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Resumo 

Souza, Jeferson Rodrigues de; Saint`Pierre, Tatiana Dillenburg; 
Desenvolvimento de métodos para determinação de Se total por ICP-
MS e de suas espécies por HPLC-ICP-MS em suplemento alimentar e 
levedura enriquecida isotopicamente. Rio de Janeiro, 2017. 178p. Tese 
de Doutorado - Departamento de Química, Pontifícia Universidade Católica 
do Rio de Janeiro. 

O consumo de suplementos alimentares tem apresentado um aumento 

significativo nos últimos anos principalmente pelo grande apelo desse produto em 

relação a complementação da dieta com elementos essenciais e a melhora e 

manutenção da saúde. A combinação do crescente consumo e o livre acesso a 

esse produto, aliado a ausência de fiscalização por parte dos órgãos 

governamentais torna seu consumo descontrolado, um potencial risco a saúde da 

população. Nesse cenário o desenvolvimento de métodos analíticos destinados 

ao controle de qualidade incluindo a determinação da concentração de selênio 

total e de suas espécies torna-se uma necessidade. Para isso, foram 

desenvolvidas metodologias para a quantificação de selênio total por ICP-MS e 

suas espécies inorgânicas (Se IV e Se VI) e selenometionina por HPLC-ICP-MS 

em amostras de suplementos alimentares enriquecidos em selênio e em amostra 

de levedura enriquecida isotopicamente em 78Se. A metodologia para 

determinação de selênio total, utilizando diferentes gases de reação, foi otimizada 

empregando planejamento experimental e os limites de detecção encontrados 

foram entre 0,01 mg kg-1 (CH4) e 0,1 mg kg-1 (NH3) e a concordância com o MRC 

Selm-1 de entre 99% (NH3) e 104% (CH4). Os resultados encontrados referentes 

à concentração de selênio nas amostras de suplementos alimentares 

apresentaram uma discrepância em relação ao valor informado no rótulo entre -

29% e +170% e, de maneira complementar, o acoplamento do HPLC ao ICP-MS 

permitiu realizar a especiação de selênio nas amostras de suplemento alimentar. 

O emprego das técnicas ICP-MS, HPLC-ICP-MS e ESI-MS possibilitou a 

caracterização de uma amostra de levedura enriquecida isotopicamente em 78Se 

em termos de sua distribuição isotópica, concentração de selênio total e 

selenometionina bem como proteínas com peso molecular de aproximadamente 

12 kDa.  

 

Palavras-chave 

Suplemento alimentar; Selênio; Selenometionina; ICP-MS; HPLC-ICP-MS 
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Abstract 

Souza, Jefferson Rodrigues de; Saint´Pierre; Tatiana Dillenburg (Advisor); 
Method development for the determination of total Se by ICP-MS and 
its species by HPLC-ICP-MS in food supplement and in isotopically 
enriched yeast. Rio de Janeiro, 2017. 178p. Tese de Doutorado – 
Departamento de Química, Pontifícia Universidade Católica do Rio de 
Janeiro. 

The consumption of dietary supplements has a significant increase in recent 

years mainly for a great appeal of this product in relation to a complementation of 

the diet with essential elements and an improvement and maintenance of health. 

The combination of increased consumption and free access to this product, 

associated to the lack in the inspection by government, makes their consumption 

uncontrolled and a potential risk to the citizen health. In this scenario the 

development of analytical methods for quality control, including a determination of 

the total selenium concentration and its species becomes a primordial necessity. 

For this, methodologies were developed for quantification of total selenium by ICP-

MS and its inorganic species (Se IV and Se VI) and selenomethionine by HPLC-

ICP-MS in samples of selenium-based food supplements and in isotopically 

enriched yeast sample in 78Se. The methodology for total selenium determination 

was optimized by experimental design and the limits of detection were in the range 

of 0.01 g kg-1 (CH4) and 0.1 μg kg -1 (NH3) and the agreement with the CRM Selm-

1 were between 99% (NH3) and 104% (CH4). The results found for selenium 

content in the food supplements samples presented a discrepancy in relation to 

the labeled value between -29% and + 170% and, complementarily, coupling of 

HPLC to ICP-MS allowed an speciation analysis in the food supplements samples. 

The use of the ICP-MS, HPLC-ICP-MS and ESI-MS techniques enabled a 

characterization of a 78Se isotopically enriched yeast sample in terms of its isotopic 

distribution, total selenium concentration and selenomethionine as well as proteins 

with molecular weight of approximately 12 kDa. 

