes de informacéo sobre possiveis contg@d@saambientais e também para estudos
de nutricdo (TAME; HOBBIN, 1999), pois se trata aeportante fonte de nutrientes
essenciais a saude humana.

Em média a dgua corresponde a 87% do leite boeirbna fracdo aquosa que sao
encontradas emulsionadas, suspensas ou dissdivtissas demais espécies que compdem o
leite. Além da fracdo aquosa, o leite contém apnadiamente 3,3 % de proteina, 3,9 % de
gordura, 4,6 % de lactose e cerca de 1,0 % de soespécies, que incluem substancias
minerais e acidos organicos (SILVA, 1997; WALSTRIENNESS, 1984).

A lactose é o principal carboidrato presente nte lbovino, que apresenta glicose e
galactose em pequenas proporcdes. E a principt fteenergia dos recém-nascidos e um
dos componentes mais estaveis do leite. A quaridadlactose secretada pelas glandulas
mamarias desempenha papel regulador da quantidadguh e do conseqiiente volume de
leite produzido (CENTRO NACIONAL DE PESQUISA TECNOGICA EM
INFORMATICA PARA A AGRICULTURA, 2008).

A gordura do leite bovino esta presente na formgldeulos em suspensdo na fase
aquosa. Constituida majoritariamente por triglibeos, esta fragdo do leite serve de veiculo
para vitaminas (A, D, E e K) e outras substandagssollveis como carotendides, cuja
presenca confere ao leite sua cor amarelo-crem&T8D NACIONAL DE PESQUISA
TECNOLOGICA EM INFORMATICA PARA A AGRICULTURA, 2008

A fragcdo protéica do leite € representada prinoipate pela caseina, espécie a qual
correspondem aproximadamente 80% do teor proteioagite bovino e que se encontra

guase que em sua totalidade (95%) na forma de amicaksociada a espécies inorganicas,
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especialmente fosfato de célcio, apresentando h@didgde nutricional (SILVA, 1997;
SILVA, 2004; RUEGG & BLANC, 1982).

A composicao mineral do leite bovino resulta deeties fatores, como a alimentacéo
a que o animal é submetido, suas condicbes gemisadde — incluindo-se fatores
relacionados a secrecéo do leite pela glandula m@amaou ainda a raca, o periodo do ano e
as caracteristicas do solo da regido (FOSTER &98I).

Além destes fatores mais intimamente relacionadoar@mal e a producéo do leite
por seu organismo, etapas posteriores de procestaagequais o leite € submetido, inclusive
o tratamento térmico realizado industrialmente,gnodevar a alteracdes nos teores de seus

constituintes minerais (ZURERA-COSANO et, d1994).

2.5 Selénio

A principio a relevancia dada a quantificacdo démnse se devia a toxicidade deste
elemento, mas seu estudo ganhou ainda mais destpgsa constatacdo de sua importancia
como elemento trago essencial (D’'ULIVO, 1997).

O Se é um elemento representativo do grupo deentgg que, por ndo ser acumulado
no organismo do bebé durante seu desenvolvimentatero, precisam ser inseridos na
alimentacdo dos recém-nascidos ja a partir do masto, visando seu 6timo crescimento
(NOBREGA et al, 2003).

Isoladamente, o Se pode ser encontrado na forreeleteito, selenato, $eu Sé&'. Na
forma de compostos, ocorre na constituicdo de tesaisi metiladas de menor complexidade,
além de aminoacidos, espécies de baixa massa ravldsalenometionina, selenocisteina,
selenocistina, dentre outras), selenoproteinakeranzimas (D’ULIVO, 1997).

O consumo diario recomendado de selénio aumentatjramente para cada faixa

etaria, sendo de 0,015 mg/dia até o sexto mésdaeevD,055 mg/dia para homens e mulheres



30

adultos. Maior consumo é recomendado para gestantedantes, respectivamente 0,060 e
0,070 mg/dia.

Apesar de ser um elemento relativamente raro narfcig terrestre, o Se €
largamente distribuido na natureza, tendo sido tffiaao em amostras de diversos tipos,
incluindo tecidos vegetais e animais, amostrasrdseglimentos e solo (D’'ULIVO, 1997),
além de amostras biol6gicas diversas como leitmgue (PECHOVA, 2005).

Os niveis de Se encontrados no leite bovino api@sese de modo geral em torno de
20 a 30 ng ¢, mas podem variar bastante, indo de menos de 40 agté mais de 100 vezes
este valor, conforme a regido de criacdo — e, cpresgemente, a alimentacédo — do gado seja
pobre ou rica em selénio. No leite bovino, de 2¥9% do total de selénio sdo encontrados na
fracao lipidica e cerca de 70% no soro, capdactoglobulina (CASEY et al., 1995; MUNIZ-

NAVEIRO et al, 2005).
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3- PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Material e métodos

No sistema em desenvolvimento para decomposicadluxm de amostras a altas
temperatura e pressao foi empregada uma bomba d€é HRRoStar LC System 210, Varian,
EUA) equipada com um cabecote em PEEK (poli-éter-é&ttona) e mddulo de pressdo com
limite maximo de 4000 psi (275 bar), para impulsioas solu¢des atraves do capilar restritor.
Para injecdo das amostras com mistura prévia dg&wloxidante, foi empregado um injetor
manual de 6 vias para HPLC (9725i, Rheodyne, Edé) alcas de amostragem em PEEK.
As conexfes no sistema foram feitas empregandoigerntos de conectores e ferrules em
PEEK e em aco inox — para conexdo com partes emKPEEom partes metalicas,
respectivamente —, resistentes as faixas de predsfoperatura aplicadas nos experimentos.

Como se trata de um sistema em que a injecdo dstrangofeita simultaneamente com
a da solucdo de reagente &cido, foi preciso comside ocorréncia de precipitacdo das
proteinas da amostra mediante reducdo do pH do, meando do contato entre as duas
solugdes. Essa precipitacdo torna inviavel a naspuévia das solucdes, especialmente no
caso de amostras de leite e sangue, que contérdelégor protéico. Para contornar este
problema, foram realizados experimentos com a gordgao na qual amostra e reagente sao
inseridos em confluéncia, em um ponto imediatamanterior a entrada do digestor.

O sistema construido (figura 1) apresenta a cordigio na qual os dois liquidos sdo
encaminhados em confluéncia, localizada proximateaéa do tubo digestor. A amostra é
injetada com uso do injetor manual para HPLC e Isiponada pela bomba de HPLC, sendo
usada dgua como meio transportador. Para inje¢c&oldgdo oxidante no sistema foi usada
uma bomba tipo seringa (341b, Orion, EUA), que ajper deslocamento do émbolo de uma

seringa plastica carregada com a solucéo acidatdige(HNQ + H,O,) e possibilita o ajuste
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da vazao imposta, com base na variacdo da velacidaddeslocamento do émbolo e nas
dimensdes da seringa utilizada.

Para a manutencao da pressao interna do sistenaa) usados capilares de silica
fundida com d.i. 50um e comprimento definido de acordo com a pressadratelho

desejada.

Figura 1. Sistema em fluxo a altas temperatura e pressaad- ajultimetro e monitor de temperatura; 2-
transformador de tenséo; 3- variador de tensddiomba de HPLC; 5- bomba tipo seringa; 6- digesier;
resfriamento e coleta; b) confluéncia- @uxo carregador da amostra; €fluxo carregador dos reagentes; c)
detalhe da etapa de resfriamento e coleta.

Visando a simplificacdo, o sistema avaliado foistarido quase completamente com
materiais de baixo custo, substituindo-se capilasgseciais de dificil obtencdo ou de alto

custo de fabricacdo por capilar de aco inox. Oemsiat de aquecimento também foi
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simplificado, sendo 0 mesmo realizado por meioedtsténcia elétrica de cobre do tipo que
normalmente € usada em chuveiros elétricos.

