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RESUMO

Castanhas, améndoas e nozes sdo fontes alimentares que contem elevado teor de gorduras
mono- e poli-insaturadas e também sdo ricas em nutrientes como o selénio [1]. Neste
sentido, este estudo descreve o desenvolvimento de um método espectroanalitico para a
determinacdo de selénio (Se) em amostras de castanhas de bacuri (Platonia insignis), baru
(Dipteryx alata), bocaiuva (Acrocomia aculeata) e caju (Anacardium occidentale, L.)
empregando geracdo de hidreto acoplada a espectrometria de absorcdo atbmica (HG AAS)
como fonte de determinacdo. As melhores condi¢cdes experimentais para gerar o hidreto
volatil de Se (H,Se) foram estabelecidas por meio da andlise estatistica multivariada
completa 23, De acordo com o diagrama de Pareto, as variaveis NaBH,4 e de HCI foram as
que tiveram a maior influéncia no sistema, sendo devidamente avaliadas atraveés de uma
matriz de Doehlert para duas variaveis de acordo com a analise de variancia (ANOVA), o
valor de Fcaiculado (6,737) foi menor que o valor de Fipelado (18,51), a 95% de confianga. Os
maiores sinais de absorbancia para determinar Se foram obtidos com HCI 0,6 mol L™, 1,0%
NaBH, (m/v) utilizando uma bobina de reacdo de 100 cm. Com taxa de aspiracdo de 1,0
mL/min para as solucdes de HCIl e de NaBH,; e 8,0 mL/min para as solu¢Ges padrdo e
amostras, curvas analiticas no intervalo de 0,50 — 25,0 pug L' foram obtidas com
coeficientes de correlacdo linear superior a 0,9970, limites de deteccdo de 0,1315 ug L e
desvio padrdo relativo (%RSD) inferior a 1,9%. A precisdo e exatiddo do procedimento de
preparo da amostra foram determinadas por teste de adi¢do e recuperacdo, e os valores
encontrados variaram de 90,3 — 95,5% com RSD <4,9%. O teor de Se nas amostras
apresentaram intervalo de concentracéo entre 0,107+0,005 — 0,374+0,006 pg g*. A analise
multivariada aplicada aos resultados experimentais mostrou ser uma ferramenta bastante Util
uma vez que permitiu reduzir a quantidade de experimentos e proporcionou sensibilidade,
coeficiente de correlacdo e desvios padréo relativo satisfatorios para a determinacdo de Se

pelo método proposto.

Palavras-chave: castanhas, HG-AAS, analise multivariada.



ABSTRACT

Nuts, almonds and walnuts are food sources that contain high levels of monounsaturated
and polyunsaturated fats and are also rich in nutrients, such as selenium [1]. In this sense,
this work describes the development of an analytical method for the determination of
selenium (Se) in bacuri (Platonia insignis), baru (Dipteryx alata), bocaiuva (Acrocomia
aculeata) and cashew (Anacardium occidentale, L.) nuts using hydride generation atomic
absorption spectrometry (HG AAS). The best experimental conditions to generate the
volatile hydride of selenium (H.Se) were established by multivariate statistical analysis.
According to Pareto’s diagram, NaBH, and HCI were those variables that presented
significant influence on the system. According to these results, both parameters were
systematically evaluated using Doehlert matrix, and according to the analysis of variance
(ANOVA), the value of Feacurated (6.737) was smaller than the value of Fy,e (18.51), at 95%
confidence level, and p value obtained for the lack of fit was 0.121886. The highest
absorbance signals to determine Se were obtained with 0.6 mol L™ HCI, 1.0% (w/v) NaBH,
using a reaction coil of 100 cm. Using a flow rate of 1.0 mL for solution of HCI and for
NaBH, and 8.0 mL to the standard and samples solutions, analytical curves in the range of
0.50 — 25.0 pg L were obtained with linear correlation coefficients better than 0.9970, with
detection limits of 0.1315 ug L™ and relative standard deviation (% RSD) less than 1.9%.
The precision and accuracy of the sample preparation procedure and method determination
were evaluated by addition and recovery test, and found values ranged from 90.3 to 95.5%
with RSD <4.9%. The Se content in the samples showed concentrations in the 0.107+0.005
— 0.374+0.006 ug g* range. The multivariate analysis applied to the experimental results
showed to be a useful tool because allows reducing the number of experiments with
sensitivity, correlation coefficient and relative standard deviations satisfactory to determine

Se in Brazilian nuts.

Keywords: Nut, HG AAS, multivariate analysis.
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1 INTRODUCAO

Selénio (Se) € um micronutriente essencial para os seres humanos e animais, pois
apresenta diversas agdes fisiologicas [2-4] e pode ser encontrado na natureza em diversos
estados de oxidacéo [5], sendo o estado elementar o de menor toxicidade [6].

A ingestdo adequada de Se na dieta humana é uma pratica bastante recomendada,
uma vez que este mineral participa do sitio ativo da enzima antioxidante glutationa
peroxidase [7] que atua no interior da célula convertendo compostos toxicos em atoxicos,
resultando na reducdo de radicais livres [8-9], além de fortalecer as defesas do organismo
[9]. Seu consumo pode acarretar numa melhora da satde, beneficios tais como reducéo da
incidéncia de doencas do coracgdo, sendo entdo uma fonte benéfica a satde, mesmo sendo
comprovado o seu alto teor lipidico [10].

Neste sentido, a Food and Nutrition Board definiu recomendac®es diarias de selénio
no ano de 2000, que estabeleceu os niveis de 55 a 70 mcg/dia para homens, mulheres e
adolescentes de 14 a 18 anos de idade [11]. Alimentos como castanhas, frutos do mar, aves,
carnes vermelhas, grdos de aveia e arroz integral sdo considerado fontes de selénio [12],
além da presenca natural deste elemento no solo em niveis de até 0,4 mg kg™ [13].

As castanhas, de uma forma geral, s&o consideradas excelentes fontes nutricionais de
selénio [14], e dentre as diversas espécies indicadas para o consumo humano, a castanha-do-
brasil (Bertholletia excelsa) tem destaque mundial por conter teores de até 0,510 mg g™* de
selénio [13,15]. Além das castanhas é possivel encontrar diversas espécies ricas em selénio,
e que possuem grande importancia agrondmica, com destaque para os géneros Allium
(cebola, alho, alho-porro etc.) e Brassica (couve, couve-flor, mostarda, colza, couve-de-
bruxelas, nabo, rabanete etc.) [13].

Com o aumento da producdo nacional e a diversidade de produtos e espécies de
castanhas existentes em todo o territorio brasileiro, o interesse pelo conhecimento de novas
espécies e produtos tem motivado a comunidade produtora e também a cientifica. No
entanto, é necessario que estes novos produtos sejam submetidos a um controle de qualidade
eficiente para o acesso seguro pela comunidade alimenticia.

A determinacdo de Se, pode ser realizada utilizando técnicas analiticas com elevada
sensibilidade, seletividade e que permitem determinar a presenca deste elemento em
baixissimas concentracdes [16,17]. Neste sentido, o selénio pode ser determinado

empregando a espectrometria de fluorescéncia atbmica (AFS) [18] ou molecular (MFS)
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[19], a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) [16], pela
espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite (GF AAS) [16,20] ou através da
geracdo de hidretos (HG AAS) [16,17]. Esta ultima, HG AAS, oferece uma alternativa
bastante eficiente, simples e sensivel para a determinacdo de elementos que podem ser
convertidos em hidretos [21,22], proporcionando limites de deteccdo satisfatérios quando
comparados com as técnicas convencionais [23-25] e que pode ser aplicada na determinacao
de selénio em diferentes tipos de amostras [26].

Desta forma, 0 objetivo deste estudo foi estabelecer um procedimento de preparo de
amostra e um método de determinagdo de selénio em castanhas do cerrado empregando a

geracdo de hidreto acoplado a espectrometria de absor¢éo atbmica.
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2 OBJETIVOS

Este estudo tem por objetivo determinar os teores de selénio em amostras de
castanhas do cerrado empregando a espectrometria de absorcdo atbmica acoplada a geracao
de hidretos. Para isso as seguintes metas fazem parte do trabalho:

a) Estabelecer o procedimento de preparo de amostra utilizando a decomposic¢ao acida
por via imida com aguecimento em bloco digestor, ultrassom, bomba digestora;

b) Utilizar a andlise estatistica multivariada para estabelecer as melhores condicdes para
gerar o hidreto de selénio no acoplamento HG AAS;

c) Aplicar o método analitico estabelecido na determinacdo de Se em castanhas de baru,
bacuri, bocaiuva e caju, estabelecendo os principais parametros de confiabilidade
analitica;

d) Estabelecer a relacdo entre o teor de Se determinado nas amostras com a dose diaria

necessaria.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O selénio

O selénio é um micronutriente pertencente ao grupo 16 da tabela periddica, ou seja,
ao grupo dos ndo-metais, foi identificado em 1817 pelo quimico Jons Jacob Berzelius [27],
possui numero atbmico 34 e massa atdmica 78,96 u. Dentre as principais caracteristicas
fisico-quimicas podemos citar o ponto de fusdo em 217,0 °C, o ponto de ebulicdo em 685,0
°C, eletronegatividade de 2,55, calor especifico de 320 J/(kg-K), condutividade térmica de
2,04 W/(m-K) e potencial de ionizacdo de 941 KJ mol™. O Se esté presente nos estados de
oxidacdo -2, 0, +2, +4 e +6, sendo o selenito (SeOs”), selenato (SeO,%), selenocisteina
(C3H;NO,Se), selenometionina (CsH;1NO,Se), selenometilcisteina (C4HgNO,Se) e
selenocistina (CsH12N20O4Se;) as principais formas de selénio disponivel na natureza [28].

Por desempenhar papel importante como agente anti-oxidante e anticancerigeno, o
selénio é um elemento essencial para todos os tipos de vida, tanto animal quanto vegetal
[26,13]. O selénio em conjunto com a glandula tiredide, participa da sintese de dois
importantes hormonios, o tri-iodotironina (T3), a forma ativa que ocorre no figado, rins e
tireoide, e o tiroxina (T4), a forma inativa produzida apenas pela tireoide, hormonios cujas
principais fungbes sdo aumentar ou diminuir o metabolismo celular [29]. No entanto, a
diferenca entre o teor essencial e o toxico é bastante estreita, uma vez que as a dose toxica é
somente 100 vezes maiores do que as necessarias para as fungdes fisiologicas [26].

