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RESUMO

A primeira parte deste trabalho descreve o desenvolvimento de
método para a determinacdo de Se em amostras de solo usando
espectrometria de absorgdo atdmica de alta resolugdo com fonte
continua em forno de grafite e andlise direta de sélidos. A linha de
absorcdo mais sensivel em 196,026 nm foi usada para todas as
determinacBes. Ruténio, além de ser depositado na plataforma como
modificador permanente, também foi adicionado em solu¢do em cada
amostra solida. Todas as amostras sélidas mostraram um fundo
estruturado causado pelas moléculas de NO e PO. Espectros de
referéncia dessas moléculas foram gravados usando &cido nitrico e
fosforico, respectivamente, que em seguida foram utilizados para a
correcdo de fundo por minimos quadrados. Os limites de deteccdo e
quantificacdo foram 30 ng g™ Se e 100 ng g™ Se, respectivamente. As
amostras de solo foram coletadas em areas rurais experimentais nao-
tratadas (sem a adicdo de fertilizantes) a fim de obter valores
representativos da distribuicdo natural de Se. Regides apropriadas para
amostragem foram selecionadas em 12 dos 27 Estados brasileiros,
cobrindo 61% da area total do pais. Os resultados dos materiais de
referéncia certificados MURST-1SS-A1, MESS-3 e PACS-2 (todos de
sedimentos marinhos) confirmaram a exatiddo do método proposto. O
Se encontrado nas amostras variou entre 130 + 10 ng g™ e 630 * 15 ng
g™. A repetitividade das medidas foi entre 3 e 10% (n = 5).

Uma segunda parte deste trabalho apresenta valores de Se em
todas as amostras de solo que foram coletadas na amostragem de 12 dos
27 Estados brasileiros. A campanha se baseou em areas rurais
experimentais ndo-tratadas, com 10 pontos de coleta em cada area, cada
um deles dividido em trés niveis de profundidade. O Se encontrado nas
amostras variou entre 0,1 + 0,05 pg g* e 19,0 + 30 ug g-. A
repetitividade das medidas foi entre 3 e 10% (n = 3). O valor de Se
diminuiu conforme a profundidade das amostras coletadas.

Finalmente, a terceira parte deste trabalho é a proposta de um
simples procedimento para a determinacdo de espécies de Se em
amostras de solo usando extracdo alcalina com banho de ultrassom e
espectrometria de absorgdo atdmica com geracdo de hidretos, conhecida
por ser uma determinacdo especifica de apenas Se(lV). O hidreto foi
aprisionado e atomizado em um tubo de forno de grafite recoberto por
iridio como modificador quimico permanente. Os limites de deteccdo e
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quantificacéo para o método desenvolvido foram de 6 ug L™ ¢ 20 pg L™
Se(lV), respectivamente. O conteldo total de Se nas amostras com
extracdo alcalina foi determinado aplicando o método desenvolvido
anteriormente com a espectrometria de absorcdo atdmica de alta
resolugdo e com fonte continua. O contetdo de Se(VI) foi calculado pela
diferenca entre o Se total e Se(lV). A eficiéncia de extracdo foi
verificada comparando os resultados obtidos pela extracéo alcalina e por
andlise direta de sélidos. A exatiddo do método para Se total foi
verificada usando tanto digestdo acida por micro-ondas, quanto analise
direta de solidos, em um espectrdbmetro de absorcdo atbmica de alta
resolugdo com fonte continua com os materiais certificados de
referéncia MURST-ISS-Al e BCR 142R, assim como as amostras de
solo de diferentes regides do Brasil.
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ABSTRACT

The first part of this work presents a method developed for the
determination of Se in soil samples using high-resolution continuum
source graphite furnace atomic absorption spectrometry and direct solid
sample analysis. The most sensitive absorption line at 196.026 nm has
been used for all determinations. Ruthenium, apart from being deposited
on the platform as permanent modifier, was also added in solution on
top of each solid sample. All soil samples exhibited a fine structured
background caused primarily by the NO and PO molecules. Reference
spectra of these molecules were recorded using nitric and phosphoric
acid, respectively, which were used for least squares background
correction. The limits of detection and quantification were 30 ng g and
100 ng g™ Se, respectively. Soil samples were collected from untreated
experimental farming areas (without addition of fertilizers) in order to
obtain representative values of natural Se distribution. Appropriate areas
for sampling were selected in 12 of the 27 Brazilian States, covering
61% of the total area of the country. The results of the Certified
Reference Materials MURST-ISS-Al, MESS-3 and PACS-2 Marine
Sediments confirmed the validity of the proposed method. The Se
content found in the soil samples varied between 130 + 10 ng g™ and
630 + 15 ng g The repeatability of the measurements was between 3%
and 10% (n = 5).

The second part of this work shows values of Se on all soil
samples that were available from the collecting campaign in 12
Brazilian States. The campaign was based on untreated experimental
farming areas, 10 sampling points on each area, where each point was
divided on three different levels of depth. The Se content found in the
soil samples varied between 0.1 + 0.05 ug g~ and 19.0 + 3.0 pg g™*. The
repeatability of the measurements was between 3% and 10% (n = 3).
The Se content was lower for samples collected from deeper levels.

Finally, the third part of this work is the proposal of a simple
procedure for the determination of Se species in soil samples using an
ultrasound-assisted alkaline extraction and hydride generation atomic
absorption spectrometry, which is known to be specific for the
determination of Se(1V) only. The hydride was trapped and atomized in
a graphite tube furnace coated with iridium as a permanent chemical
modifier. The limits of detection and quantification for the developed
method were 6 ug L™ and 20 pg L™ Se(1V), respectively. The total Se
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content in the samples was determined in the alkaline extract using the
same method developed previously with high-resolution continuum
source graphite furnace atomic absorption spectrometry, and the content
of Se(VI) was determined by difference between the total Se and the
content of Se(IV). The extraction efficiency was verified by comparing
the results obtained by the alkaline extraction and by direct solid sample
analysis. The accuracy of the method for total Se determination was
ascertained using microwave-assisted acid digestion, as well direct solid
sample analysis of the certified reference materials MURST-ISS-AL and
BCR 142R, and soil samples from different regions of Brazil.



1. INTRODUCAO
1.1. Selénio

Em 1817, ao pesquisar o sedimento de cdmaras de chumbo em
uma fabrica de acido sulfdrico em Gripsholm, Suécia, uma coloragdo
marrom-avermelhada inusitada nessa lama chamou a atencdo de Jons
Jakob Berzelius (o ‘pai da quimica sueca’), levando-0 & descoberta de
um elemento que ele denominou de selénio. Esse elemento foi
considerado a época - e por mais de um século - como sendo toxico [1].
Cento e quarenta anos se passaram entre a descoberta do Se e 0 seu
reconhecimento como essencial para as fun¢des celulares na maior parte
dos mamiferos, com a publicacdo de Schwarz e Foltz [2] em 1957, na
gual aventaram a hipdtese de o selénio ser um elemento essencial. Outra
etapa importante para essa mudanca de paradigma ocorreu em 1975,
depois da descoberta chinesa da acdo do Se para curar a doenca de
Keshan, uma cardiopatia infantil. Essa enfermidade estava relacionada a
deficiéncia de Se na alimentacdo em decorréncia da falta desse elemento
no solo daquela regido na China [3].

Selénio é um elemento pertencente ao grupo 16, 0 mesmo grupo
do enxofre, possuindo comportamento semelhante a esse. De modo
similar ao enxofre, 0 Se pode ser encontrado em quatro estados de
oxidacdo: selenetos Se (-11), selénio elementar Se (0), selenito Se (IV) e
selenato Se (VI). E um elemento que ocorre de forma ubiquitaria. Na
natureza inanimada e em processos industriais, especialmente 0s
compostos inorganicos desempenham uma funcdo; ja na natureza
animada, os compostos organicos tém a dominancia. Em plantas, Se
ocorre principalmente em forma de selenometionina; os animais, por sua
vez, formam selenocisteina, o componente catalitico especifico das
enzimas dependentes de Se. S&o essas as principais formas organicas do
Se em solo e plantas [4].

Em locais redutores, como, por exemplo, em solos e
sedimentos, pode ocorrer a formacdo de complexos metalicos de
seleneto, sendo estes altamente imoveis. Em ambientes suavemente
oxidantes, como em alguns solos e em particulas de ar, 0 Se pode ser
encontrado na forma de selenito. JA& em ambientes mais oxidantes, o
selenato é a espécie mais presente, com alta mobilidade em solos, e
biodisponivel para as plantas. Em condigdes neutras para &cidas, o Se
pode ser encontrado na forma elementar, ja que é facilmente reduzido a
Se0 pelo acido ascérbico ou pelo didxido de enxofre, em ambientes
onde houve acidificagdo via microorganismos [5].



Paralelamente ao contetdo total de Se em fontes alimenticias, é
importante ter-se conhecimento de sua forma quimica, ou seja, de sua
especiacdo, pois essa afeta a biodisponibilidade e os valores
nutricionais de Se. As vérias formas quimicas de Se exibem diferentes
propriedades em relacdo a sorgdo, mobilidade e toxicidade [6-9].

O Se, embora faca parte dos elementos essenciais, apresenta a
menor variacdo entre deficiéncia e toxicidade dentre todos eles.
Portanto, o conhecimento sobre sua distribuicdo natural € uma pré-
condicdo fundamental na tentativa de evitar danos a salide humana e de
animais e para desenvolver uma prevencdo apropriada [10]. Podendo
ser encontrado no solo e em rochas, o Se acaba por se acumular nas
plantas, forma pela qual é introduzido na cadeia alimentar. Presente na
maioria dos alimentos, podemos encontrar boas fontes desse elemento
em frutos secos (especialmente na castanha do Pard), peixes, mariscos,
visceras (rins ou figado) e nas carnes. Os cereais, verduras e outros
alimentos vegetais também contém Se; contudo, o seu teor varia de
acordo com o tipo de solo a partir do qual se desenvolvem [11].

Em varios paises, mapas de Se estdo disponiveis e foram
reunidos em um “Selenium World Atlas” [12]. Infelizmente, esse atlas
contém poucos dados sobre a América do Sul e nenhum a respeito do
Brasil. Em 2001/2002, iniciou-se um projeto a fim de coletar amostras
de solos, plantas e carnes em 12 Estados brasileiros, desde o Amazonas
e Parad até o Rio Grande do Sul [13]. Apesar de a campanha de
amostragem ter sido um sucesso, a determinacdo final de Se nas
amostras coletadas mostrou-se extremamente dificil (via espectrometria
de absorcdo atbmica com geracdo de hidretos, HG AAS) ou de alto
custo (via espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado, ICP-MS). Todavia, as amostras da campanha ainda estdo
disponiveis e algumas delas ja foram usadas para auxiliar no
desenvolvimento de um método confidvel [14] para a determinacao total
de Se. Porém, o método, ainda que confiavel, é demorado, pois usa uma
digestéo &cida em forno de micro-ondas, uma reducdo de Se(VI) para
Se(lV), geracdo de SeH, coletado em um tubo de grafite antes de
atomizacdo eletrotérmica. Uma determinacdo em triplicata é lenta - e,
como existiam centenas de amostras a serem analisadas, ndo seria
adequado para os fins desta investigacao, porém pode ser utilizado como
método comparativo.

O objetivo principal deste trabalho foi o desenvolvimento de
um procedimento rotineiro rapido, preciso, sensivel e robusto para a



determinacdo de Se em uma quantidade significativa de amostras de
solos e sedimentos, que possa ser usado para estabelecer o nivel total de
Se nas amostras representativas por todo o Brasil. A espectrometria de
absorcéo atbmica com atomizacdo em forno de grafite (GF AAS) foi a
técnica escolhida para a determinacdo final devido a sua alta
sensibilidade, rapidez, sua tolerdncia a matrizes complexas, sua
robustez, sua facil operacdo e porque essa técnica esta disponivel em
varios laboratérios de rotina.

1.2. Espectrometria de absorcao atbmica (AAS)

A técnica de espectrometria de absorcdo atbmica (AAS) parte
do principio de que atomos livres no estado gasoso, gerados em um
atomizador, sdo capazes de absorver radiacdo de frequéncia especifica
para o analito. Com isso, a quantificacdo do analito se torna possivel na
amostra. A AAS ¢é largamente difundida e empregada para a
determinacdo de elementos traco nas mais diversas amostras [15]. Os
instrumentos de AAS consistem em uma fonte de radiagdo, um
atomizador, um seletor de comprimento de onda (monocromador), um
detector e um processador de sinais.

