UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

“DESENVOLVIMENTO DE PROCEDIMENTOS DE
DIGESTAO E ESPECIACAO PARA AMOSTRAS
BIOLOGICAS”

WLADIANA OLIVEIRA MATOS

Tese apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de
DOUTORA EM CIENCIAS, area de
concentracdo: QUIMICA ANALITICA.

Orientadora: Dra. Ana Rita de Araujo Nogueira

Co-orientadora: Profa. Dra. Regina Vincenzi Oliveira

Sao Carlos - SP
2011



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/UFSCar

M433dp

Matos, Wladiana Oliveira.

Desenvolvimento de procedimentos de digestao e
especiagdo para amostras biolégicas / Wladiana Oliveira
Matos. -- S&o Carlos : UFSCar, 2011.

111f.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de Séo Carlos,
2011.

1. Preparacao de amostra (Quimica analitica). 2.

Microondas. 3. Especiacdo quimica. 4. Selénio. 5. Bovino -
sémen. |. Titulo.

CDD: 543.02 (20°)




“O mistério é a coisa mais nobre
gue podemos ter experiéncia.

E a emoc&o que se concentra no
cerne da verdadeira ciéncia.”

Albert Einstein



A minha familia e ao Jota, por todo 0 amor, apoio e torcida para a
realizacao desse trabalho, e por terem compreendido minha

auséncia todos esses anos.



Agradecimentos

Com certeza, essa parte da tese deve tomar um bom nidmero de
palavras, pois durante todos os anos dedicados a esse trabalho pude contar com
Varias pessoas especiais. A contribuicdo dessas pessoas para a execucdo desse
trabalho e para meu crescimento profissional e pessoal ndo envolveu apenas o
aspecto cientifico. Muito mais do que conhecimento em quimica, me ensinaram
a trabalhar em grupo, respeitar as diferencas, sobre amizade e ética.

Meus sinceros agradecimentos a todos que de alguma forma
contribuiram para que este trabalho fosse realizado, em especial:

Agradeco a Dra Ana Rita de Aradjo Nogueira pela orientacéo,
confianca, amizade, incentivo e apoio. Obrigada pelo carinho, atencdo e dogura
com que sempre trata seus alunos!

A Profa Dra. Regina Vincenzi Oliveira pela co-orientaco, por
todos os ensinamentos sobre cromatografia, apoio e total disponibilidade em
contribuir com o trabalho e a todos do Laboratorio de Sintese Organica e CLAE;

Ao Professor Dr. Joaquim A. Nobrega pela disponibilidade em
ajudar no que fosse necessario para que esse trabalho se concretizasse, pelas
discussdes, ideias e pela amizade;

Ao Professor Dr. Edenir Rodrigues Pereira Filho pelas discussoes e
sugestOes para o desenvolvimento do trabalho em reuniéo de grupo;

Ao Professor Dr. Rubens Paes de Arruda (USP-Pirassununga) e ao
seu grupo de pesquisa pela coleta das amostras;

Aos Professores Francisco José Krug (CENA/USP), Valderi Luiz
Dressler (DQ/UFSM), Gian Paulo Giovanni Freschi (UNIFAL) e Marcia
Andreia Mesquita Silva Veiga (FFCLRP/USP), membros da Banca
Examinadora, por todos 0os comentarios e sugestoes;

Ao Programa de PoOs-Graduacdo em Quimica da Universidade

Federal de Sao Carlos pela oportunidade;



A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
pela bolsa concedida;

As agéncias de fomento Fundacio de Amparo & Pesquisa do Estado
de S8 Paulo e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico pelos recursos para pesquisa;

A todos os professores do DQ/UFSCar que contribuiram para
minha formacéo académica;

Aos funcionarios do DQ/UFSCar, em especial aos funcionarios da
Secretaria de Pos-Graduacao, pela atencédo e dedicagéo;

A Embrapa Pecuéaria Sudeste pela infra-estrutura concedida para a
realizacdo de parte deste trabalho;

Aos funcionarios e ex-funcionarios da Embrapa Pecuaria Sudeste,
Gilberto, Cadu, Carldo, Cidinha, Cristina, Cristina Campanelli, Lourdes, Vitor,
Marcdo, Mariana, Natalia, Gilbertinho, Natal pela 6tima convivéncia em todos
esses anos e por toda a ajuda;

Aos companheiros de trabalho e amigos que fazem ou fizeram parte
do GAIA: Adriana, Alexandra, Amalia, Amanda, Ana Beatriz, Andréa, Caio,
Carla Bossu, Catarinie, Clarice, Dani, Erica, Edivan, Eveline, Fabiana,
Fernanda, George, Gilberto, Kelber, Lilian, Luana, Luciana, Lucimar, Marcelo,
Mario, Marquinhos, Miriam, Natalia, Patricia, Poliana, Renata, Roberto,
Rodrigo, Rodolfo, Rosilene, Sherlan, Silmara, Silvia, Silvéria, Simone e Telma
pela amizade, bom ambiente de trabalho, sugestbes, troca de conhecimentos,
momentos de alegria e por terem sido minha familia aqui em S&o Carlos;

Gostaria de agradecer especialmente a Catarinie pelos
ensinamentos sobre ICP-MS. Obrigada, Cat, vocé mal me conhecia e foi tdo
prestativa no momento que mais precisei! Aos amigos Carla Bossu (Carlinha),
Caio, Ju, Silmara, Lucio, George, Nice, Fabiana, Alexandra; e aos amigos mais
recentes, mas ndo menos especiais, Clarice, Pedro e Cadu. Vocés sdo muito

especiais e nao importa a disténcia, vocés sempre estardo no meu coragao!



Aos amigos Eveline e Rodolfo que acompanharam mais de perto
toda a minha trajetoria aqui em Sao Carlos, pela forte amizade, pelas conversas,
discusses cientificas, apoio incondicional e momentos de descontracdo. Amo
Voceés!

Aos professores companheiros de trabalho e amigos do
Departamento de Quimica Analitica e Fisico-Quimica da Universidade
Federal do Ceard (UFC) que fizeram todos o0s esfor¢os possiveis para a
conclusdo deste trabalho: Sandro, Gisele, Elisane, Helena, Simone, Belmino,
Adriana, Pierre, Gracinha, Ronaldo, Fatima, Mozarina, Antdnio Carlos,
Antoninho, Haroldo, Alcinéia, Goretti, Pedro.

Agradeco especialmente aos professores e aos grandes amigos
Sandro e Gisele pelo apoio, incentivo, conselhos, risadas, 6tima convivéncia.
Sou grata também a todos os alunos do LEQA: Allan, Silmara, Ticiane, Thalita,
Natélia, Jeovan, Wellington, Luciana e Rouse pela convivéncia tranquila, pela
ajuda no trabalho e pela torcida.

Aos meus queridos amigos de Fortaleza Eveline, Jodo Wilkson,
Veruschka, Marco, Nahyara, Eliana, Rosa, Flor, Filipa por fazerem a minha vida
mais feliz, pelas vibrag¢des positivas, torcida e muitos momentos de alegria.

Ao Jota, meu amor, pelo apoio e incentivo a minha carreira
profissional mesmo quando isso significou ficarmos fisicamente distantes.
Obrigada pela paciéncia e por entender minha auséncia. Agradeco todo carinho,
amor, pelo ombro nos momentos dificeis, pelos incontaveis momentos de
felicidade e por me ensinar a ser uma pessoa melhor.

A familia do Jota, Sr. Nataniel, Dona Nené, Nahyara e Nathercia.
Vocés sdao também minha familia. Obrigada por todo carinho, amor e pela
torcida. VVocés sdo muito especiais na minha vida!

Ao0s meus pais Raimundo e Ana e aos meus irmdos Wilton e
Wilailton. Vocés sdo maravilhosos! Obrigada por formarem essa familia linda!

Nossa educacdo é continua. Todos os dias estamos aprendendo algo da vida,



mas a nossa esséncia, a base do nosso carater vem de casa, vem da nossa
familia. Agradeco por terem me ensinado o amor, a alegria de viver, o bem, a
beleza, o respeito.

E, finalmente, a Deus por tudo.



LISTA DE TABELAS

TABELA 4.1 - Comprimentos de onda empregados na analise de C,
Ca, Cu, Fe, Mg, Mne Znpor ICP OES.........ccccce i,
TABELA 4.2 - Programa de aquecimento usado na digestao total de
tecidos de carne em forno de micro-ondas com cavidade.......................
TABELA 4.3 - Planejamento fatorial 2** aplicado para escolher a
melhor condicé@o experimental do método de decomposigéo proposto..

TABELA 4.4 - Teores de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn and Zn (ug g*) em
amostras de carnes comerciais obtidos apos digestdo total e pelo
meétodo proposto neste trabalno ...,

TABELA 4.5 - Teores de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, and Zn (ug g™) em
materiais de referéncia certificado (CRM) apds digestdo pelo método
proposto (parcial) e total............cccoeveiieie e

TABELA 5.1 - Comprimentos de onda empregados na anélise de Al,
C, Ca, Cu, Fe, Mg, Mne Zn por ICP OES...........ccooiiiiiiiiiie e e
TABELA 5.2 - Programa de aquecimento usado na digestdo de
amostras em forno de micro-ondas com cavidade...........cccoocovvrririnnnns

TABELA 5.3 - Planejamento fatorial 2° + ponto central aplicado para
escolher a melhor condicéo experimental do metodo proposto..............
TABELA 5.4 - Determinacédo dos elementos Ca, Mg, Al, Cu, Fe, Mn e
Zn por ICP OES em amostras de racdo humana apés digestdo
convencional em forno de micro-ondas com cavidade e digestdo
usando o sistema proposto (IR-MW)........ccccviiiiiiiiiie e,

TABELA 5.5 - Determinacao dos elementos Ca, Mg, Al, Cu, Fe, Mn e
Zn por ICP OES em amostras de café apds digestdo convencional em
forno de micro-ondas com cavidade e digestdo usando o sistema
PropoSto (IR-MW).....oo e

41

42

44

47

50

55

56

58

62

vii



viii

TABELA 5.6 - Determinacdo de material de referéncia certificado
(Apple Leaves - NIST 1515) por ICP OES apés digestdo usando o
SIStEMA IR-MW ... e e 65
TABELA 6.1 - CondicOes de operacdo do ICP-MS empregadas nas
analises de Sel&nio total..........ccccvevviie e 70
TABELA 6.2 - Programa de aquecimento usado na digestao total de
sémen em forno de micro-ondas com cavidade............cccoocvevveriveiiiennen, 72
TABELA 6.3 - Determinacéo de selénio total em amostra de sémen.... 77
TABELA 6.4 - Valores médios dos componentes do plasma seminal... 79
TABELA 6.5 - Programa de aquecimento empregado na determinacgéo

de selénio em amostra de sémen por GFAAS........ccco e 81



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 3.1 - Representa¢cdo do mecanismo de migracao ionica................
FIGURA 3.2 - Representacdo do alinhamento de uma molécula de agua
COM 0 CAMPO EIBLIICO. .. cuveiiiie e e
FIGURA 4.1 - Minifrascos de PTFE e esterilizador de mamadeiras............

FIGURA 5.1 - Sistema de digestdo combinando aguecimento com
radiacdo infravermelha e micro-ondas (IR-MW)........cccccceviviiieiieiiecee,
FIGURA 6.1 - Esquema da extracdo de lipideos da amostra de sémen........
FIGURA 6.2 - Esquema da extracdo de proteinas da amostra de sémen......
FIGURA 6.3 - Esquema da extracdo de compostos de baixo peso
molecular da amostra de SEMEN........ccooveiiieieeiie e e
FIGURA 6.4 - Curva de temperatura de pirolise e atomizacgdo para 30 ug

L™ Se em meio 0,1% v v HNO; com modificador quimico 1000 mg L™

FIGURA 6.5 - FracOes de proteina e lipideo na amostra de sémen..............
FIGURA 6.6 - Fracionamento de selénio na amostra de sémen...................
FIGURA 6.7 - Estrutura quimica das espécies de selénio inorgénicas e
0] o= U g or: TSRS
FIGURA 6.8 - Estrutura quimica do par iénico dihidrogénio fosfato de
tetrabutilamoOnio (HTBA)........cooioie e

FIGURA 6.9 - Separacdo das diferentes espécies de selénio. Condicdes
Cromatograficas: Coluna C;g Hypersil (25 x 0,46 cm), fase mdvel: 5
mmol L* Na,HPO, + HTBA + 1% metanol (pH 6,5) (a) 2,5 mmol L™
HTBA; (b) 5,0 mmol L* HTBA e (c) 7,5 mmol L* HTBA......cccoceovvenne
FIGURA 6.10 - Separacédo das diferentes espécies de selénio. Condicdes
Cromatograficas: Coluna C;g Hypersil (25 x 0,46 cm), fase mdvel: 5
mmol L™* Na,HPO, + 2,5 mmol L™ HTBA + 1% metanol. (a) pH 5,5; (b)
PH 6,5 € (C) PH 7,5, e

13
40

54

73

74

75

80

84

84

85

87

88



FIGURA 6.11 - Estrutura quimica do par idnico trifluoracético (TFA).......
FIGURA 6.12 - Separacdo das diferentes espécies de selénio. Condicdes
Cromatograficas: Coluna C.g Hypersil (25 x 0,46 cm), fase mdvel: 5
mmol L™ Na;HPO, + 2,5 mmol L™ HTBA + 0,5 mmol L™ TFA + 1%
MEtANOl (PH 5,5)..ueiiiiiie et
FIGURA 6.13 - Separacdo das diferentes espécies de selénio. Condicdes
Cromatograficas: Coluna C.g Hypersil (25 x 0,46 cm), fase movel: 5
mmol L™* Na;HPO, + 2,5 mmol L™ HTBA + 0,5 mmol L™ TFA + 1%
MELANOl (PH 6,0)....eeiiiiiie e e



Xi

RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE PROCEDIMENTOS DE DIGESTAO E
FRACIONAMENTO PARA AMOSTRAS BIOLOGICAS. Em geral, a etapa de
preparo de amostras € a mais critica em uma sequéncia analitica. O
desenvolvimento de procedimentos de preparo rapidos, simples, de baixo custo e
gue produzam menos residuos é necessario. Nesse trabalho foram desenvolvidos
dois métodos de digestdo para amostras biologicas empregando radiagdo micro-
ondas. Um dos metodos de digestdo proposto consiste na decomposicgédo parcial
de amostras de carne assistida por radiagdo micro-ondas usando minifrascos de
PTFE. Nesse procedimento, empregaram-se 50 mg de amostra e 50 pL de HNO;
concentrado. A digestdo é feita em 7 min, aplicando-se poténcia de 650 W.
Recuperacdes na faixa de 95-109% foram obtidas para Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn
determinados por ICP OES, quando o método foi aplicado em materiais de
referéncia certificado de figado e musculo bovino. O segundo método de
digestdo proposto combina o uso da radiacdo infravermelha a radiacdo micro-
ondas, o que permite a decomposicdo de 1 g de amostras de café e racdo humana
em forno de micro-ondas com cavidade. Recuperacdes na faixa de 80-100%
foram obtidas para Al, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn determinados por ICP OES em
material de referéncia certificado. Outra parte do trabalho da tese foi dedicada
ao estudo do fracionamento de selénio e identificacdo de espécies organicas e
inorganicas desse elemento em amostras de sémen de bovinos. O selénio
apresenta papel essencial em diversas fungbes de animais mamiferos. A
infertilidade de humanos e animais, incluindo bovinos, estid relacionada a
caréncia desse elemento. Nesse contexto, realizou-se o estudo da distribuicéo de
selénio nas fases lipidica, proteica e de compostos de baixo peso molecular em
sémen de bovinos. Desenvolveu-se método de separacdo cromatografica Se(IV),
Se(VI), metilselenocisteina e selenometionina, a fim de identificar essas

espécies em amostra de sémen bovino.
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ABSTRACT
DEVELOPMENT OF DIGESTION PROCEDURES AND FRACTIONATION
FOR BIOLOGICAL SAMPLES. In general, sample preparation is the most
critical step in an analytical sequence. The development of faster, simpler,
cheaper and greener procedures is required. In this work, two digestion methods
for biological samples using microwave radiation have been developed. One of
proposed digestion methods consist on the partial decomposition of meat tissues
using PTFE micro vessels under microwave radiation. In this procedure, it was
used 50 mg of sample and 50 pL of concentrated HNOs. Digestion is carried out
in 7 min applying 650 W microwave power. Recoveries around 100% were
obtained for determination of Ca, Cu, Fe, Mg, Mn and Zn by ICP OES, when
the method was applied to bovine liver and muscle certified reference materials.
The second proposed digestion method combines the use of infrared radiation
with microwave radiation, which allowed the decomposition of 1 g of human
food and coffee samples by using microwave oven cavity. Recoveries around
80-100% were reached in the determination of Al, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn and Zn
by ICP OES in certified reference materials. Another part of the thesis work was
dedicated to the study of selenium fractionation and identification of its organic
and inorganic species in samples of bovine semen. Selenium presents essential
role in several biological functions of mammals. Infertility in humans and
animals, including bulls, is related to the lack of this element. In this context,
selenium distribution in lipids, proteins and low molecular weight compounds
fractions of bovine semen was evaluated. Besides, a chromatographic separation
method for Se(l1V), Se(VI1) and selenomethionine methylselenocysteine species

was developed, in order to identify these species in a semen bovine sample.
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1. Introducéo

1.1. Apresentacao

Esta tese descreve os resultados de trés trabalhos: (1) Determinagéo
de elementos inorganicos em tecido animal ap6s decomposicéo parcial assistida
por radiagdo micro-ondas usando minifrascos; (2) Avaliagdo do uso de radiagéo
infravermelha combinada a radiagcdo micro-ondas para quantificagdo de
elementos inorganicos usando ICP OES em amostras organicas; (3)
Fracionamento e especiacéo de selénio em sémen de bovinos.

Os dois primeiros trabalhos consistem no desenvolvimento de
métodos de preparo de amostras em forno de micro-ondas com cavidade para a
determinacdo total de constituintes inorganicos, e 0 terceiro trata do
fracionamento e especiacdo de selénio em amostras de sémen de bovinos. Dessa
maneira, o capitulo de revisdo bibliografica (capitulo 3) relata trabalhos da
literatura sobre esses dois topicos.

O procedimento experimental, resultados e discussdo e conclusées

de cada trabalho foram descritos em trés capitulos diferentes (capitulos 4, 5 e 6).

1.2. Preparo de amostras para determinacao total de constituintes
inorganicos.

O preparo da amostra consiste em converter ou extrair o analito em
um meio adequado, para sua posterior identificacdo e/ou quantificacao.
Comumente, técnicas espectrométricas requerem que a amostra se encontre na
forma liquida. A técnica de ICP OES, por exemplo, requer ainda que a solucéo
contendo o analito tenha baixos teores de compostos organicos, pois esses
provocam interferéncias de transporte e instabilidade do plasma.