O selénio é um elemento bastante presente na crosta terrestre e na agua [30], sendo
que a biodiversidade em solos depende mais da forma quimica do que da concentracéo total
[13]. Quando presente na forma inorganica, as formas SeO.” (selenato), SeOs> (selenito),
Se? (seleneto) e Se” (selénio elementar) sdo as mais frequentes [31].

A ingestdo adequada de selénio confere diversos beneficios para o ser humano,
sendo um elemento protetor no caso de doencas crénicas como a aterosclerose, cancer,
artrite, cirrose e enfisema, além retardar o envelhecimento, preserva a elasticidade dos
tecidos, previne o cancer e neutraliza os radicais livres [15]. A toxicidade do selénio pode
acarretar perda de cabelo e unha, irritabilidade, fadiga, aborto e infertilidade [32].
Entretanto, a deficiéncia também deve ser avaliada, pois, embora esse nutriente tenha sua
principal funcdo ligada & atividade antioxidante, também pode haver interferéncia no

metabolismo da glandula tireoide [32].
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Dentre os oxianions de selénio presentes nos solos, o selenato € mais solivel em
agua, e é facilmente lixiviado para a fase aquosa [27]. Geralmente o selenito, apresenta
maior capacidade de adsorver as particulas do solo quando comparado com o selenato.
Desta maneira, o Selenato é mais movel e pode estar mais disponivel para as plantas,
especialmente em solos com maior capacidade oxidante, com pH neutro ou levemente
alcalino, o que favorece a formacdo de oxidnions como Se0,* [27]. O Se° ou selénio
elementar, ocorre principalmente em solos sobre condicBes redutoras, € mais insoluvel e
apresenta toxicidade muito baixa [13,27]. A presenca de selénio em solos podem variar de
acordo com a regido, formacdo geoldgica [31], pH, contetdo de 6xido de ferro e aluminio,
atividade microbiana, potencial de reducdo, teor de matéria orgénica, argila etc [13].
Entretanto, 0 Se® é um gés altamente toxico e pode ser rapidamente oxidado para o ndo
toxico (Se®) na presenca de ar [33].

As plantas tem grande facilidade em absorver o selénio em sua forma mais oxidada
selenato (VI1), pois este se encontra mais disponivel em solos, quando se observa a
guantidade existente de selenato (VI), é possivel determinar um grande aculo nas folhas e
comparacdo com o selenito que se encontra mais concentrado nas raizes, e dentre as
espécies conhecidas como acumuladoras de Se podemos destacar as espécies alho (Allium
sativum L.), cebola (Allium cepa L.), bréocolis (Brassica oleracea L.) e o alho-porro (Allium
tricoccum L.) [34,35] Em casos especiais, algumas espécies de castanhas, nozes e améndoas
apresentam quantidades bastante elevadas de Se e sdo consumidas para garantir a dose
diaria de selénio [13]. Trata-se de produtos de exportacdo bastante apreciados em paises
desenvolvidos como o EUA, onde tem despertado bastante a atencdo por parte de alguns
pesquisadores [13]. No entanto, uma desvantagem em utilizar nozes como fonte dietética de
selénio é que elas podem acumular elementos quimicos potencialmente perigosos como
radio e bario [13].

3.2 Castanhas e améndoas: caracteristicas, fungdes e propriedades

O Brasil € um dos paises que apresenta maior diversidade e disponibilidade de
plantas nativas do mundo, possuindo uma grande diversidade genética, sendo a regido
amazonica a principal reserva. Outros centros também contribuem na producéo de castanhas
ou de espécies nativas como os cerrados do Brasil Central e 0 Nordeste [36]. Mundialmente

conhecidas como brasilian nuts (bertholletia excelsa) as nozes—do-para ou nozes brasileiras,
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sdo produtos do extrativismo vegetal colhida por seringueiros e demais trabalhadores da
regido amazonica [13].

A castanha-do-Brasil, pertencente a familia das Lecythidaceae, € a mais conhecida e
possui grande utilidade comercial e industrial. Esta castanha é popularmente conhecida
como castanha do Brasil, castanha-do-pard, castanha-da-amazénia, castanha, castanheira,
castanha-verdadeira, castanheiro, amendoeira-da-américa, castanha-mansa, e podem ser
encontradas em toda a regido amazoénica incluindo os estados de Rondb6nia, Acre,
Amazonas, Pard, Roraima, Tocantins e Mato Grosso, bem como na Venezuela, Colémbia,
Peru, Bolivia e Guianas [37]. As sementes ou “castanhas” apresentam em sua composi¢ao
um alto valor nutritivo, podendo ser consumida “in natura” ou em mistura com outros
alimentos [37].

Os diversos tipos de castanhas s@o bastante utilizados como ingredientes da industria
alimenticia e na area de cosmética [15]. O 6leo extraido destas espécies € muito utilizado na
fabricacdo de cosméticos e fitoterapicos, ja o principal destino das cascas é a produgédo de
biocombustivel, fabricacdo de tapetes, pecas de artesanato e composicdo de tintas [38].
Informacdes nutricionais sobre algumas espécies de castanhas ainda sdo bem insipientes, e
devido a essa falta de conhecimento, algumas espécies de castanhas sdo pouco aproveitadas
[39].

Em relacdo as améndoas, fruto oleaginoso contidos no interior do ourico da
castanha, estas sdo muito utilizadas como alimento, uma vez que sao ricas em calcio, ferro,
proteinas, gorduras e carboidratos [40]. As améndoas sdo excelentes fontes nutritivas,
apresentando composi¢do média, com base em 100 g da fruta, de: 18,6 g de proteinas, 254
mg de célcio, 475 mg de fdsforo, 4,4 mg de ferro e 0,67 mg de vitamina B2 [41]. Algumas

espécies como o Baru, o Bacuri e a Bocailva, merecem destaque e serdo discutidos a seguir.

3.2.1 Baru

A améndoa do Baru (Dipteryx alata VVog.) (Figura 1), proveniente do fruto do
barueiro, leguminosa arborea lenhosa nativa do Cerrado, € classificado como um fruto do
tipo drupa [42], isto é, que possui uma polpa fibrosa com um centro endurecido contendo

uma Unica semente comestivel [43].
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Figura 1 - Foto ilustrativa de améndoas de Baru.

Fonte: Proprio autor

O baru possui diversos nomes populares, tais como: fruta-de-macaco, castanha-de-
burro, cumaru, cumbaru, barujo, castanha-de-ferro, coco-feijdo, cumaru-da-folha-grande,
cumarurana, cumaru-verdadeiro, cumaru-roxo, cumbary, emburena-brava, meriparajé, e
pau-cumaru [43]. O baru é constituido por uma casca fina e escura de colora¢do marrom,
polpa com sabor adocicado e adstringente a qual abriga uma améndoa dura e comestivel
[43]. Sua castanha representa 5% do rendimento em relacdo ao fruto inteiro, possui valor de
mercado consideravel, sendo a polpa ainda pouco utilizada na alimentacdo humana [44].

A améndoa de baru apresenta um teor consideravel de diversos minerais, entre eles
alguns estudos destaca o calcio, ferro, zinco e selénio [15], que podem contribuir em
caréncias nutricionais e atuam em funcdes enzimaticas, reguladoras do zinco e do selénio,
como parte do sistema de defesa antioxidante do organismo [42].

A améndoa de baru merece destaque por ser um alimento que se encontra em
diversas regides e de facil acesso, apresenta um grande potencial agricola e tecnoldgico,
podendo ser utilizada em substituicdo ou associada ao amendoim, castanha-de-caju e
castanha-do-para. Além do diversificado aproveitamento tecnoldgico, o baru tem diversas
possibilidades de selecdo para propagacdo da espécie, uma vez que VArios autores

constataram grande variabilidade das caracteristicas fisicas e nutricionais da améndoa de
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baru entre plantas de diferentes regides, assim como dentro de uma mesma subpopulagédo do
Cerrado [43].

3.2.2 Bacuri

O bacuri (Platonia insignis Mart.) (Figura 2) ¢ um fruto com baga uniloculada,
possui formato arredondado, ovalado ou achatado, casca grossa, de cor amarelo-citrina,
contém polpa viscosa [48] e peso médio de 300g. O fruto bacuri é nativo da regido
amazonica, € composto de polpa, casca e sementes [44]. O nimero de castanhas no interior
do fruto pode variar de 1 a 5 [45], e pode ser consumido na forma in natura ou fazer parte
da composicdo de outros alimentos do setor agroindustrial, alimenticio [46] ou farmacéutico
[44,47,48]. Desta maneira, 0 bacuri apresenta grande potencial, tanto sob o ponto de vista
do seu processamento industrial, quanto pelo sabor e aroma agradavel, o que permite
utilizar a polpa do fruto como agente aromatizante em sorvetes, geleias, iogurtes, cremes,
refrescos e compotas [47,49].

Embora seja muito conhecido como uma planta frutifera, o bacurizeiro também
apresenta madeira com boas caracteristicas fisico-mecanicas e multiplicidade de usos,
podendo ser util na fabricacdo de moéveis [50].

O bacuri apresenta altas concentracfes de célcio, ferro e fosforo, onde sdo essenciais
para o desenvolvimento saudavel dos ossos e dentes [51]. O bacuri também é considerado
um remédio natural contra reumatismo e artrite, ja que a vitamina C presente tem acdo

benéfica no fortalecimento imunolégico do corpo [51].
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Figura 2 - Foto ilustrativa de améndoas de Bacuri

Fonte: Préprio autor

3.2.3 Bocaiuva

A palmeira bocaitiva (Acrocomia aculeata (Jacg.) (Figura 3) é espécie nativa das
florestas tropicais, cuja principal caracteristica € a presenca de espinhos escuros, longos e
pontiagudos na regido dos nds [52].

