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Resumo

COMBINACAO DE TECNICAS PARA A DETERMINACAO DE
ESPECIES DE SELENIO. No Capitulo 1, é proposta a combinagio das
técnicas de microextracdo em fase sélida com a espectrometria de absorcdo
atobmica em forno de grafite para extracdo de Se(IV) derivado, seguida de
deteccdo por GC-MS. O método € aplicado com sucesso na determinacao de
Se total em materiais de referéncia certificado (BCR-414 and SRM 1643e),
sendo obtidas recuperacoes de 97% para a dgua (SRM 1643e) e 101% para o
plancton (BCR-414). O método também € aplicado para determinacdo de
selénio em amostra de medicamento manipulado a base de quelato de selénio.
No Capitulo 2, a técnica de HPLC com troca anionica acoplada a ICP-MS, ¢é
usada para identificacdo e determinacdo de quatro espécies de selénio (Se(IV),
Se(VI), selenometionina e selenocistina) em amostras bioldgicas (plancton,
castanha-do-paré, urina e folhas de girassol). A extra¢ao das espécies, presente
em plancton (BCR-414), castanha-do-pard e folhas de girassol, é realizada
com 4gua, e um teste de simulacdo de digestdo gastrointestinal também ¢é
aplicado para identificar as espécies de selénio bioacessiveis em castanha do
Pard. O Se(IV) é a principal espécie extraida no plancton, com maior
concentracdo de selénio no extrato. A castanha-do-pard possui,
principalmente, selenocistina e selenometionina, sendo que somente a
selenometionina € identificada como bioacessivel. O estudo de especiacdo de
selénio por HPLC-ICP-MS sugere a presenca de selenocistina em urina de
homens e mulheres. As folhas de girassol, de plantas cultivadas com solugao
de selenito apresentam um maior nimero de espécies de selénio, em

comparacdo a planta controle.
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Abstract

COMBINATION OF ANALYTICAL TECHNIQUES FOR SELENIUM
SPECIES DETERMINATION. In Chapter 1, the combination of the
techniques of solid phase microextraction with atomic absorption
spectrometry graphite furnace is proposed, using an SPME fiber device and
graphite furnace (GF) for extracting Se compounds. The extracted compounds
are separated and detected by GC-MS. The method is successfully applied to
the total Se determination in certified reference materials (BCR-414 and SRM
1643e). The SPME-GF method combined with GC-MS is also applied to the
determination of total selenium in a commercial drug sample (selenium
chelate). In Chapter 2, the anion-exchange HPLC technique coupled to ICP-
MS is used for identification and determination of four selenium species
(Se(IV), Se(VI), selenomethionine and selenocystine) in biological samples
(plankton, Brazil nuts, urine and sunflower leaves). The extraction of the
species is carried out using water for plankton (BCR-414), Brazil nuts and
sunflower leaf. A simulated gastrointestinal digestion is also used to identify
bioaccessible selenium in Brazil nuts. The Se(IV) is the predominant specie in
the plankton, with the highest selenium concentration in the extract. The
Brazil nuts contain selenomethionine and selenocystine species, but only
selenomethionine is identified as bioaccessible. The study of selenium
speciation by HPLC-ICP-MS suggests the presence of selenocystine in the
urine of women and men. The sunflower leaves of plants cultivated with
selenite have a higher number of selenium species compared to the control

plants.
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1. Introducao

A determinacdo e/ou identificacdo de espécies de selénio, tem sido
tema de muitos trabalhos devido a sua importancia como um micro nutriente
essencial ao organismo, a sua estreita faixa entre defici€éncia e toxidade e o

efeito toxico diferenciado das espécies.

Embora a determinacdo da concentracdo total de selénio seja uma
variavel importante, ela ndo fornece informacdes sobre a mobilidade,
biodisponibilidade e efeitos nos organismos ou sistemas ecologicos. A funcdo
biologica especifica depende da forma fisico-quimica na qual o elemento esta

presente na amostra (Wrobel et al., 2003b; Michaelke, 2003).

No organismo, tanto os compostos organico e inorganico de selénio
podem ser metabolizados (Tinggi, 2008). Porém, os compostos inorganicos
(selenito e selenato) sao menos biodisponiveis e também mais toxicos que as
formas organicas (selenometionina e selenocisteina) (Navarro-Alarcon et al.,
2008; Valdiglesias et al.,, 2010). A selenometionina € a espécie quimica
frequentemente usada como suplemento de selénio (Tinggi, 2008), mas
segundo Muecke et al. (2010) o uso de selenito de s6dio como suplemento
seria uma melhor opcdo, pois os efeitos da suplementacdo podem ser mais
facilmente verificados a partir de amostras de sangue dos pacientes. Contudo,
¢ necessario ressaltar que os beneficios da suplementacdo de selénio ainda sao
incertos, € seu uso indiscriminado pode aumentar o risco de intoxicagao

(Navarro-Alarcon et al., 2008).

Assim, existe grande interesse em determinar espécies de selénio

presentes em alimentos, suplementos nutricionais, plantas, micro-organismos



e urina. Dentre a variedade de compostos de selénio, as principais espécies
identificadas em amostras ambientais e bioldgicas sdo Se(IV), Se(VI),
dimetilseleneto, dimetildisseleneto, selenocisteina e selenometionina

(Ochsenkiihn-Petropoulou e Tsopelas, 2002).

A combinacdo de diferentes técnicas de extracdo, separacao e detec¢ao
¢ uma ferramenta importante para os propositos de identificacdo e/ou
quantificacdo de espécies de um elemento. Os estudos de especiacdo de
selénio tém aumentado principalmente utilizando as técnicas de cromatografia
gasosa e liquida (como a exclusdo de tamanho, troca i0nica ou fase reversa)
acopladas a técnicas de detec¢iao elemento-seletiva (como a espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado) ou molecular-seletiva (como a

espectrometria de massas).



2. Revisao bibliografica

2.1. Selénio

O selénio é um calcogénio, presente na tabela periddica ao lado do
enxofre (S), com o qual possui similaridade quimica, promovendo interacoes
Se-S nos sistemas bioldgicos, mas diferem em algumas propriedades que
constitui a base de suas fungdes biologicas. O Se forma compostos organicos e
inorginicos e pode ser encontrado no estado de oxidacdo reduzido (Se”;
seleneto), elementar (Seo) e oxidado (Se“; selenato e Se**; selenito) (Polatajko

et al., 2006).

Como um nutriente essencial ao organismo, esta presente em algumas
selenoproteinas e € associado a regulacdo redox e fung¢do antioxidante,
atuando no metabolismo energético e protecdo contra danos ao DNA (Muecke
et al., 2010; Navarro-Alarcon et al., 2008). Também, tem sido relatada sua
aplicacdo na prevencdo de cancer, cardiopatias e hepatopatias (Combs e Gray,

1998; Navarro-Alarcon et al., 2008; Tinggi, 2008).

Geralmente, as principais fontes de selénio sdo frutos do mar, cereais,
carnes, peixe e ovo. Alimentos como frutas, vegetais e leite apresentam baixos
teores deste elemento, mas isto varia muito entre diferentes regides
dependendo dos niveis de selénio encontrados nos solos que também pode ser
correlacionado a situagdo nutricional de selénio da populacdo humana na

regidao (Navarro-Alarcon et al., 2008; Tinggi, 2008).

Os limites entre deficiéncia e toxidade de selénio sdo muito proximos

e as recomendacoOes didrias diferem entre as agéncias reguladoras. O Food and



Nutrition Board Institute of Medicine (2000) recomenda a ingestdo de 55
ug/dia de selénio para um individuo adulto, enquanto que, para a WHO
(World Health Organization, 1998) a dose deve estar na faixa entre 26 e 34
pg/dia para homens e mulheres. A toxidade cronica de selénio em humanos
causa perda de cabelo, fragilidades das unhas, disturbios gastrointestinais,
erup¢do na pele, halito de alho e funcionamento anormal do sistema nervoso
(Navarro-Alarcon et al., 2008). Problemas na tireoide e distrofia muscular sdo
consequéncias associadas a defici€éncia de selénio e estdo relacionadas a

expressao reduzida de selenoproteinas (Navarro-Alarcon et al., 2008; Papp et

al., 2010, Papp et al., 2007).

Em mamiferos, quando ingerido em altas quantidades, o selénio &
metabolizado via processos de biometilagdo, produzindo as espécies
dimetilseleneto, dimetildisseleneto e o cétion trimetilselenénio, que podem ser
excretadas pela urina ou exaladas através da pele e halito (Figura 1) (B’
Hymer e Caruso, 2006; Pedrero e Madrid, 2009). Este processo ¢ chamado de
detoxicagdo, pois os compostos formados sd@o menos toxicos que outros
compostos de selénio (Pyrznska, 1996).

O mecanismo de detoxicacdo também € importante em plantas
hiperacumuladoras de selénio, que convertem selénio inorganico em formas
volateis que sdo liberadas na atmosfera (Dumont et al., 2006b; Pilon-Smits e
LeDuc, 2009; Rayman et al., 2008). A Figura 2 mostra uma representacao da
metabolizacdo de selénio em plantas. As plantas Se-acumuladoras suportam
grandes quantidades deste elemento (1000-10000 pg/g), porque sintetizam

principalmente selenoaminodcidos ndo-proteicos (Whanger, 2004).

Consequentemente, sdo necessarios métodos para determinar

seletivamente diferentes espécies de selénio, incluindo as inorgénicas e



organicas, pois o efeito bioldgico do selénio para o homem, animal e
organismos marinhos, depende da dose e da forma fisico-quimica na qual esta

presente.
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Figura 1. Rota metabdlica do selénio em mamiferos. S-adenosil metionina (SAM),
S-adenosil homocisteina (SAH). (Adaptado de B’Hymer e Caruso, 2006)
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Figura 2. Metabolizacdo de selénio proposta para plantas. Adenosina trifosfato
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2.2. Andlise de especiacao

A variedade de espécies encontradas para um dado elemento inclui
(Wrobel et al., 2003b): aquelas que ocorrem naturalmente, as emitidas por
meio das diferentes atividades humanas e as transformadas por meio de
organismos vivos. Assim, diferentes campos da ciéncia (ambiental, biologico,
clinico e nutricional) tem focado seu interesse na caracterizacao de compostos

ou espécies de um elemento.

A identificacdo e quantificagdo de diferentes formas fisico-quimicas
de elementos, presentes em uma amostra, ficou conhecida como especiagao

quimica, conceito introduzido por Florence e Batley em 1980 (in: Wrobel et



al., 2003b). Porém, o termo ‘“especiacdo” tem levado a diferentes
interpretagcdes, assim, a Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC, do Inglés International Union of Pure and Applied Chemistry)
recomenda usar o termo “andlise de especiagdo” como atividade analitica de
identificacdo e medida de espécies e restringe o uso do termo especiacao em
quimica para distribuicdo de um elemento em suas espécies (Templeton et al.,

2000).

Como os compostos quimicos podem diferir em composi¢do isotopica,
conformacdo, estado de oxida¢do ou eletrOnico, ou quanto a seus substituintes
ligados covalentemente ou complexados, a TUPAC levanta as seguintes
definicoes (Templeton et al., 2000):
= Espécies quimicas: forma especifica de um elemento definido pela
composi¢cao isotopica, estado de oxidacdo ou eletrOnico, e/ou estrutura
molecular ou complexa.

= Andlise de especiacao: atividade analitica de identificacdo e/ou medida das
quantidades de uma ou mais espécies quimicas individuais em uma
amostra.

= Especiagdo de um elemento: distribuicdo de um elemento associada as

espécies quimicas definidas em um sistema.

A andlise de especiacdo de selénio pode ser dividida em dois grupos
de espécies: nado-voldteis, que incluem as espécies inorganicas, selénio
elementar e compostos organicos; e selenetos organicos volateis, como DMSe
e DMDSe (produzidos por meio de processos de biometilacao; Figuras 1 e 2)
(Pyrznska, 1996; Dauchy et al., 1994). Os maiores campos de interesse sdo a
especiacdo de metabdlitos de selénio presentes em plantas, suplementos

nutricionais € micro-organismos (aminoécidos e peptideos) e de metabdlitos



da urina (Szpunar, 2005). Algumas espécies de selénio avaliadas em amostras

ambientais e bioldgicas sdo apresentadas na Tabela 1.

A base para andlise de especiacdo consiste de sistemas combinados
nos quais as espécies sdo separadas e subsequentemente detectadas por
técnicas elemento-seletivo ou molecular-seletivo. As técnicas analiticas ideais
para estudo de especiacdo devem ser seletivas e possuir sensibilidade para
quantificagdo de todas as formas na amostra (B> Hymer e Caruso, 2006;

Pyrznska, 1996; Pyrznska, 2009).

Os métodos tipicos para andlise de especiagdo envolvem a
combinacdo e hifenacdo entre as técnicas de cromatografia (gasosa e liquida)
ou eletroforese capilar com AAS (do inglés, atomic absorption spectrometry),
ICP OES (do ingles, inductively coupled plasma optical emission
spectrometry), ICP-MS (do inglés, inductively coupled plasma mass
spectrometry) € ESI-MS (do inglés, eletrospray ionization-mass spectrometry)
(Michaelke, 2003).

Geralmente, antes da andlise por essas variadas combinacdes de
técnicas instrumentais, a amostra precisa passar por etapas de extracdo e pré-
concentracdo. Os métodos tradicionais de preparo de amostra (hidrodestilagao,
extracdo Soxhlet, extracdo liquido-liquido e extracdo em fase solida)
consomem tempo € possuem varias etapas que podem levar a perda do analito
e, frequentemente, ao uso de grandes quantidades de solventes. Por esta razao,
métodos de extragdo livres de solvente e que consumam menos tempo na
etapa de preparo de amostra, vem sendo investigados e introduzidos na
literatura (Mester et al., 2001). A microextracdo em fase s6lida (SPME) é uma

técnica de amostragem livre de solvente, que combina extragdo e pré-



Tabela 1. Algumas espécies de interesse na anélise de especiacdo de selénio

Nome Tipo de amostra Referéncias
Selenito Agua, arroz, solos Fang et al., 2009; Tolu ez al., 2011
Selenato Agua, arroz, solos

Cation trimetilselendnio
Dimetilseleneto

Dimetildisseleneto

Selenocisteina

Metilselenocisteina
Selenometionina

Selenocistina

y-glutamil-Se-
metilselenocisteina

Selenoacgucares

Urina
Mostarda, sedimento

Halito, sedimento

Frango, cebola

Alho, cebola
Arroz, frango, castanha-do-para
Arroz, castanha-do-para

Alho, cebola, levedura

Urina

Fang et al., 2009; Tolu et al., 2011
Gammelgaard, et al., 2000; Kuehnelt et al.,

2006b
Meija et al., 2002; Ochsenkiihn-Petropoulou
et al., 2003
Ochsenkiihn-Petropoulou et al., 2003; Cai et
al., 1995

Bierta et al., 2008; Shah et al., 2004

Shah et al., 2004; Mounicou et al., 2009
Bierta et al., 2008; Dumont et al., 2006a; Fang
et al., 2009
Dumont et al., 2006a; Fang et al., 2009
Dernovics et al., 2009; Shah et al., 2004;
Mounicou et al., 2009
Gammelgaard e Bendahl, 2004; Letsiou et al.,
2007




concentracdo em uma unica etapa que € compativel com métodos de separacao

por cromatografia gasosa e liquida.

2.3. Microextracao em fase solida (SPME)

A microextracdo em fase solida é uma microtécnica de extracdo que
vem sendo aplicada em diversos campos, incluindo farmacéutico, clinico,
forense, bioquimico, toxicoldgico e produtos naturais (Theodoridis et al.,

2000).

Geralmente, a unidade de extracdio por SPME comercialmente
disponivel (Figura 3), possui uma pequena fibra de silica fundida revestida por
uma fase extratora, que pode ser sdlida, liquida ou uma combinacdo de ambas.
Devido a sua estrutura fragil, esta fibra € adaptada a um dispositivo de
protecdo (holder) para assegurar sua estrutura fragil durante a manipulagdo

(Theodoridis et al., 2000; Mester et al., 2001).

Embolo Guiaem Z Visor Agulha
Travamento do Fibra de silica
émbolo fundida

Figura 3. Dispositivo convencionalmente utilizado na microextragdo em fase solida
(holder), mostrando a fibra exposta (adaptado de Mester et al., 2001)

A técnica de SPME baseia-se na absorcdo e/ou adsorcao de analitos da

matriz da amostra pela micro fase extratora que reveste a fibra, seguida de
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dessorcao dos compostos em um sistema cromatografico para posterior
separacdo e deteccdo (Theodoridis et al., 2000; Alpendurada, 2000). Vérios
fatores estdo envolvidos neste processo de transferéncia de massa dos analitos,
os quais afetam o modo de extracdo, o tipo de fase extratora (revestimento da

fibra) e as condi¢des de dessorcao.

O aparato convencional de extracdo por SPME, geralmente, €
composto por um sistema de aquecimento e agitacao, frasco de vidro e Holder
de SPME. Por este sistema, dois modos basicos podem ser usados para
extracdo de analitos: extracdo direta ou extracao no modo headspace (HS). Na
extracdo direta (Figura 4a), a agulha do holder perfura o septo do frasco
amostrador, e em seguida, o revestimento da fibra é imerso dentro da amostra
e os analitos sdo transferidos diretamente da matriz da amostra para a fase
extratora. No modo HS (Figura 4b) a fibra é exposta a fase gasosa acima da
amostra confinada no frasco e os analitos sdo transferidos até o revestimento

da fibra (Pawliszyn, 1999).

(a) Extracdo por SPME direta (b) Extrac@o por HS-SPME
Holderde _, Holderde _,
SPME SPME
Agulha — Agulha —

Amostra —

Headspace —» m “

Placa de aquecimento _>| i .| ‘ i ‘| | i .| Placa de aquecimento _,| i “ | i .| | I .|

e agitacio e agitacio

Fibra de SPME Fibra de SPME
exposta exposta

Figura 4. (a) Sistema convencional de extracdo por SMPE no modo direto e (b) no
modo headspace (adaptado de Chen et al., 2008)

11



Na selecdo do modo de extragdo, deve-se considerar a matriz da
amostra, a volatilidade do analito e a afinidade do analito pela matriz
(Theodoridis et al., 2000). A extracdo por HS € ideal nos casos em que os
analitos sdo suficientemente voldteis na temperatura de extracdo escolhida.
Diferentemente da SPME direta, a HS-SPME apresenta vantagens, tais como
minimizacdo dos danos ao revestimento da fibra, aplicacdo a matrizes sélidas
e aquosas contendo materiais particulados, a fase extratora € mais protegida de
interferéncias de moléculas de alta massa molecular, tais como proteinas, além
de facilitar a modificacdo de matriz (pH, forca iOnica, solvente) sem afetar a

fibra (Alpendurada, 2000; Mester et al., 2001; Valente e Augusto, 2000).