De todas as etapas de uma andlise quimica, em geral, o preparo da
amostra é a etapa que demanda maior tempo e é também onde h& maiores riscos

de contaminacdo e perda de analito. Em contrapartida, técnicas analiticas
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rapidas, que determinam varios elementos em uma mesma analise, sensiveis,
exatas e precisas tém sido desenvolvidas. Portanto, existe a necessidade do
desenvolvimento de métodos de preparo de amostra que sejam compativeis com
essas técnicas modernas de analise, ou seja, procedimentos de pré-tratamento de
amostras que sejam rapidos, simples, exatos, precisos e que gerem poucos
residuos.

Nesse contexto, dois métodos de digestdo foram desenvolvidos
nesse trabalho. Um dos métodos consiste na digestdo parcial de amostras de
carnes assistida por radiacdo micro-ondas usando minifrascos de PTFE. O
emprego de minifrascos permite aplicar a ideia de frasco unico, no qual
pesagem, digestdo e diluicdo da amostra, além da determinacdo dos analitos séo
realizadas em um Unico frasco. Esse fato diminui a manipulacédo de amostras,
reduzindo os riscos de contaminacdo. Digestdo em minifrascos também requer
menores volumes de acidos gerando, dessa maneira, menos residuos e valores de
brancos analiticos menores.

O segundo método de preparo de amostra reportado nesse trabalho
associa a radiacdo infravermelha com a radiagdo micro-ondas, permitindo assim
gue massas maiores de amostra sejam digeridas em fornos de micro-ondas com
cavidade, uma vez que a oxidacdo de parte da matéria organica é realizada
usando radiacdo infravermelha, antes da decomposicdo da amostra em forno de
micro-ondas. Esse procedimento potencializa o emprego de sistemas de micro-
ondas com cavidade, melhorando a eficiéncia de andlises de amostras
heterogéneas e possibilitando a deteccdo de analitos em baixas concentragdes.
Pode ser também promissor na digestdo de amostras que contenham altos teores

de mateéria organica.
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1.3. Fracionamento e especiacado de selénio em amostras de sémen

de bovinos

Selénio é essencial para o organismo de diversos animais por
apresentar relacdo com funcdes vitais, tais como reproducédo, crescimento,
prevencdo e protecdo da integridade muscular. A baixa concentracdo desse
elemento no sémen tem sido relacionada com a infertilidade de homens e
animais, incluindo bovinos.

O Brasil € um grande produtor de carne bovina, contudo os niveis
de selénio no solo de areas de criacdo de gado brasileiras sdo baixos. Uma vez
que a concentracdo de selénio no solo reflete os niveis desse elemento nas
plantas, areas de criacdo de gado com solos pobres em selénio tém pastos com
deficiéncia desse nutriente. Para contornar a deficiéncia de selénio e garantir a
qualidade da fertilidade do gado, suplementos de selénio tém sido aplicados na
dieta de bovinos. O consumo diario de 0,3 mg kg™ Se proporciona uma margem
de seguranca satisfatoria contra as variaces alimentares encontradas no pastejo.
Em geral, a suplementacdo de selénio é realizada pela adicdo de selénio na
forma inorganica (selenito ou selenato), contudo existem estudos com carneiros
gue demonstram a maior absorcéo de selénio por esses animais quando selénio é
adicionado na forma organica.

Alguns trabalhos na literatura reportam o desenvolvimento de
métodos para determinacdo de selénio total em amostras de sémen e plasma
seminal de bois para monitorar a influéncia desse elemento na reproducao
desses animais. Porem, ndo foram encontradas na literatura informacdes quanto
as formas em que esse elemento se encontra e como esta distribuido no sémen.
Essas informacgOes poderiam ajudar a compreender melhor o papel desse
elemento na fertilidade de bovinos.

Dessa maneira, neste trabalho fez-se um estudo da distribuicdo de
selénio nas fragcbes lipidica, proteica e de baixo peso molecular no sémen de

bovinos. A determinacéo de selénio foi realizada por ICP-MS, em funcédo da alta
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sensibilidade da técnica e suas caracteristicas favoraveis em relacdo ao
acoplamento com técnicas cromatograficas. Além disso, realizou-se o
desenvolvimento de separacdo das espécies Se(1V), Se(VI), seleno-L-metionina
e Se-metil-selenocisteina por cromatografia em fase reversa com pareamento

idnico, para a identificacdo dessas espécies em amostras de sémen.
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2. Objetivos

As propostas deste trabalho séo:
1) Desenvolvimento de procedimentos de digestdo assistidos por radiacdo
micro-ondas para diferentes amostras bioldgicas;
2) Estudo da distribuicdo de selénio em amostra de sémen de bovinos e
identificacdo de espécies de selénio usando cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massa com plasma acoplado
indutivamente (HPLC-ICP-MS).
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3. Revisdo Bibliografica

3.1. Preparo de amostras usando radiacdo micro-ondas para

analise de teor total de elementos inorganicos

3.1.1. Nutrientes inorganicos

Alguns elementos inorganicos sdo importantes para 0 bom funcionamento
do organismo e tém como principal fonte os alimentos. Esses elementos sdo,
comumente, classificados em macro e micronutrientes de acordo com a
quantidade requerida para o funcionamento adequado do organismo. Dentro
dessa classificagdo calcio, magnésio, potassio e sodio se enquadram como
macronutrientes; enquanto que os demais, tais como cromo, cobalto, cobre,
ferro, molibdénio, niquel, selénio, zinco etc., s&o considerados micronutrientes.’

As fungbes dos nutrientes inorganicos no organismo estdo relacionadas,
principalmente, com a constituicdo de 0ssos e dentes; ao controle da composicéo
das celulas e fluidos do corpo, quando esses elementos estdo na forma de sais
sollveis; e a0 bom funcionamento de enzimas e proteinas funcionais. Ferro e
cobre, por exemplo, ocorrem no grupo prostético de varias enzimas relacionadas
a processos de oxidacéo e reducéo celular.?

Além das funcBes ja citadas, alguns elementos também sdo encontrados
em outros importantes componentes funcionais do organismo, incluindo
horménios e vitaminas. Zinco, por exemplo, esta envolvido na producdo e
estocagem do horménio insulina em células beta do pancreas. E cobalamina, ou
vitamina By, contém cobalto.?

Dessa maneira, a avaliacdo dos niveis de macro e micronutrientes

inorganicos em diferentes amostras bioldgicas é importante.
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3.1.2. Preparo da amostra

Uma sequéncia analitica envolve, basicamente, as seguintes etapas:
amostragem, armazenagem, preparo da amostra (lavagem, secagem, moagem,
separacdo de particulas, pré-concentracdo, separacdo de interferentes,
decomposic¢do de compostos organicos), determinagdo dos analitos de interesse,
tratamento dos dados obtidos, interpretacdo dos dados e acdo a ser tomada
diante da conclusdo final da anélise.® Os procedimentos a serem realizados
dependem do tipo de matriz e do analito que se deseja avaliar.

A determinagdo de elementos inorganicos por técnicas
espectrométricas, como a espectrometria de emissdo Optica com plasma
acoplado indutivamente (ICP OES) e a espectrometria de massa com plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS), requer, na maioria dos casos, que a amostra
esteja na forma liquida. Dessa maneira, procedimentos para a conversédo de
amostras que se encontrem no estado solido em liquidas sdo necessarios. Além
disso, essas técnicas exigem também a remocao da matéria organica através de
procedimentos de decomposicdo da amostra. A presenca de compostos
organicos pode conduzir a mudancas na tensdo superficial da solucdo da
amostra, provocando erros de transporte do analito até o plasma. Altas
concentracdes de matéria organica podem também afetar as condi¢des de
equilibrio térmico do plasma e causar a formacdo de fuligem. Portanto, a
eficiéncia de metodos de decomposicdo de amostra é geralmente avaliada
através da andlise da porcentagem de carbono residual (% RCC) na solucéo
final, apds o processo de digestdo.*

Em geral, o preparo da amostra é a etapa considerada mais critica
em uma sequéncia analitica por produzir a maior porcentagem de erros.” E
também a etapa mais morosa,® o que torna os procedimentos de tratamento de
amostra incompativeis com o desenvolvimento de técnicas de medidas rapidas e

que determinam varios analitos em uma mesma aliquota aspirada da amostra,
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como por exemplo, ICP OES e ICP-MS. Além disso, é a etapa onde ha maiores
riscos de perda de analito e de contaminacéo.

Procedimentos de decomposicdo de amostra assistidos por radiacédo
micro-ondas em frascos abertos e fechados tém sido largamente utilizados para a
digestdo de amostras organicas, fato que contribui para a reducdo da lacuna
entre 0 preparo de amostras e técnicas analiticas modernas.” Contudo, o
desenvolvimento de procedimentos de decomposicéo assistidos por micro-ondas
que sejam rapidos, simples, de baixo custo e que estejam de acordo com a

guimica verde ainda é necessario.

3.1.3. Digestao de amostras assistida por radiacdo micro-ondas

As micro-ondas sdo radiagdes eletromagnéticas que possuem
comprimento de onda entre 1 mm e 1 m e frequéncia que varia de 300 a 300000
Hz. Contudo, apenas as frequéncias 915, 2450, 5800 e 22125 sdo permitidas
pela Comissdo Federal de ComunicacOes e pelas Leis Internacionais de Radio
para uso industrial, cientifico e doméstico. E uma radiacio ndo ionizante e,
portanto, ndo possui energia necessaria para quebrar as ligacdes quimicas de
moléculas. O emprego da radiacdo micro-ondas em decomposicdo de amostras
baseia-se no aquecimento de materiais através da absorcéo direta dessa energia.
Esses materiais aumentam de temperatura devido, principalmente, a interacéo
entre a onda eletromagnética e os ions dissolvidos, que sofrem migracao ibnica,
e o solvente presente, o qual sofre rotacio de dipolos.®

A migracéo idnica resume-se ao movimento eletroforético dos ions
em solucdo. O campo elétrico oscilante produzido pelas micro-ondas promove o
deslocamento dos ions dissolvidos em direcdo aos pdlos com cargas opostas.
Esse deslocamento produz um fluxo de corrente cujo movimento sofre
resisténcia devido as outras espécies que estdo no fluxo oposto (Figura 3.1). A
resisténcia ao deslocamento produz calor devido a perda de energia, elevando a

temperatura da solucdo.’
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Figura 3.1- Representacdo do mecanismo de migracéo ionica.’

O fendmeno da rotacdo de dipolos consiste no alinhamento das
moléculas contidas na amostra que possuem momento dipolar induzido ou
permanente com o campo eletromagnético (Figura 3.2). Como as ondas
eletromagneéticas geram campos elétricos positivos e negativos alternados, isso
causa desordem e agitacdo das moléeculas dipolares. Dessa maneira, a energia

absorvida para o realinhamento das moléculas é transformada em calor.’
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Figura 3.2 — Representacdo do alinhamento de uma molécula de 4gua com o

campo elétrico. [apud ref. 3]

Dependendo do tipo de material irradiado, a radiacdo micro-ondas
pode: ser refletida, ou seja, o material ndo interage com a onda eletromagnética;
atravessar o material sem causar nenhum efeito no mesmo (esse tipo de material
é considerado transparente as micro-ondas); ou ser total ou parcialmente
absorvida. Dos trés tipos de interacdo citados, a absorcdo da radiacdo € o efeito
explorado nas decomposic¢des assistidas por radiagdo micro-ondas. Quando a
energia é absorvida, transforma-se em energia térmica e a temperatura do meio

reacional se eleva.*
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Os primeiros experimentos de decomposi¢cdo de amostra usando
radiacdo micro-ondas foram realizados em 1975 usando frascos fechados em
fornos de micro-ondas domésticos. Contudo, somente a partir do final da década
de 80 o interesse nessa radiagao para o preparo de amostras foi retomado. Dentre
as principais vantagens apresentadas pela energia micro-ondas sobre
aquecimento convencional estdo o aquecimento direto, rapido, sem contato com
a amostra e uso de menores quantidades de reagentes gerando, portanto, menos
residuos.™

A fim de obter sistemas de decomposi¢cdo mais seguros e que
permitissem maior controle do processo de decomposicdo, fornos de micro-
ondas para uso em laboratério foram desenvolvidos. Esses fornos permitem o
monitoramento de pressao e temperatura nos frascos de decomposicao, possuem
sistemas de seguranca contra eventuais explosdes e frascos de decomposicao
com resisténcia mecanica que suportam elevadas pressdes e temperaturas.™

Dois tipos de sistemas de fornos de micro-ondas foram
desenvolvidos para uso em laboratorio: sistema de decomposicdo abertos com
radiacdo micro-ondas focalizada e sistemas de decomposi¢do fechados em
fornos de micro-ondas com cavidade. No primeiro caso, as decomposi¢cdes sdo
realizadas em frascos fechados, mas a pressdo atmosferica. Em contrapartida,
nos sistemas chamados de fechados a digestdo da amostra é realizada a altas
pressdes. '

Os sistemas fechados de decomposi¢do por micro-ondas empregam
fornos contendo magnetron, guia de ondas, distribuidor de ondas, cavidade,
frasco de decomposicdo e rotor. De uma maneira geral, a radiacdo € produzida
pelo magnetron e conduzida até a cavidade do forno pelo guia de ondas. A
radiacdo é entdo dispersa pelo distribuidor de ondas de maneira que a zona
préxima ao centro da cavidade receba maior irradiacdo. O rotor (bandeja
rotatéria), onde estdo posicionados os frascos de decomposicdo, permite com

que esses frascos recebam a radiagdo de forma homogénea e reprodutivel.?
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Os frascos de decomposicdo empregados em decomposicdes em
sistemas fechados possuem, em geral, volumes internos de 25 a 120 mL e sdo
fabricados com material transparente a radiacdo micro-ondas. Os materiais mais
empregados sdo PTFE (Teflon® é marca registrada da DuPont), PFA
(perfluoroalcoxi) e TFM® (marca registrada da Hoechst para PTFE
quimicamente modificado). PFA e TFM sdo preferidos por suportarem
temperaturas mais altas, 260 °C. Além disso, PFA e TFM sdo menos porosos do
que PTFE, o que evita contaminagdo e perdas de analito por adsorcéo. Frascos
de quartzo também séo utilizados em alguns fornos, o que possibilita 0 emprego
de temperaturas e pressdes mais elevadas no processo de decomposi¢do. O
quartzo suporta temperaturas e pressdes de até 280 °C e 120 bar,
respectivamente.™*

As vantagens do uso de sistemas fechados de decomposicéo
assistidos por radiacdo micro-ondas séo: alta temperatura e pressdo no processo
de decomposicdo, 0 que permite realizar digestdes mais rapidas e com maior
eficiéncia, inclusive de amostras mais dificeis de decompor; menores riscos de
contaminacdo e perda de analitos volateis; e menor consumo de reagentes
produzindo, dessa maneira, menos residuos. Em contrapartida, sdo sistemas que
permitem decompor pequenas quantidades de amostra, em geral
aproximadamente 250 mg.® Apesar de modelos de fornos de micro-ondas com
cavidade mais recentes permitirem a decomposicdo de até cerca de 1,0 g de
amostra, a temperatura de decomposicdo é limitada a 180 °C. Visto que
temperaturas acima de 200 °C sdo necessarias para uma rapida e efetiva
oxidacdo da matéria organica, segundo investigacbes de Wirfels et al.*™,
provavelmente amostras com teores mais elevados de matéria organica nédo
seriam adequadamente decompostas quando maiores quantidades de amostras

fossem empregadas nesses novos sistemas de decomposicéo.
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3.1.4. Uso de minifrascos de decomposicdo em digestdes assistidas

por radiacdo micro-ondas

Os frascos de decomposi¢do normalmente empregados em sistemas
de fornos de micro-ondas comerciais para uso em laboratério possuem volume
interno superior a 25 mL. Porém, alguns estudos também avaliaram o uso de
frascos com volumes menores que 4 mL (minifrascos) em sistemas de
decomposic¢ao por micro-ondas.

Segundo esses estudos, 0 uso de minifrascos de decomposicdo
promoveu o0 aumento da frequéncia analitica devido ao rapido aguecimento
fornecido pelas micro-ondas.'® Bocca et al. (2003)'" usaram mais de 80
minifrascos em um rotor de micro-ondas caseiro e amostras de urina, soro e
sangue foram digeridas em 40 min. Frascos de pequeno volume também foram
adaptados para fornos de micro-ondas com sistema aberto.

Uma das grandes vantagens da aplicacdo de minifrascos de
decomposicdo é a possibilidade de usar o conceito de frasco Unico, no qual
pesagem, decomposicéo, diluicdo e determinacdo dos analitos sdo realizados em
um mesmo frasco. Isso diminui a manipulacdo de amostras e reduz os riscos de
contaminacdo. Além desses fatores, a solucdo final da digestdo ndo €
excessivamente diluida, o que promove o aumento de sensibilidade do
mét0d0.16’18’19

Decomposicdo de amostras de cabelo em minifrascos com
aquecimento em forno de micro-ondas doméstico para posterior determinacéo
de arsénio por espectrometria de absorcdo atbmica com geracdo de hidretos
(HGAAS) foi avaliada por Flores et al. (2001)®. O procedimento envolve a
oxidacdo da matéria organica usando acido sulfdrico e acido nitrico em
combinacdo com é&cido cloridrico, sendo este Gltimo adicionado em uma etapa
especifica do programa de aquecimento. O digerido final apresentou 55% de

carbono residual. Apesar da decomposi¢do ndo ter sido completa, a matéria
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organica presente ndo interferiu nas determinacdes por HGAAS. Com esse
procedimento foi possivel decompor 80 amostras em uma hora e meia.

O uso de micro-ondas doméstico em decomposicdes ndo é
recomendado devido aos riscos de explosdes e a auséncia de sistemas de
seguranca.’® Contudo, um aumento de pressdo menos critico é observado
quando se emprega frascos de decomposicdo de pequeno volume em fornos de
micro-ondas que ndo foram desenhados para uso em laboratérios.?* As
vantagens de combinar o uso de fornos de micro-ondas domestico com
minifrascos de decomposi¢do sdo simplicidade, baixo consumo de reagentes,
menores diluicbes e possibilidade de decomposicdo de maior numero de
amostras.?!