 

 

Keywords 

Food supplement; Selenium; Selenomethionine; ICP-MS; HPLC-ICP-MS 
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“O verdadeiro químico vê Deus em todas as formas diversas do mundo exterior. 

E assim, à medida que contemplar a variedade e beleza do mundo exterior, e lhe 

penetrar as maravilhas científicas, saberá sempre se elevar até a Sabedoria 

Infinita, cuja bondade lhe permite provar as alegrias da ciência; tornar-se-á 

melhor ao mesmo tempo em que mais sábio. ”  

 

Humphry Davy  

Químico Inglês séc. XIX 
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1 
Introdução 

1.1. 
Selênio 

O selênio (Se) é um elemento essencial que atua em diversos processos 

bioquímicos do corpo humano e pode apresentar-se nas formas inorgânicas como 

Se IV, Se VI e também nas formas orgânicas como selenocisteína e 

selenometionina, que são análogos aos aminoácidos sulfurados, cisteína e 

metionina, respectivamente (ALMONDES et al., 2010). Na natureza o Se pode ser 

encontrado no solo, nas plantas e animais e em sistemas aquáticos(SIMMONS; 

WALLSCHLÄGER, 2005), sendo a alimentação, a principal fonte de selênio para 

o ser humano. Dessa forma, uma dieta regrada e balanceada é capaz de suprir 

as necessidades do corpo humano. Contudo o teor desse elemento nos alimentos 

pode ser heterogêneo e estar diretamente relacionado às concentrações de 

selênio no solo, onde os alimentos são cultivados(DUMONT; VANHAECKE; 

CORNELIS, 2006). Em países como a China, problemas de saúde pública podem 

estar relacionados à deficiência desse elemento na alimentação, provavelmente 

devido a solos com baixas concentrações de selênio. O papel essencial que 

desempenham muitos elementos traço, a exemplo do selênio, suas implicações 

na prevenção de uma série de doenças, além das baixas concentrações 

encontradas na dieta de muitos países, são a origem do crescente interesse na 

investigação, desenvolvimento e comercialização de suplementos alimentares 

enriquecidos com esses elementos(MOUNICOU; SZPUNAR; LOBINSKI, 2009). 

A importância do selênio como elemento essencial na dieta humana foi 

reconhecida após a descoberta da doença de Keshan, uma cardiomiopatia que 

atinge crianças e mulheres jovens (CHEN et al., 1980; GE; YANG, 1993) com alta 

incidência em algumas regiões áridas da Austrália, nordeste, centro e sul da 

China, norte da Coréia do Norte, Nepal e Tibete onde o solo é extremamente pobre 

nesse elemento. Outra doença relacionada com a deficiência de selênio foi 

registrada também em áreas da China, doença de Kaschin-Beck que é uma 

enfermidade articular deformativa caracterizada pelos danos oxidativos de 
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cartilagens que resultam em deformação da estrutura óssea(GE; YANG, 1993; 

TINGGI, 2003). 

A deficiência de selênio, também pode resultar em mialgia, degeneração 

pancreática, sensibilidade muscular e maior suscetibilidade ao câncer. Em 

concentrações elevadas no organismo, o selênio torna-se tóxico podendo gerar 

fadiga muscular, enfraquecimentos das unhas, queda de cabelo, dermatite, 

alteração do esmalte dos dentes, etc sendo muito estreito, o limite entre a 

essencialidade e a toxicidade(RAYMAN; INFANTE; SARGENT, 2008; REID et al., 

2004). 

No organismo, o selenato é reduzido a selenito e posteriormente a seleneto, 

base para a biossíntese essencial das selenoproteínas envolvendo a glutationa 

peroxidase nesse processo de redução. O seleneto é então transformado em 

selenocisteína de maneira similar ao metabolismo do enxofre. A selenometionina 

pode ser metabolizada para adenosil-selenometionina e seleno-metil-

selenometionina que poderá ser convertida em seleno-metil-selenocisteína e -

glutamil-seleno-metil-selenocisteína. Em teores elevados de selênio, a seleno-

metil-selenocisteína torna-se o composto predominante, embora outros 

compostos também possam estar presentes, porém em baixas 

concentrações(WHANGER, 2007). Um esquema simplificado da rota metabólica 

do selênio no organismo é apresentado na Figura 1. 

