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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DE ANALISE DE ESPECIACAO QUIMICA DE
SELENIO EM AMOSTRAS AGROPECUARIAS. O selénio € um elemento essencial na
nutricdo animal e esta associado ao funcionamento saudavel dos sistemas musculo-
esquelético, reprodutivo e imunoldgico. O valor de ingestdo diaria recomendado é
estreito e baixas concentracfes de Se sdo necessarias. A fim de suprir as necessidades
na alimentacdo animal, a pratica de suplementacao tem crescido, pois a deficiéncia de
Se em solos de diversos paises € comum. Essa suplementacao é feita com o emprego
de Se organico pela sua baixa toxicidade e alta biodisponibilidade para o animal. O
presente estudo teve como objetivo a especiacdo de Se organico (como a Se-metionina
e seu produto de oxidacao, Se-O-metionina, e a Se-cistina) em amostras de racao animal
e carne bovina utlizando HPLC acoplado ao ICP-MS/MS. As espécies inorganicas,
selenato (Se(VI)) e selenito (Se(lV)), as quais podem ser tdxicas mesmo em
concentragbes baixas também foram determinadas no método. A otimizacdo dos
parametros instrumentais e a avaliacdo do emprego de hidrogénio como gas de reagéo
com os interferentes para determinacdo da m/z= 80 para monitoramento do is6topo mais
abundante de Se foram realizadas, sendo a capacidade analitica demonstrada com o
emprego de solucbes padrdo de Se na presenca de possiveis interferentes e com o
emprego de CRMs de figado bovino e figado de peixe, e a exatidao calculada foi de 89
e 97 %, respectivamente. A especiacdo quimica de Se foi aplicada a amostras
provenientes de experimento com 48 animais (divididos em quatro grupos) alimentados
com ragcao enriquecida de Se organico durante 82 dias. Os grupos foram: (1) ragao
animal (controle); (2) racdo animal + antioxidantes (Se organico + vitamina E); (3) racéo
animal + 6leo de canola e (4) racdo animal + antioxidantes (6leo de canola + Se organico
+ vitamina E). O método de preparo de amostra para matrizes complexas, como racéo
animal e carne bovina foi otimizado com uma mistura de enzimas. Uma boa separacao
foi obtida e as espécies de Se foram facilmente identificadas. O método foi considerado
robusto e tem sido aplicado para diferentes tipos de amostras com recuperacgdes > 65%.
Os resultados inferem que Se-metionina é a espécie majoritaria nas amostras de racdes
animal e carne bovina. O método desenvolvido foi aplicado a extratos de racdo animal
comercializaveis de suinos, aves e bovinos, para verificacdo da veracidade quanto as
espécies sugeridas nos rotulos das embalagens. De forma geral, as amostras atenderam
a legislagéo perante aos quesitos avaliados.

Palavras-chave: especiagdo quimica, selénio, HPLC-ICP-MS, carne bovina, ragéo
animal
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ABSTRACT

DEVELOPMENT AND APPLICATION OF SELENIUM SPECIATION ANALYSIS IN
AGRICULTURAL SAMPLES. Selenium is essential in animal nutrition; it ensures proper
functioning of musculoskeletal, reproductive, and immune system. The intake
requirement range for Se is narrow and low levels of Se are required. In order to supply
the demand, the animal feed supplementation has grown, considering the knowing of Se
deficiency in soils from different countries. This supplementation is made with the use of
organoselenium, because of its low toxicity and high bioavailability to the animal. This
study targets organoselenium speciation (of Se-methionine and its product of oxidation,
Se-O-methionine, and Se-cystine) in animal feed samples and beef using HPLC coupled
to ICP-MS/MS. Inorganic species, selenate (Se(VI1)) and selenite (Se(lV)), which could be
toxic even at low levels, were also determined. The instrumental parameters were
optimized and the use of hydrogen as reaction gas to remove the m/z= 80 (Se most
abundant isotope) interferences was evaluated, and it demonstrated analytical capacity
by using Se standard solutions in presence of interfering elements and CRMs (bovine
liver and fish liver) digests indicated a calculated accuracy of 89 and 97 %, respectively.
The Se chemical speciation method was applied in samples provided from an experiment
with 48 animals (divided into four groups) were fed with Se enriched feed for 82 days.
The groups are: (1) cattle feed (control); (2) cattle feed + antioxidants (organoselenium +
vitamin E); (3) cattle feed + canola oil and (4) cattle feed + antioxidants (canola oil +
organoselenium + vitamin E). A sample preparation method development for complex
matrices like animal feed and beef was optimized with an enzyme coquetail. A good
separation was obtained and Se species could be easily identified. The method is robust
and has been applied for different types of samples with recoveries > 65%. The results
infer that a majority of Se in both feed and beef present as Se-methionine. The same
method was used to evaluate commercialized feed of swine, poultry and bovine in order
to evaluate if the concentrations and species are in agreement with labels. In general the
samples attend to legislation according to the evaluated parameters.

Keywords: speciation analysis; selenium; HPLC-ICP-MS; beef; animal feed
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1. Introducéo

Alguns elementos sdo considerados essenciais para o desenvolvimento
normal dos seres vivos, mas alguns, mesmo em baixissimas concentracdes, ou
concentragdes-traco, sdo toxicos e podem desencadear diversos problemas de saude.
Dentre os elementos-traco podem ser encontrados elementos essenciais e nutritivos (Fe,
Cu, I, Co, Mn, Zn, Cr, Ni, Si, F, Mo e Se), 0os ndo essenciais, mas nao toxicos (a depender
da concentragéo e forma quimica) (Al, B e Sn) e os ndo nutritivos, mas toxicos (Hg, Pb,
As, Cd e Sb), dependendo da espécie quimica e da concentracdo presentes na amostra
(RUZIK, 2012).

O selénio, por sua vez, esta relacionado a diversas funcdes vitais e de
prevencao de doencas, mas também pode ter comportamento ambivalente, ou seja,
atuar como essencial ou altamente toxico, a depender das espécies encontradas na
matriz, do estado de oxidacdo e da concentracdo (GOLDHABER, 2003; FORDYCE,
2005, 2007).

Os alimentos séo a principal fonte de selénio para os seres vivos e, de
acordo com o Departamento de Saude e Servicos Humanos dos EUA (U.S. HHS), as
castanhas, alguns peixes e frutos do mar e a carne bovina estéo entre as principais fontes
de Se, sendo que esses alimentos podem prover até 40 % da dose diaria recomendada
(EUA, 2013b). De acordo com alguns orgdos reguladores a dose diaria recomendada
(DV, do inglés, daily value) para humanos varia bastante a depender da idade, género e
periodo de lactacdo, no caso de mulheres que estejam amamentando.

Além de ser uma fonte de nutrientes essenciais tais como ferro e selénio, a
carne é um das commodities mais importantes no mercado de exportacdes brasileiras.
O Brasil j& € o maior exportador de carnes do mundo, seguido pelos Estados Unidos
(SOCIEDADE NACIONAL DE AGRICULTURA (SNA), 2015). Somente em 2014 foram
exportadas em torno de 1,5 milhdo de toneladas de carne, sendo que desse total, cerca
de 80 % corresponde a carne in natura (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
EXPORTADORES DE CARNES, 2012, 2015). Segundo o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) espera-se que até 2020 a producdo nacional de
carnes supra 44,5 % do mercado mundial, indicando que o Brasil pode manter posi¢céo

de primeiro exportador mundial de carne bovina e passar a ser o maior produtor de carne
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bovina do mundo (BRASIL, 2015, SNA, 2015). Portanto, para manter sua posi¢ao ou
ampliar os negocios é necessario se adequar as exigéncias estabelecidas pelos
importadores e certificar a qualidade deste bem de consumo.

A suplementacdo animal € uma préatica que tem aumentado bastante em
locais onde algumas vitaminas e minerais ndo ocorrem naturalmente. Além disso, em
alguns casos, a suplementacdo animal pode ocorrer com 0 objetivo de aumentar a
concentracdo de alguma vitamina e mineral para o consumidor final, agregando valor
aquele produto.

Um dos parametros de avaliagcdo da qualidade da carne utilizado pelos
orgaos reguladores de saude € o teor total de elementos. No entanto, sabe-se que
apenas esse dado néo fornece informacdes sobre a biodisponibilidade, essencialidade
ou toxicidade dos elementos nos organismos Vivos.

A especiacdo quimica € uma ferramenta analitica que conquistou
credibilidade no meio cientifico. Envolve a separacédo e a determinacdo das formas de
um elemento. A grande vantagem em relagéo a determinacdo mais comumente utilizada,
ou seja, o teor total da espécie quimica, € que através da especiacao pode-se obter
informacgdes a respeito da forma como o0 elemento se encontra na matriz, estado de
oxidacdo, bem como formas organicas e inorganicas (TEMPLETON et al., 2000). Dessa
forma, a motivacéo deste trabalho da-se diante das inUmeras questdes supracitadas e
foi dividido em trés partes. Um primeiro estudo avaliou as condi¢des instrumentais para
a realizacdo dos experimentos de especia¢do quimica. Um segundo estudo verificou se
a concentracdo de Se adicionada a racdo animal se enquadra na legislacdo disposta
pelas agéncias reguladoras, como o selénio adicionado a racdo (na forma de Se-
organico) é metabolizado pelo animal e quais espécies estao presentes na carne bovina.
Por fim, o método de especiacdo quimica de Se desenvolvidofoi aplicado em ra¢cdes
animal (de aves, suinos e de bovinos), a fim de verificar as espécies presentes e avaliar
se essas atendem as normas no que diz respeito a descricdo apresentada nas
embalagens (ASSOCIATION OF AMERICAN FEED CONTROL OFFICIALS, 2010; EUA,
2015).
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2. Revisao Bibliografica
2.1. Selénio

O selénio (do grego oeAnvn selene que significa “lua”) foi descoberto em
1817 por Jons Jakob Berzelius numa planta de producdo de acido sulfurico, que ao
encontrar uma pirita e queima-la percebeu que nao tinha odor de arsénio como se
acreditava, mas mais semelhante ao odor de um composto de teltrio. Mais adiante foi
revelado o novo elemento (Se) que levou nome pela sua semelhanca com o telurio, cujo
nome significa Terra (TROFAST, 2011; MISTRY et al., 2012). O comportamento desse
nao-metal, alocado na familia VI da tabela periddica € intermediario em relacéo ao dos
seus adjacentes, os calcogénios enxofre e teltrio. No inicio acreditava-se que o0 Se era
um elemento téxico e somente em 1957 foi reconhecida sua essencialidade para
vertebrados (MISTRY et al., 2012; WEEKLEY, C. M.; HARRIS, H. H., 2013). Em 1973 foi
identificada a primeira selenoproteina, a glutationa peroxidase (GPx). Atualmente
existem pelo menos 25 selenoproteinas (Tabela 2.1) identificadas no corpo humano que
causam uma série de efeitos pleiotropicos, ou seja, codificam os genes humanos que
estdo diretamente ligados a multiplas fungdes metabdlicas do organismo devido a seu
comportamento estrutural e enzimatico que variam desde anti-inflamatério, antioxidante
até a sintese de horménios (RAYMAN, 2012).
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TABELA 2.1. Selenoproteinas nos mamiferos e as suas fungoes.

Selenoproteina

Funcao

Glutationa peroxidase (GPx)
GPx1
GPx2
GPx3
GPx4

GPx5
GPx6

Enzimas antioxidantes

Antioxidante no citosol celular; reserva de selénio?
Antioxidante no trato gastrointestinal

Antioxidante no espaco extracelular e plasma
Antioxidante em membranas; proteina estrutural nos
espermatozéides; apoptose?

Desconhecida

Homologa a GPx1?

Tioredoxina redutase (TRX)

Funcdes miltiplas incluindo a oxiredutase ditiol-
dissulfidrica.

Destoxifica peroxidases, reduz tioredoxina (controla o
crescimento celular); mantém o estado redox dos fatores
de transcricdo

TR1 Majoritariamente citosolica, ubiquo
TR2 Expressa por células germinativas nos testiculos
TR3 Mitocondrial, ubiquo
lodotironinas desiodases
Tipos D1 e D2 Converte a tiroxina (T4) para a bioativa 3,5,3-tri-
iodotironina (T3)
Tipos D1 e D3 Converte a tiroxina (T4) para a 335" T3 reversa

bioinactiva

Selenoproteina P

Proteina de transporte de selénio. Antioxidante no
endotélio

Selenoproteina W

Antioxidante

Sintetase selenofosfato (SPS2)

Sintese de selenofosfato para a sintese de
selenoproteinas

Selenoproteinas de 15 kDa (Sep 15)

Protecéo anticancer?

Selenoproteinas H, I, K, M,N,O, R, S, T,V

Funcdo em grande parte desconhecida

Adaptado de BECKETT E ARTHUR, 2005.

O Se entra na cadeia alimentar através das plantas, que por sua vez

absorvem o mineral do solo. Para os humanos esse elemento é incorporado ao

organismo basicamente pela ingestdo de alimentos ricos em selenoproteinas. De acordo

com o U.S. HHS, dentre os alimentos ricos em selénio estdo castanhas do Brasil, alguns

peixes e frutos do mar e carne bovina (Tabela 2.2) (EUA, 2013b).
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TABELA 2.2. Alguns alimentos como fonte de selénio.

Alimento Porcdo aproximada  pg Se porcdo! Porcentagem do DV

Castanha do Brasil 30 g (6-8 unidades) 544 777
Atum grelhado 85¢ 92 131
Sardinha enlatada 85¢ 45 64
Presunto assado 859 42 60
Camarao 8549 40 57
Carne (musculo) bovina assada 859 33 47
Figado bovino grelhado 8549 28 40
Peito de frango assada 859 22 31
Arroz integral cozido 1 xicara 19 27
Ovo cozido grande 1 unidade 15 21
Leite, 1 % gordura 1 xicara 8 11
Castanha de caju torrada 30g9 3 4
Banana cortada 1 xicara 2 3
Cenoura crua 1 xicara 0 0
Alface 1 xicara 0 0

Modificado de U.S. HHS (EUA, 2013) baseado no valor diario (DV) de 70 ug dia* recomendado pelo U.S.
FDA para adultos e criangas com 4 anos ou mais.

Observa-se na Tabela 2.2 que os tecidos animais sao as principais fontes
de selénio, com excec¢do da castanha do Brasil extraida da regido de Belém e Manaus,
gue possui uma alta concentracdo desse elemento devido a localizacdo geogréfica das
plantacdes, onde o solo é rico em Se (CHANG et al., 1995). Os alimentos de origem
vegetal possuem baixissimas concentracdes de Se, quando ndo nulas.

O grande problema associado ao Se é a estreita faixa de ingestéo
recomendada, que € um comportamento bastante peculiar desse elemento. As agéncias
regulamentadoras, no entanto, apresentam divergéncias quanto aos limites

recomendaveis de selénio para o consumo humano, como apresentado na Tabela 2.3.
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TABELA 2.3. Valores recomendados de consumo diério de selénio de acordo com cada agéncia
regulamentadora (ug Se diat).

Idade Homens Mulheres Gréavidas Lactantes
FAO* FNB** FAO FNB FAO FNB FAO FNB

Nascimento até 6 meses 6 15 6 15 - - - -
7 - 12 meses 10 20 10 20 - - - -
1-3anos 17 20 17 20 - - - -
4-6 anos 22 - 22 - - - - -
4 — 8 anos - 30 - 30 - - - -
7-9 anos 21 - 21 - - - - -
9 - 13 anos - 40 - 40 - - - -
10-18 anos 32 - 26 - - - - -
14 — 18 anos - 55 - 55 28-30 60 35-42 70
19 — 50 anos - 55 - 55 28-30 60 35-42 70
19 — 65 anos 34 26 - - - - -
51+ anos - 55 - 55 - - - -
65+ anos 33 - - 25 - - - -

* Food and Agriculture Organization for World Health Organization (FAO/OMS), 2001.
** Food and Nutrition Board (FNB), 2000.

Apesar das diferencas encontradas entre os valores recomendados, esses
sdo relativamente baixos, reforcando a ideia da essencialidade desse elemento em
baixas concentragdes. No Brasil, a ANVISA adota os valores sugeridos pelo FAO/OMS
(BRASIL, 2005). Por outro lado, o limite maximo também apresenta diferengas entre os
orgaos reguladores. Nos EUA, o limite diario de selénio ndo deve exceder 400 ug (EUA,
2003b; GOLDHABER, 2003; PEDRERO; MADRID, 2009), no entanto na Comunidade
Europeia esse valor € de 300 ug (BELGICA, 2000). Esses valores estdo diretamente
relacionados a concentracéo se Se no solo, ou seja, quanto maior a concentracao de Se
no solo onde os alimentos sao cultivados, maior € a ingestdo do mesmo pela populacao
local. A FNB também propde valores guia para o consumo maximo toleravel de selénio,

como mostrado na Tabela 2.4.

TABELA 2.4. Valores maximos toleraveis de selénio (ug dia?).

Idade Homens Mulheres Gravidas Lactantes
Nascimento até 6 meses 45 45 - -
7 — 12 meses 60 60 - -
1-3 anos a0 a0 - -
4 — 8 anos 150 150 - -
9 - 13 anos 280 280 - -
14 — 18 anos 400 400 400 400
19 + anos 400 400 400 400

Institute of Medicine, 2000.
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Diversos trabalhos na literatura assumem, portanto, que a ingestao de
selénio pode variar entre uma dose diaria deficitaria menor que 40 g até niveis toxicos
superiores a 400 pg, como apontado, por exemplo, por Forcyde (2007). Como citado
anteriormente, tanto altas doses de selénio, como o baixissimo consumo desse elemento

pode desencadear sérios problemas para o organismo de humanos, como mostrado na

Figura 2.1.
pg dia?
1000 T = Perda de brilho das unhas e cabelos
() 1 = Disturbios gastrointestinais
-g = Erupgdo cutanea
- 800—1 L uRE
‘S Halito com odor de alho
X T * Fadiga
o)
F 600 4 " Irritabilidade
w = Anormalidades no sistema nervoso SELENOSE
5 4
@
T 400+ * |nibicdo da progressdo do HIV para AIDS
© 1 = Producdo do horménio da tiredide
o = Funcionamento apropriado do Sistema imunolégico
uﬁ 200 — * Diminui¢do da propensado ao desenvolvimento do
L + cancer de pulmao, célon de Utero ou préstata
m .
‘S 0L = Envelhecimento precoce
‘S = Aumento de doencas cardiovasculares
E = Alzheimer
g * Doengas degenerativas HIPOSSELENEMIA

FIGURA 2.1. Diagrama de consumo de selénio (ug dia): essencialidade, deficiéncia e
toxicidade. Modificado de KUBACHKA, 2015.

Regides vulcanicas, solos &cidos e com altas concentragdes de aluminio e
ferro apresentam baixa absorcao de Se pelas plantas. Para os animais, casos de prejuizo
em larga escala foram notificados em paises europeus, nos quais o rebanho de gado
apresentou insuficiéncia reprodutiva, crescimento irregular, doenca do musculo branco
(também conhecida como Degeneracdo Muscular Nutricional, Doenca do Cordeiro
Rigido, Distrofia Muscular Nutricional, ou ainda Miopatia Nutricional), que é uma doenca

gue atinge principalmente cordeiros e bezerros, envolve um conjunto de alteracdes
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bioquimicas que ocorre nos musculos em funcédo da deficiéncia de selénio, de vitamina
E ou de ambos e que levam a debilidade muscular, tremores ou até mesmo a morte
subita do animal (MAAS et al., 2006).

Também est4d bem estabelecida na literatura a importancia do Se na
agropecuaria para uma reproducdo bem sucedida, pois esse elemento € um dos
responsaveis pela prevencdo do aborto espontadneo ou perda prematura. O selénio
também é responsavel pela fertilidade masculina, por ser essencial para a biossintese
de testosterona e pela formacdo e desenvolvimento saudavel do espermatozoide.
Animais com alimentacdo pobre em Se apresentam anormalidades no esperma que
estdo relacionadas a mobilidade do mesmo, apresentando tendéncia de quebra da cauda
e diminuindo as chances de fertilizacdo (MISTRY, 2012).

As doencas citadas anteriormente acarretam enormes prejuizos
econdmicos. Portanto, a pratica da suplementacédo de Se nas racdes animais, adicdo de
fertilizantes enriquecidos com Se nos pastos, mistura de minerais ou medicamentos
passou a ser adotada pelos criadores e, em casos extremos, se tornaram obrigatorias,
como foi 0 caso da Finlandia. A partir de 1985 foi implementado um programa de
fertilizacdo com adicdo de selénio no solo e os resultados indicaram um aumento da
ingestdo desse elemento de 26 para 56 pg dia® da populacéo local, solucionando a
guestao da deficiéncia de Se (KESKINEN, 2012; FAO/OMS, 2001).

Outra vertente questiona a biodisponibilidade das espécies de selénio para
0 organismo. Sabe-se que a absorcdo de Se € menor em ruminantes devido as
modificacdes que ocorrem no rimen do animal. A suplementacdo desses animais a partir
de fontes de Se orgéanico como selenometionina e levedura selenizada introduzida na
alimentacao do animal aumentam a concentracdo de Se nos tecidos e no leite do animal
guando comparadas aos resultados obtidos para os mesmos tecidos apés adicdo de
fonte de selénio inorganico na dieta (SPEARS, 2003).