O tubo digestor avaliado consistiu de um capilaragm inox com d.i. 0,030” e d.e.
1/16”, recoberto em toda a sua extenséo por umdaboéntrico de material ceramico. O uso
do revestimento ceramico tem a finalidade de umipar a distribuicdo da energia térmica
fornecida ao sistema em toda a extensdo do digestevitar o contato direto entre a
resisténcia elétrica e o tubo metalico.

Envolvendo a parte externa do tubo ceramico, fapakta em helicoide uma
resisténcia elétrica. Sobre essa resisténcia, itddatde uma liga de ferro e cobre, pode ser
aplicada a diferenca de potencial desejada, pa@cprra o aguecimento do sistema.

A tenséo aplicada a resisténcia elétrica foi aflssteom o0 uso de um transformador
acoplado a um variador de tensdo (3PN1520B, Stadd)). Essa combinacao permitiu o
controle da diferenca de potencial com incremendes décimos de volt, sendo o
monitoramento feito com uso de um multimetro digita

O digestor assim constituido pelo tubo em aco inakp cerdmico e resisténcia
elétrica foi isolado termicamente com |a de vid@ndo o conjunto finalmente envolvido por
tecido sintético resistente ao calor. A temperaamague o sistema permanecia durante os
experimentos resultava de fatores como vazéo nensas tensdo aplicada na resisténcia
elétrica, pressdo de trabalho e temperaturas ta®es utilizadas.

O monitoramento da temperatura no digestor foofedm uso de um termopar tipo K,
posicionado em contato com a parte externa do tdigem aco, em sua porcao central, por
meio de pequena abertura deixada no revestimenfonam. A figura 2 traz imagens dos

elementos usados na montagem do digestor.
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Figura 2. Digestor construido para uso no sistema em est)diaubo cerdmico; b) capilar em ago inox,
envolvido pela resisténcia Fe/Cu, sem o tubo cex@ng) vista dos diferentes elementos usados naagem do
sistema.

Para avaliar a eficiéncia da decomposicdo em ffakmonitorado o teor de carbono
residual (esidual carbon content- RCC) nas solucbes processadas no sistema em
desenvolvimento, empregando procedimento descrido @ouveia (2001). Na etapa
imediatamente anterior a determinacdo do RCC asic®ed foram desgaseificadas

empregando aquecimento em banho-maria, a 100°Q@aninutos com frascos abertos

(SILVA, 2004).
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Tabela 1.Condi¢gbes operacionais empregadas no ICP OES anfigaracdo radial para a determinag&o do teor
de RCC nos digeridos obtidos.

Parametro operacional

Poténcia RF (kW) 1,0

Vazdo do gas do plasma (L rifjn 15

Vaz&o do gés auxiliar (L mih 1,5

Vaz&o do géas de nebulizac&o (L Hin 0,9

Amostra (mL mift) 0,8

Altura de observacgéo (mm) 8

Camara de nebulizacao Sturman Masters

Nebulizador V-groove

Linhas de emisséo (nm) C 1193,025
C Il 247,857

| e ll- linhas de emisséo atbmica e ibnica, resypatiente.

Para as quantificac6es de carbono para a avalgec@éiciencia de decomposicéo, foi
usado um espectrometro de emissao 6ptica com pldenaagonio acoplado indutivamente
(Vista Pro RL, Varian, Austrélia), operado nas Godes apresentadas na tabela 1. Para
determinacdes de selénio foi usado um espectrordetrabsorcao atdbmica (SpectrAA-800,
Varian, Australia), sendo a introducdo da amostita fcom com sistema de geracdo de
hidretos comercialmente disponivel (VGA 77, Variaairalia).

No procedimento utilizado para a geracado de hidra@ste trabalho, antecedendo a
etapa de geracdo de hidretos propriamente ditaefdizada pré-reducdo do analito nas
solucbes a serem analisadas, consistindo da ad&a¢Cl 12 mol [ & amostra digerida,
obtendo-se a concentracéo final HCl 6 md) Indicada para a reducéo do Se Apds a adicao,
a mistura era homogeneizada e submetida a aqueoirsen 80°C por 15 min e deixada a
resfriar até temperatura ambiente antes da an@a&RIAN, 2004).

Com a finalidade de comparar os resultados obtidosistema a altas temperaturas e

pressdo foi empregada digestdo acida por radiagémondas em forno com cavidade
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(Multiwave, Anton Paar, Austria). Esse forno possum rotor com 6 frascos de PFA
(Teflon® modificado) de 50 mL. O programa utilizafim o previamente estabelecido para
amostras de leite, que emprega 2,5 mL de amos@anl de HNQ 7 mol L* e 1,0 mL de

H,0O, 30% m V! e est4 apresentado na figura 3.

1000

800
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/

200
/

0] 5 10 15 20 25 30 35min

Figura 3. Etapas do programa de aquecimento utilizado rgestiies em forno de microondas. Etapa 1: 100 —
600 W, 5 min; Etapa 2: 600 W, 5 min; Etapa 3: 100010 min; Etapa 4: resfriamento, 15 min.

3.2- Solugdes

No preparo de todas as solucdes foi usada agumpuita (resistividade 18 Qtm)
obtida em sistema de purificacdo Milli-Q (Milli-QuR, Millipore, EUA).

As curvas de calibracdo de carbono foram preparagestir de solucéo de biftalato
de potassio P.A. (Vetec, Brasil).

As solucdes contendo Ca, Cu (SpecSol, Brasil);T8e-LLab, Brasil), K e Zn (Qhemis,
Brasil) foram preparadas em meio &cido (HNL4 mol L), a partir de solugdes 1000 mg
L™ destes elementos.

Foi usado &cido nitrico 65% P.A. (aprox. 14 md) KQhemis, Brasil) e peréxido de

hidrogénio 30% m Vv (Tec-Lab, Brasil).
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Como amostras utilizadas na avaliacdo do sisternaimnfempregados suco de laranja
industrializado, leite integral UHT e leite desmtdJHT originalmente acondicionados em
embalagem Tetra-pak®, adquiridos no mercado local.

Amostras de sangue e plasma bovino foram obtidpartr de experimentos em

andamento na Embrapa Pecuaria Sudeste.

3.3- Diagrama do sistema em estudo

Pela configuracdo apresentada na figura 4 obsergaxs, apos ser inserida no fluxo
transportador (D, 0,20 mL miff), a solucdo passa pelo tubo digestor, sendo atpeci
conforme a temperatura deste, que € ajustada deéoacom a tensdo aplicada a resisténcia de
Fe/Cu. Apés passar pelo digestor o fluxo é resfriath um capilar similar ao usado no
digestor (d.i. 0,030” e d.e. 1/16”) — com cercal8ecm de comprimento e do qual uma parte
permanece imersa em banho de gelo —, chegando amtéaypilar restritor, ponto no qual o
material é coletado. O tempo de residéncia da amogi interior do digestor depende

diretamente do volume deste e da vazao utilizadluro transportador.

Injetor Resfriamentc
Digestoi "4

[\ %

Bomba HPLC

Restritor

Figura 4. Diagrama do sistema em fluxo em desenvolvimerdoa pdecomposicdo de amostras a altas
temperatura e pressdo. A - alga de amostragemirgacdo da amostra com ou sem solugéo oxidantefla@xo
transportador (kD), G - fluxo da mistura oxidante (HNCL,4 mol L' + H,0, 3,0% m V*; 0,1 mL min?).
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Testes de decomposicao de diferentes matrizes

4.1.1- Amostras de sucos de fruta

Apés a montagem do sistema, foram feitos testelnpnares visando a verificacao
das condicbes experimentais, apds o que foi relmlipatratamento de amostras de suco de
laranja pasteurizado, adquirido no comércio local.

