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RESUMO

O trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de métodos ndo cromatogréficos para
especiacdo de selénio, organico e inorganico, utilizando metodologia de dessorcéo e
inonizacdo por electrospray (DESI) e extragdo em fase solida (SPE), com Moringa
oleifera impregnada com tiosemicarbazida. Para os estudos de analise com DESI, foi
utilizada uma fonte acoplada a um Espectrometro de Massas, sendo avaliada a
temperatura do capilar, voltagem do spray, fluxo do solvente, e testes com padrfes das
espécies em estudo: selenometilonina, selenometilcistina, selenocisteina, selenito e
selenato. O método foi aplicado em amostras de castanha-do-pard, couve, alho e
espinafre. Para especiacdo de selénio com SPE, utilizaram-se sementes de Moringa
oleifera impregnadas com tiosemicarbazida e foram estudados pH, concentracdo dos
reagentes envolvidos, isoterma de adsor¢do, massa de adsorvente, tempo de contato e
otimizacGes com padrdes de selenito e selenato. Além disso, a caracterizacdo fisico-
quimica do material e a otimizacdo dos parametros da técnica de deteccdo foram
realizados. Os resultados obtidos por DESI apresentaram quantidade minima detectavel
na ordem de picograma; todas as espécies foram detectadas nas amostras, exceto na
amostra de espinafre, onde ndo foi encontrado selenometilcisteina. Todas as espécies
organicas foram confirmadas pela fragmentagdo do ion, quando comparadas aos
padrdes. Nos estudos com Moringa oleifera, houve remocéo seletiva de Se™ com massa
do adsorvente de 0,25g, tempo de contato do adsorvente com a solugéo de 60 min,
concentragdo do NaBH,4 0,5% (m/v), HClI 1,0%(v/v), e o melhor pré-redutor foi L-
cisteina. Observou-se que, em pH=3,5, a espécie Se™ é retida pelas sementes, enquanto
a adsorcdo de Se'® ocorre em menor porcentagem. O processo de adsorcdo da espécie
Se™ pelas sementes impregnadas com tiosemicarbazida foi estudado a partir da
construcdo de isotermas de adsorcdo, sendo gjustavel aos modelos de Languimir e
Freundluch. Os resultados obtidos dos paréametros avaliados estéo de acordo com a
legislacdo, e as duas metodologias podem ser empregadas na especiacdo de selénio.
Melhorias sd0 necessérias para a quantificacdo no caso do uso da fonte DESI, e para a
especiacao de espécies organicas no caso dos estudos de SPE.

Palavras-chave: Especiacao, Selénio, DES, SPE, Moringa oleifera.



ABSTRACT

The study aimed to develop non-chromatographic methods for selenium speciation,
organic and inorganic, using desorption methodology and inonizacdo electrospray
(DESI) and solid phase extraction (SPE), Moringa oleifera impregnated with
thiosemicarbazide. For the studies of analysis with DESI source was used coupled to
Mass Spectrometer, and evaluated the temperature of the capillary, the spray voltage,
the solvent flow, and testing standards of the species studied: selenomethionine,
selenomethylcistine, selenocysteine, selenite and selenate. The method was applied to
Brazil-nut samples, cabbage, garlic and spinach. For speciation of selenium in SPE is
used Moringa oleifera seeds impregnated with thiosemicarbazide were studied pH,
concentration of reactants involved, the adsorption isotherm, adsorbent mass, contact
time and optimizations with patterns of selenite and selenate. In addition, the
physicochemical characterization of the material and the optimization of detection
technique parameters were performed. The results obtained showed minimal detectable
amount DESI in the picogram order; all species were detected in the samples except the
spinach sample, which was not found selenometilcisteina. All organic species were
confirmed by ion fragmentation when compared to standards. In studies of Moringa
oleifera was selective removal of Se™ with 0.25 g of the adsorbent mass, contact time
of the adsorbent with the solution for 60 min, concentration of NaBH,4 0.5% (w/v), HCI
1 0% (v/v) and pre-reducing L-cysteine was better. Observed was found that at pH =
3.5, the species Se™ is retained by the seed, while the adsorption of Se*® occurs to a
lesser extent. The process of adsorption of the species Se™ the seed impregnated with
thiosemicarbazide was studied from the construction of adsorption isotherms, being
adjustable to the models of Languimir and Freundluch. The results of the evaluated
parameters are in accordance with the law, and the two methodol ogies can be employed
in selenium speciation. Improvements are needed for quantification in the case of using
DESI source for speciation and organic species in the case of SPE studies.

Keywords: Speciation, Selenium, DES, SPE, Moringa oleifera.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o conhecimento das diferentes formas quimicas dos el ementos
tem ganhado importancia crescente, visto que a determinacéo da concentracdo total de
um elemento € importante, mas ndo € suficiente para avaliacdo de sua toxicidade e
biodisponibilidade. Frequentemente, a falta de informagdo sobre as diferentes formas
quimicas nas quais 0s elementos sdo encontrados na natureza € a principa limitacdo
para a compreensado do ciclo biogeoquimico dos elementos e sua atuacdo nos sistemas
biol6gicos (ADAMS, 2004).

O selénio € um elemento essencial para 0s organismos; no entanto, ha uma faixa
estreita entre a sua concentracéo essencial (40 pg/dia) e a toxica (400 pg/dia). Além
disso, essa toxicidade pode variar de acordo com a espécie envolvida como, por
exemplo, o selenito ser considerado mais téxico que o selenato (MORENO, M. E.;
PEREZ-CONDE, C.; CAMARA, C., 2000).

A ingestao diaria recomendada ¢ de 55 ug de Se para adultos. Uma intoxicacéo
pode ocorrer quando ultrapassada a ingestdo de 400 ug de Se por dia (WHO, 2014),
cujos sintomas sdo: vomitos, queda de cabelos, irritabilidade, nduseas, neuropatia
perifera e fadiga (CHERNOFF, 2005). O limite méaximo aceitédvel de Se total em &guas
doces destinadas ao abastecimento para consumo humano, apos tratamento simplificado
(Classe 1), é de 10 pg L™, segundo o Conselho Nacional do Meio Ambiente (BRASIL,
2005) e a Organizacdo Mundial de Saide (WHO, 2014).

Embora o conhecimento da concentracdo total dos elementos segja Util, o
conhecimento da especiacdo € de fundamental importancia devido a toxicidade,
mobilidade, biodisponibilidade e bioacumulacdo de cada espécie quimica. A interacdo
dos metais com a biota é altamente dependente de suas formas quimicas, sendo que o
impacto de alguns metais esta diretamente ligado ao seu estado de oxidacéo e/ou a
estrutura organica ou inorganica, além de sua concentracéo total (GONZALVEZ et al.,
2009).

Atualmente, ainda se nota que o uso de técnicas cromatogréficas é aferramenta
preferida para especiagdo. Entretanto, de acordo com revisdo realizada por
GONZALVEZ et a. (2009), ja se observam evolugéo e desenvolvimento de novas
metodologias, principalmente ndo cromatogréficas, que auxiliam, com eficiéncia, a
melhoria da sensibilidade dessas técnicas. Dentre tais metodologias, ha os extratores

solidos, usados em métodos de concentracdo/extracdo, que sdo classificados como
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adsorventes polares e apolares, resinas quelantes e resinas trocadoras de ions
(TERADA, 1991).

Extratores solidos naturais tém sido muito empregados, mais conhecidos como
bioadsorventes (algas, fungos, leveduras e bactérias, dentre outros). S0 considerados
uma importante classe dos adsorventes naturais, pois possuem, diferentemente das
resinas sintéticas, va&ios sitios de ligagdo, incluindo grupos aminas, carboxilas,
hidroxilas, entre outros, o que lhes confere maior capacidade adsortiva gquando
comparados a outros adsorventes (BAG, H.; LALE, M.; TURKEY, A.R.,, 1998). A
Moringa oleifera tem apresentado caracteristicas de bioadsorventes com muita eficacia.
Entretanto, os mecanismos associados a adsor¢do de ions metdlicos por bioadsorventes
lignocelulésicos ainda ndo sdo claros, sendo possivel que a adsor¢éo do ion metdlico
aconteca por processos de troca iGnica e complexagdo, que podem ocorrer
simultaneamente (ARAUJO et al., 2010).

O preparo da amostra durante um andlise de especiacdo € uma das etapas mais
criticas, pois a integridade da espécie de interesse deve ser preservada. Por isso, 0s
procedimentos que resultam em uma alteracdo do equilibrio ou em uma transformacao
das diferentes espécies devem ser evitados (GONZALVEZ et d., 2009). A preservacéo
de espécies durante a sua andlise requer a aplicacdo de processos menos agressivos do
que aqueles empregados na andise total, fazendo com que o equilibrio global tenha o
minimo de perturbacéo possivel.

Estudos de especiacado tém requerido preparo com menor manipulacdo possivel
da amostra para evitar a interconversdo das espécies. Assim, o uso de metodologias de
andlise direta, com minima ou nenhuma manipulaco prévia das amostras, tem sido
relatado, como, por exemplo, o trabalho realizado por LIN et a. (2010). Este utiliza
dessorcdo e ionizagdo por electrospray diretamente na superficie das amostras e
consegue analisar, diretamente na superficie de racGes, espécies de arsénio organico e
inorganico, com limite de deteccéo na ordem de picogramas.

A busca por determinagdes eficientes das espécies de interesse, sem risco de
interconversdo de espécies e com qualidade na andlise, integrando diferentes técnicas
analiticas, tem sido cada vez mais utilizada. Assim, partindo do principio de que selénio
€ importante na salide da populagdo e que seu excesso pode causar sérios danos ao
organismo, e gque essa toxicidade pode variar de acordo com a espécie quimica

envolvida, justifica-se a melhoria de metodologias para a especiagéo desse elemento.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo gera do trabaho foi desenvolver métodos ndo cromatograficos que

fossem eficientes na especiacéo de selénio.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para acancar o objetivo geral proposto, tivemos 0s seguintes objetivos
especificos:

- Empregar a fonte DESI para especiar selénio, organico e inorganico,
diretamente na superficie de castanha-do-pard, couve e alho, com o minimo de
mani pulacdo dessas amostras, e detectar as espécies por MS;

- Testar a Moringa oleifera como bioadsorvente seletivo e determinar selénio

inorganico (+4 e +6) em agua, por HGAAS.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. ESPECIACAO DE SELENIO POR DESI

3.1.1. Selénio

O selénio € um elemento presente em diversos tipos de amostras, como
alimenticias, ambientais e bioldgicas, principalmente nos estados de oxidacdo Se',
Se™ Se’ e Se?. A Tabela 1 apresenta as estruturas moleculares dos compostos de
selénio mais estudadas. Os oxidnions selenito (Se™) e selenato (Se™®) sfo as formas
inorganicas mais conhecidas desse elemento. Quanto a forma orgénica, o selénio
apresenta-se como selenoaminoécidos, sendo 0s compostos mais conhecidos a

selenocisteina, salenometionina, salenoetionina e dimetilsel eneto.

Tabela 1. Espécies de selénio comumente encontradas em alimentos.

Nome Abreviatura L Dsg ) Estrutura
(mg Kg™)
Selenito Se™ 35 0
4
O—Se
o
Selenato Se't 55 o
O—Se—0O
(0]
Selenometionina SeMet 43 0
Se
H,C -~ OH
NH,
Selenocisteina SeCys 20 0 NH,
)k‘h /Se\)\n/o”
HO Se
NH, o]
Sdlenoetionina SeFt - OH
H.C Se
N J\(go
NH,
Dimetilseleneto DMSe - HLC _~CH,
\Se

Fonte: Wake et al. (2004), Juresa et al. (2006) e Repetto, M.R.; Repetto, M. (2005).
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As espécies selenito e selenato, com estado de oxidacdo +4 e +6
respectivamente, estdo essencialmente presentes em amostras de &gua, solos e aguns
aimentos, como o aho, couve e castanhas (GILON, N.; POTIN-GAUTIER, M.;
ASTRUC, M., 1996). A Organizacdo Mundial de Saide (OMS), conjunta a
Organizacéo para Alimentacdo e Agricultura das Nacdes Unidas (USDA), recomenda a
ingestéo de 26 e 35 mg de selénio por dia para mulheres e homens , respectivamente.
Esse é o0 nivel deingestdo requerido para evitar o aparecimento de patologias e sintomas
de deficiéncia. Alimentos que sdo fontes de selénio incluem castanhas, levedura, cereais
integrais e frutos do mar (FAO/WHO, 1998).

Uma vez ingeridas, sgam por suplementos ou alimentos, as formas de Se
podem ser transformadas em um intermediario comum: o HSe'. Nas células vermelhas
do sangue, selenito € prontamente reduzido pela glutationa peroxidase a seleneto
(SUZUKI, 2005). Em seguida, este anion € lancado novamente na corrente sanguinea,
onde se liga a albumina para ser transportado ao figado (SHIOBARA, Y.; SUZUKI, K.
T, 1998). A hiodisponibilidade, a essencialidade e a toxicidade dependem fortemente
das formas quimicas em que o selénio é encontrado. Essa caracteristica faz do selénio
um elemento ambiguo, ou sgja, trata-se de um semimetal essencial em uma faixa de
concentracdo bastante estreita.

A toxicidade do selénio no organismo humano é cerca de 10 mg Se por 60 Kg
de peso corporal (SUZUKI, 2005). A concentracdo normal encontrada no sangue € de
0,076-0,14 mg L™ soro/plasma 0,05-0,15 mg L™ e urina 0,002-0,03 mg L™ a
concentracdo téxica é de 0,4 mg L™ no soro/plasma e na urina; e a concentracdo letal é
de1mgL™ nosanguee2 mg L™ naurina (REPETTO, M. R.; REPETTO, M., 2005).

A Sindrome de Keshan é a doenca mais relatada associada a deficiéncia de
selénio. Foi descrita pela primeira vez, em 1935, na provincia chinesa de mesmo nome
(LIU et a., 2002). Os principais sintomas clinicos dessa doenca séo 0s varios graus de
cardiomegalia e descompensagéo cardiaca. Degeneracdo e necrose das fibras com
substituicdo por fibrose sdo encontradas nas histopatologias do miocérdio (WHO,
2014). Diversos trabalhos associam, ainda, a deficiéncia de selénio com a incidéncia de
varios tipos de cancer; podemos citar o trabalho de Ip et a. (2000).

Em contraste, a concentrag@o excessiva de Se no organismo é conhecida como
selenose, mas as informagdes sobre seus efeitos cronicos sobre a salde séo limitadas.
Os registros prévios de selenose tém descrito sintomas como ndusea, vémitos, cansaco,
irritabilidade, parestesias e queda intensa de cabelos. A queda de cabelos tem sido
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atribuida ao dano estrutural da queratina - acredita-se que o Se se insere entre pontes
dissulfidicas, provocando o enfraguecimento do cabelo. Os demais danos sdo
semelhantes aos associados as intoxicagdes por arsénico ou outros metais; entretanto,
ndo foram identificadas, até o presente, as vias bioguimicas envolvidas diretamente nos
eventos. A causa mais frequente de selenose no EUA € a formulagdo incorreta de
suplementos nutricionais contendo Se (COZZOLINO, 2005).

Estudos mostram a contribuicdo de selénio na prevencdo de doencas como o
cancer, a diabetes e as doencas cardiovasculares. Esse elemento € essencial, uma vez
gue estd relacionado com o0s processos de oxidacdo no organismo e trabalha em
conjunto com as vitaminas E, C, B3, e glutationa. A ingestéo diéria de selénio € muito
importante, e o principal meio de fornecimento desse nutriente para 0 corpo sdo 0S
alimentos. Assim, véarios tipos de alimentos sdo indicados como funcionais, por terem
nutrientes como selénio na sua composi ¢ao.

Os selenoaminoécidos sdo mais encontrados em proteinas de plantas e animais.
Existem plantas que s&o acumuladoras de selénio e podem ser divididas em trés grupos.
acumuladoras de selenito (brécolis e pepino), acumuladoras de SeMet (trigo e
cogumelo) e acumuladoras de metilselenocisteina (MeSeCys), alho e cebola (SUZUKI,
2005). Em produtos farmacéuticos, selenito de sodio e selenato de sodio, muitas vezes,
aparecem quelados com aminoécidos, dando origem ao quelato de selénio. Este
adiciona a vantagem de uma melhor absor¢do via oral do elemento em questéo (DEG,
2007).

