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RESUMO - Tendo em vista os baixos teores de selénio (Se) normalmente encontrados no figado bovi-
no, sua determinago neste tecido requer um método de alta sensibilidade. A espectrofotometria de
absor¢do atdmica utilizando a técnica de geragio de hidretos responde a este requisito, sendo ainda
reconhecida por sua simplicidade e exatiddo. A dissolug#o da amostra faz-se necesséria, devendo haver
a decomposigao tio completa quanto possivel da matéria organica, sem perda do elemento de interesse.
No presente trabalho, até 10 mg de amostra seca e pulverizada foram deixados em contato com uma
mistura nitrico-perclérica (10:1) por doze horas, ¢ a digestdo foi completada por aquecimento, em
bloco digestor, a 140°C (60') e, posteriormente, a 210°C. O teor de Se na solugio resultante foi, entdo,
determinado por espectrofotometria de absorgao atdmica, pela técnica de geragéo de hidretos. O limite
de detecgdo do procedimento analitico foi de 0,5 ng (n=10, k=3). Excelente concordéncia entre os
valores obtidos e certificados foi encontrada na analise do material certificado de referéncia NIST
(National Institute of Standard and Technology) 15772, bovine liver. O procedimento permitiu a deter-
minagdo de Se em figado bovino em concentragdes acima de 0,1 ug/g.

Termos para indexagdo: tecido animal, alta sensibilidade, dissolu¢do da amostra.

SELENIUM DETERMINATION IN BOVINE LIVER
BY HYDRIDE GENERATION
ATOMIC ABSORPTION SPECTROPHOTOMETRY

ABSTRACT - The determination of selenium (Se) in bovine liver requires a sensitive method due to
the low content of this element in such tissue. The hydride generation-atomic absorption technique
responds to this requirement, and is also recognized for its simplicity and accuracy. The sample
dissolution is required. The organic matrix must be completely destroyed, but without analyte losses.
In this work, a simple procedure for the Se determination in bovine liver is presented: a 10:1 nitric-
-percloric (mixture) is added to 10 mg of the powdered and dried sample, in quartz open tubes. The
mixture is allowed to stand overnight and then heated, stepwise, to 140°C (60') and 210°C. Selenium
was determined in the resulting solution by hydride-generation-AAS. The detection limit of the whole
analytical procedure was 0,5 ng (n=10, k=3). A very good concordance between found and certified
values was observed in the analysis of a standard reference material - NIST 1577a, bovine liver. The
procedure permitted the determination of Se concentration above 0,1 pg/g in the dried material.

Index terms: animal tissue, high sensitive method, sample dissolution.
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Embora o selénio n#o seja um elemento essencial
as plantas, sua importancia ¢é reconhecida para ani-
mais e seres humanos. A fungdo especifica do Se no
organismo animal é ativar a enzima glutationa
peroxidase. Esta enzima protege o citoplasma celular
da agdo destruidora de radicais livres oxidantes
(peréxidos e hidro-peréxidos). Os radicais livres sdo
oriundos do metabolismo basal, como também dos
mecanismos de defesa contra processos infecciosos.
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Como elemento essencial, o Se ¢ exigido em peque-
nas concentragdes. Na dieta de bovinos, os requisi-
tos estdo entre 0,05 e 0,3 mg/kg na matéria seca
(National Research Council, 1984). Todavia, em
concentragdes superiores a S mg/kg na matéria seca,
pode ser téxico. A necessidade de se determinar o
Se em tecidos animais vem se acentuando a medida
que muitas doengas podem ocorrer em fungdo da
deficiéncia ou excesso deste elemento. Alguns mé-
todos para a determinag@o de Se em material biol6gi-
co, inicialmente desenvolvidos, exigiam grande ma-
nipulag@o da amostra, e consumo de tempo, apre-
sentando interferéncias que comprometiam a acuracia
dos resultados.