Volume equivalente a 0,5 mL de suco previamentedyemeizado recebeu a adicéo
de 2,0 mL de HN®50 % v V' e 1,0 mL de KO, 30 % m V*. Essa solucéo foi diluida a 10,0
mL com &gua, obtendo-se concentracdo final de HIN® mol L e 3,0% HO, m vl A
seguir essa mistura foi injetada no sistema comdesom alca de 500L de capacidade, o
que corresponde a um volume efetivo dep25do suco original, em cada inje¢cdo. Duas
injecoes foram feitas e seus respectivos digeridsn coletados em um mesmo tubo de
ensaio para cada replicata, sendo entdo este ahatiéuido a 5,0 mL em HN§0,14 mol L.
Seguiu-se a degaseificagdo por aquecimento em baaha a 100 °C por 20 min (SILVA,
2004) e imediata leitura do teor de carbono resiploial CP OES (GOUVEIA et 312001).

Para verificagdo da eficiéncia de digestao, as sasassim preparadas com uso do
sistema em estudo tiveram seu teor de carbono cadpaom o de aliquotas nao-digeridas.
Essas aliquotas foram preparadas a partir da mestagdo de suco 1:20 v'vem meio
oxidante, com diluicdo final na mesma propor¢gdo gusolucdo submetida a digestédo e
degaseificada, com o objetivo de comparar a efi@éta digestao.

Foram coletadas ainda amostras de branco do sisfgna subtracdo do teor de
carbono destas do teor de carbono das amostrasspamtas. Esses brancos do sistema foram

obtidos com 0 mesmo procedimento e sob as mesnmasgcdes em que foram obtidos os
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digeridos das soluc¢des contendo a amostra, cofier@mita de que para o branco foi injetada
no sistema apenas solucdo aquosa de HNOmol ! e O, 3 % m V!, sem conter, no
entanto, o suco diluido. Nos experimentos com $oicasado digestor em aco inox com 26
cm de comprimento, temperatura de 200 °C e capdatritor com comprimento de
aproximadamente 20 cm, para que fosse mantidagorespiivalente a 61 bar. O efeito do
tempo de residéncia da amostra no digestor sobfiei@ncia de digestao foi avaliado. Para
isso operou-se com a bomba de HPLC impulsionandar@gador com vazdes de 0,20 mL
min e 0,10 mL mift, levando-se a tempos de residéncia de 60 e I86pectivamente.

Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 2

Tabela 2. Eficiéncia de decomposi¢éo para a amostra de dadaranja. Diluicdo 1:20, digestor de 26 cm de
comprimento; 200 °C e 61 bar; vazéo de 0,2 mLni®,1mL mift, com os respectivos tempos de residéncia.

Vazdo  Tempo de residéncia RCC (mg L™ Eficiéncia (%)
(mL min™) (s) N&o-digerido* Digerido
1 0,2 60 4328+ 40 980+ 99 77
2 0,1 120 9805+ 350 712+ 64 93

* Aliquotas de amostra obtidas de maneira distiiflg sobrenadante; (2) suco homogeneizado

Ao aumento do tempo de residéncia da amostra eaantdo digestor, mantidas as
condi¢cbes de temperatura e pressao, correspondewmnento significativo da eficiéncia de
digestéo. Além disso, a eficiéncia verificada comazdo de 0,1 mL mihfoi similar &
verificada por Silva (2004) para suco de larangs mesmas condicbes experimentais, mas
com digestor de 45 cm de comprimento e vazado elgmiteaa 0,2 mL mit.

Estas observacdes indicam, como seria esperaaipaatancia do tempo de residéncia
na eficiéncia da digestdo, sendo um fator que dmreconsiderado na otimizagdo das
condicOes para a digestdo de amostras mais corsplmo leite e sangue bovinos, podendo

mesmo ajudar a compensar a reducéo do comprimerdigestor.
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Como forma de verificar a importancia do processdepaseificacdo na determinacéo
do RCC foi feita a decomposicéao de solucédo 1:1feésma amostra de suco de laranja, sob
as mesmas condi¢cdes, porém sem submeter a degmEfio material coletado. Os teores
encontrados para C nos digeridos assim obtidos m eosem degaseificacdo — sao

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3.Teores de carbono residual para amostra de sutzvadga. Material digerido e ndo-digerido, com e
sem degaseificacdo antes da determinacdo do RCQAQBOrOES. Diluicdo 1:20, digestor de 26 cm de
comprimento; 200 °C e 61 bar; vazdo de 0,2 mL'min

RCC (mg L™
Sem degaseificacao Com degaseificacéo
Suco digerido 2494+ 460 980t 99
Suco nao-digerido 3030+ 263 4328t 39

Pode-se observar que o material digerido, sem ddigagsdo, apresentou uma
quantidade de carbono residual muito superior aordreda no material digerido e
degaseificado. Isto demonstra que o procedimentbadd para a degaseificacdo de fato
promove a remocdo do G@rmado a partir da oxidagdo do carbono organresgnte nas
amostras.

O teor de carbono encontrado no matedigerido sem degaseificacdo foi bastante
superior ao encontrado no matenab-digeridosem degaseificacdo. Isto pode ser explicado
pelo fato de que, no primeiro caso, a forma emaqc&bono se encontra, g@hega a tocha
do ICP OES de modo mais eficiente do que ocorre adinna forma organica em que se
encontra no material ndo-digerido.

E importante notar a potencialidade da aplicacésistema proposto & decomposicéo

de amostras biolégicas, considerando-se que odtadssi deste experimento foram
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observados para decomposicéo realizada usand@esstalti com comprimento inferior a 30
cm. Na literatura séo apresentadas configuracdesdigestor de comprimento da ordem de

1,5 m (HAIBER; BERNDT, 2000).

4.1.2- Leite desproteinado

O leite integral desproteinado foi obtido a pagarmistura de 5,0 mL de leite bovino
integral UHT e 5,0 mL de solucdo aquosa de &cidtotoacético 100 g t. A mistura foi
homogeneizada e centrifugada sob resfriamento (496§ 4°C), com o que houve a
separacao do material em duas fases: uma sdlidatitaéda principalmente de proteinas, e
outra, sobrenadante, considerada como o “leiterdiespado”.

Nestes experimentos foi usado um digestor de 4@emomprimento e 200°C como
temperatura de digestao.

Nessas condicdes o leite desproteinado foi inseradsistema nas formas de solugéo
aquosa 1:10, 1:2 e sem diluicdo, contendo &cidocmitomo oxidante e peroxido de
hidrogénio como agente oxidante auxiliar, concedmale 10% vV cada.

Como nos testes com suco de laranja, também agumfteitas em cada amostragem
duas injecdes de 5Q0L da amostra e a coleta dos respectivos digerr@ssitando em um
total de pouco mais de 4,0 mL de material coletado.

Para determinacdo do teor de carbono residual @&r OES, esse volume de
aproximadamente 4,0 mL de material coletado fadeva 5,0 mL por adicdo de acido nitrico
e agua, para uniformizacdo das diluicbes das aasostoram seguidas as mesmas etapas de
acidificacao, diluicdo e degaseificacdo descrit@erebrmente para os experimentos com o
suco, inclusive a determinacao do teor de carbesidual por ICP OES.

Os resultados obtidos na digestao de leite despaoke sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Eficiéncias de decomposi¢éo para amostra debeitao integral desproteinado. Digestor de 40 cm
de comprimento; 200 °C e 6 bar.

RCC (mg L™ Eficiéncia (%)
Diluicéo
N&o-digerido Digerido
1:10 1671+ 63 194+ 37 88
1:2 3699+ 224 1430t 78 61
Sem diluicéo 7740+ 162 343H# 429 56

Como esperado, observa-se a reducdo da eficiéecidedomposicdo da amostra
conforme é menor a diluicdo utilizada. Isto certatee® causado pelo aumento no teor de
matéria organica na amostra em relacdo a quantidisgenivel de agentes oxidantes em
solucao, pois a concentragdo de 4cido e perOxitipada foi a mesma em todos os casos.
Ainda assim, mesmo nos testes de injecao da amsrailuicdo 1:2 e sem diluicdo nao
houve problemas relacionados a obstrucdo do sistesendo o0 digerido coletado
normalmente em suas triplicatas.

Diante da reducao na eficiéncia de decomposicaoacanmento da concentragcédo da
amostra ha, além da proporgcdo entre a quantidademdstra e de reagentes, dois outros
Importantes aspectos a considerar: o tempo defresale a velocidade de reagéao.