3.1.2. Fontesde Sdlénio

Antes de examinar as fontes de selénio nos alimentos, é importante considerar a
influéncia da composicdo do solo, uma vez que este € o forncedor de nutrientes para as
plantas. A distribuicdo de selénio no solo é heterogénea, pois 0s processos evolutivos da
Terra e a concentragcdo do elemento estdo relacionados a fatores geoquimicos, tais como
pH, quantidade de matéria organica no solo, e se o0 selénio estd em uma forma que é
passivel de captacdo pela planta (SUNDE, 2006).

Apesar de o selénio poder ser obtido por meio de suplementacdo e da agua, a
rota principa é uma boa nutricdo. No entanto, devido ao resultado da variacéo de

selénio no solo, devemos estar atentos ao seu contelido em alimentos: ele vai variar com
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base na localizac8o e ingestéo, isto &, o teor de selénio sera proporcional ao local de
cultivo e & quantidade de alimento ingerida.

Assim, considerando uma quantidade relativa de selénio em alimentos, a Tabela
2 apresenta o conteido de selénio em um grupo de alimentos consumidos no mundo, de

acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2014).

Tabela 2. Alimentos-fonte de selénio e seu teor por porcdo do alimento.

Alimento Por ¢&o pg de Setotal
Castanha-do-para 6-8 castanhas 544
Atum cozido 3 unidades 92
Linguado 3 unidades 47
Sardinhaem oleo 3 unidades 45
Presunto 3fatias 42
Camaréo 3 unidades 40
Macarréo cozido 1 xicara 37
Bife de carne assado 3 unidades 33
Peru desossado e assado 3 partes 31
Figado bovino frito 3 unidades 28
Frango assado 3 unidades 22
Requeijéo, 1% de gordura do leite 1 xicara 20
Arroz marrom cozido 1 xicara 19
Bife com 25% de gordura, grelhado 1 unidade 18
Ovo cozido 1 unidade 15
Trigo 1 xicara 15
Pao de trigo integral 1 fatia 13
Feijdo cozido 1 xicara 13
Avela 1 xicara 13
Espinafre cozido 1 xicara 11
Leite, 1% de gordura 1 xicara 8
logurte, baixo teor de gordura 1 xicara 8
Lentas cozidas 1 xicara 6
P&o branco 1fatia 6
Molho de espaguete 1 xicara 4
Castanha de cqju, torrada 1 xicara 3
Flocos de milho 1 xicara 2
Ervilhas cozidas 1 xicara 2
Bananas cortadas 1 xicara 2
Batata assada 1 unidade 1
Péssegos enlatados 1 xicara 1

Fonte: USDA, 2014.

Observa-se que alimentos como peixes, frutos do mar, carne bovina e carne de
frango, produtos |acteos como queijo cottage e, especialmente, graos sdo boas fontes de
selénio. Além dessas fontes, a castanha-do-pard emergiu como a maior fonte de selénio,

contendo cerca de 80 ug de Se por castanha, sendo, frequentemente, recomendada em
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dietas. Areas que ndo tém o fornecimento de castanha-do-para podem incluir, em suas

dietas, pées, cereals, carnes, aves, peixes e ovos (CHUN et al., 2010).
3.1.3. Especiacao de Selénio

As formas comuns de selénio no ambiente e os sistemas biol dgicos sdo selenito
(Se0s%), selenocistina (Se(Cys),), selenometionina (SeMet) e selenato (SeO4)
(CERVERA, M. L.; DAS, A. K.; DE LA GUARDIA, M., 2001), ordenadas da maior
para a menor toxicidade (PYZYNSKA, 1998). Por outro lado, selenometilcisteina
(SeMeCys), um composto de selénio orgénico que tem um aminoacido
metabolicamente modificado, € mais biodisponivel que as outras formas de selénio
(ABDULAH et d., 2005).

No que diz respeito a absorcéo e a relacdo com 0 armazenamento, metabolismo
e excrecao, observaram-se comportamentos diferentes para cada espécie. A absorcdo de
selenato (SeO,%) é quase completa e é dependente do gradiente de Na'K *ATPase, uma
vez que o uso de selenito (SeOs) é de cerca de 80%, com maiores interacdes com
outras substancias do trato gastrointestinal (COZZOLINO, 2005). A selenometionina é
também usada pelo corpo: cerca de 96% dela sdo absorvidas no intestino delgado, ao
contr&rio das espécies inorganicas que estdo no duodeno (FAIRWEATHER-TAIT,
1997; FOX, T.; FAIRWEATHER-TAIT, S. J., 1999).

Apesar de formas inorganicas de selénio serem fontes para organismos, a
selenometionina destaca-se pelo fato de poder ser incorporada em proteinas nos tecidos.
No entanto, para que isso ocorra, depende-se da presenca de metionina na dieta. Sua
auséncia pode impedir que a absorcéo do mineral selénio sgja sintetizada. Em contraste,
as espécies de selénio ingeridas podem passar por processos diferentes e serem
sintetizadas em seleneto e, em seguida, serem novamente metabolizadas em
selenofosfatase, que € precursora de varias selenoproteinas (HOLBEN, D. H.; SMITH,
A. M., 1999; SUNDE, 2006).

Ao considerar a faixa de toxicidades de diferentes formas quimicas de selénio e
a preocupacdo crescente com os atos niveis dessas toxicidades encontrados em varios
ambientes contaminados (JOHNSON, T. M.; BULLEN, T. D.; ZAWISLANKI, P. T.,
2000), observa-se que a especiacdo de selénio € vital para a andise e avaiagdo
adeguada das espécies desse elemento no ambiente e sistemas bioldgicos. Por isso, ha
uma demanda significativa para o desenvolvimento de metodologias cada vez mais
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sensiveis, robustas e rgpidas, com o minimo possivel de manipulacdo das amostras, uma
Vez que o preparo de amostra continua a ser um grande desafio, devido a facilidade na
interconversdo das espécies.

Amostras de alimento sdo, em geral, consideradas complexas e possuem uma
variedade de espécies em sua composicdo. Assim, utilizar muitas etapas no preparo
dessas amostras e/ou de reagentes pode produzir uma margem de erros significativos
nas analises.

3.1.4. Espectrometria de M assas

O principio de funcionamento de um Espectrébmetro de Massas envolve
particulas eletricamente carregadas que se movimentam pela acdo de um campo
elétrico. Ao longo dessa trgjetdria, essas particulas sdo ateradas devido as interacfes
entre a carga elétrica da particula e o campo aplicado. Tais interacbes provocam
deformacdo em funcdo da massa, do sentido do movimento e da velocidade, frente ao
campo aplicado (HARRIS, 2012).

Essa técnica é utilizada para o estudo das massas de &omos e moléculas ou
fragmentos de moléculas eletricamente carregados, sendo determinadas as massas dos
atomos e moléculas a0 se medir a razdo massa/carga (m/z) dos ions gerados. Os ions
formados, através da inducéo, perda ou o ganho de carga, so direcionados por forgas
eletrostaticas para dentro do analisador de massas. Ap0s direcionamento, eles sdo separados
de acordo com suas razfes mV/z e finalmente detectados. O MS detecta os resultados da
ionizacdo molecular e apresenta os resultados dos ions em espectro com relagdo m/z, que
mostra a intensidade relativa em funcdo da razéo massa/carga para cada ion.

Atualmente, a Espectrometria de Massas aplica diversas técnicas avangadas, que
sdo diferentes entre si, principalmente no modo de ionizagdo das amostras. Devido a
essa versatilidade, 0 uso da técnica pode ser aplicado em muitas éreas, pois a anadlise de
proteinas, peptideos, aclcares etc., que antes ndo eram possiveis de serem detectados
por técnicas antigas de ionizagdo, agora sdo analisados rotineiramente.

O surgimento de novas técnicas de ionizagdo, como a lonizacdo por Electrospray
(ESI), expandiu a gama de moléculas que podem ser analisadas por Espectrometria de
Massas, incluindo moléculas de ata polaridade, alta massa molecular e grande
complexidade estrutural. Esse tipo de ionizagdo € conhecido pela habilidade em

transferir espécies da solugdo para a fase gasosa de forma suave, permitindo que
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espécies supramoleculares, fracamente ligadas, permanecam intactas (LORDEIRO,
2011).

3.1.5. Fonte de | onizagdo por Dessor ¢do e Electrospray

A fonte DESI supera as limitagbes das fontes ESI, podendo, por exemplo, ser
aplicada somente para amostras em solugdo. Cooks et al. (2006) estudaram a técnica
denominada DESI (do inglés. desorption electrospray ionization), onde um spray de
particulas carregadas bombardeia uma superficie de uma amostra sdlida, liquida ou gasosa,
dessorvendo e ionizando as moléculas presentes. A ilustracdo do esquema da fonte DES| é

apresentada na Figura 1.

Figura 1. Esquema dafonte de DESI estudada por COOKS et al., 2006.
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A partir da Figura 1, visualiza-se a estrutura da fonte de ionizagdo. O solvente entra
por um tubo capilar no nebulizador; lateralmente ao tubo capilar, entra um jato de
nitrogénio em ata pressdo, que va produzir as pequenas goticulas. Ha uma grande
diferenca de potencia do inicio a0 fim do nebulizador que ir4 deixar as goticulas
eletricamente carregadas. Esse feixe de minUsculas gotas eletricamente carregadas é
direcionado a amostra por um angulo a e os ions dessorvidos sdo direcionados para a
entrada do Espectrometro de Massas, em pressao atmosférica. Controles importantes devem
ser observados, como o angulo  com a superficie da amostra.

Natécnica DESI, deve ser observada a caracteristica das amostras para determinar o
tipo de mecanismo de ionizagdo: podem ser moléculas de pequena ou elevada massa molar.
Peptideos e proteinas, com alta massa molar, apresentam ions com cargas multiplas, que sdo
facilmente transferidas para analito, pois a gota €letricamente carregada atinge a superficie

da amostra, espalha-se por um raio maior que o0 seu raio origina e dissolve as proteinas.
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Entretanto, quando se trata de moléculas com pequena massa molar, a ionizagdo ocorre por
transferéncia de cargas. um elétron ou um préton.

Existem trés possibilidades de transferéncia de carga. Considerando A como analito
e S como solvente, temos as equacdes: (1) a carga € transferida entre o ion do solvente e o
analito na superficie (Equacéo 1); (2) atransferéncia ocorre entre o ion do solvente na fase
gasosa e 0 andito na superficie, e o ion do solvente € evaporado antes de alcancar a
superficie da amostra, devido a distancia entre o spray e a superficie (Equagdo 2); (3)
possibilidade ocorre entre o ion do solvente na fase gasosa e a molécula do analito também

na fase gasosa, devido a alta pressdo de vapor da amostra (Equacgéo 3) (LORDEIRO, 2011).
‘{;aq] + S(S:] — A-l(aq) -+ S(;} (1}
A+ 8 = A+ 5 (2)

-'l;_;;J o S{g) — *'l(gl ¥ S(-_;;J (3}

O controle de alguns parametros € importante para garantir a eficiéncia daionizagdo
por DESI, uma vez que se trata de uma ionizagdo complexa. Desse modo, veem-se efeitos
de superficie, parametros do eletrospray, parametros quimicos e geométricos. Os efeitos de
superficie tratam da composi¢do quimica, da temperatura e do potencial elétrico aplicado;
os parametros do eletrospray incluem atensdo e arazdo entre os fluxos de liquido e gas; os
parémetros quimicos incluem a composicdo do solvente a ser nebulizado, como, por
exemplo, a adicdo de sais;, e 0s parametros geométricos incluem os angulos a, f € as
distancias entre a amostra e a linha de transferéncia do ion, e a amostra e o nebulizador
(LORDEIRO, 2011).

Assim, todos estes pardmetros - o angulo o, B, bem como as distancias entre o
emissor de spray e a superficie, e adistancia entre a superficie e a entrada do Espectrémetro
de Massas - devem ser otimizados para o sucesso da fonte DESI (COOKS et al., 2006).
Outros fatores importantes incluem pressao do gas, tipo de solvente e o valor da alta tenséo.
Diversas aplicagdes da fonte DESI tém sido apresentadas na literatura, 0 que denota suas
significativas vantagens, tais como a velocidade de andlise, a especificidade quimica e a
aplicacdo em amostras complexas (IFA et al., 2009).

Estudos vém demostrando que diversas técnicas sdo aplicadas a especiacéo de
selénio em amostras de alimentos, como apresentadas na Tabela 3.



Tabela 3. Comparacdo de metodol ogias analiticas para a especiacdo de selénio.
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Espécies de Selénio Técnica Amostra LD Ref

SeMet, SeCys HPLC-ICPMS Leite IngmL*? Bierlaet al., 2008.
SeMet, SeAHCys HPLC-ICP MS, ESI-MS Extrato delevedura  10-100 ng mL™ Casiot et al., 1999.
Se™, e, SeMet CE-ICPMS Extrato de solo 0,39; 0, 49; 202ugL™  Casiot et al., 2002.
SeMetCys, Se(Cys),, Se™®, SeMet HPAEC-AFS Tabletedelevedura 1-5pg L™ Liang et al., 2006.
SeMetCys, SeMet, Se(Cys),, Se™, Se*® HPLC-ICP MS, ESI-ITMS Couve - Chan et al., 2010.
SeMet, Se(Cys),, Se™, Se*® HPLC-ICPMS Bacalhau cozido 0,008 mg Kg™* Crewset la., 1996.
SeMet, Se*®, SeMeCys HPLC-ICPMS Trigo - Cubadda et al., 2010.
DMSe, DEtSe, DMDSe, Se™, Se*® MIP-AES Alimentos 0,14e0,15pg™ Dumont et al., 2005.
SeMet, Se(Cys),, SeCys, SeMetCys, Se™, Se™®  HPLC-ESI-MS Suplementos diet fmol Encinar et al., 2004.
SeAMet MALDI-Q-TOF-MS Levedura 0,31-2,00 g L™ Fang et al., 2009.
SeMet, Se(Cys),, Se™, Se™®, SeMetCys HPLC-ICPMS, ESI-MS Tecido foliar 65ngL* Ghasemi et al., 2011.
DMSe, DMDSe HS-HF-LPME, GC-MS Alimentos 10,1; 14,5: 6,3ngKg*  Infanteet al., 2009.
SeMet, SeMetCys, Se*® ICPMS, HPLC-ESI-MS Batatas - Jayasinghe et al., 2010.
Proteina contendo Se MALDI-MS, HPLC-ESI-MS  Alimentos 0,57;0,47;02ngmL™ Dietz et a., 2004.
SeMetCys, SeMet, Se**, Se'® ICPMS, ESI-MS Broto de cenoura 0.045 g g* K&polnaet al., 2009.
SeMeCys, SeMet HPLC-ESI-MS Sementes - Kitaguchi et al., 2008.
Se™, se’, DMDSe XANES Aguas - Lenz et al., 2011.
DMSe, DMDSg, SeMet, SeMetCys, Se™ HPLC-ICPMS Amostras bioldgicas 8,0 nmol L™ Lunge et a., 2010.
SeMet, Se(Cys)2, MeSeOOH, Se, Se' HPLC-ICPMS Solo 3-29ngL* Toluetal., 2011.
Se™, Se™, Se(Cys), SeMet CE-ICPMS Arroz 0,1-09ng L™ Zhao et al., 2011.




30

Observa-se que, na maior parte das técnicas listadas, a deteccéo é realizada por
Espectrémetro de Massas (MS) para a especiacdo do selénio. Oberva-se, também, que
essas técnicas permitem uma versatilidade de espécies em mesma amostra. Estratégias
de separacdo antes das determinacOes apresentam-se necessarias ha maior parte das
técnicas relatadas (Tabela 3). Investigando seus limites de deteccéo (LD) e Limites de
Quantificagdo (LQ), verificam-se baixos valores, apresentando uma boa sensibilidade
nas determinagdes de espécies como SeMet, Se(Cys),, SeCys, SeMetCys, Se™, Se*® e
SeAMet.