A técnica adotada neste trabalho é a GF AAS. Durante a
andlise, quatro etapas de aquecimento sdo seguidas: secagem, pirélise,
atomizacdo e limpeza, cada qual com o seu tempo e temperatura. Uma
otimizagdo do programa de temperatura pode ser feita com curvas de
pirdlise e atomizacdo [16].

Em 1989, Gary M. Hieftje [17] escreveu um artigo provocativo
gue dizia que "claramente, para a AAS se manter viavel devido a forte
competicdo de técnicas alternativas, serd necessario uma nova
instrumentacdo ou abordagem". O primeiro instrumento de
espectrometria de absorcdo atdbmica de alta resolugdo com fonte
continua (HR-CS AAS), cuja configuracdo é a mais proxima da
atualmente utilizada, foi descrito em 1996 por Heitmann et al. [18].

O equipamento de HR-CS AAS consiste em uma lampada de
arco curto de xenénio que serve como fonte de radiacdo continua para o
comprimento de onda entre 185 e 900 nm, espelhos elipsoidais,
atomizador (chama ou forno de grafite), um monocromador duplo de
alta resolucdo composto por um prisma Littrow e uma rede echelle e um
detector de dispostivo de carga acoplada (CCD) [19].



Dentre as diversas vantagens da HR-CS AAS esté a correcdo do
fundo. Além da corregdo automatica via software para todos os eventos
gue sdo continuos em relacdo a faixa espectral observada (200 pixels do
detector), também se pode efetuar a correcdo através de uma subtracdo
de um espectro de referéncia, ao remover do espectro da medida apenas
0 espectro do fundo. Nesse Ultimo caso, o qual é realizado através de um
algoritmo de minimos quadrados, é possivel corrigir o chamado fundo
estruturado (causado por moléculas diatdmicas), como NO e PO [19].

1.3. Analise direta de sélidos utilizando GF AAS

Uma das grandes vantagens da GF AAS é a possibilidade de
trabalhar com amostras sélidas e, consequentemente, diminuir ao
minimo a etapa de preparo de amostra — uma etapa critica em qualquer
analise. Para tanto, a amostra deve ser moida ou macerada e inserida de
forma manual ou automatica no forno de grafite [20]. Essa alternativa se
torna atraente ao se trabalhar com amostras de dificil solucdo, como
solo, carvdo e outras.

Ha diversas vantagens, tais como: (i) minimizar a manipulagdo da
amostra (dispensando inclusive equipamentos como micro-ondas); (ii)
obtencdo rapida de resultados; (iii) uso de pequena quantidade de
amostra; (iv) evitar uso de reagentes toxicos e/ou corrosivos; (V)
diminuicdo de contaminacdo e (vi) por ndo ter diluicdo, ha um provavel
aumento na deteccdo da técnica. Porém, ha desvantagens, tais como: (i)
dificuldade de manuseio e consequente introducdo de amostra no
atomizador (requer o0 uso de acessOrios manuais ou automaticos,
ilustrados nas Figuras 1 e 2); (ii) eventual dificuldade de calibragcdo do
método (pode ser realizada com padrdo aquoso, porém ha casos que
necessitam de material de referéncia certificado) e (iii) ndo
homogeneidade das amostras, resultando em um desvio padrao relativo
(RSD) alto (acima de 20%) [20].
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FiguraL 1. Fotos do forno de grafite em um espectrometro de absorcéo
atdbmica com o sistema manual de introducdo de amostra solida
(Analytik Jena, Jena, Alemanha).

Figura 2. Foto do amostrador automatico para espectrdbmetro de
absorgéo atdmica com forno de grafite (Analytik Jena).

Quando utilizada em conjunto com a HR-CS AAS, a técnica de
andlise direta de sélidos apresenta menor risco de interferéncias
espectrais que possam impedir a realizacdo da andlise. 1sso ocorre
devido a eficécia apresentada pela correcdo de fundo da HR-CS AAS.

14. Preparo de amostras para HG AAS

O preparo da amostra para posterior analise é um fator
determinante para o0 método a ser desenvolvido. Para determinagdes em



instrumentos que trabalham apenas com amostras aquosas, a digestdo
em forno de micro-ondas é um dos meios mais utilizados. Em matrizes
complexas, a digestdo da amostra pode eliminar interferéncias na
analise, além de permitir a insercdo da amostra nos casos em quais a
suspensdo ou a amostragem sélida ndo podem ser aplicadas. Quando
feita a digestdo acida em frascos abertos, elementos volateis como As,
Hg e Se podem ser perdidos durante o processo [21].

Os resultados obtidos pela técnica de HG AAS sdo dependentes
da espécie de Se. Considerando que a digestdo em forno de micro-ondas
permite a conversdo completa de Se para a forma inorganica [14], ela se
torna 0 método mais adequado de preparo de amostra. Ela também
permite o uso de geracdo de hidretos em fluxo, que é muito mais rapido
e tem mais flexibilidade no volume de amostra aplicada quando
comparada com o sistema em batelada. Contudo, a digestdo, tanto aberta
guanto em forno de micro-ondas, utiliza grandes quantidades de acidos.
Ha casos em que até mesmo HF, &cido de dificil manuseio e alta
toxicidade, € sugerido para a digestdo de matrizes ricas em silicato.

O preparo de amostras em extracdo é amplamente empregado
junto a geracdo quimica de vapor, sendo utilizado integralmente ou
centrifugado e usado apenas o sobrenadante, dependendo do grau de
extracdo do analito para a fase aquosa. Embora o método mais usual
para o preparo de amostras contendo Se ainda seja a digestdo em micro-
ondas, é bem estabelecido o emprego de agua régia para a extracdo do
Se da matriz para 0 meio aquoso [22], sendo o HCI um &cido redutor
gue, associado ao aquecimento, é capaz de converter todo o Se (VI) a
Se(1V), Unica espécie a gerar hidretos [23].

O uso de suspensGes como método de preparo de amostras
facilita o preparo e a execucdo das analises. Isso ndo exige aparelhos
especiais, ndo ha perigo de perdas de analito devido ao calor como numa
digestdo 4cida ou numa fusdo alcalina, e a contaminagdo da amostra €
minimizada. Para o sistema em batelada do HG AAS ainda é possivel
utilizar suspensdes em granulos de didmetros maiores que no sistema em
fluxo; para esse ultimo, devem-se usar granulos minimos a fim de evitar
0 entupimento dos capilares, o que pode se tornar uma limitacdo da
técnica. Haswell et al. [24] reportaram pela primeira vez o0 uso da
técnica de suspensdo em determinacGes por HG AAS e, desde entdo,
essa técnica se consolidou.

O Se forma complexos por mecanismos de esfera externa
(ligacdes eletrostaticas) e o pH alcalino afeta essas ligaces, facilitando



a extragdo [25]. Alguns trabalhos sugerem o uso de meio bésico para a
extracdo. O uso de bases moderadas como NaOH em concentragdes
baixas, além de economicamente viavel, € menos poluente, mais seguro
e ndo exige um descarte especial, j& que pode ser facilmente
neutralizado sem gerar sais toxicos.

1.5. Determinacao de Se via espectrometria de absor¢do atdmica

Existem diversos trabalhos sobre determinacdo de Se nas mais
diferentes matrizes. Esses trabalhos exploram as mais variadas técnicas,
atingindo limites de deteccdo em niveis de ultra-traco. Técnicas
cromatogréaficas também podem ser empregadas para a determinacdo de
Se. Wang et al. [26] desenvolveram um método de determinacdo de
selenometionina e metilselenocisteina em amostras de cha verde por
cromatografia liquida acoplada a detector de fluorescéncia. A técnica de
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
também pode ser utilizada para a determinagéo de Se. Guo et al. [27]
determinaram Se em amostras bioldgicas utilizando uma mistura de gas
metano e argbnio no plasma, que reduz consideravelmente o0s
interferentes.

Dadfarnia et al. [28] utilizaram espectrofotometria indireta para
determinacdo de Se, usando iodo, o qual, ao ser reduzido pelo Se (1V),
forma o fon I*, que é pré-concentrado em fase organica por
microextragdo direta liquido-liquido, extraido e analisado via
espectrofotometria. Limites de deteccdo na faixa dos 16 pg L™ foram
encontrados para essa técnica. Tyburska e Jankowski [29] utilizaram
ICP OES para determinar via microextracdo em fase solida os hidretos
de Se gerados apds tratamento alcalino das amostras de suplementos
alimentares. Trabalhos com Se também estdo bem estabelecidos via
absorcdo atbmica. A agéncia americana de protecdo ambiental utiliza
um método de GF AAS para determinar niveis-traco de Se em &gua
potavel [30].

Por causa da baixa concentracdo de Se em amostras bioldgicas e
de solo e devido & matriz habitualmente complexa, é necessario aplicar
uma técnica analitica sensivel e seletiva para sua determinacdo. A GF
AAS e a HG AAS sdo seguidamente usadas para esse propésito. Apesar
de a resposta da HG AAS ser fortemente dependente da espécie de Se
presente, a GF AAS ¢é adequada para a determinacdo de ambos os
compostos de Se, organico e inorganico [31]. Mesmo assim, a



determinacdo exata de Se em materiais bioldgicos e no solo ainda é um
grande desafio [32, 33]. Em HG AAS, a mineraliza¢do incompleta de
compostos organicos refratarios de Se, como a selenometionina, é um
dos maiores problemas.

A combinagdo de geragdo de hidretos com aprisionamento de
hidreto e atomizacdo em forno de grafite (HG-GF AAS) parece ser a
solucdo ideal para a determinacéo de Se. Shuttler et al. [34] propuseram
0 uso de Ir como um modificador permanente para o aprisionamento de
Se e outros elementos formadores de hidretos no tubo de grafite, uma
pratica que foi posteriormente adotada com sucesso por outros [35-37].
O Ir aplicado como um modificador permanente é uma alternativa, pois
0s tubos podem ser reutilizados centenas de vezes sem realizar 0
recobrimento novamente. O uso de Ir também melhora
significativamente a sensibilidade do método e a eficiéncia da deposicdo
de hidreto em comparacdo aqueles métodos obtidos por outros tipos de
modificadores [38].

Entretanto, a primeira etapa dessa técnica combinada de HG-GF
AAS é a geracdo quimica de hidretos. No caso de Se é indispensavel que
esteja presente em sua forma inorgénica, estado de oxidacéo Se(lV), ou
seja, selenita. Isso significa que qualquer composto organico de Se
precisa ser completamente mineralizado, o que pode necessitar
condicdes extremas [39], e todo Se(VI) deve ser reduzido a Se(lV) antes
da geragdo de hidreto. Diferentes métodos de oxidagdo foram sugeridos
para converter totalmente o Se organico nos materiais biol6gicos para o
Se inorganico. A digestdo com acido nitrico, sulfdrico e perclérico na
temperatura maxima de 310 °C sob refluxo gera recuperacdo de 97 a
104% [39, 40]. A comparagdo de diversos métodos de digestdo para a
determinacdo de Se em amostras bioldgicas mostraram que somente a
mistura de HNO3 + HCIO, ou HNO3; + H,SO,4 + H,0O, geram a completa
recuperacao de Se [39]. A digestdo por forno de micro-ondas com uma
mistura de HNO; + H,0,, seguida de irradiacdo UV, conseguiu, com
sucesso, recuperar o conteido total de Se em amostras de peixes [41],
mas falhou para amostras de moluscos. Apds a digestdo, aquecer a
solucdo com 5 ou 6 mol L™ de écido cloridrico sob refluxo por 15 a 30
min foi o suficiente para reduzir todo o Se hexavalente para tetravalente
[40-43].

Sturgeon e Grinberg [44] mostram em um artigo a proposta de
trabalhar com geracdo fotoquimica de vapor, inclusive para Se(IV). No
caso, Se reage com um &cido orgénico gerando radicais ligados ao Se e,



em seguida, pode ser determinado por técnicas como CV-AAS ou GC-
MS.

