¥y ¥ ¥y

Eclética Quimica
@m@ atadorno@iqg.unesp.br
Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho
Brasil

Coelho, N. M. M.; Baccan, N.
Determinacao de ultratracos de selénio em urina por geragdo de hidretos e espectrometria de
absorcdo atdmica em fluxo
Eclética Quimica, vol. 29, nim. 1, 2004, pp. 7-14
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
Araraquara, Brasil

Disponivel em: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=42929101

Como citar este artigo

Numero completo : P,
P Sistema de Informacao Cientifica

Mais artigos Rede de Revistas Cientificas da América Latina, Caribe , Espanha e Portugal
Home da revista no Redalyc Projeto académico sem fins lucrativos desenvolvido no &mbito da iniciativa Acesso Aberto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=429
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=42929101
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=42929101
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=429&numero=2214
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=42929101
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=429
http://www.redalyc.org

ECLETICA
Quimica
www.scielo.br/eq
Volume 29, nimero 1, 2004
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Resumo: A determinagdo de selénio utilizando a gerag@o de hidretos acoplada as técnicas atdmicas vém
sendo utilizada com sucesso em amostras de urina. Devido a necessidade de se dispor de um método
analitico capaz de determinar pequenas quantidades de selénio; € proposto o sistema de fluxo, por zonas
coalescentes, utilizando a técnica de geracdo de hidretos, seguida da detec¢@o por espectrometria de
absorg¢do atdmica para a determinagdo de selénio em amostras de urina. O limite de detec¢do obtido é 0,3
ng mL, correspondendo a 30 pg de selénio e a freqiiéncia analitica de 140 determinagdes por hora. A
precisio (d.p.r.) do método foi de 2,0% para 1,0 ng mL"'. A quantidade de reagente (0,5 mg de NaBH,
para cada determinacdo) e de residuo quimico gerado no laboratério (170 mL h') é minima. A aplicagio
do método proposto para anélises de amostras de urina evidenciou a presenca média de 4,0 ng mL"' de
selénio para pacientes que ndo ingeriram nenhum medicamento contendo selénio. Para pacientes que
ingeriram uma dose Unica de medicamento contendo selénio, o teor encontrado nas amostras de urina
analisadas variaram de 5,0 a 16,0 ng mL"". Estudos de recupera¢@o mostraram valores de 90,0% e 103,0%
para 1,0 e 10,0 ng mL™! de selénio adicionado, respectivamente, nas amostras de urina. A certificagdo do
método foi avaliada para andlises de material de referéncia de urina SRM 2670 (valor certificado: 30,0+8,0
ng mL"'e valor obtido: 27,0+2,0 ng mL™).

Palavras-chave: selénio, ultratragos, injecio em fluxo, geracdo de hidretos, urina.

em populagdes que vivem em dreas de solos
seleniferos. Desde que a principal rota para a
excrecao de selénio no organismo humano € a uri-

Introducéo

O selénio € um elemento essencial para o

homem e seu estudo é de grande interesse devido
suas propriedades anti-oxidantes e anti-
cancerigenas [11]. No entanto, este elemento apre-
senta um pequeno intervalo de concentragdo entre
o nivel essencial e o toxicoldgico, onde doses toxi-
cas sdo somente 100 vezes maiores do que aquelas
necessdrias para as funcdes fisioldgicas.

O contetdo de selénio na urina varia de acor-
do com a dieta alimentar. A concentracdo de selénio
[1] na urina é de aproximadamente 30 mg L', no
entanto, valores maiores podem ser encontrados

na, o conteddo deste elemento € um indicador de
casos de intoxicacdo e/ou deficiéncia de selénio
no homem.

Os problemas analiticos apresentados para
a determinacdo de selénio em urina sdo o alto con-
teudo de sais e a presenca de varios constituintes
organicos encontrados nestas amostras [7].

O desenvolvimento de métodos analiticos
para a determinacdo exata de baixos niveis de
selénio € importante. O selénio pode ser determi-
nado em amostras de urina por espectrometria de
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absorcdo atdmica por forno de grafite [10] e por
geracdo de hidretos [12], por espectrometria de
fluorescéncia atomica [13] e molecular [9] e por
espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado [8].