Entretanto, quando se observam as metodologias realizadas e as estratégias de
andlises que foram necess&rias para O tratamento das amostras, verificam-se
onerosidade e consumo considerdvel de reagentes. Assim, o emprego da fonte DESI
busca reduzir as etapas do tratamento da amostra, fornecendo ions suficientes para a
deteccdo pelo Espectrometro de Massas, podendo ter mesma ou melhor sensibilidade

nas determinactes, quando comparado com o uso de técnicas ndo cromatograficas.

3.2. ESPECIACAO DE SELENIO POR SPE

3.2.1. Biosorgéo e Moringa oleifera

Os descartes de metais toxicos tém crescido cada vez mais no meio ambiente,
devido a industrializacdo e a urbanizacdo, expondo 0s recursos naturais de agua a
processos de contaminacdo continua. Esses descartes sdo problemas de grande interesse,
ndo sO em relacdo a biota no meio receptor, mas também para os seres humanos, uma
vez gque causam impacto diretamente na salide. A acumulacdo de metais ocorre por meio
de procesos antropogénicos com interagdes quimicas e fisico-quimicas do metal com o
meio. O processo de biosor¢cdo com materiais naturais of erece vantagens para a remocao
desses metais descartados, tais como o uso de bioadsorventes de baixo custo, com alta
eficiéncia de remocgdo, reducdo no consumo de reagentes e possibilidade de
regeneracao.

A biosorc¢éo é definida como a remoc&o de ions metélicos por meio de adsor¢éo
passiva ou complexagdo. A remocdo de metais por processos metabdlicos, realizadas
com células vivas ou mortas, tem sido, também, amplamente estudada (ARAUJO et .,
2013). Entretanto, estudos de biosor¢do, utilizando materiais naturais, tém sido mais
empregados em amostras ambientais, devido a facilidade de aquisicdo de material e a
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alta eficiéncia de remocéo dos metais nessas amostras. Os processos de remocédo sdo,
em geral, por trocas idnicas entre os bioadsorventes e o metal e, frequentemente,
ocorrem na superficie do material, como apresentado na Figura 2.

Figura 2. Diagrama esquematico do mecanismo de trocaionica.
Biomassa na forma hidrogenada

/1
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Fonte: Alves, 2013.

Materiais como Moringa oleifera, que possuem grupos polares na superficie, sGo
susceptivels de melhorar a capacidade de troca catiénica consideravelmente (REDDY et
al., 2012). Moringa oleifera é a espécie mais amplamente cultivada de uma familia
monogenética, a Moringaceae. A Figura 3 mostra uma arvore da Moringa oleifera. Ela
é nativa do norte da india e atualmente cresce em muitas regides, incluindo a Africa,
Arébia, Sudeste da Asia, do Pacifico, Ilhas do Caribe e América do Sul (NADEEM et
al, 2006;. BHATTI et al, 2007;. REDDY et al, 2010). Além disso, é cultivada e tornou-
se naturalizada em muitos locais nos tropicos (REDDY et a., 2012).

Diferentes partes da &rvore de Moringa oleifera tém sido utilizadas em estudos
de adsorcdo com sementes (OBUSENG et d., 2012), folhas (REDDY et d., 2012),
madeira (KALAVATHY et al., 2012), casca da semente (REDDY et al., 2011), vagem
(BHATTI et al., 2007) e cascas (NADEEM et al., 2006).

Figura 3. Arvore de Moringa oleifera.

7, ¢

Foto: Almeida, I. L. S., Uberlandia 2010.
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Entre essas partes, a semente tem sido a mais estudada, devido a sua grande
capacidade de adsorcdo de metais e grandes aplicagdes como coagulantes. Embora as
sementes tenham polieletrdlito catibnico, que provaram ser eficazes no tratamento de
agua, outros estudos foram realizados para explorar outras aplicagdes potenciais para
esse material, principal mente para ser utilizado como bioadsorvente de metal (ARAUJO
et al., 2013).

O extrato aquoso das sementes da Moringa oleifera € conhecido por ser um
coagulante natural equivalente ao sulfato de aluminio, podendo atuar, também, como
coadjuvante de coagulacéo em associacdo com sais de ferro ou aluminio (Frighetto ET
a., 2007). As sementes, aém de promoverem a reducdo da turbidez das &guas por
coagulacdo de particulas coloidais suspensas, apresentam um efeito de tratamento
biol6gico, eliminando os microorganismos patogénicos. Essa purificagdo da égua se da
por arraste mecanico dos patégenos em solucdo com a sedimentacéo dos agregados de
particulas, e, também, principamente, pelo efeito bactericida de um agente ativo
antimicrobiano 4a-L-raminosi-benzil isotiocianato (MUYIBI, S. A.; EVISON, L. M.,
1995). Verificou-se também que as sementes sdo capazes de reduzir a dureza da agua em
cercade 60-70% (MUYIBI, S. A.; EVISON, L. M., 1995).

O agente ativo responsavel pela coagulacdo de aguas turvas presentes nas
sementes de Moringa oleifera € uma proteina catiénica com peso molecular nafaixa de
6-13 kDa (NDABIGENGESERE, A.; NARASIAH, K. S,; TALBOT, B. G., 1995).

3.2.2. Modificagéo e impregnagdo em bioadsor ventes

Fases de modificac@o na superficie da Moringa oleifera foram utilizadas para
induzir sua ativagdo ou mesmo aumentar a capacidade de remoc&o do metal em estudo
(ARAUJO et a., 2013). O tratamento com NaOH tem sido empregado com sucesso
nessa ativagdo da Moringa oleifera para remover ions metdicos (MARQUES et a,
2012;. REDDY et d, 2010;. REDDY et a, 2012.), devido aincorporacdo de grupos OH
na superficie do material. Além disso, REDDY et a. (2012) também utilizam o &cido
citrico para aumentar os grupos de &cido carboxilico, melhorando, assim, a adsor¢éo de
Cd*™?, Cu™ e Ni*? a partir de solucéo aguosa.

Bennett et al. (2003) redlizaram uma andlise abrangente dos metabdlitos
secundé&rios em espécies de Moringa oleifera, na qual verificaram a presenca de
glucosinolatos e compostos fendlicos (flavondides, antocianinas, proantocianidinas e
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cinamatos). Cada glucosinolato contém um &omo de carbono central, que esta ligado ao
grupo tioglucose (formando uma cetoxima sulfatada) através de um &omo de enxofre, e
aum grupo sulfato por meio de um &omo de nitrogénio.

Esses grupos funcionais, contendo enxofre e nitrogénio, séo bons sequestradores
de metais a partir de solucdo aquosa. Ligantes como a tiosemicarbazida, estrutura
apresentada na Figura 4, demonstraram propriedades de ligacdo varidveis e diversidade
estrutural. Além disso, a capacidade de formar quelatos com os ions de metais de
transicéo tem sido objeto de interesse, devido as suas atividades biologicas (SASWATI
et a., 2013) e quimicas.

Figura 4. Estrutura quimica da tiosemicarbazida.
3
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Assim, devido a necessidade de definir e compreender os grupos funcionais e a
alteracdo de impregnacdo responsavel pelo fenbmeno de adsorcéo, a caracterizacéo do

material deve ser feita.
3.2.3. Extracéo em fase sdlida

Para remocdo de metais, a Extracéo em Fase Solida (SPE) oferece uma série de
beneficios importantes, como a reducdo do uso de solventes, de exposicédo e de tempo
de extragdo, para a preparacdo da amostra. Entretanto, esse método de tratamento da
amostra permite a concentracdo e a purificacdo do analito em solucéo por sor¢do em um
adsorvente solido (CAMEL, 2003; PASSOS, 2011). Determinadas caracteristicas sdo
vantgjosas quando adaptadas a Sistemas de Injecdo em Fluxo e a um Gerador de
Hidretos (FIA-HGAAYS), pois, dém de aumentar a concentracdo do analito antes da
geracéo de hidreto, ocorre a eliminagdo de parte dos interferentes que influenciam no
processo. Dessa forma, percebe-se um aumento significativo na sensibilidade e preciséo
datécnica

O mecanismo de retencdo do analito num sorvente solido depende da natureza
quimica desse sorvente e pode ser uma simples adsor¢ao, complexagdo ou troca iénica.

No uso da SPE pelo mecanismo de adsor¢do, o andito é adsorvido na fase sdlida
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através de forcas de Van der Waals ou de forgas de Interacdo Hidrofébica. O uso de
sorventes apropriados, como carvéo ativado, silica-gel, celulose, alumina, EPU,
poliéster, PTFE, entre outros, tem permitido o isolamento de determinados analitos a
partir de suas matrizes e, consequentemente, proporcionado uma pré-concentracdo
(CAMEL, 2003).

Apesar de 0 uso das sementes de Moringa oleifera como agente de coagulagéo ja
ser um dos mais difundidos, diversos trabalhos com SPE vém sendo realizados com o
objetivo de explorar o potencial apresentado pelas sementes e pelo processo de SPE. A
Tabela 4 apresenta alguns trabalhos desenvolvidos pelo Laboratério de Espectroscopia
Aplicada do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia, utilizando as
sementes de Moringa oleifera e seus derivados.

Tabela 4. Trabahos desenvolvidos pelo Laboratdrio de Espectroscopia Aplicada — IQUFU,

utilizando Moringa oleifera e seus derivados.

Aplicacdo Referéncia
Remoc&o de flUor em &guas Silvaet a., 2006
Remocéo de Ag em solugdo aquosa Araljo et d., 2010
Pré-concentracdo e determinacédo de Ag(l) em Araljo et d., 2010
solugdes aguosas.

Pré-concentracdo e determinacéo de Cd(l1) em Alveset al, 2010

etanol combustivel

Uso datorta de M.oleifera paraadsorcéo de BTEX  Almeida, 2010

em solugdo aquosa

Caracterizagdo e uso das sementes de Moringa Araljo et d., 2010
oleifera como bioadsorvente para remogéo de

metais em efluentes aquosos

Remocé&o de Manganés em meio aquoso Marqueset al., 2013
Pré-concentracdo e determinacdo de Pb em cerveja  Alveset al., 2011

Pré-concentracdo e determinagéo de Zn em &l cool Alveset al., 2012
combustivel
Pré-concentracéo e determinacdo de Cu em gasolina Do Carmo et a., 2013

Pré-concentracdo e determinacdo de Zn em amostras  Alveset al., 2011

de cachaca
Remoc&o de Ni em meio aquoso Marqueset al., 2012
Extracdo Seletiva de Cromo Alves & Coelho, 2013

Fonte: Alves, 2013.

Os mecanismos de SPE associados a adsorcdo de ions metdlicos por
bioadsorventes lignocelul6sicos, como a Moringa oleifera, ainda ndo séo claros, sendo
possivel que a adsor¢do do ion metdlico aconteca por processos de troca idnica e
complexagdo, que podem acontecer simultaneamente (ARAUJO et al., 2013).
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. ESPECIACAO DE SELENIO POR DESI
4.1.1. Reagentes

Foram utilizados padr6es com alto grau de pureza, sendo que para o estudo das
espécies inorganicas, utilizaram-se os padrées de selenato de sadio (Na,SeO,) para Se'®
e selenito (NaSeOs) para Se™. Para 0 estudo das espécies organicas, utilizaram-se os
cloridratos de selenometionina, selenocistina e selenometilcisteina (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha) e metanol de grau HPLC (Merck, Darmstadt, Alemanha). A agua
usada em todas as experiéncias foi produzida por um sistema de purificacdo de agua
Milli-Q (Milford, MA, EUA). Todo o material de vidro foi mantido em overnight em
banho com solucéo a 10% (v/v) de HNOs, antes do uso.

4.1.2. Instrumentacdo

As andlises de especiacio foram realizadas em um Espectrometro de Massas ion
Trap (LCQFleet, ThermoScientific, San Jose, CA, EUA), que opera nos modos
positivos e negativos. A fonte DESI foi produzida no Laboratério de Cromatografia
Espectrometria de Massas, pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Rodingl Augusti, da
Universidade Federal de Minas Gerais, adaptando uma fonte EASI (LORDEIRO,
2011), sendo acrescentada voltagem ao spray formado, de acordo com a Figura 2.

Figura 5. Fonte DESI, utilizada neste trabalho. (A) Imagem capturada da
parte de cima; (B) imagem capturada da parte frontal.

,,"
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A fonte DESI foi desenvolvida usando os suprimentos e materiais de um
Cromatografo Liquido. Para operar o sistema, a fonte de lonizag&o por Electrospray
(ESI) foi removida do Espectrometro de Massas (MS) e uma conexao com resisténcia
foi ligada ao MS para fazer com que o dispositivo funcionasse sem a presenca da fonte
origina (LORDEIRO, 2011).

De acordo com Lordeiro (2011), foram utilizados: conector do tipo metélico "T"
para o gas de entrada, tensdo e solvente; capilar de silica inerte para conduzir o fluxo
para a ponta do solvente; duto metélico (ponta da fonte); condutas de polietileno para
conducéo de N; valvulas de controle de entrada de N; seringa (500 ul) para o depésito
do solvente, conector da bomba automética do MS; sistema de garras e pingas que
permitiu 0 posicionamento e rotagdo na entrada do MS, otimizando as distancias e
angulos da fonte DESI com relacdo a sua base metdlica, e permitindo, também, a
movimentacao nos eixos X, Y e Z para gustar a placacom a amostra.

Para otimizacdo do equipamento e testes, foram preparadas solugbes com os
padrdes em metanol-agua (1:1 v/v), num total de nove solugdes testadas, sendo, solucdo
individual das espécies organicas. SeMeCys, SeMet; Se(Cys),; solucdo bindria:
SeMet+SeMeCys,  SeMet+Se(Cys),,  SeMeCystSe(Cys),.  solugdo  terndria
SeMet+SeMeCys+Se(Cys),, adém das solucles das espécies inorganicas. [HSeO4] e
[HSeO3]'.

As solucbes padrdes foram depositadas em uma placa de vidro contendo um
papel-filtro fixado com fita dupla-face com &rea de 1cm?, renovados a cada andlise. Em
todas as andlises, 0 espectro do branco era capturado para descontar o sinal nos
espectros das amostras. Durante a andlise, foram capturados espectros MS de 0 a 1000
m/z, bem como o MS? e MS® de cada espécie em estudo, confrontando as relacdes m/z
obtidas com as da literatura.

A selecdo da razd m/z do ion de interesse (MS?) e a fragmentacdo desse fon
foram realizadas com todos os padrfes para confirmagdo da “impressao digital” da
espécie, para posterior identificagdo nas amostras. Cada espécie tem um valor de m/z no
MS* [SeMet + H'] m/z 198; [SeMetCys + H'] m/z 184; [Se(Cys), + H'] m/z 334;
[HSeO4 - H'] m/z 145 e [HSeO3 - H'] m/z 129. E, ap6s a fragmentagéo dos fons M S,
cada um obteve um valor caracteristico, que, no caso das espécies organicas, ocorreu
com a perda de molécula de agua de m/z: [SeMet — H,O] m/z 180; [SeMetCys — H,0]
m/z 166; [Se(Cys), — H20] m/z 316. A excegdo € para as espécies inorganicas, pois, de
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acordo com Crews et a. (1996), devido a estrutura da molécula ser reduzida, sua
capacidade é de perder apenas um fon e de ser detectadano MS.

Para 0s gjustes dos parametros, foi utilizada uma mistura de metanol-agua (1:1
v/v) como solucdo de pulverizacédo, e utilizado padréo de selenometionina a uma
pressdo fixa do N, de 100 psi. As condicOes gerais avaliadas foram: taxa de fluxo de
solucdo de pulverizacdo (7,0 uL min™), a tenso aplicada por ionizagdo (2,5 kV) e a
temperatura do capilar do MS (250,0°C). Essas condicdes foram otimizadas de forma
univariada, mudando a programacdo do MS. Com realacéo a fonte DESI, gjustes dos
angulos foram necessarios, e estafoi utilizada com o angulo da ponteira de 45°, 40 mm
de altura e 32 mm para a esquerda.