Quanto ao tempo de residéncia, foi demonstrado experimentos com suco de
laranja que se trata de uma variavel importantelefanicdo da eficiéncia de digestdo, de
modo que se pode esperar que ao aumento do tenmpsidéncia correspondam percentuais
mais elevados de eficiéncia de decomposi¢cao. Estagc@o no tempo de residéncia, como

mencionado anteriormente, pode ser efetuada por deialteragbes em diversos fatores,

como o comprimento do digestor e a vazao total@mrderior.
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Com relacéo a temperatura de digestéo, foi denamfs(iGraber & Berndt, 1999) que,
ao invés de uma simples relacdo de proporcionaidatdre temperatura e eficiéncia de
digestao, incrementos de 10°C podem significar ardadeiro salto na eficiéncia de digestao.
A temperatura de 200 °C na qual foi realizada esomeosicdo das amostras de leite
desproteinado é relativamente baixa dentro dasgalelades do sistema em estudo. Assim,
os testes com amostra de leite bovino foram redizssob temperaturas mais elevadas,

buscando-se reduzir os problemas de digestéo ifetanp

4.1.3- Plasma de sangue bovino

Para a decomposicdo da amostra de plasma boviam forantidas as condi¢cdes do
experimento com leite desproteinado, bem como osegimentos realizados de coleta,
diluicdo, acidificacdo e degaseificacao do digeraddes da determinacdo de carbono por ICP
OES.

Nestes experimentos o plasma foi inserido no sstem confluéncia na forma de

solugéo aquosa 1:10. Os resultados obtidos podewssalizados na Tabela 5.

Tabela 5. Eficiéncia de decomposicdo para amostra plasmadowjetado sob diluicdo 1:10. Digestor de 40
cm de comprimento; 200 °C e 6 bar.

RCC (mg L™ Eficiéncia (%)
N&o-digerido Digerido
Diluicdo 1:10 1979+ 146 897+ 240 55

A principio optou-se por realizar a digestdo depla sob diluicdo 1:10 para que 0s
resultados obtidos possam indicar a viabilidad@maesso e a concentracdo mais adequada

para realiza-lo.
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A eficiéncia de digestdo da amostra de plasma bawiostrou-se inferior a obtida nos
experimentos com leite desproteinado diluido nanmagsroporc¢ao, 1:10.

Observa-se ainda maiores teores de carbono origma@mostra de plasma bovino,
quando se compara com os valores encontrados teodesproteinado, porém a eficiéncia
verificada na digestdo do plasma se aproxima dageetontrada na digestdo do leite

desproteinado sob diluicéo 1:2, ou seja, cincovezas concentrado.

4.1.4- Leite bovino integral e desnatado

Anteriormente aos procedimentos de decomposicao usondo sistema em fluxo,
amostras de leite bovino UHT integral e desnatadant analisadas quanto a concentracao de
alguns metais, ap0s procedimento de decomposicadoer de microondas, tendo sido

obtidos os resultados apresentados na tabela 6.

Tabela 6.Concentracbes de metais determinadas por ICP @E&stras de leite integral UHT e desnatado
UHT, ap6s digestao assistida por radiagdo micraanda

Analito (mg L™
Ca Cu Fe K Zn
Amostra

Leite integral 913+ 13 0,30+0,09 0,42:0,11 1734 58 3,67+ 0,25

Leite desnatado 926+ 36 0,22+ 0,05 0,28t 0,03 1695+ 99 3,96+ 0,19

Nos procedimentos de decomposicdo das amostrasitdecbm uso do sistema em
fluxo, para evitar a ocorréncia de precipitacdo aa®stras de leite optou-se pelo uso da
configuracdo em confluéncia, visando o contato miaséra com a solucdo oxidante ja no
interior do sistema, em um ponto imediatamenterianta entrada do digestor, visto que a
desnaturacdo em meio acido e consequente insahgdlh de material protéico das amostras

inviabilizam sua mistura com 0s reagentes previaen&msercao no sistema.
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Primeiramente, para verificar a viabilidade dagépe de amostras de leite no sistema,
foram feitos testes de injecdo de amostra de ildiégral UHT diluido nas proporgdes 1:20,
1:5 e 1:2 v \} e também sem diluicdo, com a digestéo ocorrend@gwessao limitada de 6
bar.

Para a injecdo das amostras de leite 0 uso dagooa¢&io em confluéncia mostrou-se
fundamental. Com um simples teste de adicdo de adtdco 10% v ¥ a uma solucédo de
leite diluido cinco ou dez vezes é possivel nots g desnaturacdo das proteinas leva a
formacao de mindsculos grumos que se apresentdonma de material em suspenséo, 0 que
resulta em perda de homogeneidade na amostragentgueria se fosse realizada a mistura
prévia de amostra e reagentes.

A amostra e a solucdo oxidante (HN®4 mol L* + H,0, a 3% m V) foram
inseridas no ponto de confluéncia sob vazao den@, in* cada uma, gerando uma vazéo
de 0,2 mL mift apés este ponto.

Optou-se por realizar os testes de viabilidade desthio de amostras de leite
mantendo-se o digestor a 230 °C, temperatura 3Mh&S alta do que nos experimentos
anteriormente descritos com leite desproteinadenocdorma de assegurar um melhor
desempenho do sistema em fungédo da complexidaal@aistra.

Em virtude do alto teor protéico e lipidico do defiovino, especialmente no caso do
leite integral, a injecao desse tipo de amostrajaaque diluida, despertou expectativa quanto
a viabilidade, devido a consideravel probabilidddesntupimento, principalmente no capilar
restritor, pois ao encontro da solugdo da amosim a solugdo acida hi a conversdo do
material protéico em material particulado insoluvagle segue arrastado pelo fluxo. Se as
condi¢des de digestdo ndo forem apropriadas, aughst do sistema por essas particulas é

certa, inviabilizando a coleta do material digerido
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Comparando-se visualmente o leite em solucéo aqurisa do processo de digestdo e
o material digerido coletado, € possivel verifiearnitida diferenca na turbidez destes
materiais. Enquanto as solucfes originais de lefieesentam o0 aspecto esbranquicado
caracteristico, mais intenso conforme menor erduic@io do leite, os digeridos obtidos a
partir as diluicdes 1:20 e 1:5 se apresentaramidiospou com pouca turvacao, o que indicou
a provavel ocorréncia da decomposicao de matégianara das amostras. Menores diluicbes
provocaram problemas de obstrucdo do sistema,bifizendo a avaliacdo. Além disso, o
material digerido que pdde ser coletado antes det@cer o entupimento era uma solugéao de
tonalidade caramelo, indicando a ocorréncia daaeale Maillard e evidenciando a néo
digestdo da amostra.

Em seguida a esses testes de injecdo de leiteahtegbh as mesmas condi¢bes foi
realizada a digestéao de leite integral UHT sobichio 1:10, com determinacdo do RCC. Na
tabela 7 sdo apresentados os resultados obtidtes exggerimento, referentes a eficiéncia de
digestéo. Neste ponto a diluicdo 1:10 foi escollpolaser intermediéria as diluicbes avaliadas
e ainda porque relativamente a diluicdo 1:5 regudtmm maiores problemas de entupimento,

gerando grande dificuldade na obtencao de triglgcdas digestdes.

Tabela 7. Eficiéncias de decomposicdo para amostra de leiteino integral. Digestor de 40 cm de
comprimento; T =230°C e P = 6 bar.

RCC (mg L™ Eficiéncia (%)

N&o-digerido Digerido

Diluicdo 1:10 5590 2200 61

Devido ao superior conteudo de proteinas e gor@udecomposi¢cdo da amostra de

leite integral teve eficiéncia similar a obtida com leite desproteinado injetado sob
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concentracdo 5 vezes mais alta e sob temperatigr@om No entanto, fica demonstrada a
potencialidade de aplicacdo do sistema, mediantezeicdo das condi¢cdes experimentais, na
decomposicdo de amostras de leite.

