UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS PARA A DETERMINACAO
DE MERCURIO E SELENIO UTILIZANDO TECNICAS DE GERACAO DE VAPOR
ACOPLADAS A ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM FORNO
DE GRAFITE

MARIANA DA LUZ POTES

PORTO ALEGRE, JANEIRO DE 2018



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

MARIANA DA LUZ POTES

DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS PARA A DETERMINACAO
DE MERCURIO E SELENIO UTILIZANDO TECNICAS DE GERACAO DE VAPOR
ACOPLADAS A ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM FORNO
DE GRAFITE

Tese apresentada como requisito parcial para a
obteng¢do do grau de Doutor em Quimica

Prof.? Dr.* Marcia Messias da Silva
Orientadora

Porto Alegre, janeiro de 2018



A presente tese foi realizada inteiramente pelo autor, exceto as colaboragdes as quais serdo
devidamente citadas nos agradecimentos, no periodo entre (08/2013) e (01/2018), no
Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul sob Orientagdo da
Professora Doutora Orientador Mércia Messias da Silva . A tese foi julgada adequada para
a obtengdo do titulo de Doutor em Quimica pela seguinte banca examinadora:

Comissdo Examinadora:

\ " |
~ A 58 :\: ] ‘m > ANAD_ /
F(r:;mrfjﬁtﬁderson Schwingel Ribeiro gﬁzm%a

(‘%)mlﬂmb\)f /’,’J;r,;/.,/\),,n ,

Profa. Dra. Emilene Mendes Becker

Pro%l\};\e{si% da Silva

‘\Jar:qr\o‘ o\a ’.?/\L)-»‘L KQJ*&

Doutoranda Mariana da Luz Potes




Dedico a minha vo Daura pelo seu olhar

generoso sobre a vida, que a todos contagia.



AGRADECIMENTOS

A professora Marcia Messias da Silva pela orientagdo, apoio e amizade e por ter confiado a

mim o desenvolvimento deste trabalho.

A professora Maria Goreti Rodrigues Vale pelo apoio, incentivo e por ter propiciado todas as

condigdes para o desenvolvimento do trabalho.

Aos integrantes da banca de exame de qualificagdo e da banca de defesa de tese por terem

aceito ao convite e por suas contribuigdes para o desenvolvimento do trabalho.

As professoras Morgana Dessuy e Emilene Becker pelo incentivo, amizade e pelo exemplo de

dedicagao.

Ao Dr. Jixin Liu, pela doagao do reator fotoquimico.

Ao LANAGRO (Maria Aparecida) pela doacdo de amostras e solu¢des padrao.
Ao professor Alexandre Schneider pelo empréstimo do digestor UV.

Ao programa de pos-graduagdo em quimica da UFRGS, pela oportunidade. E aos professores
e funcionarios do 1Q, em especial ao Sr. Edson Schwarz de Melo, Sr. José Iraci, Sra. Lurdes

pela prestagdo eximia de seus servigos.

Agradeco aos amigos e colegas do GAT: Aline, Alvaro, Andria, Anténio, Ariane, Carol,
Charles, Débora, Deninha, Eliana, Gabi, Josi, Luiza, Marcelo, Marianna, Natalia, Rafaela,

Raimundo, Susane, Tati, Thais, Wiliam pelo apoio e pelos momentos de descontracao.

Em especial, agradeco aos amigos Clarice, Alex, Jana, Leandro, Carla e Flavio "Xic6" pelos

ensinamentos cientificos, pela amizade e incentivo.

Agradeco enormemente pelo suporte e incentivo dos meus pais Osvaldo e Vera, do Guto, da

Mara, meus irmaos Luiza e Renan e ao Johnny.

Agradeco pelo apoio financeiro a CAPES, Propesq e CNPq (Pesquisador Visitante Especial
2013 Processo 400575/2013-2).



PRODUCAO CIENTIFICA GERADAPOR ESTE TRABALHO
TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS

. Potes, M. L.; Nakadi, F.V.; Frois, C. F. G.; Vale, M. G. R.; Silva, M. M. Investigation
of spectral interferences in the determination of selenium in coconut water by atomic
absorption spectrometry. In: 14" Rio Symposium on Atomic Spectrometry, 2017,

Vitoria, Brasil.

. Potes, M. L.; Jesus, A.; Kolling, L.; Vale, M. G. R.; Dessuy, M. B.; Silva, M. M.
Determinacdo de merctrio em peixe por geragdo fotoquimica de vapor acoplada a
espectrometria de absor¢do atomica com forno de grafite. 18° Encontro Nacional de

Quimica Analitica, 2016, Florianopolis, Brasil

Potes, M. L.; Frois, C. F. G.; Vale, M. G. R.; Silva, M. M. Determinacao de selénio
por técnicas de geracdo de vapor acopladas a espectrometria de absor¢do atdmica com
forno de grafite. 18° Encontro Nacional de Quimica Analitica, 2016, Florianépolis,

Brasil

Potes, M. L.; Jesus, A.; Kolling, L.; Vale, M. G. R.; Silva, M. M. Evaluation of
different chemical modifiers for determination of mercury by photochemical vapor
generation graphite furnace atomic absorption spectrometry. 13" Rio Symposium on

Atomic Spectrometry, 2014, Mérida, México.

Potes, M. L.; Borges, A. R.; Duarte, A. T.; Francois, L. L.; Vale, M. G. R.; Welz, B.
Indirect determination of fluorine in eye shadow via CaF using high-resolution
continuum source graphite furnace molecular absorption spectrometry and direct solid
sample analysis. 13" Rio Symposium on Atomic Spectrometry, 2014, Mérida,

México.
ARTIGOS COMPLETOS PARA PUBLICACAO EM PERIODICOS

Potes, M. L.; Jesus, A.; Kolling, L.; Vale, M. G. R.; Dessuy, M. B.; Silva, M. M.
Determination of mercury in fish by photochemical vapor generation graphite furnace

atomic absorption spectrometry. Anal. Methods, 8, 8165-8172, 2016

. Potes, M. L.; Nakadi, F.V.; Frois, C. F. G.; Vale, M. G. R.; Silva, M. M. Method

development for selenium determination in coconut water by photochemical vapor

generation graphite furnace atomic absorption spectrometry. Em redacao.



. Potes, M. L.; Nakadi, F.V.; Frois, C. F. G.; Vale, M. G. R.; Silva, M. M. Investigation
of spectral interferences in the determination of selenium in coconut water by atomic

absorption spectrometry. Em redagao.

DEMAIS TRABALHOS PUBLICADOS/APRESENTADOS DURANTE O
DOUTORADO

. Borges, A. R.; Duarte, A. T.; Potes, M. L.; Silva, M. M.; Vale, M. G. R.; Welz, B.

Fluorine in eye shadow: Development of method using high-resolution continuum
source graphite furnace molecular absorption spectrometry via calcium mono-fluoride

with direct solid sample introduction. Microchem. J. 124, 410-415, 2016.

Leite, C. C.; Jesus, A.; Potes, M. L.; Vieira, M. A.; Samios, D.; Silva, M. M. Direct
determination of Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Na, Ni, Pb and Zn in ethanol fuel by high
resolution continuum source flame atomic absorption spectrometry. Energy Fuels.

19,7358-7363,2015.

Leite, C. C.; Jesus, A.; Antunes, G. A.; Potes, M. L.; Brum, L. S.; Kolling, L.; Silva,
M. M. Determinagdo de cobre, ferro e sdédio em dalcool etilico combustivel por
espectrometria de absor¢ao atomica de alta resolucdo com fonte continua com chama.

17° Encontro Nacional de Quimica Analitica, 2013, Belo Horizonte, Brasil.

\



INDICE

LISTA DE FIGURAS ......cuoveernerereresnssesesssessssessssssessssasssssessssessssssesssaes X
LISTA DE TABELAS......coeeeeiererenessesssssessssesssssessssssessssessssesessssess XVI
LISTAS DE ABREVIATURAS .....cucucveerernererensenesesesessesessssessssssesens XVIII
RESUMO ...couecvreerernsesssesessssesssssssssssessssesssssssssssessssssesssssssssssessssesssssseses XX
ABSTRACT ..cueeeeerceerersnessssesessssesssssssssscsssssessssssssssessssesssssssssssssesasss XXI
1. INTRODUGAOQ ...uouceeerereeererereresesesesesesesssssssssssssssssssesssssssssssssssssessssesses 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA.......oeuerrernenerneresesessesssessessssessssessesssseses 3
2.1 MERCURIO E SELENIO .........ooiuiiiiieeieeeeeeeee oo 3

2.2 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA ....oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 5

2.2.1 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM FORNO DE GRAFITE

2.3 GERACAO QUIMICA DE VAPOR ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
ABSORCAO ATOMICA ... s e 10

2.3.1 GERACAO QUIMICA DE VAPOR ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
ABSORCAO ATOMICA COM FORNO DE GRAFITE........c.ccocoooviiiieierererenan, 14

2.4 GERACAO FOTOQUIMICA DE VAPOR .....corvooeereeeeeeeeeeeeeeeseeseeeeeseeseeseeons 15
2.4.1 APLICACOES ANALITICAS DA GERACAO FOTOQUIMICA DE VAPORIS

2.5 PREPARO DE AMOSTRA PARA DETERMINACAO DE Hg E Se POR TECNICAS

DE GERACAO DE VAPOR.......coooooviooeeeieeeeeeeeeeeeee e ss s 20
3. OBUETIVOS. ... oteneeettteccccnssssessssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssasssssessssss 25
3.1 GERAL ..o 25
3.2 ESPECIFICOS......coooouieeceeee e 25
4. PARTE EXPERIMENTAL .....ccuceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeecessssssessssssssssssssssssssssssss 26
4.1 INSTRUMENTACAO .....cooooiooeoeeeeeeeeeeeeee e 26
4.2. LIMPEZA DO MATERIAL ......ooovmiviieeieeeeeoeeeeeeeeeeeeee e 29
4.3. REAGENTES E AMOSTRAS ....cco.ooomiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeseesseesseeeaess e 29
.31 IMETCUITIO .o eeeteeeeeeee e e ettt e e et e e e eeaaae e e eeaaeeeeeeataeeeeeeaaaeeeeenaaeeeeeennrees 30

Vil



.32 SEIEIIO .ttt ettt et nnnnennnnnnnnnnnn 30

4.4 PREPARO DE AMOSTRA ...ttt 31
4.4.1 Determinagao de mercurio em peixe por PVG-GF AAS ......cccooovievcieeeciieee, 31
4.4.2 Determinagao de selénio em agua de coco por HG-GF AAS .......cccovvveieennn. 31
4.4.3 Determinacgdo de Se em agua de coco por PVG-GF AAS ......cccoooviiiieniieieenen. 32
4.5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL ....ccocooiiiiiiiiienieiieneeeeeee e 32
4.5, 1T IMEICUTIO 1ttt ettt ettt e be e st e bt e et e e beeeabeesbteenbeenseeenteas 32
4.5.2 SEIEIIO ..ttt et e b e aeas 34
4.6 PARAMETROS DE MERITO........cccotiumiimiiieiieiissesessseesssssssssssesssesssessens 38
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......coeeererererereresesesesesssessssesssessssesess
5.1 MERCURIO .....covvoriiriineiseeese ettt 39
5.1.1 Otimizagao das condigdes de geragao fotoquimica de vapor..........ccccceeeeevenneee. 39
5.1.2 Programa de temperatura € modificador qUIMICO .......c.ccevvveerieeerieeeiieeeieeeee, 42
5.1.3 Linearidade € pré-CONCENtIagao ........ceerueeeveeruierieeriieeieenieeeteesieesnreeseesnaeenseenens 45
5.1.4 Preparo de amMOSIIA ...c..eeevieeieeiieeiieeiieeie ettt eeee et et e et essaeenreeaee e 46
5.1.5 Parmetros de METTL0 ........covuiiiiiiiiiiiieiieeee et 47
5.1.6 Eficiéncia da geragao fotoquimica de VapOor..........cceevveeeiieeeiiieeeiieeeiee e 49
5.1.7 Resultados analitiCos ..........coeeuerienieiiienienieeie ettt 49
5.2 SELENITO ...ttt 51

5.2.1 Otimizagao das condigdes de geragdo de hidreto de Se acoplada a GF AAS ....51

5.2.1.1 Efeito da concentracao de acido e de reagente redutor ............ccceeevveerveennee. 51
5.2.1.2 Efeito da vazao de argOinio ...........cceeeueeriienieeiiienieeieesiee et siee e eae e 53
5.2.1.3 Programa de temMpPeratira.............cccueeruierieeniienieeiiesieeieeeieeeieeseeeeseesaeeensee e 54
5.2.1.4 Preparo de amMOSLTa .......cceveeeiiieeiiieecieeesieeeieeeeieeesteeesaeeeseaeeesaseesnaeesnaeeennes 57
5.2.1.5 ParGmetros de METIT0 ......ccueiuiiiiiiiieiie ettt e 59
5.2.1.6 Resultados analitiCos .........cecuerierierienieniieieriiesieeteeeee e 60

VI



5.2.2 Anélise direta de Se em dgua de coco por GF AAS ......coooiiiiiiiiieiiiieeee 62

5.2.3 Otimizacao da geragdo fotoquimica de vapor de Se.........ccceeveeiieiienieenieennnnne. 69
5.2.3.1 Efeito da concentragao de acido fOrmicCo ..........cccceeeeeiuiieiieiiiieeeeiiiee e, 69
5.2.3.2 Programa de temMPeTatlra...........ccueeeeureeeiiieeniieesieeesreeeereeeaeeesaneessseeesnseesnnns 71
5.2.3.3 Efeito da concentragdo de HNO3 € H2O2..oovvveivieniieiiiiiiciieecceee 72
5.2.3.4 Efeito da vazao do g4s carreador...........oceevuieeiieniieeiieiieeie e 76
5.2.3.5 Efeito da vazao da SOIUGAO ........eeeeeeuiiiiieiiiee et 78
5.2.3.6 ParAmetros de METIT0 ......coueiuiiiiiiiiieiie et 79
5.2.3.7 Eficiéncia da geragao fotoquimica de VapOT.........cccceevieeriienieeriienieeieeeeeene 80
5.2.3.8 Balango de MasSa.........cecccueiiiriiiiiiieeiiie et ettt ettt e 80
5.2.3.9 Pré-1educao do S€ (V) .ooouiiieeiieie ettt et 84
5.2.3.10 Efeito do HCl......ooiiiieieeieeeeee ettt s 86
5.2.3.11 Preparo de amOSIa ......ceoueeeiieriiieiieiie ettt ettt st e aae e eee 86
5.2.3.12 Resultados analitiCos ........cecuerieruiriieniinieeieniesieeieeeee et 91
6. CONCLUSOES ...c.ccimrininnenssinsississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......cocumeunncnnscnssenssssnsssenssesess



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representagdao do sistema para geracao fotoquimica de vapor com UV. Adaptado

AE VIIETA @F Q. oo e et e e et s e e e e e e e e e e ae e e e e e e e eearaaaeaaaaaes 16

Figura 2. Reator fotoquimico (a) e esquema do reator (b) utilizados na PVG do Hg; lampada

de UV (c), espiral de quartzo (d) e esquema do reator (¢) empregados na PVG do Se. .......... 28

Figura 3. Esquema do sistema de geragao fotoquimica de vapor. 1) percurso analitico de tubo
de quartzo sintético fino (800 puL volume interno); 2) lampada de mercurio de baixa pressao

(Figura 2a); 3) fonte de energia; 4) eletrodo de tungsténio. Adaptado de Jesus et al. ............. 33

Figura 4. Esquema do sistema de HG utilizado para determinacdo de Se por GF AAS.
Adaptado de MatouSek €f @l. .......cccveveoiiiiiiie et 35

Figura 5. Esquema do sistema de PVG utilizado na determinacdo de Se por GF AAS.
Modificado de MatouSek €f @l ...........cooevoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 36

Figura 6. Efeito da vazdo da soluciio na absorvancia integrada de Hg (5 ug L™Y) em 10% (v/v)
de: 4cido acético (m), acido formico (0) e n-propanol (A). Barras de erro representam o
desvio padrio entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais: vazio de Ar 95 mL min’!;

Teol 100 °C; Tar 700 °C; modificador permanente 250 [ AU....cceeeeeveeecereeeiiieeeiieeeiee e 40

Figura 7. Efeito da concentracdo de acido acético (m), 4cido férmico (0) e n-propanol (A) na
absorvancia integrada de Hg (5 pg L™!). Barras de erro representam o desvio padrio entre as
medidas (n=3). Condigdes experimentais: vazio da solucdo 2,7-3,0 mL min'; vazio de Ar 95

mL min!; Teol 100 °C; Tae 700 °C; modificador permanente 250 Ug AU. .......cooveveveveveveeeennnne. 41

Figura 8. Efeito da vazio do gas carreador na absorvancia integrada de Hg (5 png L") em 10%
(v/v) de: acido acético (m), acido férmico (0) e n-propanol (A ). Barras de erro representam o
desvio padrdo entre as medidas (n=3). Condigdes experimentais: vazao da solugao de 2,7-3,0

mL min'; Teol 100 °C; Tar 700 °C; modificador permanente 250 Ug AU..........cccoovevevevevevnnnne. 41

Figura 9. Curvas de temperatura de coleta de Hg a partir de uma solucio analitica de 5 pg L™!
Hg com 10% (v/v) de: 4cido acético (m), &cido féormico (©) e n-propanol (A) com (a) 250 pg
e (b) 500 pg de Au como modificador permanente. Barras de erro representam o desvio
padrio entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais: vazio da solugio 2,7-3,0 mL min’';

vazao de Ar 95 ML MIN;Tat 700 OC.umeeeeeeeeeeeeee ettt et et e e e e eaeeeeeeeeenas 42



Figura 10. Curvas de temperatura de atomizagdo de Hg, a partir de uma solugao analitica de 5
ng L' Hg em 10% (v/v) de 4cido acético (m); 4cido formico (o) e n-propanol (A) com (a)
250 pg e (b) 500 pg de Au como modificador permanente. Barras de erro representam o
desvio padrao entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais: vazao da solugdo 2,7-3,0 mL

min'; vazdo de Ar 95 mL min™; Teol 100 OC......ouiiivieieiiieieeeeeeeeeeeeeee e, 43

Figura 11. Perfis de absorvancia de Hg a partir de uma solugdo contendo 5 pg L' Hg com
temperatura de atomizagado (a) 500 °C e (b) 600 °C em 10% (v/v) &cido acético; (c) 500 °C e
(d) 600 °C em 10% (v/v) acido formico; (e) 500 °C e (f) 600 °C em 10% n-propanol. Sinal
analitico (—) e sinal de fundo (---). Condi¢des experimentais: 250 pg Au como modificador

permanente; vazio da solugio 2,7-3,0 mL min’!; vazio de Ar 95 mL min!; Teo1 100 °C....... 45

Figura 12. Efeito do volume de solugdo na absorvéncia integrada de Hg (8,0 pg L' em 10%
(v/v) n-propanol). Condi¢des experimentais: vazio da solucdo 3,0 mL min’!; vazio de Ar 95

mL min''; Teol 100°C; Tar 600 °C; modificador permanente 250 Ug AU........c.coovveerevevevnennne. 46

Figura 13. Efeito da concentracdo de HCI na absorvancia integrada de uma solu¢do padrao de
1,0 pg L' de Se (IV) (m) e Se (VI) (o). Barras de erro representam o desvio padrdo entre as
medidas (n=3). Condi¢des experimentais: vazao da solu¢do de 0,5% (m/v) de NaBH4 2,0 mL
min’'; vazdo de Ar 110 mL min™'; Tcot 300 °C; Ta 2200 °C; modificador permanente 120 ug
L ettt e a e sttt ea e ettt e bt e bt et et an 52

Figura 14. Efeito da concentracao de agente redutor (NaBH4) na absorvancia integrada de Se
(IV) (1,0 pg LY. Barras de erro representam o desvio padrio entre as medidas (n=3).
Condi¢des experimentais: vazdo da solu¢io de NaBH4 2,0 mL min’!; vazio de Ar 110 mL

min!; Teo1 300 °C; Ty 2200 °C; modificador permanente 120 g Ir. ......coovoveveveveveveverereennnee, 53

Figura 15. Efeito da vazdo de argbnio na absorvancia integrada de Se (IV) (1,0 pg L™).
Barras de erro representam o desvio padrao entre as medidas (n=3). Condigdes experimentais:
vazio da solu¢do de 0,5% (m/v) NaBH4 2,0 mL min™'; Teo1 300 °C; Ty 2200 °C; modificador
permanente 120 LG LT, .ooouiiiiiiiiie ettt et st 54

Figura 16. Curva de temperatura de coleta de SeHz a partir de uma solu¢@o analitica de 1,0
pg L' de Se (IV). Barras de erro representam o desvio padrio entre as medidas (n=3).
Condigdes experimentais: vazdo da solucdo de 0,5% (m/v) de NaBH4 2,0 mL min’!; vazio de

Ar 125 mL min’!; Ta 2200 °C; modificador permanente 120 pg Ir...........ccooveveveveveeeveveennnne. 55

Xl



Figura 17. Curva de temperatura de atomizac¢do de SeH> a partir de uma solugdo analitica de
1,0 ug L' de Se (IV). Barras de erro representam o desvio padrio entre as medidas (n=3).
Condigdes experimentais: vazdo da solucdo de 0,5% (m/v) de NaBH4 2,0 mL min’!; vazio de

Ar 125 mL min''; Teo1 300 °C; modificador permanentel120 Ug IT. ......coooovevveveveveveeeiereeeeenen. 56

Figura 18. Perfil de absorvéncia de Se obtido a partir de uma solucio analitica de 1,0 pg L™
de Se (IV). Sinal analitico (-) e sinal de fundo (---). Condi¢des experimentais: Tcot 300 °C; Ta
2200 °C; modificador permanente 120 pg de Ir; vazao da solucdo de 0,5% (m/v) de NaBH4

2,0 mL min'; vazao de Ar 125 ML MINT™. oottt es 56

Figura 19. Efeito da concentracdo de HCI na absorvancia integrada de uma amostra de dgua
de coco fortificada com Se (VI) (concentragdo final 3,0 pg L), apos digestio em forno de
micro-ondas. Barras de erro representam o desvio padrao entre as medidas (n=2). Condigdes
experimentais: vazio da solucdo de 0,5% (m/v) de NaBH4 2,0 mL min’!; vazdo de Ar 125

mL min''; Teol 300 °C; Tar 2200 °C; modificador permanente 120 pg Ir.........cocovvevevvveennnne. 58

Figura 20. Efeito da concentracdo de NaBH4 na absorvancia integrada de uma amostra de
dgua de coco fortificada com Se (VI) (concentragio final 3,0 pg L), apds digestdo em forno
de micro-ondas. Barras de erro representam o desvio padrao entre as medidas (n=2).
Condi¢des experimentais: vazdo da solu¢io de NaBH4 2,0 mL min’!; vazio de Ar 125 mL

min!; Teo1 300 °C; Ty 2200 °C; modificador permanente 120 g Ir. ......cooveveveveveveveeerereennee, 59

Figura 21. Curvas de temperatura de pirolise e atomizagdo utilizando uma solugdo padrao de
38 ug L! Se. Barras de erro representam o desvio padrio entre as medidas (n=3). Condigdes
experimentais: volume injetado 20 pL; Ta empregada durante a otimizagdo da Tpir 2000 °C;

Tpir empregada durante a otimizagao da Ta 1400 °C; modificador permanente 120 pg Ir...... 62

Figura 22. Perfis de absorvancia da amostra de agua de coco 2 ndo diluida (a) e diluida cinco
vezes (b). Sinal analitico (-) e sinal de fundo (---). Tpir 1400 °C; Ta 2100 °C; modificador
permanente 120 g de IT. ..ooouiiiiieceee e e e eaaee s 63

Figura 23. Perfis de absorvancia da amostra de dgua de coco 2 utilizando GF AAS com efeito
Zeeman como sistema de corre¢do de fundo, obtidos com a introducdo de aliquotas de (a) 10
uL, (b) 20 uL, (c) 30 uL e (d) 40 pL. Sinal analitico (—) e sinal de fundo (). Tpir 1400 °C e
Tat 2100 °C; modificador permanente 120 (g I1. ....ooooviieiiieeiiieeeeeeee e 65

Figura 24. Perfis de absorvancia da amostra de agua de coco 4 utilizando GF AAS com

sistema de correcdo de fundo baseado em efeito Zeeman, obtidos com a introdugdo de

Xl



aliquotas de (a) 10 puL, (b) 20 pL, (c) 30 uL e (d) 40 uL. Sinal analitico (-) e sinal de fundo
(+); Tpir 1400 °C; Tar 2100°C; modificador permanente 120 pg Ir. ..c.oovveeeiieniienienieciies 66

Figura 25. Espectro de absor¢cao molecular resolvido temporalmente da amostra de agua de
coco 1 (sem diluicdo) na vizinhan¢a da linha de 196,027 nm. Ty 1400 °C; Ta 2100 °C;
modificador permanente 120 I IT......c.cooiiiiiiiiiiiiee e e 68

Figura 26. Espectro de absorcao resolvido no tempo de uma molécula de NO na vizinhanga
da linha de 196,027 nm, gerado a partir de NH4NO3. Tpir 1100 °C; Ta 2300 °C; modificador
QUIMICO 1O [LZ NI ceeiiieiiie ettt e et e ettt e et eeetaeeessaeesssaeesnseeessseeensseeensseeesseeensseennes 69

Figura 27. Efeito da concentracdo de acido formico sobre o sinal analitico de uma solugao
padrio de 10 pg L' (m) e 25 pg L' (o) de Se (IV). Barras de erro representam o desvio
padrio entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais: vazio da amostra 2,5 mL min;

vazio de Ar 95 mL min™'; Teot 300 °C; Tar 2200 °C; modificador permanente 120 pg Ir. ...... 70

Figura 28. Curva de temperatura de coleta e atomizacdo para uma solucdo analitica de 10 pg
L' Se (IV) em 0,44 mol L! de 4cido formico. Na otimizagdo da Tco foi utilizada 2200 °C
como Ta; na otimizagdo da Ta foi utilizada 300 °C como Teo. Condigdes experimentais:

vazio da amostra 2,5 mL min’!; vazio de Ar 95 mL min™'; modificador permanente 120 pg Ir.