Além disso, ha trés linhas do Fe em 195,950 nm, 196,061 nm e
196,147 nm, que podem causar interferéncia espectral na linha mais
sensivel do Se em 196,026 nm quando a AAS convencional com fonte
de linha (LS AAS) é utilizada [19]. Nessa regido ainda se observa
bandas de absorcdo molecular de NO e de PO com estrutura fina, que
podem causar interferéncia espectral devido a corre¢cdo com valores
inferiores ou superiores ao verdadeiro em LS GF AAS [19]. Houve
estudos que tentaram minimizar esses efeitos [45] usando molibdato de
amdnio, mas com o advento da HR-CS AAS, esse tipo de interferéncia
pode ser eliminado.

Becker-Ross et al. [46] fizeram parte dos pioneiros na
determinacdo de Se por HR-CS AAS. Na ocasido, usando o
equipamento protdtipo da técnica, foi determinado Se (assim como As)
em urina humana. Como previsto, bandas de NO e PO apareceram nas
medidas realizadas e foram corrigidas pelo algoritmo de minimos
guadrados. Os espectros de referéncia de PO e NO foram criados a partir
de (NH,4),HPO,4 e CH4N,0, respectivamente.

Apesar de todos esses desafios, ha um numero relativamente
grande de publicacbes sobre a determinacdo de Se em diferentes
matrizes. A maioria dos casos utiliza uma amostra digerida, seja ela
carne bovina [47], tecido bioldgico [48] ou até mesmo o préprio solo
[14]. Mas héa outros trabalhos que utilizam a amostra diretamente, como
sangue [49, 50].

1.6. Se em solo: conceitos gerais

De forma geral, Se em solos possui origem tanto de fontes
locais quanto regionais. Fontes locais seriam rochas (fontes geogénicas)
das quais Se pode se mover através do intemperismo e da lixiviagao,
além das fontes antropogénicas, como fertilizantes. Fontes que
adicionam Se aos solos em distancias de médio a longo alcance incluem
deposicdo atmosférica tanto de forma seca quanto Umida, derivada de
acles antropogénicas (queima de combustiveis fosseis, fundigdes de
metais, emissdes de navios, entre outros) e fontes naturais (como a
atividade vulcénica) [51].

A estratégia de biofortificacdo de Se em alimentos cultivados é
praticada em regides deficientes de Se adicionando aos solos
fertilizantes que contém Se inorganico. Isso ocorre na Finlandia [52,
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53], no Reino Unido [54, 55] e na Nova Zeléandia [56]. J& nos EUA, por
exemplo, ha adicdo de Se organico ao solo [57]. Apesar de a deficiéncia
de Se ocorrer com frequéncia, alguns solos, depésitos de minerais e
aguas sdo naturalmente ricos em Se. A exploracdo desses recursos na
pratica da agricultura pode levar a um acimulo de Se em tecidos
vegetais. Bafiuelos [58] observou o aumento de acumulacdo de Se em
brécolis e canola irrigados com agua contendo altos niveis naturais de
Se. Além disso, Bafiuelos e Freeman [59] demonstraram que vegetais
enriquecidos com Se acumularam cerca de 3 a 9 mg kg-1 de Se quando
cultivados em solos que possuem um alto nivel do elemento. Dessa
forma, usar solos naturalmente ricos em Se para cultivo pode ser uma
estratégia viavel e de baixo custo para a biofortificacdo natural. Vale
ressaltar que neste trabalho foram estudadas amostras com abundancia
natural de Se.

O fator determinante da biodisponibilidade de Se é a especia¢io
[60]. Apesar de a possibilidade de Se estar presente em suas formas
inorganicas no solo e nos alimentos cultivados, a forma predominante de
Se é geralmente organica como selenometionina (SeMet) [61],
metilselenocisteina (MeSeCys) [57, 62, 63] e y-glutamil-Se-selenometil-
selenocisteina (y-Glu-MeSeCys) [62, 63].

Nas Ultimas décadas, processos quimicos que afetam a
mobilidade de Se foram muito bem caracterizados [64]. No ambiente, Se
pode existir em diferentes estados de oxidagdo (-1, -1, 0, IV e VI) e, de
forma geral, a solubilidade de Se, e consequentemente sua mobilidade,
aumenta conforme o seu potencial redox (ou seja, em condigdes
oxidantes). O Se organico em solo pode estar presente em forma de
complexos com material orgénico e incorporado em col6ides organicos
ou organo-minerais [64-67], como ilustrado na Figura 3.
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Figura 3. Visdo geral das espécies de Se, caminhos e transformagdes
em solo, &gua, atmosfera e suas interfaces. Fluxos bidticos e abidticos,
assim como suas transformacdes, estdo indicados com flechas
correspondentes (adaptado de [51]).

Baseado nas constantes de dissociacdo de acido (pKa), o acido
selenioso (H,SeOs) e o acido selénico (H,SeO,) sdo anibnicos sob
condi¢cdes ambientais comuns [68], em forma de selenito e selenato. Se
em estado de oxidacdo (-11), existe como seleneto de hidrogénio gasoso,
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por exemplo. Varios estudos reportam que as bactérias presentes no solo
podem formar Se(0) em tamanho nano a partir de selenato e selenito
[69-73], mas ndo se sabe a importancia disso nos ambientes naturais.
Além disso, formas organicas volateis de Se, como dimetil seleneto
(DMSe) e dimetil diseleneto (DMDSe) podem estar presentes nos solos
[74].

Devido a forma anibnica do Se, forcas eletrostaticas
predominam nas interacbes no solo [68]. A mobilidade e a
biodisponibilidade de Se inorganico no ambiente sdo maiores com o
aumento do pH, assim como a diminuicdo de terra e 6xido de ferro no
solo [75]. Material organico de solo é conhecido por influenciar a
retencdo de Se nos solos [76]; entretanto, 0s mecanismos das interaces
entre ambos sdo praticamente desconhecidos. Ha trés hipo6teses que
explicam a retencdo: (i) a matéria organica possui sitios de sor¢do, o que
facilita a complexagéo direta com Se [76-78]; (ii) complexacdo indireta
com complexos metélicos com material orgénico [76, 79]; ou (iii)
reducdo microbidtica e incorporacdo em aminoacidos, proteinas e
matéria organica natural [80, 81]. Dependendo do tipo de ligacdo, Se
pode ser facilmente mobilizado (através do ajuste de pH, por exemplo)
ou imobilizado (incorporacéo covalente ao material organico) [51].

O diagrama de Pourbaix, proposto pelo quimico russo Marcel
Pourbaix, também conhecido como diagrama potencial/pH ou Eh/pH, é
uma representacdo grafica das possiveis fases de equilibrio estaveis de
um sistema eletroquimico. As linhas representam as fronteiras entre as
areas de estabilidade das varias espécies ibnicas de um determinado
elemento, tal como deduzido a partir da equacdo de Nernst [82].
Partindo dos dados que a Figura 4 ilustra com o diagrama para o Se,
Se(VI) é a espécie de maior presenca em um ambiente com pH bésico,
Se(1V) com um pH neutro e Se(-11) com um pH &cido.
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Figura 4. Diagramas de Eh/pH para o sistema Se-O-H. O presente
diagrama foi obtido por uma concentragdo de Se 10™ mol kg™ a uma
pressdo normal 105 Pa (adaptado de [82)].

1.7. Se em solo: determinacéo e anélise de especiacao

De forma geral, Se em solo é determinado com técnicas que
requerem um preparo de amostra. Supriatin et al. [83] extrairam,
determinaram e realizaram a analise de especiacdo de Se em solos dos
Paises Baixos efetuando a extracdo via oxidacdo com NaOCI para o Se
organico e com oxalato de amonio para o Se inorganico. Para fazer a
determinacdo do Se inorganico, a técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (HPLC-ICP-MS) foi empregada e para o total,
foi utilizado um balangco de massas. Tolu et al. [84] também usaram
HPLC-ICP-MS para executar a analise de especiacdo. ICP-MS pode ser
acoplada a outras técnicas para 0os mesmos fins, como a cromatografia
liquida [85]
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Ja Ghasemi et al. [86] desenvolveram um método para a andlise
de especiacdo e pré-concentracdo que usa uma microextracdo em fase
liqguida com fibras ocas antes de inserir a amostra em um forno de
grafite (GF AAS) e posterior determinacdo. Saygi et al. [87] também
usaram GF AAS, porém realizaram a extracdo em fase sélida. Ha
inimeros outros trabalhos com técnicas distintas, como eletroforese
capilar com deteccdo UV [88], voltametria [89] e fluorimetria [90].

Todos esses métodos citados possuem bons valores de limites
de deteccdo e quantificacdo. No entanto, existem desvantagens. A
primeira delas é o tempo para as analises. Além de requerer um preparo,
a amostra deve passar por dois sistemas distintos a fim de realizar a
determinacdo e analise de especiacdo. Nesses casos, apesar de a técnica
de ICP-MS ser rapida, a cromatografia torna-se a etapa lenta do
processo. Outro ponto negativo é o custo. O equipamento de ICP-MS
por si s0 ja é caro, e 0 acoplamento a um cromatografo o encarece ainda
mais. As técnicas de voltametria e fluorimetria se destacam neste caso,
porém ainda permanece 0 ponto negativo de preparo de amostra para a
fluorimetria.

Portanto, o objetivo deste trabalho é justamente desenvolver um
método réapido, que requer um preparo minimo de amostra e que, no fim,
seja de custo moderado. Em outras palavras, determinacdo de Se por
AAS com analise direta de s6lidos. Ndo ha trabalhos reportados na
literatura que determinem Se em amostras de solo diretamente dessa
forma.
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2. OBJETIVOS
2.1. Obijetivos gerais

O presente trabalho tem como principal objetivo o
desenvolvimento e a otimizagdo de métodos analiticos que possam ser
aplicados rotineiramente na determinacdo de Se em amostras de solo,
tanto por espectrometria de absor¢do atémica de alta resolucdo e fonte
continua com forno de grafite, por andlise direta de sélidos (HR-CS SS-
GF AAS), como com extracdo alcalina e por HG AAS.

2.2. Obijetivos especificos

Para a determinagdo de Se em solo via anlise direta de solidos:

« A otimizacdo do programa de temperatura através de curvas de
pirdlise e atomizagdo em padrdes aquosos e na amostra;

* Realizar um estudo do uso de modificadores com mais curvas
de pirdlise e atomizacao nos padrfes aquosos € ha amostra;

« Correcdo do fundo estruturado devido a presenca das moléculas
de NO e PO;

« Avaliacdo da precisdo e exatiddo do método proposto utilizando
materiais de referéncia certificados;

+ Aplicagdo do método desenvolvido nas amostras.

Para a determinacdo de Se em solo via extracao alcalina:

« Definir os pardmetros do programa de temperatura do
espectrometro de absor¢do atdmica;

« Otimizar as concentra¢fes dos reagentes envolvidos na etapa de
geracdo de hidretos: NaBH,4, NaOH e HClI,

« Encontrar as concentracfes e condigdes 6timas para o preparo
da amostra: solugdo extratora, agitacéo, ultrassom e tempo de repouso;

+ Avaliacéo da preciséo e exatiddo do método proposto utilizando
materiais de referéncia certificados;

« Aplicacdo do método desenvolvido nas amostras;

« Comparar os valores obtidos pelo método desenvolvido com o
método de analise direta de sélidos e verificar o fracionamento de
Se(1V) e Se(VI).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Parte 1: desenvolvimento de método para a determinacéo de
Se via analise direta de sélidos e analise das amostras

3.1.1. Instrumentacdo

Todas as medidas foram realizadas no espectrdmetro de
absorcdo atdmica de alta resolucdo com fonte continua contrAA 600
(Analytik Jena AG, Jena, Alemanha) que possui um atomizador com
tubo de grafite aquecido transversalmente. O instrumento é equipado
com uma lampada de arco curto de xenénio de 300 W, operando em
modo hot-spot, que serve como fonte de radiacdo continua para o
comprimento de onda entre 185 e 900 nm; um monocromador duplo de
alta resolucéo, que consiste em um monocromador de prisma para a pré-
separacao da area espectral e um monocromador com rede echelle para a
alta resolucdo. O espectrdmetro foi controlado por um computador com
processador “AMD Athlon 64, 2,21 GHz, utilizando um programa de
aquisicao de dados desenvolvido por Analytik Jena. A linha principal do
Se em 196,026 nm foi usada para a sua determinacdo. Todas as medidas
foram feitas com 300 scans por leitura, com uma integracdo de 10 ms
cada.