Outros procedimentos que empregam minifrascos para digestdo de
amostra sdo aqueles relatados para digestdo em fase vapor usando acidos
inorganicos. A digestdo em fase vapor baseia-se no contato entre o vapor do
acido e as amostras, oferecendo a possibilidade de purificacdo do acido, o que
previne a introducdo de impurezas na solucdo final, menores valores de brancos
analiticos e menores limites de detecgdo.”*?**? De acordo com Matusiewicz
(1991)%, nenhuma transferéncia de impureza do reagente ocorre durante o
processo de digestdo em fase vapor assistido por radiagdo micro-ondas. O uso de
menores massas de amostras nesses procedimentos € comum porque 0S
recipientes de digestdo tém volume pequeno, o que também favorece a interacéo
do vapor com as particulas da amostra.

A digestdo em fase vapor tambem foi testada em forno com micro-
ondas focalizadas.”>?®*% A eficiéncia da decomposicdo da matéria organica
diminuiu de acordo com a localizacdo dos frascos, da base para o topo, do
suporte onde eram posicionados 0s minifrascos. ISso mostra que a temperatura e
a possibilidade de interagcdo com as micro-ondas tém um efeito pronunciado da

digestdo em fase vapor.?®
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3.1.5. Radiacao infravermelha

A radiacdo infravermelha estd posicionada no espectro
eletromagnético entre as radiagdes visivel e micro-ondas. O comprimento de
onda na regido do infravermelho varia entre 780 nm a 1000 um e a frequéncia
entre 3,0 x 10 a 3,8 x 10" Hz. Essa regido pode ser dividida em trés:
infravermelho préximo (0,78-2,5 um), infravermelho médio ou fundamental
(2,5-50 um) e infravermelho distante (50-1000 pm).?*

Assim como a radiagdo micro-ondas, a radiagéo infravermelha nédo
¢ ionizante. Possui energia da ordem de 0,0012 a 1,5580 eV, a qual ndo €
suficiente para o rompimento de ligagbes quimicas, mas provoca aumento dos
movimentos vibracionais e rotacionais das moléculas. As fontes de radiagéo
infravermelha sdo constituidas por um solido inerte que é aquecido
eletricamente a uma temperatura compreendida entre 1500 e 2200 K.

No preparo de amostra, a radiacdo infravermelha tem sido pouco
explorada.®*® O emprego dessa radiacdo mais comum é no processo de secagem
de amostras sélidas que apresentam agua em quantidade variavel. As amostras
sdo submetidas a aquecimento aplicando-se temperaturas relativamente amenas
para evitar riscos de perda de analito por volatilizacdo e degradacéo térmica da
amostra.

Aguecimento usando radiacdo infravermelha também € aplicado em
processos de purificacdo de &cidos usados em decomposi¢cdes de amostras para
analises de analitos em baixas concentracdes, nas quais acidos inorganicos
podem ser fontes de contaminacéo severas. O processo de purificacdo de acidos
inorganicos realizado por destilacdo abaixo do ponto de ebuli¢do do reagente foi
proposto por Kuehner et al. (1972)*" ¢ foi denominado de “sub-boiling
distilation”. O processo consiste no aquecimento do acido com radiagdo
infravermelha através de uma resisténcia elétrica aquecida por efeito Joule,
devidamente protegida por um involucro de vidro ou quartzo. A superficie do

reagente liquido é vaporizada sem entrar em ebulicdo e o vapor € condensado
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em um dedo frio, em geral feito de quartzo de alta pureza, e o liquido
condensado (reagente puro) € coletado. O reagente final obtido possui teores de
impurezas semelhantes ou até menores do que 0s acidos ultrapuros comerciais.

Alguns trabalhos também utilizam radiacdo infravermelha para
dessolvatacdo de aerossol em anélises por ICP OES e ICP-MS. 3333 A
dessolvatacdo de aerossol ocorre em duas etapas: na primeira etapa € realizado o
aguecimento do aerossol em que o solvente € parcial ou totalmente evaporado
das goticulas de aerossol e na segunda etapa o vapor de solvente € removido do
fluxo do aerossol. O aquecimento do aerossol pode ser realizado por radiagao
infravermelha. Os sistemas de dessolvatacdo reduzem a quantidade de solvente
que alcanca o plasma, amenizando interferéncias.*

O aquecimento provocado por radiagdo infravermelha tambem pode
ser empregado em sistemas de decomposic¢éo por combustdo. Na combustdo em
frasco de Schoniger, a amostra é confinada em um envoltorio, que pode ser um
papel, o qual fica suspenso em um frasco fechado contendo um pequeno volume
de uma solucéo absorvedora, adequada para reter todos os analitos de interesse.
O ar contido no interior do frasco é substituido por oxigénio e a ignicdo da
amostra é realizada por meio de uma lampada de infravermelho com auxilio de
uma lente ou usando uma corrente elétrica. A amostra e o papel queimam na
presenca de atmosfera de oxigénio e, apos resfriamento, o frasco é agitado
vigorasamente. A anélise é realizada na solucéo resultante.*’

Sistema de combustio dinamico desenvolvido por Knapp et al.*®
que ficou conhecido como Trace-o-Mat utiliza a irradiacdo de duas lampadas de
infravermelho para provocar a ignicdo da amostra no processo de combustéo.
Nesse método, a amostra € peletizada com uma prensa manual, posicionada em
um suporte de quartzo juntamente com uma pequena tira de papel em uma
camara de combustdo. A camara de combustdo é conectada a uma unidade de
resfriamento preenchida com nitrogénio liquido. Oxigénio € introduzido na

cadmara de combustéo e duas lampadas de infravermelho promovem a ignicdo da
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amostra. Os produtos volateis sdo retidos no condensador contendo nitrogénio
liquido. Os elementos ndo volateis sdo solubilizados em acido.

Gouveia e colaboradores® desenvolveram procedimento de
decomposicdo parcial de amostras submetidas a radiacdo infravermelha
proveniente de trés lampadas. A exatiddo do método foi verificada pela analise
de amostras certificadas de figado bovino e folhas de macieira, sendo obtidas
recuperacOes satisfatorias para Cu, Mn, Zn e Sr. O método foi aplicado em
amostras de figado bovino “in natura” ¢ os teores dos elementos cobre e
manganés foram comparados aos obtidos empregando decomposicdo assistida
por forno de micro-ondas com cavidade. De acordo com o test t de Student com
um nivel de confianca de 95%, as concentracdes obtidas dos dois elementos sdo

concordantes para todas as amostras.

3.1.6. Métodos de preparo de amostra assistidos por radiagdo
micro-ondas que possibilitam decomposicdo de massas maiores de

amostra

Como ja& mencionado anteriormente, 0os métodos de digestdo em
forno de micro-ondas com cavidade apresentam varias vantagens sobre 0s
métodos de decomposicdo convencionais e 0s que empregam fornos de micro-
ondas focalizados, tais como menores riscos de contaminacgéo, evitam a perda de
elementos volateis, sdo mais rapidos, consomem menores quantidades de
reagente e, portanto, produzem menos residuos. Porém, esses procedimentos,
geralmente, se limitam a decompor até aproximadamente 250 mg de amostra.
Essa limitagcdo representa uma dificuldade quando se pensa em determinacdes de
elementos em baixas concentracdes em laboratorios que ndo possuem técnicas
muito sensiveis, alem de comprometer a exatiddo e a precisdo da andlise, nos
casos em que a amostra € pouco homogénea.

Fornos de micro-ondas com radiacdo focalizada permitem a

digestdo de maiores massas de amostra (cerca de 10 g) porque sao sistemas
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abertos de decomposicdo. Sistemas de decomposicdo assistidos por radiacdo
focalizada operam a pressdo atmosférica ndo apresentando, portanto, restricdes
associadas com aumentos de pressdo encontrados nos sistemas fechados.’
Contudo, esses sistemas requerem grandes volumes de acidos concentrados, 0
que pode gerar digeridos com elevadas concentracBes cidas, necessitando que
sejam realizadas elevadas diluicbes antes de serem conduzidas a técnicas
espectroanaliticas com sistemas de introducdo de amostras convencionais para
determinac&o dos analitos.*

Teécnica alternativa para a decomposicdo de maiores quantidades de
massas de amostras foi proposta por Flores et al. (2007).”> A técnica, que foi
denominada de combustdo iniciada por micro-ondas (MIC — Microwave
Induced Combustion), associa as vantagens da digestdo por via umida com
aquecimento por radiacdo micro-ondas e da combustdo em sistemas fechados. O
método consiste na combustdo de amostras organicas em frascos fechados de
quartzo pressurizados com oxigénio, sendo a ignicdo provocada por radiacédo
micro-ondas. Depois de efetuada a combustdo, os gases produzidos sao
absorvidos por uma solucdo apropriada e uma etapa de refluxo pode ser
realizada para garantir a recuperacdo dos analitos. Acidos diluidos podem ser
empregados em MIC como soluc&o absorvedora para muitos analitos.**** MIC é

recomendada para digestdo de carvdo para posterior determinacéo de CI1**, F*

e Hg®. Outras aplicacBes incluem a determinacgdo de Br*®*’, CI*" e 58490

em
amostras de borracha e plasticos e determinacdo de S em materiais
carbonaceos.”

As principais caracteristicas da técnica MIC sdo: possibilita a
combustédo de aproximadamente 500 mg de amostra; os frascos de digestdo por
micro-ondas com cavidade sdo os mesmos daqueles utilizados no forno
convencional, ndo havendo necessidade de nenhuma modificagdo no frasco, na

parte do rotor ou no sistema do controle de pressédo; fornece baixos valores de
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brancos; e, ao contrario de outras técnicas de combustdo, MIC permite uma
etapa de refluxo que minimiza potenciais perdas de analitos por adsorcéo.*!
Outro procedimento usando combustdo em fornos de micro-ondas
foi proposto. Nesse procedimento, a decomposicdo é baseada na combustéo
induzida por radiacdo micro-ondas focalizada (FMIC — focused microwave-
induced combustion).>® Forno de micro-ondas focalizado comercial com suporte
de amostras de quartzo confeccionados no laboratorio e um frasco de vidro
modificado foram usados no processo de combustdo. As condigdes de operacdo
foram avaliadas para a determinacdo de Al, Ba, Ca, Fe, Mg, Mn, Sr e Zn em
amostras de plantas. A combustdo é realizada em menos de dois minutos e a
temperatura atinge valores superiores a 950 °C. Os resultados foram comparados
com os obtidos por digestdo em forno de micro-ondas focalizado e por digestéo
assistida por radiacdo micro-ondas em frascos fechados de altas pressdes. Com o
procedimento proposto, 95-103% de recuperacdes foram obtidas quando
materiais de referéncia certificados foram digeridos. Decomposi¢do completa da
amostra (teor de carbono residual menor que 0,5%) foi alcangcado com baixo
consumo de reagente (10 mL de &acido nitrico diluido). A nova técnica permitiu a

decomposicao de grandes massas de amostra (~ 1500 mg).

3.2. Fracionamento e especiacao de selénio

3.2.1. Fracionamento e especiacdo quimica

Nos ultimos anos, pesquisas cientificas envolvendo o
desenvolvimento de procedimentos analiticos que fornecam informacgdes sobre
essencialidade e toxicidade, mobilidade, biodisponibilidade, funcdo bioquimica
e impacto ambiental de elementos inorganicos sdo cada vez mais frequentes e
necessarias. A analise apenas do teor total de elementos quimicos na amostra,
em muitas situacdes, ndo € suficiente para a obtencdo de todas essas

informacdes.>
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A diferenca do nivel de toxicidade das diversas formas quimicas de
um mesmo elemento € um exemplo de que a determinacdo apenas da
concentracdo total de tais elementos pode ndo ser, em alguns casos, 0 mais
adequado. O cromo, por exemplo, quando se encontra no estado de oxidagéo
trés, Cr(lll), € considerado um nutriente essencial, pois esta envolvido no
metabolismo da glicose, lipideos e proteinas. Por outro lado, Cr(VI) é toxico
para homens, animais e plantas, por estar relacionado a diversos danos clinicos
tais como cancer no pulmao, irritacdo e ulceracdo nasal, reacbes de hiper-
sensibilidade e dermatite por contato. Para o arsénio, a maioria de seus
compostos organicos sdo menos toxicos do que suas espécies inorganicas. Em
contrapartida, as formas organicas dos elementos mercdrio, chumbo e estanho
s&0 mais toxicas do que suas formas inorganicas.>*

Dessa maneira, métodos analiticos envolvendo o fracionamento
para analise do teor total de elementos nas fracGes e analise de especiacao
quimica, sendo esses dois procedimentos aplicados em conjunto ou ndo, tém
sido focos de estudos a fim de adquirir mais conhecimento do papel dos diversos
elementos quimicos na natureza.

Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry)®®, fracionamento consiste em um processo de classificagdo de um
analito ou grupo de analitos de uma amostra de acordo com caracteristicas
fisicas (ex: tamanho, solubilidade) ou caracteristicas quimicas (ex: reatividade,
tipo de ligacdo). E especiacdo elementar € a analise que possibilita determinar a
distribuicdo das espécies quimicas, ou seja, forma especifica do elemento
quimico (estrutura molecular, composicéo isotdpica, estado de oxidacéo etc.), de
um elemento em uma amostra.

De maneira geral, as etapas de um processo de analise quimica
envolvem basicamente a amostragem, o preparo das amostras, a detec¢cdo e o
tratamento dos dados analiticos. Para a especiacao, o preparo da amostra usando

0s métodos convencionais de decomposicao total da amostra, ndo séo aplicaveis.
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Para esse tipo de andlise, condi¢des brandas, porém evasivas, que ndo degradem
as formas quimicas originais dos elementos quimicos, sdo requeridas. Apds o
preparo da amostra, as espécies de interesse podem ser separadas por
cromatografia liquida, cromatografia gasosa ou eletroforese capilar antes da
deteccdo. Por outro lado, em analise quimica empregando fracionamento, o
preparo da amostra consiste em submeter a amostra a sucessivas etapas com
reagentes de diferentes propriedades quimicas (acidez, potencial redox,
polaridade, propriedades complexantes etc.) obtendo varias fragGes, com
caracteristicas distintas, contendo o elemento de interesse. Apds o preparo da
amostra, a determinacgéo do teor total do elemento nessas fracOes € realizada.
Obviamente, analises de especiagédo e de fracionamento necessitam
de técnicas de deteccdo sensiveis, visto que essas analises implicam em
quantificar fracbes do teor total do elemento, que por sua vez, geralmente,

encontra-se em baixas concentragoes.

3.2.2. Selénio

O selénio foi descoberto em 1817 pelo quimico sueco Jons Jakob
Berzelius. Selénio tem numero atdmico 34, massa atdmica 78,96 u.m.a. e é
classificado como um semimetal. Estd localizado no grupo VIA, entre 0s
elementos enxofre e telurio, e no 4° periodo, entre o arsénio e 0 bromo, na tabela
periddica. Pode assumir os estados de oxidacdo -2, 0, +2, +4 e +6. Os cinco
isGtopos estaveis desse elemento e suas respectivas abundancias sdo: 74
(0,87%), 76 (9,02%), 77 (7,58%), 78 (23,52%), 80 (49,82%), 82 (9,19%).°

Selénio tem propriedades quimicas similares as do enxofre com
respeito ao tamanho do atomo, energia de ligacdo, potencial de ionizacdo e
afinidade eletr6nica. Por possuir comportamento quimico semelhante ao do
enxofre, selénio compde um grande numero de compostos 0rganicos
(selenocisteina, selenometionina, selenocistina, selenoureia etc.) e apresenta

grande importancia bioquimica.”” Uma alta proporcéo de selénio em plantas e
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em tecidos animais estd associada a proteinas, nas quais o atomo de selénio é
incorporado a proteina substituindo o atomo de enxofre em um aminoécido, o
que difere das metaloproteinas ou quelatos, nos quais ocorre simplesmente uma
complexacdo com grupos funcionais das protefnas.

O selénio se encontra distribuido no planeta de maneira
heterogénea. Os fatores geoldgicos, meteoroldgicos e quimicos, principalmente
0 pH e a natureza da rocha originaria dos solos, € que determinam a abundancia
relativa de selénio no solo em diferentes regides. Em geral os solos contém entre
1,0 e 1,5 pug g* de selénio, com excecdo de solos muito pobres em selénio
(concentracdes menores que 0,1 pug g™ Se) e os solos com elevados niveis de
selénio, chamados de seleniferos (concentraces superiores a 1,0 mg g™ Se). Em
solos acidos, selénio é encontrado nos estados de oxidacdo O (selénio
elementar), +2 (seleneto) e +4 (selenito), que sdo as formas menos sollveis e
biodisponiveis. Ja em solos com pH alcalino, o estado de oxidacdo do selénio
predominante ¢ +6 (selenato) que é mais soltuvel e mais facilmente assimilavel
pelas plantas e animais.>®

Alimentos, suplementos e agua sao fontes de selénio para humanos.
Mas a alimentacdo é a principal forma de obtenc&o desse elemento.>® Os niveis
de selénio em alimentos refletem o teor do elemento no solo, portanto um
mesmo tipo de alimento proveniente de regides diferentes pode ter distintas
concentracdes desse elemento. No Brasil, a castanha do Brasil é o alimento mais
rico em selénio (0,20-253 mg kg™ Se).*®

Selénio € um micronutriente cuja essencialidade e toxicidade estdo
em niveis muito proximos um do outro. A quantidade de selénio diaria
recomendada para homens e mulheres € de 55 pg e o nivel maximo diario
toleravel, sem riscos de intoxicacdo em adultos é de 400 pg.*

A essencialidade do elemento selénio em humanos nédo foi
descoberta até 1979 e, até entdo, era considerado um elemento téxico. A

toxicidade cronica por selénio em humanos provoca uma doenga denominada
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selenose cujos sintomas sdo perda de cabelo, unhas frageis, gosto metélico na
boca, odor de alho exalado pelas vias respiratérias, distarbios gastrointestinais,
erupcdo cutanea, funcionamento anormal do sistema nervoso, alteracdo do
sistema enddcrino, infarto do miocardio e faléncia renal.®

A descoberta do selénio como um elemento com propriedades
também essenciais ocorreu devido ao fato deste compor varias selenoproteinas,
as quais possuem funcbes biologicas importantes. A enzima glutationa
peroxidase, por exemplo, auxilia no mecanismo de defesa intracelular contra
danos oxidativos, eliminando perdéxidos de hidrogénios e hidroperoxidos
transformando-os em &gua e alcotis.®*® Outra selenoproteina importante é a
enzima iodotironina desiodase responsavel pela sintese e controle metabolico
dos horménios T2, T3 e T4 produzidos pela glandula tireoide.®% A
selenoproteina P € uma proteina do plasma sanguineo e esta associada a acéo

antioxidante extracelular.®’

A sintetase selenofosfato € necessaria para a
biosintese de selenofosfato. Ainda, selénio esta também associado a prevencao
de céancer, potencializacdo do sistema imunoldgico, desintoxificagdo do
organismo contra metais potencialmente toxicos, estabilizacdo do metabolismo
do acido araquiddnico e favorece a sintese da metionina a partir da
homocisteina, diminuindo o risco de doencas cardiovasculares.