A bocaiuva também conhecida, macacalba, macaiba, macaibeira, macajuba,
macauba, macalva, mucaia, mucaja, entre outros [53], € uma espécie comum de palmeira
encontrada no Pard, S&o Paulo, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul [54]. Tradicionalmente,
a comunidade da regido do Pantanal mato-grossense utiliza as folhas na producéo de redes e
cordas, seus frutos e sementes para diversos fins como producdo de biodiesel e também o
uso doméstico alimentar [52,55]. O fruto apresenta uma semente comestivel que pode ser
consumido in natura, na forma cozida, e na composicao de sorvetes, biscoitos, bolos [54]
ou em doces de amendoim moido e de coco [56]. Da castanha, também é possivel obter um

6leo incolor, muito utilizado no lugar do azeite [56].
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Figura 3 - Foto ilustrativa de améndoas de Bocaiuva

Fonte: Proprio autor

A utilizacdo da Bocailva na prevencdo de doencgas tem aumentado recentemente,
principalmente por auxiliar no tratamento de doengas cardiovasculares, cancer e doengas do
sistema imunoldgico [57]. Sua polpa pode ser utilizada para uso medicinal, tratamento de
doencas respiratorias e propriedades analgesicas [52]. Além disso, estudos farmacoldgicos
demonstraram seus efeitos sobre a reducdo do colesterol e glicose [58].

Em relacdo a composi¢do quimica, os trabalhos apresentados na literatura tém
mostrado que esta castanha apresenta elevados teores de B-caroteno, a-tocoferol e &cido
oleico na polpa, porém mesmo sendo amplamente utilizada pela populacdo, ha pouca
informacdo disponivel na literatura sobre os efeitos terapéuticos ou toxicos dessa espécie
[59].

A bocailva pode ser utilizada para enriquecer nutritivamente uma formulacao
nutracéutica, ou seja, seu extrato apresenta alto potencial nutracéutico, por ser rica em
carboidratos, fibras, lipideos, proteinas e minerais como cobre, zinco e potassio, tornando-se

uma excelente fonte de nutrientes para as criangas e o0s adultos [53].
3.2.4 Castanhas-de-caju
O cajueiro (Anacardium occidentale, L.), € uma arvore originaria do Brasil de porte

médio, tipica de clima tropical, e presente em quase todo o territério nacional, além de

paises da africa e Asia [60]. E conhecida também pelos nomes derivados do original na
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lingua tupi (acayu): acaju, acajaiba, caju-comum, cajueiro-comum, cajuil, caju-manso,
cajuzeiro e ocaju [61].
O caju apresenta especial interesse nutricional e econémico, pela qualidade de sua
castanha e pela riqueza em vitamina C da polpa comestivel, ou seja, do pseudofruto [62].
Assim como outras nozes, a améndoa de castanha-de-caju (Figura 4) é tipicamente
consumida inteira (crua, torrada ou salgada) em lanches didrios ou usada como ingrediente
para uma variedade de alimentos processados [60]. Também pode ser utilizada como

ingrediente para saladas, iogurtes e outros alimentos em qualquer época do ano [63].

Figura 4 - Foto ilustrativa de améndoas de caju

Fonte: Préprio autor

A améndoa da castanha-de-caju constitui-se em um dos principais produtos de
utilizacdo do cajueiro, sendo muito rica em proteinas, lipidios, carboidratos, fosforo e ferro,
além de zinco, magnésio, proteinas e fibras, onde da améndoa também pode ser extraido um
6leo que pode ser utilizado como substituto do azeite de oliva [61]. Ainda em sua
composicdo mineral também é possivel observar a presenca de selénio, embora ndo em
grande quantidade como na castanha-do-parad [42]. Sendo que a quantidade disponivel de
selénio em castanhas-do-pard pode variar de regido para regido sendo relatadas
concentracdes de 0,5 a 3,5 mg kg™ em amostras coletadas no Acre, 0,5 a 2 mg kg™ em
amostras do Mato Grosso, 20 a 82 mg kg™ em amostras do Amapa e 11 a 98 mg kg™ em
amostras do Amazonas [42].
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A castanha-de-caju é rica em gorduras monoinsaturada e poli-insaturadas, que
diminuem o colesterol ruim (LDL) e aumentam o bom (HDL), além de fortalecer 0ssos,
musculos e o sistema imunologico [61]. A castanha-de-caju faz parte do grupo das
oleaginosas (assim como as nozes, avelas e améndoas) e possui um sabor bem caracteristico
ao paladar brasileiro [63].

Os principais produtores mundiais da castanha de caju sdo India, Brasil,
Mocambique, Tanzéania e Quénia [64]. No Brasil, a agroindustria do caju esta concentrada
no Nordeste, nos estados do Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte, que participam com 99 %
da producéo [64].

3.3 Preparo de amostra para a determinacao de elementos inorganicos

O maior problema no preparo de uma amostra para analises de elementos na faixa de
ng L™ é o risco de contaminacdo proveniente de diferentes fontes, como o grau de pureza
do reagente empregado, os frascos utilizados para estocagem, digestdo e diluicdo das
amostras, ou aos erros relacionados a coleta e manipulacdo das amostras [65].

As etapas que antecedem esse momento devem ser realizadas com muita atencdo e
cuidado, pois a etapa de pre-tratamento € uma das mais importantes, pois quando bem
executada pode evitar alguns erros sistematicos provenientes de contaminacdo, perda de
material por volatilizacdo ou digestdo incompleta, fatores estes que interferem de uma
forma muito significativa no resultado final, tal etapa é composta por
higienizacdo/limpeza, secagem, moagem e por fim a conversdo da amostra em uma
solucédo verdadeira [11,67].

Outro grande problema encontrado na determinacéo de minerais na faixa de ug L™ é
a sensibilidade das técnicas espectrométricas, sendo necessario por vezes o emprego de
técnicas de pré-concentracdo [65]. Tanto quando se trabalha com espectrometria de
absorcdo atdmica como em outras técnicas espectrométricas, € muito importante que toda
a amostra original seja convertida em uma solucdo aquosa, onde o procedimento mais
utilizado para determinar as espécies de interesse na matriz é a digestdo acida [66, 67].
Essa etapa além de ser bastante critica, consome a maior parte do tempo utilizado em uma

analise quimica e também pode ser uma grande fonte de erros [66, 67].
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Os procedimentos de conversdo de amostras sélidas em solucdes verdadeiras para
determinacdo elementar empregando técnicas espectrométricas podem ser divididos em

procedimentos de tratamento por via imida e por via seca [66, 67,68].

3.3.1 Tratamento das amostras

Normalmente em amostras vegetais sdo determinados os teores totais dos
elementos, sendo que os procedimentos mais utilizados para o preparo de amostras sdo por
via Umida [65]. Para tais digestdes costuma-se fazer uso de acidos minerais diluidos ou
concentrados ou ainda misturas de acidos em sistemas abertos ou fechados, com ou sem
aquecimento, na presenca ou auséncia de pressdo [66,67,68] sob radiacdes ultravioletas
[67,69], ultrassonicas [70] ou de microondas [71-74].

No processo de digestdo das amostras Acidos cloridrico, nitrico, sulfurico,
perclérico e fluoridrico podem ser utilizado [66,67]. Durante a escolha do acido mais
adequado para tal processo, algumas propriedades devem ser levadas em consideracao
como o ponto de ebulicdo, poder oxidante, grau de pureza e aspectos relacionados a
seguranca de manipulacdo desses acidos [67,71].

Para o preparo de alguns tipos de amostras, é preciso realizar uma variacdo na
proporcdo das misturas dos acidos, tendo como exemplo matrizes com elevado teor de
matéria organica ou até mesmo amostras de ligas metalicas [67,71,68] Durante o processo
de digestdo pode se utilizar peréxido de hidrogénio juntamente com tais &cidos que
quando utilizados concentrados apresentam alto poder oxidante. Algumas misturas séo
bastantes conhecidas e utilizadas entre elas: HNO3 , H,SO, , HCI, HCIO, , HNO3+HClI,
HNO3+HCIO,4 , HNO3+H,0, , HNO3+HCIO4+H,SO, , HCIO4+H,SO, , H,SO4+H,0, [65].

A maioria das amostras séo totalmente oxidadas, deixando os elementos a serem
determinada na solucdo acida em formas inorganicas simples e apropriada para analise
[65]. Alguns elementos podem ser perdidos por completo ou parcialmente por
volatilizacdo, podendo ser incluidos os halogénios, alem de Sb, As, B, Hg e Se, para tais
circunstancias é recomentado o procedimento de digestdo em sistema fechado tendo como
exemplo o uso de fornos com micro-ondas [65,67].

Procedimentos que requerem o0 uso de energia térmica, ultrassdnica e energia
radiante (micro-ondas, radiagdo UV etc.) podem ser utilizadas para decomposi¢cdo da
matéria por via Umida [71,68], sendo que para tais processo, pode ser destacado a baixa
quantidade de reagentes utilizados [71,67].
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3.3.2 Técnica para o pré-tratamento de amostras

Diversos tipos de amostras podem ser submetidas ao aquecimento, entre 0s
métodos podem ser os seguintes bicos de gas, blocos digestores, chapas de aquecimento,
muflas e estufas [67,71].

Os procedimentos de decomposicdo que utilizam energia térmica requerem bastante
tempo para converter toda amostra sélida em uma solugdo e podem necessitar de constante
observacéo, atentando-se sempre ao ponto de ebulicdo das solugbes, pois podem surgir
diversos problemas, entre os quais a perda por volatilizagcéo [71].

Para a prevencdo de possiveis problemas é indicado o uso de tratamento de
amostras em sistema fechado pois permite contornar os problemas de perdas de analitos e

possiveis contaminagdes [67,71,72,75].
3.4 Determinacéo de selénio em castanhas

O selénio pode ser determinado em baixissimos niveis em diversos tipos de
amostras ambientais e bioldgicas, geralmente na faixa de pg kg™ (microgramas por
kilograma) [13]. Porém a escolha do método utilizado deve ser avaliada, levando em
consideracdo fatores como disponibilidade do equipamento, tempo, complexidade do
processamento das amostras, reprodutibilidade, sensibilidade e o limite de detecgéo [20].