Mais recentemente, a espectrofotometria de ab-
sorg¢do atdmica por geragdo de hidretos vem sendo a
técnica mais utilizada para determinagdo de tragos
de Se em tecidos vegetais e animais. Isto se deve,
sem divida, a sua simplicidade e sensibilidade; tém
sido alcangados limites de detecgdo da ordem de
0,05 ng.m!" na solugdo final de leitura, sem qualquer
etapa de pré-concentragdo. A técnica é praticamente
livre de interferéncia, uma vez que, por forga da se-
paracgdo do hidreto formado, a matriz nfo esta pre-
sente no processo de atomizagdo-absor¢do. Estes
limites de detecgo podem ainda ser melhorados pela
introdug3o de procedimentos de pré-concentragdo
em linha, mas que também implicam maior tempo de
andlise. A técnica de geragio de hidretos requer a
dissolugdo da amostra e, nos niveis de concentra-
¢do em questdo, este pode ser o passo mais critico
da analise, pela necessidade de um ataque suficien-
temente vigoroso da amostra, para sua dissolug¢do
total, mas sem que haja contaminagio ou perda do
analito durante o processo. No caso de tecidos ani-
mais, como o figado bovino, esta questfio pode se
tornar especialmente complexa, pelo fato de dois fe-
némenos opostos estarem envolvidos: (1) muitos
compostos de Se estdo ligados a proteinas mais so-
laveis e podem ser perdidos por volatilizagdo se o
processo de solubilizagdo nfo for controlado (Raptis
etal., 1983); e (2) compostos como a selenometionina
¢ a selenocisteina e o fon trimetilselénio muitas ve-
zes ndo sdo decompostos (Cox & Bibb, 1981).

No presente trabalho, ¢ apresentado o desenvol-
vimento de um procedimento simples de abertura de
amostras de figado bovino com vistas 4 determina-
¢do de selénio por espectrofotometria de absorgio
atdbmica pela técnica de geragdo de hidretos.
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MATERIAL E METODOS

Equipamentos

Para a decomposig@o da amostra foi utilizado um blo-
co digestor com controle de tempo e temperatura e tubos
de quartzo de colo longo com capacidade de 40 mi (Tecator
GmbH).

A dosagem de selénio foi feita por um sistema ge-
rador de hidretos Berghof ML-75, acoplado a um
espectrofotdmetro de absorgdo atdmica PYE-UNICAMP-
SP-1900.

Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de
pureza (Suprapur-MERCK): 4cido nitrico 14 M, acido
perclérico 11,6 M, 4cido sulfurico 18,0 M, acido cloridri-
co 5 M, mistura de acido cloroso/percloroso (Merck,
10741), borohidreto de sédio 2,5% em hidroxido de sodio
0,5 M. A solugdo padrdo 100 pg/m! de selénio foi prepara-
da a partir de uma ampola titrisol-Merck (solugio esto-
que).

Para avaliar a precisio e a exatiddo do procedimento
proposto, utilizou-se um material certificado de referén-
cia NIST (National Institute of Standard and Technology),
1577a, bovine liver, e padrdes de laboratério A (figado de
bovino liofilizado) e B (figado de bovino liofilizado com
adigdo de 4,1 pg/g de selénio). Estes ultimos foram prepa-
rados a partir de 500 g do figado de um animal sadio. Apés
retirada da capsula e dos tecidos mais fibrosos, o figado foi
homogeneizado em liquidificador, separado em duas amos-
tras (A e B), as quais foram liofilizadas, a seguir pulveriza-
das em gral de 4gata, e condicionadas em frascos herméti-
€os.

A coleta, secagem e homogeneizagdo das amostras de
figado de bovinos foram realizadas segundo a técnica des-
crita por Moraes et al. (1994).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizagio dos parimetros relativos a geracdo
de hidretos

Na técnica de geragdo de hidretos-AAS, o selénio
¢ separado da matriz por redugdo do selenito (SelV)
ao seleneto de hidrogénio (H,Se), e este, sob forma
gasosa, € transportado por meio de um gés inerte para
a célula de quartzo aquecida, posicionada no cami-
nho ético do espectrofotdmetro de absor¢do atdomi-
ca, onde se dé a atomizagdo (Fig. 1). A adig¢do do



DETERMINACAO DE SELENIO EM FIGADO BOVINO

1349

ey |

FIG. 1. Esquema do sistema de geraciio de hidretos utilizado: 1 - entrada do gas de arraste;
2 - entrada da solugiio de NaBHy; 3 - chave controladora do trajeto do gés: (a) limpeza,
(b) medicfio; 4 - frasco de reaciio; 5 - agitador; 6 - tubo condutor do hidreto formado e do
gds de arraste; 7 - tubo T de quartzo com termdmetro sensor.