Com base nos resultados observados para a digesi@minar de amostras de leite
integral a varias concentracdes, o sistema em floixosado para a digestdo de leite bovino
desnatado, sob diluicbes de 1:10 e 1:5.

Na figura 5 pode-se verificar a diferenca observadae o aspecto do material
digerido e ndo-digerido, referente as solucdes &:1(b de leite bovino desnatado. Nos dois

casos 0 material coletado se apresentou limpidoatar, indicando a provavel ocorréncia de

digestdo das amostras.

Figura 5. Aspecto das soluces de material digerido e ngeridio obtidos a partir de leite bovino desnatado
diluido nas proporcdes 1:10 e 1:5.

O material nao-digerido foi preparado como feitos nexperimentos descritos
anteriormente, ou seja, 1,0 mL da solucao de 1eit@ ou 1:5 foi diluido a 5 mL e acidificado
da mesma maneira que o respectivo material obfide duas injecdes de 500 da amostra,

para que possa ser feita a comparagao.
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4.2- Otimizacédo das condi¢des de operacao do sisteproposto

4.2.1- Pressao maxima de trabalho

Durante a etapa de otimizacéo do sistema para testes, verificou-se que a bomba
tipo seringa, usada para injecao da solucédo oxadaperava com vazao regular até a pressao
maxima de 7 bar. Acima desse valor o émbolo dagarera deslocado com dificuldade pelo
mecanismo da bomba, resultando em variacdes na vBz#jecdo da solucdo oxidante no
sistema, podendo ocorrer em ultimo caso até meswarsido do fluxo e retorno de solucéo
para o interior da seringa.

Por isso, o comprimento do capilar restritor faluzido para cerca de 2 cm, de modo
que a pressao interna do sistema nao viesse asapixa de 6 a 7 bar. Buscou-se operar na
faixa de mais alta pressao possivel para que cigereto pudesse continuar sendo feito sem
que o fluxo das solugdes no interior do sistemeessé maiores perturbacdes pela ocorréncia
da ebulicdo do liquido ao passar pelo digestor.apticada a vazdo de 0,1 mL flipara o
fluxo transportador C(contendo a amostra) e também para o fluxo tratesgpmr G (solucéo

oxidante), totalizando a vaz&o de 0,2 mL i interior do digestor.

4.2.2- Problemas de obstrucao

A injecao da solucao de leite bovino desnatado &:&Ccoleta do respectivo digerido
foram realizadas com razoavel normalidade, sem iitapies problemas de obstrucdo do
sistema. No caso da inje¢céo e coleta referentdsiteodesnatado 1:5, ocorreram problemas
relacionados a obstrucéo do sistema.

Como consequéncia desta rapida vaporizagdo daddido interior do digestor, todo
o material sélido que ainda ndo havia sido decotopmsportanto, permanecia em suspensao,

provavelmente fica aderido as paredes internasgistr, € somente voltam a se desprender
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mediante lavagem do sistema, causando muitos jpnaklele obstrucdo do sistema até que
sejam removidos. Isso pode ser deduzido da néeelesgue havia de permitir passagem do
fluxo de agua pelo sistema durante varios minyiosferencialmente sob aquecimento, até
gue se pudesse novamente colocar o restritor. Ssenpeocesso — muitas vezes demorado —
de lavagem do sistema, o capilar apresentava emtapd imediatamente apds ser recolocado.

A chegada constante de material ndo-digerido aacapstritor posicionado ao final
do sistema acontece provavelmente em consequérciimitada pressdo de trabalho
determinada pela bomba tipo seringa. Sem uma res$d o suficiente no interior do
sistema, nas temperaturas de operacéo o liquida emt ebulicio ao alcancar o digestor, e
este fato pode ser constatado facilmente pela vdis®v de que na saida do sistema, ou seja,
no capilar restritor, a solucdo contendo o matetigérido é coletada sob a forma liquida
ocorrendo simultaneamente a formacao de um spraylganca a parede do tubo de ensaio
em que o material € coletado. Pode-se dizer quatigades equivalentes do material
coletado apos a digestdo séo obtidas por gotejand@eto e por condensacdo do spray que
chega a parede do tubo.

Os vapores formados internamente no digestor septem naturalmente uma
expansdo do volume do liquido correspondente, sendalsionado mais rapidamente em
direcdo ao capilar restritor e forcando na mesmecéo o deslocamento acelerado da fase
liguida. Esta perturbacdo do sistema no interiodidestor certamente leva a ocorréncia de
pontos em que a digestdo ndo ocorre de modo ddcisaja pela auséncia momentanea de
meio liquido, seja pela chegada de material a sadddigestor em tempo insuficiente para
que ocorresse a decomposicao, restando no ino®rcapilares algum material protéico
ainda nao digerido. Este material é arrastado fie@to irregular produzido pela ebulicéo, e
enquanto nao for completamente removido do sistearaum procedimento de lavagem,

continuara causando a obstrucéo do restritor.
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Desta forma, a melhor maneira de contornar o awndat pressao causado pela
obstrucdo do sistema, especialmente na digestdanuestras de leite, € promover o
resfriamento do sistema antes de remover qualgmede seus elementos de vedacdo ou
mesmo o capilar restritor, de modo a evitar quéjoido no interior do digestor entre em

ebulicdo e produza residuos de dificil remocéo.

4.2.3- Diluicdo da amostra

Na sequéncia dos experimentos, considerando olass obtidos com os primeiros
testes de decomposicdo de leite integral e desmatein como apos a observacdo das
principais caracteristicas operacionais do sistemaestudo, foi enfatizada a decomposicao
das amostras com uso do sistema com a menor dilypgasivel, visando a posterior
determinacao dos analitos.

No leite bovino, zinco e cobre ocorrem em concedga relativamente altas — 3 a 5
mg L' e 0,05 a 0,2 mgt, respectivamente (DE LA FUENTE et,al995; CASEY et al.,
1995) —, se comparadas aos teores de selénio, Intenta situados na faixa de 20 a 30 fig g
(CASEY et al., 1995).

Faz-se entdo imperativa a diminuicdo das diluigigas quais os analitos passam ao
longo do processo de decomposicdo com o sistem#uem até o momento da andlise
propriamente dita. Assim, buscou-se ajustar astglzates de amostra e reagentes e também
o tempo de coleta do material digerido, para guemastra passasse pela menor diluicao
possivel, pois, considerando a baixa concentrag&®edem amostras de leite bovino integral
e desnatado, as sucessivas diluicbes que a arsofteaaté a andlise podem tornar inviaveis
as quantificacbes pelas técnicas disponiveis.

Conforme dito anteriormente, a pressdo maximaatslino do sistema é de 6 a 7 bar

na configuracdo em confluéncia, sendo este lingterchinado pelas caracteristicas da bomba
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tipo seringa, que impulsiona a mistura oxidanteéa psesséo foi definida considerando-se o
uso de seringas com capacidade para até 3,0 md nAoifoi possivel o uso de émbolos de
maior diametro, por requerer, para uma mesma essior forca imposta pelo mecanismo
da bomba. Para citar um exemplo, no teste de foaoiento com uma seringa de capacidade
de 20 mL a pressdo maxima verificada foi de apragimmente 1 bar.

Considerando a capacidade da seringa utilizadaeznpo maximo de operacao do
sistema correspondente ao esvaziamento do émioolestipulado que o uso de seringa de
3,0 mL seria a melhor opc¢éo; o uso de seringas el@nctapacidade resulta em um tempo
muito curto de autonomia na operacao, e seringasaiter capacidade requerem uma pressao
muito baixa de operacao.

Testes preliminares realizados com corantes irahc&3 min como o tempo minimo
necessario entre o surgimento e o fim do sinalsiemte que corresponde a chegada da
amostra no ponto de coleta ap0s sua insercdo canjetor, quando utilizada alca de
amostragem de 1,5 mL, dentre varias possibilidéestsdas. O uso de uma alca com esta
capacidade foi adotado em substituicdo as duagbegede 0,5 mL, havendo importante
diminuicao da diluicdo final da amostra ao passkr pistema.