O oposto ocorre para animais nao-ruminantes, para os quais as fontes de
selénio inorganico sao facilmente absorvidas se comparadas as fontes organicas de
selénio. No entanto, também ha estudos que indicam que o Se administrado como
selenometionina é retido por um tempo mais longo que o selenito, mantendo as

atividades das selenoenzimas durante o processo de deplecao desse mineral por longos

10
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periodos de tempo (RAYMAN, M. P.; INFANTE, H. G.; SARGENT, M., 2008). A
selenometionina € mais efetiva no aumento do status de Se por ndo ser necessariamente
incorporada em proteinas (e.g. hemoglobina, albumina) no lugar da metionina que esta
diretamente ligada a similaridade das propriedades entre selénio e enxofre, 0s quais
compdem esses aminoacidos, respectivamente. Todavia, a selenenometionina € menos
biodisponivel que o selenito ou o selenato, uma vez que esses precisam apenas do
seleneto para formar um selenofosfato, um dos precursores da selenocisteina que leva
a formacao de selenoproteinas (RAYMAN, 2000). Muitos trabalhos propdem rotas de
metabolismo do selénio em suas diferentes formas proveniente da dieta, suas vias de

excrecao e assimilacdo, como mostrado na Figura 2.2.

Incorporacao
SeMet <= |n3o-especifica

” Selenato de Se
\ em proteinas / inorganico
D|et :

Metabolismo

\ Selenito
SeCys /
Y-glutamil-S- met|I C|ste|na GSSeSG
1’ enzima Y-liase /
CH;SeCys H,Se

' Serina-tRNAUGA

enzima B-liase <

CH_,,SeH — HSePO3 J» Selenoproteinas

Sintese de
I\/Ietlla;ao (CH,) Se re5p|ragao H,0, + 0y selenoprotelnas
Excre(;ao

SeO2 Toxmdade
Selenoagucar

(CH3)3Se+ (urina) (urina)

FIGURA 2.2. Mecanismo metabdlico de selénio da dieta de humanos. SeMet, selenometionina;
SeCys, selenocisteina; GSSESG, selenodiglutationa. Modificado de RAYMAN, M. P.; INFANTE,
H. G.; SARGENT, M., 2008.

2.2. ICP-MS
A espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado teve

by

grande aceitacdo no mercado devido a sua capacidade de analise multi-elementar
(sequencial), medidas da razéo isotopica, baixos limites de deteccéo, baixo sinal de

fundo espectral, ampla faixa linear, elevada frequéncia analitica, alta eficiéncia na

11
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geracdo de ions monovalentes e espectros de massas simples e de facil interpretacéo
(THOMAS, 2013).

Ha diferentes modelos comerciais, mas de forma geral o ICP-MS é
composto por um sistema de introducdo de amostra que inclui um nebulizador, uma
camara de nebulizacdo e um tubo de quartzo, interface que une o ICP ao MS, sistema
de focalizacdo de ions positivos e de separacdo de massas e detector. O argdnio € o gas
usado para a formacédo e a manutencdo do plasma por inidmeros motivos. Dentre esses
esta sua elevada energia, capacidade de ionizar quase todos os elementos da tabela
periodica, incluindo os elementos dificilmente ionizaveis, tais como As, Se, P e S.
Também possui condutividade térmica alta suficiente para transferir calor das
extremidades para a regido central do plasma, mas nao tao alta a ponto de sofrer com o
resfriamento da atmosfera circundante, e ainda tem resistividade elétrica adequada para
dissipacao da poténcia de radiofrequéncia, responsavel pela manutencao do plasma. O
custo pode ser considerado baixo considerando-se a disponibilidade quando comparado
a outros gases nobres (como He, Ne, Kr ou Xe), a pureza obtida e a inércia quimica
(MONTASER, 1998; THOMAS, 2013).

O sistema de introducdo de amostra pode variar bastante, a depender do
estado fisico da amostra. Como exemplo, para amostras sélidas pode ser feita ablacao
por laser, centelha, ou ETV (do inglés, electrothermal vaporization), enquanto que para
amostras gasosas a introducéo no plasma pode ser feita por geracao de hidretos, vapor
de Hg e cromatografia gasosa, dentre outros. No entanto, o convencional € a introducao
de amostras liquidas fazendo-se uso de diferentes nebulizadores, tais como:
pneumaticos, ultrassénicos, micronebulizadores e também por cromatografia liquida
(HPLC, do inglés, high performance liquid chromatography). Nos nebulizadores é
formado um fino aerossol da solucao introduzida (THOMAS, 2013).

O aerossol é formado quando o gas (argdnio) que € inserido sob alta
velocidade passa sobre a superficie do liquido (amostra ou solugédo de calibracao),
guebrando-as e formando goticulas. Essas microgotas, formadas na camara de
nebulizacado, sao selecionadas, sendo que gotas maiores sao descartadas, o que suaviza
0s pulsos de entrada de amostra causados pela bomba peristéltica, tornando a

introducéo de amostras no plasma continua. Dentre as diversas opc¢des existentes para
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camaras de nebulizacéo, dois tipos se destacam: duplo passo e ciclonica. A camara de
duplo passo é a mais comum, pois alcanca uma melhor distribuicdo no tamanho das
particulas. Em alguns equipamentos de ICP-MS a camara de nebulizag¢éo esta acoplada
ao sistema Peltier, que € um sistema externo de resfriamento (que funciona entre 2 e 5
°C), que gera estabilidade térmica de amostras e minimiza a quantidade de solvente que
chega no plasma. Além desses, ha outros beneficios, como a minimizacdo da formacéo
de oxidos e o favorecimento da aspiracdo de solventes organicos (THOMAS, 2013).

O grande problema associado aos sistemas de introducéo é a eficiéncia da
conducédo da amostra, que deve ser representada na sua totalidade, até atingir o plasma,
sem desestabiliza-lo ou extingui-lo.

O tubo de quartzo, localizado na sequéncia do nebulizador e da camara de
nebulizacdo possui trés tubos concéntricos, cada um com uma entrada independente de
gas, com funcdes diferentes. No tubo externo o gas Ar é introduzido formando o vértice
de Reed, que serve como isolante térmico e para a centralizacdo do plasma. Pelo tubo
intermediario é introduzido o gas auxiliar, que direciona e posiciona o plasma. E no tubo
interno € feita a introducdo da amostra nebulizada com argdénio (MONTASER, 1998;
THOMAS, 2013).

A formacéo do plasma é feita através da geracdo de um campo magnético
alternado aplicado numa bobina de cobre que circunda o tubo de quartzo, preenchido
por argbnio que passa através do tubo e, com uma descarga elétrica, o plasma € iniciado.
Para a estabilizacdo do plasma uma poténcia de radiofrequéncia € aplicada
constantemente. O plasma, que é um gas parcialmente ionizado (nesse caso o0 argonio),
possui atomos no estado normal e ions de argbnio (Ar*), bem como elétrons livres, com
densidade eletronica de ~10%° e- cm e 15,8 eV de energia (THOMAS, 2013). Na Figura
2.3 estdo apresentados 0s processos pelos quais o analito € submetido quando atinge o

plasma.
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v

FIGURA 2.3. Processos ocorridos no plasma, no qual M é o analito e A é um anion. Modificado
de Thomas, 2002.

Os processos que ocorrem no plasma sdo a dessolvatacdo, fusao,
vaporizacdo, dissociacdo e ionizacdo. Dentre os parametros que influenciam os
processos ocorridos no plasma estdo a poténcia de radio-frequéncia aplicada, a vazao
do gas de nebulizacdo e a profundidade de amostragem (THOMAS, 2002).

O acoplamento do plasma (ICP), que € a fonte de ions, a um espectrémetro
de massas (MS), que € um separador de ions pela sua razdo massa-carga (m/z) se da
numa transicao bastante instavel para os ions, que migram de uma zona sob pressao
atmosférica, para uma zona de pressao praticamente nula, o vacuo. Para corrigir 0s
efeitos de dispersdo da nuvem eletrbnica (ion beam), chamado de efeito de carga
espacial, ha estagios graduais de reducdo de pressédo; primeiro o feixe passa pelo
primeiro cone de amostragem, que possui um pequeno orificio (Sampler), na sequéncia
passa pelo outro cone que possui um orificio ainda mais reduzido (Skimmer) e depois
por uma sequéncia de lentes ibnicas que focalizam e direcionam o feixe em dire¢cdo ao

guadrupolo. O vacuo, no entanto, tem papel fundamental, evitando colisbes que alteram
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a trajetoria, podendo acarretar em transferéncia de energia e desencadeando reacdes
guimicas indesejaveis (THOMAS, 2013).

Dentre os equipamentos de ICP-MS comerciais convencionais Sao
disponiveis modelos com um ou dois quadrupolos sequenciais, denominados ICP-MS ou
ICP-MS/MS, respectivamente. O quadrupolo é composto por quatro barras circulares ou
hiperbolicas de aco inoxidavel ou molibdénio, que séo carregadas alternadamente, ou
seja, duas barras sdo carregadas positivamente, enquanto as outras duas barras,
posicionadas perpendicularmente as demais, sdo carregadas negativamente. A
configuracdo é montada de forma a que os polos sejam alternados com uma frequéncia
gue favoreca apenas a trajetéria de uma m/z, sendo as demais m/z desestabilizadas e
lancadas para fora do quadrupolo. O detector € um dinodo multiplicador de elétrons.
Quando o ion se choca contra o dinodo sao arrancados elétrons, que por sua vez sao
direcionados para um préoximo dinodo, multiplicando os elétrons ao longo de uma
sequéncia de dinodos até que um “pulso” seja detectado (THOMAS, 2013).

Apesar de bastante vantajosa, a técnica também possui alguns
inconvenientes como possiveis interferéncias matriciais e/ou isobaricas, baixa energia
de ionizacgdo para a determinacdo de elementos com elevada energia de ionizagéo (e.g.
halogénios) e alto custo de aquisi¢cdo do instrumento. Dentre as interferéncias matriciais
podemos listar a deposicdo de sais no orificio dos cones, diminuindo o orificio e,
consequentemente, diminuindo a sensibilidade gradualmente; e a supressdo da
ionizacdo do analito, em funcdo da carga espacial. Para minimizar o efeito de carga
espacial podem-se utilizar estratégias como: diluicdo das solu¢des, compatibilizacdo de
matriz, método de adicdo de analito ou o uso de padréo interno (IS). As interferéncias
isobaricas podem ser elementares ou moleculares. No caso das interferéncias
moleculares é comum que haja combinacdo de atomos de Ar, C, H, O, N, ou seja, 0s
elementos geralmente abundantes no plasma. Esses &atomos se recombinam,
totalizando a mesma m/z do analito. Para ndo sofrer com as interferéncias isobaricas
elementares € recomendavel analisar outro is6topo do analito quando possivel. No caso
das interferéncias isobaricas moleculares as estratégias sdo: diluicdo das solugdes,
possivel uso do plasma frio (cool plasma), introducéo de gases de colisdo ou reacao, ou

geometria do equipamento, com a introducdo de filtro de ions a 90 °C (MONTASER,
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1998; TANNER, BARANOV, BANDURA, 2002; BIANCHI, 2011; D’ILIO et al., 2011;
THOMAS, 2013).

O uso de padréo interno facilita a correcdo das interferéncias matriciais
sobre o sinal do analito e a correcéo é€ feita atraves da razéo do sinal do analito pelo sinal
do padrao interno. A escolha do padrao deve ser baseada nas energias de ionizacao do
IS e do analito, que devem ser similares, quando teoricamente os dois sofreriam o0s
mesmos efeitos de transporte. E recomendavel que os atomos (do IS e do analito)
tenham tamanhos semelhantes, uma vez que &atomos pequenos sofrem mais as
interferéncias de carga espacial. O IS também deve ser um elemento inerte e ndo deve
fazer parte da composicdo da amostra. A solu¢do do elemento a ser usado como IS é
adicionada em concentracdo constante a todas as solucbes de calibragcdo e das
amostras. Também deve-se observar se o numero de contagens para o analito e do IS
tém a mesma ordem de grandeza, pois se 0 niumero de contagens para o IS for muito
superior havera um super ajuste do sinal, o que néo é desejavel (THOMAS, 2013).

Para o desenvolvimento deste trabalho utilizou-se o modelo 8800 Triple
Quadrupole da Agilent Technologies, o qual possui a configuracdo tandem. O
equipamento possui um sistema de introducdo de amostras, incluindo o nebulizador
(Micromist), a camara de nebulizacdo (ciclénica) acoplada ao sistema Peltier
(funcionando a 2 °C), o tubo de quartzo seguido pelos dois cones de amostragem,
sampler e skimmer (ambos de Ni). As lentes ibnicas, posicionadas atrads dos cones, sao
carregadas positivamente ou negativamente e também desempenham o papel de
desviar a rota do feixe idnico, o separando dos fétons e neutrons, evitando que esses
sejam direcionados para o detector. A diferenca desse modelo para os diversos
instrumentos comerciais € basicamente a configuracdo do sistema de separacao de
massas, que possui dois quadrupolos (Q1 e Q2) alternados pelo sistema de coliséo e
reacdo (ORS, do inglés, Octapole Reaction System) no qual pode ser feita a insergéo de
gases colisionais ou reacionais. Essa configuracdo permite trabalhar no modo de
operagdo MS ou MS/MS. No modo MS/MS é possivel utilizar o0 Q1 como um filtro de
massas, utilizar gases de colisdo para atenuar os efeitos de interferéncias, ou usar gases
de reacao para reagir com interferéncias ou com o analito, que sera selecionado no Q-.

O detector € multiplicador de elétrons com diversos dinodos que convertem o sinal dos
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elétrons que se chocam contra a placa numa corrente elétrica que pode ser medida a fim
de gerar um sinal para um dado ion (AGILENT TECHNOLOGIES, 2014).

2.3. HPLC e o acoplamento HPLC-ICP-MS

A cromatografia liquida é uma técnica fisico-quimica de separacdo de
componentes de uma mistura, envolvendo sua distribuicdo diferencial em um sistema
bifasico composto por uma fase movel e uma fase estacionaria (ETTRE E
SAKODYNSKII, 1993). Essa foi a definicdo dada por Mikhael Semenovich Tswett que,
em 1906, apresentou os resultados de uma separacéo de extratos vegetais utilizando
uma coluna de carbonato de célcio como fase estacionéaria e éter de petréleo como fase
movel. Em linhas gerais, a cromatografia € uma técnica de separacdo de misturas e
identificacdo de seus componentes, sendo que essa separacao cromatografica depende
da interagdo entre os componentes da amostra com as duas fases imisciveis, a fase
movel e a fase estacionéria, por isso € uma técnica versatil e de grande aplicacdo
(COLLINS, BRAGA E BONATO, 2006; CASS E DEGANI, 2001).

Dentre os diferentes tipos de cromatografia, a liquida se destaca pelas
diferentes aplicagbes com diferentes matrizes, que é reflexo dos muitos avangos em
termos de resolucdo, quantificacdo, tempo de andlise e detecgcdo. Isso se deve a
combinacao do conhecimento das técnicas com a instrumentacdo desenvolvida. Do que
se sabe da cromatografia gasosa, a eficiéncia da separacdo € aprimorada com a
diminuicdo do tamanho de particula, portanto o uso de microparticulas na fase
estacionaria proporcionou um desempenho de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high
performance liquid chromatography) (CASS E DEGANI, 2001).

Um sistema HPLC é composto pelo reservatério da fase movel que
geralmente possui um filtro que garante que apenas o eluente seja introduzido no
sistema, uma bomba capaz de produzir uma vazdo constante e reprodutivel e cujo
material deve ser resistente ao solvente utilizado, um medidor de pressédo e um injetor.
Na sequéncia é acoplada a coluna desejavel e a depender da necessidade um detector
(e.g. UV-visivel, fluorescéncia, infravermelho, espectrometria de massas (MS) e outros)
(COLLINS, BRAGA E BONATO 2006; CASS E DEGANI, 2001). O detector tem a funcao
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de identificar e/ou quantificar as substancias de interesse que estejam eluindo da coluna
cromatografica (ZOCOLO, 2012).

Os detectores utilizados nesta tese foram o UV-Visivel e o espectrometro
de massas (MS). O detector de UV-Vis é o mais utilizado, e tem como principio a
absorcdo de radiacdo ultravioleta ou visivel pelos grupos cromoéforos presentes na
amostra quando submetida a radiacéo eletromagnética. O detector MS tem se tornado
comum para casos de determinagcdo de ion molecular, e operando no modo MS/MS é
possivel a confirmacédo estrutural. O principio do detector MS estd descrito na secao
Revisao Biliogréfica, item 2 sobre ICP-MS. No caso de estudos de especiacdo quimica,
0 uso desses detectores supracitados tem se tornado uma pratica comum para
identificacdo de metais ligados a aminoacidos e proteinas, espécies das formas redox,
organometalicas e complexos metalicos (COLLINS, BRAGA E BONATO 2006; CASS E
DEGANI, 2001). Para que haja uma boa separacdo no HPLC é necessario que as
espécies tenham afinidade diferente com a coluna e, dessa forma, sejam detectadas em
tempos diferentes (RT, do inglés retention time) pelo detector utilizado.

Ha uma grande variabilidade de fases estacionarias comercializadas de
diferentes fabricantes, dentre elas podem ser citadas as colunas de fase normal e em
fase reversa. Uma coluna de fase normal é feita em silica e possui grupos polares como
fenila, ciano, amino e diol. Esse tipo de fase estacionaria é recomendado para analise
de substancias insollveis em agua, como 6leos, gorduras ou lipideos. As colunas de
fase reversa sdo colunas de baixa polaridade formadas por particulas de silica
recobertas por hidrocarbonetos com diferentes cadeias alifaticas (e.g. C-2, C-4, C-8, C-
18) e permitem a andlise desde substancias hidrossollveis e/ou idnicas, até substancias
lipofilicas. Dos solventes mais comumente utilizados para colunas operando em fase
reversa estdo a agua, acetonitrila (ACN) e metanol (MeOH). Algumas vantagens estao
associadas ao uso da coluna de fase reversa, como o rapido equilibrio atingido pela
coluna, menor adsorcéo irreversivel, homogeneidade nos sitios de adsorcao, eluicdo
facilitada no modo gradiente e o0 ndo comprometimento da reprodutibilidade sofrido na
presenca de agua (ZOCOLO, 2012).

As colunas de exclusdo por tamanho (SEC) contém particulas com poros

de tamanhos variados (suporte) e os intersticios formam cavidades nas quais as
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moléculas sdo separadas. As grandes moléculas sdo empurradas pelo eluente e adotam
o caminho mais facil, por isso séo eluidas primeiro, enquanto as menores moléculas
permeiam nas cavidades entre o suporte retardando seu tempo de eluicdo. Nesse caso,
ndo é desejavel que haja interacdo entre os analitos e o suporte e a coluna funciona
como uma peneira molecular.

O desenvolvimento de um protocolo analitico deve resultar num método
robusto, de procedimento relativamente simples, levar em consideragdo as possiveis
interferéncias, os limites de deteccdo desejaveis e utilizar materiais e equipamentos
existentes e comercializados. Levando essas questdes em consideracdo, objetivou-se o
desenvolvimento de um método empregando-se uma coluna de fase reversa, que além
de apresentar todas as vantagens citadas anteriormente, € comumente encontrada nos
laboratérios de analise por cromatografia liquida. Para a identificacdo as espécies de Se
de baixa massa molecular e organometalicas utilizou-se uma coluna de fase reversa
(Cis) e, para a avaliacdo do perfil proteico ligado ao selénio, foi empregada uma coluna
de exclusédo por tamanho (SEC).

A analise de especiacdo, ou a atividade analitica de determinacdo de
espécies quimicas, € um campo de estudo relativamente novo. O termo “especiacao” foi
emprestado das ciéncias biolégicas. Trata-se de um conceito em quimica analitica no
qual diferentes formas de um elemento quimico devem ser consideradas
individualmente. Em muitos casos, a essencialidade ou a toxidade dos elementos
depende da sua forma quimica, que pode variar bastante entre a forma organica ou
inorganica. O acoplamento HPLC-ICP-MS é uma estratégia que alia um método de
separacdo com alta seletividade a uma técnica de deteccdo altamente sensivel, na
tentativa que buscar respostas que esclarecam questdées como: Qual espécie é
encontrada em maior concentragdo em determinada matriz? Como oS metais sdo
absorvidos e metabolizados? Quais espécies sdo formadas a partir da suplementacéao
com determinada vitamina ou mineral? Existe interconversao de espécies?

Na Tabela 2.5 estdo resumidos alguns trabalhos encontrados na literatura
utilizando o acoplamento HPLC-ICP-MS para a identificagdo de espécies de selénio em
diferentes matrizes. De acordo com os trabalhos mencionados observa-se que os

principais parametros que implicam numa boa separacdo das espécies, precisdo e
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sensibilidade estdo relacionados a etapa de preparo de amostra e ao emprego de

técnicas de alta seletividade e sensibilidade.
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TABELA 2.5. Estratégias de preparo de amostras e conclusdes obtidas no desenvolvimento de métodos de especia¢do quimica de
selénio em diferentes matrizes por HPLC.

Espécies
monitoradas

Preparo de amostras

Coluna

Observacéo

Referéncia Matriz
Casiot et al. (1999) Le."ed“.ra
enriquecida
Plantas

hiperacumuladora
s enriquecidas
(Astragalus
praleongus e
Brassica juncea),
levedura, alho-
por6, cebola e
alho.