 

 

Figura 1: Rota metabólica de selênio em animais superiores. Adaptado de (IGLESIAS, 2010) 

 

Sabe-se que a toxicidade e a biodisponibilidade dos compostos de selênio 

têm relação com sua forma química e concentração. Segundo Wachowicz e 

+

Eliminado pela 
respiração 
e pela urina
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colaboradores (WACHOWICZ; ŻBIKOWSKA; NOWAK, 2001), no meio ambiente, 

os íons selenato e selenito são espécies altamente solúveis em água e por isso 

são tóxicas para sistemas biológicos mesmo em baixas concentrações. Por sua 

vez, o selênio elementar (Se0) é uma espécie insolúvel em água e não apresenta 

toxicidade para os sistemas biológicos. Em contrapartida, os selenetos (Se2-) são 

espécies altamente tóxicas e reativas, porém são rapidamente oxidadas a Se0. 

Os níveis de selênio em alimentos e bebidas foram revisados por Rayman e 

colaboradores em 2008 (RAYMAN; INFANTE; SARGENT, 2008). Os alimentos 

contribuem em maior extensão para a ingestão de selênio que o consumo de 

água. A suplementação de selênio na forma de alimentos funcionais como leite, 

brócolis, alho, cebola, champignon permite que as espécies de selênio metiladas 

sejam facilmente metabolizadas pelos mamíferos para as formas com atividades 

anticarcinogênicas (GAMMELGAARD; JACKSON; GABEL-JENSEN, 2011). 

Os legumes e as frutas possuem, na sua maioria, baixos teores de selênio 

(<0,01 mg kg-1). Níveis de selênio na carne e nos frutos do mar são próximos de 

0,3-0,5 mg kg-1, grãos e cereais contêm geralmente concentrações de selênio 

menores (0,01-0,67 mg kg-1). 

Na China, grandes variações no teor de selênio foram encontrados em grãos 

de milho, arroz, feijão e soja, em áreas com altos níveis de selênio foram 

encontradas concentrações entre 4-12 mg kg-1 e para aquelas áreas com baixo 

nível de selênio foram encontradas concentrações entre 0,005-0,01 mg kg-1 

(WHO, 1996). 

Ferreira e colaboradores (FERREIRA et al., 2002) realizaram um estudo 

sobre a concentração de selênio em alimentos consumidos no Brasil: farinhas 

(trigo, arroz, mandioca e milho), carnes (ave, suína, bovina e pescado), frutas, 

leguminosas, hortaliças, ovos, leite e derivados, etc. Baixos teores de selênio 

(teores médios: 0,5 a 13,6 µg/100g) foram encontrados no grupo das farinhas, 

grupo que constitui a principal fonte de alimentos das populações de baixa renda 

no Brasil. Observaram-se teores mais elevados nos produtos de origem animal, 

pescados (teores médios: 11,3 – 80,9 µg/100g), nas frutas, leguminosas e 

hortaliças observaram-se baixas concentrações de selênio (teores médios: 0,0 a 

11,9 µg/100g), sendo o feijão preto a hortaliça com maiores níveis de selênio (teor 

médio: 11,9 µg/100g). 

A castanha do Pará (Bertholletia excelsa) é bem conhecida por suas altas 

concentrações de selênio. Sabe-se que os níveis de selênio nas plantas 

dependem fortemente do solo onde se encontram, neste caso as concentrações 

de selênio nas castanhas originárias da parte central do Brasil possuem 
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concentrações maiores de selênio (36 ± 50 mg kg-1) que as da parte ocidental do 

país (3,06 ± 4,01 mg kg-1) (CHANG et al., 1995). As concentrações de selênio na 

castanha do Pará excedem, em uma única castanha, a quantidade diária de 

selênio recomendada pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária - ANVISA. 

Normalmente a quantidade de selênio disponível em uma dieta diversificada 

é suficiente para descartar a necessidade de qualquer suplementação alimentar 

de selênio, porém em certas populações da Europa, Ásia e da África, a ingestão 

diária atinge valores menores que 50 µg dia-1 e em partes da China, valores 

menores que 25 µg dia-1, fato que pode contribuir para o desenvolvimento da 

doença de Keshan (ZENG, 2009). Dessa maneira, o uso de suplemento alimentar 

enriquecido em selênio tem sido uma alternativa viável para complementar a 

alimentação. 

 

1.2. 
 Essencialidade do selênio 

O selênio, como elemento traço essencial, foi descoberto em 1957 por 

prevenir necrose do fígado em animais com deficiência de vitamina E, além de ser 

um elemento essencial na dieta humana e de animais estando envolvido no 

mecanismo de proteção antioxidante do organismo. Em células e tecidos 

humanos foram identificados mais de 25 selenoproteínas diferentes contendo 

selenocisteína, dentre elas, a glutationa peroxidase (GSHPx) é a mais conhecida. 