borohidreto de sodio as solugdes acidificadas leva a
hidrolise acida, formando-se hidrogénio muito
reativo, que reduz o selenito a seleneto. Parametros
como o fluxo do gas de arraste, a temperatura da
cubeta de quartzo, a acidez do meio, a concentragio
dos concomitantes e a concentragdo da solugfo re-
dutora tém grande influéncia na sensibilidade, de-
vendo ser investigados. Nas Figs. 2 a 5 estdio repre-
sentadas as influéncias destes fatores no sinal de
absorvincia, no sistema utilizado. Estes experimen-
tos foram realizados com padrdes aquosos e permiti-
ram a otimizag@o dos pardmetros em questdo. Os
valores otimizados estdo resumidos na Tabela 1.

Digestao das amostras

Virios procedimentos de abertura de material
biolégico com vistas a determinagdo de Se s@o suge-
ridos na literatura. Agemian & Thompson (1980) re-
comendam a digestdo de cerca de 500 mg de amostra

com mistura dos acidos nitrico, perclorico e
sulfirico (4:1:1), & temperatura de 190°C, por um pe-
riodo de 12 horas. Koh & Benson (1983) sugerem,

TABELA 1. Parimetros instrumentais para a deter-
minacio de selénio em figado bovino por
espectrofotometria de absorcio atdémica
por geraciio de hidretos.

Pardmetros Especifica¢do
Comprimento de onda (nm) 196,0
Fenda (nm) 0,3
Corrente da lampada (mA) 6
Corregdo de fundo sim
Voltagem da fotomultiplicadora (v) 425
Fluxo do gés de arraste (l.min") 0,5
Concentragdo do HCI no frasco de reagdo (M) 1,5
Concentra¢do do redutor (NaBH,, g/l em

NaOH 0,5 M): 2,5
Volume de solugdo no frasco de reagdo (ml) 10
Temperatura da célula de quartzo (°C) 700
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FIG. 2. Variac¢iio do sinal de absorviincia em funcdo do

Altura de pico (mm)

fluxo do gés de arraste. Massa de selénio: 100
ng; volume no frasco de reagdio: 10 ml;
concentra¢io de HCI no frasco de reagdo: 0,5
M; concentraciio da solucio de borohidreto em
NaOH 0,5%: 3%; temperatura da célula de
quartzo: 70°C.
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FIG. 3. Variag#io do sinal de absorviincia em funciio da

temperatura do tubo T de quartzo. Massa de
selénio: 100 ng; fluxo do gis de arraste:
38 Lh'!. Outros parimetros conforme legenda
da Fig. 2.
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FIG. 4. Variacfio do sinal de absorvancia em fun-
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¢d0 da concentraciio de HCI no frasco de rea-
¢Aio. Massa de selénio, 100 ng. Outros pari-
metros, conforme legenda das figuras an-
teriores.
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FIG. 5. Varia¢#io do sinal de absorvancia em func¢io da

concentracdio do redutor NaBH4. Massa de Se,
100 ng. Outros parimetros, conforme legendas
das figuras anteriores.
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para uma massa de 500 mg da amostra, o ataque com
uma mistura dos acidos nitrico e perclérico (4:1)
aquecendo-se, ap6s repouso a temperatura ambien-
te, gradativamente a 210°C, por 12 horas. J& Irsch &
Schaefer (1985) recomendam, para um peso de amos-
tra entre 50 e 180 mg, a digestdo com uma mistura de
4acidos nitrico, clérico e perclérico (7:2:1), aquecen-
do-se a 120°C (40", 140°C (60") e finalmente a 180°C
(90"). Estes trés procedimentos foram aplicados ao
tipo de amostra em questdo, utilizando-se o material
certificado de referéncia NIST 1577a, bovine liver.
Os resultados estdo mostrados na Tabela 2. Desta
tabela depreende-se que os resultados encontrados
ndo se comparam favoravelmente com o valor certifi-
cado. Deve-se observar que estes procedimentos
foram aplicados originalmente a anélise de tecidos
vegetais, sendo que a um deles (Koh & Benson, 1983)
seguiu-se a determinagdo por fluorimetria e ndo por
absorgdo atdmica. Piwonka et al. (1985) sugeriram
um procedimento muito préximo ao de Irsch &
Schaefer (1985), porém utilizando um programa de
aquecimento distinto: 140°C (60"), 180°C (90" e 210°C
(15". Os autores apontam ainda para a necessidade
do uso de uma menor massa de amostra para o su-
cesso da andlise. Os resultados encontrados por este
procedimento, aplicado ao material certificado NIST
1577a, sdo também mostrados na Tabela 2 ¢ foram os
que apresentaram melhor concordéncia com o valor