Kotrebai et al.
(2000)

Brassica juncea
geneticamente
modificada

Montes-Bayon et
al. (2002)

Selenocisteina,
selenometionina, e
selenoetionina

23 espécies de
selénio

Selénio inorganico,
SeCys2, MSC,
selenometionina

Extragdo com agua

guente, methanol, Tris-

HCI, enzimatica,
solucéo salina

Extracdo enzimética e
com agua quente.

HCI

250 x 4.1 mm, 10 pm
Hamilton PRP-X100 e
150 x 4.6 mm, 5 pum
Inertsii  ODS-2 para
determinar espécies de
Se e 300 x 10 mm, 13
um SEC Superdex-200
HR 10/30 para avaliar o
perfil proteico ligado a
Se

150 x 3.9 mm, 5 pm
Symmetry Shield RP8

250 x 4.6 mm, 5 pm
Alltech C-8

Os resultados obtidos
dependeram criticamente
do procedimento de
preparo de amostras
usado. Coluna de troca
anibnica apresentou
melhores resultados para
a separacao das
espécies.

Selenometionina é a
principal espécie
encontrada em amostras
de levedura. Em alho e

cebola a
metilselenocisteina era a
espécie majoritaria.
Resultados mais

conclusivos foram obtidos
com 0 acoplamento
HPLC-ESI-MS

O acoplamento HPLC-
ICP-MS forneceu
importantes informagdes
como a quantificacdo das
espécies mesmo em
baixas concentracdes. O
mecanismo  metabdlico
pode ser elucidado
através de informacgbes
obtidas por ESI-MS
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TABELA 2.5. Estratégias de preparo de amostras e conclusdes obtidas no desenvolvimento de métodos de especia¢do quimica

de selénio em diferentes matrizes por HPLC (continuagéo).

Referéncia

Matriz

Espécies
monitoradas

Preparo de amostras

Coluna

Observacéao

Vonderheide et al.

(2002)

Capelo et al.
(2004)

Shah et al. (2004)

Gergely et al.
(2006)

Phipps et al.
(2008)

Castanha do
Brasil

Levedura
enriquecida

Cebolinha verde
enriquecida

Cogumelos

Sangue, leite e
queijo de gado
leiteiro
suplementado

SeMet, SeCys: e
selenoetionina

SeMet e SeCys2

Selenoaminoacidos

Selenoaminoacidos

SeMet e SeCys

HCI diluido e extracéo
enzimatica foram
comparados

Extracdo com 4gua e
enzimética combinados
a probe ultrassénica
foram comparados

HCI diluido para extrair
espécies de Se livre e
tampdao Tris + CaClz +
Proteinase K para
extrair espécies de Se
ligadas a proteinas.

NaOH, Tris-HCl e
digestdo enzimatica
foram comparados

Enzimética (protease e
lipase)

150 x 4.6 mm, 5 pm
Alltima C-8

250 x 4.1 mm, 10 pm
Hamilton PRP-X200

150 x 4.6 mm, 5 pm
Alltima C-8 para
identificacdo de
espécies de Se e
Superdex Peptide HR
10/30

250 x 4.6 mm, 5 pm
Alltima C-8 e Superdex
75 HR 10/300 GL

Reversed-phase

A remocao lipidica foi
essencial para fixar os
tempos de retencdo que
eram alterados ao longo
das andlises. A extragdo
enzimatica foi a mais
eficiente na extracdo de
Se e gerou nos melhores
resultados.

A extracdo enzimatica
assistida pela probe
ultrassénica elevou a
eficiéncia da extracao.

Foi possivel identificar
selenocistina,
metilselenocisteina,
selenometionina e Se
inorganico de acordo com
0os tempos de retencéo
dos padrdes por HPLC-
ICP-MS. Outras espécies
puderam ser identificadas
por ESI-MS

Foram identificadas trés
espécies: SeCys, MSC e
SeMet.

Com esse método foi
possivel avaliar se houve
aumento da concentracao
de Se (como SeMet e
SeCys) em diferentes
matrizes
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TABELA 2.5. Estratégias de preparo de amostras e conclusdes obtidas no desenvolvimento de métodos de especiagdo quimica de
selénio em diferentes matrizes por HPLC (continuag&o).

Referéncia

Matriz

Espécies
monitoradas

Preparo de amostras

Coluna

Observacéo

Fang et al. (2009)

Arroz enriquecido

Se(lVv), Se(Vl),
SeCysz, SeMet e
Se-O-Met

SeMet e 2-Hidroxi-

Agua, HCI diluido,
hidrolise enzimatica
foram comparados

250 x 4.6 mm, 5 um
Agilent Zorbax SB-C18
e 150 x 4.6 mm, 5 pm
Hamilton PRP-X100

A extragdo enzimatica
(protease + amilase)
assistida com  banho
ultrassénico indicou o0s
melhores resultados.
SeMet foi a principal
espécie detectada por
HPLC-ICP-MS e
confirmada por nano-ESI-
IT-MS.

O acoplamento HPLC-

Vacchina et al. Amostras 4-acido SXTEGEO) en_2|mat|ca 250 x 4.6 mm, 5 pm .ICP'M.S ~ Rl a
S . . (protease e lipase em . identificacdo e
(2010) biolégicas metilselenobutanoi ~ Alltima C-8 I
o tampé&o fosfato pH 7.5) guantificacéo das
espécies.
Tampéo fosfato + 0,1 a Uma boa separacdo das
. 0,3 M HCI + protease espécies foi possivel
Brotos de trigo . .
combinado a celulase, através do acoplamento
sarraceno SeCys2, MSC, . . ;
Cuderman et al. . amilase ou lipase foi 250 x 4.1 mm, 10 um HPLC-ICP-MS. Foram
cultivados em Se(lV), Se(V), ; - -
(2010) ~ comparado com Hamilton PRP-X 100 quantificadas  espécies
soluc¢des contendo SeMet ~ . .
Se extracdes que variavam extraidas dos brotos e das
as concentracdes da solucdes remanescentes
raz8o amostra/enzima do meio de cultivo
Pedrero et al. Orgaos de peixes SEMEL S, Enzimatica (protease e 250 x 4.1 mm, 10 pm AS . ESPecies foram
SeCys2, Se(lV) e ; ; identificadas apesar da
(2011) suplementados lipase) Hamilton PRP X-100 . :
Se(VI) complexidade da matriz
250 x 4.1 mm, Hamilton
Serum e urina PRP-X200, 200 x 3mm, Com esse estudo pode-se
Kokarnig et al, h_umanzﬁ agos SeMet, TMSe, Agua e extracio lonospher 5%3, 150 x 4.6 ggr(rjglamo_rt])zi_rdodefeno de
(2015) ingestao de Se(IV), MSC enzimatica mm, Hamilton PRP- bio isponibilidade e
suplementos ' X100 e 150 x 4.1 mm excrecdo de espécies de
selénicos Atlantis dC18 foram Se ndo-proteicas
comparadas
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Hidrogénio como gas de reagdo para determinagdo do is6topo &°Se em amostras bioldgicas

3. Hidrogénio como géas de reacédo para determinacédo do is6topo 8Se em

amostras biologicas

3.1. Introducéao

Como apresentado na revisao bibliogréafica, o ICP-MS apresenta inUmeras
vantagens frente as demais técnicas espectroanaliticas, bem como a capacidade de
analise multi-elementar e isotopica, além de alta sensibilidade, o que implica em baixos
limites de deteccéo, alta frequéncia analitica e baixo consumo de amostra, dentre outras.
Por outro lado, essa técnica também sofre com a influéncia de algumas interferéncias
espectrais e nao-espectrais.

As interferéncias nao-espectrais, também chamadas de efeito de
transporte, se referem a supressao do sinal do analito ocasionada em funcéo do teor de
sélidos dissolvidos, turbidez e acidez da amostra, bem como nebulizacdo, tenséo
superficial e viscosidade do liquido, e o efeito de carga espacial sofrida pelos ions na
transicdo de uma zona de pressao atmosférica para vacuo. Outra causa da supresséo
do sinal analitico ocorre quando a amostra contém altas concentracdes de analito e/ou
interferentes que podem influenciar nas condicbes de ionizacdo do plasma. As
interferéncias espectrais, por sua vez, sdo aquelas formadas pela mesma razdo massa
carga (m/z) e implicam no aumento do sinal, uma vez que € monitorada a razao m/z no(s)
guadrupolo(s), levando a um falso resultado. Das possiveis interferéncias espectrais
podem ser citadas formacdes de 6xidos, dupla carga, dimeros e outras formacodes
poliatdmicas.

O Se possui seis is6topos com distintas abundancias naturais, sendo
esses: "“Se (0,9 %), °Se (9,0 %), "'Se (7,6 %), 8Se (23,6 %), Se (49,7 %) e &Se (9,2
%). Apesar de sofrer com as interferéncias espectrais, os is6topos de Se mais
comumente monitorados por ICP-MS sdo "’Se, "8Se e #2Se, como apresentado na Tabela
3.1.
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TABELA 3.1. Possiveis interferentes dos isétopos "’Se, "®Se e 8°Se.

1S6t0D0 Sobreposicdo  Sobreposicdo Sobreposicdo Sobreposicdo Formacéo de fo?#;rages
P com argonio com oxigénio com enxofre com carbono  dupla carga rmago
poliatémicas
38A H GlNilGO 154 d2
r . *
77Se 36Ar40;rH 60N|l7o 12C19|:14N1602 154SGm2+ 4°Ar37CI
SQCOlBO
62Ni160
38Ar40Ar . 156 2+
7889 39Ar2 61N|l7o 1SGSSZ+ 38Ar4OCa+
GONilSO
64Cu180 33816O3H+ 154Dy2+ 40Ar42Ca
82Se *0ArzHz 667160 345160 5+ 12C35Cl, 1642+ 81BrH

Modificado de Perkin Elmer Sciex, 2008.

Observa-se na Tabela 3.1 que os principais interferentes sdo formados a
partir de elementos presentes na composi¢cdo do ar, como oxigénio e nitrogénio, com o
gas de formacao do plasma, o argbnio e de carbono, elemento comumente parte da
composicdo das amostras, no caso de amostras organicas.

Por ser o is6topo mais abundante desse elemento, o monitoramento do
80Se pode solucionar o problema da sensibilidade no caso de amostras com uma baixa
concentracdo desse mineral. No entanto esse is6topo ndo é usualmente monitorado por
sofrer severas interferéncias de formacg6es poliatbmicas, com destaque para o majoritario
que é o dimero de argdnio (*°Arz*), proveniente do argdnio. Os interferentes desse
is6topo, na mesma m/z sdo: “°Arz, 62Nit80, $3Cul’O, 4zZn'%0, 32S1603*, “0Ar+°Ca, °BrH,
16°Dy2+, 1GOGd2+.

Sao diversas as estratégias de minimizacdo de interferentes. Alguns
interferentes podem ter sua formacdo minimizada com ajustes de parametros
instrumentais. A profundidade de amostragem, que consiste na medida da distancia
entre o tubo de quartzo e o cone de amostragem é um parametro instrumental que esta
diretamente ligado a formacé&o de 6xidos e espécies de dupla carga. Quando o tubo esta
muito distante do cone de amostragem o plasma aumenta a superficie de contato com o
ar e portanto, tanto o analito como os interferentes entram em contato com a regido mais
fria do plasma, acarretando a formacao de 6xidos. Por outro lado, a aproximacao do tubo
e do cone de amostragem faz com que os ions presentes no plasma se concentrem na
regido mais quente desse, fornecendo mais energia para uma possivel ionizagcdo do
segundo elétron. Em outras palavras, formando ions de dupla carga. Nao obstante,

associado a questédo da profundidade de amostragem, o fluxo do gas de nebulizacéo tem
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influéncia no namero de interferentes que sera conduzido ao detector. Quanto maior o
fluxo do gas de nebulizacdo, maior € o nimero de ions interferentes ionizados e
introduzidos, mas também é menor o tempo de residéncia dos ions desejados e
indesejados no plasma. O oposto ocorre para um baixo fluxo do gas de nebulizacéo,
diminuindo a introducdo de ions e aumentando o tempo de residéncia no plasma,
podendo levar ao aumento de formacéo de ions com dupla carga. No entanto, diminuir
o fluxo do gas de nebulizacdo também implica na menor introdugdo dos ions de
interesse. A poténcia de radiofrequéncia (RF Power) € outro paramento instrumental que
pode influenciar na formacdo dessas espécies. Com o aumento da poténcia de RF o
plasma se torna mais energético, induzindo a ionizacdo do segundo elétron de alguns
elementos. Por outro lado, a diminuicdo da poténcia de RF implica na diminuicdo da
temperatura do plasma, o que pode influenciar na eficiéncia de ionizacdo de alguns
elementos que possuem alta energia de ionizacdo, e/ou induzir a formacgao de éxidos.
Aumentar a vazao do gas de nebulizacdo e aplicar uma baixa poténcia de RF € uma
estratégia para monitorar 6xidos de algumas espécies (MO™*), denominado plasma frio,
uma vez que sob essas condi¢cdes o0 plasma tem menor energia se comparado ao uso
de uma alta poténcia de RF. Dessa forma, a otimizacdo desse conjunto de parametros
instrumentais se faz necessaria para alcancar sensibilidade suciente para a
determinacao analitica do(s) isétopo(s) a ser(em) monitorado(s), com a minimizacéo do
sinais dos interferentes.

Com a evolugdo da instrumentacdo algumas estratégias tém sido
aperfeicoadas, alcancando resultados cada vez mais precisos e exatos. A célula de
colisdo e reacdo (CRC) é uma ferramenta encontrada em alguns equipamentos de ICP-
MS e consiste numa cela, geralmente um multipolo que atua como um focalizador de
fons. A atmosfera da célula de colisdo é preenchida com um gas de colisdo ou reacdao,
a depender do analito e dos interferentes. A quantificacdo através da m/z desejada é
possivel devido a remocdo dos ions ndo desejados pela CRC, o que leva a maior
exatidao dos resultados (JACKSON, LIBA E NELSON, 2015).

De forma resumida, o uso do gas de colisdo tem o objetivo de usar a energia
liberada pela colisdo do gas com o feixe idnico para promover a quebra de algumas

formacdes poliatdmicas. O emprego do gas de reacéo, por sua vez, leva a uma complexa
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série de reacdes do gas utilizado com os interferentes, formando novas espécies
poliatbmicas que terdo outra m/z que ndo a do analito, ou a reacdo com o analito, que
podera ser monitorado em fungdo da nova m/z. A escolha do gés de reacdo deve levar
em consideragéo o favorecimento termodinamico da reagcao almejada, seja com o analito
ou com o interferente.

Dentre os diversos gases utilizados como gas de reacdo 0s mais
comumente usados para a reducao de interferentes estdo: a amonia (NHs), o metano
(CHa4), 0 oxigénio (O2) e o hidrogénio (H2). O hidrogénio tem sido extensivamente usado
como gas de reacdo e no caso do selénio € usado para reagir com os interferentes do
is6topo 8°Se, permitindo seu monitoramento (FELDMANN, JAKUBOWSKI E STUEWER,
1999; BANDURA, BARANOV E TANNER, 2001; TANNER, BARANOV E BANDURA,
2002; D’ILIO et al., 2011). De acordo com D’llio et al. (2011), o hidrogénio se destaca na
remocdo do sinal do dimero de argdnio (*°Ar2*) através da reacdo com o hidrogénio,
guando o dimero assume outra m/z, deixando a m/z= 80 livre para a analise do &Se. As
equacdes (1) e (2) foram propostas para demonstrar 0 mecanismo que ocorre durante a
reacao:

40Aro* + Ho—40ArH* + 40Ar + H (1)
4OAr* + Ho—40ArH2* +40Ar (2)

A presenca de Ca pode resultar numa potencial sobreposicéo no sinal dos
is6topos "8Se e 8Se devido a possiveis recombinacdes como #Ar*°Ca* e “°Ar*°Ca*. Na
presenca de Hz essas recombinacdes sdo desfavorecidas (D’ILIO et al., 2011). Para
amostras biolégicas como urina, sangue e plasma pode haver ions brometo, podendo
ocorrer a formacéao de seu hidreto ("°BrH*) e causar severas interferéncias sobre o sinal
do 8Se* (D'ILIO et al., 2011; SUCHAROVA, 2011). A formacéo de ions com dupla carga
de elementos terras-raras (REEs) como o Gd* e Dy* também deve ser considerada. A
interferéncia de Gd* e Dy* com m/z= 80 pode ser um problema, uma vez que esses
elementos tem a segunda energia de ionizacao baixa. Nota-se que o Gd possui 21,86 %
de abundancia na m/z= 160, enquando o Dy tem 2,34 % e apesar desses elementos ndo
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serem comumente encontrados em matrizes alimenticias, um estudo para formacgéao de
fons com dupla carga também foi realizado. Ambos, Gd e Dy sao imobilizados no solo,
entretanto, o cultivo de alimentos em solos ricos em REEs pode ser tornar um problema
na determinacédo de 8°Se (SUCHAROVA, 2011). Assim, de acordo com Thomas (2002),
a formacéo de ions com dupla carga ndo pode ser evitada, mas minimizada, otimizando-
se o fluxo de gas de nebulizacdo, diminuindo a poténcia de RF e ajustando-se a
profundidade de amostragem. Dois parametros sdo facilmente ajustaveis através do
programa do instrumento, entretanto a poténcia de RF nao deve sofrer grandes
alteracdes, uma vez que a primeira energia de ionizacdo do Se é alta e mudancas na
energia do plasma comprometerdo a sensibilidade. Outro problema particular do Se é
gue geralmente esse elemento é encontrado em baixas concentracbes em matrizes
alimenticias, sendo necessarios procedimentos com os menores limites de deteccao
possiveis. Cobre e zinco sdo elementos frequentemente encontrados em amostras
bioldgicas e as espécies poliatdmicas *3Cul’O* e 64Zn'%0* sdo combinac¢bes que podem
sobrepor o sinal do 8°Se, portanto essas também foram avaliadas.

O ICP-MS/MS utilizado € um equipamento com a configuracdo tandem que
€ baseada na possibilidade de uso de dois quadrupolos. Para a determinacgéo do is6topo
80Se essa configuracéo é de extrema importancia, pois além do ajuste dos parametros
instrumentais, o uso do primeiro quadrupolo atua como filtro de outras m/z diferentes de
80. O ORS tem alta eficiéncia na remocéao de interferentes, como do sinal do dimero de
argénio que se da com uma alta taxa de reacdo entre o dimero de argdnio e o gas
hidrogénio. Na Figura 3.1 observa-se o diagrama do transporte dos ions ao longo do

caminho até o detector e a remocéao dos interferentes ao longo do Q1 e Q-.
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FIGURA 3.1. Representacdo do transporte de ions 8°Se* e o destino dos outros ions
transportados entre o Q1 e Q2 (Madificado de Agilent Technologies).

3.2. Objetivo

Otimizar as condi¢des operacionais do ICP-MS/MS para a determinagao do
is6topo #Se* com o menor limite de deteccdo possivel e avaliar a eficiéncia da
ferramenta de fluxo do gas de reacado/colisdo com o emprego de hidrogénio para a
remocdo de interferéncias na determinacdo de selénio focado em baixas e altas
concentracdes desse elemento monitorando-se os isétopos 8Se e 89Se em dois
materiais de referéncia certificados (CRMs), de figado bovino e de figado de peixe.

3.3. Material e métodos

3.3.1. Instrumentacao

Todas as medidas analiticas foram realizadas em um ICP-MS/MS (Agilent
Technologies, modelo 8800 MS, Santa Clara, CA) operando no modo MS/MS com
introducao de H2 na célula de colisdo e reagdo, ou sistema de reagdo quadrupolar (ORS).
O instrumento € equipado com uma camara de nebulizacdo de duplo passo refrigerada
por um sistema Peltier para minimizar a formacéao de oxidos, nebulizador concéntrico, e
tubo de quartzo com 2,5 mm de diametro interno (para o tubo central). Os dados foram
adquiridos usando-se o programa do instrumento, MassHunter Workstation. Os

parametros operacionais do instrumento estdao resumidos na Tabela 3.2.
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TABELA 3.2. Pardmetros instrumentais para o ICP-MS/MS.