Glutationa peroxidase é uma família de enzimas que contêm selenocisteína como 

centro ativo e desempenham um papel importante na desintoxicação de vários 

hidroperóxidos, bem como na proteção celular contra o estresse oxidativo (LOPEZ 

HERAS; PALOMO; MADRID, 2011)  

As selenoproteínas são consideradas como enzimas antioxidantes, pois 

auxiliam na prevenção do dano celular causado pelos radicais livres, além de 

contribuir para a regulação da glândula tireoide e ter um papel importante no 

sistema imunológico (DAHLKE et al., 2005; GIERUS, 2007). 

Estudos sugerem que o selênio pode reduzir os riscos de diferentes formas 

de câncer, porém a natureza complexa do selênio em relação à prevenção desta 

doença mostra que seu entendimento não está totalmente elucidado(LOPEZ 

HERAS; PALOMO; MADRID, 2011). 

O selênio está unido às proteínas ligado covalentemente aos aminoácidos, 

selenocisteína, entre outros. As selenoproteínas podem ser classificadas em dois 

grupos, de acordo com a localização da selenocisteína no polipeptídeo da 
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selenoproteína. No grupo I, a selenocisteína está localizada na posição N-

terminal, as glutationas peroxidases e a selenoproteina W podem ser classificadas 

neste grupo. No grupo II, a selenocisteína está presente na sequência do C-

terminal como é o caso da família das tireodoxina redutases (LOPEZ HERAS; 

PALOMO; MADRID, 2011). 

Em 1973, o selênio foi identificado como importante componente da 

glutationa peroxidase (ROTRUCK et al., 1973) (GPx, uma proteína tetramérica 

com quatro átomos de selênio por molécula). A GPx participa de importantes rotas 

metabólicas onde atua como agente antioxidante celular evitando assim, o stress 

oxidativo das células. As principais formas de GPx são: GPx1 ou clássica presente 

no citosol, GPx2 e GPx3 são antioxidantes encontradas no trato gastrointestinal e 

no plasma, a GPx4 ou fosfolipídeo hidroperóxido (ABDULAH et al., 2005; 

SARMENTO, 2006). 

A iodotironina deiodinase é uma selenoenzima e está envolvida em 

importantes processos bioquímicos em diferentes hormônios na glândula tireóide, 

atua na produção e regulação dos níveis de hormônio tireoidiano ativo-T3, a partir 

da tiroxina-T4 (biologicamente inativa)(SARMENTO, 2006). 

A tiodoxina redutase é uma proteína largamente distribuída no organismo 

que regula diversos processos redox intracelulares e é uma das proteínas 

envolvidas nos mecanismos de reparo essenciais para síntese de DNA(ABDULAH 

et al., 2005). 

Dentre as selenoproteínas, a selenoproteína P está majoritariamente 

presente no plasma sanguíneo e atua como uma proteína transportadora de 

selênio e como antioxidante sobre os tecidos endoteliais. A selenoproteína W - 

selenoproteína de baixo peso molecular - contém um resíduo de selenocisteína e 

existe sobre quatro formas sendo que uma delas possui a glutationa peroxidase 

ligada a um resíduo de cisteína, o que indica uma possível ação redox, e é 

necessária para o perfeito funcionamento muscular. A selenoproteína R contém 

selenocisteína no C-terminal e não possui função conhecida(ABDULAH et al., 

2005). Existem dezenas de familias de selenoproteínas, porém não estão 

totalmente caracterizadas(LOPEZ HERAS; PALOMO; MADRID, 2011). 

De maneira geral, o selênio funciona como um importante centro redutor, 

principalmente na neutralização dos radicais livres(SARMENTO, 2006), devido a 

essa característica, o selênio tem sido empregado como alternativa ao tratamento 

de doenças como o câncer(ALMONDES et al., 2010) e outras funcionalidades 

como o aumento do sistema imunológico além de possuir relevância na redução 

dos efeitos da intoxicação por metais como Cd, Hg, Ag, Pb e Cu pela formação de 
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complexos inertes com estes elementos(SORMO et al., 2011; YAMASHITA et al., 

2011). 

Dentro de limites fisiológicos, quantidades traço de selênio são retidas pelo 

organismo (na forma de selenometionina) enquanto que o selênio excedente pode 

ser excretado pela urina na forma de trimetil selênio (CH3)3Se+ e pela respiração 

na forma de dimetil selênio (CH3)2Se (ABDULAH et al., 2005). A deficiência de 

selênio diminui a expressão das selenoproteínas, alterando os processos 

biológicos os quais estão envolvidas, e como consequência surgem enfermidades 

causadas por essa deficiência. 