O spray com a amostra foi colocado junto a entrada do Espectrometro de
Massas. Foram realizadas capturas de espectros em MS? e MS®, selecionando o valor
m/z de interesse. Apds a selecdo do ion de interesse, ocorre colisdo com o gas hélio, e as
energias de colisdo foram gjustadas para produzir ions com intensidades relativas

mensuréveis.
4.1.3. Analises de especiacio de selénio

Amostras de vegetais foram utilizadas para avaiar a especiacdo de selénio,
usando a fonte DESI como método. Folhas de couve (Brassica oleracea L.), dentes de
alho (Allium sativum L.) e castanha-do-para (Bertholletia excelsa) foram obtidos em
lojas locais. Essas amostras foram trituradas com um mixer (Mallory, China) antes da
andlise. As folhas de couve, ap0s trituracdo, foram dopadas com 20ng de todas as
espécies de selénio em estudo, com as solugdes dos padrdes individuais adicionadas a
amostra no momento da anélise.

As amostras trituradas foram fixadas em placa de vidro com fita dupla-face
(1cm?), sendo que, antes da fixacdo, o espectro da fita foi capturado para descontar os
ions presentes.

Os espectros de massa foram coletados de cada superficie da amostra fixada com
fita dupla-face, com a média das capturas realizadas no periodo de 10 s, sendo 50
leituras por andlise. Durante a andlise, foram utilizadas energias de colisdo de 10-20
para a fragmentacdo de ions e obtencdo MS® relacionada a cada espécie presente na

amostra. Além disso, trabalhou-se com uma variagdo de m/z + 2. Foram realizadas
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leituras com amostra certificada de folha de espinafre (SRM 1570A), contendo uma
concentracdo de selénio total de 0,117 + 0,009 mg kg,

4.1.4. Deter minacao de Setotal

Para verificar a presenca de selénio nas amostras e quantificar o selénio total,
foram realizadas andlises no Espectrometro de Absorcdo Atdmica com Forno de Grafite
(GFAAS). Para a destruicéo da matéria organica nas amostras, a digestdo acida assistida
por microondas foi realizada no equipamento Millestone ® Ethos Plus (Sorisole,
Bergamo, Itdlia). Cerca de 0,3000 g de amostra de alimento foi pesado com preciséo,
seguido da adicdo de 5,0 mL de HNO3, 2,0 mL de H,O e 1,0 mL de H,0,. O programa
de digestdo ocorreu em duas etapas. (1) 15 minutos a 180°C; (2) 10 minutos a 180°C.
Antes da digestdo, as amostras foram condicionadas por 30 minutos a temperatura
ambiente para a pré-digestdo. As amostras digeridas foram transferidas para frascos
volumeétricos e o volume foi levado a 25,0 mL com &gua Milli-Q.

Todos os experimentos foram realizados em um Espectrébmetro de Absorcéo
Atbmica Varian AA 240Z, equipado com atomizador eletrotérmico em forno de grafite
GTA 120, auto-amostrador acoplado PSD 120, e corretor de radiacéo de fundo ndo
especifico (background) por efeito Zeeman. Todas as medidas de leitura foram obtidas
por meio de absorbancia pela integracdo da area do sinal transiente. Como fonte de
radiacdo, utilizou-se lampada de catodo oco de Se (A = 196,0 nm), operando de acordo
com as condi¢des recomendas. Tubos de grafite com revestimento pirolitico, com
plataforma de L’vov inserida (Part N° 63-100037-00; Batch N° 101816924) e com
modificador permenente de Pd+Ni, foram utilizados como atomizadores €l etrotérmicos.
O volume total de amostra injetada foi de 20 uL. em todos os experimentos.

Os parametros instrumentais seguiram as recomendacdes do fabricante e séo
apresentados na Tabela 5. O programa de temperatura também seguiu o recomendado,
com excessdo das temperaturas de pirdlise e atomizacdo, que foram redlizadas de
acordo com Stripeikis et a. (2004). Como gés inerte, utilizou-se argbnio de alta pureza
(White Martins, Rio de Janeiro, Brasil).
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Tabela 5. Programa de aguecimento do GFAAS.

Etapa Temperatura Tempo de rampa Tempo de espera Vazao Ar
(°C) (s) () (mL min™)
Secagem 80 30 - 0
Secagem 120 20 - 250
Pirdlise 1000 10 10 250
Pirdlise 1000 - 5 0
Atomizagdo 2100 - 5 0
Limpeza 2400 - 2 250

Fonte: Stripeikis et a. (2004).

Para as curvas de calibrago, as concentragtes-padrdo de Se foram 1,0-100,0 ug
L%, O Limite de Deteccdo (LD) e Quatificacso (LQ) foram determinados de acordo com
0 INMETRO (2011).

4.2. ESPECIACAO DE SELENIO POR SPE
4.2.1. Reagentes

Todas as solugbes utilizadas no desenvolvimento deste trabalho foram
preparadas com reagentes quimicos de grau analitico, utilizando &gua deionizada,
proveniente de um sistema de purificacdo de agua Milli-Q® da Gehaka, (S&o Paulo,
Brasil).

As solucBes de trabalho de Se*® foram preparadas, diariamente, a partir de uma
solucao do sal Na,SeO, em meio de HCI (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Parao Se™,
as solucdes de trabalho foram obtidas a partir do sal Na,SeO3 (Sigma Aldrich, Estados
Unidos), com grau de pureza de 99,9%. As solucdes utilizadas para geracdo de hidreto
foram realizadas com todo critério analitico. Para o agente redutor, dissolveu-se NaBH,
(Merck, Alemanha), utilizando estabilizante NaOH 0,5% (m/v) (Vetec, Brasil); para
HCI, prepararam-se as solugdes a partir do reagente HCI 36,5-38% (Merck, Alemanha).

As solugdes dos trés pré-redutores utilizados para reduzir Se'® a Se™ foram
preparadas pela dissolucéo de L-cisteina (Synth, Brasil) em agua, K1 (Vetec) em agua, e
Tioureia (Synth) em HCl 1% (v/v).

Para todos os testes de otimizac&o, que foram realizados de forma univariada, foi
utilizada balangca analitica. Para os parémetros de deteccdo, foram otimizadas as
concentragdes do sistema de Geragcdo de Hidreto (concentragédo de NaBH,4 e HCI). Em

seguida, foram determinados os parametros que poderiam influenciar os estudos de
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adsorcao, na seguinte sequéncia: ponto de carga zero, concentracdo de tiosemicarbazida
paraimpregnacdo, estudo do pH, massa de adsorvente, adicionando 25,0 mL de solugéo
padréo a 25,0 ug L™, podendo ser de Se* ou Se'®.

4.2.2. Instrumentacao

Para impregnacdo da tiosemicarbazida e caracterizacdo das sementes da
Moringa oleifera, foram empregados os seguintes equipamentos e acessorios. Balanca
Andlitica - Anaytical Standard - Modelo Ohauss (OHAUS, Florham Park, USA);
Espectrometro de Infravermelho - Modelo IR. Prestige - 21 (Shimadzu, Toquio, Japdo);
Analisador Termogravimétrico — Metler Toledo TGA/SDTA; Espectrémetro de
Fluorescéncia de Raios-X, modelo EDX-700 (Shimadzu, Téquio, Japdo); Liquidificador
Industrial — Modelo: Bermar Industria e Comercio LTDA; Microscopio Eletrénico de
Varredura, modelo IMT-300 (JEOL, Toquio, Japdo) e Peneiras TYLER (Bertel - Ind.
MetalUrgica Ltda, Caieiras-SP, Brasil).

Todas as determinacOes de selénio foram feitas em Espectrometro de Absorcéo
Atdmica com Chama Modelo SpectrAA-220 (Varian®, Victoria, Austrdia), equipado
com acessorio de Geracdo de Hidretos modelo VGA 77 (Varian®, Victoria, Austrdlia),
onde foi usada a vazdo do gés de arraste (N) de 100mL min™.

O sistema de Gerador de Hidretos é composto por uma bomba peristaltica que
serve para aintroducdo das solucdes e da amostra no separador gas-liquido. As solucdes
de NaBH,4, HCI e as amostras contendo selénio sdo introduzidas, pela bomba, em
diferentes linhas e, posteriormente, se encontram em uma bobina de reacdo, onde as
solucdes entram em contato e reagem. Nesse momento, o hidreto de selénio é formado
(SeHy), desprendendo-se da matriz na forma de gas, e é levado pelo gés de arraste (N2)
até a cela de quartzo que fica sob a chama de ar-acetileno do FAAS para atomizagdo. A
parte da amostra liquida é drenada para o descarte. A Figura 6 apresenta 0 esguema
geral do sistema para determinacéo de Se™ e Setotal.

Para as determinacOes, o Espectrometro de Absorcdo Atdmica utiliza lampada
de catodo oco de Se (A = 196,0 nm) — marca Varian®, Victoria, Austrdlia; para correcéo
de sina de fundo, foi empregada uma lampada de deutério; a chama é composta da

mistura de ar-acetileno; vazdo de ar 13,5 L min™ e vaz&o de acetileno 2,0 L min™.
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Figura 6. Esboco do sistema utilizado para a determinacdo de

+4
Se™ e Setotal.
Tubo atomizador de quartzo
Bomba Peristaltica Bobina de Reacdo
Amostra AA__,.
HCI/H20 I Separador gas-liquido

NaBH,

N, (100 mLmin‘1 : :

Fonte: Manual do equipamento.

O sistema de Geracdo de Hidretos é constituido de Bomba Peristdltica Gilson®
Minipuls 3 (Villiers Le Bel, Franca), equipada com 8 canais; Tubos Tygon® de
polietileno; Cilindro de 10 m® de nitrogénio; Cela de quartzo em formato de T (13,5 cm

de comprimento e 15 mm de diametro externo), aquecida em chama.
4.2.3. Coleta e preparo das sementes de Moringa oleifera

A coleta das sementes de Moringa oleifera foi realizada na cidade de
Uberlandia-M G. Essas sementes, mantidas integrais, foram lavadas trés vezes com agua
deionizada e secas a0 ar durante 8 horas. Posteriormente, as sementes integrais foram
trituradas com a utilizacdo de um liquidificador industrial, e peneiradas até a obtencéo
de particulas com tamanho < 55 um. Esses foram os materiais utilizados durante todo o
procedimento de caracterizacdo. Desse material, uma parte foi separada para a

impregnacdo da superficie da Moringa oleifera com reagente tiosemicarbazida.
4.2.4. Preparo da Moringa oleiferaimpregnada

Para a impregnacdo da Moringa oleifera in natura, 20,0000 g da massa ja
triturada foi pesada, e uma solugdo de tiosemicarbazida foi preparada na concentracéo
de 0,01 mol L™ e acrescentada & massa da Moringa oleifera in natura. Em seguida, a
mistura foi agitada por uma hora. Posteriormente, a solugdo foi filtrada a véacuo. A

Moringa oleifera foi colocada na estufa para secar a 45°C, durante 24 horas.
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4.2.5. Caracterizacdo da Moringa oleifera impregnada

Foi redlizada caracterizagdo fisico-quimica da semente de Moringa oleifera
impregnada com reagente tiosemicarbazida, e, para dar apoio a pesquisa e comparar as
caracteristicas fisico-quimicas e as mudancas apds a impregnacado, foi realizada também
a caracterizacdo da semente de Moringa oleifera in natura.

A identificagdo dos grupos funcionais foi realizada por Espectroscopia de
Infravermelho na Regido Média, sendo que as amostras foram preparadas em pastilhas
de KBr na proporcdo 100:1 e irradiadas a uma faixa de 4000 a 1000 cm™, com
resolucdo de 4 cm™ e 32 varreduras por amostra.

Para obtencdo das micrografias, foi utilizado um Microscépio Eletrénico de
Varredura (SEM). O procedimento consistiu na incidéncia de um feixe de elétrons com
voltagem de 20 kV sobre a amostra coberta com um filme de ouro. O uso conjunto da
Energia Dispersiva de Raios-X (EDX) com o SEM é de grande importancia na
elucidacdo dos materiais. Enquanto SEM proporciona nitidas imagens, o EDX permite
sua imediata identificacdo de forma qualitativa. Além da identificacdo, o equipamento
ainda permite o mapeamento da distribuicdo de elementos quimicos presentes no
material analisado, gerando mapas composicionais de el ementos desegjados.

A distribuicdo do volume dos poros foi determinada a partir das isotermas de
adsorcao e dessorcao do nitrogénio pelo método BET; as andlises foram conduzidas em
um aparelho Micromeretics ASAP 2010.

A metodologia empregada para avaliacdo do ponto de carga zero (PCZ)consistiu
em misturar 50,0 mg da biomassa com 50,0 mL de solugdo aguosa, sob diferentes
condicdes de pH inicial (1,0-12,0), e determinar o pH apds 24 horas de equilibrio. As
solucBes com pH em faixa &cida foram feitas apartir de diluicdesde HCI 1,0mol L™, e
as de pH>7,0 a partir de diluices da solucdo de NaOH 1,0 mol L™

Esse parametro conhecido como pH no ponto de carga zero (PCZ) é importante
guando se desgja investigar o desempenho de certo material sdlido como adsorvente de
cétions e anions. O ponto de carga zero foi de grande vaia para a elucidacdo do
material, uma vez que os resultados do PCZ indicam a carga em que o0 adsorvente se

encontra.
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4.2.6. Estudos da remocdo seletiva de Se™
4.2.6.1. Estudo do pH

A fim de averiguar se 0 guste do pH inicia da solugdo contendo o analito é
suficiente para separagdo das espécies, o efeito do pH inicial da solucdo na separacdo
das espécies inorganicas de selénio foi avaliado. Inicialmente, 100,0 mL de solugdo
contendo, separadamente, os ions Se™ e Se™® na concentragdo de 100,0 mg L™, com pH
na faixa de 1,0 a 12,0 gjustado com HCl ou NaOH 0,1 mol L™ foram colocados em
agitagdo com 1,0 g das sementes de Moringa oleifera com tiosemicarbazida. Apds
filtragdo, o sobrenadante foi diluido com quantidades adequadas de &gua deionizada e a
concentracdo final, medida por HGAAS. A porcentagem de adsorcéo foi calculada com

base nas diferencas das concentragdes iniciais e finais.
4.2.6.2. Teor de tiosemicarbazidaimpregnada na Moringa oleifera

Para melhor avaliacdo da superficie da Moringa oleifera impregnada com o
reagente tiosemicarbazida, foram feitos estudos nos quais se variou a concentracdo do
reagente impregnado. Foi testada uma faixa de 0,01 a 0,5 mol L™ de solucdo de
tiosemicarbazida, com o objetivo de determinar qual a melhor concentracdo para

impregnacdo ha Moringa oleifera in natura.
4.2.6.3. Parametros que af etam a adsorcéo

De posse do pH, onde a separagdo das espécies ocorre, as variaveis que podem
afetar a adsorcao do ion foram avaliadas pelo método univariado, sendo elas: tempo de
agitacéo e massa do adsorvente.

Para avaliacéo da massa de Moringa oleifera, variou-se a massa do adsorvente
entre 0,1000 a 2,0000 g, enquanto que para avaliacéo do tempo de agitacdo, variou-se o
tempo entre 5 e 120 minutos. As condicdes utilizadas em ambos os experimentos foram:
granulometria 500 pm; volume de solu¢do 10,0 mL; tempo de agitacdo 60 minutos;
pH=7,0 e concentracdo da solucdo de fons Se™* igual a25 pg L™



44

4.2.6.4. |soterma de Adsorgéo

O procedimento de construcdo das isotermas de adsorcdo permite verificar,
graficamente, a quantidade maxima em gramas do adsorvato que pode ser adsorvida
numa dada massa de adsorvente (ALVES, 2013).

O experimento foi feito usando 50,0 mg de sementes trituradas de Moringa
oleifera modificada com reagente tiosemicarbazida, que foi agitada durante 1 hora com
50 mL de solucdes de fons Se™ em concentragdes de 0,2 a 100,0 mg L*. Foram
mantidos pH=3,5 e tempo de 60 minutos. Apds a agitacdo, a mistura foi filtrada e o
sobrenadante, diluido com é&gua deionizada e anadisado pelo HGAAS, durante a
realizac&o de todo o procedimento.