A espectrometria de absor¢ao atdmica quan-
do acoplada a geragdo de hidretos oferece uma al-
ternativa simples e sensivel para a determinag¢do
de elementos que geram hidretos [5,6] e portanto,
esta técnica pode ser aplicada na determinagao de
selénio em diferentes tipos de amostras.

Sob este aspecto, a espectrometria de absor-
cdo atdmica e geracdo de hidretos aliada aos siste-
mas de andlise por injecio em fluxo é uma proposta
para a automatizacdo das etapas analiticas.

O principal objetivo do presente estudo foi
desenvolver um procedimento simples e sensivel
para determinacdo de selénio em amostras de uri-
na em ordem de validar uma metodologia para
controle analitico em amostras de interesse clini-
co. O método consiste na introducdo simultanea
da amostra contendo selénio e do reagente redu-
tor (borohidreto de sédio) em solugdes transpor-

tadoras contendo acido cloridrico e dgua
desionizada, respectivamente. O hidreto de selénio
formado € separado num separador gas-liquido, e
entdo, conduzido por nitrogénio para a cela de
atomizacdo. As principais vantagens apresenta-
das por esta técnica sdo: separagdo da espécie
analitica da matriz, alta efici€ncia de introdugdo
da amostra resultando em boa sensibilidade e f4-
cil automatizagdo. Adicionalmente, os resultados
obtidos no presente estudo fornecem dados preli-
minares da presenga deste elemento em amostras
de urina e abre possibilidades para estudos rela-
tando a presenca de selénio em amostras de inte-
resse clinico e interacdes na absorcdo, atividades
bioldgicas e toxicidade.

Procedimento Experimental

Instrumentacdo

O sistema de fluxo empregado na determi-
nacdo de selénio estd representado na Figura 1.
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Figura 1. Sistema de fluxo proposto para determinacdo de selénio. E.A.A.: Espectrofotdometro de Absor¢do Atdmica.

E utilizado o sistema de zonas coalescentes
em confluéncia que consiste em introducio simul-
tanea de volumes iguais de amostra e de reagente
redutor, em fluxos de carregadores separados de
mesma vazao. Neste caso, 100 mL de amostra e de
reagente redutor (NaBH, 0,5 % (m/v)) séo intro-
duzidos em linhas transportadoras de dcido clori-
drico (1,0 mol L) e d4gua desionizada com vazdes
de 1,4 mL min’, respectivamente. As soluc¢des sédo
impulsionadas por uma bomba peristéltica Gilson,
modelo Minipuls 3 com 8 canais, utilizando tubos

de tygon para o bombeamento. Tubos de polietileno
de 1,0 mm de didmetro interno sdo usados para a
construcdo do sistema de fluxo. A unidade de co-
mutacdo para a introdugdo das amostras é um
injetor tipo proporcional [2]. Para a separacdo do
hidreto formado € utilizado um separador gas-li-
quido do tipo varredura [3]. O hidreto de selénio
gerado € separado da fase liquida no separador gas-
liquido, sendo transportado ao atomizador usando
nitrogénio ultra-puro como gés de arraste com va-
730 controlada por um regulador de vazao de gas.
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O atomizador eletrotérmico é tipo “T” com a ca-
mara de atomizagdo de 17 cm de comprimento e
0,8 cm de didmetro interno [4]. O atomizador é
enrolado com 2,5 metros de fio Ni-Cr e mantém a
temperatura adequada para a atomizagao do hidreto
de selénio através da resisténcia de Ni-Cr conectada
a um regulador de voltagem, Varivolt. As medidas
de absorbancia foram feitas em um
Espectrofotometro de Absor¢ao Atdmica, Intralab,
modelo Gemini AA12/1475, equipado com lam-
pada de cdtodo oco de selénio e corretor de fundo
(lampada de deutério) ligado para corrigir o sinal
analitico. As leituras de absorbéncia foram feitas
em 196 nm com abertura de fenda de 0,5 nm e cor-
rente de lampada de 10 mA.

Reagentes e padr 8es

As solugdes utilizadas neste estudo foram
preparadas usando dgua desionizada (resistividade
18,2 MWcm) e reagentes de grau analitico, usan-
do baldes volumétricos para o acerto de volumes
finais. Frascos de polietileno foram empregados na
estocagem de solugdes.