Figura 29. Perfil de absorvancia obtido a partir de uma solugio analitica de 10 ug L' de Se
(IV) em 0,44 mol L' de 4cido formico. Sinal analitico (—) e sinal de fundo (-). Condigdes
experimentais: Tcot 300 °C; Ta 2100 °C; modificador permanente 120 pg de Ir; vazao da

amostra 2,5 mL min™; vazao de Ar 95 mL min ™ ......oooioeiioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 72

Figura 30. Efeito da concentracdo de HNOj3 sobre o sinal analitico de uma solu¢do padrao de
10 pg L' (m) e 25 pg L' () de Se (IV) em 0,44 mol L! de 4cido formico. Barras de erro
representam o desvio padrao entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais: vazdo da
amostra 2,5 mL min’!; vazdo de Ar 95 mL min!; Teot 300 °C; Ta 2100 °C; modificador

permanente 120 LG LT, .ooouiiiiiiiiie ettt et st 73

Figura 31. Efeito da concentragdo de acido formico na absorvancia integrada de Se (IV) (10
ng L) na presenca de 14 mmol L' de HNOs. Barras de erro representam o desvio padrio
entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais: vazdo de amostra 2,5 mL min™'; vazio de

Ar 95 mL min''; Teoi 300 °C; Tat 2100 °C; modificador permanente 120 pg Ir....................... 74

Xl



Figura 32. Efeito da concentragdo de H,O> na absorvancia integrada de Se (IV), 10 ug L
(m) e 25 pg L' (0) em 0,44 mol L! de 4acido formico. Barras de erro representam o desvio
padrio entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais: vazio da amostra 2,5 mL min;

vazio de Ar 95 mL min™'; Teot 300°C; Ty 2100 °C; modificador permanente 120 pg Ir. ....... 75

Figura 33. Efeito da vazdo do géas carreador introduzido apds o reator fotoquimico na
absorvancia integrada de Se (IV) (10 pg L' em 0,44 mol L' de 4cido formico). Barras de erro
representam o desvio padriao entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais: vazdo da

amostra 2,5 mL min!; Teo1 300 °C; Tar 2100 °C; modificador permanente 120 pg Ir. ............ 76

Figura 34. Efeito da vazdo do gas carreador introduzido antes do reator fotoquimico, na
absorvancia integrada de Se (IV) (10 pg L' em 0,44 mol L' de 4cido formico). Barras de erro
representam o desvio padrao entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais: vazdo da

amostra 2,5 mL min!; Teo1 300 °C; Tar 2100 °C; modificador permanente 120 pg Ir. ............ 77

Figura 35. Efeito da vazdo da amostra sobre o sinal analitico de uma solugao padrao de 1,0
ng L1 (o) e 5,0 pg L (o) de Se (IV). Barras de erro representam o desvio padrio entre as
medidas (n = 3). Condi¢des experimentais: vazdo de Ar 115 mL min™'; Teo1 300 °C; Ta 2100
°C; modificador permanente 120 [ IT. ....ooeiiiiiiiieeie e 78

Figura 36. Fluxograma das etapas de coleta das aliquotas para o balanco de massa.............. 81

Figura 37. Efeito do 6xido de titdnio na pré-reducdo on line de uma solug¢do padrdo de 5 pg
L' de Se (VI) (m) em relagio ao Se (IV) (#). Condigdes experimentais: vazio da solugdo 1,5
mL min’'; vazdo de Ar 115 mL min!; Teo1 300 °C; Ta 2100 °C; modificador permanente 120

[V OO TP 85

Figura 38. Representacdo esquemadtica das reagdes de oxi-reducdo fotocataliticas que

ocorrem na superficie do TiO,. Adaptada de Sturgeon e Grinberg.*’............cococovviiieeennnn. 85

Figura 39. Efeito da concentragio de HCI na absorvancia integrada de Se (IV) (5 ug L' em
0,44 mol L! 4cido formico). Barras de erro representam o desvio padrio entre as medidas
(n=3). Condi¢des experimentais: vazio da solu¢do 1,5 mL min’!; vazdo de Ar 115 mL min’';

Teot 300 °C; Tat 2100 °C; modificador permanente 120 pg Ir. .....oocveeiieriiiiiiiiieeiieieeieee 86

Figura 40. Recuperacdo de SeMet na amostra de agua de coco 1 fortificada com 15 ng de Se
submetida a digestio UV com 0,2 mol L' de HCI (m) e com 0,014 mol L' de HNO; (o) e
H,0, por PVG-GF AAS. Condig¢des experimentais: vazio da solugdo 1,5 mL min’'; vazio de

Ar 115 mL min''; Teoi 300 °C; Tat 2100 °C; modificador permanente 120 pg Ir..................... 90

XV



Figura 41. Fotos ilustrativas do processo de digestdo com irradiacdo UV apds (a) 1 e (b) 6

hOTAS A€ AIZESTAO. ..eeuvieeiiieiiieiiecie ettt ettt ettt e et eestae st e e saeeenbeessbeenseensaaenseensnas 91

XV



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Programa de aquecimento do forno de micro-ondas utilizado para a digestao das

AMOSIIAS A€ AZUA A€ COCO ..viuiiiiuiiiiiieiieiie ettt ettt ettt et e et e et eeseaesbeesseeenbeenseeenseas 32

Tabela II. Programa de temperatura utilizado para o recobrimento da parede do tubo de

GIAfIte COM 250 L AU .eviiiiiieeeiie ettt ettt e e et e ettt e eabeesasaeesnsaeesssaeennseeensseeennns 34

Tabela III. Programa de temperatura utilizado na determinagdo de Hg em peixe por PVG-GF

Tabela IV. Programa de temperatura utilizado para o recobrimento da plataforma do tubo de

Grafite COM 120 P IToiueiiiiiiiiiie ettt ettt s e et esabeenbeesnneensaens 35

Tabela V. Programa de temperatura utilizado na determinacao de Se por PVG e HG acoplada

A G A A S e ettt 37

Tabela VI. Programa de temperatura utilizado na determinagdo de Se por GF AAS por

AMOSTTAZEM TIQUIAA ...eovviiiiieiieeie ettt ettt e e e et e e et e e beeenbeeseeensean 37

Tabela VII. Massa caracteristica obtida com 250 e 500 pg de Au como modificador
permanente para trés compostos organicos de baixo peso molecular. Média n=3) (coeficiente

E VATTAGAD) ..eeivviieiiieeeiiee ettt e ettt e ettt e et e e et e e etaeeeeaae e e aseeeetbeeensseeesseeeasseesnsaeeesseeeanseeensseeennseeanns 44

Tabela VIIIL. Parametros de mérito para a determinacdo de Hg em peixe por PVG-GF AAS.
Condigdes experimentais: 2,5% (v/v) TMAH e 10% (v/v) n-propanol .............ccccceeveenenneens 48

Tabela IX. Concentragdo de Hg em CRM e amostras de peixe por PVG-GF AAS. As

concentragdes sdo expressas como média £ desvio padrao (N =3) ...cccceeveerieeiiienieecieenieeen, 50
Tabela X. Parametros de mérito para a determinacao de Se por HG-GF AAS ...................... 60

Tabela XI. Concentragao de Se em amostras de agua de coco obtida por HG-GF AAS e teste
de recuperagdo. Nos testes de recuperacdo a concentragdo final de Se nas amostras
fortificadas foi 3,0 pg L''. As concentragdes estdo expressas como média + desvio padrio

COMDBINAAO (T153) 1.ttt ettt ettt e et e e eta e e e taeestaeeebaeeeasaeessseeesnseeesseeesseeanes 61

Tabela XII. Parametros de mérito para a determinacao de Se por GF AAS com lampada de

deutério COmMO COTTELOT A€ TUNAO ....ueee e e e e e e e e e aa e 63

Tabela XIII. Parametros de mérito para a determinacdo de Se por GF AAS com sistema de

corre¢ao de fundo baseado em efeito Zeeman ............c.eeecveeeiiiiieiiiieeiiieecee e 64

XVI



Tabela XIV. Parametros de mérito para a determinacao de Se por PVG-GF AAS................ 79

Tabela XV. Recuperagdo de Se (10 ng) em aliquotas submetidas a PVG, com introdu¢ao de

Ar antes e apos o reator, seguida de quantificagio por HG™ ...........ccoeveveieeeeeeeeeeeeeeeeeene, 82

Tabela XVI. Recuperagao de Se (75 ng) em aliquotas submetidas a PVG seguida de
quantificagdo por HG e por andlise direta GF AAS.........ooiiiiiiiiiiieeeeeeee e 84

Tabela XVII. Preparo de amostras para determinacdo de Se em amostras de 4gua de coco. As
amostras foram fortificadas com uma solugfio de padrio de SeMet para resultar em 5 pg L'

Se. Experimentos realizados em duplicata. ...........ccccceeeriiiiiiiieiiieceece e 88

Tabela XVIII. Concentracdo de Se em amostras de d4gua de coco obtidas por PVG-GF AAS e

testes de recuperacdo. Média = desvio padrao (N7=2) ..cccveeveereieeiienieeiieeie ettt 91

XVl



Aint
AFS

cv
CVG

CRM

FAAS

GF AAS

HCL

HG
HR-CS GF AAS

ICP-MS

ICP OES

ID

LD
LMWC

LQ
PVG

LISTAS DE ABREVIATURAS

Absorvancia integrada

Espectrometria de fluorescéncia atomica (do inglés “atomic
fluorescence spectrometry”)

Vapor frio (do inglés “cold vapor”)

Geracdo quimica de vapor (do inglés “chemical vapor
generation”)

Material de referéncia certificado (do inglés “certified reference
material”)

Espectrometria de absor¢ao atomica com chama (do inglés “flame
atomic absorption spectrometry”)

Espectrometria de absor¢do atdmica com forno de grafite (do
inglés “graphite furnace atomic absorption spectrometry”)
Lampada de catodo oco (do inglés “hollow cathod lamp™)

Geracao de hidretos (do inglés “hydride generation™)
Espectrometria de absor¢do atomica de alta resolucdo com fonte
continua com forno de grafite (do inglés “high-resolution
continuum  source  graphite  furnace atomic  absorption
spectrometry”)

Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (do
inglés “inductively coupled plasma mass spectrometry”)
Espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (do inglés “inductively coupled plasma optical emission
spectrometry”)

Diluigao isotopica (do inglés “isotopic dilution”)

Limite de deteccao

Composto organico de baixo peso molecular (do inglés “low
molecular weight organic compound”)

Limite de quantificagdo

Geracao fotoquimica de vapor (do inglés “photochemical vapor

generation”)

XVl



QTA

Tcol
TMAH

Tpir

A 13

Atomizador de tubo de quartzo (do inglés “quartz tube atomizer’)
Temperatura de atomizagao

Temperatura de coleta

Hidroxido de tetrametilamonio (do inglés “tetramethylammonium
hydroxide”)

Temperatura de pirolise

XIX



RESUMO

A geragdo quimica de vapor (CVG) e a geragao fotoquimica de vapor (PVG) sdo técnicas
analiticas empregadas na conversao do analito, presente na fase condensada, em uma espécie
volatil, previamente a sua introducdo no sistema de detec¢do. Neste trabalho foram
desenvolvidos procedimentos analiticos para a determinagdo de Hg e Se em amostras
biologicas por técnicas de geragdo de vapor acopladas a espectrometria de absor¢do atémica
com forno de grafite (GF AAS). A determinacgdo exata e precisa de Hg em amostras de peixe
foi possivel apos a solubilizagdo em hidroxido de tetrametilamonio e adi¢do de n-propanol,
como composto organico de baixo peso molecular, e deteccao por PVG-GF AAS. O método
analitico desenvolvido com o emprego da técnica de PVG para a determinagao de Se em agua
de coco por GF AAS resultou em limites de detec¢do e quantificagdo de 0,65 pg L' e 2,2
ug L', respectivamente, os quais foram semelhantes aos obtidos por CVG. Os métodos
desenvolvidos para a determinacdo de Hg e Se por PVG-GF AAS em amostras biologicas sao
sensiveis, livres de interferéncia espectral, de baixo custo e representam uma alternativa

viavel a CVG.
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ABSTRACT

Chemical vapor generation (CVG) and photochemical vapor generation (PVG) are analytical
techniques used to convert the analyte into a volatile species in liquid phase, before the
introduction into the detection system. In this study, analytical procedures for the
determination of Hg and Se in biological samples by vapor generation techniques coupled to
graphite furnace atomic absorption spectrometry (GF AAS) were developed. Accurate Hg
determination in fish samples was possible after a solubilization in tetramethylammonium
hydroxide and adding n-propanol, as low molecular organic compound, using PVG-GF AAS.
The developed method for Se determination in coconut water with PVG-GF AAS have
resulted in limits of detection and quantification of 0,65 pg L™ and 2,2 ug L', respectively
and that were similar with those obtained with CVG. The developed methods for Hg and Se
determination in biological samples using PVG-GF AAS are sensitive, free of spectral

interference, low-cost, and are a feasible alternative for CVG.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda por uma alimentacao saudéavel, em oposi¢ao ao intenso processo
de polui¢do dos recursos naturais, torna necessario o desenvolvimento de metodologias
simples, exatas e precisas, para a determinacdo de elementos essenciais e tdxicos em niveis
sub-tracos em alimentos.

O Hg, ao entrar no ambiente aquatico, sofre metilacdo pelos micro-organismos e
posteriormente ¢ acumulado ao longo da cadeia alimentar, principalmente como
metilmercurio. Desse modo, concentragdes varias vezes maiores podem ser atingidas em
peixes predadores e mamiferos do que em suas presas. Fato que levou a Agéncia de Protecao
Ambiental e a Administracdo de Alimentos ¢ Medicamentos do Estados Unidos a
recomendarem as mulheres gestantes, lactantes e criangas a evitarem o consumo destes
peixes'.

Por outro lado, o Se ¢ um elemento essencial presente em proteinas e enzimas que
desempenham papéis-chave no metabolismo dos seres vivos. No entanto, o excesso bem
como a caréncia deste elemento, podem resultar em prejuizos a saude. Além disso, € atribuido
ao Se a capacidade de protecdo contra a toxidade do Hg ao formar complexos inertes com
este.

No Brasil, os principais alimentos fontes de Se sdo a castanha-do-pard, alimentos de
origem animal como carne vermelha, ovos e peixes. Além destes, outros alimentos também
sdo investigados como a agua de coco. A crescente comercializacdo de agua de coco,
industrializada ou in natura, em toda extensdo do territorio nacional deve-se a sua
composi¢ao quimica (carboidratos, proteinas, vitaminas) de baixa caloria e ao seu carater
isotonico conferido pela presenca de minerais (como K e Na). Por esse motivo, ¢ indicada
para a reposicao de eletrélitos para pacientes com problemas gastrointestinais. No entanto, a
concentragdo de Se em agua de coco ¢ variavel e pouco estudada.

As técnicas de geragdo de vapor, que consistem na conversao do analito presente na
fase liquida em uma espécie volatil, apresentam uma série de vantagens em relacdo as
técnicas de amostragem liquida para determinagdo de elementos como Hg e Se. Dentre as
vantagens, destacam-se a alta eficiéncia de transporte da analito em relacdo a nebulizacao
pneumatica (cerca 100%), separagdo prévia do analito da matriz, minimizando interferéncias
espectrais, e capacidade de introducdo de volumes maiores no sistema de geracao de vapor, o

que confere menores limites de detec¢do relativos.



Dessa forma, este trabalho de tese visa o desenvolvimento de metodologias baseadas
na conversdo dos analitos a espécies volateis pelas técnicas CVG e PVG, acopladas a
espectrometria de absor¢cdo atdmica com forno de grafite para a determinagdao de Hg em
amostras de peixes e Se em agua de coco. A CVG, uma técnica de geragao de vapor
consolidada, foi empregada também como uma técnica comparativa a PVG. A PVG foi
avaliada como uma alternativa simples a CVG, pois requer apenas uma lampada UV e um

composto organico de baixo peso molecular para geragao de compostos volateis do analito.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste Item serdo abordados aspectos relacionados a toxicidade e a essencialidade
associados a ingestdo dos elementos Hg e Se, respectivamente. Sera apresentada, também,
uma breve revisao sobre os principios da técnica de espectrometria de absor¢ao atomica e das
técnicas de geracdo quimica e fotoquimica de vapor, as quais foram empregadas neste
trabalho. E por fim, serdo apresentados aspectos praticos referentes a etapa de preparo de
amostra para a determinacao dos elementos Hg e Se em amostras bioldgicas por técnicas de

geracdo de vapor acopladas a técnicas espectrométricas.
2.1 MERCURIO E SELENIO

Merctrio ocorre na natureza como Hg elementar (Hg’), inorganico (ion mercuroso,
Hg?, e fon mercurico, Hg?") e organico (sendo metilmerctrio, CHsHg", e dimetilmercurio,
(CHs3)Hg, os mais comuns), os quais possuem diferentes propriedades toxicologicas>.
Mercurio circula naturalmente na biosfera e ¢ liberado na atmosfera por processos naturais
como desgaseificacdo da crosta terrestre e dos oceanos, atividade vulcanica, intemperizagao
de rochas, depodsitos geologicos de Hg, e volatilizagao dos oceanos. No entanto, as atividades
antropogénicas, como mineragdo de Au (artesanal ou em pequena escala), queima de
combustiveis fosseis (principalmente carvdo), mineracdo de metais ndo-ferrosos, refino de
6leo, producdo de cimento, incineragdo de residuos, amadlgama dental, lampadas
fluorescentes, entre outras atividades, representam a principal fonte de liberacao de Hg. A
emissao global de Hg para atmosfera oriunda das atividades humanas, em 2010, foi estimada
em média 1.960 t, com um intervalo de incerteza de 1.010-4.070 t*-3.

No ambiente aquatico, o Hg inorganico ¢ convertido em CH3Hg" (composto orgnico
lipofilico) pelos micro-organismos. O CH3Hg", por sua vez, ¢ acumulado nos musculos dos
peixes, principalmente pelo consumo de organismos que contém CHsHg', processo
denominado de bioacumulagdo. Outra possibilidade é o CH3Hg" ser biomagnificado através
da cadeia alimentar, processo que ocorre quando predadores se alimentam de presas que ja
possuem CH3Hg" bioacumulado em seus tecidos. No decorrer do tempo, peixes predadores do
topo da cadeia alimentar, que consomem regularmente presas com altos niveis de CHszHg",
apresentam niveis vérias vezes maiores que os presentes em suas presas’.

O consumo de determinados tipos de peixe pelos seres humanos representa a fonte
mais comum de exposi¢do ao CH3Hg", o qual possui potencial para causar desordens

neurologicas, como Alzheimer, deméncia, Parkinson até problemas de ma formagao de feto e



infertilidade5. Por essa razdo, as agéncias norte americanas de Protecdo Ambiental e de
Administragao de Alimentos e Medicamentos recomendam que mulheres gestantes ou em
fase de amamentacdo e criangas, evitem o consumo de certos peixes'*”’.

A toxicidade do Hg aos seres humanos varia com a forma quimica, a dose e a
frequéncia de exposi¢dao. O metilmercurio no sangue e em outros tecidos, ao se ligar a grupos
sulfidrilas (-SH), principalmente em cisteinas, ¢ transportado pelos aminoacidos através da
barreira sangue-cérebro onde acumula, devido a sua alta lipofilicidade. De forma similar, o
CH3Hg" ¢é transferido para a placenta. No entanto, o Hg pode reagir com grupos selenol
(-SeH) presentes em selenocisteinas (SeCys), pois estes apresentam maior afinidade pelo Hg
do que os grupos -SH, provavelmente devido ao menor pKa da SeCys (~5,4) que confere uma
maior reatividade do que a cisteina (pKa ~8,0)%. O selénio tem efeito protetor contra a
toxicidade causada pelo Hg e inibe os danos oxidativos causados por esse, possivelmente
devido a formagdo de um complexo inerte Se-Hg”*!°.

O selénio ¢ um elemento-trago essencial, presente em selenoproteinas, principalmente
como selenocisteina, que corresponde ao 21° aminoacido. Os seres humanos elaboram 25
selenoproteinas, entre elas, enzimas como a glutationa peroxidase, iodotironina deiodinase e
tioredoxina redutase'!. A familia das selenoproteinas, embora pequena, inclui proteinas
chaves que desempenham fung¢des antioxidantes, na sinalizacdo redox, no metabolismo do
horménio da tircoide e no enovelamento de proteinas'>. Enzimas Se-dependente
desempenham importante fun¢ao na protecao do organismo contra estresse oxidativo através
da reducao de lipoperoxidos e peroxido de hidrogénio. Alguns estudos indicam que o Se pode
prevenir ou minimizar efeitos toxicos de Ag, As, Cd, Hg e Pt.

Apesar da sua importancia, o Se ¢ um micronutriente cuja dose que confere toxicidade
e deficiéncia ¢ préxima. O consumo didrio de Se necessario para compensar perdas minimas
varia entre 10 e 75 pg dia' para recém-nascidos e mulheres lactantes, respectivamente,
enquanto que, para homens e mulheres adultos é recomendado 70 e 60 pg dia™,
respectivamente. A sua deficiéncia ¢ responsavel por cardiomiopatias, distrofia muscular e
desordens na reproducao, e ocorre principalmente em habitantes de regides onde os solos sdo
pobres em Se!®. A ingestdo diaria acima do limite superior de 400 pg dia' de Se pode levar a
selenose, caracterizada pela perda de cabelo e unhas, disturbios gastrointestinal e hormonais,
erupcdes cutineas, entre outros ',

As principais fontes de Se sdo alimentos ricos em proteinas, como carnes, frutos do

mar, ovos, legumes, cereais e castanhas, enquanto que em frutas a concentragdo ¢ baixa. A



concentracdo de Se em espécies vegetais depende da disponibilidade de Se no solo onde as
plantas se desenvolvem'’.

Embora ainda ndo exista consenso, interagdes antagonistas entre Se ¢ Hg foram
relatadas. Em um estudo realizado com populagdes ribeirinhas do rio Amazonas, os quais
possuem elevadas concentragdes de Hg (devido a dieta baseada no consumo de peixes
contaminados com Hg) e também de Se (resultante do consumo de castanhas-do-para, na qual
a concentracdo de Se ¢ alta) foi observado que um elevado consumo de Se € critico para o
desenvolvimento adequado das funcdes cerebrais e musculares e também para compensar
efeitos deletérios do Hg'®. Em outro estudo realizado com ratos expostos a Hg e Se, os autores
confirmaram o papel das selenoproteinas no processo de destoxificagdo do Hg. O mecanismo
protetor deve-se a capacidade do Se de alterar a distribuicdo do Hg em o6rgaos e fluidos
biologicos e induzir a formag¢ao de complexos inertes Hg-Se-S. O grupo altamente reativo
selenol nas selenoproteinas P, aumentam a possibilidade de ligacdo Se-Hg. Esses autores
concluiram que a administragdo de Se representa um tratamento promissor contra a toxidade
do Hg'".

Em razdo do potencial toxico conferido pela ingestdo de Hg aos seres vivos, € as
fungdes essenciais apresentadas pelo Se (em uma estreita faixa de concentragdo), o
conhecimento da concentracdo destes elementos em alimentos ¢ de extrema importancia. A
concentracdo de Hg e Se pode ser determinada por técnicas espectrométricas, como a
espectrometria de absor¢do atomica (AAS - atomic absorption spectrometry), espectrometria
de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS - inductively coupled plasma mass
spectrometry), espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES - inductively coupled plasma optical emission spectrometry) e espectrometria de

fluorescéncia atomica (AFS - atomic fluorescence spectrometry).
2.2 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA

A espectrometria de absor¢do atdmica baseia-se na medida da absor¢do da radiacdo
incidente por atomos gasosos no estado fundamental, apds subtragdo da absorcdo pelo fundo.
E uma técnica analitica aplicada para se conhecer a concentragdo de um elemento em uma
dada amostra.

Um 4tomo no estado fundamental, ao absorver a radiagdo de um comprimento de onda
especifico, ¢ promovido para um estado de maior energia (estado excitado). A energia
necessaria para essa transicao ¢ relacionada ao comprimento de onda pela equagao de Planck,

segundo a qual, um 4atomo absorve somente radiacdo de comprimento de onda (A) ou



frequéncia (v) especifica. Nesta, E ¢ a energia necessaria para que a transicdo eletronica

ocorra, h corresponde a constante de Planck e ¢ é a velocidade da luz (Equagdo 1)'%°.

E=hv :E Equacao 1

A

Na AAS, a populacdo de atomos no estado fundamental ¢ mensurada. Para isso, sdo
necessarios atomos livres no estado fundamental, que s@o produzidos com o fornecimento de
energia térmica pelos atomizadores chama e forno de grafite, ou através de colisdes com
radicais H no atomizador de tubo de quartzo. A populagdo relativa de 4tomos no estado
fundamental (No) e no estado excitado (N¢), em fun¢do da temperatura, ¢ fornecida pela
Equacao de Maxwell-Boltzmann (Equagdo 2). Nesta equagdo, g. € go sdo 0s pesos estatisticos

para os estados excitado e fundamental, respectivamente; E. e Eo sdo as energias nos dois

estados; k é a constante de Boltzmann; e T a temperatura absoluta!®!°,
~(Ee-Eg) .
E: (é) e o Equacio 2
NO go

Nas condi¢des usuais de temperatura (inferiores a 3000 °C) e comprimento de onda
utilizadas na AAS, a fracdo de 4&tomos no estado excitado ¢ desprezivel em relagdo a fragdo de
4tomos que permanece no estado fundamental, e portanto, aptos a absorverem energia'®!”.

Através da Lei de Lambert-Beer (Equacao 3), € possivel relacionar a absorvancia (A) e
o numero de atomos livres (N), na qual ®o(A) ¢ a intensidade da radiacdo incidente emitida
pela fonte de radiagdo; ®@«(A) € a intensidade da radiagdo transmitida, £ ¢ o comprimento do
caminho dptico e k(A) é o coeficiente de absor¢io atdmica espectral'®1°.,

Oy(A)

o.M

=0,43N+x()L) Equacao 3

Nos espectrometros de absor¢do atdmica convencionais ou com fonte de linha, sdo
empregadas fontes de radiagdo que emitem um comprimento de onda especifico de um ou
alguns poucos elementos. A fonte de radiagdo comumente utilizada em AAS ¢ a lampada de
catodo oco (HCL). Estas sdo constituidas por um catodo, confeccionado com o elemento que
se deseja determinar, € um anodo, ambos inseridos em um cilindro de vidro contendo uma
janela de quartzo por onde a radiagdo ¢ transmitida. A lampada ¢ preenchida com um gas
inerte (Ne, Ar e He), mantida sob baixa pressdo (1-2 kPa). Uma diferenga de potencial ¢
aplicada entre o catodo e o anodo, promovendo a ionizagdo do gas de preenchimento. Os ions
sdo atraidos e acelerados em direcdo ao catodo (carregado negativamente) por forcas

eletrostaticas, que ao colidirem contra a superficie do catodo, promovem a eje¢do de atomos



gasosos do metal. Apos colidirem com ions do gas inerte, estes d&tomos sdo excitados. Porém,
como este estado € instavel, ao retornarem ao estado fundamental, os atomos emitem fotons
com comprimento de onda caracteristico do elemento. Outra op¢ao de fonte de radiagdo sdo
as lampadas de descarga sem eletrodo (EDL). Estas apresentam alta intensidade radiante e
larguras de linhas mais estreitas do que as HCL, além de maior vida 1til, o que as torna
especialmente atraentes para aqueles analitos, como As e Se, que apresentam linha de
ressonancia em baixos comprimentos de onda. A radiagdao emitida ¢ modulada por uma
corrente alternada para ser distinguida de outras radiagdes, que ¢ sintonizada com o
amplificador'®!?. A radiagdo emitida é, entdo, conduzida pelo volume de absor¢do (caminho
optico). No atomizador, a radiacdo ¢ absorvida pelos d&tomos gasosos no estado fundamental e
por possiveis concomitantes (absor¢ao de fundo), cuja atenuagdo, apods corre¢ao do fundo, ¢
proporcional a massa de analito na amostra. A absor¢ao de fundo pode ser causada por
moléculas gasosas ou pelo espalhamento da radiagdo sobre particulas. Os atomizadores
chama, forno de grafite e tubo de quartzo, empregados em AAS, ddo origem as técnicas
espectrometria de absor¢ao atdmica com chama (FAAS), com forno de grafite (GF AAS) e
com tubo de quartzo (QTA AAS)'®19.

Nos sistemas utilizados para corre¢do de fundo, ¢ necessaria a medida da absorgdo
total (absor¢do atdmica mais absor¢do do fundo) e da absor¢do de fundo, que sdo realizadas
sequencialmente. A diferenca entre as duas medidas corresponde a absor¢ao atoémica. Os
principais sistemas de correcdo de fundo empregados em AAS com fonte de linha sdo:
correcdo com fonte continua (ldmpada de deutério) e a corre¢do baseada no efeito
Zeeman'®1?,

No monocromador, a linha analitica ¢ isolada das demais linhas de emissao (p.ex.
emitidas pela fonte de radiagdo e pelo atomizador). A dispersdo da radiagdo ¢ realizada
principalmente, com o uso de redes de difragdo, nas quais a radiagdo ¢ decomposta em
discretos comprimentos de onda. Apds a dispersdo da radiacdo, o comprimento de onda de
interesse é selecionado pela fenda de saida'®!°.

Finalmente, no detector ocorre a conversao da radiacdo luminosa em corrente elétrica.
Para este fim, geralmente ¢ empregado um tubo fotomultiplicador. A incidéncia da radiagao
na superficie de um céatodo fotossensivel causa a emissdo de elétrons. Estes elétrons sdo
acelerados e atraidos contra a superficie de uma série de dinodos, devido a voltagem aplicada

sobre estes. Ao colidirem contra a superficie do dinodo sdo emitidos entre 2 ¢ 10 elétrons, e

assim sucessivamente por 9 a 12 dinodos normalmente. Os elétrons gerados na



fotomultiplicadora sdo encaminhados para um sistema de amplificacdo, e assim a absorvancia

é registrada'®.
2.2.1 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM FORNO DE GRAFITE

Boris L'vov foi o primeiro a utilizar um forno eletricamente aquecido como
atomizador. Durante a década de 1970, diferentes atomizadores foram investigados, mas foi o
design desenvolvido por Massmann, uma adaptacdo do forno do L'vov, que contribuiu
significativamente para a sua comercializacdo. Os fornos modernos sdo versdes menores do
modelo de Massmann, com tubos com comprimento 2,5-3,0 cm e diametro interno 4-7 mm, e
com aquecimento a partir das extremidades pela passagem direta de corrente através do
forno?%2!,

Em 1981, Slavin et al introduziram o conceito "forno com plataforma e temperatura
estabilizada" (stabilized temperature platform furnace), que compreende um conjunto de
medidas para garantir condi¢gdes o mais proximas possiveis do forno isotérmico ideal de
L'vov, que inclui: uso de tubo de grafite com plataforma de L'vov e recobrimento pirolitico,
corretor de fundo, elevada taxa de aquecimento na etapa de atomizagao, interrupcao do gas de
purga durante a atomizagao, sinal de absorvancia registrado em area, emprego de modificador
quimico e componentes eletronicos de resposta rapida'®*!,

A espectrometria de absor¢do atomica com forno de grafite ¢ cerca de trés ordens de
magnitude mais sensivel do que a espectrometria de absor¢do atdmica com chama. As
caracteristicas que conferem maior sensibilidade a GF AAS sdo: (i) perfil da linha de
absorc¢ao mais estreito; (ii) maior tempo de residéncia no caminho 6ptico, décimos de segundo
até varios segundos, enquanto na chama o analito reside menos de 10 milisegundos; (iii) alta
eficiéncia de transporte da solugdo na GF AAS versus cerca de 5% na FAAS!'®20,

Na GF AAS, uma aliquota com volume entre 10 e 50 puL ¢ introduzida na plataforma
do tubo de grafite por um orificio no centro do tubo e submetida ao programa de temperatura,
a fim de remover o maximo possivel dos constituintes da amostra, sem que ocorra perda do
analito antes da atomizacdo. Uma vez que toda a aliquota introduzida no tubo ¢ atomizada em
um curto tempo, um sinal dependente do tempo ¢ gerado, cuja area ¢ proporcional a massa de
analito presente na aliquota'®?°.