 

1.3. 
Toxicidade do selênio 

O selênio possui caráter dual, porém, sua toxicidade nem sempre é relatada. 

Conforme descrito por Jennifer e colaboradores em 2010 (MACFARQUHAR et al., 

2010), um envenenamento severo ocorreu nos EUA, provocado pela ingestão de 

suplemento alimentar de selênio mal formulado, comercializado como sendo 

“adequado para a família inteira, fornecer equilíbrio de nutrientes e manter a 

energia e a saúde”. Tal suplemento apresentou concentrações 200 vezes aquela 

informada no rótulo (analisado pelos laboratórios do food and drug administration 

- FDA). As altas concentrações de selênio provocaram surto generalizado em dez 

estados Norte Americanos, afetando 201 pessoas que apresentaram sintomas 

como: diarreia (78%), fadiga (75%), perda de cabelo (72%), dor nas articulações 

(70%), descoloração ou perda de brilho nas unhas (61%) e náuseas (58%). Devido 

à variedade de sintomas apresentados e aos poucos casos conhecidos por 

envenenamento de selênio, o diagnóstico médico é dificultado. Em outro caso 

relacionado com o envenenamento agudo por selênio em humanos, pessoas que 

ingeriram tabletes vitamínicos contendo altos níveis de selênio (entre 500 a 1000 

vezes o informado no rótulo) apresentaram sintomas como náuseas, vômitos, 

dores abdominais, espasmos musculares, entre outros(CLARK et al., 1996). 

Atualmente, a toxicidade do selênio em animais tem sido alvo de inúmeras 

pesquisas, contudo o entendimento do mecanismo celular ou molecular não está 

totalmente compreendido. Tingui e colaboradores, (TINGGI, 2003), propuseram 

que a toxicidade do selênio pode estar relacionada com a interação do selenito 

com a glutationa para formar trisulfetos de selênio o que leva a formação de 

superóxidos tóxicos e peróxido de hidrogênio. A toxicidade do selênio não 

depende somente da forma química e da quantidade do elemento consumido, mas 
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também de uma variedade de outros fatores que incluem a idade, estado 

fisiológico, a nutrição e a rota de administração do selênio. 

 

1.4. 
Legislação do Ministério da Saúde – (ANVISA) 

 

O selênio pode ser considerado como elemento "nutracêutico" que embora 

não possua uma definição clara na legislação brasileira, o mesmo pode ser 

considerado um suplemento dietético, apresentado em matrizes alimentares, tais 

como comprimidos, cápsulas, pós, etc que é constituído de substância natural 

bioativa, geralmente presente em alimentos, que pode possuir efeito positivo na 

saúde (LIRA et al., 2009). 

A ANVISA define Suplementos Vitamínicos e ou de Minerais como alimentos 

que servem para complementar com estes nutrientes a dieta diária de uma pessoa 

saudável, em casos onde sua ingestão, a partir da alimentação, seja insuficiente 

ou quando a dieta requerer suplementação. Devem conter um mínimo de 25% e 

no máximo até 100% da Ingestão Diária Recomendada (IDR) de vitaminas e ou 

minerais, na porção diária indicada pelo fabricante, não podendo substituir os 

alimentos, nem serem considerados como dieta exclusiva (ANVISA, 1998). 

A ANVISA define Ingestão Diária Recomendada (IDR) como a quantidade 

de proteína, vitaminas e minerais que deve ser consumida diariamente para 

atender às necessidades nutricionais da maior parte dos indivíduos e grupos de 

pessoas de uma população sadia (ANVISA, 2005). 

Os valores de ingestão dietética de referência são estimativas quantitativas 

da ingestão de nutrientes usados para planejar e avaliar a dieta de indivíduos 

aparentemente saudáveis; eles incluem (ROCHA et al., 2015): 

 

1. Ingestão diária recomendada (IDR): O nível de ingestão dietética que é 

suficiente para satisfazer a necessidade de nutrientes de quase todos 

(97-98%) indivíduos saudáveis em um determinado estágio de vida e 

grupo de gênero. 

2. Ingestão adequada (IA): um valor de ingestão recomendado com base 

em aproximações ou estimativas observadas ou determinadas 

experimentalmente de ingestão de nutrientes por um grupo (ou grupos) 

de pessoas saudáveis que são consideradas adequadas quando uma 

IDR não pode ser determinada. 
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3. Nível de ingestão superior tolerável (UL): o nível mais elevado de 

ingestão de nutrientes que provavelmente não representa risco de 

efeitos adversos para a saúde de quase todos os indivíduos da 

população em geral. À medida que a ingestão aumenta acima da UL, o 

risco de efeitos adversos aumenta. 