A técnica de forno de grafite foi usada exclusivamente para
todas as analises. Um sistema manual para introducdo de amostras
solidas SSA 6 (Analytik Jena), consistindo em uma pinga pré-ajustada,
foi usado para introduzir as plataformas de amostragem sdlida (Analytik
Jena, Part No. 407-152.023) em tubos de grafite para andlise solida sem
o orificio de injecdo (Analytik Jena, Part No. 407-A81.303).

As amostras foram pesadas em uma microbalanca M2P
(Sartorius, Géttingen, Alemanha) diretamente nas plataformas de
amostragem solida. Foram usados tubos de grafite com recobrimento
pirolitico e plataforma PIN integrada (Analytik Jena, Part No. 407-
A81.025) e um amostrador automatico MPE 60 para as medidas das
solucdes padrdes. A absorvancia integrada de trés pixels foi considerada
(“peak volume selected absorbance, PVSA, Ayxzin) [88], resultando na
melhor razao sinal/ruido. Argdnio com pureza de 99,996% (Air Liquid,
Floriandpolis, Brasil) foi utilizado como gas de protecdo e purga. O
programa de temperatura usado para a determinacgao de Se esta mostrado
na Tabela 1.
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Tabela 1. Programa de temperatura para a determinagdo de Se nas
amostras de solo; vazdo de gés argdnio 2,0 L min™ em todas as etapas
exceto na atomizacgdo, durante a qual a vazao foi desligada.

Etapa Temperatura / °C Rampa/°Cs* Permanéncia/s
Secagem 110 5 10
Pirolise 1.400 300 15
Atomizacdo 2.100 3.000 5
Limpeza 2.500 500 6

As avaliacdes estatisticas foram feitas com auxilio do programa
InStat, versdo 3.0 (GraphPad Software Inc.). Para comparacdo de duas
médias foi usado o teste t-student. Para a comparagdo de trés ou mais
médias, foi usada a analise de variancia (ANOVA), com o teste de
multiplas comparac6es de Tukey-Kramer, com um nivel de confianca de
95%.

3.1.2. Reagentes

Todos os reagentes usados neste trabalho possuiam no minimo
grau analitico de pureza. Acido nitrico (Merck, Darmstadt, Alemanha)
foi bi-destilado abaixo da temperatura de ebulicdo em destilador de
quartzo (Kirner Analysentechnik, Rosenheim, Alemanha). Agua
destilada e deionizada obtida de um sistema Mega ROUP Megapurity
(Equisul, Pelotas, Brasil) com uma resistividade especifica de 18 MQ
cm foi usada para a diluicdo das amostras e preparacdo das solugdes de
calibracdo. Todos os frascos foram limpos com &cido nitrico 30% v/v
por 24 h e, em seguida, com agua deionizada por trés vezes antes de
serem usados.

Os padrfes de Se inorganico usados foram preparados através
de uma série de diluicdes com agua de uma solucdo estoque contendo
1.000 mg L™ de Se, a qual foi preparada a partir de um concentrado de
Titrisol (Merck). Ru foi empregado como um modificador permanente.
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Uma solucéo estoque contendo 1.000 mg L™ de Ru (Fluka, Buchs,
Suica) foi utilizada para o recobrimento da plataforma. Dez injecoes
repetidas de 40 pL da solucdo estoque, cada qual seguida por um
programa de temperatura especifico (veja Tabela 2), foram realizadas
para recobrir a plataforma com um total de 400 pg de Ru. O mesmo
procedimento foi seguido com dois modificadores alternativos: Pd 1.000
mg L™ (Merck) e Zr 1.000 mg L™ (Merck). A mistura de 0,05% m/v Pd
e 0,03% m/v Mg, ambos como nitratos (Merck), com 0,05% de Triton
X-100 (Union Carbide), foi usada como modificador em solucdo,
injetada diretamente sobre as amostras sélidas. Para a geracdo do
espectro molecular de referéncia de NO e PO, foram usadas solugfes
obtidas através de ureia (CH,N,O), di-hidrogenofosfato de amoénio
(NH,H,PO,) e cloreto de sddio (NaCl) diluidos com agua deionizada a
concentragdes de 10, 2 e 5 g L™, respectivamente.

Tabela 2. Programa de temperatura utilizado para a deposi¢do
permanente do modificador ruténio na plataforma SS. Vazao de gas: 2,0
L min™ em todas as etapas [91].

Etapas Temperatura/°C ~ Rampa/°Cs'  Permanéncia/s

1 130 10 40
2 160 10 50
3 1000 20 25
4 1400 100 5
5 2000 100 5

Os seguintes materiais certificados de referéncia (CRM) foram
utilizados:  MURST-ISS-A1, “sedimento  marinho  antartico”
(Programma Nazionale di Ricerche in Antartide, Instituto Superiore di
Sanita, Roma, Italia), BCR-142, “solo arenoso leve” (European
Community Bureau of Reference, Brussels, Bélgica), MESS-3 e PACS-
2 “sedimentos marinhos” (National Research Council Canada, Ottawa,
Canada).
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3.1.3. Preparacéo das amostras

As amostras foram coletadas por uma campanha [13] em 12
Estados brasileiros (Figura 5) em sacos de polietileno e armazenadas a -
18 °C. Em cada ponto foram coletadas as amostras em trés diferentes
niveis de profundidade (0 a 7,5, 7,5 a 15 e de 15 a 30 cm), como a
Figura 6 ilustra. No laboratorio, elas foram secadas em uma estufa a
uma temperatura de 50 a 60 °C por 24 h, permitindo que esfriassem sob
silica gel e armazenadas em frascos de polietileno. Primeiramente, todas
as amostras foram maceradas manualmente em um gral de 4gata até que
0 material passasse a ter um diametro de cerca de 0,5 mm. Raizes e
materiais de plantas foram removidos durante esse procedimento. Mais
maceramento foi feito por 20 min a 300 rpm em um moinho de bolas
(Fritsch Pulverisette modelo 05.102) com frascos de agata, tampas e
bolas. Apos isso, as amostras passaram novamente por uma peneira de
laboratério de 0,1 mm e armazenadas em frascos de polietileno até que
fossem analisadas. Um numero de amostras sélidas da campanha de
coleta foi analisado para mostrar a aplicabilidade do método
desenvolvido em amostras reais.
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Figura 5. Estados onde ocorreram as coletas de amostras de solo.
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Figura 6. Sistema de amostragem realizado nas &reas de coleta de
amostras de solo e exemplos de profundidade.

3.2. Parte 2: determinacdo de Se em solo por HG-GF AAS e
extracdo alcalina

3.2.1. Instrumentagdo

Todas as medidas foram realizadas no espectrémetro de
absorcao atdbmica AAS 5 EA (Analytik Jena) com correcdo de fundo via
lampada de deutério, equipado com um atomizador de tubo de grafite
aquecido transversalmente e um sistema de geracdo de hidretos modelo
HS1 (Analytik Jena). Uma lampada de catodo oco de Se (Analytik Jena)
foi usada como fonte de radiacdo e operada com uma corrente de 13,0
mA (comprimento de onda 196,0 nm, banda espectral de 0,8 nm). O
espectrometro foi operado com um computador IBM PC/AT. O sistema
de geracdo de hidretos foi utilizado no modo de fluxo continuo e os
hidretos gasosos foram introduzidos no tubo de grafite pré-aquecido,
usando um amostrador automatico modelo MPE 50 (Analytik Jena),
equipado com um capilar de ago inoxidavel. Uma bomba com quatro
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canais de bombeamento com mangueiras foi empregada para transportar
a amostra, 0 agente redutor e o acido para a bobina de reacdo; o quarto
canal foi usado para transportar o descarte do separador de gas — liquido
para o recipiente apropriado. O separador de gas — liquido foi um frasco
modificado de 25 mL com um largo volume morto, sendo que metade
era preenchida por esferas de vidro com 5 mm de didametro.

Tubos de grafite com recobrimento pirolitico sem plataforma
(Analytik Jena Part No. 407-A81.011) foram usados exclusivamente e
recobertos com 200 ug de Ir, através de cinco deposicdes de 40 uL de
uma solucdo estogque com 1.000 mg L™ e executando o programa de
temperatura exibido na Tabela 3 apds cada injecdo. O programa de
temperatura para aprisionar o seleneto de hidrogénio e a atomizagéo do
Se é mostrado na Tabela 4. Para evitar a perda de modificador
permanente em altas temperaturas, a limpeza foi fixada a 2.200 °C; o
que foi suficiente, pois ndo foram esperados residuos no tubo de grafite
utilizando essa técnica. Absorvancia integrada (area de pico) foi usada
exclusivamente para a validacdo do sinal e todos os valores foram a
média de, pelo menos, trés medidas sucessivas.

Tabela 3. Programa de temperatura do forno de grafite para a deposicéo
do modificador permanente iridio na plataforma de grafite. Vazéo de
gas: 2,0 L min™ [91].

Etapas Temperatura/°C ~ Rampa/°Cs*  Permanéncia/s

1 90 5 40
2 110 1 40
3 130 1 40
4 1200 300 25
5 2100 500 10

6 2100 0 5
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Tabela 4. Programa de temperatura do forno de grafite para o sequestro
do seleneto de hidrogénio e a atomizagdo do selénio. Vazdo de gas de
arraste: 0,3 L min™,

Etapas Temperatura/°C Rampa/°Cs*  Permanéncia/s

Coleta 500 100 30
Atomizacdo 2.100 2.000 5
Limpeza 2.200 100 3

Um banho de ultrassom modelo Ultracleaner 1450 (Unique,
Brasil) foi usado para a extracdo de Se das amostras de solo. Todas as
medidas comparativas foram feitas empregando a técnica desenvolvida
na parte 1 deste trabalho.

3.2.2. Reagentes

Agua destilada e deionizada obtida de um sistema Mega ROUP
Megapurity (Equisul, Pelotas, Brasil) com uma resistividade especifica
de 18 MQ cm foi usada para a diluicdo das amostras e preparagdo das
solucdes de calibracdo. A solucdo padrdo para Se inorgénico, contendo
1.000 mg L™ de Se, foi preparada a partir de um concentrado de Titrisol
(Merck). Para a digestdo das amostras, HNO3 (67%, Fluka) e HCI
(37%, Fluka) foram bi-destilados abaixo da temperatura de ebuligdo em
destilador de quartzo (Kurner Analysentechnik, Rosenheim, Alemanha).
Uma solucéo padrao de Ir contendo 1.000 mg L™ (Merck) foi usada para
0 recobrimento do tubo de grafite. NaBH4 (Purum, Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha), NaOH (Merck) e HCI (Fluka) foram usados para
a geracdo de hidretos. Todos 0s reagentes possuiam no minimo grau
analitico de pureza. Algumas gotas de Anti-Foam A (Sigma-Aldrich)
foram adicionadas as amostras que causavam espuma durante a geracgao
de hidretos. Todas as amostras foram preparadas e homogeneizadas em
frascos de polipropileno de 50 mL.

O CRM MURST-ISS-A1, “sedimento marinho antartico”,
também usado no desenvolvimento do método da primeira parte deste
trabalho, foi utilizado para todas as otimiza¢des. O método desenvolvido
foi aplicado no CRM BCR 142R, “solo arenoso leve” (Institute for
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Reference Materials and Measurements, Bélgica), assim como nas
amostras de solo de diferentes regides do Brasil, vindas da campanha,
também descrito na parte anterior (3.1.3).

3.2.3. Preparacdo das amostras

A coleta e o tratamento das amostras usadas estdo descritos na
parte 3.1.3 deste trabalho. Para a digestdo das amostras, foi seguido o
procedimento descrito na literatura [14]: antes de cada programa de
digestdo, os frascos de PTFE foram imersos por 12 h em &cido nitrico
diluido (10% v/v  HNO3) a temperatura ambiente, seguido por um
programa de limpeza usando &cido nitrico de grau reagente (65% v/v) e
0 programa de limpeza do forno de micro-ondas recomendado pelo
fabricante. Para a digestdo das amostras de solo, 2,5 mL de HNO3
concentrado (65% v/v) e 7,5 mL de HCI (37% v/v) foram adicionados a
cerca de 1,0 g de amostra de solo no frasco de PTFE. Os frascos foram
fechados e o seu contetdo misturado por 5 min utilizando um banho de
ultrassom. Apds isso, os frascos fechados foram removidos do banho e
deixados sob pressdo atmosférica por 30 min. Finalmente, os frascos
foram introduzidos no forno de micro-ondas e o programa de digestdo
da Tabela 5 foi utilizado. Para evitar formacdo de espuma e
espalhamento do liquido, os frascos foram resfriados a temperatura
ambiente por 30 min depois do término do programa de digestdo,
abertos cuidadosamente e agua foi adicionada para preencher o volume
até 40 mL. Apds esse procedimento, Se foi determinado por HG-GF
AAS usando o0 método desenvolvido neste trabalho.