O primeiro caso de doenca em humanos devido a deficiéncia de
selénio ocorreu na China, em certas regides onde o solo era pobre em selénio. A
doenca ficou conhecida como a doenca de Keshan que é caracterizada por uma
cardiomiopatia que afeta principalmente criancas e mulheres em idade fértil.®®
Ainda na China, outra doenca relacionada a falta de selénio no organismo é
chamada doenca de Kashin-Beck que causa osteoartrite, degeneracdo da
cartilagem articular, levando & deformacéo da estrutura 6ssea.®

Assim como em humanos, a deficiéncia de selénio também causa
complicacdes na saude de animais. No gado, por exemplo, a deficiéncia provoca

uma doenca que conduz a distrofia muscular conhecida como doenga do
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musculo branco. Além de problemas no coragdo, falta de apetite, retardo no
crescimento do animal, distarbios na reproducdo, tais como retencdo de
placenta, endometriose, ovario cistico e infertilidade.®
A carne bovina € um dos itens mais importantes da dieta alimentar
da populacdo brasileira e apresenta um dos maiores potenciais de crescimento
econdmico.” A bovinocultura de corte representa a maior fatia do agronegécio
no nosso pais, gerando faturamento de mais de R$ 50 bilhdes/ano e oferecendo
cerca de 7,5 milhdes de empregos.” Os solos brasileiros das regies de criacdo
de gado, em geral, tétm deficiéncia de selénio e, portanto, os niveis desse
elemento no pasto sdo insuficientes para cobrir a exigéncia nutricional do
elemento para bovinos em qualquer fase de crescimento.’ Devido & importancia
econdmica da pecuaria no Brasil e aos j& conhecidos danos causados pela
deficiéncia do selénio em bovinos, medidas de suplementacédo de selénio,
comumente na forma de sais (selenito e selenato), sdo tomadas para contornar a
falta desse elemento no pasto.
Rodrigues™, em estudos de analise de sémen e plasma seminal de bois
que recebiam suplemento nutricional de selénio, observou a associa¢do entre a
concentracao de selénio no sémen desses animais e a qualidade dos seus sémens.
Ou seja, quanto maior a concentracdo de selénio no sémen, maior a motilidade
dos espermatozoides e menores eram as deformacgdes desses durante 0 processo
de espermatogénese, o que reflete na melhor reprodutibilidade dos bois. Alguns
trabalhos ja haviam relacionado a presenca de selénio a qualidade do sémen em

outros animais e também em humanos. 8!

3.2.3. Determinacao de selénio em sémen

Sémen é um fluido bioldgico produzido por machos de diferentes
espécies de animais e responsavel pelo transporte dos espermatozoides até o
local de fertilizacdo da fémea. Contém em torno de 90% de agua e € composto

por duas fragdes: 0s espermatozoides, que compdem menos de 1% do volume
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total do sémen, e o plasma seminal. Possui um meio neutro e apresenta em sua
composicdo diferentes compostos organicos (proteinas, frutose, sorbitol, acido
citrico, acido ascorbico etc.) e elementos inorganicos (sodio, potassio, célcio,
selénio, zinco, magnésio, cloreto etc.).®

Saeed e Thomassen® determinaram selénio em amostras de plasma
seminal humano. Para isso, realizaram a precipitacdo de proteinas da amostra
com &cido trifluoracético para separar o analito dos interferentes da matriz. A
fracdo proteica foi digerida e o selénio determinado por espectrometria de
absorcao atdmica com forno de grafite (GFAAS).

Néve et al.** desenvolveram um método de determinacéo direta de
selénio em plasma seminal humano diluido em Triton X-100 0,015% (m v') e
4cido nitrico 0,2% (m v'*) por GFAAS. Procedimento de adicdo de analito foi
empregado para a quantificacdo do elemento nas amostras.

Pleban et al.® determinaram Cd, Cu, Fe, Pb, Se e Zn nas fracdes de
plasma seminal e espermatozoides humanos por GFAAS. Os teores medios de
selénio encontrados nas amostras de plasma seminal variaram entre 21 a 191
ug L™

Determinacdo de selénio em oOrgaos reprodutivos, soro sanguineo e

plasma seminal humano e bovino foi realizado por Saaranen et al.?®

empregando
GFAAS. As amostras de plasma seminal foram apenas diluidas em Triton X-100
0,1% (v v') e HNO; 0,2% (v v'). Os teores de selénio no plasma seminal
humano foi de 19 e 47 pg L™ e no plasma seminal bovino foi de 349 e 565
ug L™ Com isso, os niveis de Se no plasma seminal bovino foi cerca de nove
vezes superior ao encontrado no plasma seminal humano.

Lin et al.¥

também fizeram determinacdo direta de selénio em
plasma seminal humano usando GFAAS. A diluicdo da amostra foi feita em
meio Triton X-100 0,2% (v v'*) e a compatibilizacdo de matriz foi realizada para

a determinacao quantitativa de Se.
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Poucos trabalhos na literatura tratam de métodos de determinacéo
de selénio em amostras de sémen de bovinos e pesquisas que fornecam
informacdes sobre as formas que o selénio pode ser encontrado nesse tipo de
amostra ndo foram encontradas durante esta revisdo. Portanto, existe a
necessidade de avaliar procedimentos para a analise de fracionamento e
especiacdo de selénio em amostras de sémen desses animais a fim de permitir
melhor compreensdo da relacdo desse elemento com a reproducdo dos machos
dessa espécie.

De acordo com a literatura comentada e segundo Eimann et al.® o
teor médio de selénio no sémen bovino é de 0,461 mg L™. Logo, a analise de
fracionamento e especiacdo de Se em sémen de bovinos significa a
determinacéo de concentracdes muito baixas, o que exige o emprego de técnicas
analiticas sensiveis. Tecnicas espectrométricas tém sido bastante empregadas na
analise de fracionamento e especiacdo de elementos inorganicos, especialmente
a técnica de espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-
MS) devido a sua boa sensibilidade e facil acoplamento com técnicas de

separacao.

3.2.4. Determinacao de selénio empregando ICP-MS

A técnica de ICP-MS une a alta eficiéncia de atomizacdo e
formacéo de ions do plasma acoplado indutivamente (ICP) com a seletividade e
a sensibilidade do espectrometro de massa. O ICP é uma fonte de alta energia de
ionizacdo atingindo temperaturas de 5000 a 10000 K a pressao atmosférica. O
plasma de argonio é gerado quando uma descarga elétrica é aplicada a um fluxo
de argbnio em uma tocha de quartzo. O gas argonio é parcialmente ionizado e 0s
elétrons livres produzidos sdo acelerados por um campo magnético induzido. A
energia dos elétrons e 4&tomos de argdnio excitados é usada para converter 0s
outros atomos e moléculas ao estado excitado. O plasma é mantido pela energia

fornecida por uma fonte de radio-frequéncia de 27 ou 40 MHz. A amostra, em
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geral liquida, é bombeada até um nebulizador que produz um aerosol, liquido
finamente disperso, antes de ser conduzida até o plasma. Os ions gerados no
plasma sdo direcionados ao analisador de massas onde o0 analito é seletivamente,
de acordo com sua razdo massa/carga, orientado para o detector.®*

A técnica de ICP-MS tem se tornado importante na analise de
especiacao e fracionamento de diversos elementos quimicos por ser uma técnica
sensivel, ter ampla faixa linear, permitir a analise de varios isotopos dos
elementos e possibilitar acoplamento com técnicas de separacdo. Contudo, a
determinacéo de selénio usando essa técnica pode sofrer algumas interferéncias
espectrais.®

Uma vez que o gas utilizado para a geracdo do plasma na técnica de
ICP-MS é o argonio, formacdo de ions poliatbmicos com a mesma razéo
massa/carga dos isétopos do selénio é comum. A principal interferéncia € a
formacdo do dimero “°Ar, que sobrepde o sinal do isdtopo mais abundante do
selénio, ®°Se (49,8%). Portanto, a determinacdo de selénio por ICP-MS, é, em
geral, realizado através do monitoramento de outros isotopos de selénio, que
sofrem menos interferéncias poliatdmicas, tais como %Se (9,2%), "®Se (23,5%)
elou "'Se (7,6%).*"

Umas das estratégias para remocédo de interferéncias poliatdmicas
no ICP-MS ¢ através da utilizacdo de interface de colisdo/reacdo ou cela de
colisdo/reacdo, dependendo do fabricante do equipamento. Essa estratégia
consiste em destruir ions moleculares interferentes por meio de reacdes ou
colisBes. Na configuracdo de colisdo, os ions poliatdmicos interferentes colidem
com um gas inerte para dissocia-lo e modificar sua energia cinética. Quando em
configuracdo de reacdo, empregam-se gases (ue reagem com as especies
interferentes produzindo espécies de razdo massa/carga diferentes do analito.*

Com o objetivo de contornar ou amenizar as interferéncias
espectrais sofridas pelo selénio na determinacdo por ICP-MS, gases como

hidrogénio®®, deutério™, hélio®™, xendnio™, oxido nitroso®, metano” ™ e a
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100,101 " tam sido

combinacdo de gases, como por exemplo, hidrogénio e hélio
empregados em celas de colisdo/reacdo. Dos gases estudados, hidrogénio € o
gue tem proporcionado melhores resultados com melhor eficiéncia na remocao
da interferéncia causada por “°Ar,.% 1sso se deve provavelmente porque o uso de
hidrogénio pode promover a seguinte reac&o'%:

PArPAr G + Hyg — “ArH g + “ArHg

3.2.5. Acoplamento entre HPLC e ICP-MS

O acoplamento entre ICP-MS e técnicas cromatograficas tem sido
comumente empregado para especiacdo de elementos quimicos. Dentre as
técnicas de separagdo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia tem se
destacado para ser utilizada na separacdo de espécies de selénio. Em geral, a
técnica de HPLC (do inglés: High Performance Liquid Chromatography) e
acoplada a técnica de ICP-MS para que se obtenha a separacdo prévia dos
analitos de interesse, seguida pela deteccdo on line das bandas cromatograficas.

A técnica de cromatografia liquida (LC) tem como vantagens: a
separacgédo de especies de selénio ndo volateis, que inclui a maioria das espécies
de selénio de interesse; a necessidade minima de preparo de amostra;
versatilidade, devido as inimeras possibilidades de fases moveis e estacionarias
que podem ser empregadas e a possibilidade de realizar as analises
cromatograficas a temperatura ambiente, 0 que é apropriado para analitos
termolabeis.’® Porém, para o acoplamento da HPLC & ICP-MS deve haver um
compromisso entre as condi¢cdes cromatograficas e as caracteristicas da técnica
de ICP-MS para que se obtenha uma analise eficiente.

As fases moveis empregadas em HPLC podem conter altas
concentragdes de sais ou altas concentragGes de solventes organicos, sendo
assim incompativeis com a técnica de ICP-MS. O sal contido na fase mdvel
pode causar instabilidade do plasma, além de erosdo e entupimento do

nebulizador e dos cones da interface. Esses fatores podem resultar em elevados
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ruidos e diminuicdo da intensidade do sinal do elemento. A presenca de
solventes organicos na composicdo da fase movel também afeta a estabilidade
do plasma e pode gerar fuligens.

Para minimizar o efeito de solventes organicos nas analises por
ICP-MS, a remocao desses reagentes pode ser realizada através da dessolvatacéo
do aerossol da amostra antes desse atingir o plasma ou pela reducdo da
temperatura da camara de nebulizagdo. Gas oxigénio pode tambem ser
adicionado ao fluxo do gas de nebulizacdo.”® Alternativamente, a reducdo da
introducdo de solventes organicos no plasma pode ser feita com sistemas de
baixo fluxo, ou seja, microcolunas de cromatografia liquida (colunas com
didmetro interno de 0,5 — 2 mm) associadas a micronebulizadores, que
produzem um aerossol menos disperso e mais fino obtendo-se eficiente efeito de
transporte, 10419

Além dos cuidados ja citados, o acoplamento HPLC-ICP-MS exige
também um sistema de nebulizacdo apropriado. Sistemas de nebulizacdo dos
tipos pneumatico, concéntrico e de fluxo cruzado sdo os mais comumente
empregados para conectar essas duas técnicas. Normalmente, a vazdo da fase
mével utilizada nas colunas cromatogréficas varia entre 0,2 a 1,5 mL min™, que
€ compativel com a maior parte dos sistemas de nebulizacdo convencionais que
utilizam nebulizador concéntrico ou de fluxo cruzado. O tubo que conecta a
coluna ao sistema de nebulizacdo do ICP-MS deve ter 0 menor comprimento
possivel para minimizar possiveis alargamentos de picos.®*

No acoplamento de HPLC com ICP-MS o modo de eluicédo
isocratica € preferivel ao modo de eluicdo por gradiente, pois as condi¢Ges do
ICP-MS otimizadas para uma composicdo de fase mével pode ndo ser a mesma
para outro tipo de composi¢do. Somado a isso, elui¢cdo por gradiente pode causar
instabilidade no plasma.>

Os metodos de cromatografia liquida comumente usados para

separacdo de espécies de selénio e que tém sido associados ao ICP-MS séo
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aqueles empregando troca idnica (IC), fase reversa (RP), pareamento ibnico

(IPC) e excluséo por tamanho (SEC).

3.2.6. Separacado das espécies de selénio por cromatografia de fase

reversa com pareamento ionico
Devido ao carater ionizavel das espécies de selénio, a cromatografia
de troca ibnica e de fase reversa com pareamento i6nico sdo as mais utilizadas

197 Contudo, cromatografia

para a separacéo das espécies ndo-volateis de selénio.
de fase reversa com pareamento ibnico tem-se mostrado superior no que se
refere a separagdo cromatografica obtida, a facilidade de interfaceamento com
espectrometro de massa e aplicagdo em diferentes tipos de amostras.'®

A cromatografia de fase reversa consiste no uso de uma fase
estacionaria com caracteristica apolar e uma fase modvel liquida polar. A
separacdo cromatografica ocorre por um processo fisico-quimico, onde a
amostra e particionada de acordo com a afinidade entre a fase movel polar e a
fase estacionaria apolar. As diferencas entre as estruturas quimicas dos
componentes da amostra, assim como, suas propriedades fisico-quimicas
conduzem a diferentes tempos de retencdo na coluna, 0 que proporciona a
separacio dos compostos.'®

O emprego de pareamento i6nico € uma variagdo do modo da fase
reversa para separar compostos i6nicos ou ionizaveis. Nesse método, um
pareamento iénico é formado entre o soluto iGnico e um ion apropriado de carga
oposta, um contraion, presente na fase movel. O pareamento id6nico forma um
composto com caracteristicas hidrofobicas, o qual sera particionado entre a fase
moével polar e a fase estaciondria apolar assim como na fase reversa
convencional. Dessa maneira, a técnica de pareamento ibnico usa 0 mesmo tipo
de coluna e fase movel empregada na fase reversa, sendo a Unica diferenca o
emprego de um contraion na fase mével para formar um par iénico hidrofébico

que pode ser adequadamente retido na fase estacionaria.*'°
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O mecanismo pelo qual o pareamento ibnico ocorre ainda nao é
totalmente compreendido e existem modelos propondo como a retencdo ocorre
neste sistema. Alguns modelos consideram que o pareamento i6nico com o
analito ocorre no processo cromatografico, ou seja, o par ibnico se forma entre o
analito ionizado e hidrofilico com o contraion, formando uma molécula
hidrofébica que pode ser retida na fase estacionaria apolar. Outros modelos
afirmam que o contraion é adsorvido na fase estacionaria e seguidamente o
analito ionizado é retido, por mecanismo de troca idnica, na fase estacionaria.™

A técnica de fase reversa com pareamento ibnico € uma importante
alternativa a cromatografia de troca ionica, visto que tem como vantagens 0 Uso
de colunas convencionais de fase reversa, reprodutibilidade entre as repetidas
injecOes e permite obter separacdes eficientes para uma mistura de compostos
i0nicos. Alem disso, tem como caracteristica Unica a possibilidade de separar
misturas de compostos i6nicos e neutros em uma mesma corrida.

Bird et al."? empregaram cromatografia com pareamento i6nico
para separar as especies selenato, DL-selenometionina, DL-selenoetionina, DL-
selenocistina, Se-metil-DL-selenocisteina, Se-n-propil-DL-selenocisteina, Se-
alil-DL-selenocisteina, DL-selenoetionina usando como fase mdvel agua-
metanol (98:2) com 0,1% v v de &cido trifluoracético (TFA) e uma coluna Cg
Zorbax SB-C8 como fase estacionaria. A separacdo foi aplicada na analise de
especiacdo em amostras de leveduras. A mesma fase movel foi empregada na
analise de especiacdo de amostras de alho.*?

Kotrebai et al.'” adequaram a mesma fase mével anterior & coluna
Cg Symmetry Shield RP8 para separar as mesmas espécies de selénio. A fase
movel que proporcionou melhor separacdo foi agua-metanol (99:1) com 0,6% v
v TFA (pH 2,0).

O composto acetato de tetrabutilamonio (TBAA) foi usado como
par idnico na fase mével constituida por 30 mmol L™ formiato de aménio + 10

mmol L™ TBAA + 5% v v* metanol (pH 5,0). A composicio obtida se mostrou
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eficiente na separacdo de selenito, selenato, selenometionina, selenocistina e
selenoetionina em uma coluna Cy3. O método de separacdo foi aplicado em
amostras de suplementos alimentares comerciais por Marchante-Gayon et al.
que avaliaram essa mesma composicdo de fase modvel para separacdo de
espécies organicas e inorganicas de selénio.™*

Zheng et al. conseguiram separar o acido selénico, acido selenoso,
lodeto de trimetilselénio, selenocistina, selenometionina, selenoetionina e
selenocistamina com a mistura 10 mmol L™ 4cido 1-butanosulfénico + 4 mmol
L™ hidroxido de tetrametilamdnio + 4 mmol L™ acido malénico + 0,05% v v
metanol (pH 4,5), em que 1-butanosulfénico atua como par ibnico anidnico e
hidroxido de tetrametilaménio como par i0nico cationico. A separacdo foi
realizada em coluna Cis.'"® Essa mesma mistura de pares idnicos e acido
maldnico como tampéo, mudando apenas as concentragcdes dos compostos foi

usada também por Zheng''®**

em outros trabalhos na separacdo de espécies de
selénio em coluna Cyg. Nesses trabalhos a composicdo da fase movel foi 2,5
mmol L™ 1-butanosulfonato de sédio + 8 mmol L™ hidroxido de
tetrametilamonio + 4 mmol L™ &cido maldnico + 0,05% v v metanol (pH 4,5).
Composicdo de fase mdvel similar usando hidréxido de tetrametilaménio como
par i6nico foi avaliada por Pan et al.”® (13 mmol L™ hidréxido de
tetrametilamoénio + 1,3% v v metanol (pH 5,7-5,8) para separacdo de seis
diferentes espécies de selénio.