Neste sentido, o selénio pode ser determinado empregando a espectrometria de
fluorescéncia atdmica (AFS) [18] ou molecular (MFS), [19] a espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) [16], pela espectrometria de absorcdo atbmica em
forno de grafite (GF AAS) [16,20] ou pela espectrometria de absor¢do atbmica acoplada a
geracdo de hidretos (HG AAS) [16,17]. Esta Ultima, a espectrometria de absor¢do atdmica
acoplada a geracdo de hidretos, oferece uma alternativa bastante eficiente, simples e
sensivel para a determinacdo de elementos que podem ser convertidos em hidretos [21,22],
proporcionando limites de deteccdo satisfatorios quando comparados com as técnicas
convencionais [23-25] e pode ser aplicada na determinacéo de selénio em diferentes tipos de
amostras [27].

A espectrometria de absor¢do atbmica € uma técnica bastante sensivel e seletiva
[76], porque permite efetuar a determinacdo de espécies inorganicas (metais) em
concentracdes extremamente baixas [77]. O principio da técnica se baseia que 0os atomos

livres possam absorver a luz de uma fonte de radiagdo com um comprimento de onda
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especifico para cada elemento, onde na maioria dos instrumentos de absorcdo atdmica a
fonte de luz utilizada ¢ a ldampada de catodo oco [66]. Diversas misturas gasosas de
combustivel/oxidante podem ser utilizadas na espectrometria de chama para a volatilizacédo
das amostras, tendo como exemplo o ar-acetileno e 6xido nitroso-acetileno [78], onde a
temperatura utilizada nesse processo deve ser suficiente para a dissociacdo das moléculas
[66].

Sabendo que o teor de Se nesta classe de amostra é da ordem de pg kg*, é
extremamente importante adequar a sensibilidade do equipamento para o teor disponivel na
amostra. Neste sentido, para a determinacdo de Se, cuja concentracdo natural ultrapassa o
limite de detecgéo dos equipamentos que operam em modo chama, a determinagéo realizada
com auxilio da geracdo de hidreto € uma estratégia bastante utilizada, uma vez que a
sensibilidade da técnica para a determinacdo dos elementos que formam hidreto (p. ex. As,
Se, Bi etc) é bastante elevada, na ordem de pg kg™ [18,20,25,79,80].

A geracdo de hidretos acoplada a técnica de espectrometria de absorcdo atémica
baseia-se na geracdo do hidreto volatil por meio de uma reacdo quimica, onde o transporte
do hidreto volatil para o atomizador ocorre sob o fluxo de um géas inerte. Para a geracdo do
hidreto é utilizado agentes redutores, sendo o NaBH, em meio alcalino e o SnCl, em meio
acido séo os agentes redutores mais utilizados, devido a sua eficiéncia e reprodutividade
durante as medidas [81,82]. O processo de formacgédo do hidreto ocorre a partir da evolucéo
de hidrogénio atémico, que é formada através da hidrélise acida do agente redutor [79,83],

cujo mecanismo [18,84] de formacéo do hidreto esta escrito a seguir:

NaBH; + HCI + 3H,0 — H3BO3; + NaCl + 8H°
8H° + X™+ — XH" + H, (excesso)

O vapor formado através da reacdo entre o analito presente na amostra e os reagentes
(NaBHy, e &cido cloridrico) é conduzido por meio de um fluxo de gas inerte para um tubo de

quartzo aquecido em chama como pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5 - Diagrama do sistema de geragéo de hidretos.
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Para que o elemento seja determinado com elevada seletividade, a otimizacdo do
método para a determinacdo de Se por HG AAS deve ser estabelecido de modo que
apresente sensibilidade satisfatoria. Concentracdo do agente redutor, concentracdo da
solugdo &cida, comprimento da bobina e vazdo das solugdes utilizadas sdo os principais
parametros avaliados para alcancar condigfes ideais e satisfatorias na determinacdo de Se
[26,85-87]. No processo de geracdo do hidreto de Se, a principio somente o Se (IV) tem
preferéncia para formar o hidreto (H,Se), no entanto se o Se (V1) for reduzido a Se (IV) é
possivel determinar a concentracdo de Se total na amostra [88], ou seja, € necessaria uma
etapa de pré-reducdo de Se (VI) para o (IV) [24], o que convencionalmente é feito com
auxilio de iodeto de potassio [24].

Entre as principais vantagens e caracteristicas da técnica de geracdo quimica de
vapor estdo: (a) geralmente apenas o analito forma a espécie volatil, entdo esse passa a ser o
Unico componente da amostra a ser atomizado, evitando possiveis interferéncias [18,89]; (b)
é um sistema de introducdo da amostra muito eficiente sendo que o transporte do vapor
quimico formado pode atingir 100% [18,81]; (c) apresenta melhores limites de deteccdo,
pois a maior eficiéncia de transporte leva a maior sensibilidade [25]; (d) a determinacéo
pode ser efetuada por qualquer um dos métodos de espectrometria atdbmica, seja por
absorcdo ou emissdo atbmica [90] e (e) pode ser acoplada a sistemas que exploram a
especiacdo [18,90]. No entanto, dentre as limitagbes podemos incluir: (a) suscetibilidade a
interferéncias por concomitantes que possam impedir a reacdo de geracao de vapor [16,18];

(b) fatores fisicos associados a solucdo (densidade, viscosidade, volume etc), que podem
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interferir na formacgéo do vapor [89]; (c) o pH e as concentragcdes dos reagentes podem ser
criticos para alguns elementos [16] e (d) o estado de oxidacdo ou a forma do analito podem

ser decisivos [16,18].
3.5 Analise estatistica multivariada

Durante a validacdo e/ou otimizacdo das condicdes experimentais, estabelecer
parametros que conduzam para o resultado satisfatorio é sempre desejado, uma vez que 0
uso de condicbes preliminares e com auséncia de confiabilidade pode fornecer resultados
pouco confidveis. Neste sentido, a andlise estatistica multivariada é uma ferramenta de
extrema importancia e que pode ser aplicada com éxito em Quimica Analitica porque
permite estabelecer as condicdes ideais para a determinacdo do(s) elementos(s) de interesse
apos o tratamento dos dados obtidos com numero reduzido de experimentos. Contudo, para
planejar e conduzir um experimento com auxilio da analise estatistica é necessario conhecer
previamente o comportamento preliminar das variaveis envolvidas no processo
(experimento) [44].

Para obter éxito na utilizacdo da estatistica multivariada, o ideal é estabelecer um
planejamento experimental que envolva as variaveis utilizadas no método de determinagéo,
0 que permite identificar os possiveis fatores que influenciam no sistema, seja esta de
maneira positiva ou negativa [91,92]. Na otimizacdo das condi¢cdes experimentais, €
bastante comum utilizar planejamentos fatoriais completos ou fracionarios, uma vez que
estes permitem reduzir o nUmero de experimentos necessarios, 0s quais minimizam o uso de
reagentes e residuos gerados, reduz tempo e elimina algumas variaveis que ndo sdo
significativas no experimento [92].

Em um planejamento fatorial a influéncia de todas as variaveis experimentais
independentes, e a interacdo entre elas no sistema é investigada. Se a combinacdo de k
fatores (variaveis) é investigada em dois niveis, um planejamento fatorial consistira de 2
experimentos [93]. Normalmente, os niveis dos fatores quantitativos (p. ex. concentracées
de uma substancia, valores de pH etc.) sdo representados pelos sinais (+) e (-), isto é, 0s
valores maximos e minimos utilizados para avaliar o comportamento das variaveis,
respectivamente [92,94]. Para se obter respostas significativas & necessario fazer um
levantamento preliminar das varidveis mais significativas e fazer o planejamento fatorial

identificando os niveis mais adequados para cada fator [95].
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Para fatores qualitativos como tipo (natureza) do &cido, os valores méaximos e
minimos ficam a critério do operador, de maneira a estabelecer algum parametro fisico-
quimico para classificar os acidos envolvidos.

E muito comum aplicar o diagrama de Pareto para avaliar os resultados iniciais
obtidos de forma experimental, haja vista que este diagrama é uma representacdo grafica
que fornece as possiveis causas e efeitos para o experimento de interesse [95]. Com o
diagrama de Pareto é possivel observar todos os fatores de forma independente, as
interacOes entre as variaveis e identificar a mais significativas [96]. Diante das informacdes
obtidas por meio do diagrama de Pareto, é possivel avaliar as variaveis significativas de
maneira mais restrita, ou seja, obter respostas mais precisas sobre o sistema avaliado. Esta
avaliacdo pode ser feita utilizando a metodologia de superficie de resposta, na qual modelos
matematicos sdo utilizados para alcancar a resposta para um sistema experimental ideal
[97].

A andlise do experimento de segunda ordem, proposto por David H. Doehlert em
1970 [98], cujo modelo matematico é representado pela superficie de resposta permite obter
os valores de maximo ou minimo experimental [98]. A matriz de Doehlert, quando aplicada
para duas variaveis independentes, consiste de um ponto central e mais seis pontos
formando um hexéagono regular situado sobre um circulo em trés dimensdes que pode ser
visto de diferentes maneiras, dependendo da estrutura geométrica selecionada [99].

De maneira geral, para que o modelo matematica aplicado aos resultados
experimentais obtidos em Quimica Analitica apresente resultados satisfatorios, este deve
reunir alguns critérios desejaveis, sendo 0s principais: proporcionar boas estimativas para
todos os coeficientes, exigir o preparo de poucos experimentos e fornecer condigOes
satisfatdrias para a avaliacdo dos coeficientes e do modelo obtido, ou seja, da regressdo e da
falta de ajuste [100,101].
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Instrumentacdes e acessorios

Para as medidas experimentais, um sistema de gerador de hidretos VGA 77 (Agilent
Technologies®, Santa Clara, CA, EUA) acoplado ao espectrometro de absorcéo atdmica em
chama AA 240FS (Agilent Technologies®, Santa Clara, CA, EUA) equipado com lampadas
de catodo oco (LCO) monoelementares (Figura 6) foi utilizado operando nas condicdes

descritas na Tabela 1.

Figura 6 - Foto ilustrativa do sistema de geracdo de hidretos acoplado ao espectrometro de
absorcdo atbmica em chama.

=

LI

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 1 - Pardmetros instrumentais utilizados para a determinacdo de Se em castanhas por
espectrometria de absor¢do atdmica acoplada ao gerador de hidreto.