Solucdo padrio de selénio: preparada a par-
tir de 1,4040 g de di6xido de selénio (SeO, - Riedel)
em 1 litro de dgua. As solucdes padrao de selénio,
de concentragdes varidveis entre 1,0 a 100 ng mL-
! foram obtidas por dilui¢do adequada de uma so-
lugdo estoque de 10,0 mg mL' de selénio, com so-
lugdo de HCI 1,0 mol L. Estas dilui¢des foram
feitas empregando-se microbureta de vidro.

Solucdo de borohidreto de s6dio 0.50 % (m/v):
preparada por dissolu¢do de 0,50 g de NaBH, (Merck)
em 100,0 mL de KOH (Merck) 0,05 mol L.

Solugio de dcido cloridrico 1,0 mol L': pre-
parada a partir de 83,3 mL de HCI concentrado
(Merck) por diluigdo a 1 litro de 4gua desionizada.

Material de referéncia certificado (SRM 2670)

As amostras de urina de material certifica-
do SRM 2670 (nivel normal e nivel elevado de
selénio) foram reconstituidas, adicionando 20,0 mL
de dgua desionizada em cada frasco. Em aliquotas
de 10,0 mL de urina para cada nivel de selénio fo-
ram adicionados 10,0 mL de HNO3 concentrado.
As amostras foram aquecidas em chapa de aqueci-
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mento até quase a secura, quando foram adiciona-
dos 3,0 mL de HCI concentrado e, entdo evapora-
das novamente até quase secar. A seguir, o volume
foi completado com dgua desionizada a 10,0 mL
com HCI 1,0 mol L' para a amostra de urina de
nivel normal de selénio e 25,0 mL para a amostra
de urina de nivel elevado de selénio.

Amostras de urina com adi¢éo de selénio

As amostras de urina de pacientes que ndo
estavam sob administracio de medicamentos conten-
do selénio, foram coletadas e, em seguida, foram adi-
cionadas quantidades conhecidas de selénio (1,0 ng
mL" e 10,0 ng mL™") e 10,0 mL de HNO, concentra-
do. As amostras foram aquecidas em chapa de aque-
cimento até quase a secura, quando foram adiciona-
dos 3,0 mL de HCI concentrado e, entdo, evaporadas
novamente até quase secar. A seguir, o volume foi
completado a 25,0 mL com HCI 1,0 mol L.

Amostras de urina de pacientes submetidos a uma
dose Uinica de medicamento contendo selénio

Os pacientes submetidos ao estudo ingeri-
ram uma dose tnica de medicamento. Conforme
dados do fabricante, a composicao do medicamento
¢ de 50 mg de selénio na forma de complexo por
350 mg de medicamento. As amostras de urina fo-
ram coletadas nos seguintes tempos: O hora, isto é,
antes da ingestdo do medicamento e apds ingestdo
do medicamento nos seguintes tempos: 6, 12, 18,
24,36, 48, 60 e 72 horas. As amostras foram adici-
onados 10,0 mL de HNO, concentrado e, entdo
aquecidas em chapa de aquecimento até quase se-
cura. Em seguida, foram adicionados 3,0 mL de
HCI concentrado e, novamente, foram evaporadas
até quase secura. A seguir , o volume foi completa-
do a 25,0 mL com HCI 1,0 mol L.

Resultados e discussdo

Avaliagdo das condi¢des experimentais para
determinacio de selénio

As condig¢des experimentais para determi-
nacdo de selénio foram estabelecidas empregando
o sistema de fluxo esquematizado na Figura 1. Os



seguintes pardmetros foram avaliados: bobina de
reagdo, volume injetado, concentragdo de NaBH,
e de HCI, vazido das solugdes transportadoras, va-
zdo do gds de arraste e temperatura de atomizacao.
Solugdes padrdo de selénio de 30, 60 e 90 ng mL"!
foram utilizadas para estes estudos.