As etapas do programa de temperatura, geralmente utilizados, consistem em secagem,
pirdlise, atomizagdo e limpeza.

Geralmente, uma ou duas etapas de secagem com temperaturas variando entre 10 °C

abaixo e 20 °C acima da temperatura de ebulicao do solvente sdo suficientes para garantir a



dessolvatagdo da amostra. A ebuli¢do e a projecao de goticulas da solu¢ao devem ser evitadas
durante esta etapa para garantir repetibilidade entre as medidas'®.

A etapa de pirolise tem como objetivo eliminar o maximo dos componentes organicos
e inorganicos da matriz, residuo de dgua e acido, sem que ocorra perda do analito.

Para se conhecer as condi¢des 6timas de temperatura de pirdlise (Tpir) € atomizagio
(Ta), etapa em que ocorre a formagdo do vapor atdomico, sdo estabelecidas curvas de
temperatura versus absorvancia integrada. Para a construcdo da curva de temperatura de
pir6lise, uma temperatura de atomizagdo alta o suficiente para produzir atomos livres no
estado fundamental, escolhida de um procedimento padrio, ¢ fixada enquanto a temperatura
de pirdlise ¢ variada. A temperatura de pirdlise escolhida deve ser alta o suficiente para
remover 0 maximo possivel de concomitantes antes da atomizagao, sem que ocorra perda do
analito. Na presen¢a de matrizes complexas, sao necessarias rampas de aquecimento lentas e
longos tempos de permanéncia. Logo, a temperatura utilizada nesta etapa depende da matriz e
do analito. A curva de temperatura de atomizagdo ¢ construida de forma semelhante a curva
de pirdlise: a temperatura de pirdlise selecionada ¢ fixada, enquanto a temperatura de
atomizacdo ¢ variada e a absorvancia integrada registrada em cada temperatura. A
temperatura de atomizagdo escolhida ¢ aquela que fornecer o maior sinal analitico, ou no caso
de um patamar, a menor temperatura em que o sinal ¢ maximo, em um menor tempo de
integragdo possivel'®? e que forne¢a um perfil do pico simétrico.

Na etapa de atomizagdo, a atenuagdo da radiacao, no interior do tubo de grafite, pelo
vapor atdmico produzido € proporcional ao numero de atomos do analito. Durante esta etapa,
o gas de purga ¢ interrompido para maximizar o tempo de residéncia do analito no caminho
optico e garantir a maxima temperatura da fase gasosa'®2’.

Na etapa de limpeza ¢ aplicada uma temperatura (maior que a temperatura de
atomizacao) por um curto periodo de tempo para a remog¢ado de residuos da matriz e reduzir
possiveis efeitos de memoria'®,

Para tornar as propriedades fisicas e quimicas do analito nas solugdes padrdo e
amostra o mais semelhante possivel sdo empregados modificadores quimicos. Estes podem
atuar como modificadores de matriz quando auxiliam na volatilizagdo da matriz. Entretanto, o
emprego mais comum € na estabilizagdo do analito através da formag¢do de um composto ou
fase do analito mais estavel, o que permite utilizar temperaturas mais altas durante a pirdlise
para a remocgao dos constituintes indesejados da matriz, sem perda do analito. A mistura de Pd
e Mg na forma de nitrato, utilizada para estabilizar um grande ntimero de elementos, ¢

conhecida como modificador universal'®2°,



Alternativamente, os modificadores quimicos podem ser empregados como um
recobrimento da plataforma do tubo de grafite pelo depdsito de uma massa (0,1-1 mg) de
modificador, que ¢ entdo submetida a um tratamento térmico. Os modificadores permanentes
como sao designados, apresentam como vantagens: (i) simplicidade e redug¢do do tempo de
analise, pois dispensam a introdu¢do de uma nova aliquota de modificador antes de cada
medida; (i1) maior tempo de vida do tubo de grafite, pois o recobrimento protege contra agao
deacidos; (iii)) menores valores de branco devido a eliminacdo de impurezas durante o
tratamento térmico na etapa do recobrimento!%22,

O uso de modificadores permanentes confere grande vantagem a analise direta de
solidos e na coleta de vapor gerado, por exemplo, pelas técnicas de geracao de hidreto (HG -

hydride generation) e vapor frio (CV - cold vapor)'

. Além das vantagens descritas
anteriormente, quando empregados para coletar espécies volateis geradas por técnicas de
geracdo de vapor, ¢ esperado um longo tempo de dura¢do do recobrimento, devido a auséncia
de matriz*%.

Metais normalmente empregados como modificadores permanentes incluem: metais
nobres de alto ponto de ebulicdo (Ir, Pt, Rh e Ru) e de média volatilidade (Au, Ag e Pd) e
elementos formadores de carbetos (W, Ta, Zr, V e Ti), sozinhos ou em misturas®®?2.

O iridio como modificador permanente ¢ efetivo em sequestrar hidretos, e em razao de
seu alto ponto de fusdo (2410 °C), dependendo da temperatura de atomizagdo, a durabilidade
do recobrimento ¢ grande (cerca de 520 queimas)**3°. A eficiéncia do Ir em estabilizar o
analito, assim como outros modificadores do grupo da platina que sdo reduzidos a forma
elementar pelo condicionamento térmico, ¢ atribuida a formagdo de solugdo solida e/ou
compostos entre o modificador e o analito, que ¢ capturado no interior do modificador

elementar?’.

2.3 GERACAO QUIMICA DE VAPOR ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
ABSORCAO ATOMICA

A determinagdo de elementos-trago ¢ comumente realizada com o emprego de técnicas
espectrométricas, como a FAAS, GF AAS, ICP-MS e ICP OES. Embora algumas
configuracdes permitam a analise direta de solidos, geralmente, as técnicas citadas requerem
que as amostras sejam convertidas para a fase liquida previamente a introdugdo no
equipamento. Entretanto, com excecdo da GF AAS a introdugdo destas solucdes através da
nebulizacdo pneumadtica resulta em uma baixa eficiéncia de transporte (1-5%) e baixa

sensibilidade. Alternativamente, o analito pode ser introduzido na forma de vapor, através da
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sua conversdo a uma espécie volatil pelas técnicas de geragdo quimica de vapor (CVG -
chemical vapor generation)*, geracdo eletroquimica® e geracio fotoquimica de vapor (PVG
- phtochemical vapor generation)®®, entre outras. A conversio do analito em uma espécie
volatil apresenta algumas vantagens, como (i) separacao do analito da matriz, € com isso
reducdo de possiveis interferentes; (ii) alta eficiéncia de transporte (proxima de 100%) do
vapor do analito até o atomizador/cela de absorcdo; (iii) melhores limites de detecg¢do e
quantificagdo relativos, pois possibilita a utilizacdo de um volume maior de solugdo; (iv)
possibilita a andlise de especiagao devido aos diferentes comportamentos das espécies em
funcdo dos seus estados de oxidagdo; (v) pode ser acoplada a diferentes técnicas
espectrométricas (AAS, AFS, ICP OES, ICP-MS); e (vi) condigdes mais brandas de
atomizacao?®’.

A CVG ¢ uma técnica analitica na qual os analitos sdo vaporizados, na forma de
atomos ou moléculas, através de uma reagdo quimica a temperatura ambiente e,
posteriormente, transportados para o atomizador ou cela de absor¢do. Por meio da técnica de
geragao de hidretos, os elementos As, Bi, Ge, In, Pb, Sb, Se, Sn, Te e Tl sdo convertidos a
hidretos volateis. Os elementos Hg e Cd sdo convertidos a vapor atdmico pela técnica de
vapor frio e Fe e Ni por geragio de carbonil®*. Adicionalmente, diversos metais de transicdo e
metais nobres foram convertidos a uma forma volatil pela CVG?®. Os sistemas empregados
para a CVG sio classificados em batelada ou sistemas em fluxo.

No sistema em batelada, o gerador ¢ um frasco, geralmente conico, de vidro ou
plastico, que serve como reator e separador gas-liquido (GLS gas-liquid separator). A
solugdo redutora (p.ex. NaBHa4), e um gas inerte sdo introduzidos no frasco onde se encontra a
amostra em meio acido. O vapor do analito liberado ¢ carreado pelo fluxo de gas inerte junto
com o hidrogénio liberado, formado pela decomposi¢dao do agente redutor, para o atomizador
ou cela de absor¢do. Antes de cada medida, a solucao residual ¢ descartada e uma nova
amostra ¢ inserida no frasco reacional. Um sinal dependente do tempo ¢ gerado, cujo perfil ¢
determinado pela cinética de liberacdo do analito gasoso da solucdo e proporcional a massa de
analito®®-3°,

Durante a reagdo, quando NaBHj4 ¢ utilizado como agente redutor, ocorrem mudangas
no pH e no volume de hidrogénio liberado. Esta mudanga provocada no fluxo de gés
carreador torna a integragdo da area do sinal imprecisa. Por isso, na determinagdo on /ine com
sistema em batelada, a medida da altura do pico € mais indicada. Com sistemas em batelada, ¢
possivel obter alta sensibilidade relativa (sensibilidade do método), pois permite a introducao

de um grande volume de solucdo. Porém, apresenta como desvantagens a baixa sensibilidade
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absoluta (sensibilidade instrumental), devido ao grande volume morto e a baixa frequéncia

analitica'®3,

Nos sistemas em fluxo, a amostra ¢ introduzida continuamente (sistema de fluxo
continuo) ou um volume discreto de amostra ¢ injetado (sistema de inje¢ao em fluxo).

No sistema de inje¢do em fluxo (FI - flow injection), a solucdo carreadora e os
reagentes sdo continuamente bombeados através de capilares para o sistema, enquanto um
volume discreto e conhecido de amostra ¢ introduzido no fluxo carreador (por exemplo, com
auxilio de uma valvula de injecdo). Ap6s a reagao, os produtos sao encaminhados para o GLS,
onde os analitos gasosos sdo separados da fase liquida e carreados para o atomizador ou cela

de absor¢do. Um sinal transiente ¢ gerado cuja forma, com as técnicas de atomizacao on line,

depende da dispersdo da solugdo da amostra na solugdo carreadora. A introdugdo da amostra,

O~

neste sistema, pode ser baseada no volume (neste caso, um volume definido de amostra

O~

introduzido por um septo ou valvula) ou baseada no tempo (o volume de amostra injetado
controlado pelo tempo que é permitida a sua entrada no fluxo)*'.

No sistema com fluxo continuo (CF - continuous flow), um fluxo constante de amostra
e de agente redutor (NaBH4) e o gas de purga sao transportados pelos capilares e misturados
continuamente. Apos passarem por uma zona de reacdo, as espécies volateis geradas sdo
separadas da fase condensada no GLS, e carreadas para o atomizador ou cela absor¢do. Um
sinal independente do tempo ¢ gerado, cuja absorvancia ¢ proporcional a concentracao de
analito em solucdo®.

Ao contrario do sistema CF, no sistema FI ndo ¢ necessario esperar o equilibrio
termodinamico ser atingido antes da medida. Por isso, o consumo de amostra ¢ menor e a
frequéncia analitica maior. A repetibilidade do sistema FI ¢é alta, resultando em alta precisio’’.
Em relacdo ao sistema em batelada, o sistema FI apresenta sensibilidade absoluta de 1-2
ordens de magnitude melhor e sensibilidade relativa semelhante, menor consumo de amostra
e de reagentes, maior frequéncia analitica e é passivel de automacio®.

Os principais métodos de atomiza¢do empregados com as técnicas de geragdo de vapor
acopladas a AAS sao on line, cujo principal atomizador € o tubo de quartzo (QTA - quartz
tube atomizer), ou coleta in-situ com atomizagdo em forno de grafite®.

Na atomizacdo on line, o hidreto gerado ¢ imediatamente introduzido no volume de
observagdo do espectrometro e atomizado. Em um QTA, a atomiza¢do do hidreto ocorre
devido as colisdes com radicais H extremamente energéticos, formados através de reacdes de
hidrogénio com oxigénio*2. O QTA com aquecimento externo (chama ou elétrico) ou do tipo

flame-in-tube apresenta a vantagem do longo tempo de residéncia dos atomos livres no

12



caminho Optico e baixo ruido intrinseco do atomizador, caracteristicas que conferem alta
sensibilidade e baixo LD. As desvantagens apresentadas pelo QTA sdo a baixa resisténcia aos
interferentes volateis na atomizagdo (como outros elementos formadores de hidretos volateis)
e linearidade limitada, devido a reagdao dos atomos livres do analito com outras espécies ao se
distanciarem da nuvem de radicais H que preenchem somente uma pequena por¢ao ao longo
do atomizador®.

A pré-concentracao de hidretos in situ em um forno de grafite, em que este atua como
meio de pré-concentragdo e como atomizador, apresenta limites de detec¢do relativos de uma
ordem de magnitude melhores do que aqueles por analise de liquido em GF AAS para varios
elementos formadores de hidretos. Os hidretos volateis liberados da solugdo sdo carrecados
pelo fluxo de um gas inerte e introduzidos no tubo de grafite por um capilar de quartzo ou
titdnio, onde sdo coletados na superficie da plataforma do tubo de grafite pré-aquecida
(designada como temperatura de coleta, Tcol, no presente trabalho) contendo um modificador
quimico, geralmente permanente. Apds a fase de geracdo e coleta, o analito ¢ atomizado
através do programa de temperatura convencional do forno de grafite (temperatura > 2000
°C). Esta abordagem proporciona: (i) uma maior sensibilidade relativa, como resultado da
pré-concentragdo do analito; (ii) pode ser otimizada para cada elemento; (iii) coleta in-
atomizer elimina o efeito de cinética de geracdo apresentada por alguns analitos e (iv) ¢

menos propicia a interferéncias®>?>.

Dependendo da concentragdo dos contaminantes
resultantes do preparo da amostra ¢ do processo de HG, a elevada sensibilidade relativa e
baixo ruido do atomizador podem levar a baixos LD*.

Na técnica de vapor frio, o QTA, empregado como atomizador na HG, pode atuar
como cela de absor¢do para a determinagdo de Hg, sem aquecimento da cela, uma vez que o
Hg, apds a reducgdo, encontra-se na forma atomica. A determinacao seletiva de Hg inorganico
e organico pode ser realizada apods tratamento das amostras com TMAH ou HCI***°. Na
auséncia de aquecimento da cela, a concentragdo de Hg inorganico ¢ determinada, enquanto
que, sob aquecimento h4d decomposi¢do do Hg organico, resultando na determinacdo do Hg
total. A concentragdo de CH3Hg" é conhecida pela diferen¢a de concentragio entre o Hg total
e o Hg*". O vapor de Hg também pode ser pré-concentrado em um tubo de grafite em

temperatura ambiente ou aquecido, recoberto com um modificador quimico, como Au ou Pd,

e posteriormente atomizado'®.
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2.3.1 GERACAO QUIMICA DE VAPOR ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
ABSORCAO ATOMICA COM FORNO DE GRAFITE

Devido as vantagens citadas acima, a técnica de CVG acoplada a GF AAS tem sido
utilizada desde 1980 para uma grande variedade de amostras®®. Segue abaixo a descri¢do de
algumas aplicacdes reportadas na literatura com uso destas técnicas.

Flores et al’® investigaram Au, Ir ¢ Rh como modificadores permanentes na
determinagdo de Hg em carvao por CV-GF AAS. Inicialmente, foi utilizado um sistema CF,
mas devido ao deposito da suspensdo da amostra nas paredes dos capilares do sistema CF, um
sistema em batelada foi adotado. A melhor resposta em termos de sensibilidade e LD foi
fornecida pelo modificador em ordem decrescente Au > Rh > Ir. Apesar do Au ter fornecido
melhor LD, o Rh foi escolhido devido ao maior nimero de ciclo de atomizacdes antes de um
novo recobrimento ser necessario (150 versus 70 com Au) e ao LD adequado para as
amostras.

A técnica de vapor frio foi empregada por Torres et al.>” para gerar vapor de Hg em
amostras de gasolina seguida da determinagao por GF AAS. O vapor de Hg gerado foi pré-
concentrado em uma coluna de Au e posteriormente coletado no forno de grafite recoberto
com 600 pg Au. O limite de detecgio relativo obtido foi de 0,08 ug L™ de Hg.

A determinagdo direta de Se por GF AAS em urina, soro sanguineo e cabelo
solubilizado, empregando Rh como modificador, foi comparada com dois sistemas de HG.
Um sistema de injecao em fluxo foi utilizado na HG de Se com coleta no forno de grafite
(HG-GF AAS), empregando uma mistura de Ir-Zr como modificador permanente, € um
segundo sistema de HG com fluxo continuo acoplado a espectrometria de fluorescéncia
atomica nao-dispersiva (HG-ND AFS). As duas técnicas baseadas na HG resultaram em
melhores limites de detecgdo (0,6 pg L' e 0,25 pg L' com HG-GF AAS e HG-ND AFS,
respectivamente) quando comparados com GF AAS (6 ug L!). No entanto, o tempo requerido
para o preparo da amostra e pré-redugdo do Se (IV) diminuiram a frequéncia analitica’®.

Schneider et al®* empregaram HG-GF AAS para a determinacdo de Se (IV) em
amostras de solo apos extracgao alcalina. O hidreto gerado foi pré-concentrado na superficie da
plataforma do tubo de grafite recoberto com 200 pg Ir, sob uma temperatura de 300°C, e
atomizado em 2000 °C. Os limites de detec¢io e de quantificagio obtidos foram 6 ug L' e 20
ng L de Se, respectivamente.

Tyson et al.*® desenvolveram um método para determinacdo de Se em urina por HG-

GF AAS com injecao em fluxo e coleta do SeH, em um tubo de grafite recoberto com 120 pg
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de Ir. O limite de detec¢io do método obtido foi 3 pug L. Os autores observaram que os
principais fatores que influenciaram o limite de detec¢do foram a pureza dos reagentes, que
resultavam em elevados sinais analiticos de branco e desvios padrao, ¢ o volume injetado. A
eficiéncia da HG foi estimada em 75% em comparacdao com GF AAS.

A eficiéncia das técnicas de geracdo de vapor - a qual consiste na conversdo do analito
a uma espécie volatil, sua liberacdo da fase condensada para a fase vapor e o transporte das
espécies volateis para um sistema de atomizagdo ou fonte de excitagdo/ioniza¢do - foi
avaliada em um estudo utilizando radiotragadores de Se, As e Sb. Os hidretos gerados foram
coletados in-situ em um tubo de grafite com Pd como modificador quimico. As eficiéncias
obtidas foram 78,1£1,5%, 94+4% e proximo de 100% para os hidretos Se, As e Sb,

respectivamente®!,
2.4 GERACAO FOTOQUIMICA DE VAPOR

A radiacdo UV tem sido aplicada em diversos estudos como uma etapa prévia a CVG.
Bendicho et al.*? descreveram alguns exemplos em que, apds a separacio em uma coluna
cromatografica, as espécies dos analitos, como, As, Hg, Se, Sb, foram foto-oxidadas, e se
seguiu a conversao do analito a uma espécie volatil por técnicas de geracao de vapor que
foram detectadas por espectrometria atdmica. Exemplos de foto-redug¢ao, como redugdo do Se
(VD) para Se (IV), com o objetivo de tornar as espécies do analito compativeis com a CVG,
também foram demonstrados pelos autores*2.

Guo et al.?® foram os primeiros pesquisadores a propor uma técnica de geragio de
vapor baseada no emprego da radiagdo UV para a conversao do analito em espécies volateis.
A geracdo fotoquimica de vapor baseia-se na formacdo de compostos volateis do analito
através da interacdo da radiacdo UV, proveniente de um reator fotoquimico, com um
composto organico de baixo peso molecular (dcidos carboxilicos, alcoois e aldeidos)
adicionado a solu¢ao da amostra. Em seguida, os compostos volateis obtidos sdo separados da
solu¢do residual e transportados para o sistema de deteccao.

As mesmas técnicas de deteccdo empregadas na CVG (AAS, AFS, ICP OES e ICP-
MS) podem ser utilizadas para a quantificagio dos analitos gerados através da PVG?’. Na
Figura 1 ¢ representado um esquema do sistema de PVG acoplado a um espectrometro de

absorc¢ao atomica.

15



AAS

Argénio +
Bomba +
4

peristaltica Reator fotoguimico [f“"\
|
e O F77777 77777 ‘ § Digis
Separador
L 4 gas-liquido

Lampada UV

Figura 1. Representagdao do sistema para geracao fotoquimica de vapor com UV. Adaptado
de Viera et al. ¥

A PVG ¢ uma técnica alternativa a CVG, cujas principais vantagens apresentadas sao:

(1) Nao utiliza reagente(s) caro(s) e instave(is) em solugdo, como NaBH4, cuja solucao
deve ser preparada diariamente, além de representar uma possivel fonte de contaminacao. Na
PVG somente reagentes simples e de baixo custo, geralmente um composto organico de baixo
peso molecular (LMWC - low molecular weight organic compound), é utilizado?***;

(2) E menos sujeita a interferéncia dos metais de transigdo (p.ex. Co (II), Cu (II) e Ni
(IT)), uma vez que os radicais produzidos nos processos fotoquimicos nao sdao capazes de
reduzir os interferentes para o estado metélico e formas coloidais, diferentemente do NaBH4
empregado na CVG*;

(3) Minimiza a geragao de residuos, uma vez que os LMWC sdao parcialmente
degradados sob a irradiacao UV. A exclusao do NaBH4 e HCI, necessarios na CVG, diminui a
producdo de residuos quimicos*®;

Como desvantagem apresentada pela PVG, pode ser citada a interferéncia causada
pela presenga de espécies oxidantes que possuem a tendéncia de extinguir as reagdes
mediadas por radicais (quench)’.

Embora ainda ndo exista consenso sobre o principio da PVG, alguns mecanismos
foram propostos, baseados tanto em reagdes via radicais quanto na auséncia destes?’4748,

Dentre as espécies intermediarias formadas apos a interacdo do composto organico de
baixo peso molecular com a radiagdo UV, podem ser citados: H', .COOH, R e 'CH3. Estes
radicais podem reduzir uma série de ions (p.ex. Hg (II) e Se (IV)), levando a formagao de
compostos volateis (espécies elementares, hidrogenadas, alquiladas ou produtos
carbonilados). As Equagdes 4 e 5 mostram um conjunto de reagdes propostas para a formacao
fotoquimica dos radicais a partir de um acido carboxilico como LMWC, em um meio

anaerdbico, no qual R=C,Ha,+1 e n=0,1,22°.
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h o e ~
R-COOH —— R + 'COOH - RH + CO, Equagiio 4

h . . -
RCO-OH —— RCO + 'OH - CO + ROH Equagiio 5

Na presenca de Se (IV), as espécies radicalares formadas podem reduzir o Se a

espécies volateis?®, como apresentado nas Equagdes 6 e 7.

h ~

2RCOOH+Se*" -, R,Se+CO, Equaciao 6
h ~

RCOOH+Se*" —— SeCO +ROH Equagio 7

Quando 4cido formico ¢ utilizado como LMWC para a geragdo de vapor de Se, a
Equagdo 4 ocorre com 6 vezes mais frequéncia do que a Equacdo 5. Neste caso, os radicais
hidrogénio e carboxil, em teoria, podem reduzir o Se (IV) a SeHz e SeCO, respectivamente,
conforme identificado por GC/MS?®.

A Equacdo 5 torna-se menos favoravel com o aumento da cadeia (R). Por exemplo, na
presenca de dacido acético e propidnico, sao produzidos Se(CHsz)» e Se(CH3CHay),
respectivamente, enquanto que com dacido maldnico ¢ formado o Se(CHs)2, devido a
decomposi¢do primeiramente a acido acético?®?’*. A formacio destes compostos concorda
com um mecanismo via radicais*’.

¥ sugeriram que a clivagem fotolitica de 4cidos

Por outro lado, Takatani et a
organicos seguida da foto-reducdo do Se(IV) ndo deve ser a rota principal para a PVG.
Utilizando um método computacional, os autores propuseram um mecanismo alternativo para
a geracdo fotoquimica de vapor do Se sem participagdo de radicais livres. Um mecanismo
energeticamente favoravel baseado na formacao de CO e ceteno (CH2CO) como produto da
fotodissociacdo do acido formico e acido acético, respectivamente, ao invés de radicais livres,
é responsavel pela redugdo do Se sob irradiacio UV. Segundo Sturgeon e Grinberg?, ¢
improvavel que o CH>CO, um intermediario transiente gerado a 750 °C e extremamente
reativo a umidade, exista em meio aquoso por tempo suficiente para participar de uma série
de reagdes intermediarias de redugdo do Se, que se encontra presente em concentragdes de
partes por bilhdo em relacdo a agua.

Para que se obtenha uma alta eficiéncia de conversao do analito em espécies volateis,
deve-se levar em consideragdo o LMWC a ser adicionado a amostra e que serd introduzido no
reator fotoquimico (4lcool, aldeido ou &cido carboxilico), assim como sua concentracido e

vazdo®’. Através do controle da vazdo, pode-se ter informagdo do tempo de exposi¢do da
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amostra a radiacdo UV. Outro aspecto importante se refere ao design do reator e ao formato
do percurso analitico, se interno ou ao redor da lampada UV, e ainda o tipo de material do
qual ¢ constituido. A utilizagdo de quartzo como material apresenta a vantagem de permitir
uma total transmissdo da radiagdo proveniente da lampada, enquanto o politetrafluoretileno
(PTFE) apresenta uma transmissdo parcial (5%). Entretanto, Guo et al.?® reportaram que
mesmo um percentual de 5% de radiagdo incidente sobre a amostra ¢ suficiente para a
formacdo de compostos volateis dos analitos. Igualmente importantes sdo os aspectos
relacionados ao tipo de fonte UV e sua intensidade.

1.* as varias contradi¢des em relagdo a eficiéncia da PVG podem ser

Segundo Qin et a
resultado das diferencas entre os reatores empregados. Ao avaliarem sete possiveis
configuragdes de reator, os autores concluiram que o percurso analitico de quartzo sintetizado,
de elevada transparéncia em 185 nm, e sinterizado no interior do reator proporcionou maior

eficiéncia na PVG do Hg em comparacdo aos demais.
2.4.1 APLICACOES ANALITICAS DA GERACAO FOTOQUIMICA DE VAPOR

Desde 2003, quando Guo et al.?® demonstraram a eficicia da PVG como uma técnica
de geragdo de vapor, uma série de elementos, tais como os elementos formadores de hidretos
(As, Bi, Sb, Se, Sn, Pb, Cd, Te), Hg, metais de transicao (Ni, Co, Cu, Fe), metais nobres (Ag,
Au, Rh, Pd, Pt), e ndo-metais (I, S e Br) foram convertidos em espécies volateis através desta
técnica®’-’,

Em uma revisdo publicada por Yin et al.?’, em 2011, foram abordados alguns aspectos
relacionados a PVG, como o historico da técnica, avancos na instrumentacao, aplicagdes da
PVG em espectrometria atdmica e os possiveis mecanismos envolvidos. Os autores relatam
que a conversdo do Hg?" em vapor atémico Hg’ pela PVG ¢é promovida por acidos organicos
(acido formico, acido acético, acido propidnico, acido oxalico e 4acido maldnico), aldeidos
(formaldeido, acetaldeido), alcoois (metanol, etanol, propanol, glicol e glicerol) e
mercaptoetanol. Por exemplo, a determinagdo direta de Hg em vinhos e licores foi possivel
devido ao proprio etanol presente nas amostras promover a reducio do Hg?* em Hg e, dessa
forma, a adi¢do de reagentes nio foi necessaria®!. Jesus et al.’? propuseram um método de
geracao fotoquimica de vapor aplicado para a determinag¢ao de Hg em derivados de petrdleo,
no qual foi possivel a formagdo de compostos volateis de Hg diretamente a partir de
microemulsdes. A utilizagdo de microemulsdes, como o preparo da amostra, foi util, uma vez

que o propanol utilizado no preparo das mesmas atuou também como LMWC.
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A fim de melhorar a eficiéncia da PVG em batelada, Lopez-Rouco et al.*
desenvolveram um sistema em que a radiacdo UV era aplicada em conjunto com radiacio
ultrassonica. Este sistema resultou em um procedimento rapido de redugdo do Hg idnico pela
PVG, seguida da liberagio do Hg’ para a fase gasosa pela a¢iio das cavitagdes produzidas pelo
ultrassom na solugdo. As amostras de tecido bioldgico foram solubilizadas com emprego de
ultrassom e acido férmico, que também atuou como LMWC.

