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1 INTRODUCAO

Embora a necessidade de analise de tragos ou ultratraco seja clara, informacgoes
sobre a mobilidade, biodisponibilidade e o impacto desses elementos no sistema
ecoldgico ou nos organismos vivos sao tao ou mais importantes que a analise total de
elementos; informagodes essas que nao sao obtidas por meio da determinacao total dos
elementos. O conhecimento das espécies quimicas presentes em amostras clinicas
proporciona uma “maior compreensdo dos processos quimicos e bioquimicos
envolvidos, resultando em informacdes mais completas e corretas sobre a toxicidade
ou essencialidade de cada elemento. Diferentes formas de um mesmo elemento
podem estar relacionadas ao estado de oxidacao, formas organometalicas, composi¢cao
isotopica ou estado de complexacao [1].

A especiagao quimica refere-se a identificacao das varias formas quimicas de um
elemento presente em uma determinada amostra e a quantificacao das mesmas,
possibilitando a distingao entre as espécies mais ou menos toxica. Um exemplo
bastante importante € o selénio, um mineral essencial e indispensavel a saude tanto
dos seres humanos como dos animais. O selénio apresenta papel essencial em
fungbes do organismo, tais como crescimento, reproducao, prevengao e protecao da
integridade muscular. E um importante componente do tecido do coragao e sua
deficiencia tem sido associada a doengas, tais como cardiomiopatias e distrofia
muscular. Desordens no sistema reprodutivo em diferentes espécies animais também
tém sido associadas a caréncia desse elemento [2,3]. A determinacao de espécies de
selénio em amostras clinicas baseia-se principalmente na hifenacao de técnicas de

separacdo e deteccao, tais como cromatografia gasosa (GC), cromatografia liquida
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(LC), ou eletroforese capilar (EC), para a separacdo, e espectrometria de absorcdo
atomica em chama (FAAS), em forno de grafite (GFAAS), espectrometria de emissao
optica com plasma de argonio acoplado indutivamente (ICP OES) ou, mais
recentemente, a espectrometria de massas com plasma de argonio acoplado
indutivamente (ICP-MS) [1, 4]. N

A cromatografia liquida possui algumas vantagens comparadas a outras técnicas de
separagao tais como a GC e EC. A hifenacdo entre LC e o0s detectores
espectrométricos (FAAS, ICP OES e ICP-MS) é relativamente simples e facil, enquanto
que o acoplamento entre EC e os mesmos detectores ndo é tao simples, além de
proporcionar uma menor sensibilidade comparada a LC. J& com relacdo a GC a
restricao € devido a necessidade de converter o analito em compostos volateis, o que
nem sempre é trivial, além da diluicao causada pela grande quantidade de gas do GC
que chega ao detector. A técnica de ICP OES é relativamente bem difundida, porém
para a especiacao de elementos em baixas concentracées, como selénio em amostras
clinicas, possui uma sensibilidade considerada baixa. Uma alternativa bastante usada
para melhorar a sensibilidade da técnica ¢ o emprego da geracéo de hidretos (HG) por
proporcionar a pré-concentragao dos elementos. Essa técnica, HG-ICP OES, apresenta
algumas vantagens, tais como excelente sensibilidade para elementos formadores de
hidretos, como selénio, devido a eliminacao da matriz na etapa de geragao do
respectivo hidreto, proporcionando em alguns casos, limites de deteccao bastante
adequados [5,6].

2 OBJETIVO

Considerando os aspectos descritos acima relacionados a importancia da
especiacao de Se e a sua relevancia do ponto de vista analitico e bioquimico, uma vez
que uma melhor compreensao do metabolismo deste elemento no organismo de
animais se faz necessario, método empregando a hifenacao das técnicas de separacao
e detecgao (HPLC-UV-HG-ICP OES) é proposto para a especiacao de selénio.

3 MATERIAIS E METODOS

Espectrometro de emissao otica com plasma acoplada indutivamente com
configuracao radial, Varian, modelo Vista AX foi empregado para a deteccao. Para o
processo de extracao/reducao do selénio foi utilizada uma camara de foto-reducao em
linha com lampada de 15 W. Um sistema para a geracao de hidretos empregando
bomba peristaltica de 8 canais (Ismatec, Suica) e uma camara de separacao gas-
liquido, desenvolvido no grupo, também foram empregados.
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Para a separacao das diferentes formas de selénio, um sistema cromatografico
empregando uma bomba de alta pressao (Varian Pro-star, mod.210) e coluna de troca
anionica, incluindo pré-colunas foi empregada (Varian-ChromSep HPLC Column SS,
250x4,6 mm).

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados reagentes de grau analitico.
Todas as solugoes foram preparadas com agua destilada e desionizada em sistema de
purificacdo Milli-Q, resistividade 18 MQ cm (Millipore, Bedford, USA). Para evitar
problemas relacionados a contaminacao, acido cloridrico destilado abaixo do seu ponto
de ebulicao em subdestilador de quartzo DuoPur, (Milestone, Sorisole, BG, lItélia) foi
empregado no preparo das-solucoes e amostras. As solucoes estoque dos analitos
foram preparadas a partir dos sais NaSeO; Selenometionina e Selenocistamina
(Sigma-Aldrich).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira parte dos estudos para promover a especiacao de selénio, a hifenacao
dos sistemas de separacgao, foto-reducado, geracao de hidretos e deteccao, foi ajustada

a vazao de cada um dos sistemas de acordo com a vazao de eluicao da bomba de

HPLC (0,5 mL.min"). Foram empregados como eluentes diferentes concentragoes de ;
tampao fosfato em diferentes valores de pH. Concentragcoes maiores que 50mM do -
tampao resultaram em piores separacoes, ou seja, tais concentracoes favoreceram a
sobreposi¢cao dos picos. Solucao tampao com valores de pH entre 6 e 8 favoreceram
uma melhor separagao das espécies organicas, sem sobreposicao com o pico de Se*
Foi testado também 100 mM de tampao acetato em pH 7, porém foi observada &
sobreposicao entre os picos dos compostos organicos, apesar de ser adequada para a_
separagao de Se*. Assim, o eluente selecionado para a separacao das espécies de Se
foi 40mM de tampao fosfato em pH 6. No sistema de foto-reducao foram avaliados o
tempo de exposicao a lampada de ultravioleta (UV) e a adicao de agentes redutor
como HCI (50% v/v) e HCIKBr. A adicao de KBr nao proporcionou melhora no siste
de reducao e apenas HCl (50% v/v) foi suficiente para a reducao das espécies:
organicas. O tempo de exposicao ao UV foi estabelecido como 5 min nas condic()es‘
experimento. As condi¢coes para a geracao de hidretos e deteccao foram estudada
os melhores resultados foram obtidos empregando solu¢ao de 1,1% (v/v) borohi
de sodio (NaBH,) em meio 1% (v/v) de hidroxido de sédio (NaOH) a uma vazao d
mL min'. A separacdo gas-liquido foi efetuada em camara confeccionada
laboratorio [7], sendo também estabelecidas as condi¢oes adequadas de operagég
ICP OES, tais como poténcia da bobina, altura de observacdo e comprimento de d
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CONCLUSOES

A hifenacao das técnicas de separacao e deteccao foi possivel e a redugao em linha
a camara de foto-reducao mostrou-se eficaz no processo de reducao das espécies
e Se organicos e inorganico para Se'. A separacdo das espécies organicas e
organica foram possiveis empregando 40 mM de tampao fosfato em pH 6.
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