A eficiéncia da gerag¢do do hidreto de
selénio foi avaliada utilizando bobinas de reagdo
de diferentes tamanhos (10, 20, 30, 50 e 80 cm).
A Figura 2 mostra o efeito do comprimento da
bobina de reagdo para um volume de 100 mL de
selénio e de borohidreto de sédio. O sinal analiti-
co € maior para a bobina de 20 cm, diminuindo
quando o tempo de reagdo aumentou, devido a
dispersdo sofrida pela amostra no percurso anali-
tico. A bobina de 20 cm foi usada para a continui-
dade deste trabalho.
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Figura 2. Efeito do comprimento da bobina de rea¢do na deter-
minagdo de selénio.

Condigdes experimentais: concentragdo de NaBH,: 1,0 % (m/
v), concentra¢do de HCI: 1,0 mol L', volume injetado: 100 mL,
vazdo dos carregadores: 1,5 mL min’', vazdo de nitrogénio: 150
mL min’, temperatura de atomizagdo: 750° C. - m - 30 ng Se
mL", -4- 60 ng Se mL,-#-90 ng Se mL".

No sistema de fluxo proposto, a amostra e a
solugdo de NaBH, sdo injetadas em solugdes trans-
portadoras de HCl e dgua, respectivamente. A in-
fluéncia de volumes injetados de amostra e de re-
dutor na eficiéncia da formag@o do hidreto de
selénio foi avaliada na faixa de 50-200 mL. A Fi-
gura 3 mostra que o sinal de absorbancia aumen-
tou com o volume injetado de amostra e de redu-

10

tor, sendo que o sinal foi maior para 150 mL,
mantendo-se constante para volumes maiores.
Neste caso, para volumes maiores que 100 mL, o
tempo necessdrio para o retorno do sinal a linha
base € maior e, consequentemente, a freqiiéncia
analitica € menor. O volume de 100 mL foi
adotado para a amostra e o redutor.

0.301
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8
o
C
g 0.154
2

0.104

0.054

0.00 . T T T

50 100 150 200

Volume injetado (microlitros)

Figura 3. Efeito do volume injetado de amostra e de NaBH,
na determinacéo de selénio.

Condig¢des experimentais: concentragdo de NaBH,: 1,0 % (m/
v), concentra¢do de HCI: 1,0 mol L, bobina de reagdo: 20
cm, vazdo dos carregadores: 1,5 mL min™', vazdo de nitrogénio:
150 mL min’!, temperatura de atomizagdo: 750° C. - - 30 ng
Se mL", -a- 60 ng Se mL"',-#-90 ng Se mL".

O efeito de diferentes concentragdes de
borohidreto de sédio na sensibilidade do método
analitico foi verificado injetando-se volumes cons-
tantes de diferentes concentragdes do redutor, no
intervalo de 0,1 a 2,5 % (m/v). A absorbancia au-
mentou com o aumento da concentracdo de
borohidreto de sédio até 0,5 % e depois, diminuiu
(Figura 4). Quando maiores concentracdes de
NaBH, eram utilizadas, observou-se que além da
geracdo do hidreto de selénio, ocorria a formagdo
de grande quantidade de hidrogénio proveniente
da reacdo do borohidreto de sédio com o dcido clo-
ridrico. O excesso de H, gerado provocava uma
menor repetibilidade dos sinais obtidos. Desta
maneira, considerou-se conveniente a utilizacio de
uma solucido de 0,5 % (m/v) de borohidreto para a
continuidade do trabalho.
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Figura 4. Efeito da concentracdo de NaBH, na determina-
¢do de selénio.

Condigdes experimentais: concentragdo de HCI: 1,0 mol L,
volume injetado: 100 mL, bobina de reacio: 20 cm, vazao
dos carregadores: 1,5 mL min"', vazdo de nitrogénio: 150
mL min!, temperatura de atomizagdo: 750° C. - g - 30 ng Se
mL"!, -4- 60 ng Se mL",-#-90 ng Se mL"".

O efeito da variagdo da concentracio de
HCI no sinal analitico foi avaliado na faixa de
0,25 a 5,0 mol L' de 4cido cloridrico. Na Figu-
ra 5 observa-se um aumento de absorbancia até
a concentracdo de HCI de 2,0 mol L', perma-
necendo quase constante o sinal analitico para
maiores concentracdes de HCI. Desde que ndo
ha diferencas significativas no sinal de
absorbéncia para o uso de HC1 1,0 mol L' e 2,0
mol L', foi adotada a concentra¢io de HCI de
1,0 mol L' na linha transportadora e no prepa-
ro das amostras.