Parametros do tune

Poténcia de RF 1600 W
Profundidade de amostragem 8,3 mm
Vazao do gas de nebulizacdo 0,95 L/min
Temperatura da cAmara de nebulizacdo 2 °C
Velocidade da bomba peristéltica 0,30 rps
Gas Makeup/Diluicao 0,11 L/min
Gas introduzido no ORS H2
Pardmetros da cela

Vazéo de H: 3,7 mL/min
OctP Bias -18,0V
OctP RF 150V
Energy discrimination 50V
Pardmetros das lentes

Extract 1 -3,5V
Extract 2 -140,5V
Omega Bias -80V
Omega Lens 9,0V

Q1 Entrance oV

Q1 Exit 1V

Cell Focus oV

Cell Entrance -40V

Cell Exit -80 V
Deflect -3,0V
Plate Bias -50 Vv

Parametros de aquisicdo de sinal

m/z (Q1, Q2)

(78, 78); (80, 80)

Tempo de estabilizacao 30s
Tempo de integracdo/ Se 0,25s
Tempo de integracdo / Ge 0,09s

3.3.2. Reagentes e solucdes

Todas as solucdes foram preparadas com agua ultrapura (> 18,2 MQ cm)
de um sistema de purificacdo (EMD Millipore Corp., modelo Q-POD Milli-Q, Billerica, MA).
Acido nitrico ultrapuro e &cido bromidrico (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) e
peréxido de hidrogénio 30 % m m (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) foram
usados para a digestdo das amostras. As solu¢des multi-elementares contendo 10 mg L-
1 de Se (SPEX CertiPrep, Metuchen, NJ), 1010 e 1015 pg mL* de Cu e Gd (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), respectivamente, 100 pug mL* de Zn e 1000 pg mL* de Dy (High

Purity Standards), 1000 ppm de Ca (Fisher Scientific) e uma solugdo multi elementar
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contendo 10 pug mL* de Ge (High-Purity Standards) usado como padréo interno foram
utilizadas na preparacédo de solucdes padrdo de calibragdo de 5 e/ou 500 pg L por

diluicdo na presenca de HNOsz 1 % v v,

3.3.3. Preparo das amostras

O preparo das amostras foi realizado no US FDA, Forensic Chemistry
Center, portanto seguiu-se 0s protocolos laboratoriais para a execuc¢éo do procedimento.
Os CRMs de figado bovino (bovine liver, NIST, SRM 1577c, Gaithersburg, MD) e figado
de peixe (Fish liver, NRC, CRM Dolt-4, Ottawa, Canada) foram usados para avaliar a
exatiddo do método. Os CRMs foram submetidos a digestdo via Umida assistida por
radiacdo micro-ondas (Mars Xpress, CEM Corp., Matthews, NC). Para isso,
aproximadamente 250 mg de cada material foi pesado diretamente nos frascos de
digestdo. A seguir foi adicionado 5 mL de HNO3 14 mol L* e 3 mL de agua ultrapura em
cada frasco, além da adicdo de uma solucédo estoque de selénio a fim de atingir uma
concentracdo final do digerido de 25 pg L para avaliar a exatiddo dentro do frasco
através do teste de adicdo e recuperacdo. Adicionou-se 1,0 mL of H202 aos digeridos
apos uma primeira rodada no forno de micro-ondas, apoés o resfriamento dos frascos. A
seguir os frascos foram levados novamente ao forno de micro-ondas para uma segunda
rodada de digestdo. O programa de aquecimento para a digestdo das amostras usado
nas duas etapas esta descrito na Tabela 3.3. Ap6s o resfriamento dos frascos de
digestdo as amostras foram diluidas a fim de se enquadrar na faixa linear da curva de

calibracéo (de 0,5 a 50 pg L) na presenca de HNO3 1 % v v

TABELA 3.3. Programa de aquecimento no forno de micro-ondas.

Etapa Poténcia (W) Rampa(min) Temperatura (°C) Patamar (min)

1 1600 20 120 15
2 1600 10 190 15
3 0

3.4. Resultados e discusséao
A otimizacdo da vazao do fluxo de gas na cela ORS permite o operador
escolher a melhor razédo sinal do analito/sinal de fundo. Nas Figuras 3.2 a 3.9 estéao

apresentadas as vazfes de H2 vs. sinal de uma solucéo padrao de Se/sinal de fundo na
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presenca de diversos possiveis interferentes e solugbes de branco. As interferéncias
estudadas nesse trabalho sdo: a formacéo do dimero do isétopo #°Ar, influéncia da dupla
carga (de Dy* e Gd*), 4°Ar®°Ca*, e 6xidos como 62Ni'80*, 63Cul’0*, 4Zn'®O* sobrepondo
a m/z= 80. Para m/z = 78 foram consideradas as formacfes das espécies poliatbmicas
SBAr‘O0Art e 3Ar?*, e 6xidos como %2NittO*, 6INi’O* e ONi®O*, As solugbes preparadas
foram monitoradas na (a) m/z= 78 e (b) m/z= 80 para as solu¢des de padréo, branco e
sinal de fundo (ou BEC, do inglés, background equivalent concentration), como
apresentadas na Figura 3.2. As solucdes foram preparadas em meio de HNO3 1 % v v'?,
bem como as solucdes de branco que tinham as mesmas concentracdes, exceto a

adicdo da solucao padrao de Se..

33



Hidrogénio como gas de reagdo para determinagdo do is6topo &°Se em amostras bioldgicas

, = Blk(cps) Std (cps) —*— BEC (g L)) ,
1.2x10 TE —— ——T5.0x10
102 e F10°
1.0x10" 2 e,
=1 0 0 _
> o 0% 0.8 4.0x10°
2102{-— — (1028
8.0x10°1 10° 10°
4 4 o
9 osL % F3.0x10° "L
3) 3 3.0 3.3 3.6 39 42 45 48 5.1
6.0x10™ 1 H, flow rate (mL min™) g
RS F2.0x10° 3
4.0X10 7 ] u m
\. /
2.0)(103— \l/. \/.\.\lﬁ./.\. /.\./-—m. B 10X102
u [ ]
0.0 - l—l'—l—l—'l-—l—I'—l—l—l—l—l—l—I—I—I—I—I-l L 0.0

15 20 25 30 35 40 45 50
H, flow rate (mL miri’)
(@)
—a—Blk (cps) ~ Std (cps)—=—BEC (ug L)

4 0
5x10 o° o 5x10
4 4
10" 1 110
1031 "0t S
4 210 10° W 0
4x10 ©10%H 10?801 4x10
- 810* 110' &
10°1 . 110° —
4 1 L1t 0"
3x10 1 el 1% r3x10 —
n 2730 33 3.6 3.9 4.2 45 4.8 5170 =
8 H, flow rate (mL min™") LT
4 0
2x10 T -2x10° W
m
4 0
1x10 - 1x10
a
\I
\I~
l—l—,._-—l—l—|—|=|=|:|:=;=
0- -0

15 20 25 30 35 40 45 50
H, flow rate (mL min™)
(b)

FIGURA 3.2. Vazao de H; vs. sinal analitico e sinal de fundo para (a) m/z=78 e (b) m/z=80,
respectivamente, para uma solucéo contendo 25 ug kg? de Se.
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FIGURA 3.3. Vazéo de H; vs. sinal analitico e sinal de fundo para (a) m/z=78 e (b) m/z=80,
respectivamente, para uma solucéo contendo 25 pg kg?* de Se + 5 ug kg* de Gd.

35



Hidrogénio como gas de reagdo para determinagdo do is6topo &°Se em amostras bioldgicas

—n— Blk (cps) Std (cps) —=— BEC (ug L_l)

7x10° - ——0.8
10°y—————————————10
1074 e . 10°
6x10" - 104 7 T Tt 0.7
% 10° b0 Q
(&) = 1 00
o> 10™"] F10™" o,
510" - S e 22 0.6
10°%] =—=" N F10° —
10l —————————10" | 05 *
4x10" - 2 fow raie (mL min) !
9 2
o 0.4 =
(&) 4
3x10 Q
L 03 LW
2x10" - m
- 0.2
1x10" A
- 0.1
O | i—i—i—i—i—i—i—i—1i—1i—1—1—1—1—1—1—01—01
I—i—s—i—N—E—E—E—E—E—E—E—E—E—n—u—u—un | 0.0
1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 1
15 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 45 5.0
H, flow rate (mL min™)
(a)
. —"—BIk (cps) Std (cps) —*— BEC (ug L")
2.0x10 " —1 0.8
10— 7110
5 _| 10°] ™ —— . F10°
1.8x10° 1" 0| T 9k 0.7
1.6x10° ;1011 Flolg
-0X o :I_OO1 FlOOQ_ O 6
5 10 F10* :
14)(10 10721 _________________________ {10—2 HI—I
5 10°57 5033 35 se a2 a5 45 50" [0.5
, 12110 TR ST 3 s e >
Q 1.0x10°1 & - 0.4 %
8.0x10" i LL
0.3 0
6.0x10" 0o
| -
4.0x10° \
| ]
2.0x10"- N\, 0.1
~m_
0.0 - —n—n—n—n—n—a—E=E= =l=l'=l—l—'l—l—l—lnl - 0.0

T T T T T T T T T T T T

15 2.0 25 3.0 3.5 4I.O 4.5 :"31.0
H, flow rate (mL min)
(b)

FIGURA 3.4. Vazéao de H; vs. sinal analitico e sinal de fundo para (a) m/z=78 e (b) m/z=80,
respectivamente, para uma solucdo contendo 25 ug kg de Se + 5 ug kg* de Dy.
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FIGURA 3.5. Vazéo de H; vs. sinal analitico e sinal de fundo para (a) m/z=78 e (b) m/z=80,
respectivamente, para uma solugéo contendo 25 ug kg?! de Se na presenca de elementos que
levem a formacao de possiveis interferentes numa concentragdo 100x maior.
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FIGURA 3.6. Vazao de H; vs. sinal analitico e sinal de fundo para (a) m/z=78 e (b) m/z=80,
respectivamente, para uma solucédo contendo 5 ug kg de Se + 500 pg kg de Ca.
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FIGURA 3.7. Vazéo de H; vs. sinal analitico e sinal de fundo para (a) m/z=78 e (b) m/z=80,
respectivamente, para uma solucédo contendo 25 ug kg?* Se + 0,1 % v vt HBr.
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FIGURA 3.8. Vazao de H; vs. sinal analitico e sinal de fundo para (a) m/z=78 e (b) m/z=80,
respectivamente, para uma solugdo contendo 5 pg kg* Se + 500 pg kg™ Cu.
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FIGURA 3.9. Vazao de H; vs. sinal analitico e sinal de fundo para (a) m/z=78 e (b) m/z=80,
respectivamente, para uma solucéo contendo 5 ug kg* Se + 500 pg kg? Zn.
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O programa MassHunter do instrumento possui uma ferramenta que
permite que o operador faca uma rampa da vazao do gas de reacéao, variando de 0,1 a
10,0 mL min para o hidrogénio. Para esse estudo variou-se a rampa da vazéo de gas
entre 1,5 a 5 mL mint. Os sinais da solucdo padrédo, do branco e do sinal de fundo
monitorados na m/z= 80 (b) decaem com o aumento da vazao de H2. O mesmo néo foi
observado para a solucdo padrdo e de branco para a m/z= 78, apenas para o sinal de
fundo. A solucéo contendo apenas o padréo de Se foi usada para avaliar a formacéo do
dimero de Ar. No gréafico a e b da Figura 3.2 é nitido que a partir da vazao de Hz de 3,0
mL min o sinal de fundo causado pela formacgéo do dimero de Ar é removido. Para
assegurar a remocao da interferéncia espectral, o melhor sinal do analito e os menores
sinais, de fundo e do branco foram considerados. A 2,5 mL min de Hz o sinal do padrdo
oscila, mas é relativamente estavel, porém, a partir de 3,75 mL min-t de Hz a intensidade
do sinal do padrao monitorado na m/z= 80 comeca a decair. Dessa forma, a vazao de Hz
na ORS foi estabelecida em 3,7 mL min't. Considerando-se os gréaficos para a m/z= 80
(b) apresentados na Figura 3.2 é notavel, através dos graficos com escala logaritmica,
gue a intensidade da solucdo padréo para a m/z= 80 se distingue do sinal de fundo
utilizando o H2 na ORS na vazdo 3,7 mL min, pois o sinal da solucéo de branco era
maior que o sinal de fundo, sendo que esse sinal de fundo baixo indica que o sinal dos
ions interferentes foi removido. Nos graficos 3.3 e 3.4 (a e b), estdo apresentados 0s
resultados da avaliacdo da remocéo do sinal de formacao de espécies com dupla carga.
Nessas figuras, para m/z= 80, os sinais da solucdo padrao, do branco e do sinal de fundo
caem com o aumento da vazdo de Hz até que, na vazdo 3,7 mL min, o sinal de fundo
foi praticamente removido, ndo comprometendo o sinal do padréo de Se.

Os resultados para a avaliacdo da remocao da formacédo de 6xidos sdo
similares. Nos graficos a e b da Figura 3.5 observa-se que o sinal de branco é maior que
nas demais situacdes, no entanto o sinal da solucdo padrdo monitorado pela m/z= 80 é
alto se comparado com a intensidade da solugdo de branco para a mesma m/z. E
importante notar que a intensidade do sinal da solucdo padrdo para m/z= 80 é
substancialmente maior que o sinal para m/z= 78, ainda que considerada a subtra¢éo do
sinal da solucdo de branco para as respectivas m/z. Os graficos (a) e (b) da Figura 3.6

confirmam que a formacao de ArCa* néo é favorecida na presenca de H2, como proposto
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por D’llio et al. (2011). Observa-se no grafico (a) da Figura 3.7 que o sinal ndo é afetado
pela alta concentragéo de HBr (0,1 % v vt). Por outro lado, no gréfico (b) da Figura 3.7,
hé& uma grande influéncia da presenca HBr sobre o sinal da m/z= 80. Porém, apesar da
influéncia desse interferente € possivel distinguir o sinal do padréo do sinal do branco e
do sinal de fundo. Entretanto, € importante notar que uma solucéo de concentracdo 0,1%
v v de HBr é condicdo irreal para as amostras biolégicas. O mesmo comportamento foi
observado na presenca de altas concentracdes de Cu e Zn, elementos que podem levar
a formacao de éxidos, como pode ser observado nos graficos (a e b) das Figuras 3.8 e
3.9, respectivamente.

Para a determinacao de Se, nas m/z= 78 e 80, curvas de calibracdo foram
construidas a partir de solu¢bes padrdo de Se. Os limites de deteccdo (LOD) foram
calculados de acordo com Thompsen et al. (2012), que incorporam 0s sinais de
concentracdo equivalente ao sinal de fundo (BEC) e os desvios relativos (RSD) no
célculo dos limites de deteccao (LOD) Na sequéncia estdo apresentadas as equacdes
empregadas nesse célculo. Os LOQs foram definidos como 3,3 vezes o LOD, calculados
a partir do LOD.

10 x BEC x R.S.D.
100

(2) SBR = s~ lbranco (3) LOD =

(1) BEC =
Ibranco

CST
SBR

Nas quais Csr é a concentracdo da solugdo referéncia (em pg L?), Isr e
lbranco S@0 intensidades de sinal para a solugdo de referéncia e da solugédo do branco,

respectivamente. As curvas de calibracdo para m/z= 78 e 80 estdo apresentadas na
Figura 3.10.
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78-> 78 Se [H] ISTD: 72 -> 72 Ge [H]
y=0.1074x+0.0044
R= 1.0000
DL= 0.02489
BEC=0.04103

Ratio

60.0

20,0 40,0 _
Concentration

(@)

80 -> 80 Se [H] ISTD: 72 -> 72 Ge [H]
y= 0.2348x+0.0164

%1071 p- g.9999
DL= 0.01978
BEC= 0.06982

Ratio

60.0

20.0 40.0
Concentration

(b)

FIGURA 3.10. Curvas de calibracéo para Se por ICP-MS/MS usando H; a 3,7 mL min* na ORS
e Ge como padrédo interno monitorando-se as m/z (Q1, Q2): (a) 78, 78 e (b) 80, 80.
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Cada curva de calibracéo possui sete pontos, variando entre 0,5 a 50 pg/kg.
Os parametros das curvas de calibracdo, tanto para "Se como para 8°Se apresentaram
valores satisfatérios e, portanto foram utilizados no calculo das concentracdes das
amostras. Para 8Se o R= 1,000 com limite de deteccdo de 0,0249 ug kg e para &Se,
R=0,9999 e limite de deteccdo de 0,0198 ug kg, ou seja, um melhor desempenho para
m/z= 80 se comparado a m/z= 78, sendo o "®Se o is6topo mais comumente monitorado.
Os LODs obtidos se mostraram inferiores aos obtidos para &Se. A fim de se avaliar a
exatiddo do método, dois diferentes CRMs foram analisados. Os valores certificados e

determinados estdo apresentados na Tabela 3.4.

TABELA 3.4. Resultados das andlises dos CRMs por ICP-MS/MS.

Valor Se 78 Se 80
certificado Valor L x ~ Valor o x
Amostra para Se determinado Exag/ldao Recu%/eragao determinado Exaot/ldao Recup(;)/eragao

(mg/kg) (mg/kg) () (%) (mg/kg) (%) (%)
NIST 15?7(: 0,73+0,06 | 0,81 +£0,02 111 102 0,80+ 0,01 109 92
(Bovine Liver)
NRC POIt_4 8,3+£1,34 | 8,53+0,40 103 99 8,45 + 0,06 102 98
(Fish Liver)

o valor real—valor esperado
*recuperacio = [1 — ( p )] * 100
valor esperado

Como apresentado na Tabela 3.4, a exatiddo para os materiais de
referencia variou entre 102-111 % e os valores de recuperagao para o experimento de
adicado e recuperacao variou entre 92-102 %, indicando eficiéncia do método na remocéo

das interferéncias espectrais.

3.5. Conclusbes

O is6topo &Se pode ser facilmente monitorado pelo ICP-MS/MS operando
no modo MS/MS usando hidrogénio como gas de reagcdo para eliminacdo das
interferéncias espectrais. Essa estratégia pode ser usada para melhorar a detecgéo de
selénio em amostras com baixos teores desse elemento e para analises de especiacao
de selénio. Os resultados para precisdo e exatiddo calculados sugerem que a
configuracdo do instrumento utilizado, caracterizado pela presenca de dois quadrupolos
intercalados pelo ORS favoreceu a determinagcdo de Se em concentragao traco em

amostras biologicas.
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4. Desenvolvimento e aplicacdo de método de especiacdo quimica de selénio em

amostras de interesse agropecuario

4.1. Introducéo

O bem estar animal das inimeras variedades pecuarias depende
diretamente da qualidade da sua alimentacdo. As misturas de racdo comercial
geralmente atendem as necessidades nutricionais dos macronutrientes, mas nao
necessariamente para os micronutrientes, por questdes econdmicas e de qualidade. A
concentracdo de minerais, vitaminas e antioxidantes nas racées desempenha um papel
importante na salde e na taxa de producao quando o gado é criado comercialmente.

O Se é um elemento essencial para a nutricdo animal de mamiferos e esta
relacionado aos beneficios do sistema reprodutivo, musculo-esqueletal e sistema
imunologico. Para os mamiferos, concentracdes apropriadass de selénio melhoraram o
sistema imunoldgico, a saude das glandulas mamarias e, o crescimento saudavel, além
de aumentar a atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px) (EUA, 2003a).

A vitamina E é o nome coletivo dado a um grupo de compostos de
ocorréncia natural encontrado em oito formas diferentes: a-, B-, Y-, &-tocoferol e a-, B-,
Y-, d-tocotrienol, antioxidantes que possuem diferentes niveis de atividade biolégica,
porém apenas o a-tocoferol € reconhecido para atender as necessidades humanas
(EUA, 2013a). Essas moléculas atuam como antioxidantes que quebram a cadeia de
reacdes e evitam a propagacdo da peroxidacdo lipidica (INSTITUTE OF MEDICINE,
2000).

A combinagdo de Se e vitamina E na ragdo animal esti associada ao
melhoramento da nutricdo animal e ao aumento da concentragéo de antioxidantes na
dieta humana, bem como no aumento de armazenagem da carne bovina.

O 6leo de canola € um d6leo comestivel extraido de diferentes tipos de
plantas, rico em dmega 3 e 6mega 6 e com um baixo teor de gordura saturada. No ramen,
as bactérias causam a saturacdo dos acidos graxos, formando gorduras de baixa
qualidade e que quando consumidas pelo ser humano podem implicar no aumento do
colesterol ruim. Com a adicao de Oleo de canola e antioxidantes como a vitamina E e o

selénio a racdo animal, pretende-se preservar os acidos graxos insaturados, formando
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mais gorduras de alta qualidade, agregando valor a esse alimento (DUPONT et al.,
1989).

4.2. Objetivo

Desenvolver um método de especiacdo quimica de Se em amostras de
racao para gado enriquecidas com selénio e vitamina E e nas respectivas amostras da
carne de bovinos submetidos as diferentes dietas. Os resultados podem ser empregados
para avaliar as espécies quimicas de Se presentes na carne e compreender como o gado
metaboliza o selénio na presenca de antioxidantes como a vitamina E.

Os objetivos especificos sao:
- Verificar se houve o aumento da concentracdo de Se nas amostras de carne bovina
dos animais que foram suplementados;
- Avaliar o desempenho do ICP-MS/MS para as determinacgdes do teor total e da analise
de especiacdo quimica nas amostras de racado e carne bovina;
- Desenvolver um procedimento de extracdo das espécies de selénio que seja facilmente
aplicavel para as diferentes matrizes (racdes e carne bovina);
- Desenvolver um método de especiacao quimica simples, com menor nimero de etapas
possivel e aplicavel para diferentes matrizes, fazendo-se uso de uma coluna de fase

reversa (C-18), a fim de que se torne um método de rotina.

4.3. Material e métodos

4.3.1. Amostras

As amostras de ragao para bovinos enriquecida e a carne de bovinos que
receberam dieta suplementada com selénio foram gentilmente fornecidas pelo Prof. Dr.
Marcus Antonio Zanetti, docente da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,
Universidade de S&o Paulo (Pirassununga, SP, Brasil). No experimento desenvolvido
pelo Prof. Zanetti, 48 novilhos da raca Nelore foram submetidos a quatro dietas
diferentes, portanto doze animais por grupo, durante 84 dias:

(1) controle (ragao animal nao fortificada);
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(2) 6leo de canola (racdo animal com adicédo de 3 % de 6leo de canola na matéria seca
(DM));

(3) antioxidantes (racédo animal com 2,5 mg de selénio organico por kg de DM + 1000 U
de vitamina E por dia);

(4) 6leo de canola + antioxidantes (racdo animal com 3 % de 6leo de canola em DM +
2,5 mg de selénio organico em DM + 1000 IU de vitamina E por dia).