Como mencionado anteriormente, dependendo do revestimento da
fibra, a extracdo se dard por mecanismos de absor¢do ou adsor¢do. Fibras
absorventes (liquidos poliméricos) extraem analitos por processo de particao e
sua capacidade depende principalmente da espessura da camada liquida e do

tamanho do analito (Parreira e Cardeal, 2005).

Fibras adsorventes (revestimento s6lido) extraem compostos por
interacOes fisicas, retendo os analitos dentro dos poros até serem dessorvidos
termicamente ou por solvente. Neste tipo de fibra, ao contrario das
absorventes, existe um nimero limitado de sitios adsorventes que podem levar
a competicdo e ao deslocamento entre analitos com diferentes afinidades pela

fase extratora (Parreira e Cardeal, 2005).

Existem poucas fibras de SPME comercialmente disponiveis com
diferentes combinagdes ou misturas de revestimentos. As espessuras dos
filmes variam de 7 a 100 um, resultando em um volume de fase extratora de
0,03 a 0,7 uL (Dietz et al., 2006; Pawliszyn, 1999). A Tabela 2 mostra

algumas fibras de SPME disponiveis e suas aplicagdes gerais. A escolha do
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Tabela 2. Fibras para SPME comercialmente disponiveis (Alpendurada, 2000;
Valente e Augusto, 2000; Vas e Vékey, 2004)

Revestimento Espessura do Recomendacido Aplicacoes gerais
filme (um) de uso
PDMS* 100 GC, HPLC Volateis apolares
30 GC, HPLC Semivolateis apolares
7 GC, HPLC Semivolateis de média
polaridade
PA” 85 GC, HPLC Volateis de alta e

média polaridade

CWYDVB* 65 GC Voliteis de alta e

média polaridade

PDMS/DVB 65 GC, HPLC Volateis e nao volateis
60 GC de baixa a alta
polaridade
CAR‘/PDMS 75 GC Gases e volateis
CW/TPR' 50 HPLC Compostos polares
CAR/PDMS/DVB 30/50 GC Odores e sabores

* Polidimetilsiloxano; b Poliacrilato; ¢ Divinilbenzeno; ¢ Carbowax (polietileno
glicol); © Carboxen (peneira molecular de carbono); ' Resina TPR-100
(divinilbenzeno/ metacrilato).

tipo de revestimento deve ser baseada em fatores como (Parreira e Cardeal,
2005; Pawliszyn, 1999): peso molecular, tamanho, ponto de ebuli¢do e

pressdao de vapor do analito; polaridade e grupos funcionais da fibra e do
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analito; faixa de concentracdo e tipo de técnica de separagdo ou deteccdo

usada.

A dessor¢do dos analitos em SPME usualmente € realizada na porta de
injecdo de um instrumento de cromatografia gasosa ou na interface de um
cromatdgrafo liquido. Porém, a cromatografia gasosa € a principal técnica para
separacao de analitos por SPME, na qual estes sdo termicamente dessorvidos

sem utilizacdo de solvente organicos (Mester et al., 2001; Kumar et al., 2008).

2.3.1. Analise quantitativa por SPME

A teoria da SPME € descrita pela cinética de transferéncia de massa e
pela termodindmica do equilibrio de distribuicdo dos analitos entre as fases
(matriz, headspace e revestimento da fibra). Na literatura € possivel encontrar
trabalhos que discutem com detalhes os fundamentos teéricos da SPME
(Pawliszyn, 1999; Parreira e Cardeal, 2005). O uso da SPME para
quantificacdo estd baseada na relagcdo entre quantidade de analito extraido pelo
revestimento da fibra e sua concentracdo na amostra, como pode ser
observado na equagdo 1, que expressa a massa de analito absorvida por um
revestimento polimérico apds o equilibrio no sistema ser atingido (Mester et
al., 2001; Pawliszyn, 1999; Valente e Augusto, 2000):

_ KWV GV

- 1
K.V, +V, =

Onde, n é a massa do analito extraido; Cy é a concentracao inicial do analito
na amostra; Vy e V, sdo os volumes do revestimento da fibra e da amostra,
respectivamente, ¢ Ky € a constante de distribuicdo do analito entre o

revestimento da fibra/amostra. Quando as fases presentes estdo em equilibrio,
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a quantidade de analito extraida pela fibra é diretamente proporcional a
concentragdo do analito na amostra e independente da sua localizacdo no

sistema (matriz ou headspace) (Pawliszyn, 1999; Valente e Augusto, 2000).

A sensibilidade depende principalmente do coeficiente de particdao
entre o revestimento e a matriz. Alguns artificios como agitacao, mudanca no
pH da amostra, derivacdo do analito ou tipo de fibra, podem facilitar a
extracdo (Pawliszyn, 1999). Os fatores mais importantes que afetam a precisao
em SPME convencional sdo: condi¢des de agitacdo, tempo de extragao
(quando as condic¢des de equilibrio ndo sdo usadas), temperatura, volume de
amostra e headspace, tipo de fibra (polaridade, grupo funcional e espessura),
componentes na matriz da amostra (sal, umidade, pH, entre outros) e

condi¢des de dessor¢cao (Pawliszyn, 1999).

2.3.2. SPME e determinacio de selénio

A SPME aliada a cromatografia gasosa e espectrometria de massas
pode proporcionar um método com amostragem livre de solvente e com
sensibilidade, exatidao e precisdo adequadas para determinagdes quantitativas
(Valente e Augusto, 2000; Zambonin, 2003). Esta técnica tem sido usada para
especiacdo de organoselénios volateis (DMSe, DMDSe, DESe, DEDSe) (Lenz
et al., 2011; Dietz et al., 2003, Dietz et al., 2004a) e para determinagdo de
selénio inorganico, apds derivacdo (Guidotti, 2000; Shahdousti e Alizadeh,

2011) (este topico serd apresentado a seguir).

O revestimento de fibra mais aplicado para extracdo de organoselénios
volateis € CAR/PDMS (Bueno e Pannier, 2009; Dietz et al., 2004b; Meija et

al., 2002) usando o modo de extracdo headspace. Para a determinagdo de

15



selenito sdao relatados os revestimentos de PDMS, PDMS/DVB,
CAR/PDMS/DVB e CAR/PDMS (Campilo et al., 2007; Dimitrakakis et al.,
2004; Kapsimali e Zachariadis, 2010). Porém, de acordo com o Campilo ef? al.
(2007), as fibras de PA, PDMS e CW/PDMS nao favorecem a extracdo de
dimetilseleneto, dimetildisseleneto e Se(IV) derivado, e melhores resultados
sdo observados para os revestimentos de PDMS/DVB, CAR/PDMS/DVB e
CAR/PDMS. Segundo os mesmos autores, maior sensibilidade foi encontrada
para Se(IV) derivado quando o modo de extracdo por imersdo direta foi

adotado para extracao.

2.3.4. Acoplamento SPME-GF

A espectrometria de absor¢ao atdmica com atomizacdo eletrotérmica €
uma técnica sensivel de andlise aplicada para determinagdo de um grande
nimero de elementos, onde os mecanismos de atomizacdo ocorrem em um
tubo cilindrico, aberto em suas extremidades e com um orificio central para

introdugao da amostra (Holler et al., 2009).

Dentre os avangos tecnoldgicos que ocorreram em sua instrumentagao
desde a sua proposta pode se destacar: a utilizagdo de fornos de grafite com
plataforma de L’vov recoberto de carbono pirolitico, reduzindo perdas por
difusdo através da parede do atomizador, e o aquecimento transversal do tubo
que proporcionou um ambiente espacialmente isotérmico para a atomizag¢ao
(Welz e Sperling, 1999; Correia et al., 2003). Deste modo, o aquecimento da
amostra, injetada sobre a plataforma do tubo, ocorre em um ambiente com

controle eficiente de temperatura para gerar um vapor do analito.
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O programa de aquecimento eletrotérmico envolve etapas de secagem
para evaporar o solvente (geralmente, 110 °C), uma etapa de pirdlise para
remover interferentes da matriz (300-1200 °C), uma etapa de atomizagao para
vaporizar o analito (at¢ 2000 e 3000 °C) e uma de limpeza em temperatura
maxima para eliminar o residuo (Erickson, 2000; Skoog et al., 2007). As
temperaturas de pirdlise e atomizagao sao definidas de acordo com o analito e

as condi¢cOes de andlise.

Outra aplicagdo relatada para espectrometria de absor¢ao atdmica com
atomizacao eletrotérmica, apresenta essa técnica como uma estratégia para a
extracdo de espécies volateis. Recentemente, Lopes et al. (2011) utilizaram-se
das vantagens da técnica de SPME com as caracteristicas da GF AAS, usando
o forno de grafite como um reator para controle fino de temperatura, visando a
extracdo de espécies organoestanicas (monobutilestanho, dibutilestanho e

tributilestanho), com subsequente identificacao por GC-MS.

Para realizar o acoplamento da fibra de SPME com o forno de grafite,
o extrator de fumos do espectrometro foi removido e substituido por um
adaptador para suportar o holder de SPME (Figura 5a e 5b). O abaixamento
do holder até a entrada do tubo de grafite é, entdo, realizado pelo pistdo que
controlava a exposicao do extrator de fumos no atomizador, e a altura da fibra
dentro do tubo € controlada pelo alinhamento do holder usando o parafuso do
adaptador (Figura 5b). O alinhamento € realizado de forma a manter a fibra
cerca de 1 mm acima da plataforma do tubo de grafite e expondo,
aproximadamente, 4 mm do comprimento da fibra (1 cm). As Figuras 5c e 5d
apresentam um perfil do acoplamento SPME-GF para exposi¢do da fibra

(outros detales s@o apresentados no Capitulo 1).
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(a)
(b)

_ Parafuso para prender

0 holder de SPME
Suporte do
extrator de
l . Adaptador
Forno de grafite (d)
(C) Holder de SPME
Suporte
Suporte do Ad apt ador
extrator de
fumos
Adaptador para
holder de SPME
SPME-GF
Visao frontal Visao Lateral

Figura 5. Adaptado de Lopes (2009). (a) Forno de grafite sem o extrator de fumos
do espectrometro; (b) Adaptador utilizado para prender o holder de SPME; (c) Fibra
de SPME acoplada ao forno de grafite; (d) Visao frontal e lateral do acoplamento
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Enquanto que na técnica de SPME convencional a transferéncia de
massa € facilitada pela agitacdo da solucdo, no acoplamento SPME-GF a
temperatura € o Unico parametro que contribuiu para a eficiéncia da
transferéncia de massa, das espécies de interesse, entre a plataforma e o
espaco em que se encontra a fibra. Assim, pelo sistema de extracio SPME-
GF, € necessario definir um programa de temperatura adequado para expor a

fibra a temperaturas apropriadas para a extracdo das espécies.

Lopes et al. (2011) também verificou um comportamento de retengdo
diferenciado para os analitos mais € menos volateis. Em tempo méiximo de
exposicdo da fibra de SPME dentro do tubo de grafite, permitido pela
programacao do forno de grafite, foi observado um maior sinal analitico para a
espécie menos volatil (tributiletilestanho), apds a extracdo por SPME-GF.
Destaca-se ainda que, embora o procedimento de retengdo por SPME-GF nao
se caracterize como um processo dinamico (ndo existe fluxo de gas arrastando
os analitos até a regido da fibra), pois a extracdo € realizada em um sistema
aberto, o sistema pode envolver parametros similares a um processo dinamico,
onde o aumento da pressdo parcial do solvente contribui para o arraste de
espécies menos volateis, favorecendo sua retengdo por SPME-GF (Lopes et
al., 2011). Um dos desafios € a aplicacdo deste sistema na extracdo de

espécies para fins de determinagdo quantitativa.

2.4. Cromatografia

A cromatografia € um método fisico de separagdo, onde os
componentes de uma mistura sdo separados por sua distribuicao entre duas

fases (estaciondria e movel) (Ettre, 1993). Esta técnica é muito aplicada
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devido a sua capacidade de separagdo, identificacdio e quantificagdo,
principalmente quando combinada com outras técnicas instrumentais, como a

espectrometria de massas (Collins et al., 2006).

Os tipos de cromatografia existentes podem ser classificados em
relacdo a técnica (planar e em coluna), ao estado fisico das fases empregadas e
aos mecanismos de separacdo. Considerando a fase movel, a cromatografia se
classifica em: cromatografia gasosa, onde a fase movel € um gas inerte;
cromatografia liquida, na qual a fase mével é um liquido que pode influenciar
na separacdo, e cromatografia supercritica que usa um vapor pressurizado, em
temperatura e pressao acima de seu ponto critico (Collins et al., 2006; Poole,
2003; Ettre, 1993). Em relacdo aos mecanismos de separagdo, 0S processos
podem ser por adsorcdo, absorcdo (particdo), troca idnica, bioafinidade e

exclusao (Collins et al., 2006, Ettre, 1993).

Nos processos fisicos de sor¢do (adsor¢do ou absor¢do), os solutos
interagem com a fase estaciondria e podem retornar a fase modvel por
volatilidade (cromatografia gasosa) ou solubilidade (cromatografia liquida e

cromatografia com fluido supercritico) (Collins et al., 2006).

2.4.1. Cromatografia gasosa

Aplicada somente na separacdo de espécies volateis, semi-volateis e
termicamente estaveis (Collins et al., 2006; Popp et al., 2010). A amostra é
vaporizada no sistema de injec¢ao e introduzida na coluna, onde as substancias
sdo separadas de acordo com suas propriedades e as da fase estaciondria. Os
compostos sdo eluidos pelo gds de arraste, que ndo deve interagir com o

recheio da coluna e ser compativel com o detector usado. Em cromatografia
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gasosa, a programacdao de temperatura da coluna melhora a separacdo e
diminui o tempo de andlise (Collins et al., 2006). Esta técnica possui alto
poder de resolucdo, permitindo a analise de varias substiancias de uma mesma
amostra, e fornece excelentes resultados quantitativos (Collins et al., 2006;

McNair e Miller, 1997).

Para o selénio, a cromatografia gasosa € bastante usada na
determinacdo das espécies volateis (dimetilseleneto, dietilseleneto e
dimetildisseleneto) (Bueno e Pannier, 2009; Campillo et al., 2005; Dietz et al.,
2003; Gomez-Ariza et al., 1998; Hunter e Kuykendall, 2004; Winkel et al.,
2010), mas também € relatada sua aplicacdo para determinacdo de selénio
inorganico, apds reacdo de complexacdo (derivagdo) para formacdo de
compostos volateis (Campillo et al., 2007; Gémez-Ariza et al., 1999a; Giiler

et al., 2011; Najafi et al., 2012; Saleh et al., 2009).

2.4.1.1. Derivacao

Somente os gases e cerca de 20% dos compostos organicos conhecidos
podem ser analisados por GC sem tratamento prévio (Collins et al., 2006;
Meyer, 2004). Em casos onde as substancias ndo sdo volateis ou possuem
grupos fortemente polares é necessdrio realizar a reacdo de derivacdo. Este
procedimento também pode ser usado para melhorar a detectabilidade de
compostos. As reacdes para produzir derivados voldteis podem ser
classificadas como: sililagdo, acilagcdo, alquilacio e complexagdo (Collins et
al., 2006; McNair e Miller, 1997). As aminas, por exemplo, voldteis ou nao,
devem ser derivadas devido a sua tendéncia em formar ligacdes de hidrogénio

que dificulta a sua elui¢iao da coluna (McNair e Miller, 1997).
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a) Derivacao de espécies de selénio

Para determinacdo de selenito por GC, alguns trabalhos reportam o uso
do tetraetilborato de soédio como agente de derivacdo (Kapsimali e
Zachariadis, 2010; Guidotti, 2000; Guntinas et al., 1995; Clark e Craig, 1992),
onde, neste caso, o Se(IV) reage com o tetraeltilborato de s6dio formando o
dietilseleneto que pode ser separado por GC. Porém, este derivante também
reage com a espécie dimetildisseleneto que é quimicamente transformada em

metiletilseleneto (Campillo et al., 2007).

A geracdo de hidretos foi usada por Moreno et al. (2003) para a
determinacdo de Se(IV) na presenca de dimetilseleneto e dimetildisseleneto.
Os autores demonstraram que sob a mesma condicdo de redugdo para o
selénio inorganico, essas espécies dimetiladas sdo transformadas em outras
espécies mais volateis, por reacdo com o borohidreto de sddio, interferindo na

deteminagao de Se(IV).

Em sua maioria, a derivacdo de selénio se baseia na formacdo do
complexo piazoselenol, em meio acido (pH entre 1 e 3). Varios métodos sao
descritos pela literatura usando diferentes reagentes de derivacdao como: 1,2-
fenilenodiamino (Al-Attar e Nickless, 1988; Saleh er al., 2009; Sarkoubhi et al.,
2007), 4-cloro-1,2-fenilenodiamino (Gémez-Ariza et al., 1998; Gémez-Ariza
et al., 1999a), 4-nitro-1,2-fenilenodiamino (Ashournia e Aliakbar, 2010;
Bidari et al.,, 2008; Najafi et al., 2012), 4,5-dicloro-1,2-fenilenodiano
(Guidotti et al., 1999; Campillo et al., 2007) e o 2,3-diaminonaftaleno (Giiler
et al., 2011; Serra et al., 2010). Nestes métodos, o Se(IV) forma o composto

volatil que pode ser separado por GC. O complexo de piazoselenol mais
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simples € obtido a partir da reacdo entre o selenito e o 1,2-fenilenodiamino

(Figura 6) (Gontijo, 2006).

NH, - N\
SeO32' + @ + 2H+ P a— L N/Se + 3H20

NH,

Figura 6. Representacdo da reacdo de derivagdo para formacdo do complexo
piazoselenol

GOmez-Ariza et al. (1999b) avaliaram trés agentes de derivaciao (4-
cloro-1,2-fenilenodiamino, 4-nitro-1,2-fenilenodiamino e 2,3-
diaminonaftaleno) para determinacdao de selenito em amostras de 4gua, e
observaram que temperaturas maiores de reacdo foram necessdrias para a
formacao do 4-cloro-piazoselenol e 4-nitro-piazoselenol. Entretanto, o tempo
de derivagdo para estes dois reagentes foi menor (7 min), comparado ao do
2,3-diaminonaftaleno (60 min), e o método de derivagao usando o 4-cloro-1,2-
fenilenodiamino foi considerado mais util para determinacdao de Se(IV) por

obter maior sensibilidade.