Parametros Instrumentais Selénio
Fonte de radiacdo LCO
Corrente de lampada (mA) 10
Fenda de saida (nm) 1,0

Composic¢do da chama Ar/Acetileno

Queimador (mm) 100
Vaz#o de oxidante (L min™) 13,0
Vazio de acetileno (L min™) 2,0

Condicodes do Fluxo

Taxa de aspiracdo de HCI (mL min™) 1,0
Taxa de aspiracdo de NaBH, (mL min™) 1,0
Taxa de aspiracdo de amostra (mL min™) 8,0

As amostras de castanhas foram secas em estufa Orion 515 (Fanem®, Sdo Paulo,
Brasil), processadas em moinho multi-uso TE-631 (Tecnal®, Piracicaba, Brasil) e pesadas
em balanca analitica M214A1 (BEL Engineering® Piracicaba, Brasil). Para decomposicdo
das amostras por via Gmida, um bloco digestor TE-007MP (Tecnal®, Piracicaba, Brasil)
contendo tubos de 100 mL foi utilizado para os procedimentos de decomposi¢do em sistema
aberto (Figura 7). Foi avaliada a decomposic¢éo por via Umida em sistema fechado utilizando
uma bomba caseira submetida ao aquecimento em estufa SL100 (Solab® Piracicaba, Brasil).
O banho ultrassom USC-1400A (Unique®, Indaiatuba, Brasil) operando em frequéncia de
40 khz e capacidade de 2,8 L foi utilizado na avaliacdo da extragdo de Se por meio de

energias ultrassonicas.
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Figura 7 - Foto ilustrativa do bloco digestor

Fonte: Proprio autor.

Micropipetas Eppendorf® (10 - 100 pL e 100 - 1000 pL) foram outros materiais

volumétricos utilizados no preparo das solugdes.
4.2 Reagentes e solugdes analiticas

Agua ultrapura (resistividade > 18 MQ cm — 25°C), obtida a partir do sistema de
purificacdo Osmose Reversa OS10LXE (Gehaka®, S&o Paulo, SP, Brasil), foi utilizada para o
preparo de todas as solucdes de trabalho. Para a digestdo das castanhas foram utilizados
HCI [37% (m/v), Vetec® Duque de Caxias, Brasil], HNO3 [65% (m/v), Sigma-Aldrich®, Sdo
Paulo, Brasil], H,SO4 [98% (m/v), Vetec® Brasil] e H,0, [30% (m/v), Vetec®, Duque de
Caxias, RJ, Brasil].Solucdo padrdo estoque monoelementar de 1000 pg L™ foi preparada a
partir de uma solucdo padrdo estoque monoelementares de 1000 mg L™ (SpecSol®, SRM-
682) de selénio em meio de 1,0% (v/v) de HNOj3, onde a mesma foi utilizada para preparo
das solugdes intermediéria (1,00 e 100 pg L™) de Se, que foram armazenadas em frascos de
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polipropileno (Nalgene®, Rochester, NY, EUA) e utilizadas no preparo de solugdes
analiticas de calibracdo e em testes de adicdo e recuperacgdo de analito.

As solucdes analiticas de calibragdo foram preparadas diariamente por meio de
diluicdo apropriada das solucBes intermediarias no intervalo de 0,5 — 25,0 pg L™ Se em
meio de 1,0% (v/v) de HNOs.

Solugdes de 1,0% (m/v) NaBH, [97% de pureza (m/m), Vetec®, Duque de Caxias,
Brasil], usado como agente redutor, foram preparadas a cada ensaio em meio de 0,5%
(m/v) NaOH [99% de pureza (m/m), Vetec® Duque de Caxias, Brasil]. Solucées de 0,6 mol
L™ HCI, usada como solucdo carregadora, foram preparadas e utilizadas para agir na
reducéo do Se (V) para Se (elementar) durante a geragao do hidreto.

Para o processo de pré-reducdo foi utilizado uma solucdo de 10,0% KI [99% de
pureza (m/m), Vetec® Duque de Caxias, Brasil] em meio de 3,50 mol L™ HCI.

Todos os materiais utilizados foram descontaminados por imersdao em solucdo 10%
(v/v) HNOg3 por 24 horas e enxaguados com &gua destilada e deionizada.

4.3 Amostragem, pré-tratamento e preparo da amostras

Foram utilizadas nesse estudo castanhas das espécies bacuri (Platonia insignis), baru
(Dipteryx alata), boaiuva (Acrocomia aculeata) e caju (Anacardium occidentale, L.). A
coleta destas amostras foi feita em marco de 2015 na cidade de Bonito (bacuri), em agosto
de 2015 na cidade de Campo Grande (baru), em novembro de 2015 na cidade de Dourados
(bocaiuva) e em fevereiro de 2016 na cidade de Rochedo (caju). Foram coletadas
aproximadamente 1000 g de semente de cada uma das variedades citadas acima. As
amostras foram armazenadas em sacos plasticos identificados e conduzidas ao laboratorio
para a continuidade dos trabalhos. Todo material coletado foi lavado abundantemente com
agua corrente e posteriormente com agua destilada para remocéo de particulas solidas. Em
seguida as amostras foram secas em estufa a 50 °C por 30 horas, para a total remogéo da
agua de lavagem, sendo a seguir processadas em moinho multiuso e armazenadas em
frascos de polipropileno devidamente identificadas até o0 momento do preparo de amostra. A

Figura 8 ilustra o aspecto das sementes ap0s etapa de lavagem e moagem.
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Figura 8 - Foto ilustrativa das amostras de castanhas oleaginosas: (a) baru, (b) bacuri, (c)
bocaiuva e (d) caju.

Fonte: Préprio autor.

Para avaliar e estabelecer o procedimento de decomposicdo das amostras e/ou
extracdo do elemento de interesse mais eficiente, foram utilizados procedimentos por via

Umida em sistema aberto e fechado conforme descrito abaixo:

4.3.1 Decomposic¢do de amostra em bomba digestora:

Massas de 0,5000 g (+ 0,0001 g) de amostra foram pesadas em balanca analitica e
transferidas para o tubo de reacdo. A esta foram adicionados 4,5 mL de HNO3 e 1,5 mL de
HCI. Em seguida o sistema de decomposicdo foi vedado com fita veda rosca para evitar
perdas do analito e introduzido dentro do sistema de digestdo, que foi submetido ao
aquecimento de 150 °C por 150 minutos. Apds a digestdo e resfriamento da bomba, as
amostras foram filtradas e transferidas para frascos de polietileno 25 mL, completando-se o

volume com &gua deionizada.

4.3.2 Extragéo de analito em banho de ultrassom

Em 0,5000 g (x 0,0001 g) de amostra foram adicionados 10,0 mL de solucdo
extratora HNO3:HCI [1,4:1,2 mol L. Em seguida os frascos de polipropileno foram
posicionados no centro do banho e entdo submetido a sonicacdo por 30 minutos. Os extratos
obtidos foram filtrados em papel de filtro (@ = 150mm e 80 g m?) e transferidos para frascos
de polietileno de 25 mL, completando-se o volume para 20 mL com agua deionizada e
mantidos sob refrigeracao até analise.
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4.3.3 Decomposic¢do das amostras em sistema aberto com refluxo

Massas de 0,5000 g (£ 0,0001 g) de amostra foram pesadas e transferidas para o tubo
de reacdo. A estas foram adicionados 5,0 mL de HNOj3; e 3,0 mL de H,SO, e os tubos
digestores foram levados ao bloco digestor e submetidos ao aquecimento lento até 100 °C,
no qual permaneceu por 7h. Em seguida foi adicionado 1,0mL de H,O, onde permaneceu
em aquecimento por mais 60 min. Apds a digestdo e resfriamento, as amostras foram
filtradas e transferidas para frascos de polietileno e o volume completado para 20 mL com

agua deionizada.
4.4 Procedimento de pré-reducéo

Apds efetuar o preparo dos digeridos das amostras de castanhas, um volume de 6,0
mL de amostra foi transferido para um tubo corning® de 15 mL, e a este foi adicionado 1,0
mL de KI 10%, e 3,0 mL de HCI [37% (m/v)], de maneira a conter 3,5 mol L™ HCI. Logo a
seguir as solucdes foram submetidas ao sistema de agitagdo por Vortex, e mantidas em
repouso durante 1 hora. Este procedimento resultou em solu¢cdes homogéneas e de aspecto

incolor. Todas as solugdes foram preparadas em triplicata.

4.5 Método para determinacéo de Se em castanhas por HG AAS

4.5.1 Aplicacdo da analise multivariada na otimizacdo das varidveis de reducdo e

geracao do hidreto

Antes de dar inicio as analises das amostras previamente preparadas, foi preciso
estabelecer as melhores condicdes de geracdo do hidreto para a determinacdo de Se em
castanhas, para isso foi utilizado um planejamento fatorial completo (2°) de dois niveis para
trés variaveis com auxilio do programa Statistica® 10. Os parametros concentracdo de HCI
(1,0 e 5,0 mol L"), concentragdo de NaBH, (0,15 e 1,5%) e comprimento de bobina (30 e
100 cm) foram avaliados, utilizado uma solugdo de 25 pg L™ de Se, com base em uma
matriz de planejamento 23 produzindo 8 experimentos executados aleatoriamente em
duplicata.

Os resultados obtidos atraves do planejamento fatorial foram avaliados por meio do

diagrama de Pareto, e as varidveis estatisticamente significativas, ou seja, com maior
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influéncia no sistema, foram otimizadas pela metodologia de superficie de resposta
aplicando a matriz de Doehlert.
Para avaliar o erro experimental, as medidas de absorbancia para o ponto central

foram repetidas 3 vezes, o que aumentou o nimero total de experimentos para 9.