A isoterma foi obtida lancando-se, no eixo da abscissa, a concentracdo do
sobrenadante, ou seja, a concentragdo de equilibrio do adsorvato - Ce (mg L™), €, no
eixo da ordenada, a quantidade do metal adsorvido (mg) pela massa do adsorvente - Qe

(mgg™).
4.2.6.5. Otimizacdo da determinacdo de selénio

Com o intuito de se obter o melhor sinal analitico para aumentar a sensibilidade
na deteccdo dos fons de Se*, foram estudadas as variaveis do sistema de HG que podem
interferir na absorbancia. As variaveis estudadas foram a concentracdo do HCI, a
concentracdo do NaBH, , e os pré-redutores para reduzir Se™® a Se**: L-cisteina, tioureia
ou HCI. Esse estudo foi realizado de forma univariada, utilizando uma solugdo de Se™
25ug L™t

4.2.6.6. Estudos de interferentes

O efeito dos fons Se*®, As™, As™, Ca™, Na', ClI" e PO,> foram avaliados, a fim
de checar se esses jons interferem na adsorcéo de Se™. Os fons foram escolhidos devido
a sua presenca em aguas €, no caso do As, devido a sua copresenca com 0 selénio, ou
sgja, onde ha selénio pode haver Asjunto.

Para testar a seletividade do método analitico desenvolvido, foi feito o estudo de
interferentes para avaliar 0 comportamento de possiveis ions que possam interferir no
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sistema, tanto na adsor¢éo, como no momento da andlise. Ta procedimento é realizado
com o intuito de se obter informagdes sobre a aplicabilidade do método para diferentes
tipos de amostras.

O fator de interferéncia, Fl, é definido pela equacéo (4):

FI=AYA (4)

Onde A’ ¢ o valor do sinal analitico relativo & solugdo de Se™ na presenca do
possivel interferente, e A € o sinal analitico relativo a solugdo do analito na auséncia do

possivel interferente.
4.2.6.7. Parametros Analiticos Avaliados

A linearidade, que é a capacidade de um método anaitico gerar sinais
proporcionais a concentracdo de uma substancia em andlise, é avaliada por meio da
andlise de padrBes que abrangem a faixa de concentrago de interesse, gerando uma
curvade calibracéo (INMETRO, 2011).

O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracdo da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. O limite de
quantificacdo (LQ) representa a menor concentragéo da substancia em exame que pode
ser medida. O LD e o LQ foram estimados através das medidas de branco (n = 10),
conforme descrito naliteratura (INMETRO, 2011).

Paraavaliar a exatiddo do método, testes foram executados em amostras de agua
mineral comercial. A exatiddo do método proposto para determinacéo de Se** e Se total
foi verificada a partir da andlise de amostras de dgua mineral, fortificadas com solucéo
padrdo de Se** e Se® de 10,0 pug L™. Também foram realizados testes de recuperacéo
pelo método da adicdo de padréo. O teste de recuperacéo é especialmente apropriado
quando a composi¢ao da amostra é desconhecida ou complexa e afeta o sinal andlitico.

Na adicdo de padréo, quantidades conhecidas do elemento de interesse séo
adicionadas a amostra desconhecida. A partir do aumento do sinal, deduzimos guanto
deste elemento estava presente na amostra original, sendo o sina diretamente
proporciona a concentragdo do elemento de interesse (HARRIS, 2012).

Todas as amostras foram analisadas em triplicata e preparadas no Laboratério de
Espectroscopia Analitica— LEA, da Universidade Federal de Uberlandia. Foi analisada
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agua mineral obtida no comércio da cidade de Uberlandia, e feito o teste de
recuperacdo. Para as andlises, as amostras foram enriquecidas com concentragdo de

selénio de 10,0 ug L™ a100,0 pug L™, determinando-se suas recuperagdes.

5. RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1. ESPECIACAO DE SELENIO POR DESI

5.1.1. Analise das solucdes padr 6es

Inicialmente, as andlises foram realizadas com a captura de espectros, no modo
de varredura completa, em uma faixa de massa de m/z 100-400. Os espectros foram
adquiridos em ambos os modos de ions positivos e negativos do M S, pois, as espécies
organicas, apos colisdo, formavam ion com carga positiva, e as espécies inorganicas,
ions com carga negativa.

Em experimentos no modo positivo, proprio para deteccdo de espécies que
produzem carga positiva, foram capturados espectros com cada solugdo padréo -
espécies organicas individuais. SeMeCys, SeMet; Se(Cys),; solucdo binaria
SeMet+SeMeCys, SeMet+Se(Cys),, SeMeCys+Se(Cys),, e solucdo ternaria
SeMet+SeM eCys+Se(Cys).,.

O espectro de massa, resultante da andlise da mistura ternéria, € apresentado na
Figura 7A. As formas protonadas dos compostos de selénio [SeMet + H]* de m/z 198,
[SeMeCys + H]" de m/z 184 e [Se(Cys), + H]" de m/z 334 sfo distinguidas nesse
espectro de massa.

Para ter acesso aos caminhos de fragmentacdo, os dados MS? também foram
registrados para cada fon referente ao padréo. ions do produto de m/z 166 (Figura 7B),
m/z 180 (Figura 7C) e m/z 316 (Figura 7D) sdo provenientes da perda de uma molécula
de &gua a partir de cada ion pai, respectivamente, verificando-se que esse tipo de perda
(-H20; -18 m/z), apos a colisdo, é favorecida em todos os casos.
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Figura 7. (A) Espectro MS com a mistura ternéria (SeMeCys+ SeMet + Se (Cys),) (25
ng de cada composto); e espectro MS? dos fons-filho: (B) [SeMeCys + H]* m/z 184; (C)
[SeMet + H]" mVz 198; (D) [(S&(Cys)2 + H]" m/z 334.
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O modo negativo do MS foi escolhido por ser mais adequado para a deteccéo
das espécies de selénio inorganico. O espectro MS? das solucbes das espécies
inorganicas [HSeO4] e [HSeO3] (Figura 8A), de uma mistura de SeO,? e SeO3? (25
ng de cada padréo) colocada sobre uma lamina de vidro, exibe a presenca de anions de
m/z 145, correspondendo a[HSeO,]", e m/z 129 em relacdo ao [HSeO;] .

Figura 8. (A) Espectro MS da mistura binéria composta de Se™ e Se™ (25 ng de cada
composto). Espectro MS? dos fons: (B) [HSeO4]” m/z 145; (C) [HSeO3]” m/z 129.
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A selecdo de massas e a fragmentacdo desses anions (Figuras 8B e 8C,
respectivamente) ndo produziram ions-filho, devido a estrutura da molécula; o
fornecimento de alta energia de colisGo pode decompor a molécula perdendo sua
“impressdo digital” (CREWS et al., 1996). O mesmo foi observado nos estudos de
Crews et a. (1996), que analisaram esses ions de selenito e de selenato em extratos
gastrointestinais no modo negativo, validando a presenca de tais ions com m/z 129 e
145, respectivamente.

5.1.2. Otimizag&o dos par ametros

Para otimizacdo do méodo DESI-MS, foi utilizada uma solugdo de
selenometionina, usando M S na transicdo: m/z 198-180. Para melhorar a sensibilidade
de deteccdo de DESI para especiacao de selénio, utilizamos o método seguido por Lin et
al. (2010). Usamos 0 MS? como uma maneira de aumentar a relacio sinal-ruido (s/n) e
como uma forma de andlise da estrutura, devido a baixa resolugdo, reduzindo,
significativamente, ainterferéncia e niveis de ruido a partir da matriz.

Para a confirmacdo de cada composto de selénio, foi utilizado um modo tipico
de MS/MS: no modo positivo, 0 SeMet m/z 198 com o seu fragmento de 180, SeMeCys
m/z 184 com o seu fragmento de 166 e Se(Cys), m/z 334 com o fragmento de m/z 316.
No entanto, no modo negativo, devido a auséncia de geracdo de fragmento, foi usada
apenas a selecdo de MS* para o célculo do Limite de Deteccdo (LD).

Os vaores de partida foram determinados de acordo com parametros de analises
do proprio equipamento. Assim, de acordo com esses valores, foi redizada uma
otimizagdo univariada dos trés principais parametros. Os valores de partida foram:
temperatura de 250°C e fluxo de 10,0 pL min™t. Os valores das otimizacSes sio
apresentados na Figura 9.

Os efeitos de alguns parémetros tipicos DESI, tais como solvente (metanol: dgua
1:1 v/v), velocidade de fluxo (3,0-10,0 mL min'), temperatura do capilar (220-275 °C)
e tensdo de pulverizagdo (1,5 — 3,0 kV), sobre a resposta foram avaiados. As
experiéncias foram conduzidas, registrando-se 0s espectros de massa no modo positivo,
e analisando a SeMet (25,0 ng) depositada sobre uma superficie do papel, frente a
medi 3o da intensidade absoluta de ion de m/z 198, [SeMet + H]" (resposta) (Figura 9).
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Figura 9. Otimizacdo univariada dos parametros tipicos de uma fonte DESI: (A) fluxo
do solvente (metanol: agua 1:1 v/v), (B) temperaturado capilar e (C) voltagem do spray.
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O fluxo do solvente de pulverizacdo mostrou um efeito significativo sobre a
intensidade do sinal (Figura 9A), o que € consistente com os dados anteriormente
relatados (CASIOT et al., 1999). A maior intensidade do sinal foi atingida por um
caudal de 7,0 puL.min™. Temperatura do capilar (Figura 9B) e tensdo (Figura 9C)
mostraram ter um efeito mais pronunciado sobre a resposta. Assim, a intensidade
maxima do sinal foi observada: para a voltagem de pulverizacéo, o valor obtido foi 2,5
kV, e atemperatura do capilar foi 250°C.

5.1.3. Limite de Deteccdo

O modo de MS? foi aplicado com o propésito de determinar o Limite de
Deteccdo (LD) do MS para cada espécie de selénio em estudo. Os LD foram obtidos por
meio da verificacdo da menor quantidade de cada composto de selénio depositado numa
superficie de papel-filtro fixado por fita dupla-face em uma placa de vidro. O espectro
do papel com a fita dupla-face era capturado antes da adi¢éo do padréo; em seguida, o
paddo era adicionado de 1 em 1uL até que atingisse quantidade suficiente para se obter
intensidades mensuraveis de um determinado fon (MS?) e os seus fons-filho (MS®), para

confirmacdo da espécies.
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Para evitar falsa determinacdo, foram utilizadas vérias transicdes de
fragmentacio selecionadas (LIN et al., 2010). O LD era de 15 pg/cm? para SeMet
durante o processo de DESI, no modo positivo m/z 198-180. O LD para MeSeCys foi
de 10 pg/cm?, para a transicdo m/z 184-166. Por outro lado, o LD de NaxSeOs; e
Na,SeO, MS, operando no modo negativo, foi estimado como sendo de 15 pg/cm? e 10
pg/cm?, respectivamente. Desvio padrdo relativo (RSD) <4,6% (n = 4) foi obtido por
essas medicdes.

Apesar do LD relativamente baixo quando comparado a outras técnicas, como,
por exemplo, a HPLC-ICP-MS (Tabela 1), DESI oferece vantagens para a andise de
especiacd elementar, devido a minima manipulacdo da amostra. Apesar da ndo
quantificacd@o das espécies, a técnica utilizada fornece informactes sobre a presenca dos
elementos nas amostras, sendo que, em algumas situagdes nas quai s basta saber se ha ou

nao a espécie, DESI pode ser Util e rapida na obtencéo dainformacéo.
5.1.4. Desempenho do método e aplicacdo a amostrasreais

O desempenho do método foi avaliado por andlise de dois tipos distintos de
amostras de vegetais: (a) folha de couve dopada com 20 ng de cada um dos padrdes de
selénio em estudo e (b) amostra certificada de folha de espinafre (NIST SRM 1570A),
contendo 0,117 mg Kg™ de Se total. Os espectros obtidos sdo apresentados na Figura
10.

Assim, no espectro obtido para couve (modo positivo: Figura 10A; modo
negativo: Figura 10B) e espinafre (modo positivo: Figura 10C; modo negativo: Figura
10D), verifica-se a presenca dos ions de interesse [SeMet + H]* de m/z 198, [SeMeCys
+ H]" de m/z 184 e [Se(Cys), + H]" de m/z 334, e também pode ser vista a presenga dos
inorganicos [HSeO4]" e [HSeO3]". O conjunto de dados MS? confirma a ocorréncia de
todas as espécies de selénio organico na amostra de couve dopada. Todos os registros
M S? tiveram comportamento semel hante aos observados para os padres (Figura 7).

Esses conjuntos de resultados confirmaram, assim, a aplicabilidade do presente
método na deteccdo de compostos de selénio em matrizes complexas de vegetas,
confirmando que DESI pode ser utilizada para promover uma analise de especiacéo de
selénio, com minimo de manipulacdo da amostra. As amostras reais de alho e castanha,
gue sdo bem conhecidas por possuir teores elevados de selénio, também foram
analisadas.
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Figura 10. Espectros obtidos da couve (modo positivo Figura A e modo negativo

Figura B) e espinafre (modo positivo: Figura C e modo negativo: Figura D).
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As Figuras 11A e 11B mostram espectro MS nos modos positivo e negativo,
respectivamente, de uma amostra de castanha-do-para. Os ions diagnosticados para as
espécies organicas (m/z 184 para SeMeCys, m/z 198 para SeMet e m/z 334 para o
Se(Cys),) e inorganicas (m/z 145 para SeO.>e m/z 129 para SeOs?) sdo claramente
reconheci dos nesses espectros de massa.

A presenca de espécies organicas de tais amostras pode ser definitivamente
confirmada pelos dados de MS/MS, e o perfil de fragmentagcdo de cada ion progenitor
mostrado € muito semelhante aos observados para os respectivos padrdes na Figura 7.
Resultados semelhantes também foram obtidos quando uma amostra do aho foi
analisada em DESI, em ambos os modos de ions positivos e negativos, como
apresentado na Figura 12. Os resultados globais, incluindo os dados MS?, permitiram,

assim, uma especiacdo dos compostos de selénio no aho.
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Figura 11. Espectros obtidos da amostra de castanha- do-para (modo positivo:

Figura A; modo negativo: Figura B).
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Figura 12. DESI obtido das amostras de alho (modo positivo: Figura A; modo
negativo: FiguraB).
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Nessas avaliaghes, observou-se a ocorréncia de interferéncias que podem afetar a
qualidade de andlise; no entanto, foi feito um processo de leitura do branco (o solvente
apenas na fita dupla-face) entre cada amostra analisada. Além disso, uma contaminagdo
excessiva do capilar do Espectrdmetro de Massa forneceu dificuldades para realizar a
quantificag@o confiavel em amostras reais. Foi necess&rio o cuidado de lavar o capilar
com metanol: &gua (1:1) num banho de ultrassons, durante 30 minutos, a 60°C em cada

passo.
5.1.5. Deter minacéo de Setotal

O teor total de Se nas amostras foi determinado por GFAAS, para confirmar a
presenca de selénio em todas elas. Nos resultados, foi comprovada a presenca de selénio
em fol has de couve fortificadas (0,083 + 0,02 mg Se kg™), alho (0,028 + 0,01 mg Se kg’
') e castanhas-do-para (0,171 + 0,02 mg Se kg™). Folhas de espinafre do material
certificado (SRM 1570A) também foram andisadas para verificar a exatidao e a
precisdo do método. O teor obtido foi proximo ao da amostra certificada (0,112 + 0,01
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mg Se kg?); a recuperacdo foi de 96%. E importante lembrar que os resultados

apresentados estdo na matéria seca, e ndo como amostra fresca como na DESI (75% de

agua).
5.2. ESPECIACAO DE SELENIO POR SPE
5.2.1 Caracterizacbes da Moringa oleifera impregnada

O bioadsorvente apds a modificacdo permanece com 0 mesmo aspecto e mesma
granulometria do material in natura. A Figura 13 apresenta a caracteristica da Moringa

oleifera in natura e ap6s a modificaco.