Lisboa et al’>*

compararam a geracdo de vapor do Hg, a partir de amostras de
glicerina, empregando as técnicas de PVG e CV, esta ultima com os reagentes redutores
NaBH4 ou SnCl,. Os limites de deteccdio obtidos foram 0,12; 0,11 e 0,04 ug L! para PVG,
CV com NaBH4 e CV com SnCl, respectivamente. Os autores concluiram que ¢ possivel a
PVG do Hg em amostras de glicerina com sensibilidade similar aquelas obtidas com a CV.

A possibilidade de empregar a PVG na especiacdo de Hg, com base nos diferentes
comportamentos das espécies do analito frente a radiagio, foi explorada por Zheng et al.>®. Ao
submeterem amostras de dgua diluidas em 4cido formico a radiagdo visivel, Hg® foi gerado a
partir de Hg?", e sob radia¢do UV, ambos, Hg** e CH3Hg" foram reduzidos a vapor de Hg, o
que permitiu conhecer a concentragio total de Hg e por diferenca a concentragdo de CHsHg".
Com um principio semelhante, Chen et al.’® desenvolveram um método para especiagdo de
Hg em amostras de 6leo de peixe. A exposi¢do sequencial a radiagdo UV em 311 nm e em
254 nm forneceu as concentragdes de Hg>* e Hg total, CH3Hg" mais Hg?", respectivamente.

A PVG foi aplicada na quantificagdo de Hg em diferentes tipos de amostras, como

43,57 0

tecido biologico*7,cosmético™®, agua®, agua de producio de petrdleo™, gasolina®, etanol

161 62,63

biocombustivel®’ e vacina

Além do Hg inorganico, metilmerctrio (CH3Hg") e timerosal (complexo etilmercurio-
tiosalicilato) também sdo convertidos a Hg” pela PVG na presencga de acido férmico, acido
acético, hidroxido de tetrametilamonio (TMAH - ftetramethylammonium hydroxide) e
mercaptoetanol, dispensando assim a necessidade de converter o mercurio organico em Hg?"
27

Um método simples e que atende aos preceitos da Quimica Verde foi desenvolvido

1.% para a determinagdo de timerosal em vacinas por PVG-ICP OES. Acido

por Santos et a
formico foi o unico reagente utilizado, tanto na dilui¢do das amostras como LMWC. Com este
procedimento, a eficiéncia da geragdo de vapor de Hg a partir do timerosal ou do Hg*" foram
equivalentes, possibilitando a calibragao contra solucao padrao de Hg inorganico. O limite de

deteccio relativo obtido foi 0,3 ng mL™!' Hg?" ou 0,6 ng mL"! de timerosal.
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A PVG também tem sido aplicada na gerag¢do de espécies volateis de Se. Com PVG-
QTA AAS para determinagio de Se Garcia et al.*® observaram que o acido formico, tnico
reagente utilizado, desempenhou duas fungdes. Primeiramente, promoveu a PVG do Se e, em
seguida, atuou como precursor para a formagao de H» o que facilitou a atomizacao do Se na
cela de quartzo aquecida.

A especiagdo de Se (IV) e Se (VI) por PVG em amostras de sal de cozinha e de agua
foi conduzida por Zheng et al.**. Em baixas temperaturas, quando o sistema de refrigeracio
do reator estava ligado, somente Se (IV) era convertido em uma espécie volatil. Os autores
observaram que na presenga dos acidos foérmico, acético, propionico e maldnico, em baixa
temperatura e na auséncia de nano-TiOz, apenas 0-2% Se (VI) era convertido a uma espécie
volatil, enquanto que, em um banho a 100 °C e com nano-TiO2 no interior do percurso
analitico, Se (IV) e Se (VI) foram convertidos a uma espécie volatil e Se total pdde ser
determinado.

Outras aplicacdes da PVG do Se incluem agua do mar, tecido bioldgico, dgua de pogo,

dgua de rio*’ e suplemento alimentar®%°,

2.5 PREPARO DE AMOSTRA PARA DETERMINACAO DE Hg E Se POR
TECNICAS DE GERACAO DE VAPOR

Na HG, os elementos formadores de hidreto pertencentes ao Grupo VA (As e Sb) da
tabela periddica necessitam ser pré-reduzidos para o estado de oxidacdo As (III), Sb (III), pois
dependendo do sistema de geracdo e das condig¢des utilizadas, pode haver diferencas de
sensibilidade em fungdo da espécie. Por exemplo, em sistemas em batelada, o As (V) gera
AsH3 mais lentamente do que o As (III), o que afeta mais a altura do pico do que a area
(cinética reacional). Em sistemas de injecdo em fluxo, a formagdo da AsH3 a partir do As (V)
¢ uma ordem de magnitude menos sensivel em comparacdo ao As (III) (discriminagdo
cinética). No caso do Sb, essa diferenca é ainda maior*®. A pré-redugio do As e Sb pode ser
realizada com a adi¢do de iodeto de potassio ou L- cisteina®*°,

Por outro lado, para a determinagdo total dos elementos Se e Te a redugdo ¢
obrigatoria a Se (IV) e Te (IV), pois o Se (VI) e Te (VI) ndo geram hidreto. O ntimero de
oxigeénios ligados ao analito influencia na acessibilidade ao 4tomo central para a formagao do
hidreto?*%°. Geralmente, a pré-redugio do Se (VI) para Se (IV) é realizada apos a etapa de

decomposicdo da amostra e envolve o aquecimento da amostra de 15 a 30 min em HCI (0,2-

10 mol L),
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Shaltout et al.®” observaram que além da pré-reducio do Se (VI) com HCI sob
aquecimento, apds a decomposi¢do da amostra em meio oxidante, ¢ importante evitar a
reoxidagdo do Se (IV) para Se (VI) devido ao gas cloro. Os autores evitaram a reoxidagao do
Se (IV) purgando as solugdes com Ar durante a etapa de pré-reducdo. Apos a adogao deste
procedimento, as solu¢des mantiveram-se estaveis durante aproximadamente oito dias. Além
disso, o emprego de menor tempo de redugdo (10 min) e o uso de solucdo de HCl menos
concentrada foram possiveis purgando as solugdes com Ar.

Para determinacao de As, Sb e Se total em sucos de frutas por HG-ICP OES, Welna e
Szymczycha-Madeja® investigaram cinco preparos de amostra, os quais consistiram em: (1)
digestdo via umida com HNO3/H20»; (2) diluigdo da amostra (1:1) com HNO3 2% (v/v) e
centrifugacao; (3) idem ao 2, substituindo centrifugacdo por filtracdo; (4) analise direta da
amostra ap6s centrifugacao e (5) solubilizacdo em agua-régia. Enquanto que para As e Sb, os
cinco procedimentos renderam recuperacdes satisfatdrias, para o Se apenas dois deles
(digestdo via umida e solubilizagdo com &agua-régia) resultaram em boas recuperagoes.
Quando foram utilizadas condigdes de preparo de amostra mais brandas (2, 3 e 4), as
recuperagoes foram nulas. Segundo os autores, as espécies volateis de Se podem ter sido
retidas nas particulas solidas formadas na etapa de pré-reducdo com HCI antes da HG ser
aplicada.

Bohrer et al.%®

, apos empregarem a mistura HNO3/HCIOs4+ na decomposicao de
amostras de carne de frango, seguida da extragdo da gordura, investigaram quatro
procedimentos de pré-reducdo. Recuperagdes satisfatorias foram obtidas com dois
procedimentos, apos exposi¢do a radiagdo UV por 4 h, e um segundo, no qual a adi¢do de
acido sulfamico para a eliminacao dos 6xidos de nitrogénio foi seguida da reducao do Se com
NaBr. Este tltimo procedimento foi adotado para a determinagdo de Se por HG AAS.

Além da fotorreducao, a radiagao UV também pode ser aplicada na foto-oxidagdo dos
componentes organicos de diversas matrizes. As vantagens proporcionadas por esta técnica,
como o menor consumo de reagentes, comparado com a digestdo por via umida convencional,
condigdes de pressao e temperatura ambiente, estdo de acordo com os preceitos da Quimica
Verde. O preparo de amostra com emprego da radiagdo UV em conjunto com um reagente
oxidante (Os/reagente Fenton/HNO3/H202/K>S205) baseia-se na formagao de radicais (p.ex.
OH ¢ .SOZ) que promovem a oxidagio dos componentes organicos*?.

O preparo de amostra para determinagdo de Se por HG requer condigdes oxidantes
drésticas para a completa conversao dos compostos organicos de Se em Se inorganico. Lavilla

et al.”® submeteram amostras de peixe e mariscos 4 decomposi¢do assistida por micro-ondas
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com HNO; e H>O,, seguida de etapa de pré-redugio a 90 °C e adi¢do de HCl 6 mol L. Os
autores obtiveram melhor recuperacdo quando as amostras foram aquecidas até proximo a
secura, antes da etapa de pré-reducdo, pois com este procedimento foi eliminada a
interferéncia causada pelos subprodutos do HNO3, como os NOy. Entretanto, para mariscos
contendo selenometionina, a recuperagdo somente foi satisfatoria quando uma etapa de
exposicdo a radiagdo UV foi utilizada, que foi 1til tanto para a decomposicdo completa dos
compostos organicos de Se como para a reducdo do Se (VI) para Se (IV).

Um dos grandes desafios da PVG ¢ lidar com oxidantes anidénicos como NOj3, NO,,
incluindo CI°, que normalmente sdo empregados na digestdo/solubilizacdo das amostras, mas

que sdo responsaveis por produzirem interferéncia durante a PVG. Hou et al.”!

reportaram um
decréscimo significativo do sinal do Hg na presenca de 20 mmol L' de HCI na solucéo final.
Completa supressdo da PVG do Hg?' foi observada por Sturgeon e Grinberg?’ em uma

1% observaram um aumento da

solugdo com 0,05 mol L' de NO3. No caso do Se, Zheng et a
eficiéncia da PVG em uma estreita faixa de concentracdo de HNO3: uma resposta maxima foi
obtida com 10 mmol L' HNO; com 10% (v/v) de 4cido féormico, enquanto que com outros

LMWC esse comportamento nio foi observado. Campanella et al.”

reportaram forte inibi¢ao
da PVG do Se na presen¢a de HNO:3, efeito atribuido mais ao anion NO3 do que ao pH.

Diversas abordagens foram propostas por Lopes et al.” para contornar a interferéncia
causada pelas espécies NO3;/NO, a PVG do Se. Dentre essas, foram eficientes em remover os
interferentes: (i) a reducdo fotoquimica do NO;3 na presenga de um tampao (EDTA-tiossulfato
de sddio), (ii) reducdo NO3/NO, com V (III) e (iii) a precipitacdo do NO; com nitron. Porém,
o meio resultante destes procedimentos suprimiu a PVG. Apenas a redugdo do NO3 com
sulfato de hidrazina e radiagao UV, seguida de eliminacdo do NO, com acido sulfamico,
permitiu a eficiente PVG do Se em acido acético.

Além disso, assim como na HG, na PVG ¢ necessaria uma etapa de pré-reducao do Se
(VD) a Se (IV) para determinacdo de Se total. A determinacdo de Se (IV) e Se (VI) por PVG-
QTA AAS, apos a extragao em ultrassom com H>O e NaOH, respectivamente, em amostras

de suplemento alimentar foi realizada por Novakova et al.”*

. Na etapa de pré-reducgdo, a
solug¢do contendo Se (VI) era misturada in /ine com uma suspensdo de TiO> e a redugdo Se
(VD) ocorria através da passagem pelo reator UV. Por outro lado, Rybinova et al.®*
procederam a pré-reducao do Se (VI) em amostras de suplemento alimentar com solugdo de
HCl 6 mol L' e aquecimento. Entretanto, as amostras precisaram ser diluidas para a

concentracdo de HCI final resultar na faixa de concentracdo entre 5-50 mmol L', Foi possivel

22



realizar a extragdo do Se das amostras com H,O, HNOs 0,5 mol L' e HCI 50 mmol L', com
excecdo de uma amostra comercializada em céapsula, para a qual foi necessaria digestdo em
forno de micro-ondas seguida de uma etapa de evaporagao até proximo a secura para garantir
a eliminacao do HNO:s.

Um conjunto de duas ldmpadas UV em sequéncia foi empregado por Suzuki e al.” na
especiacdo de Se. A primeira delas, de 40 W, garantiu a decomposicdo e oxidacdo dos
compostos organicos de Se em Se (VI), enquanto que a segunda lampada UV (8W), na
presenca de acido acético e catalisador TiO», promoveu a redugdo e a PVG do Se (SeCO e
SeHz). Destaca-se que inclusive a selenobetaina, composto organico semelhante a
arsenobetaina, resistente a oxidagdo, foi convertida quantitativamente a Se (VI) apds um
aumento no tempo de exposi¢ao a radiagdo UV no primeiro reator.

A especiacdo de Hg?>" e CH3Hg" em 6leo de peixe por PVG-AFS foi conduzida por
Chen et al’® apés uma extragdo liquido-liquido. As amostras foram transferidas para um
frasco e acrescidas de 40 mL de 4gua. A mistura foi agitada vigorosamente por 10 min e
centrifugada. A camada superior de dleo foi descartada e a fase aquosa contendo o analito
utilizada para a analise.

Liu et al.’" realizaram a determina¢do de Hg em tecido bioldgico por ID-PVG-ICP-
MS (diluicao isotopica PVG-ICP-MS), apds a solubilizagdo das amostras enriquecidas com o
isotopo 2*'Hg em banho ultrassonico com 4cido formico. A ID permitiu contornar a baixa
transmitancia da radiagdo UV nas solucdes opacas das amostras, resultando em valores
concordantes com valores certificados.

O desenvolvimento de metodologias para a determinagdo de elementos toxicos, como
o Hg, e essencias, como o Se, baseadas na conversdao do analito a uma espécie volatil, pelas
técnicas de geragdo de vapor acopladas a espectrometria de absor¢ao atdmica, representa uma
alternativa sensivel e de baixo custo a equipamentos multielementares e de alto custo de
operagao, como ICP-MS. Além disso, o emprego da espectrometria de absor¢ao atdmica com
forno de grafite, como sistema de atomizagdo/deteccdo, viabiliza a pré-concentragdo on line
do analito, que se encontra na forma volatil, possibilitando melhores limites de deteccao.

Dentre as técnicas de geragao de vapor, a CVG ¢ a técnica usualmente empregada.
Enquanto que a PVG se encontra em pleno processo de desenvolvimento e, por isso, as
otimizagdes dos pardmetros experimentais, como tipo de reator, tipo de LMWC, hifenagao
com técnicas de detec¢dao, métodos de preparo de amostra, bem como aplicacdo da PVG a

amostras reais, sao ainda incipientes.
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De acordo com a revisdo da literatura realizada, metodologias desenvolvidas para
determinar a concentracdo de Se em amostras de 4gua de coco com emprego de técnicas de
geragao quimica e fotoquimica de vapor sao inexistentes. O mesmo pode ser dito em relagdo a
determinagdo de Hg em amostras de peixes com o uso da geracdo fotoquimica de vapor

acoplada a GF AAS.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

Desenvolvimento de métodos analiticos baseados nas técnicas de geragao fotoquimica
e quimica de vapor acopladas a espectrometria de absor¢do atdmica com forno de grafite (GF
AAS) para a determinagio dos elementos-trago Hg ¢ Se em amostras bioldgicas. Enfase foi
dada na investigacao dos parametros experimentais do sistema para cada elemento, visando a
obten¢do da melhor eficiéncia na geracdo de vapor, ¢ também no que tange ao método de
preparo da amostra, buscando-se o desenvolvimento de métodos analiticos que fossem

rapidos, sensiveis, exatos, precisos e de baixo custo.
3.2 ESPECIFICOS

- Montar um sistema de geragdo fotoquimica de vapor e acoplar com o espectrometro de

absor¢ao atomica com forno de grafite;

- Investigar os parametros experimentais individuais dos sistemas de gerag¢do fotoquimica e

quimica de vapor para cada analito, visando obter a melhor eficiéncia;

- Investigar métodos de preparo de amostras para a determinag¢ao de Hg em peixe por geragao

fotoquimica de vapor acoplada a GF AAS;

- Investigar métodos de preparo de amostras de 4gua de coco para determinacdo de Se, pelas

técnicas de geragdo fotoquimica de vapor e geracao de hidretos acopladas & GF AAS;

- Estimar a eficiéncia da geragao fotoquimica de vapor através da comparagao com a geragao

quimica de vapor para cada analito;

- Avaliar a exatiddo e a precisdo dos métodos desenvolvidos, utilizando materiais de
referéncia certificados (se disponiveis) e/ou por comparacdo dos resultados com os métodos
convencionais de analise, baseados em dissolu¢dao acida e na amostragem liquida por GF

AAS;

- Aplicar os métodos desenvolvidos na quantificacdo de Hg e Se em amostras de peixe e dgua

de coco, respectivamente.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 INSTRUMENTACAO

Para a determinacdo de Hg e Se pelas técnicas de geracdo de vapor empregadas, foi
utilizado um espectrometro de absorcao atdmica AAS 5 EA equipado com forno de grafite
com aquecimento transversal (Analytik Jena, Jena, Alemanha) e com uma lampada de
deutério (NARVA G.L.E., Berlim, Alemanha) para a corre¢ao de fundo. Uma lampada de
catodo oco de mercurio (NARVA G.L.E.) operada sob uma corrente de 3,0 mA, fenda
espectral de 0,8 nm e comprimento de onda 253,4 nm foi empregada na determinagdo de Hg.
Para a determinacdo de Se, foi empregada uma lampada de catodo oco de Se (IST, Nova
York, EUA) operada sob uma corrente de 11 mA, fenda espectral de 0,8 nm e comprimento
de onda 196,0 nm.

Na andlise direta de Se em agua de coco, foi empregado um espectrometro de
absor¢do atomica Zeenit 650P (Analytik Jena) equipado com forno de grafite com
aquecimento transversal e um sistema de corre¢do de fundo baseado em efeito Zeeman
transversal, empregando um campo magnético de 0,8 T. Uma lampada de catodo oco de Se
(Analytik Jena) operada sob 6,0 mA, comprimento de onda 196,0 nm e fenda espectral de 0,5
nm, foi utilizada como fonte de radiacao.

Para a identificacdo da interferéncia espectral na determinagdo de Se por analise direta
em agua de coco, foi utilizado um espectrometro de absor¢ao atdmica de alta resolugdo com
fonte continua modelo contrAA 700 (Analytik Jena), equipado com chama e forno de grafite
com aquecimento transversal em dois compartimentos diferentes. Este espectrometro consiste
em uma lampada de arco curto de xendnio de alta intensidade que opera em modo Aot-spot a
300 W, cuja emissao compreende uma faixa continua de 190 a 900 nm; um monocromador
duplo de alta resolu¢dao e um dispositivo de carga acoplada (CCD) como detector, com 588
pixels completamente independentes, cada um equipado com um amplificador individual. O
monocromador de alta resolucdo ¢ composto por um prisma para pré-dispersao da radiagao,
seguido de uma rede echelle, ambos em arranjo Littrow. A linha analitica principal do Se,
196,027 nm, e a vizinhanga espectral de aproximadamente 0,22 nm, fornecida por 200 pixels
que sdo utilizados para fins analiticos, foram utilizados para avaliar a interferéncia espectral.
A absorvancia integrada foi medida usando-se o pixel/ central (CP) e dois pixels adjacentes
(CP+1), correspondendo a um intervalo espectral de 3,3 pm, os quais foram somados e

utilizados para avaliar a linha analitica.
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Na determinagdo de Hg, foram empregados tubos de grafite sem plataforma
piroliticamente recobertos (Analytik Jena). Nos experimentos conduzidos para determinagao
de Se, foram utilizados tubos de grafite com plataforma integrada e recobrimento pirolitico
(Analytik Jena).

A geracao fotoquimica de vapor do Hg foi realizada utilizando um reator fotoquimico
de alta eficiéncia (Beijing Titan Instrument Co. Ltda, Pequim, China), que consiste em uma
lampada de mercario de baixa pressao (UV-C 185 nm/254 nm) contendo um percurso
analitico interno de quartzo sintético (84,0 cm comprimento; 0,11 cm didmetro interno; 800
pL volume interno) posicionado ao longo do eixo central da ldmpada, proporcionando uma
irradiacdo de 360° da solucdo (Figura 2a). Para promover uma irradiacdo mais eficiente e
proteger o operador da radiacdo UV, a lampada foi colocada em uma caixa de aco inox
contendo dois sistemas de arrefecimento por ventilagcdo. A geragdao fotoquimica de vapor do
Se foi realizada empregando-se uma lampada de Hg de 18 W —4 pinos, com comprimento de
onda de 254 nm, modelo TUV PL-L (Philips, Pila, Polonia) observada na Figura 2b. Ao redor
da lampada de Hg, foi inserido um percurso analitico confeccionado em quartzo, na forma de
espiral (Figura 2¢) com as seguintes dimensodes: 115 cm de comprimento x 1,3 mm de
diametro interno x 3,0 mm de didmetro externo e volume interno de 2,3 mL.

Em ambos os reatores fotoquimicos, as solugdes foram introduzidas no sistema com o
auxilio de uma bomba peristaltica (Reglo Analog Ismatec, Zurique, Suica). A vazao do gés
carreador (argonio) foi controlada com um fluxometro (Cole Parmer, Vernon Hills, EUA).
Nos experimentos de PVG do Se, também foi utilizado um controlador de fluxo massico de
gases de 0-1000 mL min"', modelo FMA 5400A/5500A Series (Omega Engineering,
Stamford, EUA). O transporte do vapor do analito do separador gas-liquido (volume interno
de 10 mL) para o forno de grafite foi realizado através de uma linha de transferéncia de
politetrafluoretileno (PTFE) (75,0 cm de comprimento ¢ 0,76 mm de didmetro interno),
conectada ao amostrador automatico MPE 5 (Analytik Jena) e a um capilar de titdnio. O
sistema HS 5 (Analytik Jena) de geracdo quimica de vapor foi utilizado para acionar o braco
do amostrador automatico e introduzir o capilar no forno de grafite. As medidas foram
avaliadas no modo area do pico, o que resulta no sinal analitico de absorvancia integrada

(Aint) .
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Figura 2. Reator fotoquimico (a) e esquema do reator (b) utilizados na PVG do Hg; lampada

de UV (c), espiral de quartzo (d) e esquema do reator (e) empregados na PVG do Se.

O sistema HS 5 (Analytik Jena) de geracdo quimica de vapor, operado no modo
batelada, acoplado ao espectrometro de absor¢ao atomica com forno de grafite, foi empregado
para avaliar a eficiéncia da geragdo fotoquimica de vapor do Hg.

A geracdo de hidretos acoplada a espectrometria de absor¢do atomica com forno de
grafite foi empregada para a determinacao de Se em agua de coco. Na geracao de hidretos de
Se, a solugdo de NaBH4 era misturada com a solu¢do padrao/amostra ou com a solucao
carreadora (HCI) em uma bobina de reagdo de 40 cm de comprimento.

A geracdo de vapor do Se por ambas as técnicas PVG e HG foi conduzida utilizando
um sistema de injecdo em fluxo, sendo a insercdo da solugdo padrao/amostra na solucao
carreadora realizada com uma valvula de injegao.

Um banho ultrassonico USC 1880A (Unique, Sao Paulo, Brasil) foi utilizado no

preparo das amostras.
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Para a pesagem das amostras e reagentes, foi utilizada uma balanga analitica Europe
modelo EU60 (Gibertini Elettronica, Mildo, Italia).

Forno de micro-ondas modelo Multiwave PRO (Anton Paar, Graz, Austria), equipado
com um rotor de 24 posicoes e frascos de PTFE, foi utilizado para a digestao das amostras.

Para o preparo das amostras de 4gua de coco para a determina¢do de Se por PVG-GF
AAS, foram investigados trés reatores. O primeiro (reator 1) consistiu de uma unidade de
reacdo fotoquimica Beam Boost modelo hwg (International Chemie—Technik, Bad Homburg,
Alemanha), contendo uma lampada UV (254 nm) de 8 W e uma bobina de reacao de PTFE
(reatores tipo knotted) de 0,5 mm de didmetro interno e 10 m de comprimento. O segundo
(reator 2) era constituido por uma lampada UV-C (185 nm) germicida de 22 W (Bravo,
modelo GPH436T5VH/4P) com 43,7 cm de comprimento. Ao redor da lampada UV, foi
colocada uma espiral de quartzo de mesmo comprimento como percurso analitico. O
conjunto, lampada UV e percurso analitico, foi inserido em um tubo de PVC para protegao do
operador contra a radiacdo UV. Durante a operagao do reator, um fluxo de Ar foi introduzido
para evitar a formacao de Os. O terceiro reator (reator 3) consistiu de um digestor UV,
construido em uma oficina da Universidade Federal de Santa Maria, equipado com uma
lampada de Hg de alta pressdo (500 W) e dez frascos de quartzo dispostos ao redor da
lampada. A temperatura do reator era controlada por um termostato e, quando excedida, um

sistema de arrefecimento por ventilacdo era acionado.

4.2. LIMPEZA DO MATERIAL

A vidraria e os recipientes utilizados no trabalho foram previamente descontaminados
e secos para posterior uso. Uma solu¢io de HNO; ~ 1,4 mol L! foi introduzida nestes
recipientes, ficando em contato com o acido por um periodo de 24 horas para a completa
descontaminagdo. ApoOs retirar a solugdo acida, os frascos foram lavados por pelo menos trés

vezes com agua destilada e deionizada.

4.3. REAGENTES E AMOSTRAS

Os reagentes utilizados foram de grau analitico. Agua ultrapura de resistividade de 18
MQ cm, obtida de um sistema de purificagdo de agua Milli-Q (Millipore, Massachusetts,
EUA), foi utilizada para o preparo de solu¢des padrio e amostras. Acido cloridrico e acido
nitrico (Synth, Diadema, Brasil) foram destilados abaixo do ponto de ebuli¢do em um sistema
de destilagdo de quartzo (Marconi, Piracicaba, Brasil). Tetrahidroboreto de sédio (Acros

Organic, Geel, Bélgica) foi usado como redutor quimico na geragao quimica de vapor do Hg e
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Se. Hidroxido de potassio (Merck) foi utilizado para estabilizar as solugdes de NaBHa. Acido
acético, acido férmico e n-propanol (Synth) foram investigados como compostos organicos de
baixo peso molecular na PVG. Uma solugio de 10,0 = 0,2 g L' de Pd em 15% (v/v) HNOs
(Merck, Darmstadt, Alemanha) foi utilizada como modificador quimico. Peréxido de
hidrogénio 35% (v/v) (Merck) foi empregado no preparo de amostra. Argonio de pureza
99,9% (White Martins, Sdo Paulo, Brasil) foi usado como gas carreador nos sistemas de CVG

e PVG e gas de purga e protegao em GF AAS.
4.3.1 Mercurio

Solugdes padroes de Hg foram preparadas diariamente a partir de uma solugdo estoque
intermediaria de 10 mg L' Hg em 0,014 mol L' HNOs, esta preparada mensalmente (tempo
em que a solugdo permanecia estavel) pela dilui¢do de uma solugdo estoque de 1000 mg L!
Hg, metal dissolvido em HNO; (Fluka, Buchs, Suica). Uma solu¢io de 1000 mg L' Au
(SPEX Industries, Nova Jersey, EUA) foi utilizada para recobrir o forno de grafite como
modificador permanente. Hidréxido de tetrametilaménio 25% (m/v) em agua (Merck) foi
empregado no preparo das amostras. Para minimizar a formacao de espuma durante o
procedimento, foi utilizado n-octanol (Synth).