Tabela 5. Condigdes para a digestdo parcial do filtro com agua régia em
um forno de micro-ondas TOPwave.

Parametro Valor
Temperatura / °C 190
Presséo / bar 40
Rampa / min 1

Tempo / min 25
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Para a extragdo de Se das amostras de solo usando solugdo
alcalina e posterior determinacdo por HG-GF AAS, cercade 0,3a 0,6 g
de amostra ou CRM foram pesados em frascos de polipropileno e 20 mL
de solucdo extratora de NaOH foram adicionados. Em seguida, a
amostra foi deixada em repouso a temperatura ambiente por 24 h,
seguida de 30 min de banho ultrassom para a subsequente determinacao
via HG-GF AAS. A reacdo foi feita com NaBH4 1% / NaOH 0,5% e 3
mol L™ de HCI. O aprisionamento em tubo de grafite recoberto com Ir
como modificador permanente foi em 300 °C, seguido pelo programa de
temperatura descrito na Tabela 2.

Para efeitos de comparacdo foram usados os valores obtidos
pelo método desenvolvido na parte 1 deste trabalho.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Parte 1: desenvolvimento de método para a determinacéo de
Se com andlise direta de sélidos

4.1.1.  Curvas de pirdlise e atomizacéo

As curvas de pirélise e atomizacdo para Se usando uma solugédo
padrdo aquoso e varios modificadores sdo mostradas na Figura 7. O
modificador Pd e Mg, adicionado em solucgdo, claramente apresentou 0s
melhores resultados, seguidos dos modificadores permanentes Ru e Ir.
Pd usado como um modificador permanente pdde estabilizar o Se
apenas até a temperatura de 900 °C, a qual é bem inferior a 1.400 °C,
gue pode ser utilizada com os outros modificadores. O uso do Zr como
modificador permanente resultou inequivocamente nos menores valores
de absorvancia integrada de Se.
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Figura 7. Curvas de pirdlise (simbolos preenchidos) e atomizacdo
(simbolos vazios) obtidas com HR-CS GF AAS para o padrdo de Se 50
Mg g'l em solucdo aquosa com os modificadores Ru (m,0), Zr (A ,A), Ir
(e,0), Pd (%k,¥) e Pd + Mg em solugdo (<«,<). Temperatura de
atomizacéo, T, = 2.100 °C para a pirélise e temperature de pirolise, Ty
= 1.400 °C para a atomizagéo, exceto para o Pd, Ty = 900 °C.
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Usando os dados obtidos com a solucdo padrdo aquoso, curvas
de pirdlise e atomizacdo também foram desenvolvidas para a amostra
solida de solo empregando modificadores que apresentaram melhor
perfomance: Pd + Mg em solugdo e Ru como modificador permanente,
respectivamente. Entretanto, os resultados foram irreprodutiveis em
todas as temperaturas e para ambos os modificadores (Figura 8).
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Figura 8. Curvas de pirdlise e atomizacdo obtidas por HR-CS GF AAS
para o Se, em uma amostra sélida de solo S08, com os modificadores Ru
(m, 0) e Pd+Mg em solugdo (A, A) com Ty = 2.100 °C para a pirdlise e
Tpir = 1.400 °C para a atomizagao.

Para solucionar esse problema, diferentes estratégias foram
investigadas. Um trabalho publicado por Zando et al. [49] para a
determinacdo de Se em amostras de sangue sugeriu 0 uso de um
modificador permanente, no caso uma mistura de W e Rh, e, juntamente
com a amostra, a co-injecdo de uma solucdo de RhClz. A reproducéao
dessa técnica ndo se mostrou eficaz no caso de andlise direta de sélidos
em amostras de solo, mas a ideia de usar um estabilizante termal
injetado simultaneamente com a amostra foi investigada.

Estudos como usar modificadores permanentes (Ru e Ir) e a co-
injecdo de um modificador em solugdo, como Pd+Mg, ndo foram
eficazes. Entretanto, uma estratégia mostrou-se promissora: o uso de Ru
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tanto como modificador permanente depositado na plataforma quanto
injetado em solugdo sobre a amostra s6lida. A Figura 9 mostra o
resultado desse experimento, que acabou se revelando apropriado para a
determinacdo de Se em amostras de solo. Dessa forma, as condigdes
obtidas pelo experimento, ou seja, 1.400 °C para a temperatura de
pirdlise e 2.100 °C para a temperatura de atomizacdo foram adotadas
para as investigacgdes futuras.
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Figura 9. Curvas de pirdlise (m) e atomizagdo (o) obtidas por HR-CS
SS-GF AAS para 0 Se, na amostra de solo S08, usando Ru como
modificador permanente e também adicionando em solucdo sobre a
amostra solida; T, = 2.100 °C para a pirdlise e T, = 1.400 °C para a
atomizacao.

4.1.2. Correcao de fundo

Todas as amostras de solo exibiram um fundo de absorcédo
descontinuo, como é mostrado na Figura 10. Esse fundo foi identificado
como causado principalmente pelas moléculas de NO e PO. Espectros
de referéncia para essas duas moléculas precisavam ser estabelecidos
para a corre¢do da interferéncia espectral.
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Figura 10. Espectro de absorvancia em fungdo do comprimento de onda
e tempo para 0 Se em uma amostra de solo, utilizando modificador
permanente Ru e também em solucdo, nas vizinhangas da linha analitica
em 196,026 nm, Ty, = 1.400 °C; T, = 2.100 °C. Apenas a corre¢do para
eventos continuos esta aplicada.

Em primeira instancia, um espectro para cada molécula foi
estabelecido usando 20 L de &cido nitrico e fosférico para os espectros
de NO e PO, respectivamente, e usando 0 mesmo programa de
temperatura mostrado na Tabela 1. Porém, apenas a adi¢do de um acido
em um tubo de grafite normalmente ndo causaria a geracdo dos
espectros desejados. Acredita-se que a formagdo ocorreu devido a um
efeito de memoria das amostras de solo intensificado com a presenca
dos &cidos. Para que a duvida fosse sanada, espectros de NO e PO foram
estabelecidos seguindo outra metodologia: 20 uL de uma solugéo aquosa
contendo (NH,),HPO, 2 g L™ foram introduzidos no forno de grafite,
resultando no espectro de excitacdo eletrdnica com estrutura rotacional
fina da molécula de PO [46]. Ja para a geracdo do espectro de NO, foi
utilizado CH4N,O (ureia) de concentracdo 10 g L™ [46]. Para os dois
casos, 0 mesmo programa de temperatura da Tabela 1 foi seguido.

Com os espectros de NO e PO em méos, foi adotada a corre¢do
de fundo por minimos quadrados (LSBC) nas medidas das amostras de
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solo, utilizando um algoritmo oferecido pelo software do equipamento
de HR-CS AAS.

A Figura 11 mostra o espectro de absorvancia para a mesma
amostra de solo da Figura 10 ap6s a subtracdo dos espectros de NO e PO
usando LSBC. O espectro corrigido mostra apenas o sinal de Se e as
linhas conhecidas de Fe em sua vizinhanca. Essas linhas, entretanto, sdo
bem separadas no comprimento de onda da linha analitica, ndo causando
interferéncia em HR-CS GF AAS. As linhas de Fe estiveram presentes
em todas as amostras de solo investigadas neste trabalho.

0,3

Absorvancia

Tempo /s

Comprimento
de onda/nm

Figura 11. Espectro de absorvancia em fungdo do comprimento de onda
e tempo para 0 Se em uma amostra de solo, utilizando modificador
permanente Ru e também injetando-o em solucédo, nas vizinhangas da
linha analitica em 196,026 nm, T, = 1.400 °C; T, = 2.100 °C. A
correcdo para eventos continuos esta aplicada, assim como a LSBC com
o0s espectros de NO e PO.

4.1.3. Parametros de mérito

Ap6s a otimizacdo de todas as condicBes analiticas, como o
programa de temperatura e os modificadores, uma curva de calibracdo
foi estabelecida e os parametros de mérito foram determinados. A
equacdo de regressdo linear, o coeficiente de correlacdo (R), a massa
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caracteristica (mg), o limite de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ)
para Se sdo mostrados na Tabela 6. A massa caracteristica é a massa de
um analito necessaria para gerar uma absorvancia integrada de 0,0044 s.
O valor de 50 pg encontrado neste trabalho est4 proximo ao valor de 40
pg reportado na literatura para um tubo aquecido transversalmente [19].
O LOD ¢ determinado através do calculo de trés vezes o desvio padréo
de 10 medidas do branco, dividido pela inclinagdo da curva de
calibracdo; o LOQ é baseado em dez vezes 0 desvio padrdo das mesmas
medidas. Em analise direta de solidos, o branco é normalmente
calculado seguindo a “resposta de massa zero”, isto ¢, a inser¢do
repetida de uma plataforma de analise sélida vazia que contenha apenas
o modificador, e rodando em um programa de temperatura completo
[92].

Tabela 6. Parametros de mérito para a determinacéo de Se com HR-CS
SS-GF AAS.

Parametro Se
Equacdo da Reta Aint = 0,0937 mge + 0,0191
R 0,9989
LOD/ngg* 30
LOQ/ng g™ 100
Mo / pg 50

4.1.4. Analises das amostras de solo e de CRM

Os resultados obtidos para Se em diferentes amostras de solo e
trés CRM usando HR-CS GF AAS e analise direta de sélidos estéo
exibidos na Tabela 7. Também estdo mostrados os resultados obtidos em
um trabalho anterior [14] com as mesmas amostras, mas determinadas
por HG-GF AAS apds uma digestdo assistida por micro-ondas. N&o
houve uma diferenca significativa nesses dois resultados, baseados em
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um teste t-student de 95% de intervalo de confianca. Os valores obtidos
para os trés CRM também confirmam que o método proposto usando
HR-CS SS-GF AAS com calibracdo aquosa oferece resultados exatos. A
precisdo, expressa em desvio padrdo relativo (RSD), foi melhor que
10% em todos os casos, 0 que é aceitavel para uma andlise direta de
solidos, considerando a homogeneidade da amostra e as pequenas
porcdes usadas para determinacéo.

Na realidade, a precisdo obtida com o método comparado, HG-
GF AAS, nao foi significativamente diferente do método proposto,
ainda que as amostras tenham sido digeridas com acidos no trabalho
desenvolvido anteriormente. Isso, portanto, € uma vantagem, pois ha um
nimero de procedimentos que devem ser seguidos para o preparo de
amostras. Outro aspecto € o nimero e a quantidade de reagentes que
devem ser usados para HG-GF AAS em compara¢do com HR-CS SS-
GF AAS, que s6 requer o modificador quimico.

Por fim, mas ndo menos importante, ha a questdo do manuseio
da amostra. Usando HR-CS SS-GF AAS, uma Unica medida demora
cerca de 5 min (sem considerar um preparo minimo da amostra), que
consequentemente se tornam 15 min em uma andlise em triplicata.
Considerando isso, é possivel realizar andlises de 25 a 30 amostras por
dia, incluindo o tempo para a calibragdo, recobrimento para as
plataformas, etc. Esse manuseio é cerca de cinco vezes melhor que no
caso de HG-GF AAS, principalmente devido & extensa preparacdo de
amostra necessaria, 0 que significa que o método proposto vai ao
encontro da expectativa de uma determinacdo de rotina para Se em um
grande nimero de amostras.
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Tabela 7. Resultados obtidos para a determina¢do de Se em amostras de
solo e CRM; todos os valores determinados sdo a média + o desvio
padrdo de n = 3.