As amostras de carne bovina foram obtidas do musculo longissimus dorsi,
um musculo comercializado como contra-filé, localizado na parte traseira do animal.
Preparou-se um pool das amostras de carne de todos os animais (n=12) de cada grupo
(n=4). As amostras de racéo e de carne bovina foram previamente liofilizadas, a fim de
remover praticamente toda agua das amostras e evitar processos oxidativos. Alem disso,
também foram moidas em moinho criogénico, considerando-se a futura etapa de
extracdo, almejando-se o0 aumento da superficie de contato da amostra com a solucao
extratora. Apds a moagem as amostras foram armazenadas em freezer (-18 °C) a fim de
preservar a integridade das espécies originais, evitando interconversfes. Antes de se
iniciar as analises as amostras foram retiradas do freezer e utilizadas ap6s atingirem a
temperatura ambiente.

Dois CRMs foram empregados a fim de avaliar a exatiddo do método de
digestéo total e a precisdo do método de especiacdo quimica de Se. Os CRMs utilizados
foram levedura selenizada (Selenized yeast, SELM-1, NRC, Montreal, Canada), usada
para avaliar os resultados de racéo animal; e o figado bovino (Bovine Liver, NIST 1577b,
Gaithersburg, MD, EUA) usado para avaliar os resultados de carne bovina. Apesar das
diferencas matriciais, € importante considerar a escassez de CRMs que sejam
semelhantes as matrizes avaliadas com valores certificados para os elementos de
interesse. Cabe ressaltar que o CRM de levedura selenizada também foi empregado por

apresentar valor certificado para SeMet.

4.3.2. Reagentes e solugdes

Todas as solugbes foram preparadas com agua ultrapura (18,2 MQ cm),
obtida em um sistema de purificacdo (EMD Millipore Corp., modelo Q-POD Milli-Q,
Billerica, MA). Acido nitrico ultrapuro (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) e peroxido
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de hidrogénio 30 % m m* (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) foram usados para a
digestdo da amostra de acordo com o programa de digestao apresentado na Tabela 3.3.

A partir de uma solucdo padrdo de Se 10 mg L' (SPEX CertiPrep,
Metuchen, NJ) preparou-se uma solucédo intermediaria de 100 pg L. Sucessivas
diluicbes foram realizadas na preparacdo das curvas de calibracdo para as
determinacdes dos teores de selénio total das amostras. Uma solucdo multi-elementar
contendo 100 pug mL?* de Ge (High-Purity Standards), usado como padréo interno, foi
diluida, originando a uma solucéo intermediaria de 500 pg L, a qual foi adicionada as
solucdes padrédo de calibracédo para se atingir a concentracéo final de 5 ug L.

Para as analises de SEC, uma solucdo extratora contendo
Tris(hidroximetil)aminometano > 99 % (Acros Organics, USA) — HCI (Fisher Scientific,
Canada), dodecil sulfato de sédio (SDS) (MP Biomedical LLC) e um inibidor de protease,
o fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) (Fluka) foi preparada. A fase movel utilizada nesse
procedimento era 50 mM acetato de amoénio (Fisher Scientific) em pH 7,5.

O procedimento de extracdo de Se das matrizes de ragéo, carne bovina e
CRMs fez uso de uma solucdo salina contendo cloreto de calcio dihidratado (5 mM),
fosfato de s6dio monobasico dihidratado (20 mM) e citrato de sédio monobasico (50 mM),
todos adquiridos da Fisher Scientific. O pH foi ajustado com uma solucdo saturada de
hidréxido de sodio até pH= 7,5. Um coquetel de enzimas em meio a solu¢cdo salina
contendo proteinase K (de tritirachium album), protease XIV (de streptomyces griseus) e
pancreatina (de pancreas suino), todos da marca Sigma Aldrich, foi preparado.

Para o desenvolvimento e aplicacdo do método de especiacdo quimica
solucdes padréo de espécies de Se foram preparadas a partir de solucfes estoque de
~1000 mg L feitas a partir da pesagem e dilucdo dos padrées sélidos de: SeMet (Acros
Organics), SeCys2, Se(IV) e Se(VI) (Sigma Aldrich). No preparo da solugédo de SeCys:2
algumas gotas de uma solucéo de HCI 3 mol L* foram adicionadas, a fim de acidificar a
solugcéo e aumentar a solubilidade da espécie em agua. A sintese do o0xido de SeMet,
Se-O-Met, foi baseado no trabalho de Krause et al. (2006) que propfe a oxidacdo do
padréo de SeMet na presenca de perdxido de hidrogénio. Para isso adicionou-se 500 pL
de peréxido de hidrogénio 30 % m m* ultrapuro (Fluka) ao padrdo de SeMet pesados

diretamente num frasco de polipropileno, sendo que a solucéo foi entdo deixada em
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repouso por ~ 20 min. Em seguida adicionou-se agua ultrapura e a solucdo que foi
aquecida em banho-maria em chapa aquecedora por 1 h a 90 °C, a fim de eliminar o
excesso de peroxido presente na solucdo. Os padrbes foram transferidos para diversos
frascos de polipropileno com capacidade para 2 mL e mantidos em freezer (-18 °C),
sendo que um frasco de cada padréo era descongelado antes de iniciar-se as analises
de especiacdo quimica.

A fase movel utilizada nas andlises de especiagdo quimica era composta
por 50 mM fosfato de aménio (Fisher Scientific), 20 mM acetato de amoénio (Fisher
Scientific), 1 % (v v!) ACN (Fisher Scientific) e 0,1 % v v hidréxido de tetrabutilaménio
(TBAH) em pH 6,5. O TBAH é o0 agente de pareamento idnico (IP, do inglés, ion pairing)
e tem como funcao diminuir a polaridade dos compostos, aumentando a afinidade com

a fase estacionaria, no caso apolar.

4.3.3. Instrumentacéo

Todas as amostras foram pesadas em uma balanca analitica (Mettler
Toledo, modelo XS204, Vernon Hills, EUA). Os ajustes do pH das solucdes foram feitos
em um pHmetro (AB15, Fisher Scientific) previamente calibrado com solu¢des tampéo
(Fisher Scientific). As solugdes foram agitadas em um agitador Vortex Genie 2 (Scientific
Industries Inc., Bohemia, NY, EUA).

A etapa de digestdo acida das amostras foi realizada em um forno de
radiacdo micro-ondas equipado com um rotor de 40 posi¢cOes em frascos de 100 mL de
PFA (MarsXpress, CEM). A determinacdo do teor total de Se foi realizada no mesmo
ICP-MS/MS descrito no item 3.3.3, equipado com um autoamostrador (Agilent
Technologies).

Para as analises de SEC, uma coluna cromatografica TSK gel G4000SWxI
(Tosoh Bioscience, LLC), cujo desempenho foi previamente avaliado fazendo uso de um
padrao de filtracdo em gel (BioRad, USA) contendo agregados de proteinas (o qual sai
logo apds o volume morto da coluna cromatogréfica), tiroglobulina bovina (670 kDa), Y-
globulina (158 kDa), ovoalbumina (44 kDa), mioglobina equina (17 kDa) e vitamina B12
(1.35 kDa) foi usada em um sistema de HPLC (Agilent Technologies, 1100 Series HPLC)

com uma bomba binaria, um micro desgaseificador, um autoamostrador e um

51



Desenvolvimento e aplicagdo de método de especiagdo quimica de selénio em amostras de interesse agropecudrio

compartimento para a coluna cromatografica termostatizado acoplado a um detector
DAD com absorcdo na regido do UV-Vis (Agilent Technologies). O resultado do
desempenho da coluna cromatogréafica estd4 apresentado no cromatograma da Figura
4.1.

Absorbancia (mUA)

0 5 10 15 20 25 30

t (min)

FIGURA 4.1. Cromatograma de SEC-UV-Vis dos padrbes de proteinas: (1) tiroglobulina bovina
(670 kDa) (RT= 11,6), (2) Y-globulina (158 kDa) (RT= 13,1), (3) ovoalbumina (44 kDa) (RT=
17,5), (4) mioglobina equina (17 kDa) (20,1) e (5) vitamina B12 (1,35 kDa) (RT= 20,9).

Para a etapa de extracdo de Se das amostras, uma sonda ultrassoénica foi
usada para promover a ruptura da parede celular das amostras operando a 80 % da
poténcia de extrusdo por 1 min, com um pulso de 1 s alternado com descanso de 1 s (Q-
Sonica, Q125). Os extratos permaneceram em uma incubadora (New Brunswick
Scientific, Innova 4230) e, em seguida, foram filtrados em uma microcentrifuga (Fisher
Scientific, model AccuSpin™ Micro 17). Os extratos das proteinas para analise por SEC-
UV-Vis-ICP-MS e das digestfes enzimaticas para analise de especiacdo quimica foram
centrifugados em frascos de polipropileno de 2 mL contendo um filtro com membrana de
acetato de celulose néo-estéril de porosidade 0,45 um (Spin-X Centrifuge Tube Filter,
Costar, EUA).
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Para as andlises de especiacdo quimica uma coluna de fase reversa,
Zorbax SB-C18 4.6 x 250 mm, 5 um column (Agilent Technologies), foi utilizada num
sistema de HPLC (1100 Series, Agilent Technologies) acoplado ao ICP-MS/MS no modo
MS/MS usando Hz como gas de reacdo. As condi¢cdes operacionais dos instrumentos
estdo apresentadas na Tabela 4.1. O programa do instrumento, MassHunter (Agilent
Technologies) foi usado para monitar o sinal de Se na m/z= 78 e m/z= 80 e o programa

ChemStation foi usado para monitorar o sinal de UV.

TABELA 4.1. Condi¢des operacionais do HPLC e do ICP-MS para analise de SEC e especia¢ao
guimica de Se.

Andlise de excluséo por tamanho (SEC)

Coluna

Vazao da fase movel
Fase movel/ eluente
Volume de injecdo
Modo de eluicdo

TSK gel G4000SWxI 7,5 x 300 mm, 8 pm
0,55 mL min-t

50 mM acetato de amonio em pH 7,5
100 pL

Isocrético

Andlise de especiacdo quimica de Se (RP-HPLC-ICP-MS)

Coluna cromatogréfica
Vazao da fase movel

Fase movel/ eluente

Zorbax SB-C18 4,6 x 250 mm, 5 ym

1,2 mL mint?

50 mM fosfato de aménio, 20 mM acetato de amonio,
1% (vv?l) ACN, 0,1 % TBAH em pH 6,5

Volume de injecéo 20 pL

Modo de eluigdo Isocratico

ICP-MS/MS

Poténcia de RF 1600 W

Profundidade de amostragem 8,3 mm

Vazdo do gas de nebulizagéo 0,95 L min?

Temperatura da cAmara de nebulizacdo 2 °C

Cémara de nebulizagao Duplo passo (Double-pass)
Nebulizador Micromist

Makeup/Dilution gas 0,11 L mint

Gas de reacao

Tempo de integracao

Is6topos monitorados

H2 a 3,7 mL min

0,3 s para analise de especiacéo e 1 s para
determinacdo total de Se

8Se --> '8Se

80Se --> 80Se

2Ge --> ’Ge

4.3.4. Determinacdao do teor total de selénio
O procedimento de digestdo das amostras de racao e de carne bovina, bem
como dos CRMs descritos neste capitulo seguiram as mesmas etapas descritas no

procedimento de preparo de amostras do item 3.3.3.
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4.3.5. Extracéo para analise de SEC

Uma extragdo das proteinas soluveis foi realizada com as amostras de
racdo e carne bovina moidas, a fim se avaliar a incorporagdo de Se nas proteinas. O
extrato preparado para as analises de SEC foi baseado no procedimento proposto por
Pacheco, Hanley e Figueroa (2014) objetivando a extracdo de proteinas solluveis. Para
isso, 2 mL de uma solugdo 30 mM Tris-HCI em pH 7,5, dodecil sulfato de sodio (SDS)
0,08 % m vt e fluoreto de fenilmetilsulfonil 0,1 mM foram adicionados a ~ 100 mg de
amostra, misturados e macerados por ~ 3 min em um almofariz e pistilo de agata. Os
extratos foram imediatamente coletados e filtrados em um tubo de polipropileno contendo
um filtro (spin filter) que foi centrifugado a 4000 g por 5 min. Os extratos foram analisados
usando SEC-UV-Vis-ICP-MS. Duplicatas de cada amostra foram analisadas para avaliar
a reprodutibilidade. A deteccao dos padrfes de proteinas e aminoacidos foi realizada por
UV em 280 nm.

4.3.6. Extracdo para analise de especiacao quimica

O procedimento consistiu ha pesagem das amostras diretamente em
frascos de polipropileno, sendo que, a massa pesada variou entre 50 mg e 300 mg, a
depender da concentracdo de Se determinada ou certificada. Para amostras com alto
teor de Se utilizou-se uma massa menor, e 0 oposto para amostras com baixa
concentracdo desse elemento. As amostras foram adicionados 3 mL da solucéo salina e
essa mistura foi sonicada por 1 min, alternando-se entre 1 s ligada e 1 s desligada. Em
seguida adicionou-se o coquetel de enzimas preparado no mesmo meio salino e todos
os frascos foram envolvidos com papel aluminio para evitar deshaturacao das enzimas
pela luz. Os tubos foram levados a incubadora (37,1 °C), onde permaneceram por 24 h.

Decorrido o periodo de incubacéo os extratos foram centrifugados, filtrados
em membrana 0,45 um (spin filter) em uma microcentrifuga, transferidos para frascos de
vidro de HPLC com septo de borracha inerte (ambos Agilent Technologies), os quais
também foram envolvidos em papel aluminio para evitar interacdo com a luz, degradacéo
da amostra ou interconversao de espécies. Algumas amostras foram diluidas de 2 a 10
x com a fase movel, a fim de manter o pH proximo a 6,5 e se enquadrar no intervalo

linear da curva de calibracdo (2 a 50 ug L1). Isso ocorreu devido a alta concentracédo de
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Se em algumas amostras, 0 que sobrecarregava a coluna cromatografica, sendo o ajuste

de pH recomendado para evitar alteracdo dos tempos de retencéo.

4.4, Resultados e discussao

4.4.1. Determinacdao do teor total

Os limites de deteccéo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram calculados a
partir dos sinais analiticos das quatro replicatas das solucdes de branco considerando-
se o fator de diluicdo e a massa de amostra pesada, sendo os valores obtidos de 5,5 e
18,3 ug kgt de Se, respectivamente (THOMPSEN, 2012). A exatiddo calculada para o
CRM de levedura selenizada (Selm-1) foi de 96,9 % em relacao ao valor certificado (2059
+ 64 mg kg™).

Os resultados da determinacdo de selénio total estdo apresentados na
Tabela 6.2. Como esperado, a incorporacédo de Se pode ser observada nos resultados
das amostras de carne bovina dos animais suplementados, sendo que para essas
amostras a concentracdo de Se é trés vezes maior quando comparada a amostra
controle. A adicdo de dleo de canola nas racdes ndo alterou significativamente a
absorcéo ou incorporacdo do Se no musculo.

TABELA 4.2. Concentracdo de selénio total em matéria seca (mg kg™) de racéo e carne
bovina determinada por ICP-MS.

Amostra Média + SD (n= 3) / (RSD (%))
Racéo (controle) 0,25 + 0,01 (4,0)
Racao + 6leo de canola 0,28 + 0,02 (7,1)
Racéo + antioxidantes (selénio + vitamina E) 5,31 +0,19 (3,6)
Racao + 6leo de canola + antioxidantes 4,43 + 0,20 (4,5)
Suplemento de selénio 963 + 58 (5,9)
CRM SELM-1 (Valor certificado para Se: 2059 + 64) 1990 + 41 (2,0)
Carne (controle) 0,30 £ 0,01 (3,3)
Carne + 6leo de canola 0,60 + 0,01 (1,7)
Carne + antioxidantes 1,84 + 0,12 (6,5)
Carne + 6leo de canola + antioxidantes 2,62 £ 0,16 (6,1)

De acordo com a Association of American Feed Control Officials (AAFCO)
(EUA, 2010) h& normativas para selénio em ra¢cfes animais ndo-suplementadas, apenas

para a quantidade de selénio adicionada. O selénio pode ser adicionado a racao
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completa e ndo deve exceder 0,3 mg kg de Se em matéria seca. O Cédigo Federal de
Leis dos EUA (CFR) (EUA, 2014) preconiza o consumo de selénio em 3 mg por cabeca
de gado por dia. Os resultados indicam que a racdo e a ra¢cao + 6leo de canola contém
~ 0,25 mg de Se kg, e as racdes suplementadas contém ~ 5 mg Se kg*. Os resultados
indicam que a concentracao de selénio esta de acordo com as normativas da AAFCO, e
a suplementacao (com adi¢do de antioxidantes) implicou num aumento da concentracao

num fator de ~ 20.

4.4.2. Caracterizacdo das amostras por LC-SEC

As andlises de LC-SEC acoplado aos detectores de UV e ICP-MS em série
foram realizadas para caracterizar as amostras e avaliar a necessidade da extracao
enzimatica de selénio das proteinas. De forma geral, os resultados apresentaram a
mesma tendéncia para cada grupo, de racdes animal e carne bovina, e por essa razao
serd apresentado apenas um cromatograma de cada grupo. Um extrato de uma amostra
de carne bovina também foi analisado apés a extracdo enzimatica, com o proposito de
remover o Se ligado as proteinas das matrizes. Na Figura 4.2 estdo apresentados os
cromatogramas obtidos apés os extratos passarem pela coluna de exclusao por tamanho
de: (a) racao animal, e (b) carne bovina.
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FIGURA 4.2. Cromatogramas de SEC-UV-ICP-MS para A = 280 e m/z = 78 e nm para amostras
de (a) racdo animal e (b) carne bovina, respectivamente.
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Na cromatografia de exclusdo por tamanho a coluna cromatografica
funciona como uma peneira molecular, separando as fracbes que variam de alta massa
molecular (HMW) como DNA, RNA e outros, até fracdes de baixa massa molecular
(LMW) de proteinas de cadeia curta e/ou aminoacidos.

Observa-se na Figura 4.2 que na racdo animal o selénio esta ligado a fracédo
de média massa molecular, enquanto na carne o selénio esta incorporado em fragdes de
média e baixa massas moleculares. Daun et al. (2004) fizeram anélises de SEC-ICP-MS
para diferentes tecidos animais, incluindo musculo bovino e encontraram que picos que
variaram entre 2 e 200 kDa podem representar proteinas contendo selénio.

De forma geral, os cromatogramas apresentados na Figura 4.2 indicam que
0 selénio esta basicamente incorporado a fracdo de média massa molecular. Uma
extracdo enzimatica foi realizada a fim de promover a extracdo de Se das matrizes. A
curva de calibracao foi construida (sem a coluna cromatogréfica) integrando-se a area
dos cromatogramas e estimou-se que o selénio extraido da fragdo analisada
corresponde a ~ 80 % do selénio total das amostras de carne bovina. Os cromatogramas
de SEC-UV-ICP-MS apresentados na Figura 4.2 (b) foram obtidos de extratos coletados
de uma amostra de carne liofilizada e moida e da mesma amostra apds ser submetida
ao procedimento de extragcdo enzimatica de selénio. Nesses cromatogramas é possivel
observar que as amostras que sofreram a digestdo enzimética ndo contém uma
concentracdo substancial de proteinas intactas, pois ndo ha absorbéancia registrada

antes do marcador de massa molecular em 1,3 kDa.

4.4.3. Extracdo de selénio e analise de especiacdo quimica

Na analise de especiacdo quimica a etapa de extracdo é considerada a
mais laboriosa e complexa. Para esse estudo diversos procedimentos de extracao foram
testados, dentre esses: (a) agua; (b) metanol 5 % (v v1); (c) enzimatica (proteinase K,
pancreatina, tripsina) em meio de tampéo Tris-HCI| pH= 7,5; (d) enzimatica (proteinase
K, protease XIV e pancreatina) em meio de tampao Tris-HCI pH= 7,5; e (e) enzimatica
(proteinase K, protease XIV e pancreatina) em meio salino (cloreto de calcio, fosfato de

sodio e citrato de amoénio) pH= 7,5. Na digestdo enzimatica diversos parametros foram
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avaliados e otimizados: pH, concentracdo dos solventes, combinacédo de enzimas, tempo
e temperatura de incubacéo. Os melhores resultados em funcéo da exatidao calculada
considerando-se o teor total como valor de referéncia e o teor de Se encontrado nos
extratos apos filtra-lo e submeté-lo a uma digestéo &cida foi obtido com o procedimento
de extracdo (e) incubado a 37,1 °C por 24 h. Esse procedimento foi baseado em artigo
publicado por Phipps et al. (2008), no qual foi realizada a extracdo de selénio em
amostras complexas, tais como; sangue, leite e queijo.