Separacdo de espécies de selénio e arsénio numa mesma corrida
cromatografica foi otimizada aplicando-se planejamento experimental com
fosfato de tetrabutilamoénio (TBA) como par i6nico. A condicdo Otima
encontrada da fase mével para essa separacdo foi 4,0 mmol L™* Na,HPO, e 3,0—
4,0 mmol L TBA com pH entre 5,5 e 6,5.%

Gammelgaard et al. usaram &cido heptafluorobutanoico (HFBA)

como par ibnico para separacdo de espécies de selénio em coluna Cg em
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amostras de urina. A fase moével era composta de 10 mmol L™ HFBA + 20%

v v’ metanol.'??

3.2.7. Preparo de amostra para fracionamento e especiacdo de
selénio

Métodos de extracdo sélido-liquido sdo comumente empregados no
tratamento de amostras para analise de fracionamento e especiacdo. Diferentes
extratores tém sido usados para extrair espécies organicas e inorganicas de
selénio de amostras biologicas.

Espécies de selénio soluveis e fracamente ligadas a matriz sé@o

lixiviadas com extratores aquosos e misturas de solventes aquosos e organicos.

123-132 |128,133 128,134,135

O uso de agua , agua-metano , tampao tém sido reportados na
literatura para extracédo desse tipo de espécies de selénio em amostras bioldgicas.
Comumente, baixas recuperacdes sdo alcancadas com esses extratores, visto que
em amostras biologicas a maior parte das espécies de selénio esta fortemente
ligada a proteinas.

Para extracdo de espécies de selénio que estdo fortemente ligadas a
proteinas, a hidrolise proteica € aplicada no preparo das amostras. Esse tipo de
procedimento € necessario, pois 0 selénio se acumula ou é absorvido por
organismos vivos também na forma de selenoaminoécidos. A hidrolise de
proteinas pode ser feita com solugdo de &cido cloridrico, porém, apesar de ser
comumente utilizada em procedimentos bioquimicos, esse reagente rompe de
forma incompleta as ligacGes peptidicas de alguns aminoacidos hidrofébicos, o
gue conduz a perda de alguns aminoacidos labeis (cistina, tirosina etc.) e pode
converter metionina em sulfoxido de metionina. Portanto, solucdo de é&cido
cloridrico ndo se apresenta como 0 extrator mais adequado no preparo de
amostras para especiacdo.'?"*****® Enzimas proteoliticas que catalisam processos
especificos e bem conhecidos sdo as mais frequentemente usadas em

procedimentos de extracdo de selenoaminoécidos.*®
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Gilon et al. foram o0s primeiros a usarem enzimas no processo de
hidrélise de proteinas para extracdo de espécies de selénio. No caso, pronase foi

a enzima escolhida para extracdo das espécies de selénio de amostras

0 124,130,141

Protease'®, proteinase K'%, tripsina e misturas

125,128,130,135,142

biolégicas.™
proteoliticas tém sido empregados para extrair as espécies de
selénio que compBem proteinas. Em extracBes enzimaticas o controle de
temperatura e de pH sdo de fundamental importancia para o sucesso da extracéao.
O pH e a temperatura da solucdo extratora devem ser mantidos na faixa
especifica de atividade da enzima empregada. Geralmente, temperatura
fisioldgica (37 °C) é a mais adequada para evitar desnaturacdo dessas proteinas.
Apesar de ser largamente empregada para extracdo de selénio, extracdo com
enzimas ndo é suficiente para total extracdo de espécies de selénio em amostras
organicas. 1sso ocorre, provavelmente, por existir espécies de selénio que néo
estdo associadas a aminoacidos e/ou por procedimentos que antecedem a
extracdo, como secagem e descongelamento, produzirem uma estrutura proteica
que ndo é degradada por enzimas proteoliticas. Além disso, a parede celular
pode bloquear a passagem das enzimas proteoliticas para o interior das células.

125,128,135

Enzimas ndo proteoliticas, tal como a driselase , também tém sido

empregadas para a recuperacdo de compostos de selénio presos na parede

celular. 1?8143

Outro importante reagente para extracdo de selenoproteinas € o

7

dodecil sulfato sédico (SDS)2%**13 Esse reagente é capaz de desnaturar

proteinas e, através da formacéo de pares idnicos, torna-as solGveis em agua.'?®

Acido metanosulfonico também tem sido aplicado para 0 mesmo propésito.*
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Determinacao de elementos inorganicos em tecido animal ap6s decomposicéo 39
parcial assistida por radia¢&o micro-ondas usando minifrascos

4. Determinacao de elementos inorganicos em tecido animal apos
decomposicéo parcial assistida por radiacdo micro-ondas usando
minifrascos.

4.1. Materiais e Métodos

4.1.1. Amostras, reagentes e padroes

Diferentes amostras de tecido bovino foram obtidas no comércio
local. Com o objetivo de checar a exatiddo do método proposto, dois materiais
de referéncia certificados (National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg, MD, USA) foram usados: bovine muscle powder (NIST 8414) e
bovine liver (NIST 1577b).

Todas as solugbes foram preparadas com agua ultrapura
(resistividade 18,2 MQ cm) de um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, USA). Todos os recipientes de vidro e polipropileno foram
descontaminados em banho 10% v v HNO; (Merck, Darmstadt, Alemanha) por
no minimo 24 h e enxaguados com agua ultrapura antes de serem usados nos
experimentos.

Nas digestOes totais e parciais, acido nitrico concentrado 65%
m m™ (Merck) e peréxido de hidrogénio 30% m m™ (Merck) foram empregados.
Solucdes de referéncia multielementares foram preparadas atraves de diluicdes
sucessivas das soluces estoque 1000 mg L™ de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn
(Tritisol®, Merck, Alemanha). As solucdes de referéncia de carbono foram
preparadas a partir de solucéo estoque 1000 mg L™ de ureia (Synth, S&o Paulo,
Brasil).

4.1.2. Instrumentacéao
A digestdo parcial foi realizada usando minifrascos de PTFE
confeccionados no laboratério®, um recipiente comercial usado para esterilizar

mamadeiras e um forno de micro-ondas doméstico (Prosdocimo-Electrolux, Sdo
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Carlos, Brasil). Os minifrascos de PTFE tem um volume interno de 4 mL, 39,5
mm de altura e 12,7 mm de didmetro interno. A Figura 4.1 mostra o0s
minifrascos de PTFE e o esterilizador de mamadeiras usados nos experimentos
de digestdo parcial. Os minifrascos foram presos por suportes de PTFE nos
orificios internos do esterilizador. O recipiente esterilizador de mamadeiras foi
utilizado por ser um material comercialmente disponivel, de baixo custo e no

qual os minifrascos foram facilmente adaptados.

Figura 4.1 — (a) minifrascos de PTFE e (b) esterilizador de mamadeiras.
Minifrascos foram presos por um suporte de PTFE existente nos orificios

internos do esterilizador.

Para digestdo total, um forno de micro-ondas (Multiwave®, Anton

Paar, Graz, Austria), equipado com seis frascos de perfluoroalcoxi (PFA) e
sensor de temperatura, foi utilizado.

Um espectrometro de emissdo optica com visdo radial (VISTA PRO-

CCD, Varian, Australia) foi empregado para determinar C, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn

e Zn. Nebulizador V-groove e cdmara de nebulizacdo Sturman-Masters foram

usados para introducdo das amostras. Os parametros instrumentais foram:
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gerador de frequéncia de 40 MHz; 1,2 kW de poténcia; vazdo do gas do plasma
de 15 L min™; vazdo do gas auxiliar de 1,5 L min™; vaz&o do gas nebulizador
0,9 L
min?; e vazdo de amostra de 0,8 L min™. Uma tocha com tubo central de
diametro interno de 2,4 mm foi empregada. Os comprimentos de onda dos

elementos utilizados nas analises sdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Comprimentos de onda empregados na anélise de C, Ca, Cu, Fe,
Mg, Mn e Zn por ICP OES.

Elemento Comprimento

de onda (nm)

C(1) 193,025
Ca(l) 422 673
cu(l) 327,395
Fe(l1) 238,204
Mg(II) 279,553
Mn(II) 259,372
Zn(l1) 202,548

4.1.3. Preparo de amostra

Todas as amostras de carne bovina foram liofilizadas (E-C
Micromodulo, NewYork, EUA) por 48 h apds congelamento dessas amostras
com nitrogénio liquido. As amostras liofilizadas foram moidas em moinho
criogénico (Marconi MA 775, Piracicaba, Brasil) aplicando-se o seguinte
programa: 2 min de pré-congelamento, 2 min de etapa de moagem e 1 min para
congelamento.

No método proposto, as amostras de tecido bovino foram

diretamente pesadas nos minifrascos de PTFE e a mistura HNO3 concentrado e
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100 pL H,0, foi adicionada. Os frascos destampados foram posicionados dentro
do recipiente esterilizador, contendo 500 mL de agua e colocados dentro do
forno de micro-ondas. A poténcia da radiacdo micro-ondas, o volume de acido
nitrico, o tempo de exposi¢do a radiacdo micro-ondas e a massa da amostra
foram avaliados através de um planejamento fatorial 2**. Apés digestdo, as
amostras e 0s brancos analiticos foram diluidos no proprio minifrasco de
digestdo para um volume final de 3,0 mL. A determinagdo dos analitos e da
porcentagem de carbono residual (% RCC) foram feitas por ICP OES.

O método de digestdo total das amostras em forno de micro-ondas
com cavidade foi empregado para comparar com o método de digestdo proposto.
Para tanto, 100 mg de amostra foram digeridas usando 2 mL de 7 mol L™ HNO,
e 1 mL de 30% m m* H,0, Apés digestdo, as solucdes resultantes foram
diluidas para 10 mL com agua. O programa de aquecimento empregado no forno

de micro-ondas esta apresentado na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Programa de aquecimento usado na digestdo total de tecidos de

carne em forno de micro-ondas com cavidade.

Etapa Poténcia (W) Tempo (min)
1 300 2,0
2 0 3,0
3 650 4,0
4 850 5,0
5 1000 5,0
6 Vent. 15,0

4.1.4. Planejamento Fatorial
Planejamento fatorial com quatro variaveis independentes foi realizado
com o objetivo de maximizar a eficiéncia do método de decomposicdo parcial

proposto. Um planejamento 2** foi considerado para a escolha dos parametros
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experimentais baseado na % RCC como resposta para cada experimento. A
Tabela 4.3 apresenta os experimentos realizados usando o material de referéncia
bovine muscle powder (NIST 8414). Quatro varidveis foram levadas em
consideracdo: (1) poténcia da radiacdo, (2) tempo de exposicdo a radiacéo
micro-ondas, (3) volume do &cido nitrico e (4) massa da amostra.

Todos o0s experimentos foram realizados em dois niveis
(normalizados em -1 e +1). Os valores de poténcia da radia¢do, tempo, volume
do acido e massa da amostra avaliados foram, respectivamente: 325 (nivel
minimo, -1) e 625 W (nivel maximo, +1); 3 (nivel minimo, -1) e 7 min (nivel
maximo, +1); 50 (nivel minimo, -1) e 350 pL (nivel maximo, +1); 50 (nivel
minimo, -1) e 100 mg (nivel maximo, +1). Os experimentos foram realizados

em triplicata de maneira aleatoria.
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Tabela 4.3 - Planejamento fatorial 2*' aplicado para escolher a melhor condicdo experimental do método de

decomposicao proposto.

Experimento Poténcia® Tempo® Volume de acido® Massa da RCC (%)
amostra’
1 -1 -1 -1 -1 *
2 1 -1 -1 1 *
3 -1 1 -1 1 *
4 1 1 -1 -1 1,1
5 -1 -1 1 1 *
6 1 -1 1 -1 1,4
7 -1 1 1 -1 1,2
8 1 1 1 1 2,2

®Poténcia =650 W (+1) e 325 W (-1) ° Volume de acido = 350 pL (+1) e 50 pL (-1)
® Tempo = 7 min (+1) e 3 min (-1) 9 Massa da amostra = 100 mg (+1) e 50 mg (-1)
* Amostra ndo digerida.
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4.2. Resultados e discussao

4.2.1. Avaliacao dos parametros experimentais da digestao parcial

De acordo com os resultados apresentados pelo planejamento
fatorial, no qual a % RCC foi considerada como resposta para definir a melhor
condicdo de digestdo e todos os valores diferente de zero foram incluidos nos
célculos estatisticos, todas as variaveis avaliadas se mostraram importantes
fatores na extracdo do analito durante a digestéo parcial. Valores inferiores de %
RCC foram obtidos quando se aplicou maior poténcia, maior tempo de
exposicdo a radiacdo micro-ondas, menor volume de acido e menor massa de
amostra. Na Tabela 4.3 pode-se observar que as condigdes experimentais dos
testes 1, 2, 3, e 5 ndo foram adequadas para a digestédo das amostras. Nos testes
6, 7 e 8, apesar de resultarem em baixos valores de % RCC, ocorreu a presenca
de maior teor de residuo sdlido quando comparado com o teste 4. Dessa
maneira, as condi¢cBes utilizadas no teste 4 foram estabelecidas como as mais
adequadas para a continuidade do experimento: poténcia aplicada de 650 W,
tempo de exposicdo a radiacdo micro-ondas de 7 min, 50 pL de acido e 50 mg
de amostra. Sob essas condigdes, baixo valor de % RCC foi obtido (1,1%).
Além de ter apresentado visualmente menos residuo sélido do que o
experimento 7, no experimento 4 utilizou-se menor volume de &cido. Digeridos
que apresentam menor acidez residual sdo mais recomendados para sistemas de
introducdo de amostra pneumatica, como nebulizador V-groove e camara de

nebulizacdo Sturman-Masters.

4.2.2. Aplicacdo do metodo de digestdo proposto em amostras de

tecido bovino
Apos a escolha das condigdes adequadas para 0 método de digestéo
proposto, diferentes tipos tecidos de bovinos foram submetidos ao procedimento

de digestdo parcial. Com o objetivo de comparar os resultados com um método
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ja bem estabelecido, as mesmas amostras foram digeridas em frascos fechados
usando micro-ondas com cavidade. Apos a etapa de digestdo, Ca, Cu, Fe, Mg,
Mn e Zn foram determinados por ICP OES. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 4.4.

De acordo com teste t de Student, ndo ha diferenca significativa
entre as concentragdes de todos os elementos avaliados na digestéo total com os
da digestdo parcial em um nivel de confianca de 95%. E importante enfatizar
que para a maioria das amostras, residuos solidos e coloracdo amarela foram
observados no digerido final devido a digestdo apenas parcial. Contudo, a
utilizacdo de nebulizador do tipo V-groove, que permite concentragdo maior de
solidos dissolvidos, possibilitou a introducédo das amostras no ICP OES sem que

ocorressem entupimentos.
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Tabela 4.4 — Teores de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn and Zn (g g™*) em amostras de carnes comerciais obtidos apés digestdo total

e pelo método proposto neste trabalho (parcial; n = 3).

Amostra  Digestio  Ca(ugg™) Cu(ugg) Fe(ugg’) Mggg) Mn(ugg) Zn(ugg™)
Total 174+ 12 31+0,1  923+26  1010+28  28+01 121+5
Contra-filé
Parcial 176 + 13 36+03  944+29  1025+38  29+02 132 + 16
Total 139+ 7 20+05  725+12  792+17 22+0,2 146 £ 5
Fraldinha
Parcial 14145 1,401  697+18 79710 2,6+0,1 153 + 3
Total 201 + 11 2101  707+36  929+13 2,020,1 169 + 3
Musculo
Parcial 211+ 3 22402  678+50 95925 2,020,2 180+ 8
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Além disso, embora as digestdes tenham sido apenas parciais, a
extracdo foi adequada para disponibilizar os analitos que em geral sdo
fortemente ligados com a matéria organica em solucdo, tal como ferro. Supde-
se, dessa maneira, que as amostras sofrem uma pré-digestdo quando acido
nitrico concentrado é adicionado. A condensacdo do vapor de forma gradual
dentro dos minifrascos durante o procedimento conduz a um eficiente processo
de extragdo. Em funcdo de sua capacidade dielétrica, &gua é melhor absorvedora
de radiacdo micro-ondas do que qualquer acido mineral e consequentemente
acidos diluidos absorvem mais radiagdo micro-ondas do que acidos
concentrados. O mesmo experimento de digestdo parcial foi realizado sem a
presenca da agua no recipiente do esterilizador. Nesse caso, as amostras nédo
foram digeridas. Esses resultados mostram a importancia da fase vapor para
reforcar a eficiéncia da digestéo.

O procedimento proposto tem varias vantagens. Os sinais do branco
e os limites de deteccdo foram similares para a maioria dos analitos quando o
método proposto foi comparado com o procedimento com forno de micro-ondas
com cavidade. As excecdes foram Ca, com melhor LOD pelo procedimento de
digestdo convencional, e Fe, com melhor LOD pelo procedimento proposto.
Sinais do branco para o elemento Fe foram quase 30% menores quando 0S
minifrascos foram usados, provavelmente devido a pequenos volumes de acido
empregado e, consequentemente, menores riscos de contaminacdes devido a
reagentes. O procedimento proposto € comparavel ao convencional em se

tratando de sensibilidade, precisao e exatidao.

4.2.3. Exatidao e precisdo do método proposto
As amostras de material de referéncia certificadas (musculo e
figado bovino) foram digeridas em frascos fechados empregando forno de

micro-ondas com cavidade e também pelo procedimento de digestdo parcial
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proposto. A Tabela 4.5 lista os valores de concentracdo encontrados para Ca,
Cu, Fe, Mg, Mn e Zn em ambos os métodos de digestao.

De acordo com a Tabela 4.5, boa concordancia entre ambos os
métodos e os valores certificados podem ser observados. As recuperagdes de
todos os elementos foram em torno de 100% para ambas as amostras e para 0s
dois metodos de decomposicdo. Manganés ndo foi encontrado na amostra
referéncia de musculo bovino (NIST 8414) devido a baixa concentracdo na
amostra original (0,37 + 0,09 pg g™).

Por outro lado, teores similares aos valores certificados foram
obtidos para Mn na amostra certificada de figado bovino para ambos os métodos
de decomposicédo, com coeficientes de variacdo menores que 10%. Nesse caso, a
concentracdo de Mn na amostra original é maior (10,5 + 1,7 pg g*). Esse
resultado mostra que a extracdo de Mn da amostra foi eficiente quando a
decomposicao parcial foi empregada.