Amostra Valor Concentragéo RSD / %
certificado encontrada/ng g™
/ugg*  HG-GF AAS* HR-CS
SS-GF AAS

S01 (F/IRTAM) - 604 + 15 630 + 15 2,5
S02 (C/CG/MS) - 113+ 130+ 10 7,7

6,5
S03 (F/ITA/PA) - 419+18 405 + 20 5,0
S04 (C/VAIRS) - 248 £ 11 280 = 20 7,1
S05 (C/LA/SC) - 262 + 20 250 + 25 10
S07 (C/PAICE) - 599 + 24 550 + 20 3,6
S08 (F/FL/SC) - 406 + 19 420 + 20 4.8
S09 (C/SH/GO) - 215+ 21 200 £ 20 10
S10 (C/CU/PR) - 370+ 12 350 + 10 2,9
MURST-ISS-A1  2,2+0,1* 2076+ 2.050 £ 150 73

129
MESS-3 0,72 £ 0,05 - 690 = 30 4,3
PACS-2 0,92+0,22 - 880 + 50 5,7

*Valor informado, nédo é certificado.
4.1.5. Limites da técnica proposta

Problemas por correcdo de fundo, principalmente com
moléculas diatdmicas, como NO e PO, limitam a determinacdo de Se
por LS GF AAS, até mesmo tornando-a impossivel. No caso de HR-CS
GF AAS, por serem eliminadas por LSBC, ndo ha essa dificuldade. A
presenca de Fe também ndo é um problema, pois as trés linhas de
absorcdo desse elemento nas vizinhangas da linha de Se sdo bem
separadas. Silica, outra substancia que é encontrada com frequéncia em
alta concentracdo em solo, também ndo apresenta problemas, pois a
banda de absorcdo da molécula SiO € localizada entre 210 e 260 nm
[19] e nenhuma absorcéo foi observada abaixo de 200 nm.

Porém, um problema ainda ndo mencionado foi encontrado
durante as investiga¢@es. Originalmente, um CRM estava incluso: BCR-
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142, “solo arenoso leve” (European Community Bureau of Reference,
Brussels, Bélgica). Ndo foi possivel determinar Se neste CRM.
Imediatamente apds a adi¢cdo do modificador Ru em solucdo sobre a
amostra ocorreu um borbulhamento e, ap6s a reacdo ter sido finalizada e
a andlise no espectrometro ter sido feita, nenhum sinal de Se foi
detectado. Esse problema ndo foi investigado a fundo, pois nenhuma
outra amostra apresentou esse comportamento. Uma explica¢do para
esse fendmeno seria 0 CRM conter uma quantidade significativa de
calcario, e uma alta concentracdo de &cido presente na solucéo de Ru ter
gerado CO,. De alguma forma, o Se foi perdido nessa reacdo violenta e
um possivel mecanismo que explicaria 0 que ocorreu ndo sera proposto
neste trabalho. Outra simples possibilidade é 0 CRM estar contaminado
com alguma substancia que tenha causado a reacdo. Como CRM é um
material UGnico e costuma ser caro, testes com um BCR-142
supostamente limpo ndo puderam ser feitos. Dessa forma, a analise com
esse material foi descartada.

De qualquer modo, como mencionado anteriormente, essa foi a
Unica amostra que apresentou esse comportamento, podendo servir
como alerta de que esse método ndo é aplicavel em qualquer tipo de
amostra de solo.
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4.2. Parte 2: determinacédo de Se em todas as amostras de solo
disponiveis

Com o método desenvolvido na primeira parte deste trabalho
determinou-se o contetdo total de Se em todas as amostras de solo
disponiveis da campanha de coleta. Como discutido anteriormente, essa
campanha teve como objetivo coletar amostras de solos em 12 Estados
brasileiros, desde 0 Amazonas e Para no extremo norte até o Rio Grande
do Sul, no extremo sul.

Os valores de Se estdo dispostos nas Tabelas 8, 9 e 10. Vale
ressaltar que a sigla da amostra representa o Estado no qual ela foi
coletada, como detalhado na Figura 5. Ja a letra indica a profundidade
no solo (“a” sendo 0 — 7,5; “b” 7,5 — 15 cm e “c” 15 — 30 cm). Por fim,
0 numero é referente a area de coleta na regido escolhida, seguindo o
padrdo exemplificado na Figura 6.

Os resultados dispostos nas Tabelas 8, 9, 10, 11, 12 e 13
referem-se exatamente aos valores dependentes do nivel de
profundidade das amostras coletadas. J& os valores encontrados na
Tabela 7, na secdo anterior, dizem respeito as amostras “pool”, ou seja,
uma mistura conforme a Figura 12 ilustra.
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Tabela 8. Resultados obtidos para a determinagdo de Se em amostras de
solo e CRM por HR-CS SS-GF AAS; todos os valores determinados sao
a média + o desvio padrdo de n = 3.

Amostra Concentragdo Amostra Concentracdo Amostra Concentragao
encontrada / encontrada / encontrada /

ug g™ g g™ ug g™

AM 1la 19,0+ 3,0 AM 1c 105+25 AL 1b 105+2,5
AM 2a 15,0+2,5 AM 2c 115+15 AL 2b 8,00+ 0,5
AM 3a 16,0+ 3,0 AM 3c 105+15 AL 3b 8,00+ 0,5
AM 4a 14,0+2,0 AM 4c 95+1,0 AL 4b 9,00+1,0
AM 5a 14,0+ 3,0 AM 5c 10,0+1,0 AL 5b 105+1,5
AM 6a 10,0+ 3,0 AM 6¢C 70+0,5 AL 6b 9,50+1,0
AM 7a 17,0+ 3,5 AM 7c 12,0+ 25 AL 7b 11,7+1,3
AM 8a 12,0+ 2,0 AM 8c 6,50 £ 0,5 AL 8b 125+1,0
AM 9a 70+0,5 AM 9c 50+0,5 AL 9b 135+15
AM 10a 8,0+1,0 AM 10c 6,0+0,5 AL 10b 135+1,0
AM 1b 17,5+4,0 AL la 12,0+ 25 AL 1c 85+25
AM 2b 145+3,0 AL 2a 10,0+1,0 AL 2c 7,0+0,5
AM 3b 15,0+ 3,0 AL 3a 9,0+0,7 AL 3c 7,0+0,5
AM 4b 13,0+2,0 AL 4a 11,0+1,0 AL 4c 8,0+0,5
AM 5b 125+2,0 AL 5a 125+2,0 AL 5c 9,5+15

AM 6b 9,5+1,0 - - AL 6c 6,5+0,3
AM 7b 14,0+2,0 - - AL 7c 75+0,7
AM 8b 8,50+1,0 - - AL 8c 55+0,5
AM 9b 550+0,5 - - AL 9c 95+1,5

AM 10b 750+0,5 - - AL 10c 95+1,5
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Tabela 9. Resultados obtidos para a determinagdo de Se em amostras de
solo e CRM por HR-CS SS-GF AAS; todos os valores determinados sao
a média + o desvio padrdo de n = 3.

Amostr  Concentragd Amostr  Concentracd  Amostr Concentraga
a 0 encontrada a 0 encontrada a 0 encontrada
/ / /
ngg* ng g™ Ho g™
CE la 16,0+ 2,5 CE 1c 12,0+ 1,0 PAlb 120+1,5
CE 2a 15,0+ 2,0 CE 2c 11,0+£1,5 PA 2b 80+1,0
CE 3a 165+1,5 CE 3c 115+1,5 PA 3b 11,0+ 2,0
CE 4a 14,0+ 2,0 CE 4c 9,0+0,5 PA 4b 13,0+ 2,0
CE 5a 15,0+ 2,0 CE 5c 95+1,0 PA 5b 13,0+1,5
CE 6a 13,0+ 2,0 CE 6¢c 8,0+£0,7 PA 6b 12,0+1,5
CE 7a 150+1,5 CE 7c 10,0+1,0 PA 7b 11,0+ 2,0
CE 8a 13,0+ 2,0 CE 8c 10,0+ 1,0 PA 8b 13,0+1,0
CE 9a 15,0+ 2,0 CE 9c 11,5+1,0 PA 9b 140+1,0
CE 10a 16,5+25 CE 10c 105+1,5 PA 10b 11,0+1,5
CE 1b 14,0+ 2,0 PA la 140+ 25 PA 1c 10,0+1,0
CE2b 13,0+ 2,0 PA 2a 10,0+ 2,0 PA 2c 6,0+0,3
CE 3b 135+1,5 PA 3a 13,0+ 2,0 PA 3c 9,0+1,0
CE 4b 12,0+ 2,0 PA 4a 16,0 + 3,0 PA 4c 10,0+1,0
CE 5b 12,0+ 2,0 PA 5a 15,0+ 2,5 PA 5c 10,0+1,5
CE 6b 11,0+ 2,0 PA 6a 140+ 2,5 PA 6¢c 11,0+1,5
CE7b 12,0+1,5 PA 7a 13,0+ 2,0 PA 7c 8,0+1,0
CE 8b 11,0+1,5 PA 8a 16,0+ 1,5 PA 8c 10,5+1,0
CE 9% 135+1,5 PA 9a 15,0+ 2,0 PA 9c 12,0+1,0

CE 10b 135+2,0 PA 10a 12,0+ 2,0 PA 10c 95+10
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Tabela 10. Resultados obtidos para a determinacdo de Se em amostras
de solo e CRM por HR-CS SS-GF AAS; todos os valores determinados
sd0 a média + o desvio padrdo de n = 3.

Amostra Concentragdo Amostra Concentracdo Amostra Concentragao
encontrada / encontrada / encontrada /

ug g™ g g™ ug g™

PE la 17,0+ 3,0 GO la 135+15 GO 1c 9,0+0,5
PE 2a 14,0+2,0 GO 2a 105+15 GO 2c 8,0+0,5
PE 3a 145+25 GO 3a 8,5+0,5 GO 3c 6,0+0,5
PE 4a 12,0+1,5 GO 4a 95+0,5 GO 4c 7,0+0,5
PE 5a 17,0+ 3,0 GO 5a 120+15 GO 5c 9,0+0,7
PE 6a 18,0+ 25 GO 6a 13,0+15 GO 6¢ 10,0+1,0
PE 7a 17,5+20 GO 7a 145+2,0 GO 7c 105+15
PE 8a 150+1,5 GO 8a 125+15 GO 8c 8,5+0,5
PE 9a 16,5+ 2,0 GO 9a 115+1,0 GO 9c 8,5+0,5
PE 10a 135+1,0 GO 10a 155+25 GO 10c 10,5+1,0
PE 1c 145+20 GO 1b 115+1,0 MS 1la 50+0,3
PE 2c 8,0+0,5 GO 2b 8,5+0,5 MS 2a 6,5+0,5
PE 3c 10,0+1,0 GO 3b 6,5+0,5 MS 3a 55+0,3
PE 4c 11,0+1,0 GO 4b 75+0,5 MS 4a 4,0+0,3
PE 5c 12,0+1,5 GO 5b 110+15 MS 5a 3,0+£0,2
PE 6¢ 12,0+1,5 GO 6b 110+15 MS 6a 50+0,3
PE 7c 10,5+1,5 GO 7b 135+15 MS 7a 6,0+0,3
PE 8c 9,0+0,5 GO 8b 105+15 MS 8a 7,0+£0,5
PE 9c 11,5+1,0 GO 9b 10,5+1,0 MS 9a 55+0,3
PE 10c 10,5+ 0,5 GO 10b 135+ 2,0 MS 10a 6,0+0,3
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Tabela 11. Resultados obtidos para a determinacdo de Se em amostras
de solo e CRM por HR-CS SS-GF AAS; todos os valores determinados
sd0 a média + o desvio padrdo de n = 3.

Amostra Concentracdo Amostra Concentragcdo Amostra Concentragao
encontrada/ encontrada/ encontrada/
Hg g’ Hg g’ Hg g’
MS 1b 35+0,5 MG 1b 75%+0,5 SP la 7,0+0,5
MS 2b 45+0,5 MG 2b 6,0+0,3 SP 2a 50+0,5
MS 3b 3,5+0,3 MG 3b 55+0,5 SP 3a 6,5+0,5
MS 4b 25+0,3 MG 4b 7,0+0,5 SP 4a 8,0+0,5
MS 5b 0,4+0,2 MG 5b 95+25 SP 1b 6,5+0,5
MS 6b 3,0+£0,3 MG 6b 45+0,3 SP 2b 4,0+0,5
MS 7b 45+0,2 MG 7b 55+0,5 SP 3b 3,505
MS 8b 6,0+0,5 MG 8b 50+0,5 SP 4b 6,0+0,5
MS 9b 45+0,3 MG 9b 13,5+2,0 SP 1c 40+0,5
MS 50+0,2 MG10b 7,0+£0,3 SP 2c 2,0£0,5
10b
MS 1c 6,8+0,3 MG 1c 55%£0,5 SP 3c 15+0,5

MS 2¢ 25+0,5 MG 2c 3,0+0,3 SP 4c 40+0,5

MS 3c 25+0,2 MG 3c 40+0,5 - -

MS 4c 2,0+0,2 MG 4c 55+0,5 - -

MS 5c¢ 0,2+0,1 MG 5c¢ 75+0,5 - -

MS 6¢ 25+0,2 MG 6¢ 35+0,3 - -

MS 7c 40+0,2 MG 7c 45+0,5 - -

MS 8c 50+0,5 MG 8c 3,0+0,5 - -

MS 9c 14,0+ 2,0 MG 9c 125+0,2 - -
MS 35+0,2 MG 50+0,5 - -
10c 10c
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Tabela 12. Resultados obtidos para a determinacdo de Se em amostras
de solo e CRM por HR-CS SS-GF AAS; todos os valores determinados
sd0 a média + o desvio padrdo de n = 3.