Figura 13. (A) Moringa oleifera triturada sem impregnacéo;

e (B) ap0Os aimpregnacdo com a tiosemicarbazida.

Para identificacBo dos grupos funcionais presentes na superficie do material,
realizou-se a andlise de infravermelho. A espectroscopia do infravermelho é uma
técnica usada para contribuir na elucidacdo do materia modificado, que é aplicada
como ferramenta para identificar grupos funcionais que possam estar presentes no
bioadsorvente. Segundo Araljo et al. (2013), a adsortividade dos metais pelo
bioadsorvente depende diretamente da composi¢do quimica de sua superficie, onde é
possivel encontrar grupos funcionais ativos que adsorvem o analito.

Podem ser observados, na Figura 14, os principais grupos funcionais da Moringa

oleifera in natura e da modificada, cujas diferencas de espectros sdo notaveis.
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Figura 14. Espectro de Infravermelho Médio da Moringa oleifera

in natura e apds impegnacdo com tiosemicarbazida.
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Os resultados de FT-MIR obtidos nesse estudo com as sementes de Moringa
oleifera in natura confirmam estudos anteriores realizados pelo grupo (ARAUJO et al.,
2010; ALVES, 2013). Foi constatado que uma banda larga centrada em 3420 cm™,
atribuida ao estiramento OH, aparece, predominantemente, na proteina e no écido
graxo. Além disso, a proteina presente nas sementes também contribui no estiramento
N-H de grupos amida. O estiramento C-H do grupo CH. , atribuido ao simétrico e
assimétrico (2923 cm™ e 2852 cm™), esta presente em &cidos graxos. Trés bandas
intensas sdo atribuidas a0 estiramento da ligacdo C=0O (1800-1600 cm™), que é
observado também nas estruturas de proteinas.

No entanto, outras bandas também foram associadas aos grupos dos acidos
graxos (1740 e 1715 cm™) e ao grupo amida na proteina (1658 cm™). A presenca de um
pico a 1587 cm™ pode ser atribuida ao estiramento C-N efou C-S de deformac&o
assimétrica.

Para a estrutura da Moringa oleifera impregnada com reagente tiosemicarbazida,
é observado, ainda na Figura 14, estiramento N-H na regigo de 3750-3250 cm™, o que
confirma a presenga do grupo funcional amina, e a sua deformagdo angular € observada
a1750-1580 cm™. No que diz respeito & deformacéo assimétrica da ligagdo C=S (1800 a
1600 cm'™), esta também é confirma pelo espectro.

Para melhor elucidacéo da caracterizacdo do bioadsorvente impregnado com

reagente tiosemicarbazida € que se fez uso da técnica EDX. Com ferramenta de
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anadise, foram obtidos resultados a fim de identificar e aferir os elementos quimicos
presentes no bioadsorvente, tanto in natura, como impregnado. O uso dessas andises é
importante para determinar a porcentagem de cada espécie dentro da amostra
(MARTINELLI et a., 2006). A Figura 15 apresenta a porcentagem em peso dos
principais elementos constituintes das sementes de Moringa oleifera in natura e da

Impregnada com reagente tiosemicarbazida

% massa

% massa

A C (o) K B

Figura 15. Estudo do EDX feito com o material bioadsorvente, (A) Moringa oleiferain

natura; (B) impregnada com reagente tiosemicarbazida.

Os sinais de raios-X, caracteristicos dos elementos que os geraram, propiciam
informagdes qualitativas e quantitativas da composicdo elementar da amostra analisada
(SOARES, B. M. C.; SARON, E. S., 2010). Na Figura 15A, é observado que, na
Moringa oleifera in natura, € notavel a presenca predominante de C, O e K, estando
estes na composicao do bioadsorvente, e sendo constituidos basicamente por celulose,
hemicelulose e lignina (ARAUJO, 2009). Ja para a Figura 15B, é observado, além de C
e O, que também estdo presentes na composi¢cdo da tiosemicarbazida, o nitrogénio e o
enxofre, 0 que vem a comprovar a presenca de uma superficie modificada com o
reagente.

Esses dados da Figura 15B comprovam a existéncia de enxofre e de nitrogénio
na estrutura da tiosemicarbazida NH»-NH-C(S)-NH, utilizada na modificagdo de
Moringa oleifera. Além disso, observou-se que a quantidade de carbono aumenta
Moringa oleifera na analise para o bioadsorvente modificado, o que também confirma a
existéncia de impregnacdo do reagente sobre a superficie de Moringa oleifera.

O materia de estudo deste trabalho foi avaliado, também, por Microscopia
Eletronica de Varredura (SEM), utilizando-se um microscopio eletrénico de varredura
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(JEOL JMT -300), a fim de comprovar as andlises de EDX gque indicam uma mudanca
no material. As amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro, e uma
voltagem de aceleracdo de 20 kV foi aplicada. O SEM € amplamente utilizado na
investigacdo da microestrutura superficial de materiais importantes, como metais,
polimeros, vidros, ceramicos, celuldsicos e alimentos, destacando-se quando € possivel
realizar andlise quimica elementar na amostra em observacdo (SOARES, B. M. C,;
SARON, E. S,, 2010).

Para a andlise do SEM, as micrografias eletronicas de varredura das sementes de
Moringa oleifera in natura e da modificada com a tiosemicarbazida sdo apresentadas na
Figura 16, e diferencas foram encontradas em sua superficie. A morfologia desse
material mostra uma matriz heterogénea e relativamente porosa. Essa estrutura facilita
0s processos de adsor¢do dos ions, devido aos intersticios e a presenca do componente
de proteina da semente (ARAUJO, 2013). Assim, com base nessas caracteristicas, pode-
se concluir que este material tem um perfil morfolégico adequado para a retencéo de
ions.

A partir da imagem obtida através do SEM, € possivel perceber uma diferenca
na estrutura da superficie do bioadsorvente in natura quando este é comparado ao
bioadsorvente apds processo de impregnacdo com atiosemicarbazida. Na Figura 16B, a
Moringa oleifera modificada apresenta poros menores em relacdo ao apresentado pela

Moringa oleifera in natura na Figura 16A.

Figura 16. Imagem de SEM, (A) Moringa oleifera in natura; (B) Moringa oleifera

modificada com reagente tiosemicarbazida. Aumento de 500 vezes e escala de 20um.

Esses resultados demonstram que ocorreu uma mudanca significativa na

superficie do bioadsorvente para remocéo de ions de selénio. Com o intuito de avaliar a
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diferenca de poros observada visualmente pelo SEM, foram feitas andlises pelo BET.
Esse método consiste na adsor¢éo fisica de um gés inerte (N), ha temperatura de
condensacdo detal gés (-196°C para (Ny)).

Por meio da isoterma de adsorcéo, € possivel a determinacdo de informactes
sobre as propriedades texturais do material, como area superficial, volume e distribuicéo
do tamanho de poros. Dentre essas propriedades, uma das mais importantes é a area
superficial, uma vez que a reagdo ocorre sobre esta superficie. A Tabela 6 apresenta os
dados obtidos para a Moringa oleifera in natura e para a modificada com o reagente

tiosemi carbazida.

Tabela 6. Dados obtidos datécnicade BET.

Moringa Area Volume Tamanho Classificagdo
oleifera Superficial do Poro do Poro

(m?g) (cm¥q) (hm)
In natura 0,6506 0,001541  9.46670 Mesoporo
Modificada  1,2304 0,001636  5,31770 Microporo

Fonte: Dados da pesquisa.

Conforme os dados da Tabela 6, a Moringa oleifera in natura apresenta poro de
classificacdo mesoporo, enquanto a modificada apresenta tamanho menor de poro,
classificado como microporo. Com base nesses dados, é possivel a comprovacdo das
imagens de SEM que identificam os poros da Moringa oleifera modificada,
apresentando-se menores do que os da Moringa oleifera in natura. Verifica-se que,
apesar da reducdo do tamanho do poro, foi aumentada a area de superficie devido a
maior quantidade de microporos, e isso pode, portanto, aumentar o contato e a adsorcao.
Assim, todas as observacgOes indicam uma contribuicdo significativa de impregnacéo
tiosemicarbazida nas sementes de Moringa ol eifera.

Os adsorventes podem ser classificados em fungdo da sua estrutura porosa e,
também, em relagdo a sua polaridade. De acordo com o tamanho dos poros (dp), 0s
solidos podem ser classificados em microporosos dp > 20A, mesoporosos 20 A < dp <
200 A e macroporosos dp > 200 A. O tamanho dos poros determina a acessi bilidade das
moléculas de adsorvato ao interior do adsorvente. Portanto, a distribui¢cdo de tamanho
dos poros € uma importante propriedade na capacidade de adsor¢éo de adsorvente
(ULSON et al., 2003).

A andlise elementar € um procedimento quimico para se conhecer os elementos

constituintes de uma determinada molécula e/ou materia e suas proporcdes. Através da
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pirdlise de um determinado composto que contenha O, C, S, N e H, podemos saber a
composicdo percentual, em massa, desses elementos presentes em determinadas
moléculas (BUDZIAK et a., 2004).

A andlise elementar de carbono, nitrogénio, oxigénio e enxofre € mais uma
ferramenta para elucidar a presenca desses compostos no material da Moringa oleifera
in natura e da modificada. A Tabela 7 apresenta os dados obtidos com a andlise
elementar.

Tabela 7. Tabela com porcentagem de C, H, N e S
presente nos materiais.

Moringa %C %H %N %S

In natura 47,43 7,17 2,80 1,37

Impregnada 52,01 1,27 4,63 2,23
Fonte: Dados da pesquisa.

Com os resultados da Tabela 7, € possivel observar que as quantidades de C, H,
N e S aumentaram do material da Moringa oleifera in natura para 0 da modificada com
0 reagente tiosemicarbazida. Uma atencéo especia € dada as quantidades de N e S que,
praticamente, dobram de valor. 1sso ocorre, devido a presenca da tiosemicarbazida, que
possui esses elementos presentes em seu composto. Além disso, a presencade N e S
aumenta a quantidade de pares de el étrons disponiveis na superficie do material.

JA o ponto de carga zero tem como objetivo avaliar o comportamento elétrico
superficial das particulas da biomassa. Com o intuito de caracterizar diferencas entre os
materiais in natura e os impregnados com reagente tiosemicarbazida, foram realizadas
medi¢bes do PCZ para determinar o pH onde as cargas superficiais se anulam.

A superficie do bioadsorvente € composta principal mente de proteinas, lipidios e
carboidratos, que sdo responsaveis pela carga superficial das particulas, devido a
dissociagio dos grupos funcionais presentes (ARAUJO et d., 2013; ALVES, 2013). A
dissociacdo dos grupos funcionais é dependente do pH, uma vez que, se o pH da
solucdo estiver acima do PCZ da biomassa, a superficie se apresentard com cargas
predominantemente negativas em carboxilas e hidroxilas dissociadas e,
consequentemente, exibira uma habilidade paratrocar cations.

Em contrapartida, se a solucéo estiver num pH abaixo do seu PCZ, os grupos
funcionais ditos anteriormente ndo estardo dissociados, e 0s grupos amina dos

aminoécidos estardo protonados. Nessas condic¢les, a biomassa atraira principalmente
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anions. O ponto de carga zero € observado quando n&o ocorre variagdo, ou quando
ocorre pouca variagdo, entre os pH estudados (VERSIANI, 2008).

A Figura 17 representa os resultados obtidos para determinacéo do PCZ da
Moringa oleifera in natura e da Moringa oleifera modificada com atiosemicarbazida. E
possivel observar, na Figura 17A, uma faixa praticamente constante que ocorre entre os
pH 5-7. Nessa regido, a carga tota da superficie do bioadsorvente € nula, sendo
denominada ponto de carga zero (pHpcz) paraa Moringa oleifera in natura.

Figura 17. Representacéo dos PCZ da (A) Moringa oleiferain natura e (B) da Moringa

oleifera modificada com tiosemicarbazida.
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Ja nos resultados observados, na Figura 17B, para 0 material modificado, a faixa
constante esta entre os pH 6 e 8, gque representa seu pHpcz para material modificado.
Assim, é possivel observar que, em pH maior que 8, a semente de Moringa oleifera
apresenta-se negativamente carregada, possuindo a habilidade de adsorver espécies
positivamente carregadas, enquanto que, em pH menor que 6, 0 material encontra-se

positivamente carregado e ird adsorver espécies negativas.

5.2.2. Estudos da remoc&o seletiva de Se™

Para esses estudos de adsorcéo, foi utilizada a semente do bioadsorvente Moringa
oleifera modificada. Parémetros como pH, volume da solugdo, massa de adsorvente,
tempo de remocéo, estudo de interferentes, estudo do redutor e estudo da concentracéo
do reagente tiosemicarbazida utilizado para modificagdo da Moringa oleifera foram
otimizados com solugdes padrdes.
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Esses parametros sdo importantes devido as caracteristicas especiais de cada
bioadsorvente. Para 0 sistema de deteccdo com Geragdo de Hidretos acoplado a
absor¢do atbmica com chama, foram também estudadas variaveis importantes como
estudo da vazdo do agente redutor, estudo da vazdo do é&cido cloridrico, estudo da

concentracdo do agente redutor e estudo da concentracéo do acido cloridrico.

5.2.2.1. Estudo do pH

O pH inicia da solucdo € um fator determinante no processo de separacéo das
espécies inorganicas de selénio, uma vez que a semente de Moringa oleifera pode atuar
adsorvendo cétions e anions, dependendo da carga elétrica de sua superficie. O pH
determina 0 meio mais adequado para a adsor¢do de metal, contra as propriedades do
&cido-base de vérios grupos funcionais sobre as superficies de adsorvente (ARAUJO et
a., 2013).

O estudo e o controle do pH inicial da solugdo podem ser suficientes para
garantir diferentes porcentagens de adsorcdo para as espécies de selénio inorganico nos
estados de oxidacdo +4 e +6, podendo ocorrer a extracdo seletiva de uma delas. A
Figura 18 mostra a distribuicdo das espécies inorganicas de selénio em condicdes
varidveis de pH. Podemos verificar o comportamento de cada espécie em estudo, de

acordo com avariacdo do pH.

Figura 18. Distribuicéo das espécies de Se™ e Se'®
em funcdo do pH.
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Fonte: Arbestain, M. C.; Aros, A.R. (2001).

A mistura da solucdo padrdo com as sementes de Moringa oleifera € uma
mistura complexa, congtituida por polipeptidios catibnicos com diversos grupos

funcionais. S80, em sua maioria, aminoacidos que apresentam estruturas altamente
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dependentes do pH do meio (JOSE et al., 2009), podendo gerar sitios de adsorcéo,
positiva ou negativamente carregados. Por isso, foi feito um controle do pH inicia da
solucdo, identificando diferentes porcentagens de adsorcdo para as espécies de Se™ e

Se*®. Nesse sentido, apresentaram-se resultados que podem ser vistos na Figura 20.

Figura 20. Efeito do pH na adsorcdo de Se™ e Se'®, utilizando a semente da Moringa

oleifera modificada com o reagente tiosemicarbazida.
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Os estudos feitos com o pH identificaram que o Se™ é adsorvido na superficie da
Moringa oleifera e tem sua maxima adsorcdo em pH igual a 3 e 4. Observando que,
nesse pH, cerca de 20% de Se*® também sdo removidos, a técnica de Geracdo de
Hidreto contribui nessa parte, uma vez que o hidreto de selénio sb é seletivo para Se™,
ndo correndo o risco da determinagdo simultanea das duas espécies. Para 0 Se'®, as
interacbes com as sementes da Moringa oleifera modificada ocorreram em pH mais
atos, a partir do pH 8,0. Tiveram absortividade maxima em pH 10,0, obtendo,
aproximadamente, 57% de remoc&o, enquanto 0 Se**, nesse mesmo pH, adsorve menos
que 5%. Assim, a determinacdo por Geracdo de Hidreto contribui muito, pois ela é
seletiva para determinacéo de Se™. Os 20% que podem ser adsorvidos de Se'® em pH=3
e 4 ndo interferem na determinacdo da espécie Se™.