Na literatura muitos trabalhos combinam técnicas com o intuito de aprimorar
a eficiéncia de extracdo de Se. Capelo et al. (2004) propuseram o uso da sonda
ultrassonica para efetuar a hidrélise enzimatica em levedura para estudos de especiacao
de selénio, e a partir dos resultados pode-se observar que, apés otimizagdo do tempo de
sonicacdo a exatiddo do método alcancou 87 %. Cuderman et al. (2010) utilizaram
nitrogénio liquido para promover a quebra da parede celular antes da adicdo de enzimas
e isso implicou num aumento de 20 % para mais de 50 % na extracdo de Se(VI). Para o
procedimento adotado, baseou-se no valor certificado de Se no CRM Selm-1 (levedura
selenizada) para avaliar a exatiddo do procedimento das amostras de ragao,
determinada por ICP-MS. Foi obtido o teor de 2124 + 255,3 mg kg (n = 2) (RSD = 12%),
valor préximo ao valor certificado. A eficiéncia de extracdo para as amostras de racao
para gado alcancou 60 = 5% de exatidéo calculada, sendo que os teores nas amostras
variaram entre 47,6 (x 2,2) — 89,5 (x 0,1)%. Para avaliar a exatiddo desse procedimento
para as amostras de carne bovina utilizou-se o material certificado de figado bovino e
obteve-se 99 + 14% de exatidao calculada, sendo que os teores nas amostras variaram
entre 103 (£5) — 123 (x11)%. A separacdo das espécies foi realizada fazendo uso de
padrdes individuais e seus correspondentes tempos de retencédo (RTs). Na Figura 4.3
estdo apresentados os cromatogramas dos padrées individuais e da solucdo contendo a

mistura desses.
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FIGURA 4.3. Cromatogramas de RP-ICP-MS para solu¢des padréo de espécies de Se

20 ug Lt (a) fase movel, (b) SeCys; (RT = 2,3), (c) SeMet (RT = 3,9), (d) Se(lV) (RT = 4,6), (e)
Se-O-Met (RT =5,1), (f) Se(VI) (RT = 21,1), e (g) solugdo contendo padrdes de Se em meio de
fase movel: SeCys; (RT: = 2,3), SeMet (RT2 = 3,9), Se(lV) (RT3 =4,6), Se-O-Met (RT4=5,2), e
Se(VI) (RTs = 20,3).

O uso da cromatografia liquida no modo gradiente esta associado a
variacdo da concentracdo e/ou composicédo dessa. A variacdo na composicao da fase
movel é o aumento da porcentagem de composi¢cdo do solvente organico numa taxa
constante ao longo da corrida cromatografica, o que implica na eluicdo mais rapida dos
compostos. No caso do cromatograma apresentado na Figura 4.3 (g), se operado no
modo gradiente levaria ao aumento da concentracdo de ACN a partir dos 5 primeiros
minutos da corrida e promoveria o0 deslocamento da Ultima espécie a ser eluida (Se(VI))
para um tempo de retengdo menor, diminuindo o tempo da corrida cromatografica. Por
outro lado, o aumento da concentracdo do solvente organico na fase mével acarretaria

a deposigdo de carbono nos cones de amostragem e skimmer, além da desestabilizacao
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e extincdo do plasma. Dessa forma optou-se pelo uso do modo isocratico mesmo que
isso implicasse num tempo de corrida cromatografica mais longo, porém mantendo a
robustez do método (MONTASER, 1998).

As curvas de calibracdo foram preparadas diariamente em meio da fase
moével e sua faixa linear variava entre 2 e 50 pug L. E importante ressaltar que a
saturacao da curva de calibracdo através da injecdo de altas concentracdes de padrao
pode levar a efeitos de memdria, com eluicdo de espécies nas corridas subsequentes e,
implicar na alteragdo dos RTs uma vez que os sitios ativos estejam ocupados. Por essa
razao € ideal que a curva de calibracao seja feita com baixas concentracdes. As curvas
de calibracdo foram elaboradas com os resultados da integracdo da area dos picos
cromatograficos pelo programa MassHunter. Na Figura 4.4 estdo apresentadas as
curvas de calibracdo, bem como equacéo e coeficiente de correlacdo (R?) das retas.
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FIGURA 4.4. Curvas de calibracdo dos padrées de Se obtidas por RP-ICP-MS (2 to 50 ug L™?):
(a) SeCys,, (b) SeMet, (c) Se(lV), (d) Se-O-Met, e (e) Se(VI).

Um teste de avaliacdo da coluna cromatografica foi realizado para avaliar

se houve retencéo de espécies ha mesma. Esse teste foi realizado com os extratos das
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amostras de carne bovina. Os resultados estédo apresentados na Tabela 4.3 e pode-se
inferir que a coluna apresentou desempenho adequado comparando-se os resultados
obtidos para a soma das espécies majoritarias das analises realizadas com uso da
coluna em relacdo ao resultado de recuperacao do teste sem a coluna.

TABELA 4.3. Teste de recuperacdo com e sem coluna cromatogréfica de fase reversa.

SeCys?2 SeMet Soma das espécies
Condicao Amostras Se % Se Sum of [Se
) moke’)  Rec ok R gy Sumore
Carne (controle) 0,16 54,0 0,17 57,0 0,33 111
c g Carne + 6leo de canola 0,23 38,2 0,37 61,8 0,60 100
S 3 Carne + antioxidantes 0,10 5,3 1,83 99,3 1,93 105
©3 Carne + 6leo de canola 0,07 2,5 2,96 113 3,02 115
+ antioxidantes
Amostras [Se] %
(mg kg1)*  Rec
Carne (controle) 0,26 86,9
c © Carne + 6leo de canola 0,48 105
3 g Carne + antioxidantes 2,96 158
o Carne + 6leo de canola 3,63 144

+ antioxidantes
*Resultados de especiacdo quimica.
**Resultados baseados na curva de calibragdo (10-250 ug L) por HPLC-ICP-MS sem fase estacionaria
(y=42,4 x + 40,1, r?=0,9999).

Os cromatogramas apresentados na Figura 4.5 sdo correspondentes as
amostras de todas as rac¢oes, sendo: (a) racao (controle), (b) racao + 6leo de canola, (c)
racao + Se + vitamina E, (d) racdo + Se + vitamina E + 6leo de canola, (e) suplemento
selénico, e (f) CRM SELM-1.
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FIGURA 4.5. Cromatogramas obtidos por RP-ICP-MS da analise de especiacao de selénio das
amostras de racdes: (a) racao controle, (b) racéo + 6leo de canola, (c) ragédo + antioxidantes, (d)
racdo + Oleo de canola + antioxidantes, (e) suplemento de selénio, e (f) CRM SELM-1. Os RTs
estdo baseados na separacdo das espécies de Se apresentado na Figura 4.3.

Para todas as ra¢6es, independente do tipo, SeMet foi a espécie majoritaria
encontrada nos extratos, representando no minimo 90% da area cromatografica de
selénio. Os cromatogramas apresentados na Figura A1 do Apéndice A pertencem as
amostras de racao animal com adi¢cdo de padréo das espécies de selénio, e a partir da
area integrada dos picos cromatogréaficos, calculou-se os valores de recuperacéo e a
soma das porcentagens das espécies de Se referente a adicdo de padrdo de cada
espécie (20 ug L) nas amostras de racdo e CRM de levedura. Os resultados estdo

dispostos na Tabela 4.4.
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TABELA 4.4. Porcentagens de recuperacdo da adigdo de padrdo de espécies de selénio
(20 pug L) em amostras de racdes e CRM de levedura (SELM-1) para RP-ICP-MS, e soma das
porcentagens de cada espécie.

Amostras Branco das Ragao Ragdo + dleo Ragao + Ragdo + Sleo de Suplemento CRM
L. ragoes (controle) de canola antioxidantes c'an(‘)la * de selénio SELM-1

Espécies antioxidantes
% SeCys, 63,0 63,2 77,8 70,9 63,9 129 187
% SeMet 107 185 149 159 124 200 213
% Se(IV) 93,6 144 73,3 118 107 216 243
% Se-O-Met 118 166 138 133 107 203 226
% Se(VI) 99,2 175 147 131 115 244 264
S espécies (%) - 52,4 58,2 62,1 70,2 78,4 89,5

As recuperacoes de SeMet para todas as amostras de ragéo variaram entre
100- 185% (Tabela 4.4). Os altos valores de recuperacdo podem estar associados a
diversas fontes de insercao de erros como: (1) pesagem de baixas massas (de amostras)
a fim de atender aos (2) altos fatores de diluicdo (~ 500 x) e (3) sobrecarga da fase
estacionaria devido as altas concentra¢cfes de Se.

Foram realizadas anélises de especiacdo para as amostras de carne bovina
pelo acoplamento RP-ICP-MS, sendo os cromatogramas apresentados na Figura 4.6, na
qual: (a) racao controle, (b) racéo + 6leo de canola, (c) racdo + antioxidantes, (d) racao
+ Oleo de canola + antioxidantes, (e) suplemento de selénio, e (f) CRM SELM-1.

65



Desenvolvimento e aplicagdo de método de especiagdo quimica de selénio em amostras de interesse agropecudrio

2000
1500 RT=2.2 (@)
1000 F RT=3.8
500 | u
2000/0 - '
1500 FRT= 2,2 (b)
1000 F RT=3.8
500 |
6000/0 ==t - .
@ 45007 RT=3.8 (©)
O 3000 F
1500 |
6000/0
4500 |
3000 |
1500 |

200/0F
150F RT=3.8 (e)

100F
sow
N 1 N 1 N 1 N 1

0
0 5 10 15 20
t (min)

T
rf

RT=3.8 d)

T
—

FIGURA 4.6. Cromatogramas obtidos por RP-ICP-MS da analise de especiacdo de selénio das
amostras de carne bovina: (a) carne controle, (b) carne + 6leo de canola, (c) carne +
antioxidantes, (d) carne + 6leo de canola + antioxidantes, (e) suplemento de selénio, e (f) CRM
de figado bovino. Os RTs estao baseados na separacdo das espécies de Se apresentado na
Figura 4.3.

Para as amostras controle e sob dieta com“+ 6leo de canola” os picos
coincidem os com RT das espécies SeCys2 e SeMet (Figura 4.6 (a) e (b)). A SeMet foi a
unica espécie detectada nas amostras de carne submetidas a dieta com adi¢cao de “+
antioxidantes” e “+antioxidantes + 6leo de canola” (Figura 4.6 (c) e (d)). A Figura 4.6 (e)
é referente ao extrato do SRM de figado bovino, o qual contém SeMet como espécie
primaria. Na Tabela 4.5 estdo apresentados os resultados de recuperacédo e a soma das
porcentagens das espécies de Se referente a adicdo de padrdo de cada espécie (20 ug
L'1) nas amostras de carne bovina e CRM de figado bovino.
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TABELA 4.5. Porcentagens de recuperacdo da adigdo de padrdo de espécies de selénio
(20 pg LY) em amostras de carne bovina e CRM de figado bovino (NIST 1577b) para RP-ICP-
MS, e soma das porcentagens de cada espécie.

Amostras Branco para Carne Carne + éleo Carne + Carne + 6leo de canola SRM Bovine
Espécies carne (controle) de canola antioxidantes + antioxidantes Liver (1577b)
% SeCys; 85,7 68,7 105 47,3 23,4 49,0
% SeMet 129 116 176 87,6 127 96,5
% Se(IV) 82,1 54,8 73,0 66,5 24,2 67,0
% Se-O-Met 95,1 2,22 3,44 102 51,4 74,1
% Se(VI) 86,9 67,3 101 88,1 40,4 67,4
Y espécies (%) - 112 104 110 123 53,6

A partir dos resultados pode-se inferir que ndo houve interconversao de
espécies a partir das amostras de racdes enriquecidas para a carne bovina, ou a SeMet
biodisponivel foi incorporada pelas proteinas. Como esperado, a concentracdo de SeMet
nas amostras de carne bovina sdo maiores nas amostras enriquecidas em comparacao
as amostras nao enriguecidas. No entanto, esse aumento (~ 3 vezes) foi inferior ao
esperado, com base na concentracdo de SeMet presente nas respectivas dietas (uma
diferenca de ~20 vezes entre racéo enriquecida e controle).

A presenca de SeCys: indica que a SeMet estava originalmente presente
nas amostras de racao e foi metabolizada pelo gado para formar outras espécies de Se
(talvez selenoaminoacidos), que ndo a SeMet. Estudos prévios na literatura sugerem que
a deteccdo de SeCys: depende da presenca de selenoproteinas com SeCys
incorporada, visto que a SeCysz € um dimero da SeCys. Dernovics e Lobinski (2008)
avaliaram os metabolitos do extrato aquoso de levedura selenizada para verificar quais
espécies estariam presentes, e verificaram a formacéo de SeCys2 mesmo relatando que
a SeCys tinha sido extraida da fracdo ndo incorporada a proteinas. Entretanto, o
composto aqui reportado com o mesmo tempo de retencéo da SeCys:2 (confirmada pela
adicdo de padréo), sera apresentado como SeCys2, embora conclusées ndo possam ser
tiradas sobre sua forma original (em particular como parte da selenoproteina, SeCys),
removida pelo processo de extracdo de dentro do tecido da carne. Porém, isso
representa uma potencial via metabdlica para a incorporagao direta de SeMet de uma
selenoproteina.

Pedrero et al. (2011) realizaram analise de especiacdo quimica de selénio
em amostras de tecido de peixes incluindo musculo, no qual foi detectada SeMet como
espécie predominante. No entanto, observou-se que a distribuicdo de
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selenoaminoacidos esta relacionada ao tipo de tecido animal. No figado constatou-se
gue a SeCys2 era a espécie predominante, apesar da cautela relacionada a analise da
espécie SeCysz, enquanto nos rins ambas as espécies, SeMet e SeCys2, foram
reportadas. A mesma tendéncia foi observada para vacas leiteiras lactantes submetidas
a uma dieta com suplementacdo com selenito de sodio e levedura selenizada; a
especiacdo de selénio em amostras de sangue, leite e queijo confirmou os resultados
(PHIPPS et al.,, 2008). Os resultados indicaram que nas amostras de sangue a
concentracdo de SeCys:2 era superior a de SeMet, e a maior concentracao foi obtida a
partir da suplementacdo com a levedura selenizada. O oposto foi observado para
amostras de leite, nas quais a concentracdo de SeMet era substancialmente superior a
de SeCysz. Essa diferenca ainda foi ampliada com o aumento da quantidade de levedura
selenizada na dieta. E notavel que nos dois trabalhos, Pedrero et al. (2011) e Phipps et
al. (2008), os métodos considerados apropriados foram baseados no trabalho de
Dernovics e Lobinski (2008).

4.5. Conclusbes

O método de especiacdo quimica de Se desenvolvido, aplicavel a dois tipos
de matrizes, racdes e carne bovina, consistiu numa extracdo enzimatica com um
coquetel de proteases e no emprego de uma coluna de fase reversa fazendo uso de um
ion de pareamento acoplado ao ICP-MS. O procedimento de extracdo foi considerado
eficiente em relacdo aos resultados reportados na literatura, e o método foi robusto,
provando sua utilidade em aplicacGes similares no futuro. SeMet foi considerada a
espécie prevalecente em todas as amostras de racdo usadas nesse estudo, mesmo para
as racdes sem adicao de Se. A adicdo de 6leo de canola na racdo animal ndo influenciou
a absorgdo ou o metabolismo do Se. Um aumento de 20 vezes no Se organico nas
racdes enriquecidas causou um aumento de 3 vezes na concentracdo de Se e na sintese
de selenoproteinas nas amostras de carne bovina dos animais suplementados. As
amostras de carne bovina de animais nao suplementados com Se orgéanico continham
SeMet e possivelmente SeCys.. Para as amostras dos animais com adicdo de Se
organico na dieta apenas SeMet foi detectado. Essa é uma evidéncia que sustenta o
conceito da dosagem baseada na adicdo de Se organico, que espécies organicas sao

mais bioacessiveis.
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5. Especiacéo de selénio em racdes animais comercializaveis (para aves, suinos

e bovinos).

5.1. Introducéao

Nos EUA a necessidade da suplementacdo animal surgiu a partir de
estudos no solo que comprovaram a heterogeneidade na distribuicdo de selénio na
superficie do pais, como apresentado na Figura 5.1 (EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY, 2012; EUA, 2012). Essa pratica esta atrelada ao beneficio desse elemento
ao animal e ao consumidor final quando ingeridas em concentracfes adequadas, como

descrito no item Revisdo da Literatura.

Se (ppm, AA)
I >0.84
[ 0.626 - 0.839
I 0.524 - 0.625
7] 0.456 - 0.523
[ ]0.401-0.455
[ ]036-04
[ ]0.321-0.359
[ ]0.292-0.32
] 0.264 - 0.291
0.236- 0.263
[ 0.211-0.235
[ 0.192-0.21
I 0.171-0.191
[ 0.152-0.17
] 0.135- 0.151
0.121-0.134
0.11-0.12
[ ]0.101-0.109
[ ]01-0.1

[_]<0.099
[_]NoData

FIGURA 5.1. Mapa dos EUA da distribuicdo de selénio em amostras de solo coletado em
diferentes localidades. Fonte: http://mrdata.usgs.gov/geochem/map/image/lower48/se_aa.jpg

Selénio é comumente adicionado as racdes animais de suinos, aves,
ovinos, gado de leite e corte, além dos caprinos, patos, cavalos, bufalos, peixes (no caso
da piscicultura) e outros. Das formas de selénio adicionadas as ra¢gdes animal estdo o
selenato de sodio (Na2Se0a4) e selenito de sédio (Na2SeOs), que sao fontes mais baratas
de suplementacdo, e o selénio organico, geralmente adicionado as racfes através de
leveduras selenizadas (Saccharomyces cerevisiae). Aproximadamente 10 x mais caro
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gue as fontes inorganicas, sao fungos cultivados que, em presenca de selénio inorganico
metabolizam e produzem grande quantidade de SeMet (> 65%) (ARCHER DANIELS
MIDLAND COMPANY, 2015).

Para as aves, a GPx participa dos processos antioxidantes celular,
desempenhando o papel de defesa da célula até mesmo dentro do ovo, sendo, a espécie
organica, diz-se SeMet, a mais efetiva, apesar das espécies inorganicas (selenito e
selenato) serem mais amplamente usadas nas dietas suplementadas. Sem reserva de
Se o animal ndo tem capacidade de sintetizar selenoproteinas, e sob condi¢cbes de
estresse ha a superproducdo de radicais livres e oxidacao lipidica que implica no
decréscimo da produtividade e no desempenho reprodutivo, além do aumento da
susceptibilidade de morte. Atualmente a deficiéncia ou o excesso de Se na dieta ndo é
comum na producao de aves e a suplementacdo é um fator crucial na manutencdo da
alta produtividade e na reproducdo de aves em larga escala (SURAI, 2002a; SURAI,
2002b).

Na dieta de gado leiteiro e de corte, 0 selénio desenvolve o0 mesmo papel
na protecao dos danos causados pelo processo oxidativo, e as espécies organicas sao
mais facilmente absorvidas pelo organismo do animal (SUBCOMMITTEE ON BEEF
CATTLE NUTRITION, 1978; SUBCOMMITTEE ON DAIRY CATTLE NUTRITION, 1984).
Casos de prejuizo em larga escala foram notificados em paises europeus, nos quais o
rebanho apresentou insuficiéncia reprodutiva, crescimento irregular, doenca do masculo
branco, que atinge principalmente cordeiros e bezerros e envolve um conjunto de
alteracdes bioquimicas que ocorre nos musculos em funcéo da deficiéncia de selénio,
de vitamina E ou de ambos os elementos, que levam a debilidade muscular, tremores ou
até mesmo a morte subita do animal (MAAS et al., 2006).

No caso dos suinos as espécies organicas sao absorvidas pelo organismo,
mas numa taxa menor se comparada a absorcéo das espécies inorganicas. No entanto,
apos absorvido e incorporado o papel desenvolvido € o mesmo, retardar processos
oxidativos naturais, além de aprimorar o sistema imunoldgico e reprodutivo (MILLER,
ULLREY E LEWIS, 1991).

Baseado nas normativas vigentes 21 CRF 573 (EUA, 2015) e no manual de elaboracao,

modelo e formatacao de rétulos para comida animal (EUA, 2010) o Dr. Kevin Kubachka
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do U.S. FDA Forensic Chemistry Center e o Dr. Joseph Caruso do Metallomics Center
do Departamento de Quimica da Universidade de Cincinnati, Cincinnati, OH, nos EUA
estabeleceram uma parceria para o0 desenvolvimento de um método oficial que
envolvesse a andlise do teor total e de espécies de selénio em diversas amostras de
racao animal (de aves, suinos e bovinos) a fim de assegurar que o produto comercial
atenda as necessidades do animal e seja apropriado para o consumo, além de avaliar
se as embalagens estdo adequadas no que diz respeito ao contetido e ao modo de uso.
O desenvolvimento de um método oficial de uma agéncia regulamentadora deve ser
robusto, envolver procedimentos exequiveis e simples, considerar possiveis
interferentes, ter limites de deteccdo e/ou quantificacdo desejaveis e fazer uso de
equipamentos existentes e comercializados. O outro objetivo do projeto era avaliar se a
espécie de selénio detectada na ragdo era condizente com a informagéo disponivel no
rétulo. Os rétulos das embalagens dos produtos comercializados de racdo animal,
misturas multivitaminicas e suplementos devem conter as informac¢des descritas de
composicdo da férmula e concentracdo adicionadas ao composto. O ndo cumprimento
dessas normas € enquadrada como violacéo a lei.