Amostra Concentragdo Amostra Concentracdo Amostra Concentragao
encontrada / encontrada / encontrada /

ug g™ g g™ ug g™

PR1a 50+0,5 PR 1c 3,5+0,3 SC 1b 1,2+0,1
PR 2a 3,0+0,3 PR 2c 10+0,1 SC 2b 3,0+0,3
PR 3a 25+0,2 PR 3c 10+0,1 SC 3b 1,0+0,1
PR 4a 55+0,5 PR 4c 25+0,2 SC 4b 3,0+0,3
PR 5a 6,0+0,5 PR 5c 3,5+0,3 SC 5b 3,5+0,3
PR 6a 45+0,5 PR 6c 25%0,2 SC 6b 1,0+£0,1
PR 7a 50+0,5 PR 7c 4,0+0,3 SC 7b 20+0,2
PR 8a 50+0,5 PR 8c 4,0+0,3 SC 8b 25+0,2
PR 9a 6,0+0,5 PR 9c 50+0,5 SC 9b 03+0,1
PR 10a 70+0,5 PR 10c 3,0+0,3 SC 10b 20+0,2
PR 1b 45+0,3 SC 1a 4,7+0,5 SC 1c 0,1+0,1
PR 2b 20+0,2 SC 2a 50+0,5 SC 2c 2,0+0,2
PR 3b 20+0,2 SC 3a 20+0,2 SC 3c 1,0+0,1
PR 4b 3,5+0,3 SC 4a 3,5+0,3 SC 4c 20+0,2
PR 5b 4,0+0,3 SC 5a 4,0+£0,3 SC 5¢c 25+0,2
PR 6b 3,5+0,3 SC 6a 15+0,1 SC 6¢c 1,0+0,1
PR 7b 4,0+0,3 SC7a 25+0,2 SC7c 15+0,1
PR 8b 45+0,3 SC 8a 3,5+0,3 SC 8c 20+0,2
PR 9b 55+0,5 SC 9a 15+01 SC 9c <LOD
PR 10b 50+0,5 SC 10a 50+0,5 SC 10c 1,0+£0,1




40

Tabela 13. Resultados obtidos para a determinacdo de Se em amostras
de solo e CRM por HR-CS SS-GF AAS; todos os valores determinados
sdo a média + o desvio padrdo de n = 3.

Amostra Concentracgéo Amostra Concentragéo
encontrada / encontrada /
ng gt ug g™
RS la 0,3+0,03 RS 1c <LOD
RS 2a 1,0+£0,1 RS 2c <LOD
RS 3a 15+0,1 RS 3c <LOD
RS 4a 20+£0,2 RS 4c <LOD
RS 5a 0,5+0,05 RS 5c <LOD
RS 6a 0,3+0,03 RS 6¢ <LOD
RS 7a 0,1+0,05 RS 7c <LOD
RS 8a 0,7+0,1 RS 8c <LOD
RS 9a 15+0,1 RS 9c <LOD
RS 10a 20+£0,2 RS 10c <LOD
RS 1b 05%0,1 - -
RS 2b 05%0,1 - -
RS 3b 05%+0,1 - -
RS 4b <LOD - -
RS 5b <LOD - -
RS 6b <LOD - -
RS 7b <LOD - -
RS 8b <LOD - -
RS 9b 1,0+£0,1 - -
RS 10b <LOD - -

Observando os valores encontrados de Se para todas as amostras,
é possivel discutir alguns pontos. Primeiramente, o conteldo de Se
presente em regiGes no Norte do Brasil é maior daquele que pode ser
encontrado nas regiGes no Sul, em sua maioria, como mostra a Figura
12. Em relagéo aos niveis de profundidade, o Se estad mais concentrado
nas amostras coletadas mais préximas a superficie — com excegdo
apenas de duas amostras (MS1 e MS9). Considerando todos os outros
resultados, é possivel que essas duas amostras estejam de alguma forma
contaminadas com Se ou sua coleta foi identificada de forma errada,
pois o valor cresce conforme a profundidade também se eleva, quando o
esperado era justamente o contrario (valor de Se deveria diminuir
conforme a profundidade aumenta).
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INiveis de Se no Solol

>12ug/g
~11ug/g
~9ug/g
~7Tuglg
~5ug/g
<2ugl/g

Figura 12. Mapa do Brasil com a indicacdo dos Estados analisados e as
concentragcBes médias encontradas (valores absolutos) de Se em seus
respectivos solos.

Para analisar estatisticamente os dados, decidiu-se separa-los por
locais. A média e o desvio padrdo das 10 amostras disponiveis em cada
nivel (a, b, c) foram calculados e o teste de maltiplas comparacfes de
Tukey-Kramer, com um nivel de confianga de 95%, aplicado. Obteve-se
que a regido de AL possui uma variacdo de resultados ndo significativa
guando comparamos os dados dos trés niveis de solo encontrados na
regido. MS, por sua vez, apresentou um perfil diferente: o solo mais
profundo possui uma média menor quando comparada com as médias
das profundidades superiores. No entanto, o desvio padrdo é elevado
(comparado com a e b). Apesar disso, 0s valores possuem uma variagdo
significativa. O restante das regides do pais apresentou também uma
variacdo significativa, exceto MG, SP e PE, por ndo terem os dados de
solo completamente disponiveis como nas outras regifes. RS ndo foi
comparado por apresentar valores abaixo do limite de deteccdo do
método. A Figura 13 mostra as analises estatisticas de oito Estados
brasileiros.
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Assim, é possivel afirmar que os resultados encontrados de Se em
solo variam de forma significativa, dependendo, na maioria dos casos,
do nivel de profundidade. Ou seja, quanto mais profundo o nivel de
solo, tanto menos Se é encontrado (ndo importando seu estado de
oxidacdo). Uma comparacdo estatistica entre os Estados ndo foi
realizada devido as amostras ndo estarem disponiveis em quantidades e
niveis iguais para todas as regides.

No entanto, é preciso ressaltar que mesmo com a determinacao
de todas as amostras disponiveis, o Brasil é um pais gigantesco. Para
poder realizar um trabalho que represente essa magnitude, seriam
necessarias muito mais amostras € muito mais pontos de coleta.
Todavia, com esses resultados obtidos é possivel tracar uma provavel
abundancia natural para o Se no Brasil.
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Figura 13. Gréaficos com a média e o desvio padrdo das analises de Se
em cada nivel de profundidade (A, B e C) das amostras de solo. Exceto
AL, todos os outros estados apresentaram variacdo significativa nos
valores.
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4.3. Parte 3: determinacdo de Se em solo por HG-GF AAS apds
extracdo alcalina

4.3.1. Recobrimento do forno de grafite

No solo, Se esta presente, na maioria dos casos, em forma de
minerais, ou seja, em sua forma inorganica. Porém, o Se também pode
estar presente neles em compostos complexos organicos, como a
selenometionina, o0 que exige condi¢cBes extremas para que Seja
completamente mineralizado — uma pré-condicdo para as determinagfes
utilizando HG-GF AAS. O estado de oxidagcdo do Se é importante
também, pois apenas Se(IV) forma hidretos gasosos; assim, uma etapa
de reducdo é obrigatéria se Se(VI) for formado durante a digestéo.
Finalmente, os diferentes parametros no procedimento de HG-GF AAS
com aprisionamento in situ em um tubo de grafite recoberto com Ir
precisam ser otimizados.

Aprisionamento in situ usando vazdo continua com a GF AAS
[93] é uma técnica particularmente atrativa e € no momento o método
via AAS mais sensivel para a determinagdo de Se e outros elementos
geradores de hidretos [94, 95]. O modificador permanente escolhido
para este estudo foi o Ir, principalmente devido a sua eficiéncia
estabelecida em trabalhos anteriores publicados na literatura néo
somente para Se, mas também para outros elementos [96].

4.3.2. Temperaturas de aprisionamento e atomizacéo

Todos 0s experimentos para as otimizagdes das temperaturas
foram realizados utilizando uma solucéo aquosa de 66 pg L™ de Se em
modo vazdo 12 mL min™ por 15 segundos, alcancando uma massa
absoluta de 0,2 ug de Se. Considerando que a geracao de hidretos separa
0 analito da matriz [97, 98], ndo é preciso usar o0 CRM para otimizar o
programa de temperatura; apenas as solugdes padrdes sdo necessarias.
Os resultados obtidos pelos estudos do aprisionamento e atomizagdo
estdo exibidos na Figura 14.
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Figura 14. Curvas de temperaturas de aprisionamento e atomizagéo
usando 0,2 pg de Se (solucdo de padrdo aquoso) aplicadas a tubo de
grafite recoberto com 200 pg de Ir como modificador permanente. Para
0 aprisionamento, Taom = 2.100 °C; para a atomizagdo, Tapi = 300 °C.

O programa de temperatura é composto de estagios de
aprisionamento e atomizagéo, com o tempo de integragdo fixado em 3
segundos durante a atomizagdo, seguido de uma etapa de limpeza. No
estagio de aprisionamento, quando os hidretos estdo pré-concentrados
no forno de grafite pela interagdo com o modificador permanente Ir, as
temperaturas foram estudadas entre 60 e 500 °C, sendo que o melhor
resultado foi observado em 300 °C. Temperaturas acima de 300 °C
mostraram uma perda de sinal, provavelmente devido as interacdes
menores entre o hidreto e o modificador permanente. Assim, a
temperatura de atomizagéo foi otimizada usando uma T, de 300 °C. O
melhor valor encontrado foi com 2.000 °C, sendo uma temperatura
menor em apenas 100 °C em um trabalho anterior a este [14].

4.3.3. Otimizagao da solucéo alcalina extratora
O objetivo deste trabalho foi usar uma solucéo alcalina para a

extracdo total de Se do solo. Em pH basico, acidos htimicos e fllvicos e
outros compostos da matéria organica, que possam conter quantidades
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consideraveis de Se ligados, so solubilizados e o Se torna-se disponivel
na solugdo [99, 100]. Dessa forma, o elemento pode ser separado da
matriz e determinado por HG-GF AAS. Neste estudo, diferentes
concentracbes de solugdo extratora de NaOH foram avaliadas e
resultados satisfatérios foram alcancados usando 0,5 mol L™, como é
mostrado na Figura 15. Para concentragdes de NaOH maiores que 0,5
mol L™ os valores de absorvancia integrada ndo sofreram alteracdes,
mostrando, portanto, que a extracdo mais eficiente foi obtida usando
essa concentracdo. A concentragdo de 0,5 mol L™ de NaOH usada neste
trabalho é cinco vezes maior que a encontrada por Kang et al. [99], em
cujo trabalho os autores reportam que a eficiéncia de extracdo para Se
do solo aumenta em conformidade com o aumento da concentracdo de
NaOH. Nesse mesmo trabalho, hé evidéncia de que uma grande parte do
Se total foi recuperada em uma Unica extracdo com 0,1 mol L™ de
NaOH. Assim, usando 0,5 mol L* de NaOH, todo o Se foi
provavelmente extraido em uma Unica etapa.
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Figura 15. Curva de otimizacdo para a extracdo alcalina de uma
suspensao feita com 0,6 g do CRM MURST-ISS-A1 (cerca de 0,2 pg de
Se) e 20 mL de solucdo extratora de NaOH; apds 24 h de repouso em
temperatura ambiente e 20 min em banho ultrassom.
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4.3.4. Otimizagao da geracdo de hidreto