O tempo de 23 min necessario para se coletar at@moaproximadamente 0 mesmo
tempo necessario para o consumo de 80% do contiztisleringa de 3,0 mL, e assim o uso da
seringa com esta capacidade em conjunto com adalgamostragem de 1,5 mL se mostrou
uma combinacdo adequada para a que se consegdszé a diluicdo final da amostra com
0 processo de digestéao.

Com o uso desta combinacgéo, 1,5 mL de amostraitde(peeviamente diluido cinco
vezes) passaram a ser injetados no sistema, getsndmlume aproximado de 4,8 mL de

material coletado apos a digestéo, o que corregpaneina diluicdo total de 16,7 vezes.



54

No caso da determinacdo de Se por geracao dedsdeeprocedimento de preparo da
amostra inclui, apds a etapa de digestdo, umaepé@io dos analitos realizada mediante a
adicéo de Acido cloridrico, sendo necessaria aeodregao final 6,0 mol'LHCI, o que leva a
uma nova diluicdo da amostras (diluicdo final deosipnadamente 33 vezes). Este fator de
diluicdo é significativo quando o analito pode s#rcontrado na amostrariginal em
concentracdes de apenas algumas dezenas de nmeasgpar litro, como € o caso de selénio

em amostras de leite bovino.

4.2.4- Concentracao da solucdo oxidante

A principio, para que, como nos experimentos cotosuas concentracdes de HNO
H,O, em contato com a amostra fossem 10%™y respectivamente, a solucdo oxidante
injetada foi preparada com o dobro dessa concéitrap seja, HNQe HO, a 20% v
cada, como forma de compensar a diluicdo que oemde a confluéncia dos dois fluxos de
igual vazdo. No entanto, o0 sistema passou a apaesdreqientes entupimentos
principalmente em suas porgbes finais — capilarreldriamento e capilar restritor —,
provavelmente devido ao desprendimento de fragreeswoproprio capilar em acgo inox, o
que pode ser decorrente do ataque da solucdo arideetal. Este ataque ao material do tubo
provavelmente é mais intenso proximo a entradaigestbr, regido na qual o acido nitrico
ainda ndo se encontra efetivamente diluido ou coitgu pela mistura com a solucdo da
amostra. Pode-se deduzir também que a maior fre@li@a entupimentos mediante aumento
na concentracdo acida é resultado de maior pec¢wbao fluxo no interior do digestor,
causada por intensa ebulicdo do acido nitrico ainda homogeneizado logo apds a
confluéncia.

Portanto, apesar da diluicdo que naturalmente exdarapds o encontro das solu¢des

de amostra e de reagentes, as concentragoes deg &lRED, na solucdo oxidante foram
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mantidas a 10% v'¥ como um meio de evitar os entupimentos e mesmmaior desgaste
do material do digestor pelo ataque &cido, restdtam HNQ 1,4 mol L'* e HO, 3,0% mv*

antes da confluéncia.

4.3- Determinacao de selénio

Os teores de selénio foram determinados por espeetria de absorcdo atdmica,
fazendo-se uso da geracao de hidretos volateismpateria na sensibilidade e nos limites de
deteccdo (HG-AAS) (DEDINA; TSALEV, 1995). Faixa dar foi observada até

aproximadamente 1g L™ (y= 0,0084 + 0,032 x,2r= 0,998). Na figura 6 sdo apresentados

os perfis obtidos para curvas de calibracdo coiaststinicialmente até 50y L™ (a) e até 10

ug L™ (b).
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Figura 6. Curvas analiticas de calibracéo (ABS vs. conceatippara selénio em diferentes faixas de
concentracdo: a) até @ L™*; b) faixa linear identificada até 1@ L™.

A acidificacdo das solugGes utilizadas para comsaigicurvas de calibracdo também
foi considerada. Antes da etapa de geracdo detdsgdras amostras passaram por etapa de
acidificacdo, com adicdo de &cido cloridrico at@cemtracdo de 6 mol™L Com isto, a
concentracdo acida é devida principalmente ao t#@Gtp nas amostras quanto nas solucdes

utilizadas para a construcdo das curvas de cadibragndo o HNOempregado durante o
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preparo das amostras (5 % Ywomo oxidante, quando de sua passagem pelo sis@m
volume adicionado das solucées oxidantes (2,5 mHN®; 1,4 mol L + H,0, 3% m V) é
ainda consumido durante o processo de digestaisteons: a alta pressao e temperatura.
Mesmo assim, com o objetivo de se verificar a pessinterferéncia do meio acido,
foram preparadas curvas de calibragdo com solugdetendo excesso de acido nitrico e
peréxido de hidrogénio (7,0 mol'le 15 % mV, respectivamente). Na figura 7 as curvas de
calibracdo obtidas em meio nitrico e em meio citardd sdo apresentadas, tendo sida
observada interferéncia em funcado do meio (difeeiriclinacdes nas curvas de calibracdo —
y = 0,0147x + 0,02387%¢ 0,989 e y = 0,0278x + 0,0055=r0,997, respectivamente). No
entanto, em funcdo da concentracao final do EiBgds a digestdo das amostras, ndo houve
interferéncia na determinacao do Se, que nos erprtos de adicdo e recuperacao realizados
foram observadas recuperacdes da ordem de 95 %. desS§a recuperacédo foi observada em

funcdo do pequeno volume de HN&licionado e dos efeitos de diluicéo.

0.4 -
a) HCl
0,3 - .
y =0,0278x + 0,0055
02 | R2= 0,997 - b) HNO, +
Hzoz
0.1 A
y=0,0147x +0,0238
R2=0,989
O T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Figura 7. Curvas analiticas de calibracdo para determinded®e por HG-AAS; a) curva preparada em meio
HCI 6,0 mol L*; b) curva preparada em meio contendo 7,0 maHNO; e 15 % mi? H,0..
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Os limites de deteccédo e de quantificacdo encavdradra determinacéo de Se por
HG-AAS foram 0,29ug L™ e 0,99ug L™, respectivamente.

Considerando-se os valores tipicos da concentr@de&alénio em leite bovino — 20 a
30 ng g (CASEY et al., 1995) —, poder-se-ia esperar, meap@s as sucessivas diluicbes
pelas quais a amostra passa ao ser tratada nmaist@ estudo, que o teor de selénio no
digerido se encontrasse em uma faixa ainda passévdeterminacdo com a instrumentacao
utilizada.

Inicialmente as amostras de leite foram digeridada@no com radiagdo microondas,
como método comparativo. Na tabela 8 sdo apresentasl teores obtidos apds digestdo

empregando o programa descrito no item (3.1).

Tabela 8.Teoresde selénio obtidos em amostras de leite bovinoadadn e integral e em amostra de material
de referéncia certificado (CRM 8435 — whole milkngler), apds digestio assistida por radiagdo midiamn

Leite bovino CRM
Desnatado Integral Encontrado Referéncia Recuperacéo
Se fig L™ 38,0+ 5,6 29,7+1,3 3,60 4,02+ 0,004 111,7 % 0,12

Outro aspecto considerado no experimento de dmefstida hipotese relativa a
contaminacgao por elementos quimicos solubilizadparéir dos materiais que compdéem o
sistema (aco inoxidavel). Para tanto, a composigdmica da liga metélica que constitui o
tubo usado no digestor foi considerada. O digeStarparte do sistema mais susceptivel a
lixiviacdo de elementos contaminantes em virtudenaoo acido e das condicbes de alta
temperatura a que é submetido durante o processecoenposicdo das amostras. Na tabela 9

€ apresentada a composi¢ao quimica da liga metalidarme fornecida pelo fabricante.