Das violacOes a essas leis considera-se: (1) adicdo de uma concentragcao
inferior a informada no roétulo do produto; (2) concentracdo muito superior a informada no
rétulo; (3) espécie de selénio detectada diferente da informada considerada adulteracédo

com beneficio econémico.

5.2. Objetivos
Desenvolver métodos analiticos que levem ao cumprimento nas normativas
americanas vigentes supracitadas no que diz respeito a concentracéo de selénio usado

como aditivo (ou medicamentoso) em racdes animal.

Os obijetivos especificos séo:

- Determinar o teor total de Se em diversas amostras de racdo animal comerciais
utilizando o método oficial 4.7 do manual de analise elementar (EAM, do inglés elemental
analysis manual) do FDA (FDA EAM 4.7) dos EUA e, verificar se os resultados atendem

a legislacéo e sao concordantes com o valor disposto no rotulo do produto;
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- Desenvolver um procedimento de extracdo das espécies de selénio que seja
facilmente aplicavel para essa matriz,

- Aplicar o método de especiacdo quimica de selénio desenvolvido e apresentado no
Capitulo 4 em amostras de racéo enriquecida para aves, suinos e gado por RP-ICP-MS.
Essa informacédo pode ser usada para avaliar as espécies presentes na nessas racdes

para futuro estudo de biodisponibilidade das espécies para os animais.

5.3. Material e métodos

5.3.1. Amostras

As amostras utilizadas nesse estudo foram gentilmente doadas pelo
Departamento de Agricultura do estado de Minnesota nos EUA. A seguir é apresentada
a lista das amostras empregadas neste estudo, e no Apéndice B estdo dispostas as

reprografias das embalagens das mesmas.

(1) Racao completa para frangos- embalagem sugere adi¢do de selenito de sodio.
(2) Racao completa para suinos- embalagem sugere adicao de levedura selenizada.
3) Racao completa para frangos- embalagem néo indica a fonte de selénio na lista
de ingredientes.

4) Premix para suinos- embalagem sugere adicao de selenito de sédio

(5) Racao completa para suinos- embalagem sugere adicdo de selenito de sodio e
levedura selenizada.

(6) Sal mineral para gado de corte- embalagem sugere adicédo de selenito de sddio

Algumas definicdes sobre as amostras utilizadas:

- Premix (vitaminas, minerais e microingredientes): sdo adicionados as racdes a fim de
atender as necessidades nutricionais do animal;
- Racdo animal completa: € preparada de forma a atender as necessidades nutricionais

do animal.
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5.3.2. Reagentes e solugdes
Todos os reagentes e solucdes utilizados sdo os mesmos descritos nos

itens 3.3.2 e 4.3.2, respectivamente.

5.3.3. Instrumentacao
Todos os equipamentos utilizados no preparo de amostra e andlise dessas

amostras sdo os mesmos descritos nos itens 3.3.1 e 4.3.3, respectivamente.

5.3.4. Determinacéo do teor total de selénio
As etapas envolvidas no preparo de amostras para a determinac¢éo do teor

total de selénio nas amostras de racdo animal estdo descritas no item 3.3.3.

5.3.5. Extracdo de proteinas solUveis para analise de SEC
A descricdo da etapa de extracdo de proteinas sollveis para analise de

SEC esta descrita no item 4.3.5.

5.3.6. Extracdo de selénio para andlise de especiacdo quimica
A descricao da etapa de selénio para analise de especiacdo quimica esta
descrita no item 4.3.6.

5.4. Resultados e discusséo

5.4.1. Determinacao do teor total

A determinagcdo da concentracdo total de Se nas amostras de ragdes
animais foram realizadas em diferentes laboratérios: U.S. FDA Forensic Center,
Laboratério de toxicologia quimica do Departamento de Agricultura de Minnesota e
Metallomics Center no Departamento de Quimica da Universidade de Cincinnati. Os
resultados da determinacdo de selénio total estdo dispostos na Tabela 5.1 e, a partir

destes pode-se observar que os resultados estdo concordantes para 0 conjunto
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interamostral, e os resultados obtidos para os CRMs indicaram exatidao calculada de

99,2 % para farinha de arroz e 96,7 % para levedura selenizada.

Para as amostras 2, 4, 5 e 6 os teores determinados s&o superiores a
concentracdo minima informada no rotudo dos produtos, portanto ha corformidade sob
esse aspecto. No entanto, para as amostras 2 e 5 o teor determinado € ~ 3 vezes superior
ao informado no rétulo e para a amostra 4 o teor € ~2 vezes superior ao informado. Nas
amostras 1 e 3 ndo ha informacao no rétulo sobre o teor de Se adicionado. A amostra 3
nao traz informagé&o sobre a forma de selénio adicionada ao produto, caracterizando uma

nao-conformidade.
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TABELA 5.1. Concentragdes de selénio determinados (mg kg™) e rotulados para ragdes animal e material de referéncia certificado

de farinha de arroz (NIST SRM 1568b) e levedura selenizada (NRC SELM-1).

Amostra Descricao Q) (2) ) Rotulado
Racéo #1 Racdo completa para frangos + Na,SeO, 0,622 + 0,009 - 0,61+ 0,03 N&o informado
Racéo #2 Racdo complete para suinos + Se-yeast 0,90 £ 0,012 0,94 0,92 = 0,06 Minimo de 0,3
Racéo #3 Racgdo completa para frangos 0,676 + 0,086 - 0,64 = 0,02 N&o informado
Rac&o #4 Premix para suinos + Na,SeO, 1,41+0,12 1,34 1,51+ 0,04 Minimo de 0,7
Racéo #5 Ragao completa para suinos + levedura 0,952 + 0,072 0,86 0,97 £ 0,03 Minimo de 0,3

¢ selenizada e Na,SeO, AECERS ’ XD, ’
Rag&o #6 Sal mineral para gado de corte + Na,SeO, 43,2+ 0,32 44,6 - Minimo de 35
SRM 1568b Farinha de arroz 0,362 £ 0,015 - - 0,365 + 0,029
SRM SELM-1  Levedura selenizada - - 1990 + 41* 2059 + 64

(1) Resultados fornecidos pelo o U.S. FDA Forensic Chemistry, Cincinnati, OH, EUA, Center pelo Dr. Kevin Kubachka (+ representa 20).
(2) Resultados fornecidos do Laboratério de Toxicologia Quimica do Departamento de Agricultura de Minnesota, Saint Paul, MN, EUA, sob

supervisdo do Dr. Treeske Ehresmann. Nao foram fornecidos os valores de desvio padréo para essas determinagoes.

(3) Andlises realizadas no Metallomics Center, no Departamento de Quimica da Universidade de Cincinnati, Cincinnati, OH, EUA, nesta tese (n=

3).

* Valor reportado na Tabela 4.2
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5.4.2. Caracterizagédo das amostras por SEC

Os cromatogramas de SEC-ICP-MS est&o apresentados nas Figuras 5.2,
sendo: (a) racdo completa para frangos, (b) racdo completa para suinos, (c) racao
completa para frangos, (d) premix para suinos, (e) racdo completa para suinos, e (f) sal
mineral para gado de corte. E possivel observar que nos cromatogramas apresentados
nas Figuras 5.2 (a), (c), (d) e (f) o perfil proteico € de MMW e LMM, e com excecédo do
sal mineral para gado de corte pode-se considerar que essas Sd0 majoritariamente
selenoproteinas. No caso do sal mineral (Figura 5.2 (f)), o selénio esta ligado a proteinas
de MMW. Nas Figuras 5.2 (b) e (e) estdo apresentados os cromatogramas de SEC
correspondentes as amostras de racdo completa para suinos, nos quais pode-se
observar proteinas de HMW e MMW e para a ragdo #2 (Figura 5.2 (b)) € que ha selénio
ligado a proteinas de HMW, mas majoritariamente ligado a proteinas de MMW. No caso
da racdo #5 (Figura 5.2 (e)) o selénio esta ligado a uma pequena fracdo de HMW,
provavelmente DNA ou RNA, mas ndo comparavel a area cromatografica

correspondente a MMW.
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FIGURA 5.2. Cromatogramas de SEC-ICP-MS das amostras de ragc&o animal, sendo: (a) ragédo
completa para frangos, (b) racdo completa paras suinos, (c) racdo completa para frangos, (d)
premix para suinos, (e) racdo completa para suinos, e (f) sal mineral para gado de corte.
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5.4.3. Extracdo de selénio e andlise de especiacdo quimica

Diversos testes de extragédo de selénio das amostras foram realizados com
diferentes extratores como agua, metanol, coquetel enzimatico e extracdo enzimética em
meio salino. Na Tabela 5.2 estdo apresentados os resultados da eficiéncia de extracao
com esses extratores para cada amostra de racdo. A extracao considerada mais eficiente
corresponde a extragdo enzimatica em meio salino.

TABELA 5.2. Eficiéncia de extracdo de selénio das amostras de racdo animal para diferentes
extratores.

Coquetel de Solucéo

Tipo de extrator Agua Metanol © enzimas® salina®
Racéo #1 Completa para frangos 39 33 67 45
Racéo #2 Completa para suinos 40 27 60 71
Racéo #3 Completa para frangos 42 21 49 59
Racéo #4 Premix para suinos 35 15 32 97
Racao #5 Completa para suinos 33 23 68 130
Racéo #6 Sal mineral para gado de corte 41 44 50 69

(a) Solugédo de metanol 5% (v v1).

(b) Coquetel das enzimas: proteinase K, protease XIV e pancreatina, em solu¢do tampéo Tris-HCI de pH
7,5.

(c) Coquetel das enzimas: proteinase K, protease XIV e pancreatina, em meio salino composto por cloreto
de sddio, fosfato de sddio e citrato de sodio em pH 7,5.

Stadlober e Sager (2001) avaliaram a extracdo de selénio em amostras de
cereais com adicao de selénio inorganico e obtiveram baixa eficiéncia de extracao, o que
atribuiram a possivel presenca de selénio elementar nas amostras. Para os extratos
aquosos foi observado apenas 3- 9 % de eficiéncia. Os melhores resultados foram
obtidos com hidrélise enzimatica (com enzima pronase) em meio de tampdao fosfato e
citrato com agitacdo em banho-maria por 4 h a 37 °C, cuja eficiéncia variou de 70 a 85%.

A partir dos extratos das amostras de racdo empregando o extrator salino
fez-se andlise de especiacdo quimica de selénio por RP-ICP-MS. Os cromatogramas
apresentados na Figura 5.3 correspondem a: (a) racdo completa para frangos, (b) racéo
completa paras suinos, (c) racdo completa para frangos, (d) premix para suinos, (e)
racdo completa para suinos, e (f) sal mineral para gado de corte, respectivamente. No
Apéndice C estao apresentados os cromatogramas dos extratos fortificados com padrbes
das espécies de Se. Os tempos de retencdo das solucbes dos padroes de selénio
apresentados na Figura 4.3 sédo: SeCys2 (RT=2,2), SeMet (RT= 3,9), Se(lV) (RT=4,6);
Se-O-Met (RT=5,2) e Se(VI) (RT=20,3).
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FIGURA 5.3. Cromatogramas de RP-ICP-MS para as amostras de: (a) racdo completa para
frangos, (b) racdo completa paras suinos, (c) racdo completa para frangos, (d) premix para
suinos, (e) racdo completa para suinos, e (f) sal mineral para gado de corte.
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Observa-se que nos cromatogramas apresentados na Figura 5.3 (a) até (e)
€ observada a SeMet como espécie majoritaria independente da fonte de selénio na
matriz (RT= 3,9). Nesses mesmos cromatogramas observa-se uma protuberancia
proximo a RT referente a espécie Se(VI) (~ 20 min). Na Figura 5.3 (d) também esta
presente um pico cromatografico no mesmo tempo de retencdo da SeCys2 (~ 2,2 min).
Na Figura 5.3 (e) observa-se uma pequena concentracdo de Se(lV). Na Figura 5.3 (f) o
Se(IV) é a Unica espécie observavel nesse extratos nessas condicdes, e esti
concordante com o esperado, uma vez que o selenito de sodio foi a fonte de selénio
adicionada ao sal mineral. De forma geral, acredita-se que tenha ocorrido a
interconversdo da espécie Se(IV) em SeMet, na presenca de bactérias possivelmente
presentes nas amostras sem manipulacdo, que durante o periodo de incubacgdo teriam
metabolizado a fonte de selénio. Outra hip6tese seria a interconverséo durante o periodo
de processamento dos produtos, caso Se(lV) tenha sido a fonte de selénio adicionada
as racdes, 0 que nao teria ocorrido para o premix e para o sal mineral, nos quais, por
serem produtos com menos etapas de pré-processamento, pode-se observar essa

espécie de selénio (Se(1V)).

5.5. Conclusbes

Todas as embalagens das ra¢des animais continham informacéo sobre a fonte de
Se adicionada, exceto a racao completa para aves (racéo 3), atendendo a normativa. As
determinacdes de Se realizadas em diferentes laboratérios apresentaram resultados
concordantes entre si e muito proximas a concentracdo sugerida na embalagem das
quais forneciam esse valor. Estudos preliminares indicam que SeMet é a espécie
majoritaria de todas as amostras analisadas. Baseado nas informacdes contidas nas
embalagens dos produtos comerciais, observa-se que ha interconversdo de espécies
Nnos casos em que as concentracdes sao relativamente baixas. Tal fendmeno ainda nao
pode ser explicado com base nos estudos realizados. Estudos futuros incluindo analise
com ESI-MS/MS podem confirmar a presenca das espécies adicionadas ao suplemento,
bem como das espécies determinadas por analise de especiacdo quimica de Se dos

extratos.
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6. Conclusdes gerais

Dos estudos desenvolvidos ao longo dessa tese de doutorado pode-se tirar as seguintes

conclusoes:

Com os resultados obtidos utilizando-se a ferramenta para otimizagdo da vazéo do gas de
reagao e colisao é possivel escolher a melhor vazao em funcéo da razéo sinal/ruido;

A escolha da melhor vazéo de hidrogénio usado como gas de reacao implicou na melhoria
dos limites de deteccao para determinacao de Se nas m/z= 78 e 80;

Os resultados obtidos para os CRMs escolhidos, de figado bovino e figado de peixe, por
conter diferentes concentracdes de Se estavam concordantes com os valores certificados
para este elemento;

O limite de deteccéo para 8°Se foi inferior ao valor obtido para o isétopo "®Se, apesar do valor
Nao expressivo;

O método de especiacdo quimica desenvolvido foi considerado robusto, sendo aplicado tanto
para amostras de carne bovina, como para amostras de racdes animais;

As andlises por LC-SEC geraram resultados que inferem que pelo menos 80 % do Se esteja
ligado a proteinas de média e baixa massa molecular;

Com base nos resultados obtidos por LC-SEC optou-se pelo desenvolvimento de um
procedimento de extragdo enzimatica para remocao de Se das amostras;

O procedimento de extracdo de Se foi avaliado por analise da concentracéo total de Se nos
extratos de diferentes solugdes extratoras, e a solugdo salina contendo uma mistura de
enzimas apresentou resultados satisfatorios avaliando-se diferentes tipos de amostras. No
entanto, é possivel que estudos futuros adotem uma condi¢do ainda melhor e mais robusta;
Observou-se que para as amostras de racdo bovina enriquecida com antioxidantes houve
um aumento de ~ 20 x na concentracdo de Se organico e, um aumento de ~ 3 X na
concentracdo de Se nas amostras de carne bovina dos animais suplementados;

SeMet foi a espécie majoritaria encontrada em todas as amostras;

Os resultados das amostras de carne bovina dos animais que nao tiveram antioxidantes
adicionados a sua dieta continham SeMet, e possivelmente SeCys,, o que infere que a SeMet
€ uma espécie mais biodisponivel,

Os resultados das amostras de ragfes animais para aves, suinos e bovinos analisadas em
trés diferentes laboratérios estavam bastante concordantes entre si e com os valores
sugeridos nas embalagens quando fornecidas pelos fabricantes;

Todas as amostras continham as informagdes previstas pela legislacdo, exceto a racéo
completa para aves que nédo fornecia a fonte de selénio adicionada;

Andlises qualitativas de especiacdo quimica para as amostras de ra¢des animais indicaram
gue SeMet foi a espécie majoritaria detectada;

Baseado nas informac0@es oferecidas pelos fabricantes das ra¢des animais nota-se que pode
ter ocorrido interconversdo de espécies. No entanto, € necessario um estudo mais
aprofundado para confirmacgéo das espécies nas matrizes e nos extratos das amostras para
a confirmacao dos dados.

83



Capitulo 7

Referéncias

84



Referéncias

7. Referéncias

AGILENT TECHNOLOGIES. Agilent 8800 triple quadrupole ICP-MS: hardware
maintenance manual. Agilent Technologies, Inc.: EUA, 2014. 184 pp. Manual de
manutencao de hardware.

ARCHER DANIELS MIDLAND COMPANY (ADM). The Role of Selenium Yeast in
Ruminant Feeding Programs. Disponivel em:
<http://www.admani.com/animal%?20health/Products/Animal%20Health%20Minerals%?2
0Selenium%?20Yeast.htm>. Acesso em: 21/11/2015.

ASSOCIAC}AO BRASILEIRA DE EXPORTADORES DE CARNES (ABIEC).
Exportacfes Brasileiras de Carne Bovina no ano de 2014. 2015. Disponivel em:
<http://www.abiec.com.br/download/Jan%20-%20Dez%20-%202014.pdf>. Acesso em:
27/10/2015.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE EXPORTADORES DE CARNES (ABIEC). Relatorio
de producéao, exportacdo, importacdo e consumo mundial de carne bovina no
periodo de 2005 a 2011. 2012. Disponivel em:
<http://www.abiec.com.br/download/stat_mercadomundial.pdf>. Acesso em: 27/10/15.

BANDURA, D. R.; BARANOV, V. I.; TANNER, S. D. Reaction chemistry and collisional
processes in multipole devices for resolving isobaric interferences in ICP-MS.
Fresenius J. Anal. Chem., v. 370, p. 454-470, 2001.

BECKETT, G. J.; ARTHUR, J. R. Selenium and endocrine systems. J Endocrinol., v.
184, n. 3, p.455-465, 2005.

BELGICA. Scientific Committee on Food (SCF). Opinion of the scientific of food of
the tolerable upper intake level of selenium. Brussel, 2000. 18 p. Relatério
SCF/CS/NUT/UPPLEV/25Final.

BIANCHI, S. R. Avaliacdo de estratégias analiticas para reduzir interferéncias em
ICP-MS e ICP OES. 2011. 133 f. Tese (Doutorado em Ciéncias). Centro de Ciéncias
Exatas e de Tecnologia, Departamento de Quimica, Universidade Federal de S&o
Carlos, Sao Carlos, 2011.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Resolu¢do RDC n° 269,
de 22 de setembro de 2005. O regulamento técnico sobre a ingestao diaria
recomendada (IDR) de proteina, vitaminas e minerais. Disponivel em:
<http://portal.anvisa.gov.br/wps/wcm/connect/1884970047457811857dd53fbc4c6735/R
DC_269 2005.pdf?MOD=AJPERES>. Acesso em: 04/11/2015.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Exportacao.

2015. Disponivel em: <http://www.agricultura.gov.br/animal/exportacao>. Acesso em:
17/09/15.

85



Referéncias

CAPELDO, J. L., et al. Enzymatic probe sonication: enhancement of protease-catalyzed
hydrolysis of selenium bond to priteins in yeast. Anal. Chem., v. 76, p. 233-237, 2004.

CASIOT, C. et al. Sample preparation and HPLC separation approaches to speciation
analysis of selenium in yeast by ICP-MS. J. Anal. At. Spectrom., v. 14, p. 645-650,
1999.

CASS, Q. B.; DEGANI, A. L. G. Desenvolvimento de métodos por HPLC:
fundamentos, estratégias e validacdo. Sao Carlos: EQUFSCar, 2001. 77 p.

CHANG, J. C., et al. Selenium content of Brazil nuts from two geographic locations in
Brazil. Chemosphere, v. 30, n. 4, p. 801-802, 1995.

COLLINS, C. H.; BRAGA, G. L.; BONATO, P. S. Fundamentos de cromatografia.
Campinas: Unicamp, 2006. 456 p.

CUDERMAN, P., et al. Extraction of Se species in buckwheat sprouts grown from seeds
soaked in various Se solutions. Food Chem., v. 123, p. 941-948, 2010.

D’ILIO, S., et al. Dynamic reaction cell ICP-MS for determination of total As, Cr, Se and
V in complex matrices: still a challenge? A review. Anal. Chim. Acta, v. 69, p. 6-13,
2011.

DAUN, C., et al. Separation of soluble selenium compounds in muscle from seven
animal species using size exclusion chromatography and inductively coupled plasma
mass spectrometry. J. Anal. At. Spectrom., v. 19, p. 129-134, 2004.

DERNOVICS, M.; LOBINSKI, R. Characterization of the selenocysteine-containing
metabolome in selenium-rich yeast. Part 1: identification of new species by multi-
dimensional liquid chromatography with parallel ICP-MS and electrospray Q-
TOFMS/MS detection. J. Anal. At. Spectrom., v. 23, p. 72-83, 2008.

DUPONT, J., et al. Food safety and health effects of canola oil. J. Am. Coll. Nutr., v. 8,
p. 16, 1989.