O efeito da vazao das soluc¢des transpor-
tadoras, ou seja, dcido cloridrico e dgua
desionizada foi avaliado no intervalo de 0,5 a
2,7 mL min"'. Observou-se que a absorbancia
aumentou até a vazdo de 1,5 mL min'. Para va-
z0es maiores, o sinal analitico diminuiu, pois,
devido a alta vazdo, a amostra e o reagente re-
dutor ndo tinham tempo suficiente para reagi-
rem antes de alcangarem o separador gés-liqui-
do. Assim, considerou-se que a vazdo de 1,5
mL min™! fornecia freqiiéncia analitica e sensi-
bilidade adequada aos objetivos propostos.

O efeito da vazao de nitrogénio foi estuda-
do no intervalo de 80 a 250 mL min™'. Observou-
se, experimentalmente, que ndo havia repetibilidade
no sinal analitico e a sensibilidade diminuia para
vazdes menores do que 150 mL min™'. Assim, man-
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tendo o compromisso com a sensibilidade e a pre-
cisdo das medidas analiticas, a vazdo de 150 mL
min' foi considerada adequada para a determina-
¢do de selénio.

Para cada elemento que forma hidreto exis-
te uma temperatura adequada. A temperatura para
a atomizagdo do hidreto de selénio foi avaliada.
Observou-se que na regido de abaixo de 600° C
ocorre atomizagio parcial do hidreto de selénio. A
maxima sensibilidade foi encontrada em 750° C.
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Figura 5. Efeito da concentra¢do de HCI na determinagdo de
selénio.

Condigdes experimentais: concentragdo de NaBH,: 0,5 % (m/
v), bobina de reagao: 20 cm, volume injetado: 100 mL, vazao
dos carregadores: 1,5 mL min’!, vazdo de nitrogénio: 150 mL
min’', temperatura de atomizagdo: 750° C. - g - 30 ng Se mL!,
-a-60ng SemL"',-4-90 ng Se mL".

Caracteristicas analiticas do método proposto

O coeficiente de correlagao linear variando
a concentragdo de selénio de 1,0 a 100,0 ng mL™' é
igual 2a0,9955. A precisdo do método avaliada atra-
vés do desvio padrio relativo (d.p.r.), calculado a
partir de dez determinagdes em replicata, foi de
2,0 % para 1,0 ng mL" de 2,3 % para 100 ng mL-
I. O limite de detecgdo, considerando-se a relagdo
sinal/ruido igual a trés, segundo as recomendagdes
da TUPAC, foi calculado em 0,3 ng mL"', corres-
pondente a 30 pg de selénio. A freqiiéncia analitica
obtida foi de 140 determinagdes por hora.
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Analise de amostras de urina

A exatiddo do método proposto para a
determinacdo de selénio foi avaliada com ma-
terial certificado de urina. Os resultados obti-
dos pelo método proposto foram comparados

com os valores certificados (Tabela 1). Como
pode ser observado, a determinagdo do selénio
pelo método desenvolvido forneceu resultados
satisfatérios, uma vez que foram concordantes
com aqueles valores fornecidos nos certifica-
dos.

Tabela 1. Determinagio de selénio (mg mL") em material certificado de urina SRM 2670.

Amostra Valor certificado Valor encontrado
Nivel normal 0,030 0,008 0,027 £0,002
Nivel elevado 0,46 £0,03 0,45 £0,008

Desde que as condigdes experimentais do
método proposto foram avaliadas para a determi-
nacdo de selénio em amostras de urina; o procedi-
mento proposto foi aplicado a determinacio de
selénio em amostras de urina de pacientes subme-
tidos a medicamentos contendo selénio. O proce-
dimento proposto para a determinac@o de selénio
nestas amostras foi somente o de estabelecer um
método quimico de andlise, sem abordoar o aspec-
to clinico e suas conseqiiéncias. Neste caso, pro-
curou-se avaliar a taxa de eliminag@o de selénio
via urina apds a ingestdo de medicamentos. Foi