4. Exigência média estimada (EAR – do inglês Estimated Average 

Requirement): Um valor de ingestão de nutrientes que é estimado para 

satisfazer a exigência de metade dos indivíduos saudáveis em um 

estágio de vida e grupo de gênero. 

 
 As estimativas da ingestão de nutrientes devem manter um nível definido 

de nutrição em um indivíduo e pode diferir entre indivíduos de diferentes gêneros, 

em diferentes fases da vida, ou em locais diferentes(ROCHA et al., 2015). 

 Os valores recomendados são frequentemente baseados em dados 

escassos ou extraídos de estudos limitados e definidos de acordo com as 

regulamentações próprias de cada país. Os valores de ingestão de selênio para 

adultos são(ROCHA et al., 2015): 

 

1. EUA e Canadá: 55 μg dia-1 para homens e mulheres. 

2. Brasil: 34 μg dia-1 para homens e mulheres. 

3. Austrália e Nova Zelândia: 70 μg dia-1 para os homens e 60 μg dia-1 

para as mulheres. 

4. Países nórdicos: 60 μg dia-1 para os homens e 50 μg dia-1 para as 

mulheres. 

5. Organização Mundial da Saúde (OMS) / Organização das Nações 

Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO): 34 μg dia-1 para 

homens e 26 μg dia-1 para mulheres. 

 

 Mais informações são necessárias para definir os valores de ingestão 

recomendados para pessoas aparentemente saudáveis, bebês, crianças, 

adolescentes e mulheres grávidas e lactantes. Além disso, é necessário 

compreender melhor a relação entre os nutrientes e reduzir o risco de doenças 

crônicas, a fim de determinar os indicadores de adequação, bem como os efeitos 

adversos do consumo excessivo de nutrientes (ROCHA et al., 2015). 
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 A maioria dos estudos utiliza o Food Frequency Questionnaire (FFQ) 

para estabelecer os valores recomendados para selênio. O FFQ baseia-se nos 

valores dos rótulos dos alimentos e, consequentemente, fornece estimativas 

imprecisas. Baixos coeficientes de correlação são frequentemente encontrados 

entre a ingestão de selênio e indicadores de adequação. Além disso, os valores 

recomendados para consumo ou suplementação de selénio não leva em 

consideração as suas várias formas químicas (orgânicas e inorgânicas) e os seus 

diferentes efeitos sobre o organismo (ROCHA et al., 2015). 

 

 
1.5. 
Técnicas analíticas empregadas para a determinação de selênio 

 

O desenvolvimento de métodos analíticos destinados à determinação de 

selênio em suplementos alimentares bem como em amostras biológicas é de vital 

importância uma vez que o conhecimento da concentração total de selênio fornece 

informações sobre o status nutricional. 

A análise de selênio total pode ser realizada empregando o espectrômetro 

de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) mediante o 

monitoramento dos seus diferentes isótopos. Porém este elemento está sujeito à 

alta incidência de interferências espectrais originadas por espécies poliatômicas 

geradas pelo gás de plasma, a exemplo do dímero de argônio (40Ar2+) sobre o 

isótopo mais abundante do selênio (80Se). Isótopos menos abundantes, 77Se 

(7,63%), 78Se (23,77%), 82Se (8,73%), são geralmente empregados para 

realização da análise, embora também estejam sujeitos a interferências. 

Os espectrômetros de massas baseados em quadrupolo (ICP-Q-MS) não 

possuem resolução suficiente para discriminar os isótopos de selênio de suas 

interferências - possui uma resolução, M/M, de  300 (que permite resolver 

aproximadamente 1 unidade de massa). Alternativamente ao ICP-Q-MS, existem 

espectrômetros de massas com alta resolução (HR-ICP-MS), que estão baseados 

em um sistema com um analisador de campo magnético e um analisador 

eletrostático. O sistema HR-ICP-MS pode chegar a resoluções superiores a 7500 

(o que permite resolver centésimos de uma unidade de massa).  

Embora o emprego do ICP-MS de alta resolução apresente vantagens 

inquestionáveis em relação à resolução de interferências espectrais, em 

comparação ao espectrômetro de massa com separador quadrupolar, seu 
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emprego não tem sido muito difundido, principalmente devido ao alto custo desta 

técnica.  

Assim, ICP-MS com células de reação e/ou colisão são amplamente 

utilizados para eliminar as interferências espectrais. Nesse caso, é empregado um 

gás de reação, que reaja de forma seletiva com o interferente, ou um gás de 

colisão, que elimine as espécies interferentes pela discriminação de energia 

cinética. 