4.5.2 Procedimento de medida experimental

O hidreto volatil de Se foi gerado com auxilio do VGA 77. Neste sistema a
introducdo da amostra e/ou solucdes padrdo, solugdo carregadora e redutor € feita em fluxo
(FI), de modo simultdneo com auxilio do sistema peristaltico. As solu¢bes foram
transportadas por meio de capilares (tubos Tygon) de 1,00 mm (didmetro interno) até a
bobina reacional de 100 cm, onde ocorreu a mistura e a formagdo do hidreto volatil de
selénio (H.Se). Utilizando argdnio (99,999%, White Martins®, Dourados, Brasil) a uma
pressdo de 8 kgf cm™, o seleneto de hidrogénio é transportado do separador géas/liquido do
VGA 77 até a cela de quartzo (tipo “T” com 17 cm de comprimento ¢ 0,8 cm de didmetro
interno) posicionada sob o nebulizar/queimador do AAS. A atomizagdo do elemento foi
feita em chama oxidante composta por ar-acetileno (13,0 L min™ ar e 2,0 L min™ C,H,),
essa chama foi escolhida devido a sua temperatura, quando realisados testes com a chama
de oxido nitroso, ouve danos na cela de quartzo, chegando a derreter a mesma, todas as
medidas experimentais foram feitas empregando o comprimento de onda em 196,0 nm no
intervalo de calibracdo de 0,5 ug L™ — 25,0 ug L™.

A precisdo e a exatiddo foram avaliadas por testes de adicdo e recuperagdo de
analito, utilizando as amostras de bacuri e baru por meio da adicdo de aliquotas da solucdo
padrdo de 1,0 mg L™ de modo a conter 1,00 pg g de Se nas amostras de castanhas. O
método estabelecido para determinacdo dos teores de Se em castanha foi avaliado por meio
do célculo dos seguintes parametros de confiabilidade analitica: sensibilidade, intervalo
linear de trabalho, precisdo, exatidao e limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) de
acordo com as normas da IUPAC [102], empregando os programas Microsoft Office Excel®
e Microcal OriginPro® como ferramentas de célculo.

Previamente foi realisada a validacdo do método, sendo entdo selecionadas 2 tipos de
amostras, sendo essas bacuri e baru, pois além de se apresentarem bem diferentes em

relacdo ao seu teor de 6leo, as mesmas podem ser encontras facilmente na regido.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo da estatistica multivariada aplicada ao sistema HG AAS na otimizacao

das condic¢Ges de geracéo do hidreto de Se

Para estabelecer as melhores condi¢des instrumentais para o sistema de geracdo de
hidreto, foi aplicada a analise estatistica multivariada nos resultados experimentais,
utilizando uma solucéo de 25 pg L™ Se, com auxilio de um planejamento fatorial completo
de 2°. Inicialmente, a analise multivariada foi efetuada para estabelecer a concentracio de
HCI, de NaBH, e o comprimento da bobina. Os dominios experimentais para cada fator
foram definidos com base em dados da literatura [20,26,95], Foram utilizados a média dos
sinais analiticos (absorbancia), onde os mesmos estdo apresentados na Tabela 2. Estes
resultados foram avaliados por meio do diagrama de Pareto (Figura 9) para evidenciar a

influéncia dos fatores individuais e das interagcdes no sistema.



Tabela 2 - Planejamento fatorial completo de 23, feito em duplicata, utilizado para otimizar
0S parametros experimentais para a geracdo do hidreto de selénio.

Fatores Nivel
Baixo (-) Alto (+)

HCI (mol L™) 1,0 5,0

NaBH, (%) 0,15 1,5

Comprimento da bobina (cm) 30 100

Experimento HCI NaBH, Bobina Absorbancia média

1 - - - 0,253
2 + - - 0,311
3 - + - 0,427
4 + + - 0,502
5 - - + 0,285
6 + - + 0,387
7 - + + 0,508
8 + + + 0,549
9 - - - 0,256
10 + - - 0,317
11 - + - 0,418
12 + + - 0,505
13 - - + 0,273
14 + - + 0,387
15 - + + 0,506
16 + + + 0,534
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Figura 9 - Diagrama de Pareto gerado a partir do planejamento fatorial completo 2° para a
determinacdo de Se por HG AAS (intervalo de confianca em 95%)

(2)NaBH, | -55.55433
(1)HCI 2511219
(3)bobina | 19,52184
1by2 | -4,61425
2by3 | 2,218391
1by3 | 774713
;;:.{:5

E possivel observar na Figura 8 que as variaveis, quando analisadas de forma
independente, apresentam efeito significativo, ao nivel de 95 % de confianga, no método
avaliado, sendo a variavel concentracdo do redutor (NaBH,), simbolizada por (2) foi a que
apresentou maior significdncia em seu maior nivel no sistema. No entanto, quando é
avaliado a interacdo entre estas varidveis — concentracdo de HCI (1), concentracdo de
NaBH, (2) e o comprimento da bobina (3) codificadas como 1by3, 2by3 e 1by2 — ndo é
observado efeito significativo ao nivel de 95% de confianca (p < 0,05) para as interacfes
1by3 (HClbybobina) e 2by3 (NaBH,bybobina). Somente para a interacdo 1by2
(HClbyNaBH,;) o diagrama de Pareto apresenta efeito significativo porém com sinal
negativo. O resultado obtido para esta interacdo demonstra que as variaveis ndo estdo
trabalhando em sinergismo, onde a acdo combinada entre os dois fatores contribuem para o
resultado final positivo do processo. Neste caso pode-se observar um trabalho de
antagonismo, onde os dois fatores agem de forma contraria indicando que enquanto uma
varidvel estiver em seu maior valor, os resultados serdo melhores se a outra estiver em um
nivel inferior.

Foi observado que durante as analises ouve um grande desprendimento de H*

quando as analises eram realisadas com concentragdes muito elevadas de NaBH,, deixando
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a reacdo mais turbulenta e variando os sinais. Diferentemente de quando se utilizava
NaBH,; em concentra¢des mais baixas.

Para tal teste foi obtido o grafico dos valores preditos vs valores observados (Figura
10) que comprovam a concordancia dos valores observados em relagéo aos valores que o

modelo linear estabelece.

Figura 10 - Gréafico de valores preditos vs valores observados obtido para a geracdo do
hidreto de selénio por HG AAS.
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Diante dos resultados obtidos e observados através do diagrama de pareto, foi
determinado que o comprimento de bonina em seu maior nivel apresentou maior
significancia, sendo entdo fixado em 100 cm. Através do planejamento fatorial a interacdo
que apresentou mais significativa estatisticamente (concentracdo do acido e da solucdo
redutora) foram selecionadas e submetidas a matriz de Doehlert (Tabela 3), que inclui trés
repeticbes do ponto central para avaliar o erro experimental, para obter a superficie de
resposta (Figura 11). Como a influéncia da concentracdo do agente redutor foi mais
significativa em relacdo a concentracdo de HCI (Figura 8), o fator NaBH, foi avaliado em

cinco niveis, enquanto que a concentracdo de acido cloridrico em trés.
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Tabela 3 - Matriz de experimentos do planejamento Doehlert utilizada para estabelecer as
condicdes de geracdo do hidreto na determinacdo de Se em castanhas por HG AAS.

Experimento NaBH., % HCI, mol L* Absorbancia
1 1 (0) 0,5 (0) 0,640
2 1 (0) 0,5 (0) 0,636
3 1 (0) 0,5 (0) 0,630
4 1,8 (1,0) 0,5 (0) 0,442
5 1,4 (0,5) 0,8 (0,866) 0,525
6 0,2 (-1,0) 0,5 0) 0,465
7 0,6 (-0,5) 0,2 (-0,866) 0,210
8 1,4 (0,5) 0,2 (-0,866) 0,196
9 0,6 (-0,5) 0,8 (0,866) 0,502

Os dados obtidos com 0s nove experimentos compdem a matriz de Doehlert, que
relaciona a concentracdo do agente redutor, a concentracdo do HCI e a medida do sinal
analitico (absorbancia), e produziram a superficie de resposta apresentada na Figura 10, que

pode ser descrita pela Eq. 1.

Abs = 0,505 + 0,522 RED — 0,284 RED? — 3,014 AC + 2,574 AC? (Eq. 1)
(+0,016)  (£0,018)  (+0,007) (£0,044)  (£0,038)
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Figura 11 - Superficie de resposta obtida para a interacdo entre HCI vs NaBH4 vs Abs na
otimizacdo do processo de geracao do hidreto de Se
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Os valores criticos obtidos utilizando a matriz de Dohlert foram de 0,6 mol L™ HCl e
1,00 % NaBH,. Os resultados obtidos foram comparados com trabalhos da literatura que
fazem uso da geracédo de hidreto.

Depoi e colaboradores [103] efetuaram a determinacdo de Se e Sb através da geracédo
de hidreto em amostras de nozes e castanha-do-para e estabeleceu que as melhores
condicBes foram alcancadas quando se utilizou 0,50% (m/v) de NaBH, e 0,10mol L™ de
HCI.

Stripeikis e colaboradores [104] relataram que para a determinacdo de selénio VI e
IV em &gua os melhores sinais foram alcancados quando se utilizou as solucdes entre 1,0 e
1,2% (m/v) de NaBH, e 7,0 mol L™ de HCI.

Zhang e colaboradores [105] efetuaram a determinagdo conjunta de selénio, arsénio e
bismuto em agua de rio e afirmaram que a maior sensibilidade foi obtida com faixa que
varia entre 0,5-1,0 mol L HCl e 0,2 % (m/v) de NaBH..



42

Diante dos resultados obtidos com a superficie de resposta, 0 modelo quadratico
ajustado aos valores experimentais foi avaliado por meio do teste de falta de ajuste (valor de
p), que deve ser maior que 0,05 para indicar que o modelo aplicado descreve o dominio
experimental estudado. A Tabela 4 apresenta os dados obtidos pela anélise de variancia
(ANOVA) aplicada aos resultados experimentais apresentados na Tabela 3.

Tabela 4 - Andlise da variancia aplicada aos resultados experimentais descritos na Tabela 3
para geracdo do hidreto de Se.

SQ Gl MQ = P

1 RED (L) 0,000114 1 0,000114 4,503 0,167856

RED (Q) 0,039676 1 0,039676 1566,159 0,000638

(2) AC (L) 0,096410 1 0,096410 3805,668 0,000263

AC (Q) 0,114454 1 0,114454 4517,907 0,000221

1L by 2L 0,000342 1 0,000342 13,510 0,066699

Falta de ajuste 0,000171 1 0,000171 6,737 0,121886
Erro puro 0,000051 2 0,000025

Total SS 0,229562 8

SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade, MQ = meédia quadratica, P = nivel de

probabilidade.