Também € relatada a derivagdo de seleno-amino 4cidos para
determinagdo por GC (Duan e Hu, 2009a; Vonderheid et al., 2002; Zhang et
al., 2012). Vonderheid et al. (2002) aplicaram a GC para determinagdo de
selenometionina, selenoetionina e selenocistina apds acilacao do grupo amina
e esterificagdo do grupo carboxilico usando o cloroformiato de isobutila, para

aumentar a volatilidade desses compostos.
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2.4.1.2. Deteccao

As colunas cromatograficas podem ser acopladas a diferentes sistemas
de deteccao. Dependendo do detector empregado € possivel obter baixos
limites de detecc¢do (10'12 g ou at€ menos) (Collins et al., 2006; McNair e
Miller, 1997). A cromatografia gasosa combinada a espectrometria de massas
permite a identificacdo de varios compostos. Este sistema, geralmente, possui
(Collins et al., 2006): uma interface para ligacio dos equipamentos; uma
camara de ioniza¢ao onde os ions moleculares sao formados e fragmentados,
principalmente por impacto de eletrons; um analisador de massas, onde os
ions sdo separados de acordo com a razdo massa/carga, € um sistema de

detecc¢do de fons com um programa para interpretacao dos dados.

Os espectros de massas obtidos sdo caracteristicos para cada
substancia e podem ser comparados a espectros armazenados em bibliotecas,
podendo confirmar a presenca do analito através da massa molar e estrutura.
Operando no modo de monitoramento de ion selecionado (SIM) possui alta

seletividade e permite a quantificacdo de picos sobrepostos (Collins et al.,

2006).

Para determinacdo das espécies de selénio (dimetilseleneto,
dimetildisseleneto, compostos derivados) o acoplamento GC-MS € o a mais
usual (Campillo et al., 2009; Bueno e Pannier, 2009; Gémez-Ariza et al.,
1999b; Guidotti, 2000; Kapsimali e Zachariadis , 2009). Guidotti et al. (1999)
realizaram uma determinagdo seletiva de Se(IV) e Se(VI) por GC-MS em
amostras de dgua, obtendo limite de deteccdo de 6 ng L' para o método. Para

o dimetilseleneto e dimetildisseleneto, Ghasemi et al. (2011) apresentam um
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método com determinacio por GC-MS onde limites de deteccdo de 65 ng L™ e

q1 -~ .
57 ng L sdo encontrados para estes compostos, respectivamente.

Outras técnicas reportadas na literatura para detec¢do de selénio
usando a cromatografia gasosa sao: ICP-MS (Bueno e Pannier, 2009; Dietz et
al., 2004a; Duan e Hu, 2009a), ECD (do inglés, electron-capture detection)
(Bidari et al., 2008), AED (do inglés, atomic emission detection) (Campillo et
al., 2005; Campilo et al., 2007), MIP AES (do inglés, microwave induced
plasma atomic emission spectrometry) (Dietz et al., 2004a; Dietz et al.,
2004b; Gutinas et al., 1995) e AFS (do inglés, atomic fluorescence
spectroscopy) (Dietz et al., 2004a).

2.4.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € aplicada na determinacgao
de vérios compostos, podendo separar misturas com um grande nimero de
substancias similares (Collins er al., 2006, Meyer, 2004). Independe da
volatilidade ou estabilidade térmica dos compostos e requer apenas que a

amostra seja soldvel na fase movel.

Em HPLC, a fase mdvel € eluida sob altas pressdes através da coluna
contendo a fase estaciondria e a separacdo ocorre devido as diferentes
interagdes de cada componente da amostra com ambas as fases, estaciondria e
mével (Meyer, 2004; Weston e Brown, 1997). E possivel realizar separacdes e
andlises quantitativas em poucos minutos com alta resolucdo, eficiéncia e

detectabilidade (Collins et al., 2006).

Diferentes mecanismos de separacdo (fase normal, fase reserva,

exclusdo de tamanho, troca idnica e bioafinidade) podem ser utilizados em
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HPLC, trocando a fase estaciondria e a fase movel (Collins et al., 2006). Os
principais mecanismos de separacdo usados para andlise de especiacdo de bio-
inorganicos, inclusive compostos de selénio, sdo a exclusdo de tamanho, troca
10nica e fase reversa ou fase reversa por pares de ions (Polatajko er al., 2006;
Szpunar, 2000). Frequentemente, uma combina¢cdo desses mecanismos de
separacdo € necessaria para identificar corretamente as espécies (Szpunar,
2000). Além disso, a escolha da fase movel (pH e forca idnica), também ¢é
importante para separacdes Otimas e pode variar em funcdo do modo de
separacdo e do detector utilizado. A Tabela 3 apresenta alguns métodos

analiticos com HPLC para selenocompostos.

2.4.2.1. Cromatografia por exclusao

A cromatografia por exclusdo (SEC) ¢ um processo mecanico de
separacao no qual as moléculas sdo separadas devido as suas diferencas de
tamanho e/ou forma, que afetam sua capacidade de penetracdo nos poros da
fase estaciondria (Collins et al., 2006; Ettre, 1993). O tempo médio que uma
substancia gasta nos poros € usualmente associado a sua massa molecular
(Szpunar, 2000). As moléculas pequenas penetram mais facilmente na fase
estacionaria e, por consequéncia, se movem mais lentamente que as moléculas

maiores, sendo as ultimas a chegarem ao detector.

Devido a baixa resolu¢do, este mecanismo de separacdo € pouco
aplicado para andlise de amostras bioldgicas complexas. Suas aplicacdes mais
comuns sdo para: isolar e purificar proteinas para separacdo subsequente, por
métodos de alta resolucdao como troca idnica e fase reversa, e estimar a massa

molar a partir da curva de calibracdo (Collins et al., 2006). Na andlise de
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Tabela 3. Métodos de separacdo por HPLC para selenocompostos

Amostra Tipo Fase madvel Deteccao Referéncias
Levedura SEC*  Tampdo acetato de aménio (10 ICP-MS Far et al., 2010
enriquecida com Se mmol L™)
NP° Tampao acetato de amonio (2,5 ICP-MS e
mmol L") em 80% de acetonitrila ESI-MS/MS
Tecido de M. RP¢ 1% de metanol e 0,1% de acido ICP-MS Gong et al., 2012
anguillicaudatus férmico em dgua
(A) 3% de metanol e 0,1% de acido ESI-MS/MS
férmico em dgua (B) 100% de
metanol
Levedura selenizada RP Metanol dgua em 0,1% de acido ICP-MS e Infante ef al., 2006
férmico ESI-MS/MS
Suplemento AEX!  Acetato de amdnio (A-25 mmol L™ ICP-MS Dernovics e Lobinski, 2008
alimentar (levedura) e B-250 mmol L'l)
Tecido de tartaruga AEX  Acetato de aménio 50 mmol L™ Anan et al., 2011
SEC Acetato de aménio 10 mmol L™
Levedura SEC Acetato de amonio 10 mmol L™ ICP-MS Casal et al., 2010
enriquecida com Se AEX  Acetato de amonio (A-25 mmol L™ ICP-MS
e B-250 mmol L)
CEX®  Formiato de piridina (A-1 mmol L ICP-MS
e B-40 mmol L'l)
Formiato de amonio (A-1 mmol L' ESI-MS

e B-100 mmol L'l) em 20% de
metanol
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Tabela 3. (continuagdo)

Soja

Arroz

Leveduras e
castanha-do-para

Grao de trigo

Alho e mostarda

Farinha e pao

RP

RP

AEX

SEC
RP

RP

AEX

CEX

RP

AEX/SEC
AEX

2% de metanol em 0,02% de acido
heptafluorobutirico

5% de metanol em 0,015% de acido
heptafluorobutirico

Tampio citrato (A-2 mmol L' e B-
10 mmol L) com 1% de metanol

10 mmol L™ de 4cido férmico/NH;
5 mmol L' de 4cido citrico/NaOH,
5 mmol L' 4cido hexanosulfonico

2% de metanol em 0,1% de acido
formico

3% de metanol em 3,5 mmol L' de
acido salicilico

(A) 3% de metanol, (B) 3% de
metanol 10 mmol L' de formiato
de piridinio

10% de metanol em 0,2% de acido
heptafluorobutirico

10 mmol L' de acetato de amdnio

2% de metanol em 5 mmol L de
citrato de amonio

ICP-MS

ICP-MS

ICP-MS

ICP-MS

ICP-MS

Chan et al., 2010

Fang et al., 2009

Wrobel et al., 2003a

Cubadda et al., 2010

Montes-Bayon et al., 2006

Hart et al., 2011

. ~ b d RN N f
* Cormatografia de exclusdo; ~ Fase normal; © Fase reversa; © Troca ani6nica; © Troca catidnica; ' Electrospray



selenocompotos a SEC ¢ aplicada, geralmente, para verificar a distribui¢do de
proteinas contendo selénio e/ou como uma etapa de purificagdo de amostra
(Dernovics et al., In press; Preud’homme et al., 2012; Tao et al., 2008). Duan
et al., (2004) reportou o uso da SEC para avaliar a distribuicdo de compostos
de selénio em miusculos de sete animais (frango, peru, pato, avestruz, cordeiro,
bovino e suino). Kédpolna et al. (2007), utilizaram a SEC para investigar a
presenca de selenoproteinas em cebolinha (Allium schoenoprasum)
enriquecida com Se(IV), Se(VI) e selenometionina (SeMet), e verificaram que
comparado ao Se(IV) e SeMet a suplementacdo com Se(VI) leva a maior

incorporacdo de selénio em espécies de baixa massa molecular.

2.4.2.2. Cromatografia por troca ionica

Na separagcdo por troca iOnica, a fase estaciondria é um soélido com
grupos i0nicos imobilizados € o mecanismo dominante de separacdo € por
interagdo eletrostatica (Poole, 2003). Para trocadores aniOnicos, os sitios
ativos sdo carregados positivamente, retendo anions, e para trocadores
catidnicos sdao adicionados grupos carregados negativamente que retém
cations. Nestes casos, geralmente, a fase moével é uma solugdo iOnica
tamponante que contém fons capazes de competir, com as moléculas da

amostra, pelos sitios da fase estaciondria (Collins et al., 2006).

Este mecanismo de separagdo € usado para separacdo de ions
inorganicos, organometalicos e compostos facilmente ionizdveis em condicoes
tamponadas, como: d&cidos carboxilicos, bases orginicas, peptideos,
aminodcidos e 4cidos nucleicos (Collins et al., 2006; Polatajko et al., 2006).

Virios trabalhos reportam a aplicacdo da cromatografia por troca anidnica
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(AEX) para andlise de especiacdo de selénio inorganico (selenito e selenato) e
organico como os selenoamino acidos, que podem ser ionizados dependo do
pH da fase movel, (Floor et al., 2011; Peachey et al., 2009; Sanchez-Martinez
etal.,2012; Yuetal., 2011).

Tanto os trocadores anidnicos como catidnicos podem ser usados em
HPLC para separacio de espécies (Casal et al., 2010; Cubadda et al., 2010).
Képolna et al. (2009) demonstraram por HPLC com troca anidnica e catiOnica
que a selenometionina e a y-glutamil-Se-metilselenocisteina sdo as principais

espécies organicas em raizes de cenouras (plantas enriquecidas com selénio).

2.4.2.3. Cromatografia de fase reversa

A cromatografia de fase reversa consiste na separa¢do de compostos
entre uma fase moével polar e uma fase estacionaria apolar (geralmente,
cadeias -Ci;gH3; ou -CgHj7). A eluicdo é realizada pela diminuicdo da
polaridade da fase movel usando solventes organicos (Polatajko et al., 20006).
Quando os compostos da amostra ionizam-se facilmente a fase reversa por par
10nico pode ser utilizada. Neste método, um contra-ion organico € adicionado
a fase moével formando um par idnico, de carga neutra, com o soluto a ser
separado, que passa a ficar mais retido na fase reversa proporcionando a
separacdo (Collins et al., 2006). A cromatografia de fase reversa por par
i6nico ¢ uma técnica que permite a separagdo simultinea de moléculas
anidnicas, cationicas e neutras, podendo ser uma alternativa a cromatografia

por troca idnica (Collins et al., 2006; Uden, 2002).

Estes métodos de separacdo também sdo aplicados em estudos de

especiacdo de selénio (Amoako et al., 2011; Tao et al., 2008). Gosetti et al.
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(2007) aplicaram a cromatografia de fase reversa por pares de ions, para
determinacdo de espécies de selénio em suplementos alimentares, utilizando
uma mistura de dgua e metanol, ambos com 0,05% de 4cido trifluroacético,
como fase movel para separacdo das espécies organicas € uma mistura de
metanol e hidréxido de tetrabutilamdnio (1 mmol L) para separacio das
espécies inorganicas. Também € relatada a sua aplicacdo em combinacao
como outros mecanismos de separacdo como SEC e troca idnica (Dernovics et
al., 2009; Fang et al., 2009; Lipiec et al., 2010; Tolu et al., 2011). Lu et al.
(2012) desenvolveram um método para andlise de especiacdo de quatro
espécies de selénio (cdtion trimetilselendnio, selenometionina e dois
selenoagtcar) em urina humana, utilizando uma pré-coluna de troca catidnica

acoplada em série com uma coluna de fase reversa para separacao.

2.4.2.4. Deteccao

Apesar do alto custo, o uso da espectrometria de massas como detector
para HPLC tem aumentado devido ao seu potencial em fornecer informagdes
de massa molar e estrutura do analito. As diferengas entre os componentes do
espectrometro de massas (fonte de ionizagdo, analisador de massas e detector)
classificam os tipos de técnicas de MS aplicadas em HPLC. As interfaces mais
usadas sdo a ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (APCI) e a ionizagdo
por electrospray (ESI) e os analisadores mais comuns sdo 0s magnéticos,
eletrostéticos, quadrupolos lineares, quadrupolos ion trap e tempo de voo
(Collins et al., 2006).

As dificuldades na andlise por espectrometria de massas moleculares

surgem quando a ionizagdo do analito € pobre e quando ocorre supressdo de
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fons devido a matriz da amostra, prejudicando a identificacdo de espécies
(Gammelgaard et al., 2011). Os principais problemas no acoplamento HPLC-
MS sdo referentes a composicdo do efluente da coluna e tipo de analito
(Collins et al., 2006). A analise de compostos dificeis de serem ionizados é
prejudicada em HPLC-MS, uma vez que a MS detecta apenas espécies
carregadas e o uso de fase movel contendo componentes ndo volateis, como
fosfato e EDTA, pode ser proibida.

Outra técnica muito usada para deteccao dos compostos separados por
HPLC, especialmente de selénio, € a ICP-MS, uma técnica de espectrometria
de massas elementar. Sua aplicacdo em estudos de especiacdo de selénio
aumentou devido ao potencial de separacdo e deteccdo, obtidos com a
combinacdo destas técnicas, possibilitando a quantificacdo de compostos
organicos € inorganicos. Entretanto, enquanto a MS molecular carece de
sensibilidade na MS elementar falta especificidade (Dumont et al., 2006b).
Por ICP-MS € possivel determinar baixas concentracdes dos elementos (ng L~
", porém, as altas temperaturas produzidas no plasma destroem toda
informacdo estrutural com a atomizagdo e ionizacdo do composto. Assim,
andlises usando a MS para aquisi¢do de informag¢do molecular (estrutural) e
elementar (isotdpica, quantitativa), como ESI-MS e ICP-MS, respectivamente,
resultam em uma combinacdo ideal para estudos de especiacdo elementar
(Schaumloffel e Tholey, 2011), principalmente quando os padrées ndao sao

disponiveis ou a espécie € desconhecida.
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2.5. Espectrometria de massas com plasma indutivamente

acoplado

Atualmente, a técnica analitica de espectrometria de massas elementar
(ICP-MS) € a mais utilizada em estudos de especiacdo. Esta técnica €
caracterizada pelos baixos limites de detec¢do (ng L) obtidos para muitos
elementos, ampla faixa linear dinamica (108) e capacidade multi-elementar
(Becker, 2007). As principais partes comuns de um ICP-MS sdo: o sistema de
introducdo de amostra (nebulizador); a fonte de ions ICP para desolvatacdo,
atomizagao e ionizagao; e o espectrometro de massas. Neste sistema, a solugao
aquosa € nebulizada, introduzida na fonte de ions e os ions formados sao
extraidos até a regido de alto vacuo usando um sistema de lentes. O feixe de
ions € entdo separado no analisador de massas e detectado (Becker, 2007). A

maioria dos instrumentos usados € baseada em filtros de massa quadrupolo

(Polatajko et al., 2006; Popp et al., 2010).

Os maiores problemas em ICP-MS sdo devido a ocorréncia de
interferéncias de massas, causadas por espécies atdmicas ou poliatdmicas com
mesma razdo m/z do analito, e interferéncias ndo espectrais, causadas,
principalmente pela matriz da amostra (Becker, 2007; D’llio et al., 2011;
Polatajko et al., 2006). As interferéncias de massa sdo menos acentuadas
quando a técnica de ICP-MS ¢é empregada apds separagdo cromatografica
(Polatajko et al., 2006; Uden, 2002). Porém, estas interferéncias podem ser
contornadas usando espectrOmetros de massas de alta resolu¢cdo ou com
sistemas de celas de reacdo/colisdo usando gases ou mistura de gases, tais
como o H,, He, NH3;, O,, CHy, entre outros (Becker, 2007; Polatajko et al.,
20006).
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As celas de reacdo/colisao sdo multipolos (quadrupolo, hexapolo ou
octapolo) posicionados antes do analisador quadrupolo no qual um gés inerte
ou reativo € introduzido para eliminar interferéncias por processos de colisao
ou reacdo. A cela de colisdo € usada quando a interferéncia ndo € conhecida e
o analito € menor que 100 u (fons mais leves). A cela dindmica de reacao
(DRC) € limitada a ions moleculares reativos e eficientemente empregada
quando a interferéncia € conhecida. As vantagens da DRC incluem perda

minima de sensibilidade e reagdes previsiveis e controlaveis (D’llio et al.,

2011).