A exatiddio do método desenvolvido foi avaliada pela andlise dos seguintes
materiais de referéncia certificados (CRM): DOLT-4 (Dogfish Liver) e TORT-2 (Lobster
Hepatopancreas), ambos provenientes do National Research Council Canada (NRCC,
Ottawa, Canada), e BCR 463 (Tuna Fish) oriundo do European CommissionJoint Research
Centre Institute for Reference Materials and Measurements (IRMM, Geel, Bélgica).
Adicionalmente, dois materiais de referéncia foram analisados:(i) uma amostra de musculo de
peixe, fornecida pelo Laboratério Nacional Agropecuario (LANAGRO) do Ministério da
Agricultura, Agropecuaria e Abastecimento, em circunstancia da participacdo em ensaio
colaborativo para a caracterizacao da amostra candidata a material de referéncia certificado;
(i1) e uma amostra de atum, candidato a material de referéncia, fornecida pela Universidade
Federal do ABC. O método desenvolvido foi aplicado em duas amostras de peixe (merluza e
sardinha), fornecidas pelo LANAGRO. Todas as amostras e materiais de referéncia foram

fornecidos liofilizados € moidos.
4.3.2 Selénio

As solugdes padrdo de Se foram preparadas diariamente a partir de dilui¢des
sequenciais de uma solucdo intermediaria de 10 mg L' de Se, preparada pela dilui¢io de uma

solugdo estoque de 1000 mg L' de Se inorganico (SpecSol, Jacarei, Brasil). Solugdes padrio
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de 1000 mg L' de selenato e selenometionina foram preparadas pela dissolugdo de
quantidades apropriadas de selenato de sodio e seleno-DL-metionina (CsH11NO2Se),
respectivamente, ambas adquirida da Sigma-Aldrich, (Munique, Alemanha). Solug¢des de
1000 mg L' de Ir (Sigma-Aldrich), W (SpecSol) e Rh (SpecSol) foram empregadas para o
recobrimento do forno de grafite como modificadores quimicos permanentes, € uma solu¢ao
de Ni (1000 mg L', SpecSol), empregada como modificador quimico. Solu¢des de nitrato de
amonio (Sigma-Aldrich) e dihidrogenofosfato de amonio (Merck) foram utilizados na
investigacao da interferéncia espectral. Uma solug¢do preparada a partir de isopropoxido de
titdnio (IV) (Sigma-Aldrich), etanol anidro (Dinamica, Diadema, Brasil) e dietanolamina
(Quimica Moderna, Barueri, Brasil) foi utilizada para recobrir a superficie do percurso de
quartzo empregado na redugdo do Se (VI) a Se (IV) na PVG. As amostras de agua de coco de
diferentes marcas analisadas nesse trabalho foram adquiridas no comércio local. O CRM de

leite em p6 NIST 1549 (Non-fat milk powder) foi empregado na avaliagdo da exatiddo da HG.
4.4 PREPARO DE AMOSTRA
4.4.1 Determinacio de mercurio em peixe por PVG-GF AAS

O método de preparo de amostra empregado para a determinagdo de Hg em peixe por
PVG foi adaptado de Vieira et al.*>. Uma massa de amostra (10-100 mg) foi pesada em um
frasco de polipropileno graduado de 15 mL, seguida da adicdo de 1,0 mL da solugdo de
TMAH 25% (m/v). O frasco foi mantido fechado em um banho a 60 °C por 3 h. Ao atingir a
temperatura ambiente, foi adicionado 1,0 mL de n-propanol como LMWC e uma gota de n-
octanol. Em seguida, o volume foi completado até 10 mL com 4gua ultrapura. A excegdo foi o
CRM TORT-2, ao qual foi adicionado 3,0 mL de solucdo de H2O2 35% (v/v) antes de
completar o volume final (10 mL), e agitado manualmente por cerca de 1 minuto antes da

analise. As amostras € os CRM foram solubilizados em triplicata.
4.4.2 Determinacao de selénio em agua de coco por HG-GF AAS

As amostras de agua de coco foram digeridas em forno de micro-ondas utilizando o
programa descrito na Tabela I. Aliquotas de 1,0 mL de amostra foram transferidas para
frascos de PTFE, seguida da adi¢do de 3,0 mL de HNO; bidestilado e 1,0 mL de H>O> 30%
(v/v). Para avaliar a exatiddo do método, nas amostras foram adicionadas solu¢des padrao de
Se, cuja concentragdo final resultou em 3 pg L' de Se (IV), Se (VI) e selenometionina: as
adicoes foram feitas em frascos separados. Ao final da digestdo, os extratos foram

transferidos quantitativamente para frascos de polipropileno graduados de 15 mL, seguida de
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sucessivas lavagens do frasco de digestdo utilizando 5 mL de HCI 12 mol L', resultando em
um volume final de 10 mL. Posteriormente, as amostras foram mantidas em um banho a 90
°C por 30 minutos com o objetivo de promover a reducao das espécies de Se (VI) para Se
(IV).

Para o preparo do CRM de leite em p6 NIST 1549, foi pesada uma massa de 0,1 g e
solubilizada em 1,0 mL de H>O, com ajuda de um agitador do tipo vortex. Apos a solugdo ser
transferida para o frasco de PTFE, procedeu-se o0 mesmo procedimento de digestdo e pré-

reducgdo descrito para as amostras de agua de coco.

Tabela I. Programa de aquecimento do forno de micro-ondas utilizado para a digestao

das amostras de 4gua de coco

Etapa Temperatura / °C Rampa /°C min! Tempo /min
1 100 10 10
2 180 8 10

4.4.3 Determinacio de Se em agua de coco por PVG-GF AAS

Na PVG, as amostras foram digeridas em um digestor UV. Aliquotas de 1,0 mL de
amostra foram transferidas para frascos de quartzo junto com 50 uL de HNOs 1,4 mol L' e 50
uL de H202 35% (v/v). A cada hora transcorrida, 50 pL de H2O» era adicionado, por um
periodo de 6h, totalizando 0,3 mL de H>O». A temperatura foi mantida proxima de 75 °C. Ao
final, os extratos foram completados para 5 mL com 4cido formico 0,44 mol L™!. A etapa de
pré-reducao do Se (VI) a Se (IV) foi realizada on line em uma segunda espiral de quartzo,
inserida no reator, recoberta com um filme fino de TiO> (detalhes do procedimento se

encontram no Item 4.5.2).
4.5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.5.1 Merctrio

Inicialmente, 250 pg de Au foram depositadas na parede do tubo de grafite como
modificador permanente de acordo com o procedimento descrito por Flores et al’®. A
parededo tubo de grafite foi recoberta através de 5 inje¢des sucessivas de 50 pL cada de uma
solugdo padrio de 1000 mg L' Au. Cada aliquota introduzida no tubo de grafite foi submetida
ao programa de temperatura apresentado na Tabela II.

Na otimizagdo da PVG, as solucdes utilizadas consistiram em 10 mL de uma solugdo
contendo 5 pug L' Hg e 10% (v/v) de um dos LMWC investigados. A partir destas, uma
aliquota de 2,0 mL de solu¢do padrdo ou amostra contendo 2,5% (v/v) TMAH e 10% (v/v) n-
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propanol como LMWC, foi inserida pela bomba peristéltica no reator com uma vazao de 3,0
mL min™!, onde a solu¢do foi exposta a radiagdo UV por cerca de 16 s. Apds a passagem pelo
reator, a solucgdo foi direcionada para o GLS, onde o vapor de Hg gerado foi carreado pelo gas
Ar (vazdo de 95 mL min™') para o forno de grafite e coletado na superficie do tubo de grafite
pré-aquecido, recoberto com Au. O tempo total de cada medida foi de aproximadamente 150
s. As medidas de todos padrdes e amostras foram conduzidas em triplicata, sob as condi¢des
otimizadas. O vapor de Hg, coletado na parede do tubo de grafite, foi submetido ao programa
de temperatura apresentado na Tabela III. Neste estudo, foi utilizado um sistema de geragao

fotoquimica de vapor representado no esquema ilustrado na Figura 3.

GF AAS
Bomba

3 Ar
peristiltica 1\ / *
.y b
Amostra _’_@ 4 Residuo

=
_ | Reator fotoquimico U_k Separador
i gas-liquido

Figura 3. Esquema do sistema de geracao fotoquimica de vapor. 1) percurso analitico de tubo

de quartzo sintético fino (800 puL volume interno); 2) lampada de mercurio de baixa pressao

(Figura 2a); 3) fonte de energia; 4) eletrodo de tungsténio. Adaptado de Jesus et al.”®

Para estimar a eficiéncia da geracdo fotoquimica de vapor do Hg, foi empregada a CV-
GF AAS conduzida em um sistema em batelada. O sistema de gera¢do foi operado sob as
seguintes condigdes: tempo de bombeamento 40 s; tempo de reacdo 30 s; tempo de limpeza
10 s. No frasco de reacao do gerador, foram adicionados 1,0 mL de solugdo padrao e 5 mL de
uma solucdo de HCI 3% (v/v). A solugdo redutora de NaBH4 1,0% (m/v), estabilizada com
KOH 0,3% (m/v), foi bombeada para o frasco de reagdo sob uma vazdo de 10 mL min!. O
gas Ar (vazdo de 25 mL min™') auxiliou na remogdo e no transporte do vapor de Hg para o
atomizador, onde foi coletado sobre a parede do tubo de grafite recoberta com 250 pg Au
como modificador permanente. A temperatura de coleta e de atomizacao selecionadas foram

100 °C e 600 °C, respectivamente.
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Tabela II. Programa de temperatura utilizado para o recobrimento da parede do

tubo de grafite com 250 ug Au

Temperatura / Rampa / Permanéncia / Fluxo Ar/
Feapa °C °Cs’! s L min!
1 110 10 50 2,0
2 160 30 50 2,0
3 900 50 10 0,1
4 1000 1 5 2,0

Tabela III. Programa de temperatura utilizado na determinagdo de Hg em peixe por

PVG-GF AAS

Temperatura/ Rampa/  Permanéncia/  Fluxo Ar/

Etapa
°C °Cs’! s L min™!
Pré-aquecimento 100 25 20 0,1
Coleta 100 0 130
Auto zero 100 0
Atomizagao 600 1400 4 0
Limpeza 900 200 4 2,0

4.5.2 Selénio

Para a determinagao de Se, a plataforma do tubo de grafite foi recoberta com 120 pg Ir
como modificador permanente, conforme descrito por Tyson et al.*’. O recobrimento foi
realizado através da introducdo de 4 aliquotas sequenciais de 30 pL. de uma solugdo de 1000
mg L' de Ir, utilizando o programa de temperatura descrito na Tabela IV. Este procedimento

foi adotado para ambas as técnicas de geracdo de vapor de Se empregadas.
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Tabela IV. Programa de temperatura utilizado para o recobrimento da plataforma

do tubo de grafite com 120 pg Ir

Temperatura / Rampa / Permanéncia / Fluxo Ar/
Etapa
°C °Cs’! s L min!
1 110 1 40 2,0
2 130 20 50 2,0
3 1200 20 30 2,0
4 2000 10 5 0

Na Figura 4, ¢ apresentado um esquema do sistema de gerac¢ao de hidretos utilizado no
presente trabalho. Na HG do Se, a solugcdo padrido/amostra e a solugdo carreadora foram
introduzidas no sistema pela bomba peristaltica por um tempo de 30 s, com uma vazao de 4,0
mL min'. O mesmo canal da bomba foi empregado para a introdugio da solucio
padrao/amostra e a solugdo carreadora, sendo a intercalacdo entre as mesmas feita
manualmente através de uma valvula. Um segundo canal da bomba foi utilizado para a
introducio da solug¢do de NaBHa4, a uma vazdo de 2,0 mL min™. A solu¢io de NaBHj4 foi
adicionada ao sistema através de uma confluéncia

Solugdo padriao/amostra

= Ll /,J’\ Bomba peristaltica
/ — - -
Valvula de injegao — d&;’ o — e .
T i T P !

HCl o~  “— | !
| |
I
GFTAAS Residuo «—

Alca de reagao

Figura 4. Esquema do sistema de HG utilizado para determinagdo de Se por GF AAS.
Adaptado de Matousek et al. 7’

do tipo T, antes da al¢a de reagdo (comprimento total de 40 cm, contendo duas algas). Neste
sistema, a solugdo padrio/amostra era injetada na solugdo carreadora (HCI 3 mol L) por 30s,
seguida da reagdo da solucdo padrido/amostra ¢ o NaBH4 na al¢a de reacdo. O gés Ar foi
introduzido através de uma segunda confluéncia do tipo T entre a saida da al¢a de reagdo e o

GLS. O hidreto gerado foi carreado pelo gas Ar (vazdo 125 mL min™') para o forno de grafite,
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onde foi coletado pelo Ir na superficie da plataforma de grafite. O programa de temperatura
utilizado se encontra na Tabela V.

Na PVG do Se, foi empregado o mesmo sistema de injecdo em fluxo utilizado na HG,
exceto pela substitui¢do da alga de reagdo pelo reator fotoquimico, constituido pela lampada
de UV e a espiral de quartzo, como percurso analitico, apresentados na Figura 2b e 2¢ (Figura
5). Além disso, um Uunico canal da bomba foi utilizado, tanto para introduzir a solugdo
padrido/amostra como a solucdo carreadora (0,44 mol L! 4cido formico) no sistema, sendo a
intercalagdo entre estas feita através de uma valvula. Nas solugdes padrao e amostra, antes de
serem completadas para o volume final, foi adicionado um volume de acido formico 85%
(v/v) para resultar na concentra¢io final de 0,44 mol L'!. Uma solugio com esta mesma
concentracdo foi utilizada como solucao carreadora. A solucdo padrao/amostra (injetada por
40 s) e a solucao carreadora foram introduzidas no sistema pela bomba peristaltica com uma
vazdo de 1,5 mL min!. Apods exposicdo a radiacio UV no reator, as solugdes foram

direcionadas para o GLS. O gas

Solucdo padrdo/ amostra em
acido férmico 0,44 mol L1 ¥

: Bomba peristaltica
Vélvula de injeciio - > @%:l — :
Acidoférmico 0,44 mol L2 4 B
Residuo «—

GF AAS

Reator fotoguimico

—

v Ar
GLS  Insercdo da 22 espiral de
guartzo recoberta com TiO:

Figura 5. Esquema do sistema de PVG utilizado na determinacdo de Se por GF AAS.
Modificado de Matousek et al.”’

Ar, utilizado como gés carreador, foi introduzido no sistema por um T localizado antes do
reator fotoquimico. Com uma vazdo de 115 mL min™' de Ar, as espécies volateis de Se foram
carreadas para o forno de grafite pela linha de transferéncia e introduzidas no interior do tubo
de grafite, onde foram coletadas pelo modificador permanente Ir. O programa de temperatura

empregado estd descrito na Tabela V.
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Tabela V. Programa de temperatura utilizado na determinagdo de Se por PVG e HG

acoplada a GF AAS

Temperatura/ Rampa / Permanéncia/ Fluxo Ar/

Etapa
°C °C s s L min™!

Pré-aquecimento 100 20 554135 0,1
Coleta 300 200°, 300° 502, 60° 0
Auto zero 300 0 6 0
Atomizagio 2100°,2200°  1000%, 1100° 7
Limpeza 2200 0%, 100° 3 2,0

3geragio de hidretos; *geracdo fotoquimica de vapor

Nos experimentos com Se (VI), a pré-reducdo a Se (IV) foi realizada em uma segunda

espiral de quartzo recoberta com um filme fino de TiO2, conforme procedimento descrito por

Suzuki et al.”® Para o recobrimento, foi preparada uma solucio pela adi¢do gota a gota de 10,4

mL de isopropoxido de titdnio a 40 mL de etanol anidro e 3,5 mL de dietanolamina. Esta

solucdo foi lentamente misturada a 30 mL de etanol anidro e a mistura agitada por 4 h.

A

solucdo final foi introduzida continuamente na espiral de quartzo por 20 min, com o auxilio

de uma bomba peristaltica (vazio 0,3 mL min'). Na sequéncia, ar foi cuidadosamente

bombeado através da espiral para expulsar a fase liquida, mas mantendo a superficie timida.

A

espiral foi seca em uma estufa a 100 °C por 20 min e, em seguida, calcinada a 500 °C por 2 h

em mufla. Dessa forma, um filme fino de TiO», aderente e transparente ao UV, foi formado

sobre a superficie da espiral de quartzo.

Tabela VI. Programa de temperatura utilizado na determinagdo de Se por GF AAS por

amostragem liquida

Temperatura / Rampa / Permanéncia / Fluxo Ar/
Ktapa °C °Cs’! s L min™!
Secagem 110 10 50 2,0
Pir6lise 1400 300 50 2,0
Auto zero 1400 0 5 0
Atomizagao 2100 1500 4 0
Limpeza 2200 100 5 2,0

Na analise direta de Se em 4gua de coco, foram utilizados os dois espectrometros com

fonte de linha descritos no Item 4.1. As amostras foram homogeneizadas e introduzidas na
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plataforma integrada do tubo de grafite com auxilio do amostrador automatico. Da mesma
forma se procedeu a investigagdo e identificagdo da interferéncia espectral utilizando HR-CS
GFAAS (Item 4.1). O programa de temperatura empregado nos trés equipamentos se encontra
na Tabela VI. Neste estudo, foram utilizados tubos de grafite com plataforma integrada

recobertos com 120 pg de Ir como modificador permanente.

4.6 PARAMETROS DE MERITO

O limite de detec¢do (LD), expresso como a quantidade minima detectdvel com uma
dada certeza analitica, ¢ uma medida da concentragdo ou massa de analito que, quando
excedida, permite o reconhecimento de que a quantidade de analito na amostra ¢ maior que a
da solugdo branco®®’8. O LD foi calculado utilizando o desvio padrio de dez medidas do
branco (o) e o coeficiente angular (S) da curva de calibracdo (também definido como

sensibilidade), conforme Equagao 8.

3
LD = EG Equacao 8

O limite de quantificacdo (LQ), definido como a menor massa ou concentragao de
analito que pode ser determinada quantitativamente com risco de erro inferior a 5%, foi

calculado pela Equacao 9.

10
=0 Equacao 9

LQ=

Outro parametro avaliado foi a massa caracteristica (mo), a qual consiste na massa de
analito necessdria para produzir um sinal de absorvancia integrada de 0,0044 s, equivalente a
1% do sinal de absor¢io®’. Este parAmetro ¢é calculado pela Equacio 10, na qual m é a massa
de analito correspondente a uma massa intermediaria da curva de calibragao externa e Ain € 0

valor da absorvancia integrada, em segundos, produzida por esta massa.

~0,0044m

m
0 Aint

Equacio 10
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, os resultados serdo apresentados em dois subitens. No subitem
5.1, serao abordados os resultados referentes ao método desenvolvido para determinagao
de Hg em amostras de peixe por PVG. Neste, a geragdo de vapor frio foi empregada com
a Unica finalidade de estimar a eficiéncia da PVG do Hg.

No subitem 5.2, serdo apresentados os resultados obtidos com os métodos
desenvolvidos para determinagdo de Se em agua de coco por HG e PVG. Nesta parte do
trabalho, a HG foi empregada com o propdsito de estimar a eficiéncia da PVG do Se,
bem como uma técnica comparativa na avaliacdo da exatiddo dos resultados da PVG do
Se. Sera também apresentada a interferéncia espectral observada nas amostras de agua de
coco quando analisadas diretamente por GF AAS com fonte de linha e a posterior

identificacdo dessa interferéncia por HR-CS AAS.
5.1 MERCURIO
5.1.1 Otimizacao das condi¢cdes de geraciao fotoquimica de vapor

Neste trabalho, foi investigada a influéncia de diferentes compostos organicos de
baixo peso molecular (4cido acético, acido férmico e n-propanol) como fonte de radicais
redutores, tais como H , CH;, e COOH, para a geragdo de vapor de Hg. Estes LMWC
foram previamente empregados com sucesso na geracdo fotoquimica de vapor do Hg
47.60.79 " As investigagdes foram conduzidas utilizando aliquotas de 2 mL de uma solugio
padrio de 5 pg L' Hg (1) contendo 10% (v/v) de um dos LMWC estudados.

Inicialmente, o efeito da vazdo da solugdo através do reator fotoquimico, a qual
determina o tempo de exposicdo da solugdo a radiacdo UV, foi avaliado para cada
LMWC. Na Figura 6, observa-se que, em geral, vazdes maiores que 3 mL min’!
resultaram em um decréscimo do sinal analitico, possivelmente devido a menor
quantidade de radicais presentes, resultante do menor tempo de exposicao a radiagdao UV,
e logo em uma menor eficiéncia da geracdo de vapor. Por outro lado, vazdes menores
aumentaram o tempo de andlise, reduzindo a frequéncia analitica. As vazdes 2,7; 2,9 e
3,0 mL min!, (correspondendo a um tempo de irradiagio de 16-18 s) foram escolhidas
para o acido acético, acido foérmico e n-propanol respectivamente, para os demais

experimentos.
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Figura 6. Efeito da vazdo da solugdo na absorvéncia integrada de Hg (5 pg L'!) em 10%
(v/v) de: écido acético (m), acido foérmico (o) e m-propanol (A). Barras de erro
representam o desvio padrdo entre as medidas (n=3). Condi¢gdes experimentais: vazao de

Ar 95 mL min''; Teor 100 °C; Tat 700 °C; modificador permanente 250 pg Au.

A concentracdo do LMWC nas solugdes padrdo e nas amostras ¢ determinante
para a eficiéncia da geragao fotoquimica de vapor. Assim, um estudo foi conduzido para
verificar a melhor concentragido do LMWC para a geragdo de vapor de Hg. Esta
avaliagdo foi realizada utilizando solugdes padrao contendo diferentes concentragdes dos
LMWC. Na Figura 7, € possivel observar que a maior resposta analitica foi obtida com a
concentracao de 10% (v/v) para o acido férmico e para o n-propanol, enquanto que, para
o acido acético, o sinal permaneceu constante entre 10 e 20% (v/v) e diminuiu com
concentracdes maiores. A concentracdo de 10% (v/v) foi selecionada para os trés LMWC
para os estudos seguintes. Em concentragdes maiores, a presenga de subprodutos
derivados de reagdes fotoquimicas provavelmente resultou na menor eficiéncia da
geragdo de vapor>*,

Argonio foi utilizado para separar os compostos volateis de Hg gerados da fase
condensada e também para transporta-los do GLS para o forno de grafite. A vazao de Ar
avaliada variou entre 50-125 mL min' (Figura 8). Em geral, o sinal de absorvancia
aumentou e permaneceu praticamente constante entre 80 ¢ 110 mL min™' para os trés
LMWC. A vazio de 95 mL min™' de Ar foi escolhida, pois forneceu menor desvio padrio

entre as medidas.
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Figura 7. Efeito da concentra¢do de acido acético (m), acido férmico (©) e n-propanol
(A) na absorvancia integrada de Hg (5 pg L!). Barras de erro representam o desvio
padrao entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais: vazao da solucao 2,7-3,0
mL min™!; vazio de Ar 95 mL min™; Teot 100 °C; Ta 700 °C; modificador permanente
250 pg Au.
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Figura 8. Efeito da vazio do gas carreador na absorvancia integrada de Hg (5 ug L'') em
10% (v/v) de: acido acético (m), acido formico (©) e n-propanol (A). Barras de erro
representam o desvio padrao entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais: vazao da
solugdio de 2,7-3,0 mL min!; Teo 100 °C; Ta 700 °C; modificador permanente 250 pg
Au.
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5.1.2 Programa de temperatura e modificador quimico

Em testes preliminares, Pd foi investigado como modificador quimico e Au como
modificador permanente. Uma aliquota de 20 pL de uma solucdo de 1,0 g L' de Pd foi
injetada no forno de grafite antes de cada medida e seca a 110 °C por 20 s. O
recobrimento com Au seguiu como descrito no Item 4.5.1. A massa caracteristica
encontrada utilizando Au (0,33-0,43 ng) foi semelhante aquela obtida com Pd (0,38 ng).
Ouro foi adotado como modificador permanente, pois apresentou sensibilidade
semelhante a do Pd e dispensou a etapa de introdu¢do de uma nova aliquota de
modificador a cada medida no forno de grafite, o que reduz o ciclo de andlise.

Ap6s a definicdo do modificador quimico, as etapas do programa de temperatura
foram otimizadas utilizando duas massas de Au (250 e 500 pg) como modificador
permanente. Na Figura 9, ¢ apresentada a curva de temperatura de coleta de vapor de Hg

no tubo de grafite.

0,12

0,10

0,08

0,06 -

0,04 -

0,12

0,10 -

Absorvancia integrada / s

0,08

0,06 -

0,04 -

100 120 140 160 180 200
Temperatura de coleta/ °C
Figura 9. Curvas de temperatura de coleta de Hg a partir de uma solucao analitica de 5
ug L' Hg com 10% (v/v) de: 4cido acético (m), dcido formico (©) e n-propanol (A) com
(a) 250 pg e (b) 500 png de Au como modificador permanente. Barras de erro representam

o desvio padrao entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais: vazao da solugdo 2,7-

3,0 mL min’'; vazdo de Ar 95 mL min™';Ta 700 °C.
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E possivel observar que a temperatura de coleta de 100 °C (temperatura minima
permitida pelo soffware do equipamento utilizado neste trabalho), em todos os casos,
resultou em maior absorvancia integrada, e em temperaturas maiores houve uma reducao
no sinal analitico. Portanto, a temperatura de coleta de 100 °C foi escolhida. He et al.®
observaram comportamento similar em relagdo ao aumento da temperatura de coleta,
utilizando forno de grafite recoberto com nanobastdes de Au com PVG-GF AAS. Os
autores sugeriram que provavelmente o vapor Hg ¢ retido mesmo em temperatura
ambiente. Fato este confirmado por Jesus et al.*®®, os quais adotaram 25 °C como
temperatura de coleta de Hg usando Pd e PVG-GF AAS.

A Figura 10 apresenta a curva de temperatura de atomizacdo para uma solucdo
padrio de 5 ug L' de Hg para as duas massas de modificador permanente e para os trés
LMWC investigados. Em todos os casos, verificou-se um acentuado decréscimo do sinal

analitico

0,16

0,14

0,12 -

0,10

Absorvancia integrada / s

0,08 - A

500 600 700 800 900 500 600 700 800
Temperatura de atomizacéao / °C
Figura 10. Curvas de temperatura de atomizacao de Hg, a partir de uma solugdo analitica
de 5 pg L' Hg em 10% (v/v) de 4cido acético (m); 4cido formico (©) e n-propanol (A)
com (a) 250 pg e (b) 500 pg de Au como modificador permanente. Barras de erro

representam o desvio padrdo entre as medidas (n=3). Condigdes experimentais: vazao da

solucdo 2,7-3,0 mL min™'; vazdo de Ar 95 mL min™'; Tco 100 °C.

com o aumento da temperatura de atomizagdo. Devido a alta volatilidade do Hg, as

perdas por difusdo aumentaram significativamente com o aumento da temperatura.
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Na Figura 11, observa-se que, embora 500 °C tenha resultado em um sinal de
absorvancia maior, para os trés LMWC, o tempo de integracao foi longo (8 s) e o perfil
do sinal analitico apresentou cauda. Assim, 600 °C foi escolhida como temperatura de

atomizacdo. Jesus et al.®®

empregaram 1300 °C como temperatura de atomizagao,
utilizando Pd como modificador quimico. Neste caso, uma nova aliquota de modificador
era introduzida antes de cada medida, com PVG-GF AAS. Este comportamento,
provavelmente, resulta das das diferentes energias de ligacdo com que o Hg ¢ retido em
uma superficie recoberta com Pd ou Au.

Apds a otimizagdo do programa de temperatura, foi calculada a massa
caracteristica para os trés LMWC para cada massa de modificador avaliada (Tabela VII).
A massa de 250 ug de Au foi escolhida para o recobrimento do forno de grafite, pois

mesmo com a metade da massa de Au, os valores das mo foram ligeiramente menores

para os trés LMWC em relagdo a 500 pg Au.

Tabela VII. Massa caracteristica obtida com 250 e 500 pg de Au como modificador
permanente para trés compostos organicos de baixo peso molecular. Os valores sao

expressos pela média (n=3) e seus coeficientes de variagdo entre parénteses

Massa caracteristica / ng

Composto organico

250 pg Au 500 pg Au

Acido acético 0,33 (1,2) 0,47 (2,8)
Acido formico 0,43 (1,1) 0,47 (1,2)
n-Propanol 0,38 (1,8) 0,51 (2,3)

44



(a)

0,10+

0,08+

0,124 (©) 0,12
0,10 1 0,10 -
0,08 - 0,08 |
0,06 - 0,06 -

0,04 -

Absorvancia

0,04 -

0,02 - 0,02 -

0,00 -ff o onne poaen g o 0,00-h) e

0,10 0,10

0,08 - 0,08-

0,06 - 0,06+

0,04 0,04

0,02 - 0,02

Tempo / s

Figura 11. Perfis de absorvancia de Hg a partir de uma solugio contendo 5 pug L' Hg
com temperatura de atomizacao (a) 500 °C e (b) 600 °C em 10% (v/v) acido acético; (c)
500 °C e (d) 600 °C em 10% (v/v) éacido formico; (e) 500 °C e (f) 600 °C em 10% n-
propanol. Sinal analitico (—) e sinal de fundo (--*). Condig¢des experimentais: 250 pg Au
como modificador permanente; vazio da solugdo 2,7-3,0 mL min!; vazio de Ar 95 mL

min'; Teor 100 °C.