 

1.5.1. 
ICP-MS (quadrupolo-Q) 

A técnica de ICP-MS tem como principal vantagem a possibilidade de 

análise multielementar sequencial rápida aliada à alta sensibilidade. Nessa 

técnica, os íons gerados no plasma, são direcionados para o analisador de 

massas que possui a finalidade de separá-los em função de sua razão massa-

carga. No mercado estão disponíveis diversos modelos de espectrômetros de 

massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) com separadores de 

massa distintos, porém, o mais difundido é o quadrupolo. 

O ambiente onde são formados os íons se encontra à pressão ambiente, e 

o acoplamento dessa fonte de íons ao espectrômetro de massas que se encontra 

em uma região de aproximadamente 10-6 Torr representou um desafio ao 

desenvolvimento desta técnica. Dessa forma, desenvolveu-se uma interface para 

realizar a extração e envio do feixe iônico para o separador de massas. A interface 

apresenta pressão de aproximadamente 10-3 Torr e, dessa forma, possibilitou o 

acoplamento do plasma ao separador de massas. O feixe iônico entra na interface 

através do orifício do cone sampler, que tem aproximadamente 1 mm de diâmetro, 

atingindo velocidades supersônicas. Nessa região, grande parte das partículas 

neutras e carregadas negativamente, e também parte dos íons positivos são 

eliminados do sistema pelas bombas responsáveis pelo vácuo. Parte do feixe 

passa para a região de alto vácuo do quadrupolo (10- 6 Torr) através do orifício de 

um segundo cone, chamado skimmer, onde na sequência, o feixe iônico é atraído 

e colimado por lentes iônicas e direcionado para o analisador de massas. O 

princípio de funcionamento do mesmo, baseia-se na aplicação de correntes 

elétricas em pares diametralmente opostos das guias do quadrupolo. Através da 

variação rápida desses campos sobre o sistema quadrupolar, os íons sofrem 

desvios em suas trajetórias, de forma que apenas os elementos que possuem uma 

razão massa-carga que mantenha sua trajetória mais estável, conseguirão 
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alcançar o sistema de detecção. Por se tratar de uma técnica analítica baseada 

na determinação de elementos traço através da medição de suas razões massa-

carga, a mesma apresenta a incidência de interferências espectrais, relacionadas 

à presença de outras espécies, poliatômicas ou não, que possuam uma razão 

massa-carga a qual o separador de massas não é capaz de distinguir da razão 

massa-carga do analito a ser analisado 

A célula de reação tem sido empregada com sucesso para amenizar 

interferências espectrais (TANNER; BARANOV; BANDURA, 2002). Ela é 

composta por de um multipolo (semelhante ao quadrupolo, podendo ter 4, 6 ou 8 

guias hiperbólicas dependendo do fabricante) ao qual são aplicadas correntes 

elétricas e radiofrequência alternadamente. No compartimento onde está 

localizada a célula, é adicionado um gás de reação/colisão como, por exemplo, 

H2, He, NH3, CH4 ou O2 ou misturas deles, que ao colidir com espécies 

interferentes desencadeiam reações moleculares, eliminando-as. Esta tecnologia 

pode ser considerada uma alternativa interessante à instrumentação de alta 

resolução (HR-ICP-MS), pelo uso de reações moleculares com gases puros para 

eliminação de interferências espectrais. 

 

1.5.2. 
ICP-MS (high resolution-HR) 

Os equipamentos de ICP-MS com quadrupolo possuem uma limitação em 

relação ao poder de resolução de interferências espectrais e uma alternativa aos 

ICP-MS convencionais são os espectrômetros de massa de alta resolução, por 

exemplo, o multicollector-ICP-MS. 

A principal diferença de um ICP-MS de alta resolução para um ICP-MS tipo 

quadrupo reside no mecanismo de separação dos íons originados no plasma. 

Enquanto o ICP-MS convencional possui um quadrupolo como elemento de 

separação de massas, os equipamentos de alta resolução possuem um setor 

eletrostático e um setor magnético que, operando em conjunto, permitem uma 

separação dos analitos de interesse das espécies interferentes com maior 

resolução. 