TABELA 2. Determinaciio de selénio em material de
referéncia NIST 1577a bovine liver(*)
encontrados por diferentes procedi-
mentos de digestio.

Massa de amostra  Fator de Teor encontrado

Procedimento

(mg) diluicdo neg/g

Agemian e 533 1:10 1,772
Thompson 533 1:10 1,281
Koh e Benson 475 1:10 0,314
475 1:10 0,312

Irsch e Schaefer 233 1:10 0,951
60 110 0,802

Piwonka et al. i3,4 - 0,592
11,4 - 0,696

1351

certificado. Esta influéncia da massa de amostra na
acuricia da determinac@o de selénio em materiais
biolégicos por gerago de hidretos j4 havia sido apon-
tada por Raptis et al. (1980).

O procedimento finalmente adotado compreen-
deu uma sintese dos estudos de Piwonka et al. (1985)
¢ de Raptis et al. (1980): cerca de 10 mg de figado
pulverizado e homogeneizado foram pesados e trans-
feridos para o tubo digestor; 400 ul de 4cido nitrico e
40 pl de acido perclérico foram adicionados lenta-
mente, cobrindo-se os tubos com parafilme e deixan-
do em repouso durante a noite. Apds este periodo,
aqueceu-se o bloco digestor até atingir 140°C, ap6s
60 a 70 minutos. Apds a retirada dos tubos para
resfriamento, foram adicionados mais 500 pl de 4ci-
do nitrico e 100 pl de 4cido perclorico, aumentan-
do-se gradativamente a temperatura num espago de
tempo de 70 a 90 minutos até atingir 210°C, manten-
do-se o conjunto nesta temperatura por 45 minutos.
Apbs este tempo, deixou-se resfriar  temperatura
ambiente. Para completa redugio de selenato (SeVI)
a selenito (SelV) foi adicionado 1 ml de acido clori-
drico 5 M, aquecido em banho-maria a 95°C, durante
15 minutos, para garantir a completa redugéo.

Tendo em vista a influéncia da massa digerida na
acuracia da analise, aplicou-se o procedimento de
digestdo escolhido a diferentes massas de amostra.
Os resultados sdo apresentados na Tabela 3 e con-
firmam a necessidade do uso de massas em torno de
10mg.

E interessante, ainda, observar que Agemian &
Thompson (1980) desenvolveram seu procedimento

TABELA 3. Variac#o do teor de selénio encontrado no
material de referéncia NIST 1577a em
func¢io da massa de amostra digerida pelo
procedimento adotado.

Massa de amostra Teor de Se Desvio
(mg) encontrado (ug/g) (%)
73,2 0,27 -62,4
52,4 0,26 -63,3
18,6 0,65 -9.2
11,7 0,77 +8,9
10,1 0,66 -6,4

* Valor certificado: 0,71 + 0,071 pg/g.
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para amostras de peixe, uma matriz bem diferente do
figado bovino e que Koh & Benson (1983) sugeriram
sua abertura para posterior determinagio por
fluorimetria, onde os processos de interferéncia sdo
outros. Assim, o insucesso aqui observado na apli-
cacdo destes procedimentos ao sistema figado
bovino - gera¢do de hidretos ndo estd em contradi-
¢8o com os bons resultados relatados por estes au-
tores. O mesmo se aplica ao trabalho de Irsch &
Schaeffer (1985), cuja proposta original referia-se a
material vegetal, padrdes de alimento e sangue.
Com vistas a determinagfo ndo sé da acurécia,
mas também da reprodutibilidade, o procedimento
proposto foi aplicado nfio s6 ao material certificado
de referéncia NIST 1577a, mas também a padrdes
laboratoriais e a amostras diversas de figado bovi-
no. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4 e
mostram, além da excelente concordincia entre o
valor encontrado e o certificado para o material de
referéncia, uma boa recuperago em relagio aos pa-
drdes laboratoriais (92%). Os coeficientes de varia-
¢do foram absolutamente aceitaveis, levando-se em
consideragdo a pequena massa de amostra tomada,
o que da maior peso a questio da homogeneidade
da amostra e ao nivel de concentragdo em questdo.
O limite de detecgéo, estimado pela leitura de 10
brancos corridos independentemente, foi de 0,5 ng