Para determinacdo de selénio por ICP-MS, as interfer€ncias sao
principalmente correlacionadas a fons poliatdmicos que apresentam a mesma
razdo m/z que os isétopos de selénio (*'Se, *Se, "*Se, "Se, "°Se e "*Se). Os
dois is6topos mais abundantes, 805e (49,7%) e 8Se (23,6%), sofrem
interferéncia de dimeros de argbnio (40Ar40Ar+ e 40Ar38Ar+), elemento
abundante na fonte de plasma. Os outros is6topos menos abundantes também
sdo afetados por fons poliatdmicos como: “Ar°Art, “Ar°Art, *Ar*Ca’,
YAPCT, *'BrH' e **S'°05" (D’llio et al., 2011; Dressler et al., 2011). Estas
interferéncias tém sido atenuadas por mecanismos de colisdo/reacdo usando
gases como o metano (Albuquerque et al., 2012; Bednar et al., 2009;
Sucharov4, 2011), hidrogénio (Chen et al., 2008; Zhao et al., 2011) e oxigénio
(Gabel-Jensen et al., 2008; Silva et al., 2011; Stiirup et al., 2006) ou mistura
de gases como H, e He (Al-Saad, er al., 2011). Silva e Arruda (2012),
utilizaram a DRC com oxigénio para detec¢io da m/z 96 (*’Se'°O") por ICP-
MS a fim de identificar proteinas contendo selénio em folhas de girassol, e

este também foi o método aplicado neste trabalho (Capitulo 2).
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CAPITULO 1

Acoplamento SPME-GF e determinacao de selénio por GC-MS
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1.1. Objetivo

Determinar selénio por GC-MS usando o sistema SPME-GF para

extracdo de Se(IV), apds reacdo de derivagdio com o 4,5-diclorol,2-

fenilenodiamino em forno de grafite.

Objetivos especificos:

Investigar a identificacdo simultinea de espécies de selénio (DMSe,

DMDSe e Se(IV) derivado) por GC-MS ap6s extracdo por SPME;

Avaliar o método original de derivacdo do Se(IV) para formacdo do

complexo piazoselenol com extracdao por SPME;
Separar e identificar as espécies extraidas por GC-MS;

Aplicar a técnica de SPME acoplada ao forno de grafite para extracao do

complexo piazoselenol;

Propor modificacdes ao meio reacional de derivacao do Se(IV), afim de
minimizar danos ao revestimento da fibra de SPME e melhorar a eficiéncia

de extracdo.
Verificar a derivacdo do Se(IV) dentro do forno de grafite;

Otimizar as condi¢Oes de derivacdo e extracdo do complexo piazoselenol

dentro do forno de grafite;

Determinar o teor de selénio total em materiais de referéncia e amostra de

medicamento usando a técnica proposta.
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1.2. Parte experimental

1.2.1. Equipamentos e acessorios

- Agitador magnético digital Mirak;
- Desionizador de dgua Millipore, modelo Milli Q-Plus;

- Espectrometro de absor¢do atomica com forno de grafite Perkin Elmer,
modelo AAnalyst 600, equipado com corretor Zeeman longitudinal e auto-

amostrador AS-800;

- GC-MS ion trap (VARIAN, Saturn 2100D) equipado com um injetor tipo
split/splitless e liner para SPME, usado durante a otimizacdo dos

procedimentos de derivacao e extragao;

- GC-MS quadrupolo (SHIMADZU, GC-17A / QP-5000) equipado com um
injetor tipo split/splitless e liner para SPME;

- Forno de microondas (Provecto Analitica, DGT 100 Plus);

- Fibra  comercial  Supelco de  polidimetilsiloxano/divinilbenzeno
(PDMS/DVB) de 65 um, condicionada a 250 °C por 30 min no injetor do

sistema cromatogréfico;

- Frascos de vidro 16 mL equipado com septo de PTFE

(politetrafluoroetileno)/silicone Pierce;

- Lampada de EDL (do inglés, electrodeless discharge lamp) para selénio,

Perkin Elmer;

- Holder de SPME para fibra (Supelco) modificado (Lopes et al., 2011).
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- Tubos de grafite do tipo end-capped que possui aberturas mais restritas nas
extremidades, com plataforma integrada revestida com grafite pirolitico

(PerkinElmer).

1.2.2. Gases, reagentes e solucoes

- Gases Ar e He com pureza de 99,999%;
- Solugao de brometo de potassio 1% (m/v) (99,8%, Carlo Erba);
- Solu¢ao de hidréxido de sédio 2 mol L} (99%, Vetec);

- Solugdes estoques de DMSe (99,0 %, Aldrich) e DMDSe (96 %, Aldrich)
1000 mg L' de Se preparadas por diluicdo em metanol (99,9%, J.T.Becker)
e estocadas a 4 °C. Solucdes intermedidrias de 10 mg L™ foram preparadas
diariamente por diluicdo a partir das solu¢des estoques com metanol. As
solucdes trabalho foram preparadas por diluicdo a partir das solucdes

intermedidrias com 4gua;

- Solugio estoque de selenito de sédio (99,999%, Aldrich) 1000 mg L™ de Se
preparada por dilui¢ao do sal em HNO; (65%, Merck) 0,2% (v/v);

- Solugdo de 4,5-diclorol,2-fenilenodiamino (DCFDA) (97%, Aldrich),
preparada por solubiliza¢io em HCI (37,5%, Merck) 0,1 mol L™ diluido em
etanol (36%, Merck);

- Solugdes de HCI 10% e 1% (v/v);

- Solugdes de HNO;3 1% (v/v), NH4Cl (99,8%, Merck) 1% (m/v) e H,SO,
(96%, Merck) 0,01 mol Lt
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1.2.3. Condicoes do GC-MS ion-trap

- Coluna HP-5 (30 m-comprimento x 0,25 mm-diametro x 0,25 pm-espessura
do filme);

- Temperatura de injecdo: 250 °C;

- Tempo de dessor¢do: 5 min;

- Gés de arraste: hélio em um fluxo del mL min™;

- Programa de temperatura da coluna: 2 min a 80 °C, 80 até 280 °C
programado para 10 °C/min e 5 min a 280 °C;

- Temperatura de interface: 260 °C;

- Faixa de massa: 60-350 m/z.

Em todos os experimentos, apds extracdo, a fibra foi transportada em
gelo seco até o equipamento de GC-MS para dessor¢cdo dos compostos no

modo splitless.

1.2.4. Condic¢oes do GC-MS quadrupolo no modo SIM

Foram aplicadas as mesmas condi¢des cromatograficas (tipo de coluna
e programacdo de temperatura, temperaturas de injecao e de interface, fluxo
do gas de arraste) usadas no procedimento 1.2.3. Neste caso, apenas os ions
252, 254, 137 e 101 m/z, foram monitorados para quantificacdo, o que torna a

técnica extremamente seletiva.
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1.2.5. Extracao de DMSe e DMDSe usando SPME no modo

headspace

Um volume de 5 mL de solu¢do contendo DMSe e DMDSe a 100 e 40
ug L', respectivamente, foi adicionado em frasco de vidro para SPME de 16
mL, agitado a 650 rpm a temperatura ambiente. A fibra de PDMS/DVB foi,
entdo, exposta ao headspace por 20 min (Campilo et al., 2007). Apds esse

tempo, a fibra foi inserida no injetor do equipamento de GC-MS.

1.2.6. Derivacao do Se(IV) em frasco de vidro para SPME

Um volume de 7 mL de solugdo de selenito de sédio 100 pg L™ foi
adicionado em frasco de vidro para SPME de 16 mL; em seguida, foram
adicionados 100 uL de HCI 10% (v/v) e 200 uL. de DCFDA 1% (m/v). O
frasco foi imediatamente fechado e agitado a 650 rpm a temperatura ambiente
(26 a 28 °C) por 30 min para a forma¢do do complexo piazoselenol (Guidotti

et al., 1999).

Nesta etapa, algumas condi¢des deste método de derivagdo foram
avaliadas de modo univariado: efeito do HCI 10% (v/v) (0-150 uL), volume
de DCFDA 1% (m/v) (100-250 pL) e tempo de reagdo (20-50 min). As
condicdes iniciais usadas foram: 100 uL de HC1 10% (v/v); 200 puL de solucao
de DCFDA 1% (m/v) e 30 min de derivacao.
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1.2.7. Extracao de Se(I1V) derivado por SPME no modo direto

ApOs derivacdo, o septo do frasco foi perfurado pela agulha do holder
de SPME e a fibra de PDMS/DVB foi exposta a solugdo ficando imersa por 30
min, sob agitacdo (650 rpm) constante a temperatura ambiente. Apds esse
tempo, a fibra foi retraida e os compostos retidos foram dessorvidos

termicamente para identificagdo no GC-MS.

1.2.8. Acoplamento SPME-GF

A montagem do acoplamento foi realizada como descrito por Lopes et
al. (2011). O alinhamento no interior do tubo foi realizado de forma a manter
a ponta da fibra a aproximadamente 1 mm da superficie da plataforma do tubo

de grafite.

Na Figura 7 é mostrado um diagrama esquemaético para extracao por
SPME-GF. Resumidamente, uma aliquota de solucdo (99 uL) € injetada
dentro do tubo de grafite (Fig. 7a) gerando uma gota de solu¢do que deve se
manter formada dentro do tubo apds injecdo. Com a exposi¢do da fibra no
tubo de grafite, a extragdo dos compostos € iniciada por meio do contato direto
da fase extratora com a solucdo (Fig. 7b). Depois que o volume da gota de
solucdo diminui, até a completa evaporacdo do solvente, o vapor entra em
contato com a fibra e a extracao também passa a ocorrer na fase vapor (Fig. 7c
e 7d). A fibra é removida 5 s antes de concluir o tempo da etapa de extracao

(Fig. 7e) e, imediatamente, transferida para o GC-MS.
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Figura 7. Esquema de exposicdo da fibra de SPME no tubo de grafite do instrumento de GF AAS (Adaptado de Lopes et al.,
2011). (a) Introdugdo de 99 pL de solucdo no tubo de grafite; (b) exposicao da fibra (inicio da etapa de extracdo); (c) e (d)
evaporagdo do solvente (vapor em contato com a fibra) e (e) remocao da fibra. Moléculas de vapor do solvente e analito sdo
representados com circulos laranja e preto, respectivamente




1.2.8.1. Extracao por SPME-GF

Para extracdo usando o sistema SPME-GF, foi usado tubo de grafite
com aberturas mais restritas nas extremidades (tubos end-capped) onde 99 uL
da solucdo de Se(IV) derivado (procedimento 1.2.6) foram injetados
automaticamente pelo amostrador do GF AAS e submetido a uma
programacao de temperatura (extragdo, pirdlise, atomizacdo e limpeza)
(Tabela 4). O fluxo de argdnio foi interrompido durante as etapas 1 e 2 para

evitar espalhamento da solugcdo dentro do tubo e arraste dos vapores gerados.

Tabela 4. Programacdo do forno de grafite usada para exposi¢do da fibra de
PDMS/DVB na extracdo do complexo piazoselonol

Etapas Temperatura Rampa Permanéncia Vazao d.e _1:‘1'
0 (s) (s) (mL min™)
1 70 15 99 0
2’ 70 396 396 0
3 110 10 20 750
4 300 10 5 750
5 900 10 20 250
6 1900 0 5 0
7 2450 1 3 750

1 e 2 - extracdo; 3 e 4 - secagem; 5 - pirdlise; 6 - atomizacdo; 7 - limpeza
"No programa, essa etapa foi dividida em 4 outras com de 99 s para tempo de rampa
e de permanéncia

A fibra de PDMS/DVB foi exposta no atomizador no inicio da etapa 1
a uma temperatura de extracdo de 70 °C por um tempo de aproximadamente

15 min (durante as etapas de 1 a 2, Tabela 4). Em seguida, a fibra foi retraida
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5 s antes de concluir o tempo da ultima etapa de extragdo para evitar a
dessor¢do dos compostos da fibra devido ao aumento na temperatura (para
110 °C) na etapa seguinte (etapa 3, Tabela 4). Apds extracdo, 0s compostos

retidos na fibra foram, imediatamente, dessorvidos e determinados no GC-MS.

O sinal residual de selénio (absorbancia integrada) foi monitorado
durante a etapa de atomizacdo (etapa 6, Tabela 4). Porém, € importante
ressaltar que este programa foi usado somente para extracdo. Nenhuma
quantificacdo foi realizada usando esta programacdo de temperatura do forno

de grafite.

1.2.8.2. Modificacoes para a reacao de formacao do complexo

piazoselenol

Devido a fragilidade da fibra na presenca de 4cidos, outros meios de
derivacdo foram testados, em substituicdo a solugcdo de HCl 10% (v/v)

inicialmente utilizada (procedimento 1.2.6).

Os diferentes meios testados foram, a substituicdo dos 100 pL de
solucdo de HCI 10% (v/v) pelo mesmo volume de:
- solucdo de HCI1 1% (v/v);
- solucao de HNO; 1% (v/v);
- solucdo de H,SO,4 0,01 mol L' ou
- solucao de NH,CI 0,01 mol L

Nestes experimentos a extracdo foi realizada por SPME-GF como

descrito no procedimento 1.2.8.1.
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1.2.8.3. Derivacao e extracao no forno de grafite

Além do procedimento de extracdo dentro do forno, também foi
investigada a realizacdo da etapa de derivacdo. Para este experimento, uma
proporcdo aproximada daquela usada no método de derivacdo convencional
(procedimento 1.2.6) foi mantida para volume de solucdo de selenito e de
solucdo de DCFDA 1% (m/v). As temperaturas para os testes iniciais de
derivagdo e extracdo dentro do forno foram selecionadas com base em
trabalhos que relatam a formagcdo do complexo piazolenol, a partir do 4,5-
dicloro-1,2-fenilenodiamino, e extracdo deste por SPME (Guidotti et al.,

1999; Campillo et al., 2007).

Para derivacdo em forno de grafite, 3 uL. de DCFDA 1% (m/v) e 96
uL da solucdo de selenito de sédio 100 ug L foram coletados e injetados
automaticamente no forno pelo amostrador do GF AAS e submetida a uma
programacao de temperatura. O programa de aquecimento do GF foi, entdo,
dividido em etapas referentes aos tempos de derivacdo, extra¢do, secagem,

pirélise, atomizacdo e limpeza (Tabela 5).

ApOs a etapa de derivagdo por 2 min a 40 °C (etapa 1 e 2, Tabela 5), a
fibra de PDMS/DVB foi exposta a solucdo dentro do forno de grafite no inicio
da etapa de extracdo a uma temperatura de 70 °C, permanecendo por
aproximadamente 15 min (durante as etapas de 3 e 4, Tabela 5), sendo retraida
5 s antes do término da etapa de extracdo do forno de grafite, e,

imediatamente, transferida para o GC-MS.

O sinal residual de selénio (absorbancia integrada) foi monitorado
durante a etapa de atomizagdo (etapa 8, Tabela 5) afim de avaliar a efici€éncia

de derivacao do Se(IV) dentro do forno.
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Tabela 5. Programacgdo do forno de grafite aplicada para testes de derivacdao do
Se(IV) e extragdo do complexo piazoselonol dentro do forno

Etapas Temperatura Rampa  Permanéncia Vazio d.e _?r
O (s) (s) (mL min™)
1 40 5 55 0
2 40 30 30 0
3 70 15 99 0
4 70 396 396 0
> 10 10 20 250
6 300 10 20 250
7 900 10 20 250
8 1900 0 5 0
9 2450 | 3 250

1 e 2 - derivagdo; 3 e 4 - extracdo; 5 e 6 - secagem; 7 - pirdlise; 8 - atomizagdo; 9 -
limpeza

" No programa, essa etapa foi dividida em 4 outras com 99 s para tempo de rampa e
de permanéncia

1.2.8.4. Avaliacao das condicoes de derivacao e extracao no GF

A partir destes experimentos, tanto a derivacdo do Se(IV) quanto a

extracao foram realizadas dentro do forno de grafite.

As condicoes foram avaliadas usando andlise univariada e todos os
experimentos realizados em triplicata. As condi¢des iniciais foram: inje¢do de
96 uL de amostra mais 3 pL de solu¢do de DCFDA 1% (m/v); derivacao a 40
°C por 120 s e extracdo a 70 °C por 906 s. Os compostos extraidos pela fibra

foram determinados por GC-MS.
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a) Avaliacao do volume de HNO;

Diferentes volumes (100-300 uL) de solucdo de HNO3; 1% (v/v) foram
adicionados a 7 mL de solucdo de selenito de sédio 100 ug L™, e a solugio foi
homogeneizada em frasco de vidro. Em seguida, 96 puL desta solucdo de
Se(IV) e 3 uL de DCFDA 1% (m/v) foram injetados no forno e submetidos a
mesma programacgado de temperatura do procedimento 1.2.8.3 (Tabela 5). Apds
2 min de derivacdo a 40 °C (etapa 1 e 2) a fibra de PDMS/DVB foi exposta a
solucdo dentro do forno de grafite, a uma temperatura de extragdo de 70 °C,
por aproximadamente 15 min (durante as etapas de 3 e 4), e retraida 5 s antes
do término da etapa 3. Em seguida, os compostos sorvidos pela fibra foram

determinados por GC-MS.

b) Concentracao do derivante DCFDA

Foram avaliadas trés concentragdes de DCFDA: 1, 2 e 3% (m/v). Para
tanto, 96 uL de solu¢do de Se(IV) 75 pug L' e 3 pL do derivante foram
injetados no forno de grafite, e submetidos a mesma programagdo de
temperatura do procedimento 1.2.8.3 (Tabela 5). Apds etapas de derivacao (2
min a 40 °C) e extracdo (15 min a 70 °C) os compostos sorvidos pela fibra

foram determinados por GC-MS.

¢) Temperatura de derivacao

Neste experimento, 96 pL de solugdo de Se(IV) 75 ug L™ e 3 pL de
DCFDA 1% (m/v) foram injetados no forno de grafite e diferentes
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temperaturas entre 30 e 70 °C foram aplicadas na etapa de derivagdo (etapa 1 e
2 da programacao de temperatura da Tabela 5). Apds as etapas de derivacdo e
extracdo (15 min a 70 °C) os compostos sorvidos pela fibra foram

determinados por GC-MS.

d) Tempo de extracao e derivacao

Como o experimento estava sendo realizado empregando o tempo
maximo permitido pelo programa do forno de grafite (1125 s por corrida), foi
necessdrio, inicialmente, verificar tempos menores que 15 min para a etapa de
extracdo. Assim, mantendo as condi¢cdes de derivacdo (2 min a 50 °C) da
mistura de 96 pL de solucdo de Se(IV) 75 ug L™ com 3 uL de DCFDA 1%

(m/v), o tempo de extragdo foi avaliado entre 10 e 15 min.