O comportamento observado na Figura 20, pH versus remocao, esta relacionado
com a distribuicdo das espécies de selénio no meio e com a distribuicdo de cargas na
superficie do bioadsorvente. Na Figura 20, em pH < 7,0, a espécie Se™ encontra-se,
quase predominantemente, na forma ndo carregada H,SeO; e na forma carregada
HSeOs, podendo ou néo ser submetida a interacdo eletrostatica com o adsorvente. Em

pH bésico, a espécie de Se*® predominante é SeO,”; dessa forma, a elevada adsor¢éo
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desta espécie em pH basico pode ser justificada por sua interacdo com extremidades
positivamente carregadas dos aminoécidos que constituem as sementes de Moringa
oleifera, que, por suavez, apresentam ponto isoel étrico entre 4-8 (ALVES, 2013).

Entretanto, sua adsorcéo, menor que 20% na faixa écida, pode ser justificada por
interacbes do tipo &acido-base de Lewis, aém de mecanismos de complexacéo
(MARQUES NETO et a., 2003). Para 0 Se™, observa-se, em pH &cido, a presenca da
espéecie H,SeO; . HSeO5'.  Nesta faixa, observa-se a maior porcentagem de adsorcéo
para especie tetravalente, em torno de 100%, sendo que a maior parte da superficie das
sementes encontra-se positivamente carregada (pH < pHpcz), atraindo espécies
anidnicas. Em pH bésico, Se™ encontra-se, predominantemente, na forma de SeO4?.
Assim, a medida que o pH do meio aumenta, a superficie do adsorvente se torna menos
positivamente carregada, repelindo espécies anidnicas.

Portanto, em pH em torno de 3 a 4, Se™ pode ser adsorvido com uma baixa
adsorcao de Se*®, ocorrendo a separacdo seletiva das espécies inorganicas de Se apenas
com controle de pH. Entéo, a Figura 20, que apresenta o estudo do pH para as espécies
de selénio inorganico nos estados de oxidagdo +4 e +6, mostra que, em pH &cido, a
espécie predominante para biorremediacido é o Se™ e, em pH bésico, é o Se',
justificando, assim, a relagdo apresentada anteriormente entre ponto eletronico (p.e)
versus pH.

Com base nesses resultados, foi mantido, para os préximos estudos, o pH 3,5,
com o objetivo de garantir a melhor adsorcéo de Se™. A solucdo sobrenadante foi

utilizada para determinar Se**. Para determinar Se™®, foi usado agente redutor.
5.2.2.2. Teor de tiosemicarbazida impregnada na Moringa oleifera

Para todos os experimentos relacionados a determinacéo de selénio e para
melhor avaliacdo da superficie da Moringa oleifera impregnada, foram feitos estudos,
nos quais se variou a concentragdo do reagente. A Figura 21 representa o estudo no qual
foi mantida a massa modificada do bioadsorvente e variou-se a concentracdo do

reagente de 0,01 20,5 mol L™,
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Figura 21. Estudo da concentracéo do reagente tiosemicarbazida para modificagdo da
Moringa oleifera. Parametros utilizados: 25 pg L™ de Se™, 60 minutos de agitacdo a
250 rpm, volume da solugéo de 25,0 mL, massa do adsorvente 0,25 mg. Condigbes da
andlise: pH=3,5e27°C.
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De acordo com os resultados obtidos, observa-se que uma peguena quantidade
de tiosemicarbazida é necessaria para a impregnacdo. Assim, a concentragdo de 0,01
mol L™ de tiosemicarbazida apresentou melhores resultados, sendo esta a concentragéo

empregada nos estudos.

5.2.2.3. Parametros gque afetam a adsor¢ao

A quantidade da massa do bioadsorvente na adsorcdo é de grande importancia,
uma vez que esta diretamente ligada & porcentagem de remoc&o dos fons de Se™. Nesse
ambito, foi feito um estudo no qual se variou a massa de 0,0250 g a 1,0000 g, para ser
avaliada a quantidade adequada para a adsor¢do. A Figura 22 indica os resultados
obtidos no estudo.

Os resultados obtidos indicam que, quando ha o aumento da massa até 0,250 g,
ocorre um aumento na adsorcdo dos fons de Se™. A partir desse valor, & medida que a
massa de Moringa oleifera continua aumentando, observa-se uma diminuicdo na
adsorgdo. Assim, verificou-se que o sistema (adsorvente-adsorvato) atingiu o equilibrio
com a massa de 0,2500 g, sendo suficiente para a adsor¢do dos fons de Se™ fornecidos

em 25,0 mL de soluco padréo a 25 pg L™, resultando em uma remog&o superior a 90%.
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Figura 22. Estudo da variac8o da massa da semente da Moringa oleifera modificada
com o reagente tiosemicarbazida. Pardmetros utilizados: 25 pg L™ de Se™, 60 minutos

de agitacdo a 250 rpm, volume da solucdo de 25,0 mL. Condi¢oes. pH=3,5 e 27°C.
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A quantidade de analito do fon Se™ que é retida pelo material poderd variar com
0 tempo, sendo que, & medida que aumenta o tempo de adsor¢cdo, poderd ocorrer
adsorcéo e dessorcao. Nesse sentido, foi avaliado o tempo ideal para a retencdo do Se™
no adsorvente. Esse teste foi estudado nafaixa de 0 a 60 minutos e os resultados obtidos

poderdo ser vistos na Figura 23.

Figura 23. Variacdo da porcentagem de remocdo de Se** em funcdo da variacdo do
tempo de adsorcdo. Pardmetros utilizados: 25ug L™ de Se™, 250 rpm, volume da
solucdo de 25 mL. Condicdes da andlise: pH=3,5 e 27°C.
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Com base na Figura 23, € possivel observar que a medida que se aumentou o
tempo de adsorcéo até 45 minutos, a adsor¢do aumentou consideravelmente. A partir
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dai, € observada uma queda no sina analitico, possivelmente sendo o efeito de
dessor¢éo que ocorreu durante o processo da agitacdo. Consequentemente, para essa
variavel, foi fixado o tempo de contato do material com a solugdo em 45 minutos, a fim
de garantir que o sistema atingisse o equilibrio.

O potencia de remocéo das sementes de Moringa oleifera modificada, em
funcdo da concentragdo dos fons de Se™, foi estudado na faixa de 1,0 a 100,0 mg L™,
Esse estudo é mais bem visualizado pela Figura 24.

Figura 24. Estudo da concentracdo da solucéo de Selénio pararemocao dos ions de

Se™ com Moringa oleifera modificada com tiosemicarbazida. Parametros utilizados:
25ug L™ de Se™, 250 rpm, volume da solugdo de 25 mL, tempo de adsorczo 45 min.
Condic¢des da andlise: pH=3,5 e 27°C.
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De acordo com a Figura 24, a quantidade do analito de Se** por unidade de
massa de adsorvente aumentou com o aumento da concentracdo de fons Se™ e,
consequentemente, aumentaram-se os valores de Q. (mg g*). Foi observado que o
equilibrio n&o foi alcancado, o que possibilita condigcdes favoraveis para a remogdo de
fons Se™. A concentracgo 6tima foi definida em 25 pg L™ para as condicdes estudadas
posteriormente, 0 que pode provar a existéncia de sitios de adsor¢éo no adsorvente.

O volume da solugdo para adsorcdo também foi estudado, uma vez que, a
medida que se aumenta o volume da solugdo e mantém-se a massa do adsorvente,
podera variar a remediacdo dos fons de Se™. Assim, os estudos de volume permitem
verificar a proporcdo da interacdo dos ions com a massa do material analisado. Ajusta-

se, pois, a melhor situacdo para o estudo dos ions de selénio, frente a massa desse
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material, avaliado pela porcentagem de adsorcdo. A Figura 25 indica o estudo do

volume de solucdo para a adsor¢ao.

Figura 25. Estudo do volume da solugéo de selénio pararemoc&o dos fons de Se™ com
Moringa ol eifera modificada com tiosemicarbazida. ParAmetros utilizados: 25ug L™ de

Se™, 250 rpm, tempo de adsorcdo 45 min. Condicdes da andlise; pH=3,5 e 27°C.
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Com os resultados observados na Figura 25, é notavel que a medida que se
aumenta a solugdo até 50,00 mL, aumenta-se também sua adsorc¢éo, sendo a adsor¢éo
méxima e quase constante verificada no intervalo de 25,00 a 50,00 mL. Apés o volume
de 50,00 mL, o sinal analitico caiu consideravelmente. 1sso pode ser explicado devido
ao fato de que quanto maior o volume de solucéo, menos o contato com o adsorvente
estara distribuido iguamente na razdo massa do adsorvente versus volume do
adsorvente.

Com o intuito de avaliar toda a otimizagdo e comparar os resultados da adsor¢éo
do Se™, foi feita uma curva, com e sem remog&o, usando todos os parametros estudados
- massa de adsorvente, tempo de contato e volume de solucdo. Os dados obtidos s&o
apresentados na Figura 26.

Como pode ser observada na Figura 26, a remocao de Se™ ocorre seletivamente,
deixando apenas o Se*® livre, na sol ucdo, para ser determinado por HGAAS. Assim,
houve seletividade na remocdo, sendo o método, eficiente para determinagdo dos ions

de Se™ e Se*® no momento da adsorcao e deteccdo por HGAAS.
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Figura 26. Grafico com a concentragdo de Se™* em solugéo com e sem adsorcao.
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Dessa forma, em uma amostra contendo as espécies de Se™ e Se'®, é possivel
determinar Se*™ apds extracdo seletiva com sementes de Moringa ol eifera modificada.
A concentracdo de Se total pode ser medida a partir da reducéo da solugdo para espécies
no estado de Oxidagdo +4, adicionando o pré-redutor. Essa reducéo € necessaria, uma
vez que 0 HGAAS é seletivo para determinaggo de Se™. Sendo assim, a concentragdo
de Se® pode ser obtida pela diferenca entre as duas solugdes, caso ndo haja

possi bilidade da presenca de outras espécies nas amostras.
5.2.2.4. |sotermas de adsorcao

O procedimento de construcdo das isotermas de adsor¢cédo permite verificar,
graficamente, a quantidade méxima (em gramas) do adsorvato que pode ser adsorvida
numa dada massa de adsorvente (ALVES, 2013). O experimento foi feito usando 50,0
mg de sementes trituradas de Moringa oleifera modificada que foi agitada durante 45
minutos com 25,00 mL de solucdes de fons Se** em concentragdes de 0,1 2 200,0 pg L.
Foram mantidos os parametros, como pH em 3,5 e tempo de 45 minutos. Durante a
realizacdo de todo o procedimento, apOs a agitacdo, a mistura foi filtrada e o
sobrenadante, analisado pelo HGAAS. A isoterma foi obtida langando-se no eixo da
abscissa a concentragdo do sobrenadante, ou seja, a concentragdo de equilibrio do
adsorvato - Ce (mg L™), e no eixo da ordenada a quantidade do metal adsorvido (mg)
pela massa do adsorvente - Qe (mg g). A Figura 27 apresenta a isoterma obtida para
adsorcdo dos fons Se™ pelas sementes da Moringa oleifera modificada com

tiosemicarbazida
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Figura 27. Isoterma de adsorcéo de fons Se** utilizando semente de Moringa ol eifera
Impregnada com reagente tiosemicarbazida como bioadsorvente. Resultados obtidos

com as condigdes otimizadas.
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O estudo da isoterma apresenta um grafico do tipo “S”. Com base no gréfico
acima, e pela classificagcéo segundo Giles et al. (1960), citado por Falone (2004), a
isoterma de adsorcdo dos ions de selénio pelas sementes da Moringa oleifera pode ser
identificada como uma isoterma do tipo S. Essa representacéo é concava ao eixo da
concentragdo, seguida frequentemente por um ponto de inflexdo aparentando a forma
de um tipo “S”. O tipo L ou de Langmuir, com concavidade para baixo, € mais comum
e representa adsor¢do em monocamadas (ARAUJO et d., 2013). Observa-se que a
medida que se aumenta 0 nimero de moléculas, aumenta-se também a adsor¢éo dos
ions. Consequentemente, houve uma associacdo entre as mol écul as adsorvidas, chamada
adsorcéo cooperativa (VERSIANI, 2008).

Posteriormente, foram testados model os que descrevem o equilibrio estabelecido
entre os ions do metal adsorvido na biomassa (q) e 0s ions que permanecem na solucao
(Ce), a uma temperatura constante. Para a adsorcdo de Se™, a Figura 28, (a) e (b),

apresenta as isotermas linearizadas segundo os model os de Freundlich e Langmuir.
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Figura 28. Linearizacdo das isotermas de adsorcao de Se** aplicadas aos modelos de

Langmuir (a) e Freundlich (b).
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Com base nos estudos das isotermas de adsorcéo, os dados experimentais para a
adsorcdo de fons Se™ pelas sementes de Moringa oleifera modificada proporcionaram
gjustes significativos para os dois modelos de isoterma (Langmuir e Freundlich). O
coeficiente de correlacdo indicado para 0 modelo de Freundlich foi um pouco mais
elevado do que para o modelo de Langmuir, podendo ser observado nos valores
indicados por “R”, na Figura 28.

E razodvel supor que o comportamento da adsorcdo Se™ no bioadsorvente é
limitado a uma multicamada e ndo prevé saturacdo da superficie (SARI et a., 2007;
TAVARES €t al, 2003). Embora os dados de adsorcdo tenham sido gjustados pelos
modelos de Langmuir e Freundlich, ndo € possivel dizer, exatamente, qual dos modelos
explica com evidéncia o processo de adsor¢cdo. Sabendo que a composicdo do
bioadsorvente € complexa, os resultados desse estudo indicam que o material podera se
comportar segundo os dois model os.

J&, de acordo com o coeficiente de correlagdo encontrado apos a linearizagdo, o
processo de adsorczo dos fons Se™* pelas sementes de Moringa oleifera pode ser mais
bem explicado segundo o modelo de Freundlich. Tal modelo considera a existéncia de
uma estrutura em multicamadas e ndo prevé a saturacdo da superficie. Considera,
também, o sélido como heterogéneo, ao passo que aplica uma distribuicdo exponencial
para caracterizar os véarios sitios de adsor¢do, os quais possuem diferentes energias
adsortivas. Além disso, esse modelo ndo se torna linear em baixas concentragdes, mas
permanece concavo ao eixo da concentracdo (TAVARES et al., 2003; ARAUJO €t al.,
2014; ALVES, 2013).
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Nesse sentido, a Tabela 8 apresenta as constantes encontradas apds a

linearizag&o, segundo os dois modelos.

Tabela 8. Parametros de linearizagdo das isotermas de adsor¢do segundo os modelos de
Langmuir e Freundlich.

Anaito Parametros de Langmuir Parametros de Freundlich
Quax (Mg g*) R b K n
Se* 23,9504 0,0476 0,0574 3,5099 1,4225

Fonte: Dados da pesquisa.

Com base nos dados da Tabela 8, as constantes da isoterma de Langmuir, Quax
e b, sdo constantes relacionadas com a capacidade de adsor¢cdo méxima e com a energia
de adsorcdo, respectivamente. Segundo Chaves e colaboradores (2009), o parametro R,
€ uma constante adimensional, chamada parametro de equilibrio, sendo que valores de
R.>1 indicam ser desfavoravel, R =1 indicam ser linear, RL entre O e 1, favoravel e
R.=0, irreversivel. Assim, para a adsorcdo de Se*, foi encontrada uma capacidade
méxima de adsorcdo igual a 23,9504 mg g*; j4 o parametro R, indica adsorcdo
favoravel paraos fons de Se*.
Para as variaveis da isoterma de Freundlich, que representam as interagdes de
Vander Walls, Kf = constante de Freundlich e 1/n = fator de linearidade da isoterma,
temos que o valor de n na isoterma de Freundlich apresenta a mesma funcdo do
pardmetro R, naisoterma de Langmuir. O fator de linearidade da isoterma determina se
a adsorcdo é favoravel. Neste caso, foi encontrado o valor de 0,7, apresentando 70% de
favorecimento da adsor¢éo (SOARES, B. M. C.; SARON, E. S,, 1998).
Assim, foram encontrados valores de K; iguais a 3,5099 para a adsorcéo de Se™
e vaor de 1/n favoravel. Frente a esses resultados, podemos concluir que a adsor¢éo do

material se gjusta aos dois modelos: tanto o de Languimir, quanto o de Freundlich.
5.2.2.5. Otimizac&o da determinagdo por HGAAS
Com o intuito de se obter o melhor sinal analitico para aumentar a sensibilidade

na deteccdo dos fons de Se**, foram estudadas as variveis do sistema de Geragdo de

Hidreto que podem interferir na absorbancia: concentragdo do HCI e concentracdo do
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NaBH.. Esse estudo foi realizado de forma univariada, utilizando uma soluco de Se**

25 ng L™ A equacdo que envolve o processo de formagéo do Hidreto (5) segue:
BH4 (aq) + H'(ag) + 3 H20¢) = BO3™ (ag) + 3 H'(ag) + 8H’aq)  (5)
A concentracdo do NaBH, deve ser otimizada para se ter melhores condigdes que a
formacéo de hidrogénio atdbmico. Esse processo é fundamental na Geracéo do Hidreto,
como observado na equacdo acima (Li et al., 2009). Nesse sentido, a concentracdo da

NaBH,foi avaliadanafaixade 0,1 a1,0 % (m/v), podendo ser observada na Figura 29.