TABELA4. Teores de selénio encontrados em
material certificado NIST 1577a, pa-
drdes laboratoriais e amostras diver-
sas pelo procedimento de digestio otimi-
zado.

Massa+s Teor de Se Coeficiente de

Amostra n

(mg)  +s(ug/g) variagdo (%)
NIST 1577a 10 9,75+2,07 0,71+0,07 9,9
Padrio A 10 12,98+2,63 0,30£0,04 12,5
Padrio B 10 13,2242,71 3,97+0,27 6.8
2693 4 11,47+1,11 0,28+0,04 15,1
2724 4 12,97+1,38 0,65+0,09 13,4
2738 4 13,92%1,90 0,42+0,02 5,7
2743 4 13,75£1,89 0,54+0,11 19,9
2748 4 12,85+0,95 0,48+0,01 2,9
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(k=3), o que significa 0,05 mg/kg no tecido animal
para amostras de 10 mg.

O limite de detecgdo alcangado pelo procedimen-
to analitico total responde por completo as necessi-
dades da determinagdo desejada, uma vez que o teor
médio do selénio no figado bovino é de 1,1 pg/g na
matéria seca (Doyle & Spaulding, 1978) e a variagdo
normal vaide 0,1 a 1,1 pg/g, segundo Fraser & Reid
(1977).

O procedimento de abertura, embora consuma um
tempo razoével, é bastante simples e acessivel, uma
vez que ndo requer o uso de sistemas fechados. Mas,
por se trabalhar em sistema aberto, o risco de conta-
minag3o ou perda faz-se presente durante a abertu-
ra. A boa concordéancia entre o valor encontrado e o
certificado para o material de referéncia estudado
indica que estes problemas puderam ser satisfatoria-
mente contornados.

A boa reprodutibilidade na anélise de amostras
reais confirma a boa homogeneizagio das amostras
assim como a aplicabilidade do método.

A precisdo encontrada compara-se com a relata-
da como associada a técnica de geragdo de hidretos
na analise de material biolégico, conforme a
International Atomic Energy Agency (1980).

A pequena massa de amostra tomada certamente
contribui para o aumento da dispersio dos resulta-
dos e também restringe o limite de detecgdo alcanga-
vel, sem prejuizo, porém, para a andlise em
questdo. A interferéncia causada pela presenga de
excesso de matriz poderia ser minimizada realizan-
do-se os estudos de otimizagdo dos pardmetros ins-
trumentais na presenga da matriz. De acordo com
Meyer et al. (1979), o concomitante que mais interfe-
re € o cobre, e € possivel que esta interferéncia pos-
sa ser minorada pelo aumento da concentragdo de
HCl no frasco de reagdo. E possivel também que bons
resultados possam vir a ser alcangados com todos
os tipos de digestdo citados na Tabela 2, desde que
a massa de amostra venha a ser menor. Estudo reali-
zado por Raptis et al. (1980) ja mostrava que as con-
centragdes de selénio encontradas em materiais bio-
l6gicos de referéncia (IAEA e NIST) melhor repro-
duziam os valores certificados quando se utilizavam
amostras de peso reduzido.
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CONCLUSOES

1. O procedimento de abertura da amostra de fi-
gado bovino para a dosagem de selénio € simples e
acessivel, quando as condiges limitantes estdo sob
controle.

2. A anélise das amostras reais mostrou boa
reprodutibilidade, confirmando a boa homo-
geneizagdo das amostras € a aplicabilidade da
metodologia nas anélises de rotina.

3. A preciso encontrada assegura a sua sensibi-
lidade em diagnosticar niveis deficientes de selénio
no figado, comparando-se com aquelas encontradas
na literatura para outros tipos de amostras.
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