Otimizado o tempo de extragdo, a mesma propor¢ao de 96:3 uL de
padrdo e derivante, respectivamente, foi injetada no forno de grafite e um
intervalo entre 1 e 5 min foi avaliado para etapa de derivacdo, fixando as
condi¢des de extragdo em 12 min e 70 °C. Os compostos extraidos foram,

entdo, determinados por GC-MS.

e) Temperatura de extracao

Neste experimento, 96 pL de solugdo de Se(IV) 75 ug L™ e 3 uL de
DCFDA 1% (m/v) foram injetados no forno de grafite e diferentes
temperaturas de extracdo foram avaliadas na faixa de 60 a 90 °C durante as
etapas 2 e 3 (Tabela 6). Apds derivagdo (1 min a 50 °C) e extragdo, os

compostos sorvidos pela fibra foram determinados por GC-MS.

50



Tabela 6. Programacgdo do forno de grafite aplicada para otimizar a temperatura de
extracdo do complexo piazoselenol apds derivaciao no forno

Etapas Temperatura Rampa Permanéncia Vazao d.e _?r
() (s) (s) (mL min™)
1 50 1 60 0
2 60 —90 15 99 0
3 60 — 90 320 320 0
4 110 10 20 250
5 300 10 20 250
6 900 30 20 250
7 1900 0 5 0
8 2450 1 3 250

I - derivagdo; 2 e 3 - extracdo; 4 e 5 - secagem; 6 - pirdlise; 7 - atomizagdo; 8 -
limpeza

" No programa, essa etapa foi dividida em 4 outras com 80 s para tempo de rampa e
de permanéncia

1.2.9. Determinacao de selénio

1.2.9.1. Parametros analiticos

Solugdes de Se(IV) foram preparadas com concentracdes entre 1,5 e
45 ug L'l, contendo, aproximadamente, 0,03% (v/v) de HNO;. Em seguida, 96
uL destas solucdes de Se(IV) e 3 uL de DCFDA 1% (m/v) foram injetados no
forno de grafite e submetidos a uma programagdo de temperatura (Tabela 7).
Ap6s derivagdo (etapa 1, Tabela 7) a fibra de PDMS/DVB foi exposta a

solucdo dentro do tubo de grafite, durante as etapas 2 e 3 (Tabela 7). O
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complexo de Se(IV) extraido pela fibra foi, entdo, quantificado por GC-MS no

modo SIM.

Tabela 7. Programacdo do forno de grafite aplicada na derivacdo do Se(IV) e
extracdo do complexo piazoselenol por SPME-GF

Etapas Temperatura Rampa  Permanéncia Vazio d.e _,?r
O (s) (s) (mL min™)
1 50 1 60 0
2 80 15 99 0
3 80 320 320 0
4 10 10 20 250
5 300 10 0 -
0 200 30 20 250
7 1900 0 s 0
8 2450 1 3 7250

1 - derivacdo; 2 e 3 - extracdo; 4 e 5 - secagem; 6 - pirdlise; 7 - atomizacdo; 8 -
limpeza

" No programa, essa etapa foi dividida em 4 outras com 80 s para tempo de rampa e
de permanéncia

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados a
partir dos pardmetros da curva analitica (International Conference on

Harmonization, 2005; Ribani et al., 2004), utilizando as equagdes a seguir:
S S
LD =33— LO=10—
S Q S

onde s € a estimativa do desvio padrio da resposta do coeficiente linear da
equacdo (intercepto) e S € o coeficiente angular da curva analitica (inclinac¢do).

Os parametros da curva (coeficiente de correlacdo, coeficiente linear e
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coeficiente angular) e a estimativa do desvio padrdo destes pardmetros foram

calculados utilizando o Software Microcal Origin®.

O sinal de selénio residual (absorbancia integrada), medido durante a
etapa de atomizacdo do programa de GF AAS, foi monitorado como um

parametro para avaliar a eficiéncia de derivacao do Se(IV).

1.2.9.2. Preparo das amostras

O teor de selénio foi determinado em dois materiais de referéncia
certificado (BCR-414, elementos tracos em plancton, e SRM 1643e,

elementos tragos em dgua) e em amostra de medicamento.

Aproximadamente 200 mg de amostra (plancton e medicamento)
foram pesadas e decompostas em forno micro-ondas usando uma mistura de
acido nitrico concentrado (65% v/v) e per6xido de hidrogénio (30% v/v)
(Tabela 8). Ap6s decomposi¢ao, o excesso de acido foi removido usando um

banho de areia, e as amostras foram filtradas e diluidas adequadamente.

Tabela 8. Condi¢des de decomposi¢cdao das amostras em forno micro-ondas

Reagentes (mL) Programa de digestao
Amotras . P
HNO; H,0, Tempo (min) Poténcia (W)
Plancton® 4 1 6 400
Medicamento® 3 0,5 2 400
10 790

*Material de referéncia certificado BCR-414
® Medicamento manipulado, a base de quelato de selénio, adquirido em farmdcia
local
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O material de plancton foi filtrado para um volume de 5 mlL. Para
determinacdo do teor de Se total, uma aliquota de 2,5 mL de solucdo foi
transferida para frasco de 10 mL contendo 3 mL de HC1 2 mol L™ e 1 mL de
KBr 1% (m/v), a mistura foi, entdo, levemente agitada por 1 min a
temperatura ambiente, e, em seguida, foram adicionados 3 mL de NaOH 2

-1 pe
mol L™, e o volume completado com agua.

A amostra de medicamento foi filtrada para volume de 50 mL, e, em
seguida, 260 uL desta solucdo foram transferidas para frasco de 10 mL e
tratados com HCl e KBr para a determinacdo do teor de Se total, como

descrito para a amostra de plancton.

As solucoes finais de plancton, medicamento € a amostra de dgua
(SRM 1643e) foram, entdo, analisadas para determinacdo de Se total em
termos de Se(IV), usando as mesmas condi¢des de derivacdo e extracdo
aplicadas na calibracdo (procedimento 1.2.9.1). Também foram realizadas
determinacgdes de selénio nas solu¢des das amostras (plancton e medicamento)

sem reducdo com a mistura de HCI e KBr.
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1.3. Resultados e Discussao

1.3.1. Extracao simultanea de espécies de Se por SPME

A fim de aplicar o sistema SPME-GF para extracdo e determinagdo de
espécies de selénio (DMSe, DMDSe e Se(IV) derivado) por GC-MS, alguns
experimentos foram investigados para verificar a extracdo simultinea destes

compostos.

Dentre as espécies de selénio, o dimetilseleneto e o dimetildisseleneto
sdao classificadas como volateis o que favorece a determinagcdo por
cromatografia gasosa. Varios trabalhos demonstram o uso da SPME para a
extracdo desses compostos em diferentes amostras (Lenz et al., 2011; Dietz et
al., 2003, Dietz et al., 2004a). Apds extracdo por SPME no modo headspace,
de acordo com o procedimento aplicado por Campillo et al. (2007), foi
verificada a separacdo e identificacdo dessas espécies volateis (DMSe e
DMDSe) por GC-MS, como pode ser observado no cromatograma da Figura
8. O pico 1, com tempo de retengdo de 2,10 min, foi identificado como DMSe
e o pico 2, com tempo de retengao 6,54 min, correspondeu ao DMDSe. Porém,
nenhum sinal para as espécies DMSe e DMDSe foi observado quando a
extracdo simultinea de DMSe, DMDSe e Se(IV) derivado foi avaliada por
SPME com detec¢do por GC-MS.

Além disso, devido a volatilidade do dimetilseleneto (ponto de
ebulicao de 49,8 °C a 760 Torr) e do dimetildisseleneto (ponto de ebulicao de
158,9 °C a 760 Torr) (SciFinder Scholar, 2007), alguns testes indicaram que o
acoplamento SPME-GF ndo favorece a extracdo desses compostos. O

aquecimento em forno de grafite (sistema aberto) pode promover uma maior
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dispersdo dessas espécies, bem como a sua dessor¢cdo da fibra ainda no tubo,
prejudicando a eficiéncia de extracdo por este sistema. Lopes et al. (2011),
também observou que para a espécie mais volatil (monobutiltrietilestanho)
nenhum sinal era observado no cromatograma quando a extracdo era realizada
por SPME-GF, mesmo fortificando as amostras com altas concentracdes das
espécies, enquanto que a espécie menos volatil (tributiletilestanho)

apresentava maior sinal analitico.

S8}
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4

Tempo, min

Figura 8. Cromatograma da misturas de padroes (DMSe a 100 ug L™ e DMDSe a 40
ug L™ obtido por SPME-GC-MS. 1: DMSe e 2: DMDSe

Assim, as pesquisas prosseguiram buscando avaliar a aplicacdo do
acoplamento SPME-GF na extracdo de Se(IV) derivado e a sua determinacdo

por GC-MS.
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1.3.2. Derivacao do Se(IV) e extracao por SPME (método

original)

Antes de aplicar o sistema SPME-GF para extracio do complexo
piazoselenol, o método “original”, descrito por Guidotti et al. (1999) para
determinacdo de selenito, foi empregado para avaliar a etapa de derivagcao com
extracdo por SPME e, também, a separacdo e identificacdo da espécie por GC-
MS. Por este método o Se(IV) reage seletivamente com DCFDA formando o
complexo piazoselenol que pode ser extraido por SPME e determinado por

GC-MS.

Para a reacdo de derivacdo foram avaliadas a quantidade de &cido
cloridrico e de reagente de derivacdo e o tempo de reacdo. Quando diferentes
volumes de solu¢ao de HC1 10% (v/v), foram adicionados na faixa de 0 a 150
uL (pH entre 1,5 e 3) ao meio de derivagao, a melhor resposta foi com 100 uL
(Figura 9). Ao avaliar a quantidade de DCFDA 1% (m/v) na faixa de 100 a
250 uL foi observado um aumento em sensibilidade com adi¢ao do reagente
até 200 uL (Figura 10). A partir desse ponto, nao houve diferenca significativa

entre as médias (n = 3) em nivel de confianca de 95%.

Trabalhando a temperatura ambiente, ndo foram observadas mudangas
expressivas na sensibilidade para tempos de derivacdo acima de 30 min
(Figura 11). Otimizadas as condi¢des para a formacdo do complexo
piazoselenol, o sistema SPME acoplado ao forno de grafite foi, entio, aplicado

para extracdo deste composto.
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Figura 9. Efeito da quantidade de HCl 10% (v/v) para derivacdo do Se(IV) com
DCFDA em frasco de vidro (n = 3)
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Figura 10. Efeito da quantidade de DCFDA 1% (m/v) para derivac¢do do Se(IV) em
frasco de vidro (n = 3)
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Figura 11. Efeito do tempo de reacdo para derivagdo do Se(IV) com DCFDA em
frasco de vidro (n = 3)

1.3.3. Extracio do complexo piazoselenol usando SPME

acoplada ao forno de grafite

A Figura 12 apresenta o cromatograma de separacdo dos compostos
extraidos usando o acoplamento SPME-GF. O uso desse sistema para extragao
do complexo piazoselenol foi bem sucedido, apresentando um sinal
relativamente intenso. Além do pico de interesse, no tempo de reten¢do de
14,1 min, vérios outros picos também foram observados e identificados como
sendo produto da degradacdo da fibra, devido as condi¢cdes do meio de

extracdo, provavelmente, acidez e temperatura.
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1.3.4. Avaliacao das modificacoes para a derivacao do Se(IV)
com DCFDA

No sistema SPME-GF dois modos de extracdo sdo considerados.
Inicialmente, o método se caracteriza como uma extracdo direta, devido ao
contato da fibra com o volume de solugdo (99 uL) injetado no tubo de grafite.
Entretanto, com a evaporacao do solvente no GF, a extracdo do analito na fase

vapor passa a ser o mais importante processo de extracao.

Sabe-se que o contato da fibra de SPME com o meio de extragdo, tanto
em valores altos de pH, como baixos, danifica o revestimento de extracao
(Pawliszyn, 1997). Assim, o uso da solucdao de HCI 10% (v/v), comumente
usado na reacdo de derivacdo do Se(IV) com o DCFDA, pode diminuir o
tempo de vida qtil da fibra, devido ao contato com a solu¢do na etapa inicial
de extragdo, e também devido a volatilizagdo do 4cido e interacdo deste com a

fibra dentro do tubo de grafite.

Comparando o cromatograma dos compostos extraidos apds derivacao
da solucdo de Se(IV) usando HCl 10% (v/v) com o cromatograma dos
compostos extraidos apds derivagdo sem adi¢cdo do dcido ao meio reacional
(Figura 13a e b), as diferencas mais evidentes sdo a auséncia do pico 2, no
tempo de reten¢do de 14,8 min que corresponde ao derivante (DCFDA), e a
presenca de picos mais intensos na faixa de 4 a 10 min. Nas mesmas
condi¢des, resultados semelhantes também foram observados para os brancos
(Figura 13a e b). Os picos foram correspondentes a produtos de danos
causados ao revestimento da fibra, quando foram utilizados 100 pL de HCI
10% (v/v) (Figura 13b), indicando que a fibra sofre maiores prejuizos na

presenca do dcido, o que pode diminuir a eficiéncia de extracao.
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Figura 13. Cromatogramas dos compostos extraidos por SPME-GF e detectados por GC-MS, apds reacdo de derivacao do
Se(IV) (100 pg L'l) com DCFDA e brancos: (a) sem usar o 4cido e (b) usando 100 uL. de HCI 10% (v/v). (1 - complexo
piazoselenol, 2 - DCFDA)



Sabendo que a reagdo do Se(IV) com o DCFDA para a formagdo do
complexo piazoselenol requer um meio dcido e buscando aumentar o tempo
de wvida util da fibra, minimizando os danos ao revestimento, foram
investigadas a utilizacdo de outros reagentes, como a solucdo de NH,CI,
acidos menos volateis que o HCI, como o HNOj; e H,SO,4, e, também, uma
solucdo mais diluida de HCI.

Como se observa na Figura 14, diminuindo 10 vezes a concentragao
do 4cido cloridrico ou usando outros reagentes para preparar a solu¢do de
selenito, os cromatogramas de separacao dos compostos extraidos por SPME-
GF, ap6s reacdo de derivagdo em frasco de vidro, apresentam picos menos
intensos, entre os tempos de reten¢do de 4 a 10 min, indicando que a fibra
sofre menos danos quando se utiliza solu¢do de HNOs3, H,SO,4, NH,Cl ou uma

solucdo de HCI 1% (v/v).

Além disso, ocorreu um favorecimento na extra¢cao por SPME-GF com
um aumento representativo na area do pico do analito (Figura 15). Porém, foi
verificado maior desvio padrao para resultados obtidos utilizando a solugdo de
HCI 1% (v/v). O HNO3;, além de ser usualmente aplicado para os propdsitos
da GF AAS, € menos volatil que o HCl o que pode minimizar os danos ao
revestimento da fibra na fase vapor, contribuindo para a melhora do sinal
(maior area) e da precisdo. Assim, a solu¢do de HC1 10% (v/v), comumente
usada na derivacao do Se(IV) (Guidotti et al., 1999; Campilo et al., 2007), foi
substituida por uma de HNOs;, pois foram observadas maiores dreas e boa

precisdo (RSD = 6,98%) das medidas nesta condicao.
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Figura 14. Cromatogramas dos compostos extraidos por SPME-GF e detectados por GC-MS, ap6s reacdo de derivagdo do
Se(IV) (100 pg L'l) com DCFDA, quando foram usados diferentes reagentes: (a) - adi¢dao de 100 uL de HC1 10% (v/v), (b) -
adicao de 100 pL de HCI1 1% (v/v), (¢) - adi¢do de 100 puL de NH4C1 0,01 mol L (d) - adi¢do de 100 uL de HNO; 1%
(v/v), (e) - adi¢ao de 100 pL. de H,SO,4 0,01 mol L! (pico 1 - complexo piazoselenol)
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Figura 15. Médias das dreas (n = 3) dos picos cromatograficos do complexo
piazoselenol, obtidos apés derivacdo da solucio de Se(IV) 100 ug L' com DCFDA,
usando diferentes reagentes como fonte de fons H', extragdio por SPME-GF e
deteccdao por GC-MS. A - sem adic¢ao de acido, B - adi¢do de 100 puL. de HCI 10%
(v/v), C - adi¢dao de 100 uL de HC1 1% (v/v), D - adi¢do de 100 uL de NH,CI 0,01
mol L, E - adicdo de 100 uL de HNO; 1% (v/v), F - adi¢do de 100 uL de H,SO,
0,01 mol L™

1.3.5. Derivacao e extracao no forno de grafite

Até esta etapa do experimento, os testes para extragdo do complexo
piazoselenol por SPME dentro do forno de grafite foram realizados apds o
procedimento de derivacdo do Se(IV) em frasco de vidro. Este método gera
muito residuo (aproximadamente 7 mL de solu¢do por andlise) e requer cerca
de 30 min para ocorrer. Assim, buscando automatizar a etapa de derivagdo e
minimizar o tempo de andlise, também foram investigadas a realizagdo de
ambas as etapas (derivagdo e extracdo) dentro do forno de grafite do

espectrometro de absor¢ao atomica.
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A Figura 16 mostra os resultados obtidos pelos dois procedimentos de
derivacdo com extracdo por SPME-GF. Em condi¢es ainda ndo otimizadas,
apos 2 min a 40 °C, e utilizando apenas 96 pL de soluciao de Se(IV) mais 3 uL
de DCFDA, o procedimento de derivagdo dentro do tubo de grafite permitiu a
formacdo do complexo piazoselenol. Além disso, ndo houve diferenca
significativa entre as médias (p = 0,05) obtidas quando esta etapa é realizada
no GF ou em frasco. Apesar do nimero de experimento ser pequeno (n = 3), o
que pode ter contribuido para a igualdade estatistica observada, nos
procedimentos seguintes foi empregado o GF para a derivacdo e extragdo do
Se(IV), pois, este procedimento foi também mais rapido, menos poluente e

permitiu automatizar a etapa.
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Figura 16. Médias das areas (n = 3) dos picos cromatograficos do complexo
piazoselenol, obtidas apds extragdo por SPME-GF e detec¢do por GC-MS. A -
derivacdo realizada em frasco de vidro; B - derivagdo e extracdo no forno de grafite
(condig¢des ainda ndo otimizadas)
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Outra diferenca muito importante do sistema SPME-GF quando
comparado ao método original envolve a auséncia da agitacdo da solugdo
(analito + agente de derivagcdo). No método original, a agitacdo € usada para
facilitar a derivacdo e extracdo, homogeneizando a solu¢do e aumentando a
difusdo do analito para a fase extratora. No GF a mistura da solu¢ao de Se(IV)
com o derivante aconteceu somente durante a injecdo destas solucdes dentro

do tubo de grafite, e foi dependente da perfeita formacgao da gota apds injecao.