De acordo com a analise de variancia (ANOVA), utilizada para avaliar os resultados
da matriz de Doehlert, o valor de Fcaculago (6,737) para falta de ajuste foi menor que o valor
de Fupelado (18,51), ao nivel de 95% de confianca, e o valor de p obtido para a falta de ajuste
é de 0,121886, 0 que demonstra auséncia de falta de ajuste, indicando que o modelo de
regresséo obtido pode ser utilizado como representacdo dos dados experimentais.

Diante dos resultados obtidos com a avaliagdo multivariada, as melhores condicdes
(0,6 mol L™ HCI, 1,0% NaBH, e bobina de 100 cm) para a geracéo do hidreto de selénio
foram utilizadas para estabelecer o intervalo linear de calibracéo e os principais parametros
de confiabilidade analitica para a determinacéo de Se.

No entanto, € importante ressaltar que durante os testes foi observado que as
absorbancias de Se diminuem quando a solucdo de 1,0% (m/v) NaBH, preparada no dia

anterior era utilizada. A degradagéo da solucdo de NaBH,, que acontece devido um aumento
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da evolucdo do hidrogénio proveniente da hidrélise de BH* [106] pode ser uma possivel
explicacdo para o observado. Desta maneira, as solugdes de 1,0% (m/v) NaBH, em meio de
alcalino [0,5% (m/v) NaOH] foram preparadas diariamente e minutos antes de iniciar as
analises. Outro fator importante e que merece destaque foi a falta de repetibilidade das
medidas de absorbancia para Se quando a concentracdo do agente redutor foi superior a
1,0% (m/v). Ficou evidente 0 aumento do sinal analitico, mas a reacdo para a geracdo do
hidreto volatil foi turbulenta, devido a grande producdo de H,, proporcionando elevados
valores de branco analiticos e medida com desvio padrao relativa pouco satisfatéria, ou seja,
maior que 57,0%.

Coelho e colaboradores [26] efetuaram a determinacdo de selénio em urina, no qual
observaram comportamento semelhante aos observados neste trabalho. O sinal de Se
aumentava gradativamente até 0,5% (m/v) de NaBH,4 de HCI na concentracdo de 1,00 mol
L™ Sendo que aumentando a concentracdo do acido a valores de 2,00 mol L™ o sinais
diminuiram. Os autores concluiram que essa queda no sinal era devido a formacdo de

grande quantidade de hidrogénio tanto para o uso de NaBH, quanto de HCI.

5.2 Método para determinacdo de Se em castanhas por HG AAS

O teor do micronutriente Se em castanhas, assim como nos mais variados tipos de
amostras ambientais, estdo na ordem de pg g [13]. Para alcancar limites de deteccdo e
quantificacdo satisfatérios para a determinacdo deste elemento, as medidas experimentais
foram efetuadas através técnica de geracdo de hidretos acoplada ao espectrdmetro de
absorcédo atbmica. Para definir o intervalo linear de calibragdo para a determinacéo de Se,
foram preparadas solucdes padrdo contendo 0,01 — 100 pug L™ Se. Estas solucdes foram
aspiradas pelo queimador/nebulizador do equipamento sob as condi¢es instrumentais
otimizadas — vazdo do combustivel (g&s acetileno), vazdo do oxidante (ar), ganho da
lampada, corrente da lampada, tipo de queimador, posicionamento da cela de quartzo, taxa
de aspiracdo do redutor do carregador e da amostra — para obter maxima sensibilidade.
Neste sentido, curvas de resposta e de calibracdo obtidas por meio da aspiracdo destas

solugBes estdo ilustradas na Figura 12.



Absorbancia

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

44

Figura 12 - Curvas de resposta (a) e analitica (b) obtidas para a determinacdo de Se em
castanhas por HG AAS utilizando as condicBes experimentais estabelecidas.
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Observando o gréfico da Figura 12a, fica evidente que o intervalo de calibracdo para
Se é bastante restrito (0,50 — 25,0 pg L™* Se), como apresentado na Figura 12b, uma vez que
as solucdes contendo Se acima de 25 pg L™ apresentaram perda de linearidade Para o
intervalo linear de concentracdo estabelecido, as curvas analiticas apresentaram coeficientes
de correlagdo lineares acima de 0,9970, desvios padrdes relativos (RSD) inferiores a 1,9%
em todas as medidas e limites de deteccdo de 0,1315 pg L™ para a determinacdo de Se nas
amostras de castanhas.

O método estabelecido para determinacdo dos teores de Se em castanha foi avaliado
por meio do calculo dos seguintes pardmetros de confiabilidade analitica: sensibilidade,
intervalo linear de trabalho, precisdo, exatiddo e limites de deteccdo (LD) e quantificacdo
(LQ), empregando os programas Microsoft Excel® e Microcal OriginPro® como ferramentas

de célculo, de acordo com as equacdes abaixo:

_ 3><Sdbranco _ 10Xsdbranco

LD = Z—— Eq.2 LQ = —“——Eq3

onde: sd°™° ¢é o desvio padrdo para 10 ou mais medidas para o branco analitico da curva de
calibracdo. Na Tabela 5 € observado a avaliacdo dos parametros de determinacdo dos

elementos feita por meio do calculo dos principais parametros de confiabilidade analitica



45

Tabela 5 - Pardmetros de confiabilidade analitica relativos & determinagdo de Se em
castanhas por HG AAS.

- Intevalo LD LQ RSD
Elemento  Sensibilidade < rva (ng LY (g LY (%)
Se 0,02312 0,50-25,0 0,9970 0,1315 0,4385 1,9

Observando os valores apresentados é possivel constatar que a técnica de geracao de
hidreto acoplada a espectrometria de absorcdo atdémica apresentou limite de deteccdo e
quantificacdo satisfatorios, baixos valores de desvio padrdo relativo e pode ser empregada

na determinacédo de baixos teores de Se.

Tabela 6 - Métodos analiticos para a determinacdo de selénio em amostras ambientais e
bioldgicas.

Técnica Amostra LD Referéncias
UV-Vis Agua 10,0 pg L™? [107]
ET-AAS Alho 0,5ug L™ [108]
Cebola 1,3ug L*? [109]
Vegetais 0.0017 mg L-1 [110]
HGAAS Agua 0,2pgL? [111]
HG-ITA-FAAS Bioldgica 30pug Lt [112]
GF-AAS Ovo 1,0 ug L* [113]
Agua de coco 0,41 pg L™ [16]
Vegetais 0.00049 mg L-1 [110]
Frutas 0,08 pug L™ [114]
HG-ICP-OES Bebidas (Cha) 0,03 pg.L* [115]
DPCSV Arroz 0,07 pg L™ [116]
TS-FF-AAS Urina 1,8 g L™ [117]
FI-HG-GFAAS Cereais 0,06 pg L™ [118]
LC-UV-HG-AFS Leite de vaca 0,5ugL* [119]
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5.3 Avaliacéo dos procedimentos de preparo de amostra

Apds estabelecer as condicdes ideais para a geracao do hidreto de selénio, foram
avaliados procedimentos de preparo de amostra, que envolveram a digestdo &cida em
sistema fechado (bomba digestora e micro-ondas), sistema aberto (bloco digestor) e a
extracdo (banho de ultrassom) por ondas ultrassonicas.

Como o preparo de amostra em sistema fechado (bomba digestora) e aberto (bloco
digestor) envolvem a decomposicdo da matéria organica por meio da adicdo de acidos
concentrados, 0 Se presente sofre um processo de oxidagdo e passa para o0 estado mais
oxidado Se (VI). Por apresentar estado de oxidacdo (VI), a determinagéo de Se por HG
AAS deve ser realizada somente ap6s prévia reducdo para (IV), uma vez que se a amostra
for diretamente aspirada pelo sistema, o Se (VI) sera reduzido para Se (IV), dificultando a
formacdo do hidreto [18,20]. A pré-reducdo de Se (VI) para Se (IV) acontece de acordo com

0 esquema abaixo:

HSeO4 + 3H" + 2CI H,SeO; + H,O + ClI,

No processo de digestdo utilizando a bomba digestora, foram avaliados 8
procedimentos diferentes quanto a composicdo dos reagentes (HCI, HNO3;, H,0, e H,0)
adicionados a massa de amostra (=0,5000 g) submetida a digestdo por 150 min a 150 °C.
Em principio, o aspecto fisico (turbidez e/ou oleosidade aparente) das solucgdes resultantes

foi considerado para definir a eficiéncia do procedimento avaliado.
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Tabela 7 - Quantidades de amostra e reagentes utilizados nos procedimentos de
decomposicdo de amostra por via imida

Procedimento  Massa de amostra Reagentes
1 0,500 g + 6,0 mL HNO3 + 2,0 mL H,0
2 0,500 g + 6,0 mL HNO3 + 2,0 mL H,0,
3 0,500 g + 6,0 mL HNO;3 + 2,0 mL HCI
4 0,500 g + 2,0 mL HNO3; + 4,0 mL HCI
5 0,500 g + 4,0mL HNO3z + 0,5 mL HCI + 1,5 mL H,0,
6 0,500 g + 4,0 mL HNO3; + 2,0 mL H,0,
7 0,500 g + 3,0 mL HNO3 + 3,0 mL HCI
8 0,500 g +  45mLHNO;3 +1,5mL HCI + 2,0 mL H,0O

Dentre os procedimentos avaliados (Tabela 7) aquele que utilizava 0,5000 g de
amostra + 6,0 mL HNO3; + 2,0 mL HCI (procedimento 3) apresentou solucdo digerida
incolor, indicando a possivel decomposi¢cdo de todo material. Diante destas informacoes, a
precisdo e a exatiddo do procedimento 3 foram avaliados utilizando as amostras de bacuri e
baru, e os resultados obtidos no teste de adicdo e recuperacédo de analito estdo apresentados

na Tabela 8.

Tabela 8 - Recuperacdo de Se em amostra de castanha digerida por via Umida em sistema
fechado utilizando o procedimento 3.