A concentracdo de NaBH, foi otimizada na faixa entre 5e 15 g
L™ e a concentracdo de NaOH em 5 g L™, fixando o volume da solugéo
NaBH,/NaOH em 6,6 mL. Os resultados estdo exibidos na Figura 16. A
concentracdo de NaOH na solucdo redutora ndo precisa ser otimizada
porque publicagbes anteriores mostraram que 0 NaOH sé é adicionado
ao agente redutor para estabilizar o NaBH,; em solucdo [14]. A
absorvancia integrada aumentou consideravelmente quando a
concentragdo do agente redutor aumentou para 10 g L™ e permaneceu
constante acima dessa condicdo. Assim, a concentragdo de 10 g L™ (1%
m/v) de NaBH, foi escolhida como sendo a concentracdo do agente
redutor.
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Figura 16. Influéncia da concentracdo da solucdo redutora (NaBH,) no
sinal de Se usando uma suspenséo de 0,3 g de CRM MURST-ISS-Al
(cerca de 0,2 pg de Se). Condicdes: 20 mL de 0,5 mol L™ de NaOH
apo6s 24 h de repouso em temperatura ambiente e 20 min de banho
ultrassom. Concentragdo de NaOH 0,5% (m/v); HCI 3,0 mol L*
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A concentracdo de HCI para a reacdo de geragdo de hidreto foi
estudada. Foram usados 6,6 mL de uma solu¢cdo de HCI com
concentragdo entre 1 e 4 mol L™ e os resultados estdo presentes na
Figura 16. A presenca de protons na reacdo € essencial para a formacao
do hidreto de Se(IV). Uma vez que as amostras contém alta
concentracdo de OH’, a concentracdo de HCI é necesséaria para
neutralizar a amostra e reagir com o agente redutor e o analito. Dessa
forma, a Figura 17 mostra que as concentra¢@es de HCI abaixo de 2 mol
L™ n&o sdo suficientes para neutralizar todos os fons hidréxido presentes
na amostra e para reduzir as espécies de Se(IV) para o hidreto.
Entretanto, quando concentragbes acima de 2 mol L™ foram
empregadas, os valores estavam em seu maximo, garantindo que os dois
processos estavam completos. Portanto, 3 mol L foi escolhido como
sendo a concentragdo de HCI para os estudos seguintes.
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Figura 17. Otimizacdo da concentracdo de HCI para a determinacéo de
Se em solo via suspensdo usando 0,6 g de CRM MURST-ISS-A1 (cerca
de 0,2 pg de Se). Condicdes: 20 mL de 0,5 mol L™ de NaOH apés 24 h
de repouso em temperatura ambiente e 20 min de banho ultrassom.
Concentracéo de NaBH4 / NaOH de 10 g L™ /0,5 % (m/v).
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4.3.5. Influéncia do tempo de repouso e de agitacéo

Os tempos de repouso e de agitacdo também foram avaliados.
Ambas as varidveis foram otimizadas com parametros fixados
anteriormente, e a influéncia do tempo de repouso e com agitacdo na
extracdo de Se pode ser vista na Figura 18.
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Figura 18. Influéncia do repouso e da agitagdo na extracdo de Se
comparado a banho de ultrassom; realizado com 0,6 g de CRM
MURST-ISS-AL (cerca de 0,2 ug de Se). CondicGes: 20 mL de NaOH
0,5 mol L™ Ap6s 0, 6 e 24 h de repouso () ou com agitagio (A).
Concentragdo para NaBH4 / NaOH de 10 g L™ / 0,5 % miv.
Concentracao de HCI de 3,0 mol L™

As amostras foram medidas com trés tempos diferentes entre 0
e 24 h, com uma amostra em repouso a temperatura ambiente e a outra
com agitacdo magnética. O tempo ideal de repouso usando NaOH como
solucdo extratora foi 24 h, enquanto o método de agitacdo ndo mostrou
diferenca significativa quando em comparacdo com o método de
repouso. Com a intengdo de reduzir o tempo gasto para o preparo de
amostra, a possibilidade de usar um banho de ultrassom ao invés de
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tempo de repouso também foi avaliada, e um tempo de sonificagdo de
até 60 min foi considerado usando condigfes previamente fixadas.

A extracdo com ultrassom foi proposta por Pumure et al. [100],
gue usou essa abordagem na extracdo de Se de amostras de carvdo. Os
autores encontraram resultados interessantes usando cerca de 25 min de
ultrassom e diferentes solventes. Neste caso, talvez por diferenca
intrinseca de matrizes, usando apenas ultrassom obteve-se um sinal
menor aquele alcangcado com o procedimento que usa o repouso. Assim,
0 uso do ultrassom ndo foi suficiente para extrair todo o Se da amostra, e
a condicdo de 24 h de repouso teve de ser adotada para garantir que todo
0 Se fosse extraido das amostras de solo. Entretanto, o banho de
ultrassom foi empregado por 30 min antes da analise para garantir uma
extracdo total de Se devido a sua habilidade de solubilizar complexos
inorganicos [100].

4.3.6. Parametros de mérito

Ap0s a otimizacdo de todas as condicdes analiticas, uma curva
de calibracdo foi estabelecida e os pardmetros de mérito foram
determinados. A equacao de regressdo linear, R, mg, LOD e LOQ para
Se estdo exibidos na Tabela 14. O branco foi medido usando uma
amostra contendo apenas agua e a solucdo extratora NaOH.

Tabela 14. Parametros de mérito para a determinacdo de Se com HG-
GF AAS.

Parametro Se
Equacdo da Reta Aint = 0,00842 mg, + 0,143
R 0,9990
LOD /pg L™* 6
LOQ/pgL™* 20

mo / pg 35




51

4.3.7. Andlises e fracionamento das amostras

A eficiéncia da extracdo proposta foi verificada usando HR-CS
GF AAS — método desenvolvido na primeira etapa deste trabalho — e
comparada com os resultados obtidos por outra técnica (via digestdo) de
HG-GF AAS [14] e também pela mesma técnica de HR-CS GF AAS,
mas com analise direta de sélidos. O método proposto foi aplicado aos
CRMs MURST-ISS-Al e BCR 142R. Ambos os resultados para o Se
total ficaram de acordo com os valores de referéncia de 2,2 + 0,1 e 0,53
+ 0,12 mg kg, respectivamente, como mostrado na Tabela 12.

Como mencionado anteriormente, Se(0) e Se(-1l) sdo pouco
sollveis e todo o Se soluvel (IV e VI) foi extraido. Assim, a
concentracdo de Se(VI) foi calculada pela subtracdo de Se(IV),
determinada por HG-GF AAS, do Se total, determinado por HR-CS GF
AAS, sendo os dois casos via extracdo alcalina. O Se(VI) calculado,
Se(1V) determinado e o Se total estdo mostrados na Tabela 15.

Apesar de o nimero de amostras analisado nesta etapa do
trabalho ndo ser suficiente para uma avaliacdo estatistica, ha algumas
observacOes interessantes que devem ser discutidas brevemente. As
amostras dos Estados do Amazonas e Minas Gerais tiveram a maior
concentracdo de Se, enquanto os valores de Santa Catarina foram os
menores; entretanto, ndo ha um padrédo geral para a distribuicdo de Se
sobre as trés camadas investigadas (“a” sendo 0 — 7,5; “b” 7,5 - 15cme
“c” 15 — 30 cm). Em contraste a isso, o conteido de Se(VI) possui uma
tendéncia nas amostras investigadas; a concentracdo de Se (VI) foi
maior na camada “a”, quando comparado com as camadas mais
profundas. As plantas estdo mais disponiveis em niveis mais préximos
da superficie e consequentemente Se(VI) também estd em um valor de
concentracdo maior. Assim, as amostras mais profundas possuem
valores menores de Se(VI) — isso vai ao encontro do esperado e ilustrado
pelo ciclo do Se da Figura 3.
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Tabela 15. Resultados obtidos para a determinacdo de Se em amostras
de solo e CRM por diferentes técnicas; todos os valores determinados

sd0 a média + o desvio padrdo de n = 3.

Amostra Valor de Se Total / pg g*
referéncia/ HR-CS SS- HR-CS Se(1V) Se(VI)
ug g* GF AAS GFAAS HG-GF AAS  Estimado
AM 1a - 19,0+ 3,0 16,0+1,0 191+0,32 141+10
AM 1b - 175+4,0 150+15 301+013 119+15
AM 1c - 105+25 95+15 3,50 +0,03 6,0+15
AM 9a - 7,00+0,5 6,80 + 0,30 1,83+0,54 5,0+0,6
AM 9b - 5,50+ 0,5 555+050 2,14+0,14 34+05
SC 1la - 470£05 480+050 0,30+0,10 45+0,6
SC1b - 1,20+0,10 130+0,10 0,32+0,19 1,0+£0,2
SC1c - 0,10+0,03 0,15+0,03  0,09+0,07 <LOD
SC 9a - 150+0,05 140+0,05 024+014 12+0,15
SC 9b - 025+003 0,28+003 028+0,04 <LOD
MS 1a - 500+035 510+025 0,19+0,08 49+0,3
MS 1b - 350+055 3,40+030 044+0,02 3,0+£03
MS 1c - 6,80+025 650+025 7,01+0.23 <LOD
MS 5a - 090+010 1,10+010 0,32+0,19 0,8+0,2
MS 5b - 040+005 0,35+0,10 041+0,04 <LOD
MG 5a - 103+15 10,25+0,5 2,41+0,08 78+05
MG 5b - 95+25 85+1,0 3,77+£0,37 4711
MG 9c - 125+0,15 12,0+0,1 105+13 15+1,2
S01 - 063+015 0,65+010 056 +0,03 <LOD
S07 - 0,55+ 0,02 06+0,1 0,62 +0,46 <LOD
MURST-ISS-Al 22+0,1 2,05+15 210+0,20 2,23%0,12 <LOD
BCR 142R 0,53 £0,12 0,52+0,1 0,51+0,03 053+0,05 <LOD
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5. CONCLUSOES

Através da aplicacdo de analise direta de solidos e de espectrometria
de absorcdo atbmica de alta resolu¢do com fonte continua e atomizacao
em forno de grafite, desenvolveu-se na primeira parte do presente
trabalho um método para determinar a concentragdo de Se em amostras
de solo. A analise direta de solos evidencia que esse procedimento
apresenta o beneficio de ndo necessitar do uso de &cidos tdxicos ou
corrosivos e de ndo gerar descartes nocivos ao meio ambiente. De mais
a mais, € um processo rapido que, excetuando maceramento e filtragem
— a serem também inevitavelmente realizados antes de uma digestao de
amostra ou de uma extracdo alcalina — ndo requer preparo de amostra.
Por sua vez, a calibragdo pode ser feita com padrdes aquosos,
simplificando, dessa forma, o procedimento. Entretanto, nenhuma
previsdo deverd ser aventada no que tange a possivel aplicacdo do
método apresentado a outros analitos e outras matrizes. Este trabalho,
em todo caso, foi inovador, ao permitir a determinacdo de Se em solo e
sedimentos usando HR-CS GF AAS e anélise direta de sdlidos — desafio
esse que perdurava por anos na area dessa técnica.

Na segunda parte deste trabalho, foram determinados os valores de
Se em diversas amostras de solo coletadas em 12 Estados brasileiros.
Verificaram-se concentracbes de Se mais elevadas nos solos
provenientes da regido Norte e mais escassas nos solos da regido Sul, o
gue pode ser interpretado como indicio de uma tendéncia no que tange a
distribuicdo e a abundancia natural de Se pelo pais. Os dados foram
analisados estatisticamente e apresentaram uma mudanca significativa
dependendo do nivel de profundidade de onde o solo foi coletado.

Por fim, na terceira parte deste trabalho foi desenvolvido um novo
método para a determinacdo de Se(IV) usando extracdo alcalina em
amostras de solo. As determinacfes foram feitas usando espectrometria
de absorcdo atdbmica com geracdo de hidretos com aprisionamento e
atomizacdo em forno de grafite. A determinacdo de Se(lV) tornou
possivel calcular a quantidade de Se(VI) através da subtracdo do Se
total, determinado pelo método previamente desenvolvido. A
verificacdo da exatiddo foi realizada comparando o método proposto
com os resultados obtidos via HR-CS SS-GF AAS. A baixa
concentracdo de NaOH usada para as extragdes reduz o volume de
residuos e o risco associado a eles. O uso de equipamento de laboratério,
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como forno de micro-ondas ou blocos digestores, também se torna
desnecessario.
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