Tabela 9.Composigdo quimica do tubo digestor utilizado stesna em fluxo
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Composicao da liga metalica

Componentes Porcentagem em massa
Ferro 65,0

Cromo 17,0

Niquel 12,0

Molibdénio 2,50

Manganés 2,00

Silicio 1,00

Carbono 0,0800

Fosforo 0,0450

Enxofre 0,0300

(UPCHURCH SCIENTIFIC, 2008)
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Figura 8. Avaliagéo do efeito de 50 mg'lde concomitantes em solucdo analitica BGOL™ de Se. (*sem
concomitante adicionado).
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Testes de interferéncia na determinacdo de seléram realizados e consistiram no
preparo de solucdes analiticas 1@PL™ de Se, as quais foram adicionados individualmente
0s contaminantes em excesso, equivalente a 50'mg L

Na tabela 10 sé&o apresentados os valores em pageemtdos efeitos sobre a leitura

de Se em relagdo aos concomitantes avaliados.

Tabela 10.Percentuais agregados & concentracdo de sel@aimifeada em solucdo analitica de 1@OL™ de
Se na presenca de concomitantes em concentracibrdg L.

Concomitante As Bi Cd Cr In Mn Mo

Percentual -7132% -105% -148% +16,8% -204% -148% ,728

Concomitante Ni Pb Sh Sn Te Tl

Percentual -37.2% -170% +884% -895% -71,3% -69,5%

Pode ser visualizado na figura 8 e também na tdlfelgue as maiores interferéncias
na determinagéo de selénio foram observadas pasalages contendo excesso de As, Ni,
Sb, Sn, Te e Tl. Destes elementos, apenas o rpgu@ipa da composicao do digestor. Além
do niquel, podemos verificar que o0 cromo presermd@moc concomitante levou a um
incremento, embora menor, na concentracao de setédida. Suas interferéncias causaram
respectivamente diminuicdo de 37,2 % e elevacabogk % na intensidade do sinal obtido
para Se. Foi avaliada também a interferéncia qaaigdio de cobre as amostras poderia causar
nas determinacdes de selénio, por ser um concdmit@e diminui a sensibilidade nas
determinacOes deste elemento por HG-AAS (DEDINAAS)9 Como nos experimentos de
adicdo e recuperacdo também seria adicionado #H jehtamente com Se, procurou-se
verificar a possibilidade de ocorrer interferéncasre as medidas. Além disso, embora ndo

conste da lista de constituintes do material destay, nas determinag¢des de cobre os brancos
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se apresentaram elevados. Solucdes contenda 40" de Se e diferentes teores de cobre

foram analisadas para quantificacdo de Se. Odadssglséo apresentados na tabela 11.

Tabela 11.Estudo da interferéncia de cobre na determinaed®gg L' de Se por HG-AAS.

Cu(mgL) 0O 6,25 12,5 25,0 75,0 1250  250,0

Se@lLh 437 43,2 45,1 443 45,9 44,7 43,7

Com este experimento foi possivel verificar que haointerferéncia do cobre na
determinacdo de Se por HG AAS nas faixas de coraggid de trabalho. Também foi
possivel observar a recuperacdo do sistema dedgedaghidretos, que proporcionou 100%
de recuperacgéo.

Além dos elementos até aqui citados, € importaoreiderar que o ferro é o principal
constituinte do digestor, e para deteccdo de SelBeAAS os niveis toleraveis sao de 6§
mL™* e 4,0 mg mL* para Fe(ll) e Fe(lll), respectivamente (DEDINA,959, sendo esses
valores mais elevados do que o que se pode encepoirdixiviacdo do material do digestor
pela solucédo acida (SILVA, 2004). Além disso, astnas correspondentes ao branco do
sistema apresentaram-se baixos.

Em seguida, experimentos de adicdo e recuperacéel@ao foram realizados com
adicdo de maior concentracdo do analito utilizaselo-desta vez, leite desnatado em
substituicdo ao leite integral.

A mudanca da matriz foi realizada com o intuito s#e favorecer a eficiéncia de
decomposicdo da amostra, o que poderia levar arewimderferéncias causadas por residuos
de decomposicao incompleta. Na tabela 12 sdo apeeles os resultados obtidos para os
experimentos de adicdo e recuperacao de selénarastras de leite bovino UHT integral e

desnatado.
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Tabela 12.Teores de selénio e recuperagfes obtidas, detatasrpor HG-AAS em amostras de leite bovino
UHT integral e desnatado, ap6s decomposic¢oes tmargiseem fluxo; digestor de 60 cm, 240 °C, 6 bar.

Sistema em fluxo

Se (determinado) Se (adicionado) % recup
Leite integral 0,48 mg L 0,67 mg L[* 72+ 12,4
Leite desnatado 0,24 mg [ 1,33 mg [* 18+ 9,2

Os testes com leite desnatado — matriz menos camplejual foi adicionada maior
quantidade de selénio — foram realizados nas mesoralices que 0s experimentos com
leite integral, no entanto os valores adicionadas foram recuperados (apenas 18% de
adicao e recuperacao), ao contrario do observancodeite integral (72%).

N&o sendo possivel a determinacéo direta de sef@scamostras digeridas com o
sistema em fluxo, fez-se necessaria entdo a agbod€ uma estratégia que levasse em conta
a compatibilidade entre a curva analitica de catio e as amostras. Para isso foi feito uso da
técnica de adicao de analito.

No entanto, também a técnica de adicdo de andliqoossibilitou a quantificacdo de
selénio nas amostras tratadas com o sistema eno. flegi constatado que, mesmo
adicionando-se o analito em uma ampla faixa de exdr&cdo, 0s valores permaneceram
constantes, ndo havendo tendéncia de incrementovaloses de absorbancia quando
realizada a leitura por HG-AAS, indicando poderaesbcorrendo a perda do Se por
volatilizacédo, o que foi comprovado nos proximoperkmentos.

Dois fatores importantes a serem considerados p@jetar a compreender a baixa

recuperacdo obtida para essas elevadas quantidedemnalito adicionadas a amostra,
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previamente a decomposi¢cdo no sistema em fluxo #od@ S&o eles: a caracteristica de
volatilidade do Se e a ocorréncia de ebulicdo #ak tsemperaturas no interior do sistema.

Como explicado anteriormente, de modo ideal o migteleveria ser operado sob
presséao suficiente para que ndo houvesse posadelide vaporizacao do liquido no interior
do digestor. Por uma limitacdo imposta pelo equgram (bomba tipo seringa) utilizado, a
presséao de trabalho foi limitada a um maximo de & bar, condi¢do insuficiente para conter
a vaporizagao da solucéo no interior do digestor.

E importante salientar que, em decorréncia dailidede de selénio, ha uma série de
precaucdes a serem tomadas quando se trabalhascenfuades deste elemento, de modo a
se evitar perdas. Por exemplo, evita-se aquecerstducdes a altas temperaturas, sendo
recomendavel o cuidado de manter bem fechadosassos que as contém e realizar os
procedimentos analiticos o quanto antes.

Por suas propriedades de volatilizagcdo, nas coeslic@los experimentos
provavelmente esta havendo transferéncia do sgb@néa fase vapor no interior do digestor,
e nesta fase é provavel que o analito seja perdigsmo apds a passagem pela regido do
sistema na qual ocorre o resfriamento em banhelie § observado que, mesmo passando
por esta etapa de resfriamento, o liquido coletssaida do sistema chega até o recipiente
de coleta juntamente com uma fragdo que se encantfa no estado de vapor. Considerando
este aspecto, torna-se razoavel supor que a ebuigé ocorre no interior do sistema tem
relacdo com esta baixa recuperacao dos analitom@aados. Desta forma, o uso do sistema
sob condigbes em que ndo ocorra ebulicdo da fqgeldi resultaria em melhores resultados
de recuperacgéo para este analito.

Para melhor investigar se os motivos da baixa eyag@o estdo relacionados com
deficiéncia na decomposi¢do da amostra ou com p@a@iavolatilizacdo, solugbes analiticas

de Se foram submetidas a0 mesmo tratamento deiacumeo que as amostras de leite, para
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verificacdo do efeito da temperatura utilizada mocesso na recuperacdo do analito. Os

resultados desse teste podem ser vistos na tehela 1

Tabela 13.Adicdo e recuperacao de selénio em solucdo agapséa, passagem pelo sistema em fluxo, com
digestor aquecido a 240 °C e sob temperatura atebi@iar.