Se adicionado Se determinado Recuperacao RSD
Amostra 1 1 o 0
(Hgg™) (g g7) (%) (%)
) 0,00 0,088 + 0,050 - 56,8
Bacuri
1,00 0,049 + 0,012 4,89 24,8
0,00 0,120 + 0,024 - 20,1
Baru
1,00 0,065 + 0,025 6,42 38,5

Os resultados descritos na Tabela 8 evidenciam baixos valores (< 6,42%) de
recuperacao de Se nas amostras avaliadas com valores de %RSD superiores a 10%. Tais
valores podem estar relacionados a perdas por volatilizacdo, adsor¢do ou por variagdo em
seu estado de oxidacdo [26], evidenciando que o procedimento de preparo da amostra
precisa ser cuidadosamente selecionado para prevenir a perda de selénio durante a

decomposicdo. Esses valores indicam que o procedimento de digestdo utilizado (n. 3) nédo
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pode ser utilizado para a decomposi¢cdo das amostras de castanhas porque apresenta preciséo
e exatiddo insatisfatérias, ou seja, os resultados ndo sdo concordantes ao nivel de 95% de
confianca (teste-t de Student) para a determinacdo de Se em castanhas empregando a HG
AAS.

Diante dos resultados obtidos para as digestdes das amostras de castanhas por via
Umida em sistema fechado (bomba digestora), optou-se por empregar um procedimento de
preparo de amostra menos agressivo com base na extracdo de analito por energias
ultrassonicas, pois acreditasse que ocorreu perda por volatilizacdo no decorrer da reacéo, ou
apos abrir os tubos, pois ocorreu um grande desprendimento de gas, decorrente da oxidacao
do selénio com 0 HNO3 [120]. Neste procedimento, a ocorréncia do fenémeno de cavitagdo
gerado em liquidos expostos a ondas ultrassdnicas possibilita a solubilizacdo de amostras e
a extracdo de substancias inorganicas e organicas de matrizes solidas, quando sistemas
liquido-sélidos sdo irradiados [20,95,121,122].

Para avaliar a eficiéncia do processo de extracdo do analito por ondas ultrassonicas,
as condicdes utilizadas foram 10 mL de uma solugo de 1,2 mol L™ HCI: 1,4 mol L™ HNO;
para ~0,5000 e =~1,0000 g de amostra, onde permaneceu no banho de ultrassom por 30
min.Os melhores resultados foram obtidos para massa de 0,5000g e estdo descritos na
Tabela 9.

Tabela 9 - Resultados (média + desvio padrdo) da determinacdo (n= 3) dos teores de Se (ug
g™") em amostras de castanhas de bacuri e baru submetida ao procedimento de extracdo em
banho de ultrassom.

Se adicionado Se determinado Recuperagéo RSD
Amostra 1 1 o 0
(M9 g™) (Mg g™) (%) (%)
_ 0,00 <LQ" -
Bacuri
1,00 0,3421 £ 0,0243 34,2 7,1
0,00 <LQ ;
Baru
1,00 0,3233 £ 0,0077 32,3 2,4

LQ:0,7033 ug g™ Se.

Podemos observar na Tabela 9 que os valores de recuperagdo variaram entre 32,3 —
34,2%, com RSD inferiores a 7,1%. Estes resultados demonstram que o procedimento de
preparo de amostra para 0s materiais em estudo ainda nédo é satisfatdrio, ao nivel de 95% de

confianca (teste-t de Student). Vale ressaltar ainda que os teores obtidos na determinacao de
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Se nas amostras de castanhas estdo abaixo do limite de quantificacdo (0,7033 pg L™) do
método de HG AAS.

E importante destacar que dentre os trés procedimentos de preparo de amostra
avaliado, aquele que utilizou a extragdo por energias ultrassonicas foi 0 que apresentou 0s
mais elevados valores de recuperagcdo, mesmo que estes ainda estejam abaixo do valor
aceitavel (80 — 120%) para teores na ordem de pg g™*.

Diante dos resultados obtidos, o procedimento de digestdo acida em bloco digestor
foi avaliado. Inicialmente, o processo foi conduzido utilizando as amostras de bacuri e baru
em sistema aberto, no qual massas de 0,5000 g de amostra foram pesadas e a estas foram
adicionados 5,0 mL HNO; + 3,0 mL H,SO. + 1,0 mL H,0,. As misturas foram submetidas
a temperatura de 120 °C por 420 min, resultando em digeridos limpidos e incolores,
indicando a possivel decomposicdo de todo material. Como estes testes iniciais foram feitos
em sistema aberto, os valores obtidos para Se nos digeridos utilizando a HG AAS ficaram
abaixo do limite de deteccdo do método (0,1315 pg L™), o que ndo permitiu avaliar o
procedimento de preparo de amostra utilizado.

Como o procedimento de preparo de amostra utilizado resultou em teores de Se
abaixo do limite de deteccéo, perdas por volatilizagdo do analito, adsor¢cdo ou variacdo do
estado de oxidagdo [26] podem ser as causas 0s resultados insatisfatorios. Desta maneira,
fica evidente que a escolha do procedimento de preparo da amostra mais adequado precisa
ser cuidadosamente selecionado para prevenir a perda do elemento durante o processo de
decomposicao.

Diante do observado, e para avaliar novamente este procedimento de digestdo, as
amostras selecionadas foram submetidas ao procedimento de digestdo em sistema aberto
(bloco digestor), no entanto desta vez em sistema refluxo com auxilio de um funil
posicionado na boca do tubo digestor. Utilizando este procedimento de digestdo, testes de
adicdo e recuperacdo foram efetuados com as amostras bacuri e baru e os resultados estéo

apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Resultados (média + desvio padrdo) da determinacdo (n= 3) dos teores de Se
(Mg g) em amostras de castanhas de bacuri e baru utilizando o procedimento de preparo de
amostra em bloco digestor em sistema refluxo.

Se adicionado Se determinado Recuperagéo RSD
Amostra 1 1

(Mg g™) (Mg g™) (%) (%)

0,000 0,107 + 0,005 - 4,7

Bacuri

0,600 0,549 + 0,008 91,5 1,5

0,000 0,347 £ 0,001 - 0,3

Baru

0,600 0,542 + 0,002 90,3 0,4

As recuperac@es variaram entre 90,3 — 91,5% com valores de RSD inferiores a 4,9
%. Estes resultados demonstram que o procedimento de preparo de amostra para as
amostras foi satisfatorio ao nivel de 95% de confianga (teste-t de Student). Diante destes
resultados, o procedimento de preparo de amostra em bloco digestor em sistema aberto sob

refluxo foi escolhido para a continuidade do trabalho.

5.4 Determinacdo de Se em castanhas por HG AAS

Ap0s estabelecer as condig¢des instrumentais e experimentais para determinar Se por
HG AAS, o método desenvolvido foi aplicado a outras castanhas/améndoas sendo elas
bacuri, baru, bocailva e caju por meio da geracao de hidreto acoplado a espectrometria de
absorcdo atbmica em chama. Os teores obtidos para as amostras estdo apresentados na
Tabela 11.

Tabela 11 - Resultados (média + desvio padrdo) da determinacdo (n= 3) dos teores de Se
em amostras de castanhas por HG AAS.

Amostra Se,ug g™ RSD, %
Bacuri 0,107 + 0,005 4.9
Baru 0,347 +£ 0,001 0,3
Bocaiuva 0,374 £ 0,006 1,6

Caju 0,331 + 0,006 1,8
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Os desvios padréo relativos (%RSD) obtidos na determinacdo de Se utilizando a
metodologia proposta variaram entre 0,3 — 4,9%, o que demonstra que a metodologia
proposta para determinar Se em amostras de castanhas/améndoas tém precisao satisfatoria.

Segundo a ANVISA Portaria n ° 31, de 13 de janeiro de 1998 [123], um alimento
pode ser considerado fonte nutricional quando 100 g do produto fornecam 15% da
recomendacgdo diaria e rico quando fornecer cerca de 30% da recomendacdo diaria.
Sabendo-se que a ingestdo recomendada diaria (IRD) de selénio é de 55 pg/dia [124]. De
acordo com estas informagdes, as castanhas/améndoas avaliadas apresentam 10,7 pg
(bacuri), 34,7 ug (baru), 37,4 pg (bocaiuva) e 33,1 pg (caju) de Se a cada 100 g de amostra,
0 que classificam baru, bocaiuva e caju como fontes ricas em Se.

De forma complementar, o teor de Se por castanha foi calculado levando em
consideracdo o valor medio de cada castanha/améndoa. Para determinar estes valores, foram
pesados 10 castanhas/améndoas inteiras de cada uma das amostras e os valores médios
obtido podem ser observados na tabela 12, juntamente com a concentragdo de selénio por

unidade de castanhas.

Tabela 12 - Teor de selénio disponivel nas castanhas

Amostra Massa média/castanha Teor/unidade Teor/100g
Bacuri 0,9140 ¢ 0,0977 pug 10,7 ug
Baru 1,1999 g 0,4163 pug 34,7 ug

Bocaiuva 15121 ¢ 0,5655 pg 37,4 ug
Caju 1,5467 g 0,5119 pg 33,1 ug

IDR: 55 pg/dia de Se

Os resultados obtidos neste estudo apresentam concentragGes abaixo daqueles
descritos na literatura [125] para a castanha-do-para, que chegam a conter teores em torno
de 513 pg g
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6 CONCLUSOES

O método de digestdo em sistema aberto com aquecimento convencional (bloco
digestor) apresentou eficiéncia satisfatoria quando efetuado em sistema sob refluxo, uma
vez que permitiu prevenir as perdas do analito por volatilizagdo, haja vista os valores
obtidos de adigédo e recuperacdo de analito no procedimento de validagdo da metodologia.

A pré-reducdo de Se (VI) para Se (IV) é um procedimento necessario quando a
digestdo acida € utilizada, uma vez que todo selénio presente na amostra é convertido para
Se (V1) na etapa de digestéo.

A avaliagdo multivariada aplicada aos resultados experimentais para a geracdo do
hidreto volatil de Se é uma ferramenta bastante Gtil e permitiu reduzir a quantidade de
experimentos necessarios para a otimizacdo dos parametros selecionados.

O método de determinacdo de Se pela técnica de geracdo de hidretos acoplada a
espectrometria de absorcdo atbmica apresentou elevada sensibilidade, baixos limites de
deteccdo e quantificacdo, baixos desvios padrdo relativos (%RSD), velocidade analitica
satisfatdria e facilidade no manuseio do equipamento.

A ingestdo adequada de Se fornecido por espécies alternativas — castanhas nativas do
cerrado sul-mato-grossense — pode ser uma fonte alimentar diversificada para atender o IDR

para o elemento.
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