Os resultados obtidos revelaram que o metodo de digestdo parcial
proposto pode ser aplicado com sucesso para diferentes tipos de tecido bovinos,
proporcionando a mesma eficiéncia da digestdo completa em frascos fechados

usando micro-ondas com cavidade para os elementos Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn.
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Tabela 4.5 — Teores de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, and Zn (1g g™*) em materiais de referéncia certificados (CRM) ap6s digestao

pelo método proposto (parcial) e total (n = 3 para os procedimentos em micro-ondas e 95% de confianca para 0 CRM).

Ca Cu Fe Mg Mn Zn
Amostra Decomposicao -
(Mg g™)
Parcial 111+ 12 149 + 6 173 + 11 583 + 18 9,6+0,3 124 + 4
Bovine Liver Total 117 +9 154 + 2 182 + 2 613+ 6 9,9+0,3 122 +1
(NIST 1577b) Valores
. 116 + 4 160 + 8 184 + 15 601+28 105+17 127 +16
certificados
Parcial 152 + 15 27+03 684+14 967 +19 <LOD" 143 + 4
Bovine Muscle Total 149 + 12 32+0,1 676+21 941+19 <LOD" 141 +1
(NIST 8414) Valores
145 + 20 28+04 712+92 960+ 95 0,4+0,1 142 + 14

certificados

"LOD: 0,03 ug g~
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4.3. Conclusoes

O procedimento de decomposicao parcial em minifrascos usando o
conceito de frasco Unico proposto nesse trabalho para a determinacédo de Ca, Cu,
Fe, Mg, Mn e Zn em amostras de carne bovina apresentou resultados similares
qguando comparado com o método de digestao total em frascos fechados usando
forno de micro-ondas com cavidade. A presenca de agua no recipiente do
esterilizador de mamadeiras que continha os minifrascos foi fundamental para a
eficiéncia da digestdo, pois a condensacdo do vapor de agua dentro dos
minifrascos contribuiu para uma maior absor¢do das micro-ondas. O método de
decomposicdo proposto € simples, seguro, de baixo custo e alternativo para a
digestdo de pequenas quantidades de amostras de carne. O procedimento requer
apenas um forno de micro-ondas caseiro, um recipiente comercial de esterilizar
mamadeiras e minifrascos de PTFE. Além dessas qualidades, pequenas
quantidades de residuos sdo geradas, em funcdo dos pequenos volumes de
reagentes utilizados. Baixos valores de branco também séo obtidos, visto que a
pesagem da amostra, a digestdo, a diluicdo e a determinacédo sdo realizadas no

mesmo frasco.
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5. Avaliacdo do uso de radiacdo infravermelha combinada a
radiacdo micro-ondas para quantificacdo de elementos

inorgéanicos usando ICP OES em amostras organicas

5.1. Materiais e Métodos

5.1.1. Amostras, Reagentes e Padroes

O método de decomposicéo desenvolvido foi aplicado em amostras
de p6é de café e em amostras de ragdo humana comerciais. Racdo humana é
usada como um complemento alimentar para uma dieta saudavel. Essa amostra
consiste de uma mistura de linhaga, farelo de trigo, germe de trigo, castanha de
caju, soja, gergelim, aclicar mascavo e aveia.

A exatiddo do método foi avaliada atraves da analise do material de
referéncia certificado apple leaves NIST 1515 (National Institute of Standards
and Technology, Gaithersburg, MD, USA).

Todas as solugbes foram preparadas usando agua ultrapura
(resistividade 18,2 MQ cm) obtida por um sistema de purificacdo de agua Milli-
Q (Millipore, Bedford, MA, USA). Todos os frascos de vidro e polipropileno
foram descontaminados em banho 10% v v &cido nitrico (Merck, Darmstadt,
Alemanha) por no minimo 24 h e enxaguados com agua ultrapura antes de
serem utilizados.

Para a digestdo das amostras, acido nitrico concentrado 65% m m™
(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e peréxido de hidrogénio 30% m m™ (Vetec)
foram empregados. SolugBes de referéncia multielementares foram preparadas a
partir de sucessivas diluicées de solucBes estoque de concentragdo 1000 mg L™
de Al, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn (Acros Organics, Bélgica). As solugcbes de
referéncia de carbono foram preparadas a partir de solucéo estoque 1000 mg L™
de ureia (CH4N,O; Vetec).
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5.1.2. Instrumentacao

Para digestdo total das amostras, utilizou-se um forno de micro-
ondas com cavidade (Multiwave®, Anton Paar, Graz, Austria) equipado com seis
frascos fechados de quartzo e sensor de temperatura. Uma lampada de
infravermelho de poténcia 250 W, diametro de 127 mm e comprimento de 180
mm (E-27 - 5.000h, EMPALUX, Curitiba-PR, Brasil) foi empregada quando se
aplicou o procedimento de digestdo acida combinando aquecimento das

radiacOes infravermelha e micro-ondas (IR-MW), Figura 5.1.

Sistema Infravermelho Sistema Micro-ondas

i
e
——=. Frasco de quartzo

q-
o g
e Q0

=

(i

5

- Lampada infravermelho

Figura 5.1 — Sistema de digestdo combinando aquecimento com radiacéo

infravermelha e micro-ondas (IR-MW).

O sistema IR-MW foi idealizado usando um simples arranjo com
uma lampada de infravermelho disponivel comercialmente, comumente usada
para secar ou manter alimentos aquecidos em restaurantes. O frasco que contém
a amostra durante o aquecimento com a lampada de infravermelho é 0 mesmo

frasco de quartzo do sistema de forno de micro-ondas com cavidade. Durante a
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pré-digestdo a lampada € presa a um suporte e o frasco de quartzo contendo a
amostra e 0 acido é posicionado aproximadamente 1 cm acima da lampada de
infravermelho.

Um espectrdmetro de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente (dual-view Optima 4300 DV, Perkin Elmer) foi usado para a
determinagéo de Al, C, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn. A introduc¢do da amostra foi
feita com um nebulizador de fluxo cruzado com uma camara de nebulizagéo de
duplo passo. Os parametros operacionais foram os seguintes: gerador de
frequéncia de 40 MHz; 1,1 kW de poténcia de radiofrequéncia; vazdo do géas do
plasma de 15 L min™; vazdo do gas auxiliar de 0,5 L min™; vazdo do gas de
nebulizacdo de 0,8 L min™; vazdo da amostras de 1,4 mL min™. Uma tocha com
didmetro central de 2,4 mm foi utilizada e as medidas foram realizadas com a
tocha na configuracdo axial. Os comprimentos de onda usados na determinacéo

dos analitos sdo apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 — Comprimentos de onda empregados na determinacéo de Al, C, Ca,
Cu, Fe, Mg, Mn e Zn por ICP OES.

Elemento Comprimento

de onda (nm)

Al() 396,153

c() 193,030
Ca(l) 317,933
cu(l) 327,393
Fe(ll) 238,204
Mg(l) 285,213
Mn(11) 259,372

Zn(1) 213,857
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5.1.3. Preparo de amostra em forno de micro-ondas com cavidade
Na decomposi¢do em forno de micro-ondas, uma massa de 200 mg
de amostra foi digerida usando 3 mL de 65% m m™ HNOse 2 mL de 30% m m™
H,O,. Apbs a digestdo, as solucdes foram diluidas para 25 mL com agua
ultrapura. O programa de aquecimento aplicado as amostras é mostrado na

Tabela 5.2. Os analitos foram determinados por ICP OES.

Tabela 5.2 - Programa de aquecimento usado na digestdo de amostras em forno

de micro-ondas com cavidade.

Etapa Poténcia (W) Tempo (min)
1 100-600 5,0
2 600 5,0
3 1000 10,0
4 0 15,0

5.1.4. Preparo de amostra empregando IR-MW

No procedimento de digestdo proposto, aproximadamente 1,0 g das
amostras de p6 de café ou racdo humana foi transferida para frasco de quartzo
do sistema de forno de micro-ondas. Ap6s a adicdo de 65% m m™ HNO;, 0
frasco foi tampado e submetido a radiacdo infravermelha. Apdés a pre-digestdo, a
solucdo resultante foi completamente digerida em forno de micro-ondas com
cavidade usando o programa de aquecimento da Tabela 5.2. O digerido foi
diluido para 25 mL com agua ultrapura. A determinacdo dos analitos foi
efetuada por ICP OES. O tempo de exposicdo da amostra a radiacao
infravermelha e o volume de &cido nitrico foram avaliados através de um
planejamento experimental.

A reducdo da massa da amostra apos aplicacdo da radiacdo
infravermelha foi investigada. Nesse procedimento, &cido nitrico concentrado

foi adicionado a aproximadamente 1,0 g de amostra e a radiagdo proveniente da
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lampada de infravermelho foi aplicada a essa mistura, a solugcdo resultante foi
filtrada, lavada com agua ultrapura para remoc¢do do acido e o material solido
retido no papel de filtro foi seco em estufa (60 °C) por 24 h. O material foi

pesado e os calculos de reducdo da massa foram realizados.

5.1.5. Planejamento Fatorial

Um planejamento fatorial com dois niveis mais ponto central foi
usado para investigar o efeito dos parametros (variaveis) no procedimento de
pré-digestdo com a radiacdo infravermelha. Na Tabela 5.3 estdo demonstrados
0s experimentos realizados usando amostra de pdé de cafe. As variaveis
escolhidas para esse estudo foram: tempo de aquecimento e volume de &cido. A
resposta foi medida como porcentagem de carbono residual (% RCC) nas
amostras digeridas por IR-MW.

Todos os experimentos foram realizados em dois niveis
(normalizados em -1 e +1). Os valores de volume do &cido e tempo de exposicao
a radiacdo infravermelha avaliados foram, respectivamente: 4 (nivel minimo, -1)

e 8 mL (nivel maximo, +1); 10 (nivel minimo, -1) e 30 min (nivel maximo, +1).
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Tabela 5.3 - Planejamento fatorial 2° + ponto central aplicado para escolher a

melhor condicéo experimental do método proposto.

Experimento Volume de Tempo® RCC (%)
acido®
1 +1 -1 2,2
2 -1 +1 1,7
3 0 0 1,7
4 +1 +1 2,2
5 -1 -1 3,1

#Volume de acido =8 mL (+1) e 4 mL (-1)
® Tempo = 30 min (+1) e 10 min (-1)
Massa da amostra = 19
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5.2. Resultados e Discussao

5.2.1. Avaliacdo dos parametros experimentais do metodo de
digestao proposto

As condi¢bes do procedimento de pré-digestdo com lampada de
infravermelho foram estabelecidas aplicando um planejamento fatorial de dois
niveis. Os seguintes fatores foram estudados em dois niveis (maximo e minimo):
volume do HNO; e tempo de aquecimento empregando a lampada de
infravermelho. Os valores de % RCC foram medidos por ICP OES para estimar
as respostas e definir o tempo de exposicdo e o volume de &cido adequados para
a pré-digestdo. De acordo com os resultados obtidos no planejamento fatorial,
todos os experimentos apresentaram valores de % RCC menores que 3,1.
Portanto, o0 menor volume de acido HNO; (4,0 mL) e o menor tempo de pre-
digestdo (10 min) foram escolhidos.

Com o objetivo de saber se as condicdes experimentais escolhidas
para a pré-digestdo com radiacao infravermelha eram suficientes para a obtencéo
de uma mistura que pudesse ser decomposta em forno com radiacdo micro-
ondas com cavidade de maneira segura, a reducdo da massa da amostra no
processo de pré-digestdo foi avaliada. Com esse estudo foi possivel saber quanto
de massa de amostra restava, apés a pré-digestdo com radiacdo infravermelha,
que seria conduzida para a etapa posterior, digestdio em micro-ondas com
cavidade. A reducdo de massa alcancada quando se aplicou pré-digestdo a uma
massa de amostra de 1,0 g com 4 mL de HNO3 e 10 min de pré-digestdo foi de
mais de 80%, ou seja, apds o procedimento com radiacdo infravermelha a massa
de amostra resultante era menor que 200 mg. Visto que, em geral, empregam-se
guantidades de amostra de aproximadamente 250 mg de amostra para serem
digeridas em forno de micro-ondas com cavidade, a massa da amostra resultante

apos a pré-digestdo com radiacao infravermelha apresentou-se adequada para ser
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conduzida a digestdo completa em forno com radiacdo micro-ondas com

cavidade.

5.2.2. Aplicacdo do método proposto em amostras de café e racao

humana

Apo6s a avaliacdo dos melhores parametros da pré-digestdo, o
procedimento usando IR-MW foi aplicado para amostras de po de café e ragéo
humana. Os resultados foram comparados com procedimento convencional de
digestdo em forno com radiagcdo micro-ondas com cavidade. Os elementos Al,
Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn foram determinados por ICP OES (Tabelas 5.4 e 5.5).

De acordo com test t de Student, com excecdo de Al e Cu nas
amostras de racdo humana, ndo ha diferenca significativa entre as concentracoes
dos elementos avaliados na digestdo total convencional com os valores
encontrados no método que utiliza pre-digestdo assistida por radiacdo
infravermelha em um nivel de confianca de 95%. O Al e Cu nas amostras de
racdo humana (Tabela 5.4) apresentaram concentragfes baixas na solucdo final
do digerido obtido pelo método de decomposicdo convencional, ndo atingindo,
portanto, o limite de quantificacdo (LOQ) da técnica de ICP OES. Em
contrapartida, visto que o método proposto usa massa de amostra maior, a
solucéo final da digestdo continha teores de Al e Cu suficientes para alcancar o
LOQ da ICP OES, o que possibilitou a determinagdo desses dois elementos na
amostra de racdo humana, com boa exatidao e precisao.

Na tabela 5.4, observa-se que a analise da amostra de ragdo humana
usando o procedimento proposto produziu menores desvios padrédo relativos em
relacdo ao sistema de digestio em forno de micro-ondas com cavidade
convencional. Isso pode ter ocorrido porque, com a utilizacdo do sistema IR-
MW, quantidades maiores de amostra sdo digeridas, o que influencia
diretamente na exatiddo e precisdo, especialmente de amostras mais

heterogéneas.
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Os resultados obtidos com as amostras de café e racdo humana
demonstraram a possibilidade da utilizacdo da lampada de infravermelho para a
pre-digestdio de amostras organicas. Dessa maneira, a combinacdo do
aguecimento usando lampada de infravermelho com o aguecimento em sistema
de micro-ondas com cavidade torna possivel a digestdo de quantidades maiores

de amostra.
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Tabela 5.4 — Determinacdo de Ca, Mg, Al, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn por ICP OES em amostras de racdo humana apos

digestdo convencional em forno de micro-ondas com cavidade e digestdo usando o sistema proposto (IR-MW), n = 3 para

ambos 0s métodos.

Racdo Humana

Elemento IR-MW rsd® MW rsd®
(%) (%)
Ca (g kg?) 1,11+0,10 8,71 1,23+0,11 8,92
Mg (g kg™) 1,82 + 0,05 2,68 2,21+0,11 5,11
Al (mg kg™) 21,5+ 1,2 5,73 7,34 2,32 31,65
Cu (mg kg™) 8,4+0,8 9,87 2,93 +0,23 7,73
Fe (mg kg™) 79,7+43 5,39 72,1+7,8 10,85
Mn (mg kg™) 69,1 +1,7 2,53 71,4+3,9 5,44
Zn (mg kg™) 192 +5 2,71 187,9+9,7 5,14
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Tabela 5.5 — Determinacdo de Ca, Mg, Al, Cu, Fe, Mn e Zn por ICP OES em amostras de cafe apds digestdo

convencional em forno de micro-ondas com cavidade e digestdo usando o sistema proposto (IR-MW), n = 3 para ambos

0s métodos.
Cafe
Elemento IR-MW rsd? MW rsd?
(%) (%)
Ca (g kg™) 0,99 + 0,001 0,13 1,12 + 0,01 0,92
Mg (g kg™) 1,92 + 0,01 0,59 2,03 +0,01 0,45
Al (mg kg™ 64,2 + 4,6 7,10 70,1 +6,1 8,70
Cu (mg kg™ 14,06 + 0,03 1,41 135+ 0,2 1,39
Fe (mg kg™) 64,5+7,3 11,33 66,2 +2,8 4,27
Mn (mg kg™) 29,0+ 0,1 0,34 32,5+0,3 1,05

Zn (mg kg™) 5,00 + 0,24 4,80 5,95 + 0,01 0,17
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5.2.3. Exatiddo do método proposto

O sistema proposto (IR-MW) foi avaliado usando material de
referéncia certificado (apple leaves, NIST 1515). Os resultados podem ser
observados na Tabela 5.6.

De acordo com os dados da Tabela 5.6, exceto pelos elementos Fe e
Mg, ndo ha diferenca significativa entre os valores encontrados usando o sistema
IR-MW e os valores certificados em um nivel de confianca de 95%. Contudo, a
recuperacdo do Mg ainda foi superior a 90% e a do Fe superior a 80%. A
amostra certificado (apple leaves) possui silicatos que sdo solubilizados apenas
com a utilizacdo de acido fluoridrico, possivelmente devido a auséncia desse
acido na digestéo, o elemento Fe nédo foi completamente extraido para a solucéo.

Os resultados obtidos revelaram que o metodo de digestdo proposto
pode ser promissor para a decomposi¢cdo de massas maiores de amostras

organicas para a determinacéo dos elementos Al, Ca, Cu, Mn e Zn.
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Tabela 5.6 — Determinacdo de material de referéncia certificado (apple leaves - NIST 1515) por ICP OES apés digestdo
usando o sistema IR-MW (n = 2).

Elemento Sistema IR-MW Valores Certificados Recuperacéao (%)
Ca (g kg™) 1,28 + 0,10 1,526 + 0,015 84

Mg (g kg™ 0,25+ 0,01 0,271 + 0,008 92

Al (mg kg™ 280 + 8 286 + 9 98

Cu (mg kg™) 5,25 + 0,38 5,64 + 0,24 93

Fe (mg kg™) 69 + 2 83+5 83

Mn (mg kg™) 52 + 2 54 + 3 97

Zn (mg kg-1) 12,1+£0,2 125+0,3 97
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5.3. Conclusoes

O sistema de digestdo proposto (IR-MW) produziu resultados
exatos para Al, Ca, Cu, Mn e Zn em amostras organicas. O sistema IR-MW ¢é
simples de ser implementado e de baixo custo, ja que utiliza lampada de
infravermelho disponivel comercialmente e a pré-digestdo € realizada em
frascos de quartzo do sistema de micro-ondas com cavidade. Além disso, a
digestdo de quantidades maiores de amostra com pequeno volume de acido é
possivel. Dessa maneira, a pré-reducdo da massa de amostra potencializa o
emprego de sistemas de micro-ondas com cavidade, melhorando a eficiéncia de
analises de amostras heterogéneas e possibilitando a deteccdo de analitos em
baixas concentragdes. A configuracdo proposta também é adequada para analise
de tracos, expandindo a possibilidade de aplicacdes dessas técnicas e os limites
de quantificacdo dessas determinacdes. O IR-MW também pode ser promissor
na digestdo de amostras que contenham grande quantidade de matéria organica.
A pré-digestdo desse tipo de amostra conduziria em decomposicdes mais
seguras em forno de micro-ondas com cavidade. Contudo, elementos volateis

ainda necessitam ser investigados pelo método proposto.
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6. Fracionamento e especiacao de selénio em sémen de bovinos

6.1. Materiais e Métodos

6.1.1. Amostras, Reagentes e Padroes

Amostras de sémen de 12 touros Nelore foram coletadas
empregando a técnica de eletroejaculacdo utilizando o aparelho ELETROVET,
modelo Torjet 95 A. Os touros recebiam suplementacdo de selénio na forma
inorganica em sua alimentacdo, misturado a outros minerais (mistura mineral).
As amostras de sémen coletadas foram misturadas de maneira a compor uma
tnica amostra de sémen (“pool”), como forma de aumentar o volume visando
maior representatividade amostral.