Sistema em fluxo % recup
Valor encontrado Valor adicionado
240 °C - 40pg L™ Se -
T ambiente 38ug L' Se 40ug L™ Se 95

Para o sistema em fluxo operando sob a temperdair240 °C néo foi observada
recuperacdo do analito. Com a passagem da solwgjéosistema a frio, houve completa
recuperacao, evidenciando que a razao da perdaé&ecsnas amostras tratadas com uso do
sistema em fluxo reside de fato na volatilizacad@ualito ainda no interior do sistema.

Elucidada a causa da perda do analito nos expeiosi@mteriores, foram avaliadas
algumas alternativas que tornassem possivel aescin de selénio apos tratamento sob a
temperatura de 240 °C.

Utilizando-se o sistema com configuracdo em confligé uma alteracéo foi feita na
maneira como a amostra era coletada. Um tubo Tygoaf®d alguns centimetros de
comprimento e pequeno diametro interno foi acopladaapilar restritor, para que a fase
liquida obtida fosse conduzida a porcéo inferiofrdeco de coleta, e inserida diretamente em
0,2 mL de solucéo de HCI 5 mol‘ljuntamente com a fase de vapor e as goticulas que
formam o spray. A solucéo acida utilizada foi eBicta por ser o meio no qual é realizada a

etapa de pré-reducdo. Os procedimentos de injexriieta e analise foram os mesmos
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utilizados com as amostras e, além disso, o tubendaio no qual foi feita a coleta foi
mantido em banho de gelo.

Com o uso do tubo para conduzir as solucdes déacapstritor ao interior da solucéo
acida, foi possivel visualizar a grande proporgéeapor que chega a saida do sistema.

No sistema assim descrito foi injetada solucdo eld®ug L™, ndo se observando a
recuperacdo do analito, apesar da estratégia qu@irpu recuperar 0s vapores gerados
diretamente no interior da solucéo &cida resfreadadanho de gelo.

O sistema em fluxo foi entdo alterado para voltayparar sob alta pressao, pela
remocao da bomba tipo seringa. Capilar restritan cmaior comprimento foi utilizado, sendo
obtida pressdo de aproximadamente 85 bar mediaré®\de 0,2 mL mih Para a coleta das
solucdes apods a saida do sistema, a extremidachpdar restritor foi posicionada no interior
de 0,2 mL de solucédo HCI 5 mol*Lem tubo de ensaio que foi mantido em banho de gel
durante toda a coleta.

Mesmo com a pressao de 85 bar, a temperatura deC2ff) suficiente para levar a
formacédo de vapores que chegavam a saida do sjstemare que a solucdo oxidante era
injetada. Foi possivel visualizar a evolucado ddéeImuito pequenas que se desprendiam da
extremidade do capilar restritor em direcdo a digerda solucédo acida usada para coleta.
Foi observado que a formacao dessas bolhas permistiemperaturas inferiores a 200 °C, o
que faz da reducdo da temperatura uma alternatwavel para controlar essa formacéo de
vapores, pois seria necessario trabalhar com textypas muito baixas. Mais uma vez, a
principal condicao a ser adequada deveria sersagoeque na faixa de temperatura acima de
200 °C deve ser ajustada a mais de 200 bar (HAIBERNDT, 2000).

Foi verificado que com a injecdo de solucdo decaaidrico 10 %, sem conter o
peroxido, a formacao de vapores é consideravelmedteida, chegando a cessar em alguns

momentos mesmo sob a temperatura de 240 °C.
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Para comprovar o papel definitivo que a volatilé&ago interior do sistema em fluxo
tem sobre a recuperacao de Se nas solucdes, €dentamente na viabilidade de analises de
Se em amostras submetidas a este tratamento, eslagdliticas de Se foram injetadas no
sistema, tendo sido preparadas de duas maneitagagissolucdo de 40g L™ Se em meio
HNO; 10 % v V* e solucdo 4Qug L™* Se em meio HN®10% v v + H,0, 10 % m V'. Os

resultados para a recuperacéo de selénio sdo nmsina tabela 14.

Tabela 14.Teores de selénio e recuperagdes obtidas, detetasrpor HG-AAS a partir de solugdes analiticas
de Se tratadas no sistema em fluxo; digestor da6@40 °C, 85 bar.

Sistema em fluxo

Se (determinado) Se (adicionado) % recup
HNO3 10 %+ H,0,10%  7,9ug L* 40pg L* 19
HNO3 10 % 24,3ugL™ 40ug L 60

Para a solucdo injetada com a presenca de peréidsgja, para a qual houve a
formacéo de bolhas na solucéo de coleta, ndo hewwperacdo do analito. No entanto, para
a solucdo de mesma concentracdo preparada apenagiemitrico, houve recuperacao um
pouco mais efetiva do analito, o que demonstraagmanutencéo da fase liquida no interior
do sistema € fator determinante para a viabilidiaeuantificacdo de selénio em amostras
tratadas no sistema em fluxo proposto.

E importante acrescentar ainda que n&o foi possatizar a determinacgéo de selénio
nas amostras de leite UHT ou de leite desproteimiedamente por HG-AAS, preparadas
apenas mediante diluicdo. No caso do leite UHT ,istuna da solucdo da amostra com 0s

reagentes no interior da camara de separacao temaisle geracdo de hidretos resulta na
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formacdo de espuma que tende a ser arrastadalpebode argbnio em direcéo a cela de

quartzo onde ocorre a atomizacdo. Além disso,&&olda amostra suja bastante o sistema.
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5- CONCLUSAO

O sistema em fluxo apresentou elevada eficiénc@edemposicédo para a oxidacao da
matéria organica quando os experimentos foramzeahds com diferentes amostras de sucos
de frutas, mesmo considerando as reduzidas dimedsdeobina digestora, inferior inclusive
as utilizadas nos demais experimentos e em outtbalbhos que constam na literatura. Com
as dimensdes empregadas, as decomposicdes fortasdeiea 200 °C e 60 atm.

Variando-se a vazao aplicada no sistema, foi pekseérificar a relevancia do tempo
de residéncia no interior do digestor de 26 cmateprimento, sendo mantidas as condicdes
experimentais de temperatura e pressdo (200 °@te) Operando-se a 0,1 mL nfifioi
alcancada eficiéencia similar & observada quandazdiosde 0,2 mL mih foi usada com
digestor de 45 cm de comprimento, demonstrandongsse tipo de sistema o aumento do
tempo de residéncia pode compensar a reducdormassbes do digestor.

Resultados dos teores de carbono residual encostexd amostras digeridas e nao
digeridas de diversas matrizes indicam a convetsdmarbono organico em estruturas menos
complexas, especialmente em diéxido de carbono.

A insercdo da solugéo oxidante no fluxo carregadonfluindo com as amostras de
leite bovino imediatamente antes da introducéo oiainka digestora demonstrou ser uma
alternativa adequada para a introducdo da amostraistema digestor, pois favorece a
amostragem evitando a ocorréncia de precipitac@gu#einas. Com esta configuragéo, foi
possivel a obtencéo de consideravel eficiénciaxtagdo da matéria organica das amostras
de leite e de plasma sanguineo.

Por outro lado, a pressdo maxima de trabalho foiitdda em funcdo das
caracteristicas de poténcia da bomba usada paegdnjda solugdo oxidante, fator

determinante para a otimizacdo dos demais paréneleooperacdo do sistema, como
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temperatura do digestor e teor de matéria orgamiaa amostras, inviabilizando a
determinacdo de selénio proposta inicialmente. Ea®eocorreu em funcdo da perda do
elemento por volatilizacdo, sendo que o aumentgmgsdo de trabalho viabilizaria a
determinacao de selénio.

Mesmo considerando 0s problemas que ocorreramndsise que 0 emprego de
sistema a altas pressdo e temperatura apresentarse alternativa para decomposicao de
amostras liquidas ou suspensdes, devendo serizaalailapos a implementacdo de sistema

em confluéncia suscetivel a altas pressoes.
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