feito um estudo visando conhecer o nivel de selénio
na urina de pessoas que ndo estavam sob tratamento
com dose de selénio. Para isto foi recolhida urina
de trés pessoas que ndo haviam tomado nenhum
tipo de medicamento contendo selénio. Os resulta-
dos obtidos mostraram a concentracdo média de
selénio na urina de 4,0 ng mL"'. Numa amostra de
urina contendo 3,5 ng mL"! de selénio foram adici-
onadas quantidades conhecidas de selénio, a saber
1,0 ng mL! e 10,0 ng mL"". Os resultados indica-
dos na Tabela 2, mostraram a recuperagcdo maior
que 90% para a determinagdo de selénio.

Tabela 2. Determinag@o e recuperacgio de selénio em amostras de urina.

Amostra  Conc. adic. de Se (ng mL! ) Conc. enc. de Se (ng mL '1) Recuperacdo
1 0,0 3,5%0,5 -

2 1,0 0,9 10,2 90,0 %

3 10,0 10,3 0,6 103,0 %
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O estudo para avaliar o perfil da elimina-
¢do do selénio na urina foi feito para uma pessoa
submetida a uma dose tnica de medicamento e o
monitoramento de selénio nas amostras de urina
foi feito num perfodo de 72 horas. A Figura 6 mos-
tra o perfil da eliminagdo do selénio pela urina em
funcdo do tempo, onde o ponto correspondente ao
tempo zero mostra a concentragdo de selénio me-
dida antes da ingestdo do medicamento.

A Figura 6 mostra uma maior eliminagdo
do selénio nas primeiras 18 horas apds a ingestao
do medicamento. Apds o tempo de 72 horas, con-
centrag@o de selénio na urina foi de 5,5 ng mL"!
aproximando-se ao nivel de selénio determinado
na urina em condi¢des normais.

Concentracdo de selénio (ng/ml)

Y T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo apés ingestdo de medicamento (h.)

Figura 6. Monitoramento de selénio na urina de paciente sub-
metido a medicamentos contendo selénio.

Conclusdes

O método proposto € relativamente sim-
ples, de facil operagdo e de baixo custo. Os siste-
mas de fluxo combinados a técnica de geragdo de
hidretos sdo bem versdteis e proporcionam a de-
terminacdo de selénio de um grande nimero de
amostras num tempo relativamente curto. O sis-
tema de fluxo por zonas coalescentes, ora pro-
posto, apresenta vantagens como 0 menor consu-
mo de NaBH, (0,5 mg de NaBH, para cada deter-
minagdo, ou seja, 70 mg de NaBH, por hora) e o
residuo quimico gerado no processo reacional é
de 170 mL h', portanto, sendo economicamente
interessante além de minimizar os residuos qui-
micos gerados no laboratério. Considerando-se os
resultados obtidos, a proposta de trabalho mos-
trou-se potencialmente util a determinagdo de
selénio em amostras de urina. Assim, o procedi-
mento desenvolvido consiste de uma alternativa
vidvel ao monitoramento de selénio.
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N. M. M. Coelho, N. Baccan. Ultra trace determination of selenium in urine by flow injection

hydride generation atomic absorption spectrometry

Abstract: Hydride generation atomic absorption spectrometry using a flow injection system by merging
zones has been used successfully to determine selenium at the ultra trace level.

The detection limit was 0.3 ng mL"!, corresponding to 30 pg of selenium and sample throughput of 140
samples per hour was obtained. The precision (r.s.d.) for determination of 1.0 ng mL"' of selenium is
2.0%. Reagent consumption (0.5 mg of NaBH, per determination) and waste generation is low. The
application of the developed methodology to the analysis of urine samples evidenced the presence of 4.0
ng mL"! of selenium for patients without administration of drugs containing selenium. For patients with
administration of drugs containing selenium, the selenium concentration in the analyzed urine samples
was 5.0 ng mL" until 16.0 ng mL"level. Recovery of selenium from two samples ranged from 90.0 to
103.0%. The method was validated by analyzing with the standard reference material SRM 2670 urine
(certified value: 30.0+8.0 ng mL! and obtained value: 27.0+2.0 ng mL™).

Keywords: selenium, ultra trace, flow injection, hydride generation, urine
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