Todas as solugbes foram preparadas usando agua ultrapura
(resistividade 18,2 MQ cm) obtida de um sistema de purificacdo de agua Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, USA). Todos os recipientes de vidro e polipropileno
foram descontaminados em banho acido 10% v v HNO; (Merck, Darmstadt,
Alemanha) por no minimo 24 h e lavados com &gua ultrapura antes de serem
usados nos experimentos.

Nas digestdes totais, 4cido nitrico concentrado 65% m m™ (Merck)
e peroxido de hidrogénio 30% m m™ (Merck) foram empregados. Solucdes de
referéncia de selénio foram preparadas atraves de diluicdes sucessivas das
soluces estoque 1000 mg L™ Se (Tritisol®, Merck, Alemanha).

Para o fracionamento de selénio nas amostras de sémen, foi
realizado procedimento de extracdo de gordura, proteina e compostos de baixo
peso molecular. Nas etapas de extracdo foram utilizados os reagentes:
cloroformio, metanol, hidréxido de sédio e acetona da Synth, Brasil e acido
fosforico e acido perclorico da Merck.

Para os experimentos de separacdo cromatografica, 0os reagentes

selenato de soédio (Se(VI1)), selenito de sodio (Se(lV)), seleno-L-metionina
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(SeMet) e Se-metil-selenocisteina (SeCys) foram obtidos da Sigma Aldrich.
Hidroxido de tetrametilamonio, hidroxido de tetrabutilamdnio, acido
trifluoracético, acido maldnico, 1-heptanosulfato, tampéo fosfato e metanol
eram da Merck.

SolucBes padrdo de 1 mg mL™ Se das espécies Se(lV), Se(VI),
SeMet e SeCys foram empregadas para a otimizacdo da separagao
cromatografica. A concentracdo dos padrdes de selénio foi escolhida de acordo
com a sensibilidade da técnica utilizada para esta otimizacdo (ICP OES).

As fases mdveis testadas no trabalho foram preparadas dissolvendo
guantidades apropriadas de acido malonico, hidroxido de tetrametilaménio, 1-
heptanosulfato, dihidrogénio fosfato de tetrabutilamonio, &cido trifluoracético e
tampéo fosfato em agua ultrapura. O ajuste de pH da fase mével foi efetuado
pela adicdo de acido nitrico ou hidréxido de amonio concentrados. Todas as
fases moveis foram filtradas usando membranas de filtro de nitrocelulose com
porosidade de 0,45 pum (Millipore, Bedford, USA) e desgaseificadas em

ultrassom por 10 min.

6.1.2. Instrumentacao

Para a digestdo total das amostras, utilizou-se um forno de micro-
ondas com cavidade (Multiwave®, Anton Paar, Graz, Austria) equipado com seis
frascos fechados de PFA e sensor de temperatura.

As determinacOes de selénio total foram feitas em espectrémetro de
massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS), Varian 820-MS. Os
parametros usados nas analises por ICP-MS estdo apresentados na Tabela 6.1.
As medidas foram efetuadas sem e com o emprego de CRI. Quando a CRI foi

utilizada, empregou-se os gases hidrogénio ou hélio na vazdo de 60 mL min™,
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Tabela 6.1 — Condicdes de operacdo do ICP-MS empregadas nas determinacdes

de selénio total.

Caracteristicas Parametros
Gerador de frequéncia (MHz) 27
Poténcia de radio-frequéncia (kW) 1,4
Vaz&o do gas do plasma (L min™) 18
Vazdo do gas auxiliar (L min™) 1,8
Vazdo do gas de nebulizacdo (L min™) 0,93
Vazdo do “sheath gas” (L min™) 0,19
Pontos por pico 2
Varredura/replicata 5
Replicatas/amostra 5
Tempo de leitura (ms) 100
Cone “skimmer” Ni
Cone “sampler” Ni
Nebulizador Seaspray
Cémara de nebulizacédo Scott
Temperatura da camara de nebulizacéo 2°C
Processamento do sinal “Peak Hopping”
|sdtopos monitorados °Se, "'Se, ®se, Pse, ¥Se

A fim de verificar a exatiddo das determinacgdes de selénio por ICP-
MS, determinou-se também o elemento usando um espectrometro de absor¢éo
atdmica com forno de grafite (GFAAS), Varian AA-800. Esse equipamento
possui amostrador automatico (Varian GTA 96) e corretor de fundo baseado no
efeito Zeeman transversal. Nas anélises, utilizou-se tubo de grafite recoberto
piroliticamente com aquecimento longitudinal (Varian, Australia). A fonte de

radiacdo usada foi uma lampada de catodo oco de selénio, utilizou-se
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comprimento de onda de 196,0 nm e corrente da lampada de 10 mA. Paladio
1000 mg L™ foi usado como modificador quimico.

A separacdo das espécies de selénio foi realizada em coluna
cromatografica Cig (Hypersil ODS, 5 um, empacotada com silica, 250 x 4,6 mm
D. I., Thermo), bomba de alta pressdo (Varian Pro-star, mod. 210) e injetor de
seis entradas Rheodyne com alca de amostragem de 20 pL. A coluna foi
acoplada ao nebulizador V-groove de um espectrémetro de emissdo optica com
plasma acoplado indutivamente (ICP OES) com vista radial, modelo VISTA
PRO-CCD da Varian. Deve ser ressaltado que o equipamento ICP OES foi
empregado no modo Time Scan que exibe, em forma de grafico, a intensidade
do sinal analitico de um determinado comprimento de onda em funcdo do

tempo.

6.1.3. Preparo da amostra para determinacao total de selénio

As amostras de sémen foram mantidas sob refrigeracéo
imediatamente apds a coleta e em seguida transferidas ao laboratério, misturadas
e congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas (E-C Micromédulo, NewYork,
EUA) por 48 h. As amostras liofilizadas foram moidas em moinho criogénico
(Marconi MA 775, Piracicaba, Brasil) aplicando-se o seguinte programa: 2 min
de pré-resfriamento, 2 min de etapa de moagem e 1 min para resfriamento.

Para avaliar o teor de selénio total na amostra de sémen,
decomposicao em forno de micro-ondas com cavidade foi efetuada adicionando-
se 2 mL de 7 mol L' HNO3, e 1 mL de 30% m m™ H,O, a 50 mg de amostra. A
mistura foi submetida a decomposicdo assistida por micro-ondas usando o
programa de aquecimento apresentado na tabela 6.2. Apds a digestao, a solucéo
resultante foi diluida para 20 mL com &gua. Para avaliar a exatiddo da analise,
experimento de adicdo e recuperacdo de 10 pg L™ foi feito. A determinacdo de

selénio foi realizada por ICP-MS. Devido a auséncia de material de referéncia
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certificado de amostra de sémen, além do experimento de adicdo e recuperacao,

os resultados foram comparados com a determinagdo por GFAAS.

Tabela 6.2 — Programa de aquecimento usado na digestdo total de sémen em

forno de micro-ondas com cavidade.

Etapa Poténcia (W) Tempo (min)
1 300 2,0
2 0 3,0
3 650 4,0
4 850 5,0
5 1000 5,0
6 Vent. 15,0

6.1.4. Fracionamento de selénio: extracdo de lipideos, proteinas e

compostos de baixo peso molecular

A extracdo de lipidios na amostra de sémen (Figura 6.1) foi
promovida pela adicdo de 5 mL da mistura cloroférmio-metanol (2:1 v v) a
1,0 g da amostra de sémen moida. A mistura de solvente organico juntamente
com a amostra foi agitada em agitador tipo Vortex por 5 min e filtrada. O
processo de extracdo foi realizado por trés vezes na mesma amostra e as trés
fracbes de cloroférmio-metanol foram combinadas. Esse procedimento foi
realizado em replicata (n = 2). ApOs secagem do solvente a temperatura
ambiente, a fracdo de gordura foi pesada para obter informagdo sobre o teor
lipidico do sémen. O residuo da extracdo (sémen sem gordura), retido no filtro,
foi seco em estufa a 40 °C e homogeneizado usando almofariz e pistilo. Uma
massa de 50 mg desse residuo foi pesada e digerida em forno de micro-ondas

com cavidade utilizando o mesmo procedimento empregado na decomposicao



Fracionamento e especiagdo de selénio em sémen de bovinos 73

do sémen. Apoés digestdo, a solucdo foi diluida para 20 mL e analisada por ICP-
MS.

1gsémen

Residuo

Secagem )
Filtragdo em estufa Forno de micro-ondas ICP-MS

com cavidade

Figura 6.1 — Esquema da extracdo de lipideos da amostra de sémen.

A diferenca entre o teor total de selénio no sémen e a concentracéo
desse elemento na amostra apds a extracdo da gordura revelou o nivel de selénio
na fracdo lipidica. O teor de lipideo na gordura foi feito por subtracdo devido a
massa de gordura obtida na extracdo ser insuficiente para a realizacdo de
decomposicdo com replicatas.

Na extracdo protéica (Figura 6.2), 5 mL de uma solugdo 0,1 mol L™
NaOH foi adicionada a 500 mg de amostra de sémen sem gordura.*** A solucéo
foi agitada por 10 min em agitador tipo Vortex, centrifugada (3500 rpm) e o
sobrenadante (extrato) foi separado em um novo frasco. Esse processo foi
efetuado por duas vezes na mesma amostra e 0s sobrenadantes foram
combinados. O residuo da extracdo foi reservado para ser digerido e analisado
por ICP-MS. O pH do extrato foi ajustado para 7,0 usando solugdo 4,0 mol L™
HsPO,, 40 mL de acetona foi adicionado e a solucéo foi refrigerada a -14 °C por

30 min. O precipitado formado foi separado por centrifugacéo (3500 rpm) e seco
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em estufa a temperatura de 40 °C. Todo o procedimento foi realizado em
duplicata. A massa de proteina obtida na extracdo foi pesada com o objetivo de
avaliar o teor proteico do sémen. Massa de 50 mg da fracdo proteica e do
residuo da extracdo protéica foi digerida usando o mesmo procedimento de
digestdo empregado na decomposi¢do do sémen e a concentracdo de selénio foi
determinada por ICP-MS.

b R -
5mL 0 "?é-ﬁi
) (oimoiLineon ) P ) &

3500 rpm
0,59 sémen 5min 10 min
sem gordura

IO
v

30 min
pH7,0
0,4 mol L1 H;PO,

U :> EED il

Forno de micro-ondas
Residuo com cavidade ICP-MS

Figura 6.2 — Esquema da extracdo de proteinas da amostra de sémen.

A extracdo de compostos de baixo peso molecular (Figura 6.3) foi
efetuada pela adicdo de 4 mL de solugdo 0,4 mol L™ HCIO4a 0,2 g de amostra
de sémen sem gordura.’** A mistura foi colocada em ultrassom por 2 h,
trocando-se a agua do banho a cada 30 min para manter a temperatura uniforme.
Uma Unica posicdo do banho foi usada na extracdo das duas replicatas. O extrato
foi separado do residuo por centrifugacdo (3500 rpm) e a determinagdo de

selénio no sobrenadante foi realizada por ICP-MS.
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4mL
U ‘
0,2 g sémen

H

sem gordura
extrato ICP-MS

» T

3500 rpm
2h 10 min

Figura 6.3 — Esquema da extracdo de compostos de baixo peso molecular da

amostra de sémen.

6.1.5. Otimizacdo da separacdo cromatografica das espeécies de
selénio

Cromatografia de fase reversa com pareamento i6nico foi usada
para a separacdo das espécies Se(IV), Se(VI), SeMet e SeCys. Diferentes fases
moveis foram avaliadas com o objetivo de obter a separacdo adequada das
espécies de selénio. A otimizacdo da separacdo foi realizada com emprego de
ICP OES usando a configuragdo “Time Scan” do equipamento. Usou-Se a vazao
da coluna cromatografica a 1 mL min™ e alca de amostragem de 20 pL. A
coluna foi condicionada por aproximadamente 1 hora com a fase movel antes da
injecdo dos padrdes de selénio. A injecdo das solucdes padrdo foi realizada

manualmente, usando seringa de HPLC.
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6.2. Resultados e Discussao

6.2.1. Determinacao do teor total de selénio

Antes de iniciar as analises de fracionamento e o estudo de
separacao das espécies de selénio na amostra, fez-se a determinacgéo do teor total
desse elemento. Para isso, a amostra liofilizada e moida foi digerida em forno de
micro-ondas com cavidade, usando acido nitrico e peroxido de hidrogénio. A
determinacéo foi realizada por ICP-MS. Experimento de adicdo e recuperacéo
foi realizado a fim de escolher a melhor condicéo do equipamento. Além disso,
a analise da amostra por GFAAS também foi efetuada com o intuito de avaliar a
exatiddo dos resultados.

Os is6topos "°Se, "'Se e "®Se foram avaliados na anélise por ICP-
MS sem utilizar CRI e com CRI empregando hidrogénio como géas reacional na
vazdo de 60 mL min™. O is6topo *Se foi avaliado somente com CRI por ter
interferéncia severa de “°Ar,. Sobre o is6topo *Se, que sofre interferéncia
espectral de “°Ar,H,, empregou-se CRI com 60 mL min™ He. Os resultados da
determinacéo desses isOtopos na amostra e a recuperacao de selénio na amostra
dopada com 10 pg L™ Se nas condices citadas estdo apresentadas na Tabela
6.3.
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Tabela 6.3 — Determinacéo de selénio total em amostra de sémen.

Sem CRI
Is6topo Concentracgao RSD Recuperacdo
mg kg™ (%) (%)
76 - - -
77 7,5 11,2 95
78 2,6 26,1 61
82 12,8 3,8 42
CRI H,(60 mL min™)
Isétopo Concentracéo RSD Recuperacao*
mg kg™ (%) (%)
76 32,1 31,4 478
77 13,9 0,3 311
78 15,7 4,3 267
80 - - -
CRI He(60 mL min™)
Isétopo Concentracao RSD Recuperacao*
mg kg™ (%) (%)
82 15,8 2,5 289

"Recuperacio do selénio na amostra de sémen dopada com 10 pg L™

Avaliando-se os dados da Tabela 6.3 observa-se que a Unica
condicdo experimental que propiciou boa recuperacdo de selénio na amostra de
sémen fortificada foi "’Se sem CRI com 95% de recuperacdo. Todos 0s outros
is6topos estudados sem CRI apresentaram recuperacfes abaixo de 62%.
Ressalta-se ainda que a determinacdo com o isdtopo "°Se ndo foi possivel tracar
uma curva analitica adequada para a determinacédo da concentracdo do elemento
na amostra. Por outro lado, com o emprego da CRI, as recuperac¢des encontradas

foram de 267 a 478%, ou seja, valores muito superiores a 100%, o que
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impossibilitou tracar uma curva analitica adequada. Uma justificativa para esses
resultados € que o uso de CRI pode ter produzido espécies com mesma razao
massa/carga do analito, ocasionando interferéncia positiva na determinacédo de
selénio. Com os resultados obtidos, a condicao escolhida para a determinagao de
selénio na amostra de sémen foi utilizando o is6topo ’Se sem o emprego de
CRI.

Hafez® apresentou uma tabela com os constituintes organicos e
inorganicos do plasma seminal de diferentes animais. Na Tabela 6.4 ¢
apresentada a concentragdo desses constituintes no plasma seminal bovino, onde
se pode observar que o plasma seminal de bois apresenta elevada concentragédo
de cloreto (1,7 g L™), o qual interfere sobre o is6topo "’Se devido a formacéo da
espécie “°Ar¥’Cl. Contudo, apesar do alto teor de cloreto no sémen, com a
diluicdo da amostra ap0s o processo de digestdo, obtém-se uma concentracdo
final de cloreto de aproximadamente 42 mg L™. Esse calculo da concentragéo de
cloreto na solucdo final foi realizado considerando que a amostra de sémen
estudada neste trabalho tenha 1,7 g L™ CI™ e 90% de 4gua. Segundo Pereira et
al.'® somente amostras com teor de cloreto superior a 6,0 g L™ CI™ interferem
de forma significativa na determinacéo de Se usando o is6topo '’Se. Portanto,
com a consideracdo acima, inferiu-se que os teores de cloreto na amostra de
sémen bovino ndo foram suficientes para provocar interferéncia na determinacao

de selénio utilizando o is6topo "'Se.
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Tabela 6.4 — Valores médios dos componentes do plasma seminal.®

Componentes organicos Concentragao
Proteinas 30-80(mgL™)
Frutose 1,2-6,0(gL™)
Sorbitol 01-14(gL?
Acido citrico 3,6-10,0 (gL™)
Acido ascérbico 87 (mg L™
Inositol 02-05(gL"
Acido glutamico 0,5-0,41(gL™
Glicerilfosforilcolina 1,1-50,0 (g L™)
Componentes inorganicos Concentracgao
Sodio 2,7(gLY
Potassio 1,7 (gL
Cloreto 1,7(gL?)
Magnésio 82 (mg L™
Calcio 37 (mg L™)

Apesar da boa recuperacao obtida na amostra de sémen bovino que
recebeu adicédo de selénio, a analise da amostra de sémen foi também feita por
GFAAS para confirmagéo dos resultados obtidos para '’Se por ICP-MS . Para
isso, as curvas de temperatura de pirolise e atomizacdo (Figura 6.4) para Se
foram obtidas com 30 pL de 30 pg L™ Se e 5 pL de 1000 mg L™ Pd como

modificador quimico.
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Figura 6.4 — Curva de temperatura de pirdlise e atomizacdo para 30 pug L™ Se

em meio 0,1% v v’* HNO3; com modificador quimico 1000 mg L™ Pd.