Figura 29. Otimizagdo da concentracéo de NaBHa.
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Com base nos resultados observados, é possivel notar que o sinal analitico
baixo, quando a concentracdo do boro hidreto de sddio se apresenta com valores
inferiores a 0,3% (M/Vv) e decresce para valores maiores que 0,8% (m/v). E possivel
observar, também, que em vazdes entre 0,3 e 0,6% (m/v), o sinal analitico permanece
constante. Em concentragtes acima de 0,8% (m/v), ocorre uma diminui¢do do sina
analitico, o que pode ser justificado com a formacéo de gés H, em excesso (PASSOS,
2011; VILARINHO, A. L.; BACCAN, N., 2001). Ocorre, consequentemente, uma
diluicdo do hidreto de selénio e a chegada dos hidretos a cela de atomizacdo é
dificultada. Para essa variavel, foi fixado um valor de 0,5% (m/v), sendo o NaBH,4
bastante volétil. Optou-se, entdo, por garantir uma concentracdo nesse intervalo, para
ndo ocorrer perdado sinal analitico.

Com o objetivo de conhecer a concentracdo de HCl mais adequada para

formagdo de hidrogénio atdbmico ao reagir com NaBH,, foi realizado um estudo da
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concentracdo do acido para o sistema de Geracdo de Hidreto no separador gas-liquido.
Solucdes de HCI, com concentracfes variando entre 1 e 15% (v/v), foram testadas. Na

Figura 30, s0 observados os resultados encontrados apés as analises.

Figura 30. Otimizagdo da concentracéo de HCI.
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Com os resultados observados, é notéavel que a intensidade do sina analitico
manteve-se constante durante toda a variacéo da concentracdo do HCl. Com intuito de
reduzir gasto de reagente, manteve-se a concentracdo do &cido em 1,0% (v/v).
Quantidades excessivas de HCl e NaBH,4 aumentam a formagado de Hyg no separador
gas-liquido (LU e a., 2004), processo que acarreta perdas na determinacdo do
antimonio, uma vez que esse excesso dilui a estibina e, consequentemente, diminui o
sinal analitico. Dessa forma, o valor de 1,0% (v/v) foi utilizado para concentracdo de
solugbes HCI naformacdo do hidreto nos estudos posteriores.

No intuito de determinar as quantidades de Se™® pelo método desenvolvido, foi
estudado o melhor reagente para reducéo da espécie +6 em +4. A Figura 31, abaixo,
apresenta os dados obtidos dos redutores sel ecionados.

Conforme observado na Figura 31, foram avaliados os redutores L-cisteina,
Cloridrato de Hidroxilamina e Tioureia e comparados com uma solucdo de Se™* em uma
mesma concentragdo. E possivel notar que a L-cisteinafoi o redutor de maior eficiéncia,
obtendo os maiores sinais analiticos. Na literatura, os trabalhos de Feng et a. (1999),
Matusiewicz; Krawczyk (2008), Feng et a. (1998) e Sun et a. (2004) apontaram a L-
cisteina como o melhor reagente para reduzir Se*® para deteccio no HGAAS.
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Figura 31. Estudo da eficiéncia do redutor na reduco de Se*® para Se*™.
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Miravet e colaboradores (2004) relataram, em sua revisdo, que a L-cisteina foi
proposta para pré-reduzir o Se™® a Se™ por diversos autores (D’Ulivo et al., 1998;
D’Ulivo et al., 2004; Welz; Sucmanova (1993), Chen et a. (1992). A L-cisteina é
particularmente atrativa para essa findidade, devido a sua baixa toxicidade e a
necessi dade de baixas concentracdes de &cido na Geracéo de Hidretos. Nesse sentido, a
L-cisteina foi utilizada para reducdo do Se*® para Se™ e, por fim, para ser determinada
por HGAAS.

5.2.2.6. Estudo de interferentes

Depois de otimizadas as condi¢bes operacionais para a determinacdo dos ions de
Se™ e Se*, foi estudado o efeito de alguns fons que poderiam interferir no método
desenvolvido.

Na Tabela 7, € possivel observar os valores do fator de interferéncia. Com base
no calculo do fator de interferéncia, observa-se que quando FI = 1,00, isso significa que
ndo ha interferéncia, enquanto fatores maiores que 1,10 ou menores que 0,90 indicam
um aumento ou um decréscimo do sinal analitico devido ao interferente. De posse dessa
equacdo, foram analisados os ions interferentes desse método, desenvolvido para
determinar Se™.

Sabendo que a &gua € composta por diversos elementos em quantidades
distintas, foram analisados alguns ions presentes na agua potével, para verificar se
ocorreria interferéncia desses ions, quando a amostra real fosse analisada. Com base

nessas informagdes, foi realizado um estudo da determinacéo de Se** na presenca de
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possiveis interferentes. Solucdes contendo fons Se™ e espécies interferentes foram

preparadas, como é observado na Tabela 9.

Tabela 9. Estudo de interferentes na determinacéo de Se™ 25,0 ug L ™.

Sol./ions

O©CoOoO~NO Ul WN P

17

Se®  As® As®  ca®? Na" cl” PO
Fator de
(MgL™ interferéncia

(FI)
0 0 0 0 0 0 0 1,00
500 0 0 0 500 0 500 0,81
0 500 0 0 500 500 0 0,89
500 500 0 0 0 500 500 0,99
0 0 500 0 500 500 500 1,01
500 0 500 0 0 500 0 1,00
0 500 500 0 0 0 500 1,01
500 500 500 0 500 0 0 1,2
0 0 0 500 0 500 500 1,4
500 0 0 500 500 500 0 13,1
0 500 0 500 500 0 500 12,2
500 500 0 500 0 0 0 1,3
0 0 500 500 500 0 0 1,4
500 0 500 500 0 0 500 12,7
0 500 500 500 0 500 0 1,4
500 500 500 500 500 500 500 15
250 250 250 250 250 250 250 1,01

Fonte: Dados da pesquisa.

Com base na Tabela 9, séo observados os resultados, e sabendo da definicéo de

FI, os ions contidos nas solugbes 2, 3, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15 e 16, conforme

apresentado acima, conferiram interferéncia significativa na determinacéo de Se*. 1sso

pode ter ocorrido porque as concentragdes adicionadas a solucdo estdo muito mais

elevadas (500,0 pg L™), quando comparadas & solucéo de Se™ usada nos experimentos

a 250 ug L. E possivel que no momento da adsorcdo também tenha ocorrido

competicdo entre os fons para adsorcdo. As solugdes contendo Na', Ca e CI°

apresentaram bastante interferéncia, podendo esta ser explicada pelo tamanho dos ions

no momento da adsorcdo: esses elementos sdo relativamente grandes quando

comparados ao fon de Se™, o que pode alterar a mobilidade dos fons solvatados.
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Entretanto, casos de depreciacdo dos sinais podem, ainda, ser atribuidos tanto a
natureza do adsorvente, quanto a fenémenos especificos da técnica FAAS (PEREIRA,
G. M.; ARRUDA, M. A. Z., 2003).

Esse fator € minimizado mediante o uso da técnica de Geracdo de Hidretos.
Nesse caso, 0 analito é liberado da matriz devido aformacéo do hidreto volatil. Diversas
interferéncias de matriz podem ser minimizadas no processo de Geracéo do Hidreto.
No entanto, podem ocorrer outras interferéncias, como a presenca de compostos em
amostras biolégicas e ambientais, diferentes estados de oxidacdo de um mesmo
elemento na amostra, além dos elementos que geram ou ndo os hidretos (DEDINA, J.;
MATOUSEK, T., 2000; PASSOS, 2011).

Os ions estdo contidos em concentragBes menores nas amostras reais analisadas.
E possivel observar, no teste de recuperaco, que ndo ocorreu interferéncia significativa,
obtendo-se um valor aceitavel de + 10% para a recuperacdo de Se™ nas amostras
(INMETRO, 2011).

Observa-se que nos ensaios feitos com os ions para o estudo de interferentes,
conforme Tabela 7, ocorreu interferéncia em quase todas as solucdes analisadas.
Entretanto, os valores testados sdo superiores ao maximo permitido, sabendo-se que é
preconizado um teor méximo de Se™, As™, As™, ca®*, Na', ClI', PO,> para os testes,
podendo estar presentes em 0,1 ng L™ As total; 0,1 pg L™ Se total; 5,0 x 10° ug L™
Ca'% 2,0x 10%pg L™ Na'; 2,5x 102ug L™ Cl'e 8,00 ug L™ PO,>.

Além disso, no Experimento 17, quando o teor dos ions foram reduzidos,
observou-se o fator de interferéncia de 1,0. Ent8o, ndo ha interferéncias para o método
proposto na determinacdo de Se** e Se total, uma vez que os fons estudados estdo em

concentracdes menores que 250,0 pg L™, em amostras de gua.

5.2.2.7. Parametros Analiticos Avaliados

O desempenho analitico do método de remoczo de Se™ na semente de Moringa
oleifera foi avaliado sob condigdes otimizadas. Foram determinados os parémetros:
faixa linear, limites de deteccéo e quantificacdo, e exatiddo. A Figura 32 mostra a curva
obtida com o padréo de Se*.
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Figura 32. Curvas de calibracgo do Se** sem adsorco.
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As equagles das retas mostradas na Figura 32 permitem, mediante leituras
sucessivas do branco, calcular os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) do
método proposto. Esses parametros sdo relevantes, quando se trata de avaliar o
desempenho de um método analitico, para a determinacéo de espécies quimicas a baixas
concentragdes. O limite de deteccdo, definido como a menor quantidade do analito que
um método pode detectar, foi calculado como 3 vezes o desvio padréo obtido em 10
determinactes do branco dividido pelainclinacdo da curvade calibracéo.

A exatiddo do método foi avaliada apds 10 determinacBes consecutivas para a
solucdo de Se™ 25 ug L, expressando o resultado em termos de desvio padréo relativo
(DPR). O valor encontrado de DPR, 1,1% para Se™, sendo menor que 7%, indicam
precisdo adequada para o método desenvolvido (INMETRO, 2011). A Tabela 10

apresenta as figuras de mérito obtidas para 0 método proposto.

Tabela 10. Pardmetros avaliados do método de

extracso seletiva de Se™.
Par amentros avaliados Se™
Faixade trabalho (ug L ™) 0,527 - 200
Cosficiente de correlacdo 0,9996
Sensibilidade 0,00179
D.P.R. (%) 1,1
LD (ugL™ 0,158
LQ (ugL™ 0,527

Os testes de exatidéo na aplicacdo do método desenvolvido para determinar a
concentracdo de Se™ e Se total em um sistema foram realizados em amostras de dgua
mineral comercializadas na cidade de Uberlandia. Para os valores de Se*®, os célculos
foram feitos pela diferenca entre 0 Se total e 0 Se™. Nessas amostras de 4gua mineral, a
concentragdo do analito estava abaixo do limite de deteccéo da técnica, pois o elemento
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de interesse ndo foi detectado. Foram utilizados os parametros otimizados do método
desenvolvido, e a faixa da curva de calibragio empregada foi de 0,5-100,0 pug L. Os
resultados de recuperagdo sdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11. Teste de recuperacdo de Se™ e Se total em amostras de dgua mineral.

Analito Procedimento Agua Agua Agua
(ugL™) mineral mineral mineral
Tipo 1 Tipo 2 Tipo3
Se™ Adicionada 25,00 25,00 25,00
Encontrada 24,88+ 0,10 24,98+ 0,40 24,89+ 0,40
Recuperaczo (%) 99,52 99,92 99,56
Total (Se™ Adicionada 25,00 25,00 25,00
+Se+6) Encontrada 25,11+ 0,21 25,37+ 0,30 25,31+ 0,31
Recuperacéo (%) 100,44 101,48 101,24

Os resultados obtidos evidenciam que a metodol ogia ndo apresentou problemas,
visto que a recuperacgo dos fons Se™ e Se total, no método proposto, mostrou valores
dentro dafaixa aceitavel de 90 a 110% (INMETRO, 2011).

A exatiddo do método foi avaiada, ainda, por meio da andlise dos materiais
certificados APS — 1075 e APS-1071, sendo amostras de &gua mineral. A Tabela 12
apresenta os resultados.

Os resultados observados para a andlise das amostras certificadas APS-1075 e
APS-1071 demostram que os val ores obtidos s&o consistentes com o valor de referéncia,
o que vem a confirmar a confiabilidade do método proposto neste traba ho. Observa-se,
também, na Tabela 12, que nas amostras certificadas foram encontrados valores para Se
total, ndo sendo detectados valores para Se*.

Tabela 12. Aplicacdo das amostras certificadas no método desenvolvido para
determinacdo de Se* e Setotal.

Amostra M étodo Proposto (ug L ™) Valor Certificado
(MgL™)
Se™ Setotal [(+4) + (+6)]
APS-1075 N.D 9,7+0,1 10,0+ 0,5
APS-1071 N.D 48,7+ 0,10 50,00+ 0,5

N.D: ndo detectado.

A determinagdo das amostras certificadas foi obtida reduzindo-as com o melhor

reagente otimizado anteriormente, a L-cisteina.
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6. CONCLUSAO

O método de andlise para especiacdo de selénio empregando a fonte DESI
apresentou-se como uma alternativa interessante e eficiente para determinacéo das
espécies organicas de selénio. Para espécies inoganicas, ndo foi possivel confirméa-las
pela fragmentacdo dos ions, devido a estrutura da molécula; aém disso, 0 método
proposto é apenas qudlitativo, sendo necessarios estudos mais dindmicos. Andlises
multivariadas podem contribuir na melhoria das especiacdes de selénio utilizando DESI,
principalmente na otimizac&o dos parametros, solventes e estudos de quantificacao.

O uso da extracéo seletiva de selénio inorganico utilizando sementes de Moringa
oleifera impregnada com tiosemicarbazida também se apresentou como uma aternativa
interessante e eficiente para determinacdo quantitativa das espécies, sendo que a
impregnacao contribuiu cerca de quatro vezes mais na adsor¢céo. O método é ssimples e
de baixo custo, quando se compara com os métodos cromatograficos. Além disso,
elimina totalmente o uso de solventes organicos utilizados na maior parte dos
procedimentos de extragdo solido-liquido. Diante dos resultados obtidos, ha
possibilidade de utilizagdo do método desenvolvido para determinacdo de selénio
inorgani co.

Para ambos os procedimentos, os objetivos especificos foram alcancados. A
especiacdo de selénio empregando técnicas ndo cromatogréficas foi confirmada frente a
testes com amostras certificadas e padrfes das espécies. Os resultados dos parametros
avaliados foram satisfatorios, e tanto a fonte DESI, quanto o uso da Moringa oleifera
impregnada na SPE podem ser empregados na especiacdo de selénio. Melhorias séo
necessarias para a quantificacdo no caso do uso de DESI, e para a especiacéo de

espécies organicas no caso da SPE com Moringa oleifera.
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