5.1.3 Linearidade e pré-concentracio

A massa maxima de Hg que poderia ser pré-concentrada na superficie do tubo de
grafite, pela retengdao do vapor de Hg pelo Au, foi investigada. Para isso, diferentes

volumes de uma solucdo de 8,0 pg L' de Hg foram inseridos no reator fotoquimico e o
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Hg° gerado foi coletado na superficie do tubo de grafite. Uma relagdo linear positiva
entre o volume de solugdo padrdo e o sinal analitico (R = 0,9941) foi obtida até 5 mL,
correspondente a 40 ng Hg (Figura 12). Volumes maiores de solugdo foram evitados,
pois vapor de agua era carregado junto com o vapor do analito através da linha de
transferéncia e poderia atingir o atomizador. Este problema poderia ser contornado com o

uso de um GLS maior, mas isto ndo foi investigado neste trabalho.

5.1.4 Preparo de amostra

Compostos organicos sdo preferencialmente selecionados para o preparo de amostra na
PVG ao invés de acidos inorganicos, como o HNO3 e HCI, uma vez que, além de
solubilizar as amostras, os mesmos podem atuar como precursores das espécies
redutoras, enquanto que a presenga dos ions H', CI" e NOj; causa a supressdo da PVG do
Hg*”7!. A geragdo fotoquimica de vapor do Hg foi obtida a partir de diversos tipos de
amostras, solubilizadas ou diluidas em acido férmico, e também a partir de amostras

solubilizadas com TMAH®.

0,5

Absorvancia integrada /s

1 2 3 4

[, =

Volume solugao / mL

Figura 12. Efeito do volume de solugdo na absorvancia integrada de Hg (8,0 pg L' em
10% (v/v) n-propanol). Condi¢des experimentais: vazdo da solugdo 3,0 mL min™'; vazio

de Ar 95 mL min™'; Teot 100°C; T4 600 °C; modificador permanente 250 pg Au.

No presente trabalho, duas abordagens foram investigadas como preparo de
amostra utilizando CRM. A primeira consistiu na solubilizagdo das amostras em acido

férmico por 8 h em um banho a 50 °C. Em seguida, as amostras foram diluidas para uma
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concentracdo final de 10% (v/v) de 4cido férmico. Com este procedimento, as solucdes
dos CRM resultantes eram escuras e os valores encontrados ndo concordaram com o0s

valores certificados. O mesmo foi observado por Vieira et al.*

, que atribuiram este
resultado a baixa penetracdo da radiacdo UV nas solucdes escuras geradas com acido
formico. Os autores solucionaram este problema ap6és um aumento no tempo de
irradiacdo total (108 s, 9 mL de amostra, vazdo de 5 mL min™) da solugdo contendo a
amostra. No presente trabalho, o aumento do tempo de irradiacao (120 s, 2 mL amostra,
vazdo de 1,0 mL min™") ndo resultou em aumento da sensibilidade. E possivel que outros
fatores, como a diluicdo da amostra (duas vezes mais concentrada neste trabalho), vazao
da amostra e espessura do percurso analitico, tenham exercido maior influéncia sobre a
PVG. Similarmente, Liu ef al.’” observaram que solugdes escuras de amostras bioldgicas
solubilizadas com 4cido férmico levaram a resultados analiticos insatisfatorios devido a
baixa penetracdo da radiacdo UV, utilizando calibragdo externa com PVG-ICP-MS, o que
foi solucionado empregando dilui¢do isotopica.

O uso do TMAH foi investigado no segundo procedimento, conforme descrito no
Item 4.4.1, porém sem a adicdo do nm-propanol. A andlise utilizando somente TMAH
resultou em uma baixa recuperacdo do valor certificado (62%). Visando aumentar a
sensibilidade, apos a solubilizacdo das amostras com TMAH, 10% (v/v) de acido acético
ou n-propanol foi adicionado a solu¢dao. Observou-se que a adi¢ao de n-propanol, como
LMWOC, resultou em um aumento da absorvancia integrada de cerca de 30% em relagdo a
adicdo de somente TMAH, enquanto que a adi¢do de acido acético levou a formacao de
precipitados na solu¢do. Assim, a concentragdo final de TMAH e n-propanol nas
amostras e nas solugdes padrdes foram 2,5% (v/v) e 10% (v/v), respectivamente. Neste
segundo procedimento, sdo necessarias 3 h, em contraste com as 8 h requeridas no

primeiro.
5.1.5 Parametros de mérito

Diversos autores reportaram a PVG de Hg a partir de espécies organicas de Hg,
como metilmercuario e etilmercurio, evidenciando que a propria PVG ¢ capaz de liberar
Hg de ligagdes do tipo Hg-C*-*60:61 Portanto, é possivel estabelecer uma curva analitica
somente a partir de solugdes padrio de Hg?' para a determinacio de Hg total em
amostras bioldgicas, empregando a PVG.

Os parametros de mérito foram estabelecidos por meio da curva de calibracao

construida na faixa de concentracdo de 2,5 a 15,0 pg L' Hg (correspondente a 5,0-30,0
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ng Hg) utilizando 2,5% (m/v) TMAH e 10% (v/v) n-propanol nas condi¢des otimizadas.
A solugdo branco foi preparada e medida nas mesmas condi¢cdes. Os pardmetros de
mérito, calculados conforme descrito no Item 4.6, estdo resumidos na Tabela VIII. Para
estimar o LD e o LQ do método, a massa de amostra usada no preparo (0,10 g) e o
volume final de 10 mL foram levados em consideragao.

A massa caracteristica obtida foi menor do que aquela encontrada por Jesus et
al.®® (0,6 ng), utilizando PVG-GF AAS com Pd como modificador quimico. O LD do
método para a determinacdo de Hg em amostras de peixe foi similar ao reportado por

Lopez-Rouco et al.3?

, em que um sistema em batelada, combinando radiacdo UV e
ultrassom acoplado a AAS, foi empregado na gerac¢do de vapor de Hg e apresentou valor
superior (menos sensivel) ao obtido com ID-PVG-ICP-MS por Liu et al.>’ (0,5 pg g™).
Vieira et al.*® obtiveram melhor LQ do método por PVG-QTA AAS, pois introduziram
aliquotas de 9,0 mL de amostra no reator. O LQ obtido esta de acordo com os valores
maximos de Hg permitidos em peixe pela legislagio brasileira (1,0 pg g' peixes
predatérios e 0,5 pg g'! peixes nio-predatorios)®!. Estes limites poderiam ser melhorados

aumentando a aliquota de amostra analisada, o que reforca a versatilidade de acoplar um

Tabela VIII. Parametros de mérito para a determinacdo de Hg
em peixe por PVG-GF AAS. Condigdes experimentais: 2,5%
(v/v) TMAH e 10% (v/v) n-propanol

Parametro Resposta
Regressao linear Ain= 0,00469+0,01168m
R 0,9996
mo / ng 0,36
LD /ng 0,52
LQ/ng 1,7
LD*/ g g’! 0,030
LQ*/ugg! 0,10

LD e LQ do método foram calculados considerando uma massa de 0,1 g
amostra € um volume final de 10 mL.

sistema de geracao de vapor com GF AAS. O nuimero de ciclos de atomizacao por

recobrimento e o tempo de vida do tubo de grafite foram de, aproximadamente, 80 e 500,
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respectivamente. Numero semelhante de ciclos de queima (n=70) foi obtido por Flores et
al.*® com 250 pg de Au. A exatiddo e a precisdo do método serdo apresentadas na Tabela

IX no Item 5.1.7.

5.1.6 Eficiéncia da geracio fotoquimica de vapor

As eficiéncias conjuntas da gerag¢do fotoquimica de vapor, do GLS, do transporte
e da coleta das espécies volateis pelo modificador no forno de grafite definem a
eficiéncia total do método de PVG?°. Esta foi estimada pela comparacio da sensibilidade
obtida pela PVG com aquela obtida pela geracdo de vapor frio CV-GF AAS (A=
0,0075+ 0,01379m, R =0,9983), baseada na reducdo do Hg com solu¢do de NaBHs. As
condi¢gdes empregadas de temperatura de coleta e atomizagdo e massa de modificador
foram as mesmas nos dois sistemas. Considerando a eficiéncia da CV-GF AAS como
100%, a PVG apresentou uma eficiéncia de 85%. Esta eficiéncia ¢ superior a encontrada
182

por Gao et a

de 95% obtida por Vieira et al.* com PVG-QTA AAS.

, correspondente a 65% utilizando PVG-AFS, e menor do que a eficiéncia

5.1.7 Resultados analiticos

A exatiddo do método proposto foi avaliada pela analise de trés materiais de
referéncia certificados e duas amostras candidatas a materiais de referéncia (atum e
musculo de peixe). Duas amostras de pescado (merluza e sardinha) foram analisadas
posteriormente. Todas as amostras, CRM e candidatos a materiais de referéncia foram
tratados com TMAH e receberam adi¢do de n-propanol no final, conforme descrito no
Item 5.1.4. Os resultados descritos na Tabela IX para os CRM e para os candidatos a
material de referéncia estdo de acordo com os valores certificados e de referéncia, com
95% de intervalo de confianga (teste t-Student). Entretanto, ndo foi possivel quantificar
Hg no CRM TORT-2 nestas condi¢des, provavelmente devido a opacidade da solugdo,
que reduziu a penetracao da radiacdo UV e, logo, a radiacdo disponivel para a geragdo de
radicais. Para superar esta limitagdo, algumas abordagens foram investigadas.

Primeiramente, um maior tempo de exposi¢ao a radiacao UV (vazao da amostra 1
mL min") foi aplicado, mas sem éxito. A seguir, um volume maior de amostra foi
injetado com a inten¢do de pré-concentrar uma massa maior de analito no forno de
grafite, mas os resultados analiticos continuaram abaixo do limite de detec¢ao. Apos, foi
investigada a adicao de diferentes volumes de H>O» (0,4; 1,5 e 3,0 mL, correspondente a

0,6; 2,2 e 5,0 mol L!) com a intuito de oxidar a matéria organica remanescente e, assim,
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remover a coloragdo da solugdo da amostra. De fato, ap6s a adicdo de 3,0 mL de H2O» e
agitacdo manual por aproximadamente 1 min, observou-se uma reducdo na coloracdo
escura. Além disso, € relatado na literatura que quando o H>O» ¢ exposto a radiacao UV,
ocorre a formacdo de radicais OH que assistem a fotorreducdo do Hg*?. Finalmente, com
a adicao de 3,0 mL de H>O3, o valor encontrado estava de acordo com o valor certificado.
Destaca-se que a medida do Hg foi realizada logo apds a adi¢do de H>O», pois uma
redugdo do sinal de absorvancia foi observada apds um tempo maior que 10 min. Durante
estes 10 min, se necessario, poderiam ser realizadas quatro medidas sucessivas da mesma
replicata da amostra com um desvio padrdo relativo (RSD) menor do que 10%, indicando
que esta permanece estavel por um tempo apropriado para a andlise. Embora este
procedimento tenha funcionado para a determina¢do de Hg no TORT-2, deve ser
ressaltado que esta etapa ¢ critica, pois o tempo disponivel para a analise provavelmente
ira mudar de acordo com a quantidade e a composi¢ao da amostra. Assim, investigacdes
adicionais sobre o comportamento de diferentes amostras na presenga de H>O: sdo
necessarias. No entanto, dentre todas as amostras analisadas neste trabalho, este

procedimento foi necessario somente para o TORT-2, devido a coloracgao da solugao.

Tabela IX. Concentragao de Hg em CRM e amostras de peixe por PVG-GF AAS. As

concentragodes sao expressas como média + desvio padrao (n = 3)

Valor Valor de Valor RSD /
Amostra certificado / referéncia / encontrado / v

ngg! ngg! ngg!
DOLT-4 2,58 +£0,22 - 2,58 £ 0,06 2
BCR 463 2,85+0,16 - 3,11+0,13 4
TORT-2 0,27 £ 0,06 - 0,31 +0,05 16
Musculo de peixe® - 1,03 £0,26 1,05 +0,08 8
Atum® - 3,03+0,22 3,17+ 0,08 2
Merluza® - 0,56 + 0,01 0,61 +0,02 3
Sardinha - NA 0,31+ 0,02 6

*Ensaio colaborativo LANAGRO; referéncia83;referéncia84, NA: amostra nio analisada por métodos

comparativos
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O desvio padrao relativo de cada amostra (n=3) variou entre 2,0 a 16%. TORT-2
apresentou o maior RSD, possivelmente devido a baixa concentrag¢do de analito e a maior
complexidade deste CRM.

Adicionalmente, considerando que o preparo de amostra empregado neste
trabalho provavelmente ndo converteu todos os compostos organicos de Hg em espécies
inorganicas, ¢ possivel concluir que, como mencionado anteriormente, espécies volateis
de Hg podem ser eficientemente geradas a partir de compostos organicos de Hg pela
irradiagdo UV. Isto ¢ evidenciado pela alta concentragdo de CH3Hg" nos CRM analisados
(1,33 +£ 0,12 g g, 3,04 £ 0,16 pg g' € 0,15 + 0,01 ug g para DOLT-4, BCR 463 ¢
TORT-2, respectivamente).

Entre as trés amostras de peixe analisadas, somente a sardinha apresentou
concentracdo de Hg abaixo do valor maximo permitido em peixes pela legislacdo

brasileira (Tabela IX).

5.2 SELENIO

5.2.1 Otimizacao das condi¢cdes de geracio de hidreto de Se acoplada a GF AAS

Os experimentos de HG foram conduzidos com o sistema descrito no Item 4.5.2
(Figura 4). As otimizagdes da HG foram realizadas com solugdes padrdo de 1,0 e 3,0 ug
L' de Se (IV) e Se (VI), injetada por 30 s, com uma vazio de 4,0 mL min’!, resultando

na introducao de 2 e 6 ng de Se, respectivamente.
5.2.1.1 Efeito da concentrac¢io de acido e de reagente redutor

As concentragdes de HCI ¢ NaBH4 sdo variaveis determinantes na eficiéncia da
geracao dos hidretos. O efeito da concentragdo de HCI sobre a HG foi avaliada no
intervalo de concentragiio entre 0,5 ¢ 8 mol L™! utilizando uma solugio padrio de 1,0 pg
L' de Se (IV) e Se (VI) separadamente. Para isso, diferentes volumes de HCI foram
adicionados as solucdes padrao de Se (IV) e Se (VI), previamente a etapa de pré-reducao
descrita no Item 4.4.2, resultando nas concentra¢des avaliadas. Como pode ser visto na
Figura 13, o sinal analitico do Se (IV) permaneceu constante na faixa de concentragao
estudada, com exce¢do de um aumento de 13% com 4 mol L' de HCI. Em rela¢do ao Se
(VI), concentragdes de HCI maiores que 5 mol L™ foram necessarias para a conversio

quantitativa deste em Se (IV). A concentragiio de 6 mol L' de HCI foi selecionada para
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os proximos experimentos, pois resultou em geracdo de SeH» equivalente a solugao de Se
(IV). A concentragdo de HCl na solucdo carreadora foi mantida em 3 mol L™,

Em relacdo ao efeito da concentragado de NaBH4 na HG de Se, foram avaliadas
concentracdes no intervalo entre 0,1 a 1,0% (m/v), mantendo-se constante a concentragao
de KOH 0,3% (m/v) adicionado para estabilizar as solu¢des. Como mostrado na Figura
14, foi verificado um aumento do sinal analitico com o aumento da concentra¢do de
NaBH4, permanecendo praticamente constante em concentragdes maiores do que 0,3%
(m/v). Para garantir a conversdao do analito em SeH», solu¢des contendo 0,5% (m/v) de

NaBH4 foram adotadas nos estudos seguintes.
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Figura 13. Efeito da concentragcdo de HCI na absorvancia integrada de uma solugao
padrio de 1,0 pg L! de Se (IV) (m) e Se (VI) (o). Barras de erro representam o desvio
padrdo entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais: vazdo da solugdo de 0,5%
(m/v) de NaBH4 2,0 mL min’!; vazdo de Ar 110 mL min™'; Teot 300 °C; Ta 2200 °C;

modificador permanente 120 pg Ir.
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Figura 14. Efeito da concentracao de agente redutor (NaBH4) na absorvancia integrada
de Se (IV) (1,0 pg L. Barras de erro representam o desvio padrdo entre as medidas

(n=3). Condic¢des experimentais: vazio da solu¢do de NaBH4 2,0 mL min’!; vazdo de Ar

110 mL min™'; Teot 300 °C; Tat 2200 °C; modificador permanente 120 pg Ir.

5.2.1.2 Efeito da vaziao de argonio

Argonio foi empregado como gas de arraste na separagdo do SeH» da solug¢do no
GLS e no transporte deste até o tubo de grafite. Na Figura 15, ¢ apresentado o efeito da
vazao de Ar sobre a HG de Se. Observou-se um aumento da absorvancia integrada
quando a vazio aumentou de 110 para 125 mL min™' de Ar e, em vazdes maiores, o sinal
diminuiu e permaneceu praticamente constante até 210 mL min™'. Vazdes de Ar menores
que 110 mL min™ ndo foram avaliadas, pois, nestas condi¢des, observou-se que a solugio
entrava pelo capilar que conduzia Ar. Escolheu-se a vazio de 125 mL min! de Ar devido

a maior sensibilidade, menor desvio padrdo e menor consumo de Ar.
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Figura 15. Efeito da vazio de argdnio na absorvancia integrada de Se (IV) (1,0 pg L.
Barras de erro representam o desvio padrao entre as medidas (n=3). Condi¢des
experimentais: vazio da solugdo de 0,5% (m/v) NaBH4 2,0 mL min!; Teor 300 °C; Ta
2200 °C; modificador permanente 120 pg Ir.

5.2.1.3 Programa de temperatura

Dentre os modificadores permanentes, o Ir ¢ frequentemente empregado na coleta
de SeH: na superficie do tubo de grafite??>°. Assim, neste trabalho, Ir foi selecionado

1.4 foi

como modificador permanente. A massa de 120 pg de Ir utilizada por Tyson et a
adotada no presente trabalho para o recobrimento da plataforma integrada do tubo de
grafite.

Na etapa de coleta dos hidretos sobre a plataforma do tubo de grafite recoberta
com Ir, a faixa de temperatura investigada variou entre 100 e 500 °C (Figura 16). A

maior sensibilidade e menor desvio padrdo entre as medidas foi obtida com a temperatura

de 300 °C, temperatura esta adotada.
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Figura 16. Curva de temperatura de coleta de SeH> a partir de uma solugao analitica de
1,0 ng L' de Se (IV). Barras de erro representam o desvio padrio entre as medidas (n=3).

Condigdes experimentais: vazdo da solugdo de 0,5% (m/v) de NaBHs 2,0 mL min;

vazio de Ar 125 mL min™'; Ta 2200 °C; modificador permanente 120 ug Ir.

Quanto a temperatura de atomizagao, pode-se observar na Figura 17 que o sinal
analitico foi crescente at¢ 2200 °C (temperatura maxima permitida pelo software do
equipamento), sendo esta a temperatura selecionada para atomizagdo. Na Figura 18 ¢
apresentado o perfil do sinal de absor¢do obtido a partir de uma solucdo analitica de Se
(IV) e do fundo, com o emprego das condi¢des otimizadas. A mesma temperatura de
coleta foi selecionada por Schneider et al.* para a coleta SeH, em um tubo de grafite sem
plataforma e recoberto com 200 pg Ir, utilizando HG-GF AAS, porém maior

sensibilidade foi obtida com uma temperatura de atomizacao de 2000 °C.
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Figura 17. Curva de temperatura de atomizag¢do de SeH: a partir de uma solucdo
analitica de 1,0 ug L' de Se (IV). Barras de erro representam o desvio padrdo entre as
medidas (n=3). Condic¢des experimentais: vazao da solucdo de 0,5% (m/v) de NaBH4 2,0

mL min’!; vazdo de Ar 125 mL min™'; Teo1 300 °C; modificador permanente120 pg Ir.
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Figura 18. Perfil de absorvancia de Se obtido a partir de uma solugao analitica de 1,0 ug
L' de Se (IV). Sinal analitico (<) e sinal de fundo (---). Condig¢des experimentais: Tcol 300
°C; Tat 2200 °C; modificador permanente 120 pg de Ir; vazao da solugdo de 0,5% (m/v)
de NaBH;4 2,0 mL min’'; vazdo de Ar 125 mL min™.
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5.2.1.4 Preparo de amostra

Trés procedimentos de preparo de amostra foram investigados para a
determinagdo de Se em amostras de 4gua de coco. A escolha do procedimento de preparo
de amostra foi baseada na recuperagdo do padrao adicionado. As amostras foram
fortificadas com 30 ng de Se (IV) para resultar em uma concentracio final de 3,0 pg L,
e em seguida submetidas as mesmas etapas de preparo.

Como a determinacao de Se por HG requer que o analito esteja presente no estado
de oxidagao (IV), ap6s cada procedimento, as amostras foram avolumadas com HCI para
resultar em uma concentracdo final de 6 mol L™!, (de acordo com o resultado apresentado
no Item 5.2.1.1), e em seguida aquecidas a 90 °C por 30 min a fim de reduzir as espécies
de Se (VI) a Se (IV).

Em testes preliminares, visando o minimo preparo, as amostras foram diluidas
com HCl 6 mol L' e, posteriormente, submetidas a etapa de pré-reducdo. Entretanto,
quando as amostras foram aquecidas, houve aglomeracdo de material particulado
tornando a solugdo turva, e inviabilizando a analise. O mesmo foi observado por Welna e
Szymczycha-Madeja®®, quando amostras de suco de fruta foram submetidas a etapa de
pré-reducdo do Se (VI) com HCI 6 mol L™! sob aquecimento.

O segundo procedimento investigado foi adaptado de Welna e Szymczycha-
Madeja®, que consistiu na solubiliza¢io das amostras com 4gua-régia (3 HCl:1 HNO3).
Aliquotas de 5 mL de agua de coco foram acrescidas de 2 mL de dgua-régia e mantidas
em banho a 80 °C por 1 h. Em seguida, as amostras foram submetidas a etapa de pré-
reducdo. Com este procedimento, a recuperacao de Se (IV) obtida foi de 70 a 73%.

O terceiro procedimento investigado foi baseado no método recomendado para
digestao de materiais biolodgicos pelo fabricante do forno de micro-ondas, no qual 1,0 mL
de agua de coco foi transferido para um frasco de PTFE, seguida da adi¢ao de 3,0 mL de
HNO; e 1 mL H>O> e submetidas ao programa de aquecimento descrito na Tabela I. As
amostras foram pré-reduzidas ao final. As recuperacdes obtidas por este procedimento
foram superiores aos demais procedimentos (92-94%). Portanto, este procedimento foi
selecionado para o preparo de amostras por resultar em melhores recuperagdes.

Como o ambiente quimico da amostra digerida ¢ diferente daquele da solucgdo
padrdo, o efeito da concentracdo de HCI e de NaBH4 na HG de Se (VI) foi investigado
em amostras digeridas e fortificadas (concentragio final de Se (VI) igual a 3,0 pg L™).

Além do ambiente quimico, a presenca de metais de transi¢ao oriundos da amostra pode
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causar interferéncia na geragdo e liberagdo do hidreto da fase liquida, o que poderia ser
minimizado pela otimizagio da concentragio de HCI e do agente redutor®.

Na Figura 19, observa-se que, diferentemente da otimizagdo realizada com a
solugdo padrio de Se (VI) (Figura 13), 4 mol L HCI foi suficiente para obter uma
recuperagdo equivalente a 87% em relagdo a solug@o padrao de Se (IV). A concentragio
de 6 mol L' HCI foi escolhida pois resultou em maior recuperagdo (93%) comparada a
solucao padrao de Se (IV). Quanto a concentracdo de NaBH4, nota-se um comportamento
semelhante ao observado durante a otimizacao com a solugao padrao de Se (IV) (Figura
14), em que 0,5% (m/v) NaBH4 resultou em maior sinal analitico para a amostra (Figura

20).
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Figura 19. Efeito da concentracdo de HCI na absorvancia integrada de uma amostra de
4dgua de coco fortificada com Se (VI) (concentragdo final 3,0 pg L), apos digestdo em
forno de micro-ondas. Barras de erro representam o desvio padrdo entre as medidas
(n=2). Condigdes experimentais: vazdo da solucdo de 0,5% (m/v) de NaBH4 2,0 mL

min’!; vazdo de Ar 125 mL min’'; Teo1 300 °C; Ta 2200 °C; modificador permanente 120

pg Ir.
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Figura 20. Efeito da concentracdao de NaBH4 na absorvancia integrada de uma amostra
de 4gua de coco fortificada com Se (VI) (concentragio final 3,0 ug L), apds digestdo em
forno de micro-ondas. Barras de erro representam o desvio padrdo entre as medidas
(n=2). Condic¢des experimentais: vazio da solu¢do de NaBH4 2,0 mL min’!; vazdo de Ar

125 mL min'!; Teo 300 °C; Ta 2200 °C; modificador permanente 120 pg Ir.

5.2.1.5 Parametros de mérito

Apos a otimizagao das condigdes experimentais relacionadas a gera¢do de vapor,
e a pré-concentracdo e atomizagdo do hidreto, foi construida uma curva de calibracao
para a obten¢do dos parametros de mérito (Tabela X). A curva de calibragcdo foi
estabelecida na faixa de concentracdo de 0,5 a 4,0 ug L' (1,0 a 8,0 ng) de Se (IV)
utilizando 6 mol L' HCI. A massa caracteristica encontrada (51 pg) foi melhor do que
valores obtidos por HG-GF AAS (95 pg)®¢ e por GF AAS (80 pg)?’ reportados na
literatura. O LD do método foi semelhante aos encontradopor Welna e Szymczycha-
Madeja®® para Se (IV) (0,67 pg L") e Se (VI) (0,73 pg L'') em amostras de suco de fruta
por HG-ICP OES. Nas condi¢des de trabalho utilizadas, a plataforma era recoberta com
Ir a cada 500 ciclos de andlise. A exatiddo e a precisdo do método serdo apresentadas na

Tabela X1 no Item 5.2.1.6.
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Tabela X. Pardmetros de mérito para a determinacdo de Se por

HG-GF AAS
Parametro Resposta
Regressao linear Ain= 0,01982+0,08654m
R 0,9991

mo / pg 51
LD /ng 0,15
LQ/ng 0,50

LD*/pg L 0,73

LQ*/ pg L 2,4

LD e LQ do método foram calculados considerando 1 mL de amostra e
o volume final da solu¢do (10 mL)

5.2.1.6 Resultados analiticos

Devido a inexisténcia de material de referéncia certificado de agua de coco, a
exatiddo do método foi avaliada pela andlise de um material de referéncia certificado de
leite em p6 (Non-fat milk powder, NIST 1549) e por testes de recuperacao; e a precisao
através do RSD.

O selénio ocorre em diversas formas de compostos organicos em matrizes
bioldgicas. Por isso, além das espécies de Se inorgénico, os testes de recuperagdo
também foram conduzidos com um composto organico de Se, representado pela
selenometionina (SeMet).

Assim, o teste de recuperacdo foi empregado com o intuito de avaliar: (i)
possiveis perdas do analito durante as etapas de preparo de amostra e pré-reducao, (ii) a
conversao do Se (VI) a Se (IV) pela etapa de pré-redugdo e (iii) a decomposi¢ao de um
composto organico de Se pela digestdo. Para os testes de recuperacdo, em aliquotas de
amostra distintas, foram adicionados 30 ng de padrio para resultar em 3,0 pg L' de Se
(IV), Se (VI) e SeMet.

Foram analisadas quatro amostras de agua de coco, trés delas comercializadas em
embalagens Tetra Pak e uma amostra de agua de coco in natura. Os resultados obtidos

estdo apresentados na Tabela XI.
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Tabela XI. Concentracdo de Se em amostras de 4gua de coco obtida por HG-GF
AAS e teste de recuperacdo. Nos testes de recuperagdo a concentragdo final de Se
nas amostras fortificadas foi 3,0 pg L™\, As concentragdes estdo expressas como

média + desvio padrao combinado (n=3)

Concentracio de Recuperacio / %

Amostra Se encontrada /
ng L Se (IV) Se (VI) SeMet
1 <LD 107+9 111+£5 92+4
2 4,00+ 0,58 93+6 91+5 90 £ 3
3 <LD 92+3 89+ 7 91 £4
4 3,00 £ 0,14 94 +2 107 + 4 89+ 3

Os valores de Se determinados nas amostras de agua de coco diferiram dos

valores reportados na literatura. Oliveira et al.%®

obtiveram concentracdes entre 7,0 ¢ 22,3
ng L' de Se em 4aguas de coco por GF AAS, que foram similares aos encontrados por
Aleixo et al*® (6,5 a 21,0 pg L") também por GF AAS. As concentracdes de Se em
4guas de coco foram menores do que o LD obtido por Virgilio et al.”® (< 20 pg L) e por
Sousa et al’' (< 13 ug L) utilizando ICP OES. E possivel que as diferencas de
concentracdo de Se em agua de coco encontradas neste trabalho e as reportadas na
literatura resultem de variagdes naturais, tais como tipo de solo e clima em que as plantas
sdo cultivadas e nivel de maturag@o do fruto na época da colheita.