ETTRE, L. S.; SAKODYNSKII, K. I. M. S. Tswett and the discovery of chromatography I:
early work (1899-1903). Chromatographia, v. 35, n. 3, p. 223-231, 1993.

EUA. Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR). Toxicological
profile for Selenium, Atlanta: U.S. Department of Health and Human Services, Public
Health Service, 2003a.

EUA. National Institutes of Health (NIH). Office of dietary supplements. Vitamin E: Fact
sheet for health professionals. 2013a. Disponivel em:
https://ods.od.nih.gov/factsheets/VitaminE-HealthProfessional/. Acesso em: 18/11/2015.

EUA. The Association of American Feed Control Official (AAFCO). Non-pet food: label,
design and format guide. 2010, 36 pp.

86



Referéncias

EUA. U.S. Department of Agriculture. Department of Human and Health Service.
National Institutes of Health. Selenium: dietary supplement fact sheet. In:
Office of Dietary Supplements. 2013b. Disponivel em:
<http://ods.od.nih.gov/factsheets/Selenium-HealthProfessional/>. Acesso em:
21/11/2015.

EUA. U.S. FDA. Food and Drugs Administration. Qualified Health Claim: final decision
letter on selenium and certain cancers (Docket No. 02P-0457). 2003b. Disponivel em:
<http://www.fda.gov/Food/IngredientsPackagingLabeling/LabelingNutrition/ucm072780.
htm>. Acesso em: 03/11/2015.

EUA. U.S. Food and Drug Administration (U.S. FDA). Code of Federal Regulations
(CFR). Title 21, volume 6, section 573.920- Selenium. 2015. Food additives permitted
in feed and drinking water of animals. Silver Spring, revised in 2015.

EUA. U.S. Geological Survey. Mineral Resources On-line Spatial Data (USGS).
Analysis of Selenium by Hydride-generation Atomic Absorption Spectrometry
(USGS and XRAL laboratories). 2012. Disponivel em:
<http://mrdata.usgs.gov/geochem/doc/selenium.htm>. Acesso em: 21/11/2015.

EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY (ESFA); PANEL ON ADDITIVES AND
PRODUCTS OR SUBSTANCES USED IN ANIMAL FEED (FEEDAP). Scientific opinion
on safety and efficacy of selenium in the form of organic compounds produced by the
selenium-enriched yeast Saccharomyces cerevisiae NCYC R646 (Selemax 1000/2000)
as feed additive for all species. EFSA Journal, v. 10, n. 7, p. 2778-2795, 2012.

FANG, Y., et al. Identification of selenium compounds using HPLC-ICPMS and nano-
ESI-MS in selenium-enriched rice via foliar application. J. Anal. At. Spectrom., v. 24, p.
1657-1664, 2009.

FELDMANN, I.; JAKUBOWSKI, N.; STUEWER, D. Application of a hexapole collision
and reaction cell in ICP-MS Part I: instrumental aspects and operational optimization.
Fresenius J. Anal. Chem., v. 365, p. 415-421, 1999.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION FOR WORLD HEALTH
ORGANIZATION (FAO/WHO). Human vitamin and mineral requirements. Bangkok,
Thailand, 2001. 303 p. Report of a joint FAO/WHO expert consultation on human
vitamin and mineral requirements.

FORDYCE, F. Selenium deficiency and toxicity in the environment. In: Selinus, O. et. al.
(Ed.). Essentials of medical geology: impacts of the natural environment on public
health. London: Elsevier Academic Press, 2005. p. 373-415.

FORDYCE, F. Selenium geochemistry and health. Ambio, v. 36, p. 1, 2007.

GERGELY, V., et al. Selenium speciation in Agaricus bisporus and Lentinula edodes
mushroom proteins using multi-dimensional chromatography coupled to inductively
coupled plasma mass spectrometry. J. Chromatogr. A, v 1101, p. 94-102, 2006.

87



Referéncias

GOLDHABER, S. B. Trace element risk assessment: essentiality vs. toxicity. Regul.
Toxicol. Pharm., v. 38, n. 2, p. 232-242, 2003.

INSTITUTE OF MEDICINE, FOOD AND NUTRITION BOARD (FNB). Dietary
reference intakes: vitamin C, vitamin E, selenium, and carotenoids. National Academy
Press, Washington, DC, 2000.

JACKSON, B. P.; LIBA, A.; NELSON, J. Advantages of reaction cell ICP-MS on doubly
charged interferences for arsenic and selenium analysis in foods. J. Anal. At.
Spectrom., v. 30, p. 1179-1183, 2015.

KOKARNIG, S., et al. Concurrent quantitative HPLC—mass spectrometry profiling of
small selenium species in human serum and urine after ingestion of selenium
supplements. J. Trace Elem. Med Biol., v. 29, p. 83-90, 2015.

KESKINEN, R. Selenium fertilization: plant uptake and residuals in soil. 2012. 47 f.
Tese (Doutorado) - Faculdade de Agricultura e Silvicultura, University of Helsinki,
Helsinquia, Finlandia, 2012.

KOTREBAI, M., et al. Selenium speciation in enriched and natural samples by HPLC-
ICP-MS and HPLC-ESI-MS with perfluorinated carboxylic acid ion-pairing agents.
Analyst, v. 125, p. 71-78, 2000.

KRAUSE, R. J. et al. Oxidative Metabolism of Seleno-L-methionine to L-Methionine
Selenoxide by Flavin-Containing Monooxygenases. Chem. Res. Toxicol., v. 19, n. 12,
1643-1649, 2006.

KUBACHKA, K. Selenium Speciation in Animal Feed. In: EUROPEAN WINTER
PLASMA CONFERENCE, 2015, Munique.

MAAS, J., et al. Degeneragao muscular nutricional. In: SMITH, B.P. Medicina interna
de grandes animais. 3. ed. Sdo Paulo: Manole, 2006. p. 1279- 1282.

MILLER, E. R.; ULLREY, D. E.; LEWIS, A. J. Swine nutrition. 2. ed. Stoneham:
Butterworth-Heinemann, 1991. 702 p.

MISTRY, H. D., et al. Selenium in reproductive health. Am. J. Obstet. Gynecol., v. 1, p.
21-30, 2012.

MONTASER, A. Inductively Coupled Plasma in Analytical Atomic Spectrometry. 2
ed. New York: Wiley-VCH Verlag GmbH, 1998.

MONTES-BAYON, M.; et al. Selenium speciation in wild-type and genetically modified

Se accumulating plants with HPLC separation and ICP-MS/ES-MS detection. J. Anal.
At. Spectrom., v. 17, p. 872-879, 2002.

88



Referéncias

PACHECO, P.; HANLEY, T,; FIGUEROA, J. A. L. Identification of proteins involved in
Hg-Se antagonism in water hyacinth (Eichhornia crassipes). Metallomics, v. 6, p. 560-
571, 2014.

PEDRERO, Z., et al. Selenium speciation in different organs of African cartfish (Clarias
garuepinus) enriched through a selenium-enriched garlic based diet. J. Anal. At.
Spectrom., v. 26, p .116-125, 2011.

PEDRERO, Z.; MADRID, Y. Novel approaches for selenium speciation in foodstuffs and
biological specimens: a review. Anal. Chim. Acta, v. 634, p. 135-152, 2009.

PERKIN ELMER SCIEX. Isotope Abundances, Interferences and DRC information.
2008. Tabela de abundancia de is6topos, interferéncias e informacdes sobre DRC da
Perkim Elmer.

PHIPPS, R. H., et al. Selenium supplementation of lactating dairy cows: effects on milk
production and total selenium content and speciation in blood, milk and cheese.
Animal, v. 2, n. 11, p. 1610-1618, 2008.

RAYMAN, M. P. Selenium and human health. Lancet, v. 379, p 1256-1268, 2012.

RAYMAN, M. P. The importance of selenium to human health. Lancet, v. 356, p. 233-
241, 2000.

RAYMAN, M. P.; INFANTE, H. G.; SARGENT, M. Food-chain selenium and human
health. Br. J. Nutr., v. 100, p. 238-253, 2008.

RUZIK, L. Speciation of challenging elements in food by atomic spectroscopy. Talanta,
v. 93, p. 18-31, 2012.

SHAH, M., et al. Identification and characterization of selenium species in enriched
green onion (Allium fistulosum) by HPLC-ICP-MS and ESI-ITMS. J. Anal. At.
Spectrom., v. 19, p. 381-386, 2004.

SOCIEDADE NACIONAL DE AGRICULTURA (SNA). 2015. Brasil sera o maior
produtor mundial de carne bovina em cinco anos, prevé Abiec. Disponivel em:
<http://sna.agr.br/brasil-sera-o-maior-produtor-mundial-de-carne-bovina-em-5-anos-
preve-abiec/>. Acesso em: 17/09/2015.

SPEARS, J. W. Trace mineral bioavailability in ruminants. J. Nutr., v. 133, n. 5, p. 1506S-
1509S, 2003.

STADLOBER, M.; SAGER, M. Effects of selenate supplemented fertilisation on the
selenium level of cereals: identification and quantification of selenium compounds by
HPLC-ICP-MS. Food Chem., v. 73, n. 3, p. 357-366, 2001.

SUBCOMMITTEE ON BEEF CATTLE NUTRITION, et al. National requirements of
beef cattle. 7. ed. Washington: National Academy Press, 2000.

89



Referéncias

SUBCOMMITTEE ON DAIRY CATTLE NUTRITION, et al. National requirements of
dairy cattle. 7 ed. Washington: National Academy Press, 2001.

SUCHAROVA, V. Optimisation of DRC ICP-MS for determining selenium in plants. J.
Anal. At. Spectrom., v. 26, p. 1756-1762, 2011.

SURAI, P. F. Selenium in poultry nutrition 1: antioxidant properties, deficiency and
toxicity. World Poultry Sci. J., v. 58, n. 3, p. 333-347, 2002a.

SURAI, P. F. Selenium in poultry nutrition 2: reproduction, egg and meat quality and
practical applications. World Poultry Sci. J., v. 58, n. 4, p. 431-450, 2002b.

TANNER, S. D.; BARANOV, I. V.; BANDURA, D. R. Reaction cells and collision cells for
ICP-MS: a tutorial review. Spectrochim. Acta Part B, v. 7, p. 1361-1452, 2002.

TEMPLETON, D. M., et al. Guidelines for terms related to chemical speciation and
fractionation of elements: definitions, structural aspects, and methodological approaches.
Pure Appl. Chem., v. 72, p. 1453-1470, 2000.

THOMAS, R. A beginner’s guide to ICP-MS: part XlI- a review of interferences.
Spectroscopy, v. 17, p. 24-31, 2002.

THOMAS, R. Practical guide to ICP-MS: a tutorial for beginners. 3. ed. Boca Raton:
CRC Press, 2013. 446 p.

THOMPSEN, V. Spectral background radiation and the “background equivalent
eoncentration” in elemental spectrochemistry. Spectroscopy, v. 27, p. 3, 2012.

TROFAST, J. Berzelius’ discovery of selenium. Chem. Inter., v. 33, n. 5, p. 16-19,
2011.

VACCHINA, V., et al. Simultaneous speciation of selenomethionine and 2-hydroxy-4-
methylselenobutanoic acid by HPLC-ICP MS in biological samples. J. Chromatogr. B,
v. 878, p. 1178-1180, 2010.

VONDERHEIDE, A. P., et al. Characterization of selenium species in brazil nuts by
HPLC-ICP-MS and ES-MS. J. Agric. Food Chem., v. 50, p. 5722-5728, 2002.

WEEKLEY, C. M.; HARRIS, H. H. Which form is that? The importance of selenium
speciation and metabolism in the prevention and treatment of disease. Chem Soc Rev.,
v. 42, n. 23, p. 8870-8894, 2013.

ZOCOLO, G. J. Principios e aplicacdes da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Araraquara: Conselho Regional de Quimica-IV Regido (SP). 106 p. Apostila.
Disponivel em: <http://www.crq4.org.br/sms/files/file/hplc_araraquara_2012_site.pdf>
Acesso em: 26/10/2015.

90



Apéndice A

T
G i cri02 @
1000k JAN
5040000/8— RT=2.2 RT=3.8
:3888: 1 | |RT=45 RT=19.0 (D)
: RT=5.0
1000E /\
SOaE RT=3.9 lRT=4 5
" %888;RT:2.2 RT=5.0 RT=19.8 (C)
o 1000 h N
O 5000/0f -
4000k o 5 |RT24.5 (d)
%888— RT=2.3 RT=5.0 RT=19.8
1000F A
i
6000 RT=2.3 RT=4.> RT=19.0 (e)
2000L RT=5.0 N
12000/0F
50001 (")
i RT=19.0
3000 | n
0 10 15 20 _
t (min)

FIGURA Al. Cromatogramas de especiacao quimica de selénio por RP-ICP-MS das amostras
de racdo animal com adigcdo de padrédo (20 pg L?) de cada espécie de selénio: (a) ragéo controle,
(b) racéo + Oleo de canola, (c) ragdo + antioxidantes, (d) ragéo + 6leo de canola + antioxidantes,
(e) suplemento de selénio, e (f) CRM SELM-1.
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FIGURA A2. Cromatogramas de especiacao quimica de selénio por RP-ICP-MS das amostras
de carne bovina com adigcéo de padréo (20 ug L) de cada espécie de selénio: (a) carne controle,
(b) carne + 6leo de canola, (c) carne + antioxidantes, (d) carne + 6leo de canola + antioxidantes,
(e) suplemento de selénio, e (f) SRM bovine liver.
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Apéndice B

v e

“ Sample for Kevin Kubachka

#1:

Complete Feed for Chicken

. |- Labeled to contain Sodium
|Selenite ONLY

FIGURA B1. Foto do rétulo contido na embalagem da ragdo completa para frangos (Ragéo 1).
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Sample for Kevin
Kubachka #2

- Complete Swine Feed
- Labeled to contain
Selenium Yeast ONLY

INGREDIENTS:

Grain Products, Animal Protein Products, Plant Protein Products,
Processed Grain By-Products, Soy Flour Protein Modified, Animal
Fat Preserved with Ethoxyquin, Dried Egg Product, Monocalcium
Phosphate, Dicalcium Phosphate, Calcium Carbonate, Zinc
Oxide, L-Lysine, DL-Methionine, L-Threonine, Choline Chloride,
Bentonite, Natural Flavor, Basic Copper Chloride, Dried Corn
Syrup, Vegetable Caseinate, Natural and Attificial Flavors, Citric
Acid, Lactic Acid, Propionic Acid (a Preservative), L-Tryptophan,
Dried Bacilus Subtilis Fermentation Product, Sodium Silico
Aluminate, Maltodextrins, Manganese Sulfate, Manganous Oxide,
Copper Sulfate, Zinc Sulfate, Ethylenediamine, Dihydroiodide,
Selenium Yeast, Mineral Oil, Roughage Products, Vitamin A
Supplement, Ferrous Sulfate, Vitamin E Supplement, Thiamine
Mononitrate, BHA (a preservative), Menadione
Bimethylpyrimidinol Bisulfite (source of Vitamin K), Biotin, Calcium
Silicate, Vitamin D3 Supplement, Citric Acid (a preservative),
Vitamin B-12 Supplement

& i céo 2).
FIGURA B2. Foto do rotulo contido na embalagem da racdo completa para suinos (Racao 2)

Apéndice B
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Sample for Kevin Kubachka #3:

- Complete feed for Chickens

- Not labeled to contain any added
Selenium

e

t3
4
:
.

e

FIGURA B3. Foto do rétulo contido na embalagem da ragdo completa para frangos (Ragéo 3).
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Sample for Kevin Kubachka #4
- Premix for Swine
- With Sodium Selenite ONLY

FIGURA B4. Foto do rétulo contido na embalagem de premix para suinos (Racgéo 4).

96



For starter pigs waighing 25 to 50 pounds.
MEDICATED
increased rale of weight gain and improve fedd
efficiency in swine when fed in accordance with
directions Yor uss.

ACTIVE DRUG INGREDIENT
(87T o1 R SRRNC N SO B.00275%
GUARANTEED ANALYSIS
OO Profein; M. o acismmmssass it s 21.80%
RYSIR-HN i t s s R s 1.35%
CIUE FRE I el 4.70%
GG FIDBE DUBX ..otz 4,30%
(52313077 1 4111 7O SRS e 0.60%
BT T 5T S S S 1.10%
PROSDIOTIE. T it s srasiisii s s 0.80%
L R ] R R D SA—— 0.20%
UL .o i S A 0.70%
Selenlumg, MUY ...cicimanissammsssisiass 0.20 ppm
Zie. min... .oooomiesn Siisse i At 120 ppm
INGREDIENTS

Crain Products, Plant Protein Products, Processed Graln Produsts, Parsine
Animal Fat (presenved with BHA), Calcium Carbonate, Meno-Dicslcim
Fhosphate, Sait, L1yeine HCL, DL Methionine, Threoning, Vitarmin E Suppl.,
Nizscin Suppl, Caiolum Panothensts Crystaline, Menadione Sodium Bisidfte
Complex, Ribofiavin Suppl, Vaamin A Acstats D-3 Suppl, Viamin Bi2
Suppl, Blotin, Follo Acid, Pyridwdine Hydrochiorida, Choline Chilorida, fron
Suifate, Zinc Sulfete, Manganese Sulfate, Tribasic Copper Chiorids, Sodlum
Selenfie, Calchom lodats, Selkenlurm Yeast, Brewers Dried Yeas!, Yucea
Shidigery Rdract,

FEEDING DIRECTIONS
Feed as the sole ration fo pigs from 25 to 50 pounds body
weight
Caution: Not for usa in pregnant swine or swine infended
for breeding purposes. Do not mix In feeds cantalning
bentonite.
Warning: Do not feed to swine within 42 days of slaughtsr.

Sample for Kevin Kubachka #5

- Complete Swine Feed

- Labeled to Contain BOTH Sodium
Selenite AND Selenium Yeast

FIGURA B5. Foto do rotulo contido na embalagem da racdo completa para suinos (Racéo 5).

Apéndice B
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Sample for Kevin Kubachka #6:
- Cattle Mineral Mix W
- Guaranteed to contain 35 ppm of BEEF CO
Selenium (via Sodium Selenite), MINERAL

actual Selenium concentration is

FOR STOCK COWS, BULLS,
44 .6 ppm. GROWING AND BREEDING HEIFERS
GUARANTEED ANALYSIS
Calefum [Min) .....cicccieeicincsmvariiaiescssnsives 11.0%
Caletum IMaX.) ......oois it 13.0%
Phosphorus (Min.} ..o, 8.0%
Salt (M) cecoreinsennsoess emserype e A anman R ETARES 29.0%
Magnesium (Min) ..., 3.4%
Potassinm (Min.}....... SRR e 0.5%
Copper (Mir) oo, 1000 ppm
[oHNE MIN.) creorarrarensessassovivorasassinmmsmens 100 ppm
Selenium (MIN.) coovrcciierinesienresssssisenns 30 PP
ZIne ML) s smemaremussaavissisie 5000 ppm
Vitamin A (Min.) oo, 421,000 1U/Lb.
Vitamin D3 (Min.) ccceciniiicinninnans 56,000 IU/Lb.
Vilamin E (MIn.) cccoeecrmiiiiniinenas 700 IU/Lb.
INGREDIENTS STATEMENT.

Monocalcium Phosphate, Salt, Calcium Carbon-
ate, Magnesium Oxide, Potassium Sulfate, Mag-
nesium Sulfate, Cobalt Sulfate, Copper Suifate,
Ferrous Sulfate, Manganese Sulfate, Zinc Sul-
[ate. Sodium Selenite, Ethylenediamine
Dihydriodide, Vitamin A Supplement, Vitamin
D3 Supplement, Vitamin E Supplement, Cane
Molasses.

FEEDING DIRECTIONS
*ree-choice Lo stock cows, bulls, growing and
breeding heifers at the rate of 3 oz/hd/day-

_) CAUTION e

Follow label directions. The additionto
feeds of higher levels of this mineral
containing selenium is not permitted.

This product was made in a feed manufactur-
ing facility that does not haadle or store

products containing animal proteins prohib-
ited in ruminant feed.

FIGURA B6. Foto do rotulo contido na embalagem de sal mineral para gado de corte (Ragéo

6).
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FIGURA C1. Cromatogramas de especiagdo quimica de selénio por RP-ICP-MS das amostras de racdo animal com adi¢cdo de padrao
(20 pg L-1) de cada espécie de selénio: (a) racdo completa para frangos, (b) racdo completa paras suinos, (c) racdo completa para
frangos, (d) premix para suinos, (e) racdo completa para suinos, e (f) sal mineral para gado de corte.
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FIGURA C1. Cromatogramas de especiacdo quimica de selénio por RP-ICP-MS das amostras de racdao animal com adicdo de padrao
(20 pg L) de cada espécie de selénio: (a) racdo completa para frangos, (b) racdo completa paras suinos, (c) racdo completa para
frangos, (d) premix para suinos, (e) racdo completa para suinos, e (f) sal mineral para gado de corte. (continuac¢é&o)
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FIGURA C1. Cromatogramas de especiagdo quimica de selénio por RP-ICP-MS das amostras de racdo animal com adi¢géo de padrao
(20 pg L) de cada espécie de selénio: (a) racdo completa para frangos, (b) ragdo completa paras suinos, (c) ragdo completa para
frangos, (d) premix para suinos, (e) racdo completa para suinos, e (f) sal mineral para gado de corte. (continuac¢é&o)
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