Para estabelecer a temperatura adequada de pirolise, fixou-se a
temperatura de atomizacdo em 2600 °C e variou-se a temperatura de pirdlise
entre 800 e 1700 °C. A curva de pirélise na Figura 6.4 mostra que a partir de
1400 °C a intensidade do sinal do selénio comeca a diminuir, portanto essa
temperatura foi escolhida como a temperatura de pirélise. Fixando-se 1400 °C
como temperatura de pirdlise, variou-se a temperatura de atomizacédo entre 1600
e 2500 °C (curva de atomizacéo, Figura 6.4) e a maior absorbancia de Se foi em
2000 °C e a partir de entdo se manteve razoavelmente constante. Dessa maneira,
a temperatura de atomizagdo escolhida foi de 2000 °C. O programa de
aquecimento empregado na determinacdo de selénio por GFAAS esta
apresentado na Tabela 6.5. O método foi avaliado analisando-se material de

referéncia certificado (bovine liver, NIST 1577b), sendo obtida recuperacdo de

98%.
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Tabela 6.5 — Programa de aquecimento empregado na determinacdo de selénio

em amostra de sémen por GFAAS.

Etapa T (°C) Tempo (s) Vazdo (L min™) Leitura
Secagem 85 5,0 3,0 Né&o
Secagem 95 20 3,0 Né&o
Secagem 120 10 3,0 Né&o

Pirolise 1400 5,0 3,0 Néo
Pirdlise 1400 1,0 3,0 Né&o
Pirdlise 1400 2,0 0 Né&o
Atomizacéo 2000 0,8 0 Sim
Atomizacéo 2000 2,0 0 Sim
Limpeza 2500 2,0 3,0 Né&o

Apos o estabelecimento das melhores condi¢des de trabalho do
GFAAS para selénio, fez-se a determinacdo desse elemento na amostra de
sémen e na amostra de sémen que recebeu adicdo de quantidade conhecida de
Se. A concentracdo de selénio encontrada foi de 7,0 mg kg™, com desvio padréo
relativo de 5,6%. A recuperacdo do selénio na amostra fortificada foi de 95%.
De acordo com teste t de Student, os teores de Se encontrados na amostra de
sémen em ambas as técnicas ndo diferiram significativamente em um nivel de

confianca de 95%.

6.2.2. Fracionamento de selénio em amostra de sémen

Além da determinacdo do teor total de selénio no sémen, o teor
desse elemento nas fracbes lipidica, proteica e de compostos de baixo peso
molecular também foi avaliado. Todas as concentra¢Ges foram calculadas com
base na matéria seca, inclusive os teores de lipideos e proteinas.

Os lipideos sdo biomoléculas com caracteristicas hidrofobicas,

sendo esses soluveis em cloroférmio, éter, metanol e outros solventes
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organicos.* Nesse trabalho a fracdo lipidica do sémen foi extraida usando a
mistura cloroférmio-metanol (2:1 v v*). O teor de gordura obtida nessa extracio
foi de 5,0 + 0,5% (m m™). A concentracdo de selénio nessa fracdo foi calculada
atraves da diferenca entre o teor de Se encontrado no sémen total (7,5 £ 0,8 mg
kg™) e o determinado no sémen apés a extracdo da gordura. Para isso, ap6s
extracdo da gordura, a amostra de sémen foi digerida em forno de micro-ondas
com cavidade e a determinacdo de selénio feita por ICP-MS com ""Se. A
concentragdo encontrada na amostra de sémen sem gordura foi de 4,1 + 0,1 mg
kg™ Se, portanto o teor calculado na fracdo lipidica foi de 3,4 + 0,8 mg kg™ Se.
Apos a remocédo da fase lipidica da amostra, foram realizadas as extragcdes de
proteinas e de compostos de baixo peso molecular.

Na extracdo da fracdo proteica utilizou-se solucdo (0,1 mol L™
NaOH), uma vez que proteinas sdo soluveis em meio alcalino. Apoés
neutralizacdo da solugdo com H3PO,, a precipitacdo das proteinas solubilizadas
foi promovida pela adicdo de acetona ao meio sob baixas temperaturas, visto
que solventes organicos soluveis em agua diminuem a solubilidade das proteinas
devido ao baixo valor de suas constantes dielétricas e por sofrerem hidratacgo.*’
O teor de proteina encontrado na amostra estudada foi de 76,0 + 0,3% (m m™).
A fracdo proteica e o residuo dessa fracdo foram digeridas e as concentragdes de
selénio determinadas por ICP-MS empregando o isétopo "’Se.

Os teores de selénio encontrados na fase proteica e no residuo da
extracdo de proteinas foram, respectivamente, 2,4 + 0,1 mg kg™ e 1,8 + 0,2 mg
kg™. A determinacdo da concentracdo de Se no residuo da extracdo mostra que
ndo houve perdas do analito durante o processo, uma vez gque a somatoria das
quantidades de selénio nessas duas fases & muito proxima ao teor de Se no
sémen sem gordura (4,1 mg kg™). Os resultados revelam que o nivel de selénio
na fracdo lipidica foi superior ao encontrado na fragdo proteica, 0 que nédo era
esperado, visto que em amostras bioldgicas a maior parte do selénio se encontra

na fracdo proteica. E possivel que durante a extragdo de gordura, lipoproteinas
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contendo selénio em sua constituicdo também tenham sido lixiviadas, e isso
justificaria o elevado teor de Se na fracéo lipidica.
A fracdo de compostos de baixo peso molecular, assim como na
fase proteica, foram extraidas na amostra de sémen sem gordura, ou seja, apds a
extracdo da fracdo lipidica. A extracdo foi promovida com solucdo 0,4 mol L™
HCIO, que solubiliza seletivamente os compostos de menor peso molecular.**®
A determinagdo de selénio foi feita no extrato, mas visto que esse estava em
meio de HCIO,4 uma nova avaliacdo das condi¢des do ICP-MS foi realizada
para verificar a melhor condicdo do equipamento nesse meio. Para isso,
experimento de adicdo e recuperacdo foi realizado e um valor de 100% de
recuperacdo foi obtido quando se utilizou is6topo "®Se com CRI usando gés
hidrogénio como gas reacional (60 mL min™). Dessa maneira, essa condicdo foi
empregada apenas para determinacdo de Se no extrato de compostos de baixo
peso molecular. O teor de selénio obtido no extrato de compostos de baixo peso
molecular ficou abaixo do limite de deteccdo, dessa maneira sugere-se um
estudo mais detalhado para otimizacdo da extracdo desses compostos para
amostra de sémen.
Para resumir a andlise de fracionamento na amostra de sémen, a Figura
6.5 apresenta as fracdes de lipideo e proteina da amostra de sémen estudada e a
Figura 6.6 mostra o teor de selénio encontrado nessas fragcdes e o teor total desse

elemento no sémen.



Fracionamento e especiacdo de selénio em sémen de bovinos 84

I proteina
[ gordura

I outros
5%

19%

76%

Figura 6.5 — Fracdes de proteina e lipideo na amostra de sémen.

B Se total
B Se gordura
Se proteina

Concentragio (mg kg?)

Figura 6.6 — Fracionamento de selénio na amostra de sémen.

6.2.3. Otimizacdo da separacdo cromatografica das espécies de
selénio

A separacdo simultinea de espécies inorganicas de selénio e
selenoaminodcidos ndo é simples devido as diferencgas nas caracteristicas fisico-
quimicas dessas espécies. A cromatografia liquida de alta eficiéncia, com
emprego de colunas de fase reversa e fases mdveis compostas por misturas

aquosas e aditivos idnicos tem sido reportada como uma boa alternativa para se
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obter uma separacdo adequada dessas espécies, no que diz respeito a resolucao e
ao tempo de analise.

Desta forma, com o objetivo de obter a separacdo cromatografica de
Se(1V), Se(VI), SeMet e SeCys empregou-se a cromatografia de fase reversa
com pareamento idnico. Diferentes fases moveis foram avaliadas em coluna Cyg
com o intuito de otimizar as condicBes de andlise. A Figura 6.7 ilustra as

estruturas quimicas das espécies avaliadas neste trabalho.

OH
0
4
HO_Se O —— Se —— OH
™ on
0

) Acido selenoso ¢ o
@) (b) Acido selénico

O

(¢) Se-metil-selenocisteina (d) Seleno-L-metionina
Figura 6.7 — Estrutura quimica das espécies de selénio inorganicas (a) acido
selenoso (Se(1V)); pK; = 1,7 e (b) &cido selénico (Se(V1)); pky = 2,35 e pK; =
7,94 e das espécies organicas (c) Se-metil-selenocisteina e (d) Seleno-L-

metionina; pK; = 2,6 e pK; = 8,9.

Em solucdo aquosa, &cido selénico é um &cido forte e é&cido

selenoso é um &cido fraco. Essas espécies podem se apresentar na forma de
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anions com uma ou duas cargas negativas. Para valores de pH < 4,0, parte do
acido selenoso e do &cido selénico permanece na forma protonada. Por outro
lado, a seleno-L-metionina e metilselenocisteina terdo cargas positivas para
valores de pH < 4,0, sendo que essa carga deve-se a protonacdo do grupo amino.
Porém, essas duas espécies se comportardo como uma espécie zwitteribnica em
pHs intermediarios e se tornardo anibnicas em pHs elevados devido a
desprotonacéo do grupo carboxilico.

Visto que as espécies de selénio avaliadas neste trabalho podem se
apresentar em solucbes aquosas como cations, anions ou zwitteridnicos
dependendo do pH, suas retengdes na cromatografia de fase reversa com
pareamento i0nico ir4 depender da concentracdo do par ibnico e do pH da fase
movel.

Do et al.*?

conseguiram uma separacdo cromatografica das
espécies organicas e inorganicas de selénio usando cromatografia de fase reversa
com pareamento iénico com 4,0 mmol L™ Na,HPO, + (3,0 — 4,0 mmol L™) de
tetrabutilaménio (pH 5,5 — 6,5), como fase mdvel. Baseando-se nesse artigo,
neste trabalho foi feita uma adaptacdo desta fase movel e de seus constituintes
para uso com coluna Cyg Hipersil ODS. Dessa maneira, avaliou-se a fase movel
5 mmol L™ Na,HPO, + HTBA (diferentes concentracdes) + 1% metanol (pH
6,5). A Figura 6.8 mostra a estrutura quimica do par iénico dihidrogénio fosfato

de tetrabutilaménio (HTBA).



Fracionamento e especiagdo de selénio em sémen de bovinos 87

ST

N* O—P_—__ OH
Figura 6.8 — Estrutura quimica do par ionico dihidrogénio fosfato de
tetrabutilaménio (HTBA).

OH

Inicialmente, fez-se um estudo com diferentes concentracbes de
HTBA na fase mével. Na Figura 6.9 estdo os cromatogramas obtidos com 5
mmol L™ Na,HPO, + 1% metanol (pH 6,5) e 2,5; 5,0 e 7,5 mmol L™ HTBA.
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Figura 6.9 — Separacdo das diferentes espécies de selénio. Condighes
Cromatograficas: Coluna Cig Hypersil (25 x 0,46 cm), fase mével: 5 mmol L™
Na,HPO, + HTBA + 1% metanol (pH 6,5) (a) 2,5 mmol L™ HTBA; (b) 5,0
mmol L* HTBA e (c) 7,5 mmol L™ HTBA.

A estrutura quimica do HTBA mostra que essa molécula € um par
idnico catibnico, o qual interage com moléculas carregadas negativamente
levando a formacéo de pares ibnicos. Adicionalmente, a molécula de HTBA
possui em sua estrutura quimica quatro grupos butil (— [CH,]s — CH3) que séo
volumosos e hidrofébicos e, portanto, interagem com a fase estacionaria,
também hidrofobica, da coluna de fase reversa, resultando em retencédo. Desta
forma, o HTBA interage com as espécies de selénio desprotonadas e as mesmas
passam a ter maior retencdo na coluna Cys.

Os resultados da Figura 6.9 mostram que, nas trés concentragdes

avaliadas para HTBA como par idnico, as especies inorganicas foram as que
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apresentaram maiores valores de retencdo e de fatores de separacdo
cromatografica. No entanto, as bandas cromatogréaficas referentes as espécies de
SeMet e SeCys nao foram significativamente influenciadas pelo aditivo da fase
moével e, além de ficarem pouco retidas, ainda apresentaram baixa resolugdo
cromatografica entre si. Estes resultados sugerem que, provavelmente, apenas as
espécies inorganicas formaram par iénico efetivo com o contraion, visto que em
pH > 4 essas espécies estdo completamente desprotonadas, enquanto que as
espécies de selenoaminoacidos em pH 6,5 estdo com carga total neutra porque
formam compostos zwitteridnicos Observa-se que a mudancga nas concentragdes
de HTBA né&o apresentou melhora na separacdo das espécies, e assim, optou-se
em trabalhar com a menor concentracdo de HTBA (2,5 mmol L™) e avaliar o
comportamento dos tempos de retencdo dessas espécies de selénio em diferentes

valores de pH (Figura 6.10).
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Figura 6.10 - Separacdo das diferentes espécies de selénio. Condicbes
Cromatograficas: Coluna Cig Hypersil (25 x 0,46 cm), fase mével: 5 mmol L™
Na,HPO, + 2,5 mmol L HTBA + 1% metanol. (a) pH 5,5; (b) pH 6,5 e (c) pH
7,5.

Com a variacdo nos valores de pH da fase movel, obteve-se uma
melhor separacédo para a banda cromatografica referente ao Se(IVV) em pH 5,5.
Contudo, nesse pH, a espécie Se(V1) ficou muito retida na coluna e ndo eluiu em
um tempo de analise de até 60 minutos. Com este resultado, pode-se inferir que
em pH mais baixo a formacdo do par i6bnico com o contraion HTBA foi
favorecida, o que justifica 0 aumento de retencdo das espécies inorganicas.
Apesar da espécie Se(VI) ter apresentado um fator de retencdo muito elevado
com a fase movel com pH 5,5, essa foi escolhida por ter separado melhor a
espécie Se(IV) dos dois selenoaminoacidos. Na tentativa de otimizar a separacdo

de SeCys e SeMet, acrescentou-se a fase movel o acido trifluoracético (TFA),
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sendo este um par aniénico forte (Figura 6.11). A escolha por este par i6nico
como constituinte da fase movel foi baseada na possibilidade que este teria de
interagir com as espécies basicas (protonadas) dos dois selenoaminoacidos,
promovendo retencdo e separacdo das mesmas. O cromatograma obtido apds

emprego deste par idnico esta apresentado na Figura 6.12.

O

z
“

F

F—C—C
| O H*
F

Figura 6.11 — Estrutura quimica do par iénico trifluoracético.

) SeCys

2000 o

Se(lV)

Intensidade

oo L t Se(Vl)
L L L 4'/‘:\\-"\_

T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tempo (min)

Figura 6.12 - Separacdo das diferentes espécies de selénio. Condigcbes
Cromatogréficas: Coluna Cyg Hypersil (25 x 0,46 cm), fase mével: 5 mmol L™

Na,HPO, + 2,5 mmol L™ HTBA + 0,5 mmol L™ TFA + 1% metanol (pH 5,5).
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Acido trifluoracético é também um par ibnico e, por sua natureza
volatil, ndo causa prejuizos ao ICP-MS.'*” O mecanismo de pareamento do
TFA, segundo Pathy, é baseado em adsorcdo de superficie ndo especifica ao
invés do mecanismo de formac#&o do pareamento idnico dinamico.*®

Com a inclusdo de TFA na concentracdo 0,5 mmol L™ na fase
mavel, a retencdo das espécies Se(VI) diminuiu significativamente, no entanto,
0 mesmo sofreu um alargamento de banda cromatografica. Talvez isso tenha
ocorrido devido a competicdo entre 0 mecanismo de pareamento do TFA, por
adsorcdo do contraion a fase estacionaria, que pode ter competido com a
interacdo das especies inorganicas associadas ao HTBA. Apesar dos tempos de
retencdo das espécies organicas de selénio ndo terem aumentado como esperado,
com a presenca de TFA, a resolucdo das bandas cromatograficas melhorou e
Isso possibilitou uma separacdo mais adequada das espécies SeCys e SeMet.

Com o objetivo de obter uma melhor banda cromatografica para
Se(V1), empregou-se a mesma fase movel anterior, com pH 6,0 (Figura 6.13).
Esse experimento, diferente dos anteriormente apresentados, foi feito com ICP-

MS como detector. A concentragdo dos padrdes de selénio foi de 100 pg L™.
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Figura 6.13 - Separacdo das diferentes especies de selénio. Condigcbes
Cromatograficas: Coluna Cig Hypersil (25 x 0,46 cm), fase mével: 5 mmol L™
Na,HPO, + 2,5 mmol L™ HTBA + 0,5 mmol L™ TFA + 1% metanol (pH 6,0).

De fato, a banda cromatografica da espécie Se(VI1) apresentou-se
mais simétrica nessa Ultima condicdo cromatografica. A desvantagem das
condi¢gbes cromatograficas utilizadas foi o tempo de analise muito longo,
justamente para contemplar a presenca das quatro especies conjuntamente. Este
fator pode dificultar a analise de amostras reais, se estas forem em grande
namero. A alternativa para contornar este problema € o emprego de eluicédo
gradiente, onde a concentracdo de metanol seja aumentada ap6s 15 minutos de
analise, para reduzir o tempo de retencdo do Se(VI) e ajustar os fatores de

retencéo para todos os quatro analitos de interesse.
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6.3. ConclusGes

Os teores de gordura e de proteina no sémen bovino foram,
respectivamente, de 5,0% m m™* e 76,0% m m™. No sémen h& 7,5 mg kg™ de
selénio total e, de acordo com o estudo de fracionamento, cerca de 45% do
selénio se encontram na fase lipidica e 32% estdo na fase proteica. A fracdo de
compostos de baixo peso molecular no sémen ndo apresentou teor de selénio
significativo. E possivel que proteinas lipossoliveis tenham sido lixiviadas no
processo de extracdo de gordura e, por esse motivo, o teor de selénio na fracédo
lipidica tenha sido superior ao teor encontrado na fracdo proteica. Na otimizacao
da separacéo das espécies de Se(1V), Se(VI1), SeMet e SeCys por cromatografia
de fase reversa com pareamento iénico, a melhor condi¢do cromatogréafica para
a separagdo dos compostos foi com 5 mmol L™ Na,HPO, + 2,5 mmol L™ HTBA
+ 0,5 mmol L™ TFA + 1% metanol (pH 6,0) como fase mével. Porém, nessas
condigOes, a espécie Se(VI1) ficou muito retida na coluna levando a um tempo
longo de analise. Dessa maneira, 0 uso de eluicdo gradiente € uma alternativa
para contornar este problema. O procedimento de separacdo cromatografico
desenvolvido seréd aplicado para a identificacdo das especies Se(1V), Se(VI),

SeMet e SeCys na amostra de sémen bovino.
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