Em casos onde a injecao das solucdes no tubo de grafite ndo permitia a
formacao de uma gota, devido ao mau alinhamento do capilar de inje¢cdo, nao
eram observados sinais para o analito por GC-MS. Entretanto, um alto sinal
residual (absorbancia integrada) de selénio era obtido na etapa de atomizagao
do programa do GF AAS, indicando que a reagdo de derivagdo do Se(IV) nao
havia ocorrido. Quando a gota se mantinha formada sobre a plataforma do
tubo, a reacdo de derivacdo era bem sucedida e apenas um pequeno sinal

residual era encontrado.

Para uma solucdo de 75 pg L' de Se(IV), apés derivacdo, a
absorbancia integrada residual nao foi maior que 0,044 + 0,010 st (n = 15),
mostrando que a espécie volatil de selénio foi formada, vaporizada, extraida,
e, em seguida, perdida durante a etapa de pirdlise, devido ao aumento de
temperatura e a vazio de Ar (250 mL min"). Assim, foi observado que a
perfeita formacdo da gota no tubo garante um ambiente mais homogéneo,
tanto para a reagdo de derivagdo quanto para a extracdo do complexo formado

por SPME.
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1.3.6. Avaliacao das condicoes de derivacao e extracao

Dentre os fatores que podem afetar esse novo sistema de derivacdo e
extracdo, que combina a SPME com as caracteristicas do forno de grafite,
foram avaliadas algumas condi¢bes envolvidas na reacdo de derivagao
(concentracdo do acido, concentracdo do derivante, temperatura e tempo de

reacao) e na extracio (temperatura e tempo).

Observando a Figura 17, variando os volumes de solu¢do de HNO; 1%
(v/v), entre 100 e 300 uL. (pH entre 1,7 e 2,6), a melhor resposta foi observada
quando a solucdo padrdo de selenito foi prepara usando 250 puL deste acido,

correspondendo a pH 1,8, e concentragdo final de HNO; de 0,034% (v/v).
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Figura 17. Efeito do HNOj; na derivacdo do Se(IV) usando o DCFDA como agente
de derivacdo (n = 3)
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Todos os experimentos foram realizados com o volume méiximo (99
uL), limitado pelo forno de grafite. Foi verificado que volumes de solugdo de
DCFDA maiores do que para a propor¢do 96:3 de solucdo de Se(IV) e
derivante, respectivamente, ndo permitiam formar a gota dentro do tubo,
inviabilizando a extracdo pelo método SPME-GF. Volumes maiores de
solucdo de DCFDA implicam na introdu¢do de maior quantidade de dlcool,
visto que esta solucdo € preparada em meio etandlico, diminuindo a tensao
superficial da solu¢do (padrio + derivante). Assim, a propor¢do 96:3 foi
mantida, e a quantidade de DCFDA foi, entdo, avaliada, variando a sua

concentracdo entre 1 e 3% (m/v).

Foi verificado que o aumento da concentracdo do derivante diminui a
eficiéncia de extracdo do complexo de piazoselenol e aumenta o desvio padrao
das medidas (Figura 18). Isso pode ser, provavelmente, devido a competi¢ao
pelos sitios da fibra de SPME, visto que tanto o complexo quanto o derivante
podem ser extraidos pelo revestimento de PDMS/DVB. Logo, os

experimentos seguintes prosseguiram usando 3 pl. de DCFDA 1% (m/v) para

cada 96 uL de solucao padrdo de Se.

O efeito da temperatura de derivagdo do Se(I'V) foi estudado entre 30 e
70 °C, e foi encontrada maior drea para o complexo piazoselenol quando este
procedimento de derivacao foi realizado a 50 °C (Figura 19) por um tempo de
2 min. Trabalhando nestas condi¢des de derivagao para forma¢ao do complexo
piazoselenol, a influéncia do tempo de extragdo foi avaliada, antes do tempo
de derivacdo para encontrar tempo menores sem perda significativa no sinal,
pois, inicialmente, os experimentos estavam sendo realizados com o tempo

maximo permitido para uma corrida pelo programa do equipamento do GF
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AAS (1125 s, com 2 min para derivagdo, e, aproximadamente, 15 min para

extracao).
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Figura 18. Efeito da concentracdo de DCFDA na extra¢do do complexo piazoselenol
por SPME-GF (n = 3)
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Figura 19. Efeito da temperatura de derivacao do Se(IV) com DCFDA (n = 3)

70



Como pode ser observado na Figura 20, o0 menor tempo de sor¢do sem
perda significativa do sinal foi encontrado com 12 min de extracdo. Em
tempos de 11min de extracdo houve aumento do desvio padrdo. Ao investigar
o tempo de derivacdo do Se(IV) variando a faixa de 1 a 5 min, ndo foram
observadas diferencas significativas entre as areas do complexo piazoselenol
extraido por SPME-GF, indicando que a reacdo de derivacdo ja pode ser

considerada quantitativa com um tempo de apenas 1 min.
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Figura 20. Efeito do tempo de extragdo do complexo piazoselenol por SPME-GF (n
=3)

Também, foi verificado um aumento na drea do sinal quando a
temperatura de extracdo variou de 60 a 80 °C, ndo sendo observadas
mudangas expressivas entre as temperaturas de 80 e 90 °C (Figura 21).
Entretanto, quanto maior a temperatura de extragdo, maior € a intensidade e o
nimero de compostos desorvidos do revestimento de PDMS/DVB.

Observando a Figura 22, além do pico do analito no tempo de retencdo de 14,2
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min, 0S cromatogramas apresentam picos mais intensos em quase toda regiao
cromatografica, que podem ser provenientes do meio de extracdo ou até
mesmo da degradacao da fibra. Consequentemente, a temperatura de 80 °C foi
selecionada como 6tima por ser a menor temperatura sem perda significativa

de sinal para o complexo piazoselenol extraido por SPME-GF.
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Figura 21. Efeito da temperatura na extracdo do complexo piazoselenol por SPME-
GF (n=3)
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Figura 22. Cromatogramas de GC-MS ion trap obtidos apés a derivacio de uma solucio de Se(IV) 75 ug L™ com solugio de
DCFDA 1% (m/v) e extragdo por SPME-GF em diferentes temperaturas: (a) 60 °C, (b) 70 °C, (c) 80 °C e (d) 90 °C



1.3.7. Determinacao de selénio por GC-MS

As determinacoes de Se(IV) foram realizadas em triplicata com base
na area do pico. A Tabela 9 mostra as caracteristicas analiticas do método
proposto. O método apresentou uma boa correlacdo linear (r = 0,9991) entre
concentragdo de Se(IV) e area do pico. O limite de quantificacdo foide 1 pg

L-]

Tabela 9. Caracteristicas analiticas do método para determinagdo de Se(IV)

Parametros Se(IV)
Desvio padrao do coeficiente linear (x107) 2,052
Inclinagdo (L p g'l) (x10%) 18,093
Coeficiente de correlagao 0,9991
Limite de deteccdo (ug L™) 0,4
Limite de quantificacdo (ug L™) 1

Uma comparacdo entre o método proposto e alguns métodos
publicados para extracdo e determinagdo de Se(IV) € apresentado na Tabela
10. O limite de deteccao foi melhor que aqueles reportados para outros
métodos (Dimitrakakis et al., 2004; Mester et al., 2000; Shahdousti e
Alizadeh, 2011; Tyburska et al., 2011; Sarkouhi et al., 2007). Além disso, o

método proposto apresentou menor consumo de amostra e rapidez.

O método de SPME-GF com GC-MS foi aplicado para determinacdo
de selénio em materiais de referéncia certificado, BCR-414 (plancton) e SRM
1643e (4gua), e em medicamento. Para a dgua foi encontrada uma recuperacao

de 97% e um desvio padrao relativo de 4% (Tabela 11).
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Tabela 10. Comparac¢ao do método proposto com outros métodos pra determinacao de Se(IV)
Volume de Tempode Tempode Limite de

Extracao/Determinacao amostra deriv.agﬁo extra.u;ﬁo detecg_‘fllo 13;:; Referéncias
(nL) (min) (min) (ngL™)
SPME/GC-MS 7000 30 35 0,006 9,0 Guidotti et al., 1999
SPME/GC-MS 10000 - 20 0,03 5,5 Kapsimali e Zachariadis,
2010
SPME/GC-MIP-AED 10000 - 10 1,8 4.4 Dimitrakakis et al., 2004
HG-SPME/GC-ICP-MS 20000 - 30 5,3 19,0 Mester et al., 2000
SPME/IMS 1000 40 30 12 <6 Shahdousti e Alizadeh,
2011
HG-SPME/GC-ICP OES 5000 - 7 0,8 3.4 Tyburska et al., 2011
SPME/GC-AED 7000 10 30 0,003 8,1 Campillo et al., 2007
LPME/GC-FID 12500 15 20 0,9 3,2-6,1 Sarkouhi et al., 2007
SPME-GF/GC-MS 99 1 12 0,4 3,5-8,9 Método Proposto

Do inglés: Microwave Induced Plasma-Atomic Emission Detector (MIP-AED); Hydride Generation (HG); Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS); lon Mobility Spectrometry (IMS); Optical Emission Spectrometry (OES);
Flame Ionization Detector (FID); liquid-phase microextraction (LPME)



Tabela 11. Determinagdo de selénio por GC-MS, sem reduzir e apds a reducdo do
selénio a Se(IV)

Concentracao de Se(IV)
Amostras ~ y ~
Sem reducio Apos reducio
Agua® (gL' 11,7 (£ 0,5)° -
Plancton” (ug g") 1,2 (x0,1) 1,8 (£ 0,1)
Medicamento® (ug/cépsula) 21 (£2) 21 (£2)

* Valor certificado: 11,97 0,14 ug L

® Valor certificado: 1,75+ 0,10 pg g™

¢ Medicamento manipulado adquirido em farmécia local a base de quelato de selénio
(25 pg/capsula)

4 Valor médio (£ desvio padrao) (n = 3)

As determinacgdes de Se(IV) nas amostras de plancton e medicamento
foram realizadas com e sem a reducao do selénio total a Se(IV) (Tabela 11).
Em amostras bioldgicas sabe-se que o selénio pode estar presente em
diferentes formas orginica e inorganicas. Ao analisar as amostras de plancton
antes da etapa de redugdo, 68% do selénio total foi encontrado como Se(IV).
Entretanto, apds redugcdo de todo selénio a Se(IV), o teor encontrado no
material BCR-414 foi concordante com o valor certificado, com uma

recuperacdo de 101% e um desvio padrao relativo de 3,5% (Tabela 11).

O mesmo procedimento foi aplicado na amostra de medicamento, e
ndao houve diferenca significativa entre os valores antes ou apds a redugdo de
selénio, em nivel de confianca de 95% (teste f), indicando que todo selénio
presente no medicamento estaria na forma de Se(IV). Considerando o valor
indicado no rétulo do medicamento (25 pg/cdpsula), foi encontrada uma
recuperacdo de 84% do valor total (Tabela 11) e um desvio padrio relativo de

8,9% (n=3).
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1.4. Conclusoes

Pela primeira vez a abordagem SPME-GF foi aplicada com sucesso
em analise quantitativa, sendo que a realizacdo da etapa de derivagdo no forno
de grafite permitiu a automacdo do procedimento, tornando esta etapa mais
rapida e menos poluente que o método de derivacdo em frasco de vidro para
SPME. Aproximadamente, 7 mL de solucdo por andlise € tipicamente usada
no método de derivacdo em frasco (fora do forno), comparado aos 99 uL de

solucdo usando o método proposto.

Por esta nova abordagem, a homogeneidade para a derivacdo e
extracdo no GF requer que a gota se mantenha formada dentro do tubo de
grafite durante a injecdo das solugdes. Assim, propor¢des menores do que
96:3 entre solugcdo de Se(IV) e derivante, respectivamente, sdo invidveis para

extracdo por SPME-GF, pois ndo permitem a formagao da gota no GF.

A substituicdo da solu¢do de HCI 10% (v/v), comumente usada na
reacdo de derivacdao do Se(IV) com DCFDA, por solu¢do de HNO3; 1% (v/v)

diminuiu os danos ao revestimento da fibra de SPME e melhorou a extracao.

Sob condi¢des otimizadas, o método proposto mostrou uma boa
resposta linear (r = 0,9991), exatiddo e limite de deteccdo adequado para a

determinacgdo de selénio em 4dgua, plancton e medicamento.
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CAPITULO 2

Especiacao de selénio por HPLC-ICP-MS
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2.1. Objetivo

Realizar uma anélise de especiacdo de selénio em amostras biologicas

(plancton, castanha-do-pard, urina, folhas de girassol).

Objetivos especificos:

- Avaliar a separacdo e identificacdo de padrOes de espécies de selénio por

HPLC-ICP-MS;

- Realizar uma extra¢do aquosa de espécies de selénio em plancton, castanha-

do-pard e folhas de girassol;
- Realizar teste de bioacessibilidade em amostras de castanha-do-para;

- Identificar as espécies de selénio com base no tempo de retengdo de

padroes;

- Determinar o teor de Se(IV), Se(VI), selenocistina (SeCis2) e

selenometionina (SeMet) nos extratos das amostras;

- Identificar e quantificar espécies de selénio em amostras de urina de

pessoas, antes e apds 15 dias de consumo de castanha-do-para;

- Determinar o teor de selénio total nas amostras de castanha-do-pard e nos

residuos de extragdo por ICP-MS;

- Identificar espécies de selénio nas folhas de girassol por espectrometria de

massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS).
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2.2. Parte Experimental

2.2.1. Equipamentos e acessorios

- Centrifuga (eppendorf, Centrifuge 5804 R);
- Centrifuga (BioAgency, Bio-Spin-R);

- Coletor de fracoes (Gilson, FC 203B;

- Banho-maria (Branson, 2510;

- Banho de areia (Quimis);

- Espectrometro de massas Xevo Q/TOF (quadrupolo/tempo de v60) com

fonte de nano spray (Waters, Micromass, Manchester, Reino Unido);

- Filtros de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (25 mm de diametro; 0,45 um
de poro; Millex);

- HPLC (Series 200, PerkinElmer) equipado com coluna de troca aniOnica
(PRP X100, Hamilton Co.) bomba binéria, degaseificador, auto-amostrador

e acoplado com um ICP-MS quadrupolo;

- ICP-MS quadrupolo (modelo ELAN® DRC-e, PerkinElmer) com cela

dinamica de reagdo (DRC) para reducgdo das interferéncias isobdricas;
- Liofilizador (Freezone 4.5, Labconco);
- Ultrassom (ULTR Asonik, NEY);

- Agitador de tubos (Phoenix, AP 56)
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2.2.2. Gases, reagentes e solucoes

- Argonio liquido com pureza de 99,999%;
- Gés oxigénio com pureza de 99,99%;

- Solucdo estoque de selenato de sédio (Sigma) 1000 mg L™ de selénio,

preparada pela diluicdo do sal em HNOj (65%, Merck) 0,2% (v/v);

- Solucdo estoque de selenito de sédio (99%, Aldrich) 1000 mg L™ de selénio,
preparada pela dilui¢do do sal em HNOj 0,2% (v/v);

- Solucdo estoque de seleno-DL-cistina (Sigma) 97 mg L' de selénio,

preparada por dilui¢do em HCI (37,5%, Merck) 0,1 mol L™;

- Solucdo estoque de seleno-L-metionina (98%, Sigma) 122 mg L™ de selénio,

preparada por diluicdo dgua;

- Solugdo gastrica, preparada pela dilui¢ao de 250 mg de pepsina (Sigma) em

25 mL de NaCl (99%, Synth) 150 mmol L

- Solugdo intestinal: foi preparado um volume de 50 mL de solugdo, contendo
3% (m/v) de pancreatina (Sigma), 1% (m/v) de amilase (Sigma) e 1,5 g L'

de sais biliares (Fluka);

- Tampao acetato de amonio (98,9%, J. T. Backer) 25 mmol L' e 250 mmol
L' em pH 5,17, ajustado usando &4cido acético concentrado (100%, J. T.

Backer).

2.2.3. Amostras

- Material de referéncia certificado BCR-414 (plancton);
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- Castanhas-do-paré (Bertholletia excelsa) adquiridas em comércio local;

As amostras foram descascadas, congeladas em nitrogénio liquido para

triturac@o em almofariz e armazenadas em frasco plastico.

- Folhas de girassol (Helianthus annuus) de plantas controle e de plantas
cultivadas em estufa conforme descrito por Silva et al. (2011) (plantas

irrigadas com solucao de selenito de sodio).

Estas amostras foram adquiridas no laboratério do grupo de
espectrometria, preparo de amostra € mecanizacdo (GEPAM), no Instituto de

Quimica da UNICAMP, e foram empregadas em uma Tese de doutorado.
- Amostras de urina

As amostras de urina analisadas foram cedidas por 9 participantes
voluntarios (4 mulheres e 5 homens), com faixa etaria entre 20 e 32 anos,
antes e apos consumo de castanha-do-pard. Para realizar este estudo, um
projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

UNICAMP (ntmero do certificado: 00894712800005404).

Cada participante realizou uma coleta no dia zero, antes de iniciar a
ingestdo de castanha-do-pard, e outra apds 15 dias consumindo 1 castanha-do-
pard por dia. Durante esse periodo os voluntirios foram instruidos a ndo
ingerir qualquer suplemento de selénio (medicamentos ou alimentos

enriquecidos com espécies de selénio).

A coleta de aproximadamente 30 mL de urina foi realizada pelos
proprios doadores, no periodo da manha (primeira urina do dia) utilizando
recipientes adequados (pote de boca larga, com tampa de rosca e descartavel).