O valor encontrado para o0 CRM de leite em p6 (0,10 = 0,01 pg g ') ndo diferiu
significativamente do valor certificado (0,11 + 0,01 ug g'') para um nivel de confianga de
95% (teste t-Student, n =3).

E importante considerar que o teste de recuperagdo sé ¢ valido se o (i) analito
originalmente presente na amostra e o analito adicionado se encontram na mesma forma,
ou (i1) quando o efeito de espécie ¢ eliminado pela conversdo completa do analito
presente na amostra para a mesma forma do analito adicionado’?. O teste de recuperagio
forneceu resultados aceitaveis, segundo critério recomendado pela Associacdo da

Comunidade Analitica (AOAC Internacional)’®, para as trés espécies de Se avaliadas,

demonstrando a eficiente conversao das espécies de Se organico (SeMet) e inorganico Se
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(V) pelas etapas de preparo de amostra e pré-redugdo a Se (IV). O RSD de cada amostra

(n=3) variou entre 1 e 15%.

5.2.2 Analise direta de Se em agua de coco por GF AAS

A fim de corroborar a exatiddo do método de HG, procedeu-se a determinagao de
Se por GF AAS com andlise direta de dgua de coco. Neste estudo, foram utilizadas
solucdes padrao de Se (IV).

As temperaturas de pirdlise e atomizagdo foram otimizadas utilizando 20 pL de
uma solugio padrio de 38 pg L™ Se (0,76 ng) e 120 pg Ir como modificador permanente
(Figura 21). As temperaturas de pirdlise e de atomizagdo escolhidas foram 1400 °C e
2100 °C, respectivamente, pois estas proporcionaram maior sensibilidade e menores
desvios padrao entre as medidas.

A seguir, foi construida uma curva de calibracdo utilizando seis solugdes padrao
na faixa de 20-60 ug L™ de Se (equivalente a uma faixa de 0,4-1,2 ng) nas condigdes de
temperatura otimizadas. Os parametros de mérito, calculados conforme descrito no Item

4.6, estao apresentados na Tabela XII. A massa caracteristica obtida esta de acordo com
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1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
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Figura 21. Curvas de temperatura de pirolise e atomizagao utilizando uma solugdo

padrio de 38 pg L' Se. Barras de erro representam o desvio padrio entre as medidas

(n=3). Condicdes experimentais: volume injetado 20 pL; Ta empregada durante a

otimizagdo da Tpir 2000 °C; Tpir empregada durante a otimizagdo da T 1400 °C;

modificador permanente 120 ug Ir.
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aquela (34 pg) fornecida pelo fabricante do equipamento ¢ menor do que a obtida por

leggli et al.¥ (80 pg).

Tabela XII. Parametros de mérito para a determinagcdo de Se por GF AAS com

lampada de deutério como corretor de fundo

Regressao linear R LD /ng LQ /ng mo / pg

Aint = 0,0002+0,1184m 0,9998 0,044 0,15 28

No entanto, ao se proceder as mesmas otimiza¢des do programa de temperatura
utilizando uma amostra de 4gua de coco ndo diluida, foi observada uma inflexao do sinal
de absorvancia para valores negativos, ocasionada por uma sobrecorrec¢do pelo sistema de
correcao de fundo (lampada de deutério) (Figura 22). Como pode se observar na Figura
22, ap6s uma diluicdo de cinco vezes da amostra com HNO; 1% (v/v), o sinal de

absorvancia do fundo reduziu proporcionalmente ao fator de dilui¢do, mas ainda

0,06 -} (@)
0,04 -}
0,02 -

0,00 |~

0,010

Absorvancia

0,005 -
0,000 - /X

-0,005 -

Tempo /s

Figura 22. Perfis de absorvancia da amostra de dgua de coco 2 nao diluida (a) e diluida
cinco vezes (b). Sinal analitico (-) e sinal de fundo (-+-). Tpir 1400 °C; Ta 2100 °C;

modificador permanente 120 pg de Ir.
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suficiente para causar um sinal de absorvancia integrada negativo. Ressalta-se que com
este fator de dilui¢io (1:5), a concentragio de Se na amostra 2 (0,8 pg L' de Se,
correspondente a 0,016 ng Se) era menor que o LD.

As principais dificuldades reportadas na literatura na determinagdo de Se por GF
AAS sio relacionadas a perdas do analito, devido a sua baixa estabilidade térmica, e a
interferéncias espectrais, por exemplo, aquelas causadas por fundo molecular estruturado
de moléculas como PO e NO*’. Geralmente, o sistema de corre¢do de fundo baseado em
fonte continua (lampada de deutério), dependendo da concentracdao do fundo, nao ¢ capaz
de corrigir esse tipo de interferéncia espectral.

A partir destes resultados, investigou-se o uso do sistema de correcdo de fundo
baseado em efeito Zeeman para a realizagdo desta andlise. Foi estabelecida uma curva de
calibracdo utilizando seis solugdes padrio na faixa de 20 a 80 pg L' de Se (equivalente a
uma faixa de 0,4 a 1,6 ng). Os pardmetros de mérito estdo apresentados na Tabela XIII.

Observa-se que os parametros de mérito foram maiores que aqueles

Tabela XIII. Parametros de mérito para a determinagdo de Se por GF AAS com

sistema de correcao de fundo baseado em efeito Zeeman

Regressao linear R LD /ng LQ /ng mo / pg

Aint =-0,00183+0,08138m(ng) 0,9974 0,10 0,34 60

atingidos com GF AAS com corre¢do com lampada de deutério. Além disso, a massa
caracteristica obtida foi maior do que a fornecida pelo fabricante (34 pg).

Aliquotas de 10, 20, 30 e 40 puL da amostra 2 (4,0 pg L' de Se, Tabela XI)
correspondentes a 0,04; 0,08; 0,12 ¢ 0,16 ng de Se, respectivamente, foram introduzidas
no forno de grafite (Figura 23). Essencialmente, o mesmo perfil de fundo visto
anteriormente com a lampada de deutério, como sistema de corre¢do, foi observado
(Figura 23). Pode-se observar na Figura 23d que, mesmo apds a injecao de 40 pL, ndo foi
observado sinal de Se na amostra de dgua de coco, possivelmente em razdo da
concentracdo de Se na amostra estar proxima ao LD e do elevado ruido. Além disso, o
analito pode ter sido perdido juntamente com o material particulado liberado durante a
etapa de pirélise. Para suportar esta hipotese, adicionou-se sacarose (55 g L™, conforme
concentracdo de carboidrato descrita no rétulo da amostra de dgua de coco) a solucdo

padrio de 40 ug L' de Se. Durante a etapa de pirdlise, foi observada intensa liberagio de
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material particulado que resultou em perda do analito adicionado, pois ndo foi observado

sinal de absor¢do do mesmo.
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Figura 23. Perfis de absorvancia da amostra de dgua de coco 2 utilizando GF AAS com
efeito Zeeman como sistema de correcao de fundo, obtidos com a introducao de aliquotas
de (a) 10 pL, (b) 20 pL, (c) 30 uL e (d) 40 pL. Sinal analitico (-) e sinal de fundo ().
Tpir 1400 °C e Ta 2100 °C; modificador permanente 120 pg Ir.

Em uma segunda amostra (amostra 4 da Tabela XI), na qual o sinal de fundo era
mais pronunciado, uma inflexdo da linha de base foi observada com o aumento do
volume de amostra injetado (Figura 24). Ressalta-se que a corre¢do de fundo baseada no
efeito Zeeman promove maior estabilidade da linha base do que a lampada de deutério,
pois a altura do pico (e consequentemente a area) do fundo necessaria para causar uma

sobrecorre¢ao ¢ maior.
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Figura 24. Perfis de absorvancia da amostra de dgua de coco 4 utilizando GF AAS com
sistema de corre¢do de fundo baseado em efeito Zeeman, obtidos com a introdugdo de
aliquotas de (a) 10 uL, (b) 20 uL, (c) 30 pL e (d) 40 pL. Sinal analitico (-) e sinal de
fundo (-+-); Tpir 1400 °C; Tar 2100°C; modificador permanente 120 pg Ir.

Oliveira et al.®® empregaram GF AAS com detec¢do multielementar simultinea e
sistema de corre¢do de fundo baseado em efeito Zeeman na determinacdo de Se em
amostras de dgua de coco. As medidas foram conduzidas com as amostras diluidas 5
vezes com uma solucdo de HNO; 1% (v/v) e introduzidas em um forno de grafite
recoberto com uma mistura de W e Rh como modificador permanente e, durante a etapa
de pirolise (600 °C por 40 s), um fluxo de ar comprimido foi introduzido para evitar o
deposito de residuos carbonaceos remanescente de matrizes organicas. Ao realizarem
teste de recuperacdo de padrdo, os autores obtiveram recuperacdes entre 70-80%. No
entanto, resultados mais exatos, proximos de 100%, foram obtidos apds a adi¢do de As
como padrdo interno.

Com excecdo da padronizagdo interna, os demais procedimentos (programa de
temperatura, modificador permanente, 250 ug W + 200 ug Rh, e dilui¢do da amostra),

utilizados por Oliveira et al.®®

foram investigados no presente trabalho. Esperava-se que a
introdugdo de ar na etapa de pirdlise pudesse auxiliar na oxidagdo da matéria organica e

com isso eliminar a interferéncia espectral, entretanto o fundo permaneceu inalterado. O
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teste de recuperacdo realizado com a amostra 1, diluida 5 vezes, resultou em uma
recuperagdo de 101% da massa de 1,6 ng Se adicionada a solugao.

Com o objetivo de identificar a origem da interferéncia espectral observada
utilizando os dois espectrometros com fonte de linha, a mesma amostra (ndo diluida) foi
analisada por HR-CS GF AAS na linha do Se 196,027 nm, uma vez que este
espectrometro permite a visualizagdo do ambiente espectral ao redor da linha analitica
(Janela espectral de 0,22 nm). O mesmo perfil espectral de fundo em relagdao ao tempo na
regido vizinha a linha analitica do Se foi observado, o qual ¢ caracteristico de absor¢ado de
fundo estruturado devido a presenca de molécula diatdbmica na fase gasosa, que se
sobrepde parcialmente a linha analitica. O espectro de absorcdo atdmica da amostra
resolvido temporalmente obtido na vizinhanga do comprimento de onda 196,027 nm ¢
apresentado na Figura 25.

Para identificar a molécula responsavel pelo fundo estruturado, em um primeiro
momento foi realizada uma inspe¢do no banco de dados do software, no qual sdo
sugeridas as moléculas CH3OH, CS, NO, OH, PO e SiO como possiveis interferentes na
linha do Se. Com base na composi¢do quimica da amostra, cujos componentes
majoritarios sdo agucares, lipideos, proteinas e minerais, inicialmente foram investigadas
as moléculas PO e CS, através da introducdo de 20 pL de solugdes preparadas a partir de
NH4H>PO4, como fonte de PO, e Triton X-100 e L-cisteina, como fontes de C ¢ S,
respectivamente. A formacgdo das moléculas foi confirmada nas linhas de maxima
sensibilidade correspondentes ao PO (196,4 nm) e CS (257,6 nm)**. Porém, na linha do
Se o perfil temporal e por comprimento de onda destas moléculas ndo coincidiu com o da
molécula interferente, por isso foram desconsideradas.

Verificou-se que a molécula interferente apresentava perfil semelhante a

L 95

reportada por Becker-Ross et al.”>, identificada como NO pelos autores. Além disso, a

molécula havia sido indicada pelo software. Para confirmar a identidade da molécula,
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Figura 25. Espectro de absor¢do molecular resolvido temporalmente da amostra de agua
de coco 1 (sem diluicdo) na vizinhanga da linha de 196,027 nm. Tpyir 1400 °C; Ta 2100

°C; modificador permanente 120 ug Ir.

foi empregado 20 puL de uma solugdo de NHsNOs (1 g L' de N na forma de nitrato) 120
pg de Ir como modificador permanente. Entretanto, nestas condigdes a molécula ndo foi
detectada. O espectro de NO s6 foi observado ap6s a utilizagdo de Ni como modificador

1.” Portanto, o Ni atua como

quimico (Figura 26), conforme descrito Becker-Ross et a
modificador para o NO. Neste trabalho, a molécula diatomica NO possivelmente foi
gerada a partir de residuos de proteinas, remanescentes durante a etapa de pir6lise.

Devido ao pronunciado ruido na linha base apds a corre¢do para eventos
continuos e a baixa concentracdo do analito na amostra, ndo foi possivel realizar a
correcdo de fundo via algoritmo de minimos quadrados para a amostra.

E possivel que a maior exatiddo obtida por Oliveira et al.®®

, apos a padronizagao
interna com As, como mencionado anteriormente, foi devido a existéncia de bandas de
NO que se estendem até a linha analitica do As, afetando ambos analito (Se) e padrao
interno. Assim, a eficacia do procedimento descrito pelos autores seria justificada.
Embora a determinacdo de Se em agua de coco por anélise direta ndo tenha sido
possivel, este estudo permitiu elucidar a identidade e a origem da interferéncia espectral.

A superagao das dificuldades encontradas envolveria o uso de modificador
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Figura 26. Espectro de absor¢do resolvido no tempo de uma molécula de NO na
vizinhanga da linha de 196,027 nm, gerado a partir de NH4NO3. Tpir 1100 °C; Ta 2300
°C; modificador quimico 10 pg Ni.

convencional e digestdo das amostras, o que acarretaria em dilui¢do e, consequentemente,
em concentragdes de Se menores que o LD. Este estudo ressalta a vantagem
proporcionada pelas técnicas de geracdo de vapor como sistemas de introdugdo de
amostra, p.ex. a HG e PVG, em contornar este tipo de interferéncia, pela separagao

prévia do analito da matriz.

5.2.3 Otimizacao da geracio fotoquimica de vapor de Se
5.2.3.1 Efeito da concentracao de acido formico

Na geragdo fotoquimica de vapor do Se, acido féormico e acido acético sao
comumente utilizados como fonte de radicais redutores’***. Em estudos preliminares
com 4cido acético, observou-se formag¢do de espuma no GLS. Estas carregavam a
solucao para o capilar que conduzia o vapor do analito para o atomizador ocasionando
erro na andlise. Campanella et al.’? reportaram que além de menos sensivel, a PVG do Se
com dacido acético demandou maior concentragio do LMWC e um tempo maior de
reagdo em comparagdo ao acido formico. Com base nestas informagdes, no presente
trabalho optou-se por utilizar 4cido formico como LMWC para a PVG do Se (IV).
Destaca-se que quando somente um LMWC ¢ empregado na PVG do Se, apenas Se (IV)

¢ convertido a uma espécie volatil, enquanto que o Se (VI) exige uma etapa de pré-
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reducdo, o que geralmente envolve a presenga de um foto-catalisador como o TiO,">%,

assunto que sera discutido no Item 5.2.3.9.

Inicialmente, investigou-se a concentracdo de acido formico na faixa de 0 a 9,0
mol L. Como pode ser visto na Figura 27, houve um aumento do sinal analitico com o
aumento da concentracdo, atingindo um valor maximo em 0,44 mol L'}, permanecendo
praticamente constante até 2,2 mol L', seguida de um decréscimo em concentragdes
maiores. A concentracdo de 0,44 mol L! de 4cido formico foi selecionada, pois resultou
em maior sinal analitico e menor desvio padrdo entre as medidas, além de menor
consumo de reagente. E possivel também observar que este comportamento foi comum a
ambas as concentragdes de analito avaliadas, demonstrando que o efeito da concentragio
de acido formico sobre a PVG do Se, neste caso, ¢ independente da massa de analito.
Concentragao de acido formico semelhante para PVG do Se foi escolhida por Rybinova

et al.% (0,5 mol L'') com QTA AAS. Em contraste, Zheng et al.’’ escolheram 3,44
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Figura 27. Efeito da concentragdo de acido foérmico sobre o sinal analitico de uma
solucdo padrio de 10 pg L' (m) e 25 ug L' (o) de Se (IV). Barras de erro representam o
desvio padriao entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais: vazdo da amostra 2,5
mL min!; vazio de Ar 95 mL min™!; Teo1 300 °C; Ta 2200 °C; modificador permanente

120 pg Ir.

mol L' de 4cido formico utilizando ID-PVG-ICP-MS. Estas diferencas de concentragio
do LMWC indicam que na PVG as condi¢des oOtimas de geracdo de vapor sdo

dependentes do sistema fotoquimico empregado e suas caracteristicas.
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5.2.3.2 Programa de temperatura

Assim como na HG, Ir (120 pg) foi empregado como modificador permanente
neste estudo, pois este resultou em uma massa caracteristica mais sensivel do que as
reportadas na literatura e longa durabilidade na HG (Item 5.2.1.5). Além disso, Ir como
modificador permanente foi capaz de reter as espécies volateis resultantes da PVG de Se,
como demonstrado por Rybinova et al.%.

Neste estudo, a temperatura de coleta foi investigada no intervalo de 100 a 600
°C. Na Figura 28, pode-se observar um aumento do sinal com o aumento da temperatura
de coleta até¢ 300 °C, seguida de um decréscimo em temperaturas superiores. Logo, a
temperatura de coleta escolhida foi de 300 °C. Em relacdo a temperatura de atomizagao,
na Figura 28, observa-se que o aumento da temperatura promoveu um aumento do sinal
analitico e, acima de 2000 °C, o sinal analitico permaneceu constante. Selecionou-se

2100 °C como temperatura de atomizagdo, pois esta forneceu menor desvio padrio entre
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Figura 28. Curva de temperatura de coleta e atomizagdo para uma solugdo analitica de

10 pug L' Se (IV) em 0,44 mol L! de 4cido férmico. Na otimizagio da Teor foi utilizada

2200 °C como Ta; na otimizagdo da Ta foi utilizada 300 °C como Tco. Condigdes

experimentais: vazio da amostra 2,5 mL min™'; vazio de Ar 95 mL min’'; modificador

permanente 120 pg Ir.

as medidas. Temperaturas semelhantes de coleta e atomizacao do Se (350 °C e 2000 °C)

foram selecionadas por Rybinova et al.%*, utilizando PVG-GF AAS e 200 pg de Ir como
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modificador permanente. Na Figura 29, ¢ apresentado o perfil do sinal de absorcao de
uma solugdo analitica de Se (IV) e do fundo, obtido com o emprego das condigdes

otimizadas.
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Figura 29. Perfil de absorvéncia obtido a partir de uma solugdo analitica de 10 pg L' de
Se (IV) em 0,44 mol L' de 4cido formico. Sinal analitico (-) e sinal de fundo (-).
Condigdes experimentais: Teol 300 °C; Ta 2100 °C; modificador permanente 120 pg de

Ir; vazdo da amostra 2,5 mL min™'; vazdo de Ar 95 mL min™.

5.2.3.3 Efeito da concentracio de HNOs3 e H202

Na literatura, ¢ reportado que a presenca das espécies NO3, NO, ou H2O> ,em
uma determinada faixa de concentracdo, promove um aumento da geracdo das espécies
volateis de Se na PVG*. A fim de investigar esta faixa de concentragdo, a influéncia do
HNO3 e H>02 na PVG do Se foi avaliada. Na Figura 30, observa-se que a adigdo de
HNOs na faixa de concentragiio entre 7 ¢ 28 mmol L™! promoveu um aumento do sinal
analitico de uma solugdo padrio de 10 ug L de Se com 0,44 mol L™ de 4cido formico
em relacdo a mesma solug¢do contendo apenas acido férmico com igual concentragdo. A
absorvancia integrada maxima foi obtida com a adi¢do de 14 mmol L' de HNO;, que
correspondeu a um incremento no sinal analitico de cerca de 5 vezes em relacdo a
auséncia de HNOj3;. Comportamento semelhante foi observado com uma solugdo padrio
de 25 ng L' de Se, resultando em um aumento de resultando em um aumento de cerca de
3 vezes em relagdo a auséncia de HNOs. E possivel que o menor incremento do sinal
analitico resulte da ndo linearidade da resposta (absorvancia integrada versus massa de

analito) com a solucio padrio de 25 ug L' de Se em relagdo a de 10 ug L' na presenca
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de HNO; (14 mmol L'). O decréscimo do sinal analitico em concentracdes de HNO;
maiores que 14 mmol L', pode ter resultado da oxidagdo do Se devido ao excesso de

radicais oxidantes OH.

Absorvancia integrada / s

50

Concentracao de HNO, / mmol L’

Figura 30. Efeito da concentragdo de HNOs sobre o sinal analitico de uma solucdo
padrio de 10 pg L' (m) e 25 pg L' (o) de Se (IV) em 0,44 mol L' de 4acido formico.
Barras de erro representam o desvio padrao entre as medidas (n=3). Condicdes
experimentais: vazio da amostra 2,5 mL min’'; vazdo de Ar 95 mL min™!; Teo1 300 °C; Ta

2100 °C; modificador permanente 120 pg Ir.

Para avaliar se a geragao de compostos volateis de Se na presenca de HNO3
(Figura 30) era limitada pela concentracdo de acido formico, um estudo foi realizado
variando-se a concentracdo de acido férmico adicionado a solucdo padrio de 10 pg L' de
Se, enquanto a concentragio de HNO; era mantida constante (14 mmol L!). Observa-se
na Figura 31, que a variagdo da concentragdo de acido férmico ndo contribuiu para um

aumento do sinal, indicando a existéncia de uma razdo molar
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Figura 31. Efeito da concentracdo de acido féormico na absorvancia integrada de Se (IV)
(10 pg L") na presenca de 14 mmol L' de HNO;. Barras de erro representam o desvio
padrio entre as medidas (n=3). Condigdes experimentais: vazio de amostra 2,5 mL min™';

vazio de Ar 95 mL min!; Tco1 300 °C; Tar 2100 °C; modificador permanente 120 pg Ir.

(HCOOH:HNO3, aproximadamente 30:1) 6tima entre esses dois reagentes. Também se
observa que, utilizando somente HNO3, ndo houve formacao de espécies volateis de Se.
Os radicais formados a partir do HNOs; provavelmente ndo participam da reagdo de
formagdo das espécies volateis de Se (Equagao 11).

Comportamento similar a0 do HNO; foi observado quando H>O: foi adicionado a
uma solucdo padrio de 10 ug L' e 25 pg L' de Se contendo 0,44 mol L' de 4cido
formico (Figura 32). Um incremento no sinal de aproximadamente 3 vezes foi observado
para ambas as concentragdes com a adicdo de 145 mmol L'de H,O,. Assim como
reportado em outros trabalhos 0 HNOs e o H2O> interferem positivamente na PVG do Se
em uma estreita faixa de concentragio?®**%, Este comportamento foi atribuido por Guo

126 a0 aumento de radicais OH oriundos da decomposi¢ao do H>O> e HNOs; que

et a
favorecem o ataque ao acido formico promovendo a formacao de mais radicais.
Em um meio contendo apenas acido formico, os principais produtos da PVG do

Se sdo SeHa (60-70% v/v) e SeCO (30-40% v/v)*°. Quando, além do acido formico, ha
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Figura 32. Efeito da concentragdo de H>O> na absorvancia integrada de Se (IV), 10 ug
L' (m)e 25 pg L' (0) em 0,44 mol L! de 4cido formico. Barras de erro representam o
desvio padriao entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais: vazdo da amostra 2,5
mL min™'; vazdo de Ar 95 mL min™!; Teoi 300°C; To 2100 °C; modificador permanente

120 pg Ir.

espécies como NO3 ou H,0, presentes, os radicais OH (Equagdo 11 e 12) gerados
consomem os radicais H (Equagdo 13), inibindo a formagdo SeH, enquanto que a
eficiéncia de geragio dos radicais CO™ (Equagdo 14) aumenta, tornando SeCO o Unico

produto da PVG do Se nestas condigdes, conforme identificado por GC/ICP-MS.?

_ hv . e _ hv " ’ _ . E 30 11
NO3 —>N02 + O —H+ 0 - HO quacao

h . ~

H,0, , 20H Equacao 12
hv o e -

HCOOH —— H + COOH Equacao 13
hv . . hv . ~

HCOOH — HCO + OH — CO + H,0 Equacio 14

O comportamento obtido neste trabalho, com a adicido de HNO3 ou H»O»,
concorda com os resultados reportados na literatura e sugere que com este procedimento

houve uma maior geracio de Se volatil como SeCO. Por outro lado, Campanella et al.”?
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identificaram, por GC-MS, SeCO como unico produto resultante da PVG em é&cido
formico.

De acordo com os resultados obtidos e a discussdo apresentada neste estudo,
salienta-se que a faixa de concentragdo de HNO3 e H>O; possivel de ser utilizada sem
que a PVG seja suprimida deve ser levada em consideracdo se estes reagentes sio

empregados na etapa de preparo de amostra.
5.2.3.4 Efeito da vazao do gas carreador

Nas otimizagdes anteriores, o fluxo de gés carreador (Ar) era introduzido entre a
saida do reator fotoquimico e o GLS. Como se observa na Figura 33, com a inser¢do do
Ar ap0s a saida do reator, o sinal analitico permaneceu constante, independentemente da
vazao. Porém, quando o Ar foi inserido em linha na solucao (através de um T) antes do
reator, foi observado um aumento do sinal de absorvancia integrada com o aumento da
vazio de Ar entre 9 ¢ 100 mL min’!, em vazdes maiores que 115 mL min™ de Ar um

patamar foi atingido (Figura 34). A partir deste estudo, foi adotada a introdugdo de Ar
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Figura 33. Efeito da vazdo do gas carreador introduzido ap6s o reator fotoquimico na
absorvéncia integrada de Se (IV) (10 pg L™ em 0,44 mol L' de 4cido formico). Barras de
erro representam o desvio padrdo entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais:

vazdo da amostra 2,5 mL min™'; Teot 300 °C; Ta 2100 °C; modificador permanente 120

pg Ir.
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Figura 34. Efeito da vazdo do gés carreador introduzido antes do reator fotoquimico, na
absorvancia integrada de Se (IV) (10 ug L' em 0,44 mol L' de 4cido formico). Barras de
erro representam o desvio padrao entre as medidas (n=3). Condi¢des experimentais:

vazdo da amostra 2,5 mL min’!; Teot 300 °C; Ta 2100 °C; modificador permanente 120
pg Ir.

antes do reator com uma vazio de 115 mL min™! de Ar, pois resultou em um aumento do
sinal analitico de cerca de 3 vezes. A insercdo de Ar simultaneamente, antes € apds o
reator, ndo alterou a sensibilidade.

1.%% obtiveram

Com inser¢ao do gas de arraste (Ar) antes do reator, Rybinova et a
melhores respostas com vazdes cerca de 9 vezes menores, quando comparadas ao
presente estudo. Caracteristicas como temperatura do reator, dimensdes (comprimento e
didmetro) e tipo de material utilizado como percurso analitico pelos autores podem ter
resultado nas diferentes vazdes de Ar utilizadas.

A introdugdo de Ar antes do reator ocasionava a fragmentacao da solugdo, pois
interrompia momentaneamente o fluxo de solucao. Este fato proporcionou uma maior
turbuléncia da solug¢do (aumenta a reatividade pela interacdo entre as bolhas de gas e
solu¢do) e, a0 mesmo tempo, um aumento da area da solugdo exposta a radiacdo UV.
Ambos os fatores possivelmente resultaram no aumento da geragdo de radicais redutores,
formados pela decomposi¢ao fotolitica do acido férmico. Além disso, a remocdo das
espécies volateis de Se geradas da solucdo pelo Ar pode ter sido mais eficiente. A acdo
isolada ou a combinacdo destes fatores, entre outros, pode ter sido o responsavel pelo

aumento da eficiéncia da PVG do Se.
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5.2.3.5 Efeito da vazio da solucao

Em decorréncia da introducdo do Ar antes do reator, o tempo de irradiagdo em
relagdo a inser¢do do Ar depois do reator era menor, devido a soma das vazdes da
solucao e de Ar. Portanto, a turbuléncia aliada a maior exposi¢do a radiagdo UV foram
mais relevantes na promogao da gerag¢ao de vapor do que o tempo de irradiagao.

A otimizag¢do da vazao da solucdo foi realizada através da variacao da rotagdo da
bomba, mantendo-se um volume fixo de solugdo. Na Figura 35, observa-se um declinio
do sinal de absorvancia integrada com o aumento da vazdo da solucdo e,
consequentemente, com o decréscimo do tempo de irradiagdo da solugdo. Um
comportamento similar foi observado para as duas concentragdes distintas avaliadas,
evidenciando ndo haver uma dependéncia entre massa de analito e o tempo de irradiagdo
(Figura 35). O contrério foi observado por Guo et al.?®: para uma concentragiio de analito
10 vezes maior, foi necessario um tempo de irradiacdo 4,5 vezes maior, para a mesma

eficiéncia ser obtida. Porém, os autores utilizaram acido acético como LMWC e entrada

de Ar apds o reator.
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Figura 35. Efeito da vazao da amostra sobre o sinal analitico de uma solucao padrdo de
1,0 ug L' (0) e 5,0 pg L' (@) de Se (IV). Barras de erro representam o desvio padrio
entre as medidas (n = 3). Condigdes experimentais: vazio de Ar 115 mL min’'; Teo 300

°C; Tar 2100 °C; modificador permanente 120 pg Ir.