As amostras foram analisadas com intervalo de, no maximo, 10 h da coleta.
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2.2.4. Determinacao das espécies de selénio por HPLC-ICP-MS

Inicialmente, solu¢des individuais das espécies de selénio (Se(IV),
Se(VI), selenocistina e selenometionina) foram cromatografadas para
identificacdo do tempo de retengcdo. A separacdo cromatografica foi realizada
usando uma coluna de troca anidnica, como descrito por Mounicou et al.
(2009). A Tabela 12 apresenta as condi¢Oes instrumentais aplicadas para
separagao e detec¢ao das espécies de selénio por HPLC-ICP-MS usando uma
cela dindmica de reacdo (DRC) com gés oxigé€nio para reduzir interferéncias

1sobaricas.

, . .. . N A 80
O método aplicado para eliminar a interferéncia do argdnio (° Ary")
P 80 , . . ~ A e
quando o fon °'Se* é monitorado para determinacdo de selénio por ICP-MS,
- 80 16+ : ~ 80 .+ oA
consiste em formar o fon ~"Se "O™ a partir da reacdo do ~ Se” com o oxigénio e

medir a razao m/z 96 (Silva e Arruda, 2012).

Solucdes das espécies de selénio foram preparadas com concentragdes
que variaram entre 2-60 ug L™ para Se(IV), 1,5-7 ug L' para Se(VI), 1-12 ug
L' para selenocistina e 2-100 pg L™ para selenometionina para obtencdo de
curvas analiticas. As medidas de 4rea dos picos foram obtidas usando o

Software Microcal Origin®.
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Tabela 12. Pardmetros instrumentais aplicados

Condicoes Cromatograficas

Coluna PRP X100 (Hamilton Co.)

Dimensoes da coluna 4,6x250 mm, 7 pm de tamanho de particula
Fase movel A tampdo acetato de amonio 25 mmol L™,
pH 5,17

B tampio acetato de amonio 250 mmol L™,
pH 5,17
Elui¢do Gradiente, de 0 a 100% da fase movel B
Vazio 1,0 mL min
Volume de injecdo 100 uLL

Condicoes de operacao do ICP-MS

RF Power 1200 W

RPq 0,5

Vazao do gas nebulizador 0,92 L min’

Vazao do gas do plasma 15 L min™

Vazao do gés auxiliar 1,2 L min™

Nebulizador Meinhard

Céamara de nebulizacdo Ciclonica

Is6topo monitorado %0SeO”

DRC gds da cela (0,) 0,4 L min™

Os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados a
partir dos parametros das curvas (International Conference on Harmonization,

2005; Ribani et al., 2004), como descrito no Capitulo 1.
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2.2.5. Extracao das espécies de selénio

2.2.5.1. Extracao com agua

Para a extracdo das espécies de selénio com dgua (Mounicou et al.,
2009), 200 mg (para plancton e castanha-do-pard) ou 50 mg (para folhas de
girassol) de amostra foram pesadas em frasco de polipropileno de 15 mL. Em
seguida, 10 mL de 4gua foram adicionados em cada frasco e a suspensao foi
homogeneizada usando um agitador de tubos. A mistura foi sonicada por 2h, e
o sobrenadante coletado, apds centrifugacdo, por 20 min a 2500 rpm. Este
procedimento foi repetido trés vezes, e os 3 sobrenadantes de cada reextracao
foram reunidos. Entre os intervalos das extracdes, os sobrenadantes foram
conservados em freezer (-20 °C). Apds extra¢do, os extratos de cada amostra

foram congelados em nitrogénio liquido e, imediatamente, liofilizados.

A amostra de plancton foi resuspensa com 2 mL de dgua e filtrada,
utilizando uma seringa de 5 mL e membrana de PVDF (0,45 um de poro). A
solucdo obtida foi, entdo, analisada por HPLC-ICP-MS para identifica¢ao das

espécies usando os parametros instrumentais descritos na Tabela 12.

O liofilizado de castanha-do-pard foi resuspenso com 2 mL de dgua e
200 pL da solugdo foram diluidos para 600 pL. com agua. A solucdo foi
filtrada, utilizando uma seringa de 5 mL e membrana de PVDF (0,45 pm de
poro), e cromatografada para identificagdo das espécies por HPLC-ICP-MS,

aplicando os parametros instrumentais descritos na Tabela 12.

Para as amostras de folhas de girassol, o liofilizado da planta controle

foi resuspensa com 1 mL de dgua, filtrado, usando seringa e filtro de PVDF, e
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cromatografado. O material da planta enriquecida foi resuspensa com 2 mL de
agua, filtrado, diluido 5 vezes com 4gua e analisado por HPLC-ICP-MS para

identificacdo das espécies.

2.2.5.2. Teste de bioacessibilidade

Para a amostra de castanha-do-pard foi simulada uma digestao
gastrointestinal, em duas etapas (Kdpolna e Fodor, 2007; Mataveli et al.,
2010; Mounicou et al., 2002): inicialmente, 300 mg de amostra triturada
foram pesadas em frasco de polipropileno de 50 mL, e, em seguida, foram
adicionados 5 mL de solu¢ao de gastrica. O pH foi ajustado para 2,5 com HCI
concentrado e a solucdo foi incubada por 4 h a 37 °C em banho-maria. Apds
esse periodo, o pH da solugdo foi ajustado para 7,4 com NaOH concentrado,
10 mL de solugdo intestinal foram acrescentados, e a solu¢do foi novamente
incubada por 4 h a 37 °C em banho-maria. A fase extratora foi centrifugada
por 20 min a 2500 rpm e o sobrenadante foi diluido 10 vezes com &gua,
filtrado, usando uma seringa de 5 mL e membrana com 0,45 um de poro, e

cromatografado.

2.2.6. Coleta das Fracoes

Fracdes do eluato de folhas de girassol (planta enriquecida),
correspondentes aos picos contendo selénio previamente identificado por ICP-
MS, foram coletas para posterior deteccdo de espécies de selénio por ESI-MS.
O extrato aquoso de folhas de girassol foi filtrado e diluido 2 vezes com dgua.

Um volume de 100 pL desta solugdo foi injetado no HPLC, eluido usando as
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condicdes instrumentais descritas na Tabela 12, e os efluentes foram coletados
~ | .

usando um coletor de fragdes, a uma taxa de 1 mL min™. Esse procedimento

de coleta foi realizado mais 2 vezes e as respectivas fracdes foram reunidas,

congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas.

2.2.7. Analise da urina

Uma aliquota de 1 mL de urina foi centrifugada por 5 min a 10000
rpm, o sobrenadante foi diluido 2 vezes com tampdo acetato de amonio 25
mmol L™ e a solucdo foi filtrada usando seringa de 5 mL e filtros com 0,45
um de poro. Em seguida, foi realizada a separagdo e deteccao por HPLC-ICP-
MS. A identificacdo foi baseada no tempo de retencdo de padrdes das
espécies, e a quantificacdo foi realizada usando o método de calibragdo
externa por HPLC-ICP-MS aplicando os parametros instrumentais descritos

na Tabela 12.

2.2.8. Determinacao de selénio total por ICP-MS

Para fins de balanco de massa, os residuos de extracao do plancton
(procedimento 2.2.5.1) e da simulagdo gastrointestinal (procedimento 2.2.5.2)
foram digeridos utilizando uma mistura de HNO3; e H,O, na propor¢ao 2:1,
usando 2 e 3 mL da mistura, respectivamente, a 80 °C por 3 h em banho de
areia. Apds decomposicao, os residuos de plancton e castanha foram filtrados
com papel de filtro e diluidos para um volume de 25 e 100 mL,
respectivamente, com dgua e a solugdo foi usada para determinagao do teor de

selénio por ICP-MS.
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O teor de selénio total nas amostras de castanha-do-pard também foi
determinado por ICP-MS. Aproximadamente, 200 mg de amostra foram
decompostas em forno micro-ondas (Tabela 13) , usando uma mistura de 3
mL de HNO; e 2 mL de H,O,. Ap6s decomposi¢do, o excesso de acido foi
removido usando um banho de areia (aproximadamente 90 °C). A amostra foi
filtrada em papel de filtro e diluido para um volume de 50 mL com 4gua e a
solucdo foi, entdo, diluida 5 vezes com HNO;3; 1% (v/v) para determinacgao do

teor de selénio por ICP-MS.

Tabela 13. Programacdo do forno micro-ondas para decompor a amostra de
castanha-do-para

Programa de decomposicao

Etapas Tempo (min) Poténcia (W)
1 5 300
2 2 0
X 5 330
4 5 460
S 4 590

Os parametros analiticos para determinacdo de Se total por ICP-MS
estdo apresentados na Tabela 14. As solugdes foram analisadas utilizando as
mesmas condi¢cdes operacionais do ICP-MS apresentadas na Tabela 12. Os
limites de detec¢do e quantificacdo foram obtidos de acordo com a ITUPAC

(International Union of Pure and Applied Chemistry, 2002).
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Tabela 14. Caracteristicas analiticas para determinagdo de selénio por ICP-MS

Parametros

Faixa de concentracio da curva (ug L™) 0,5-60
Inclinagdo (L pg™) 53,5188
As 0,6164
r° 0,9999
LD (ug L") 0,03
LQ" (ngL™ 0.1

* Desvio padrdo de 10 medidas de branco; ® Coeficiente de correlagdo; © Limite de
deteccdo; ¢ Limite de quantificacdo

2.2.9. Identificacao de espécies de selénio por ESI-MS

Para identificacdo de espécies de selénio em folhas de girassol, o
extrato foi filtrado e diluido 10 vezes com acetonitrila:dgua (1:1) e acido
formico 0,1% (v/v), e injetado (infusdo direta) no electrospary usando uma
seringa (25 pL min") com o auxilio de uma bomba peristdltica automadtica
(Havard Apparatus, 11 plus). Os compostos que apresentaram o padrdo
isotopico do selénio (74Se, 75Se, 76Se, 0Se e 82Se) foram monitorados e

selecionados para fragmentacdo por ESI-MS/MS.

Os dados foram adquiridos no modo ion positivo, usando as seguintes
condi¢cOes: temperatura do bloco 100°C, voltagem do capilar 3,0 kV e
voltagem do cone de 20-60 V. Os experimentos de ESI-MS/MS dos ions
selecionados foi realizado por dissociagdo induzida por colisdo (CID) com gas
argbnio e energia de colisdo entre 20-60 eV. Os espectros de massas foram
adquiridos no intervalo de m/z 200-600 e os dados obtidos foram tratados com

o software MassLynx 4.0 (Waters, Manchester, Reino Unido).
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Duas fragdes da cromatografia por troca anidnica das folhas de
girassol (planta enriquecida), também foram analisadas por ESI-MS. As
fracoes liofilizadas foram solubilizadas com 200 puL de acetonitrila, diluida 10
vezes com acetonitrila:dgua (1:1) contendo 4cido férmico 0,1% (v/v) e

injetados (infusdo direta) no electrospary.
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2.3. Resultados e Discussao

2.3.1. Separacao das espécies de selénio por HPLC-ICP-MS

A cromatografia por troca anidnica € particularmente recomendada
para a identificacdo de espécies inorganicas de selénio (selenato e selenito).
Em cromatografia de fase reversa estes compostos eluem perto do volume
morto e sofrem diminuicdo da reten¢ao devido a interferentes da matriz ou co-
eluicdo com espécies nao retidas (Mounicou et al., 2009). Neste trabalho,
quatro espécies, que estdo entre as principais espécies avaliadas em amostras
ambientais e biologicas, foram usadas para estudo de especiacdo de selénio
por HPLC com troca anidnica acoplada a ICP-MS. Inicialmente, foram
realizadas injecOes individuais de solucdo das espécies para identificar o
tempo de retengdo. A Figura 23 apresenta o cromatograma de separagdo da

mistura de padrdes de selénio com os tempos de retencdo correspondentes.

As determinagdes destas espécies de selénio foram realizadas com
base na 4rea dos picos. A Tabela 15 mostra as caracteristicas analiticas para a
determinacdo por HPLC-ICP-MS. O método apresentou uma boa correlagao
linear para as quatro espécies e limites de detec¢ao na faixa de microgramas

por litro para SeCis2, SeMet, Se(IV) e Se(VI).
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Figura 23. Andlise de uma mistura de espécies de selénio por HPLC-ICP-MS

usando troca anidnica. SeCis2: DL-Selenocistina; SeMet:

L-Selenometionina;

Se(IV): selenito e Se(VI): selenato. (Programa de eluicdo: 7 min a 0% de B; 3,75
min a 25% de B; 3,75 min a 50% B; 22,5 min a 100% de B; 7,5 min a 50% de B e
7,5 min a 0% de B). Os cromatogramas foram suavizados pelo método Savitzky-

Golay usando polindmio de 2° ordem e janela de 50 pontos

Tabela 15. Caracteristicas analiticas para determinacdo de SeCis2, SeMet, Se(IV) e

Se(VI) por HPLC-ICP-MS

Parametros SeCis2 SeMet Se(IV) Se(VI)
SD? do coeficiente linear 2,3974 0,7224 0,4053 1,1218
Inclinagdo (L ug'l) 23,3197 5,8346 8,7542 13,0544
r 0,9995 0,9995 0,9999 0,9996
LD (ug L™ 0,3 0,4 0,2 0,3
LQY (ug L™ 1 1 0,5 0,9

* Desvio padrio; ® Coeficiente de correlacdo; © Limite de deteccdo; ¢ Limite de

quantificacdo
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2.3.2. Espécies de selénio em plancton

O plancton € uma fonte alimentar para muitos peixes, podendo atuar
no transporte de elementos tracos e ser considerado como uma fonte de
selénio (Kehrig et al., 2009; Muscatello e Janz, 2009; Muscatello et al., 2008).
O cromatograma obtido para as espécies de selénio extraidas nesta amostra é
mostrado na Figura 24. Tanto as espécies organicas (Selenocistina e
Selenometionina) como as inorganicas (Se(IV) e Se(VI)), identificadas com
base no tempo de retengdo, foram encontradas no extrato aquoso, e, pelo
menos, mais duas espécies foram observadas, uma no tempo de retencdo de

2,98 min e a outra em 15,14 min.
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Figura 24. Analise da fracdo aquosa do plancton por HPLC-ICP-MS. Os pontos de
interrogagdo indicam as espécies desconhecidas. (Programa de elui¢do: 7 min a 0%
de B; 3,75 min a 25% de B; 3,75 min a 50% B; 22,5 min a 100% de B; 7,5 min a
50% de B e 7,5 min a 0% de B). Os cromatogramas foram suavizados pelo método
Savitzky-Golay usando polindmio de 2° ordem e janela de 50 pontos
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O Se(IV) foi a principal espécie extraida do plancton, com a maior
concentracdo de selénio no extrato. Apesar de se observar duas espécies nao
identificadas no cromatograma (Figura 24) e uma espécie com concentracao
abaixo do limite de quantificacdo, pelo balanco de massa foi encontrada uma
recuperacdo de 91% (Tabela 16) em relacdo ao valor certificado no material

de referéncia.

Tabela 16. Concentracdo das espécies de selénio extraidas com dgua de material
certificado de plancton (valor certificado: 1,75 + 0,10 ug g)

ug g’ +SD (n=3)

SeCis2 0,03 (x0,01)
SeMet <LQ
Se(IV) 0,3 (x£0,1)
Se(VI) 0,02 (= 0,01)
Residuo da extracao 1,2 (£ 0,07)
Balanco de massa 1,6 (£ 0,1)

2.3.3. Espécies de selénio em castanha-do-para

As diferentes formas, orginicas e inorganicas, em que o selénio pode
ser encontrado em alimentos, ndo exercem o mesmo efeito no organismo.
Quando ingeridas, algumas espécies sdo efetivamente usadas pelo organismo
sendo transformadas em uma forma bioquimicamente ativa, € outras sao

eliminadas (Thiry et al., 2012).

A castanha-do-pard (Bertholletia excelsa, da familia Lecythidaceae) é

um dos poucos alimentos que possuem altos niveis de selénio de ocorréncia

98



natural (sdo relatados teores de até 600 pg g”' dependendo dos niveis deste
elemento no solo) (Chang et al., 1995). Assim, a ingestdo didria de uma Unica
castanha pode ser suficiente para suprir as necessidades de selénio para um
individuo adulto (55 pg/dia) (Food and Nutrition Board Institute of Medicine,
2000). A concentracdo total de selénio encontrada nas amostras de castanhas,
analisadas neste trabalho foi de 54,8 (+ 4,6) ug g"'. Porém, o teor total nio é

suficiente para definir o valor nutricional e os efeitos no organismo.

Apesar de estudos com ratos demonstrarem o uso desse alimento para
a prevencdao de cancer, ainda nio estd esclarecido quais espécies presentes
nesse tipo de castanha sdo responsaveis pelos efeitos preventivos (Infante et
al., 2005). Pesquisas sdo, entdo, desenvolvidas na tentativa de contribuir para
a elucidacao desta questao (Chunhieng et al., 2004; Dumont et al., 2006a;
Thomson et al., 2008).

Neste trabalho, apds extracdo com dgua, foi observado que a castanha-
do-pard possui, principalmente, os compostos organicos, selenocistina e
selenometionina, que sao espécies mais biodisponiveis € menos toxicas que as
inorganicas (Figura 25a). Nenhum pico das espécies de Se(IV) e Se(VI) foi

encontrado no extrato aquoso da castanha.

Como os compostos organicos podem ter interacdes diferenciadas no
organismo, um teste de bioacessibilidade foi avaliado. A bioacessibilidade de
um elemento € definida como sendo a quantidade soldvel no meio
gastrointestinal que se torna disponivel para absor¢do por meio da mucosa
intestinal (Ruby et al., 1999; Stahl et al., 2002). Esta fragdo solivel pode ser
estimada por simulagdio de uma digestdo gastrointestinal, normalmente
conduzida com uma etapa de digestdo géstrica com pepsina em pH 2, seguida

de uma etapa de digestdo intestinal com amilase, pancreatina e sais biliares em
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pH neutro, onde o extrato resultante € considerado a fragdo bioacessivel

(Képolna e Fodor, 2007; Mounicou et al., 2002; Thiry et al., 2012).
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Figura 25. Andlise da fracdo aquosa (a) e da fracdo bioacessivel (b) da castanha-do-
pard por HPLC-ICP-MS. (Programa de elui¢do: 7,5 min a 0% de B; 3,3 min a 25%
de B; 3,8 min a 50% B; 10 min a 100% de B; 7,5 min a 50% de B € 7,5 min a 0% de
B). Os cromatogramas foram suavizados pelo método Savitzky-Golay usando
polindmio de 2° ordem e janela de 50 pontos
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Dentre as duas espécies organicas encontradas na castanha (SeCis2 e
SeMet), somente a espécie selenometionina foi identificada como bioacessivel
na amostra, apos simulacdo de digestdo gastrointestinal (Figura 25b). Pelo
teste, aproximadamente, 74% de todo o selénio presente na castanha-do-pard
fo1 biacessivel. O balanco de massa do teste de bioacessibilidade também foi

verificado, e foi encontrada uma recuperacdo de 86% (Tabela 17).

Tabela 17. Concentracdo de selénio em testes de digestdo gastrointestinal com a
castanha-do-para

ug g’ +SD (n=3)

SeMet (bioacessivel) 40,4 (= 1,4)
Residuo 7,0 (+0,4)
Balanco de massa 474 (£ 1,5)

Ap6s procedimento com extracdo enzimdtica, Wrobel et al. (2003a)
também verificou que 75% do selénio na castanha era encontrado como
selenometionina, concordando com o valor obtido neste trabalho (74%). Os
resultados encontrados sdo também concordantes com outros apresentados na
literatura que apontam a selenometionina como a espécie mais abundante na
castanha-do-pard (Dumont et al.,, 2006a; Kannamkumarath et al., 2002;
Kannamkumarath er al., 2005; Vonderheide et al., 2002), onde essa

porcentagem pode chegar até 96%, como encontrado por Bodé et al. (2003).
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2.3.4. Espécies de selénio na urina

A partir da selenometionina, selenato e selenito o selénio poder ser
utilizado para a sintese de selenoproteinas ou perdido por meio da urina, pele
e/ou respiracdo devido a mecanismos de metilagdo (Dumont et al., 2006b;
Fairweather-Tait er al., 2010; Navarro-Alarcon e Cabrera-Vique, 2008;
Rayman et al., 2008). A urina € a principal forma de eliminagao de espécies de
selénio, sendo este, geralmente, excretado como selenoacucar (Se-metil-N-
acetilgalactosamina). A excre¢do pela pele ou por via respiratdria ocorre
somente em niveis toxicos, com um odor caracteristico ao de alho devido a
exalacdo de compostos volateis (dimetilseleneto e dimetildisseleneto)
(Dumont et al., 2006b; Stahl et al., 2002; Thiry et al., 2012). Na urina, quando
altas doses de selénio sdao administradas, o ion trimetilselénio também ¢é
identificado (Kuehnelt er al., 2007; Kuehnelt er al., 2006a; Lu et al., 2012;
Marchante-Gayon et al., 2001). Entretanto, a excrecdo de selénio depende de
fatores, como: quantidade ingerida, tipo de dieta e forma em que o selénio é

consumido (Dumont et al., 2006b; Stahl et al., 2002).

Neste trabalho, todas as amostras de urina analisadas no dia zero,
antes de iniciar o periodo de ingestdo didria de castanha-do-pard, sugerem a
presenca de selenocistina, identificada com base no tempo de retengdo do
padrao (Figura 26). Outros trabalhos também reportam a presenca desta
espécie em urina (Duan e Hu, 2009b; Gémez et al., 1998; Marchante-Gayon
et al., 2001; Moreno et al., 2010; Li et al., 2007). A selenocistina foi relatada
pela primeira vez como um metabdlito de selénio em urina humana por Olivas

et al. (1996), em andlises por HPLC com fase-reversa acoplada a ICP-MS.
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Figura 26. Cromatogramas de espécies de selénio por HPLC-ICP-MS com troca
anionica. Mistura de padrdes (—) e amostra de urina antes da ingestao de castanha-
do-pard (—). (Programa de elui¢do: 7,5 min a 0% de B; 3,3 min a 25% de B; 3,8
min a 50% B; 10 min a 100% de B; 6 min a 50% de B ¢ 6 min a 0% de B). Os
cromatogramas foram suavizados pelo método Savitzky-Golay usando polindmio de
2° ordem e janela de 50 pontos

Ap06s o periodo de ingestao de castanha-do-pard, considerada excelente
fonte natural de selénio, nenhuma amostra de urina apresentou a
selenometionina, principal espécie encontrada neste tipo de alimento. No
cromatograma, além da SeCis2 também foi observada a presenca de uma

espécie nao identificada (Figura 27).

Em termos de concentracdo de SeCis2, ndo foram observadas
diferencas significativas entre as amostras de urina do grupo masculino e
feminino, antes de iniciar o consumo de castanha-do-pard (Tabela 18). O teor
médio encontrado foi de 1,9 (+ 0,3) e 1,8 (£ 0,5) ug L! para mulheres e

homens, respectivamente.
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Figura 27. Cromatogramas das espécies de selénio em amostras de urina humana por
HPLC-ICP-MS com troca anidnica apds consumo de castanha-do-pard. Amostra de
urina feminina (a) e masculina (b). O ponto de interrogacdo indica a espécie nao
identificada (Programa de elui¢do: 7,5 min a 0% de B; 3,3 min a 25% de B; 3,8 min
a 50% B; 10 min a 100% de B; 6 min a 50% de B ¢ 6 min a 0% de B). Os

cromatogramas foram suavizados pelo método Savitzky-Golay usando polindmio de
2° ordem e janela de 50 pontos
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Porém, houve um aumento no teor de SeCis2 em todas as amostras de
urina feminina, apds 15 dias de consumo de castanha-do-pard, com um valor
médio de 2,9 (+ 0,6) pg L' para este grupo (Tabela 18). Contudo, nio foram
observadas variacoes significativas no teor médio de SeCis2 entre as amostras
de urina masculina no dia zero e apds 15 dias. O teor médio encontrado para
este grupo, pés consumo de castanha, foi de 1,7 (+ 0,5) pg L. Estes
resultados, sugerem que a dose administrada (1 castanha por dia) pode ndo ter
ultrapassado a necessidade didria para os homens. Nas mulheres, maior
quantidade de selénio foi excretada na urina como SeCis2, espécie nao
identificada como bioacessivel apds simulacdo gastrointestinal em andlise de

especiacdo com castanha-do-para (Capitulo 2, item 2.3.3).

Tabela 18. Concentracdo de selenocistina em urina humana, antes e apds consumo
de castanha-do-para (1 castanha por dia)

pg L' + SD (n=3)

Amostras Dia zero Apos 15 dias
F'1 1,8 (£ 0,03) 3,6 (£0,1)
F2 1,4 (£0,2) 2,9 (x£0,2)
F3 1,9 (£0,1) 2,4 (£0,8)
F4 2,3(x0,1) 2,8(x0,1)
MP°1 <LQ <LQ
M2 1,4 (£0,2) 1,4 (£0,3)
M3 1,9 (£ 0,05) 1,1 (£0,03)
M4 1,5 (£ 0,2) 2,1 (x£0,1)
M5 2,5(x0,1) 2,1 (£0,1)

. b .
*Feminina; ° Masculina
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As necessidades nutricionais de um elemento s@o influenciadas tanto
pela diferenca de sexo, como também pela idade, porte fisico (medidas
corporais) e atividades fisicas (Food and Nutrition Board Institute of
Medicine, 2000; Padovani et al., 2006), o que pode justificar as diferencas de
recomendagcdo para a ingestdo de nutrientes entre Orgdos reguladores. No
Reino Unido, doses superiores de selénio sdo recomendadas, sendo que para
os homens (75 pg/dia) € maior do que para as mulheres (60 pg/dia) (Papp et
al., 2007). Assim, para inferir melhor sobre o assunto, deve ser realizado um
estudo com um numero maior de voluntario considerando ndo apenas o sexo,
mas também caracteristicas fisicas e hdabitos (como a pratica de atividade

esportiva).

2.3.5. Espécies de selénio em folhas de girassol

2.3.5.1. Analise por HPLC-ICP-MS

O acoplamento HPLC-ICP-MS também foi usado para analisar
amostras de folha de girassol a fim de avaliar as diferencas cromatograficas,
em termos de espécies de selénio, entre a planta irrigada periodicamente com
solucdo de selenito de s6dio e a planta controle (sem tratamento com selénio)
(Figura 28a e b). As folhas de girassol das plantas cultivadas com solugdo de
selenito apresentaram um maior ndmero de espécies de selénio no
cromatograma e maiores areas de pico para as espécies observadas em ambas
as amostras (Figura 28b). Em comparacdo a planta controle, pelo menos 5

outros picos foram verificados.
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Figura 28. Andlise da fracdo aquosa das amostras de folhas de girassol por HPLC-
ICP-MS. (a) planta controle e (b) planta irrigada com solu¢cdo de selenito. Os
numeros de 1-8 correspondem as espécies ndo identificadas (Programa de eluicao:
7,5 min a 0% de B; 3,3 min a 25% de B; 3,8 min a 50% B; 10 min a 100% de B; 7,5
min a 50% de B e 7,5 min a 0% de B) Os cromatogramas foram suavizados pelo
método Savitzky-Golay usando polindmio de 2° ordem e janela de 50 pontos

A deteccao elementar por ICP-MS € uma ferramenta bastante sensivel
e, portanto, muitos compostos podem ser detectados. Porém, toda informacdo

estrutural (molecular) das espécies € destruida durante a ioniza¢do no plasma e
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a identificacdo de compostos somente € possivel por comparacdo do tempo de
reten¢ao com padroes (Gammelgaard et al., 2011). Deste modo, apenas quatro
espécies (SeCis2, SeMet, SelV e SelV), cujos os padroes estavam disponiveis,
puderam ser identificadas por HPLC-ICP-MS nas folhas de girassol (Figura
28b).

Foi interessante notar que, apesar do cultivo das plantas ter sido
realizado com selenito, a intensidade de Se(IV) foi1 muito baixa, indicando que
a planta biotransforma esta espécies apds absor¢do. No mecanismo de
metabolizacdo de selénio proposto para plantas (Dumont et al., 2006b;
Whanger, 2004), o selenito € absorvido do solo e reduzido a seleneto, por uma
rota envolvendo a glutationa reduzida (GSH), e o seleneto reage com a o-
acetilserina formando a selenocisteina (SeCis) de maneira semelhante ao
metabolismo do enxofre (Figura 2). Por sua vez, a SeCis pode ser também
metabolizada a selenometionina (SeMet) da mesma maneira que os andlogos
de enxofre. Entdo, o selénio € incorporado as proteinas vegetais,

principalmente como SeCis ou SeMet.

2.3.5.2. Analise por ESI-MS

Como poucos padroes de espécies de selénio sdo comercialmente
disponiveis, a caracterizagdo de composto por espectrometria de massas
molecular pode ser necessaria em estudo de especiacdo (Dressler et al., 2011;
Gammelgaard et al., 2011). Ao contrdrio da técnica de ICP-MS, na ESI-MS a
informacdo molecular é mantida durante a ionizagao permitindo a confirmagao

estrutural do composto com base na massa.
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Na tentativa de realizar a identificacdo das espécies que ndo puderam
ser identificadas por HPLC-ICP-MS nas amostras de folhas de girassol, duas
fracoes (F1 e F2) cromatograficas (Figura 29) foram coletadas e analisadas por
ESI-MS. Entretanto, nenhum composto com padrdo isotépico de selénio foi
detectado nestas fracdes, provavelmente devido a alta concentracdo de sal da
fase mével (25-250 mmol L) que pode provocar a supressdo do sinal das
espécies de selénio. Mesmo o acetato de amdnio possuindo caracteristicas
favordveis para ser utilizado em ESI-MS, volatilidade e possibilidade de
otimizacdo de pH (Far et al., 2010), essas condi¢des de concentracdo do
tampao para separacdo cromatografica (Tabela 12) afetam negativamente a

sensibilidade da técnica.

3500

F1 F2

2800

2100

*3e0", cps

1400 -+
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o L1
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Figura 29. Cromatograma das espécies de selénio presentes nas amostras de folhas
de girassol (planta enriquecida) por HPLC-ICP-MS. As linhas tracejadas marcam as
regides de coleta das fracOes. (Programa de elui¢do: 7,5 min a 0% de B; 3,3 min a
25% de B; 3,8 min a 50% B; 10 min a 100% de B; 7,5 min a 50% de B € 7,5 min a
0% de B). Os cromatogramas foram suavizados pelo método Savitzky-Golay usando
polindmio de 2° ordem e janela de 50 pontos
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Apesar da técnica HPLC com troca anidnica apresentar uma excelente
separacdo de selenometabdlitos, Casal et al. (2010) também relata o problema
da perda de informacdo devido a composi¢do da fase mdvel que prejudica a
ionizacao das espécies e sua deteccao por ESI-MS. Uma alternativa poderia
ser a realizacdo de separagcOes por outros mecanismos cromatograficos com
fases modveis compativeis para andlise por ESI-MS. Virios trabalhos
demonstram a aplicagcdo da cromatografia liquida seguida de detec¢do por
ESI-MS para identificacdo de selenocompostos (Anan et al., 2011; Gosetti et
al., 2007, Infante et al., 2006; Lindemann e Hintelmann, 2002). Preud’homme
et al. (2012) sugere a HPLC com exclusdao de tamanho seguida de UPLC (do
inglés, Ultra Performance Liquid Chromatography) com fase reversa como
um eficiente sistema de separacdo para ESI-trap/Orbitrap, onde 49 metabolitos

de selénio foram identificados em leveduras.

Por infusdo direta do extrato aquoso das folhas de girassol, pelo menos
trés razdoes m/z foram apontadas como sendo de possiveis selenocompostos
(m/z 417, 453, 555), por apresentarem padrdo isotépico semelhante ao do
selénio (Figura 30). Entretanto, ndo hd na literatura espécies de selénio

relacionadas a estas massas.

Esses possiveis selenocompostos foram, entdo, selecionados e
sujeitados a experimentos de dissociagdo induzida por colisio (CID) na
tentativa de realizar a identificacdo estrutural. Porém, pouca informagao
estrutural foi obtida por MS/MS para as razdes m/z 417, 453 e 555, devido a
baixa fragmentacdo apresentada. Assim, até o momento ndo foi possivel

elucidar a estrutura desses compostos.
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McSheehy et al. (2002) também relata que selenocompostos ndo
podem ser analisados por ESI-MS diretamente no extrato devido a presenca de
compostos de alta massa molecular na matriz, que também suprimem o sinal.
Além disso, a identificacdo confidvel de um metabodlito desconhecido requer,
além do uso de MS molecular, a sintese da estrutura proposta, demonstra¢ao
de espectros de massa idénticos e padroes de fracionamento do composto

sintetizado e do metabolito purificado (Gammelgaard et al., 2011).
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2.4. Conclusoes

Pelo menos seis espécies de selénio podem ser encontradas em
amostras de plancton e quatro foram identificadas com base no tempo de
retencdo, selenocistina, selenometionina, Se(IV) e Se(VI). O Se(IV) foi a
principal espécie extraida com agua. Usando o método HPLC-ICP-MS para
determinacdo de Se(IV), Se(VI), selenocistina e selenometionina, em plancton
(BCR-414), foi obtido um bom balan¢o de massa, com uma recuperacdo de

91% do valor certificado.

As principais espécies identificadas na amostra de castanha-do-pard
foram a selenometionina e selenocistina. As espécies inorganicas (Se(IV) e
Se(VI)) ndo foram observadas no extrato aquoso. Com base no teste de
simulacao gastrointestinal foi possivel identificar que o composto bioacessivel

na castanha-do-pard € principalmente a selenometionina.

O estudo de especiagao por HPLC-ICP-MS com troca anidnica, sugere
a presenca de SeCis2 em urina humana. Além disso, apds ingestdo de
castanha-do-pard (1 castanha por dia, durante 15 dias) foram observadas
diferencas significativas entre as amostras de urina de mulheres e homens. A
dose administrada provocou um aumento na quantidade de SeCis2 excretada
nas urinas de amostras do grupo feminino, enquanto que nao houve alteracao
significativa para o grupo do sexo masculino, antes e apds consumo de
castanha-do-pard, sugerindo que quantidades diferentes devem ser adotadas

para suprir a necessidade nutricional de homens e mulheres.

A planta de girassol cultivada com solugdo de selenito apresentou

maior numero de espécies de selénio nas folhas quando comparada a planta
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controle. Aproximadamente, 12 espécies de selénio foram extraidas das folhas
com 4gua, cinco a mais do que as observadas no cromatograma da planta
controle. Na andlise por infusdo direta do extrato aquoso de folhas de girassol
por ESI-MS, trés possiveis compostos de selénio foram identificados, por
meio do padrdo isotopico de selénio, com m/z 417, 453 e 555. Porém, ndo foi

possivel realizar, ainda, a elucidacdo estrutural dessas massas.
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3. Conclusoes Finais

O acoplamento de técnicas € cada vez mais utilizado, por resultar em
métodos mais rapidos, seletivos e sensiveis, devido a combinacdo de suas

caracteristicas, fatores também esséncias em estudos de especiac¢ao.

O uso do acoplamento da técnica de SPME com o forno de grafite,
inicialmente proposto por Lopes et al. (2011) para extracdo de compostos
volateis de estanho, foi refinado para extracdo de selénio como piazoselenol.
Sua aplicagdo na determinacdo de Se(IV), utilizando GC-MS, foi bem
sucedida em amostras de plancton, dgua e medicamento. Além disso, este
novo sistema SPME-GF, combinado com a GC-MS, levanta a possibilidade

do uso dessa técnica para especiacdo de selénio inorganico.

Esta Tese €, também, relevante para estudos de especiagdo de selénio
em amostras bioldgicas usando o acoplamento HPLC-ICP-MS. A pesquisa
pode contribuir com informagdes importantes para outras dreas, COmo
nutricional, pois os efeitos benéficos e toxicos do selénio sdo dependentes da

espécie e concentracdo ingerida.

Ressalta-se, ainda, que a utilizacdo da técnica HPLC-ICP-MS
juntamente com a HPLC-ESI-MS, para identificacio de compostos, muitas
vezes se faz necessdria em estudos de especiacdo de selénio, devido ao
pequeno nuimero de padrdes disponiveis frente a quantidade de espécies
existente, que limita a aplicacdo da técnica HPLC-ICP-MS. No caso das
amostras de folhas de girassol, as espécies de selénio nao identificadas por

HPLC-ICP-MS deverdao ser elucidadas realizando a separacdo por outros
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mecanismos cromatograficos com fases mdveis que permitam a andlise por

ESI-MS.
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