Apesar da maior sensibilidade com a vazio de 0,5 mL min’', a vazdo da solugdo

escolhida foi de 1,5 mL min™!, pois com a menor vazio seria necessario um tempo trés
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vezes maior por analise, dessa forma, reduzindo a frequéncia analitica. Destaca-se que,
caso seja necessaria uma melhora da sensibilidade, a diminuicdo da vazdo seria uma

estratégia valida para atingir o objetivo.
5.2.3.6 Parametros de mérito

Os parametros de mérito foram estabelecidos a partir da curva de calibragdo
construida na faixa de concentragio de 1,0 a 6,0 pg L' Se (correspondente a 1,0-6,0 ng
Se) em 0,44 mol L' de 4cido férmico, empregando as condigdes otimizadas
anteriormente (Tabela XIV). Destaca-se que a sensibilidade apresentada pela PVG
podera ser melhorada com a adi¢do de 14 mmol L' de HNOs ou 145 mmol L' H>0; ao
acido formico, embora seja necessario garantir essa mesma concentragdo na amostra. Os
LD e LQ tanto instrumental como do método, obtidos pela PVG, foram ligeiramente

1.5* obtiveram melhores

melhores comparados com a HG (Item 5.2.1.5). Rybinova et a
LD e LQ absolutos, 0,081 ng e 0,27 ng respectivamente, quando a area do pico foi
avaliada, utilizando 200 pg Ir por PVG-GF AAS. O LD do método foi menor do que o
LD (0,89 pg L) obtido por Novakova et al.”* com amostras de suplemento alimentar por

PVG-QTA AAS.

Tabela XIV. Parametros de mérito para a determinagdo de Se por

PVG-GF AAS
Parametro Resposta
Regressao linear Ain= 0,0027+0,0680m(ng)
R 0,9993

mo / pg 62

LD /ng 0,13

LQ/ng 0,44
LD/pgL! 0,65
LQ/pgL’! 2,2

Condigdes experimentais: 0,44 mol L' 4cido féormico; LD e LQ do
método foram calculados considerando o volume de 1 mL de amostra € o
volume final de 5 mL.

A exatidao e a precisao do método serao apresentadas na Tabela XVIII no Item

5.2.3.12.
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5.2.3.7 Eficiéncia da gerac¢ido fotoquimica de vapor

A eficiéncia da PVG do Se foi estimada a partir da comparacdo da sensibilidade
obtida pela PVG com aquela estabelecida pela HG, pois a eficiéncia de ambas as
técnicas, acopladas a GF AAS, depende das etapas: (i) de geracdo vapor, (ii) da
separa¢do da espécie volatil do analito da solucdo residual no GLS, (iii) do seu transporte
do separador at¢ o forno de grafite e (iv) da coleta na plataforma do tubo de grafite.
Dessa forma, a eficiéncia da PVG foi estimada em 79% em relacao a HG. A eficiéncia da
PVG do Se reportada por Guo et al.?® em 4cido férmico variou entre 10 - 15% utilizando
QTA AAS, quando comparada com a HG. Uma eficiéncia de 68% utilizando 0,5 mol L!
de 4cido formico, e de 89%, quando este era misturado a 5 mmol L' HNOj; foram obtidas
por Rybinova et al.®* com PVG-GF AAS, quando comparado com a amostragem liquida
por GF AAS. Em outro experimento realizado por Rybinova et al.”® utilizando ">Se como
radiotragador os autores obtiveram eficiéncias entre 21-57% com HCOOH e HCI e entre
58-67% com adicdo de HNO; a estes reagentes. Estes valores de eficiéncias foram
corrigidos pela eficiéncia da HG em batelada (77-84%).

Destaca-se que a eficiéncia da HG (S=0,0865 s ng") e da PVG (S = 0,0680 s ng™!)
em relagdo a amostragem liquida por GF AAS (S = 0,1184 s ng™!) foi de 73% e 57%,
respectivamente. Contudo, a HG foi escolhida para compara¢do devido as semelhangas
citadas anteriormente com a PVG. O valor de eficiéncia da HG encontrada concorda com

os valores de 78,1%*!, 75%* e 60-63%"%* reportados na literatura.
5.2.3.8 Balanco de massa

A fim de se investigar os motivos pelas quais a eficiéncia da geracdo de vapor
pela PVG foi inferior a HG, um estudo de balango de massa foi realizado. Trés aliquotas
distintas, contendo 10 ng Se (IV) cada, foram introduzidas no reator e coletadas apods
exposicao a radiacao UV, e posteriormente quantificadas por HG-GF AAS. A primeira
aliquota foi coletada imediatamente apds a saida do reator (chamada de "solugdo da saida
do reator"). A segunda aliquota foi coletada na saida do GLS (chamada de "solucdo
residual") com o objetivo de quantificar a fracdo de analito que permaneceu na fase
aquosa. A terceira aliquota, também recolhida no GLS, foi submetida a sonicagao por 60
min, a fim de expulsar qualquer espécie volatil do analito que ainda pudesse estar contida
na solucdo ap6s o GLS (chamada de "solucdo residual apods sonicagdo"). Na Figura 36 ¢
apresentado um fluxograma ilustrando as etapas de coleta das aliquotas para o balango de

massa.
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Figura 36. Fluxograma das etapas de coleta das aliquotas para o balango de massa.

As trés aliquotas foram avolumadas com HCI 6 mol L e o Se nelas contido
quantificado pela HG, ap6s pré-reducdo. A fracdo do analito na fase gasosa gerada pela
PVG foi estimada pela HG, ou seja, o sinal analitico das espécies geradas pela PVG foi
determinado por uma curva de calibragdo obtida por HG. Considera-se, desta forma, que
a HG ¢ o sistema mais eficiente de geracdo de vapor e, por isso, mais adequado para
avaliar possiveis perdas do analito na fase gasosa. O mesmo experimento também foi
conduzido com a introducdo de Ar no sistema apos o reator, como descrito no Item 5.2.9.

Na Tabela XV, sdo apresentadas as recuperagdoes de Se obtidas na fragdo gasosa
gerada pela PVG e nas diferentes aliquotas coletadas no sistema de PVG, com adigao de
Ar antes e apoOs o reator, estimadas ou quantificadas pela HG. As recuperagdes foram
calculadas pela razdo entre a massa de Se recuperada em cada uma das quatro fracdes e a
massa de Se total inserida no reator (Tabela XV). O balango de massa foi calculado
através da soma da massa de Se convertida a espécie volatil pela PVG e a massa de Se

contida na soluc¢do residual da PVG.
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Tabela XV. Recuperagdo de Se (10 ng) em aliquotas submetidas a PVG, com

introducdo de Ar antes e apds o reator, seguida de quantificagio por HG"

Fracao do analito / %

Etapa da coleta da aliquota

Ar antes reator Ar apos reator
Fase gasosa 69 +1 13 £1
Solucao da saida do reator 16 +2 38+2
Solucao residual 16 +2 3243
Solugdo residual apds sonicacao 4,7+2,5 38+3
Soma Se recuperado 85+2 45+ 4

“Fragdo do analito expressa como média = desvio padrdo (n = 3) na fragdo da fase gasosa;
demais fragdes como média + desvio padrao combinado (n = 9)

Pela Tabela XV, ¢ notoria a diferenca existente entre a fracdo do analito
recuperada na fase gasosa pelos dois sistemas de suprimento de Ar, corroborando a
hipdtese de que a insercao do Ar antes do reator auxiliou na geracdo e/ou na remogao das
espécies de Se volateis, geradas pela PVG, da fase liquida. E possivel que as diferencas
no rendimento das espécies gasosas sejam devidas as diferencas de reatividade,
proporcionada pela inser¢do de Ar antes e depois do reator, como discutido no Item
5234.

Campanella et al.”? sugeriram que a reagdo do (CHs)2Se (produto resultante da
PVG em 4cido acético) em agua, com radicais OH oriundos da fotolise da H>O, poderia
formar espécies de Se oxidadas ou iOnicas, as quais sao menos ou nado-volateis e
permanecem em solug¢do. Os autores concluiram que, durante a PVG, as espécies de Se
volateis geradas podem ser fotodegradadas a espécies menos ou mesmo ndo volateis.

Além disso, devido a intensa absor¢ao da radiacdo pelo acido formico nos
comprimentos de onda 185 e 254 nm, a profundidade que a radiacao penetra na solugdo ¢
curta, o que poderia comprometer a eficiéncia da geragdo das espécies volateis*.
Contudo, isto exerceria maior influéncia sobre o sistema com inser¢do de Ar apds o
reator, pois isto poderia ser compensado pela maior turbuléncia e maior area exposta a
radia¢dao com a introdu¢ao do Ar antes do reator.

Destaca-se, ainda, da Tabela XV que na solugdo residual coletada no GLS (apos a
sonicagdo), foi removida uma fragdo correspondente a 11% de espécies volateis do
analito no sistema com introducao de Ar antes do reator. Este resultado sugere que o GLS
empregado ndo foi totalmente eficiente em separar as espécies volateis na solugdo. No
sistema com insercdo de Ar apos reator, a fracdo de analito apds a sonicacdo foi

praticamente a mesma do que na solu¢cdo ndo submetida a tal procedimento. A fragdo
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recuperada nas trés aliquotas coletadas (solu¢do da saida do reator, solucdo residual e
submetida a sonicacdo) foi semelhante, indicando que o GLS teria sido eficiente em
separar as espécies de Se volateis da solucdo aquosa, no sistema com introducao de Ar
apos o reator.

A fragdo de Se ndo-recuperado, cerca de 15% e 55%, nos sistemas com Ar antes e
apos o reator, respectivamente, possivelmente foi devido a adsor¢do das espécies de Se
nos tubos e capilares ou perdido durante a coleta das aliquotas.

Rybinova et al.’® recuperaram >96,6% do total de radiotraco de °Se introduzido
em quatro tipos de reatores avaliados. Com este experimento, o "°Se aderido nas paredes
do sistema (incluindo tubos, percurso analitico e GLS) correspondeu a uma fragao <10%.
A fragdo do analito recuperada no residuo liquido variou de 42 a 77,5% nos diferentes
reatores. As concentragdes do radiotracador foram determinadas por um sistema de
contagem de raios gama.

Um segundo experimento de balanco de massa semelhante ao anterior foi
realizado utilizando 75 ng Se e o sistema com introdu¢ao de Ar apds o reator, com o
objetivo de quantificar o Se na solugao residual coletado no GLS por amostragem liquida
por GF AAS. A amostragem liquida foi selecionada para a quantificacdo, pois esta
técnica ndo faz distingdo entre as espécies de Se, desde que um modificador adequado
seja usado, diferentemente da HG. A escolha da massa de 75 ng Se utilizada neste
experimento foi baseada na fracdo de Se recuperada na fase aquosa (cerca de 40%,
Tabela XV), na diluicdo da solucdo residual coletada (4 vezes) e no LQ (0,15 ng, Tabela
XII) da GF AAS com amostragem liquida, resultando em uma massa final de 0,45 ng
apods a inje¢ao de 60 puL no tubo de grafite. Este segundo balango de massa foi realizado
com o intuito de elucidar se o Se na solugdo residual do GLS, apos PVG, encontrava-se
em uma forma ndo passivel de ser convertida a SeH» pela HG, por exemplo Se’, produto
da PVG em 4acido férmico. Na Tabela XVI, observa-se que a fragdo do analito presente
na solugdo residual, quantificado pelas duas técnicas de introdu¢do de amostra (liquida e
HG), foram semelhantes e concordantes com a recuperacao encontrada anteriormente
pela HG (Tabela XV). Portanto, a baixa recuperagao de Se pelo sistema com introducao

de Ar ap6s o reator provavelmente decorreu dos fatores descritos anteriormente.
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Tabela XVI. Recuperacdo de Se (75 ng) em aliquotas submetidas a PVG seguida de
quantifica¢do por HG e por analise direta GF AAS

Fracao de analito / %

Coleta da aliquota

HG Analise direta
Fase gasosa 14+ 1 I1+1
Solucgao residual 42 £ 1 40+ 1
Soma Se recuperado 56+1 51+1

“Fragdo do analito expressa como média + desvio padrdo (n = 3) na fragdo da fase gasosa;
demais fragdes como média + desvio padrao combinado (n = 9)

5.2.3.9 Pré-reducio do Se (VI)

Assim como na HG, o Se (VI) ndo gera uma espécie volatil, sendo necessaria uma
etapa de pré-redugao on line ou off line a Se (IV) na PVG.

Conforme descrito no Item 4.4.3, uma segunda espiral de quartzo, recoberta com
um filme fino de TiO, foi empregada na pré-redug¢do on line do Se (VI). Apds o
recobrimento, a espiral foi introduzida no reator antes da espiral ndo recoberta. Até a
conclusdo do trabalho, a espiral foi recoberta uma unica vez, e aproximadamente 500
medidas foram feitas sem perda de sensibilidade. Na auséncia do TiO», a recuperacao do
Se (VI) foi cerca de 1%, e apos a reducdo on line a Se (IV), a recuperagdo foi de
aproximadamente 100% (Figura 37).

Com adocdo deste procedimento, as seguintes vantagens foram proporcionadas
em relacdo a mesma etapa pela HG: (i) menor tempo de analise, (ii) reducao do risco de
contaminagdo, pois reduz o nimero de etapas e (iii) dispensa o uso de HCL.

Quando o TiO2 ¢ exposto a radiagdo UV, as seguintes etapas fotocataliticas
ocorrem: (1) a absor¢ao de fotons de energia maior ou igual ao band gap do
semicondutor promove um elétron da banda de valéncia (") para a banda de condugio
(¢)) de maior energia, deixando uma vacancia carregada positivamente na banda de
valéncia; (2) os elétrons e as vacancias fotogeradas sdo aprisionados no interior ou na
superficie do TiO»; (3) reagdes de oxi-redugdo induzidas pelos elétrons e as vacancias
com as espécies adsorvidas na superficie do TiO2 e (4) dessor¢do dos produtos e
reconstituicdo da superficie do TiO2. Neste trabalho as espécies reduzidas e oxidadas na
superficie do TiO, na etapa 3 sio Se (IV) e (VI) e o 4cido férmico, respectivamente®.

Compostos organicos, como o acido férmico, sdo adicionados como hole

scavengers para reduzir a combinacdo dos elétrons e vacancias®. Uma representagio das
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reagdes de oxi-redu¢do que ocorrem na superficie do TiO2 ¢ exemplificado pela Figura
38.
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Figura 37. Efeito do 6xido de titanio na pré-reducao on line de uma solucao padrao de 5
png L de Se (VI) (m) em relagdo ao Se (IV) (#). Condi¢des experimentais: vazdo da
solucdo 1,5 mL min’'; vazdo de Ar 115 mL min'; Tco1 300 °C; Ta 2100 °C; modificador
permanente 120 pg Ir.
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Figura 38. Representacdo esquematica das reagdes de oxi-redugdo fotocataliticas que

ocorrem na superficie do TiO,. Adaptada de Sturgeon e Grinberg.*’.
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5.2.3.10 Efeito do HCI

O efeito do HCI sobre a PVG do Se foi avaliado apo6s a insercdo da espiral
recoberta com TiO; no reator. Pode-se observar, na Figura 39, que a adicdo de HCI
produziu um efeito positivo sobre a PVG em uma faixa de concentragao de 5 a 3000
mmol L. Diferente do HNO3; e do H,O, (Figura 30 e 32), a faixa de concentragio
possivel de ser utilizada antes do decréscimo do sinal analitico foi mais ampla. Uma
maior tolerancia ao HCI ja havia sido relatada em outros trabalhos, porém o sinal
analitico era suprimido em concentragdes menores do que as avaliadas no presente
trabalho®7?. A faixa de concentracdo entre 80 e 3000 mmol L' de HCI poderia ser

utilizada para aumentar a sensibilidade da PVG do Se.

0,50 7/

0,45 - /{ il '\

0,40 -

0,35 - ;

0,30 -

Absorvancia integrada / s

0,25 4

/L
7/

T 1 T T 1 T 1 1
0 200 400 600 800 2500 3000 3500 4000

HCI/ mmol L™
Figura 39. Efeito da concentragio de HCI na absorvancia integrada de Se (IV) (5 pg L™
em 0,44 mol L' 4cido formico). Barras de erro representam o desvio padrio entre as
medidas (n=3). Condigdes experimentais: vazio da solucdo 1,5 mL min'; vazio de Ar

115 mL min''; Teot 300 °C; Ta 2100 °C; modificador permanente 120 pg Ir.
5.2.3.11 Preparo de amostra

De acordo com Campanella et al.’?, o principal problema que ainda limita a
aplicagdo da PVG ¢ a interferéncia causada por espécies anidnicas, como NO; e CI,
empregadas geralmente na conversdo de compostos de Se orginico em espécies
inorganicas.

As espécies inorganicas Se (IV) e Se (VI), soluveis em agua, foram determinadas

em amostras de suplemento alimentar por meio de uma simples dissolu¢do em H>O ou
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com HNO; 5 mmol L}, ou com HCI 50 mmol L, por PVG-QTA AAS e utilizando
curva de adi¢io de padrio®. Porém, quando matrizes mais complexas sdo visadas, como
¢ o caso de amostras de peixe, e a digestdo por via imida ¢ requerida (com uso de
agentes oxidantes, como HNO3 e H>O»), uma etapa de evaporagao até proximo da secura
e diluicdo sdo necessarios para remover o excesso de reagentes oxidantes que
permanecem ap6s a digestdo, os quais sdo interferentes na PVG do Se’’. Entretanto, é
importante considerar que este procedimento pode acarretar em perdas do analito.

No presente trabalho, considerando os problemas relacionados a presenca de
interferentes, foram priorizados procedimentos de preparo de amostra que evitassem o
uso de reagentes concentrados. Na Tabela XVII, sdo apresentados, resumidamente, os

preparos de amostra investigados para uma amostra de agua de coco.
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Tabela XVII. Preparo de amostras para determinagdo de Se em amostras de agua de coco. As amostras foram fortificadas com uma solugdo de

padrdo de SeMet para resultar em 5 pg L' Se. Experimentos realizados em duplicata.

Recuperacio / %

Preparo de amostra 5 g L SeMet f ﬁi?ﬁ:;zaac
1) Diluigdo (1:4) com 4cido formico 0,44 mol L™! 33£5 12+1

2) Exposi¢io a radiacdo UV (reator 1)* + 145 mmol L' H,O» 95+4 10£3

3) Exposicdo a radiagdo UV (reator 2)° + 145 mmol L' H,0» 82+ 1 14+1

4) Chapa de aquecimento (80°C) + 145 mmol L' H,0, 13+2 6+1

5) Digestao em forno micro-ondas com H>O; e evaporagdo até proximo da secura 5+4 20+3

6) Adicdo de 1,4 mmol L' HNOs + 145 mmol L! H,0,, aquecimento a 80 °C por 2h (30 min de 98 + 2 254+ ]
sonicacao);

7) Adigdo de 4cido formico 0,9 mol L™, aquecimento a 80 °C por 2h (30 min de sonicagio); 24+ 1 17+1

8) Adicdo de 4cido férmico 2,2 mol L', aquecimento a 80 °C por 2h (30 min de sonicag¢io); 22 +1 17+£3

2 Reator 1: unidade de reacdo fotoquimica Beam Boost; *Reator 2: lampada de UV germicida;
‘Amostra 1 foi empregada nos experimentos
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A recuperacdo do analito adicionado as amostras (fortificadas) foi calculada pela
Equacdo 15, na qual Ci, representa a concentracdo de Se (adicionado como SeMet) na
amostra fortificada; C», a concentragdo de Se na amostra nao fortificada; Cs, concentracao de

Se (IV):

C
Recuperacao (%) = ( )x 100 Equacio 15

C3

Dentre os preparos de amostra avaliados, dois deles (procedimentos 2 e 6)
apresentaram recuperacdes proximas de 100% para a solucdo padrdo. No procedimento 2, foi
utilizado um reator de foto-oxidacdo (reator 1, descrito no Item 4.1), no qual 5,0 mL da
solucdo padrdao ou amostra, fortificada com uma solucdo padrdo de SeMet para resultar em
uma concentragio final de 5 pg L', mais 145 mmol L' de H,O» foram introduzidos no reator,
com uma vazio de 0,3 mL min™! (tempo de irradia¢io para cada solugdio de cerca de 17 min).
No final, a solugdo foi avolumada para 10 mL com 4cido férmico 0,44 mol L' ¢ introduzida
no sistema de PVG. No procedimento 6, a solucdo padrdo ou a amostra, fortificada com
SeMet (concentracdo final de 5 pg L), foram adicionados 1,4 mmol L' HNO; e 145 mmol
L' HyO,, mantidas a 80 °C em banho ultrassonico por 2 h, com 30 min de sonicagdo. Apesar
das boas recuperagdes obtidas para as solugdes padrao contendo SeMet, no caso das amostras,
as recuperagdes apresentaram baixos valores nos dois procedimentos. Para identificar se os
baixos valores de recuperagao eram devido ao efeito de matriz, apdés a execugdo dos
procedimentos descritos acima, foram realizadas adi¢des de padrao nos extratos das amostras
resultantes. Os valores de recuperagdo permaneceram inalterados com este procedimento,
indicando que a matriz era a responsavel por suprimir a PVG.

A partir das recuperagdes obtidas para as amostras, ¢ evidente que apesar de a agua de
coco, in natura ou envasada, ser constituida majoritariamente de agua (95%), os demais
constituintes, como carboidratos, proteinas, lipideos, minerais (K, Ca, Na, Mg, P, Mn, Cl),
acidulantes, conservantes e antioxidantes, exerceram forte interferéncia na PVG do Se.

A digestdo em forno de micro-ondas utilizada na HG (Item 4.4.2) foi realizada,
seguida de uma etapa de evaporacao até proximo a secura, ¢ de diluicao. Para esta avaliagao,
metade das amostras foi fortificada antes da digestdo e a outra metade apos a digestdo. Em
todas elas, a concentracdo final de Se (IV) foi 5 ug L. A recuperagio obtida nas amostras
fortificadas antes e apos da digestdo foi de 44 + 4% e 46 + 1%, respectivamente, indicando

que o meio inibia a PVG.
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Outro procedimento foi investigado utilizando um digestor de UV labmade (reator 3,
descrito no Item 4.1). As varidveis tempo de irradiacdo e tipo de acido inorganico (HNO; e
HCI) adicionado foram otimizadas. Conforme apresentado na Figura 40, as recuperagdes do

analito aumentaram com o tempo de digestio quando HNO; (14 mmol L) foi adicionado,

100 4

80

60

40

Recuperacao / %

20

2 3 4 5 & 7
Tempo de irradiagdo UV / h

Figura 40. Recuperacdo de SeMet na amostra de agua de coco 1 fortificada com 15 ng de Se
submetida a digestio UV com 0,2 mol L' de HCI (m) e com 0,014 mol L' de HNO; (o) e
H,0, por PVG-GF AAS. Condig¢des experimentais: vazio da solugdo 1,5 mL min’'; vazio de

Ar 115 mL min''; Teoi 300 °C; Ty 2100 °C; modificador permanente 120 pg Ir.

enquanto que o mesmo nao foi observado com HCI (200 mmol L!). Com a adi¢do de HCI,
observou-se aglomeracdao de matéria organica e turbidez da solucao, enquanto que com HNO3
a solu¢do tornava-se amarelada com o passar do tempo, porém limpida, e apos transcorridas 6
h, a solucdo tornava-se incolor. As concentragcdes de HNO3 e HCl empregadas estdo na faixa
de concentracdo previamente estudadas (Figuras 30 e 39). Na Figura 41a, destaca-se que
embora os frascos de quartzo ficassem igualmente dispostos ao redor da lampada UV, antes
de completar 5 h as amostras apresentavam diferengas de coloragdo em decorréncia da
posic¢do no reator.

A partir destas otimizacdes, foram realizados testes de recuperacdo empregando
aliquotas de 1,0 mL de solugdo padrao ou amostra, fortificada com solug¢des padrdao de Se

(IV), Se (VI) ou SeMet para resultar em 3,0 ug L', HNO; 14 mmol L' e, a cada 60 min de
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digestdo, 50 pL de H,O: era adicionado durante um tempo total de 6 h (814 mmol L' de
H>0») (Figura 41b). Resultados apresentados no Item 5.2.3.12.

5.2.3.12 Resultados analiticos

As amostras analisadas anteriormente por HG foram preparadas como descrito no Item
5.2.3.11. Simultaneamente a analise das amostras foram realizados testes de recuperacdo das

espécies de Se (IV), Se (VI) e SeMet. Os resultados sdo apresentados na Tabela X VIII.

(@) (b)

Figura 41. Fotos ilustrativas do processo de digestdo com irradiacdo UV apds (a) 1 e (b) 6

horas de digestao.

Tabela XVIII. Concentragdo de Se em amostras de agua de coco obtidas por PVG-GF

AAS e testes de recuperagao. Média = desvio padrao (n=2)

Concentracao de Se
Recuperacao / %
encontrada / pg L

Amostra
PVG HG Se (IV) Se (VI) SeMet
1 <LD <LD 96 +2 81+2 102+2
2 3,15+ 0,43 4,00+ 0,58 80+ 2 88 + 3 90 + 3
3 <LD <LD 92+2 1031 85+3

A conversao do Se presente como SeMet e Se (VI), pelas etapas de preparo de amostra
e pré-reducdo, a Se (IV) foi comprovada pelos resultados obtidos pelo teste de recuperagao
para as trés espécies de Se avaliadas. Os valores obtidos de recuperacao (81-103%) e RSD (1-
14%) sdo considerados aceitaveis para a faixa de concentracdo de analito encontrada de

acordo com AOCA®3.
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A concentracdo de Se encontrada na amostra 2 pela PVG foi inferior ao valor
encontrado pela HG. E possivel que o menor valor encontrado pela PVG se deva ao menor
numero de replicatas (n=2) realizadas com este digestor. O tempo transcorrido desde a
determinagdo por HG pode ter exercido influéncia no resultado. A amostra 4 nao pode ser

analisada, pois ndo havia volume suficiente.

6. CONCLUSOES

Para cada um dos analitos foi montado um sistema de geragao fotoquimico e acoplado
ao espectrometro de absor¢ao atdmica com forno de grafite.

O método de geracao fotoquimica de vapor com o uso de n-propanol para promover a
formacdo de espécies volateis de Hg, combinado com a pré-concentragao em tubo de grafite
recoberto com Au, permitiu a determinacao simples, exata e precisa de Hg em peixe. Isto foi
possivel com a solubilizagdio em TMAH ou também com o auxilio de H202. O limite de
quantificag¢do obtido ¢ compativel com a legislagdo brasileira para Hg em peixe. Além disso, a
PVG apresentou eficiéncia similar aquela obtida por CV-GF AAS.

O método desenvolvido por HG-GF AAS permitiu a determinagdo exata e precisa de
Se em amostras de agua de coco. Os testes de recuperagdo apresentaram valores (89-111%)
para Se (IV), Se (V]) e selenometionina.

A determinacdo exata e precisa de Se em agua de coco foi possivel pelo método
desenvolvido por PVG-GF AAS, que representa uma alternativa a técnica de geragao de
hidretos. Um procedimento simples de pré-reducdo on line do Se (VI) a Se (IV) foi obtido
com o recobrimento do percurso analitico com um filme fino de TiO2, enquanto que a geragao
de vapor Se (IV) foi promovida com uma solu¢ao de acido formico diluido. Os limites de
deteccao e quantificacdo foram semelhantes aos obtidos com a técnica de HG, no entanto a
eficiéncia de geracdo de vapor pela PVG foi inferior aquela da HG. O método de preparo de
amostra com uso de um digestor UV, embora moroso, ¢ livre de interferéncia causada pelo
HNOs3 e H>0», pois possibilitou utilizar concentragdes baixas destes reagentes e resultou em
recuperagdes satisfatorias (80-1103%) para Se (IV), Se (VI) e selenometionina pelo teste de
recuperagdo de padrao.

A andlise direta por GF AAS com fonte de linha, como um método comparativo para
avaliar a exatidao dos métodos desenvolvidos para determinacdo de Se em agua de coco
revelou a existéncia de uma interferéncia espectral. Por meio da técnica HR-CS AAS,
empregada neste trabalho como uma ferramenta de diagnoéstico, foi possivel a confirmagdo da

ocorréncia de um fundo estruturado que foi identificado como molécula de NO.
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As técnicas de geragdo de vapor PVG e HG representam uma alternativa eficiente a
analise direta por GF AAS ao evitarem a interferéncia espectral resultante da matriz de agua

de coco e permitirem melhores limites de deteccao do método.
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