Os equipamentos de alta resolução podem ser encontrados em diferentes 

configurações podendo ser classificados em single ou multi collector ICP-MS 

sendo a diferença entre essas duas configurações, basicamente, a disposição dos 

elementos de separação de massas. Nos equipamentos multi collector-ICP-MS o 

separador eletrostático é o primeiro elemento de separação que possuí como 
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objetivo focalizar e direcionar o feixe iônico oriundo do plasma para o separador 

eletromagnético que consiste de um tubo de voo onde é aplicado um campo 

magnético perpendicular à direção percorrida pelos íons no interior do tubo de 

voo. Para um campo magnético particular a curvatura da trajetória de voo de um 

íon de massa “m” e carga “z” será igual à curvatura do tubo de voo permitindo com 

que o íon atinja o detector. Dessa maneira, alterando o campo magnético, é 

possível direcionar diferentes íons em função de suas razões massa-carga ao 

detector (MONTASER, 1998). A Figura 2 apresenta um esquema de montagem 

de multi collector-ICP-MS. 

 

 

 

Figura 2: Configuração esquemática do ICP-MS (multicollector-MC) (Neptune Plus, Thermo). 
Adaptado do manual do equipamento (www.thermofisher.com). 

 

A configuração utilizada no MC-ICP-MS possibilita a detecção simultânea 

de mais de um isótopo e isso deve-se principalmente à resolução especial dos 

íons pelo setor magnético. Após a separação dos íons de interesse em função de 

sua razão massa/carga, eles são direcionados ao detector. 

A possibilidade de medição simultânea de várias razões massa-carga 

fornece uma vantagem de eliminar grande parte do ruído oriundo das flutuações 

do plasma e do sistema de introdução de amostra (ALONSO; RODRÍGUEZ-

GONZÁLEZ, 2013), o que consequentemente resulta em melhor precisão na 

medição de razões isotópicas em comparação com ICP-MS do tipo quadrupolo. 
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1.5.3. 
Interferências em espectrometria de massas 

 

 
Interferências não espectrais 

As interferências não-espectrais são caracterizadas pelas diferenças nas 

propriedades físico-químicas entre a solução de amostra e as soluções dos 

padrões analíticos, como a tensão superficial e a viscosidade, que ocasionam 

alterações nas taxas de transporte e nebulização da solução, além de supressão 

de ionização, efeito espaço-carga para ICP-MS e consequentemente, na resposta 

do equipamento. Para solucionar este tipo de interferência, normalmente se 

aplicam técnicas de quantificação específicas ou medidas de contorno, tais como: 

 

I.  Simulação de matriz (Matrix matching): Consiste na preparação de 

soluções analíticas padrão para a construção da curva analítica com 

composição similar à amostra;   

 

II.  Padronização Interna: Consiste na adição de um elemento que não 

esteja presente na amostra (se presente, deve-se conhecer a 

concentração exata do mesmo), em todas as soluções, brancos, nos 

padrões da curva analítica e amostras, em quantidades idênticas, de 

forma a obter-se um sinal normalizado, compensando as variações 

sofridas pelos analitos nas diferentes soluções;  

 

III.  Adição do Analito: Consiste na realização da curva analítica, 

através de adições, na amostra, de concentrações crescentes e 

conhecidas do elemento de interesse, gerando uma elevação 

significativa no sinal do mesmo;  

 

IV.  Aumento na diluição de amostras que possuam alto teor de sólidos 

dissolvidos, desde que não resulte em diluição excessiva dos analitos.  

 

V.  Diluição isotópica para ICP-MS 
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Interferências espectrais 

Em espectrometria de massa, a interferência espectral ocorre quando a 

resolução do equipamento não é suficiente para separar espécies com razões 

massa/carga próximas (BJÖRN et al., 1998). As interferências espectrais são 

classificadas de acordo com a espécie interferente:  

 

I. Interferência isobárica direta, caracterizada pela sobreposição total 

ou parcial das razões massa/carga de um isótopo de outro elemento 

sobre o analito; 

 

II. Íons poliatômicos (MX+), formados pela recombinação de íons 

gerados no plasma, originados por componentes do solvente, da 

amostra, ou até por componentes da atmosfera ou do próprio gás 

que compõe o plasma;  

 

III. Íons de óxidos refratários (MO+), que podem ser formados pela 

decomposição incompleta dos componentes da matriz ou por 

recombinação de íons no plasma com oxigênio presente no solvente, 

na atmosfera ou na amostra;  

 

IV. Íons de dupla carga (M+2), que pode ser do próprio analito, tendo sua 

razão massa/carga reduzida à metade, fazendo com que ocorra uma 

diminuição no sinal real do analito, ou pela dupla ionização de outros 

elementos presentes na solução da amostra, tendo massa 

correspondente ao dobro da massa do analito. 

 

As principais interferências espectrais são usualmente informadas pelo 

software do equipamento e podem ser contornadas pela escolha de um isótopo 

alternativo, por equações de correção ou ainda, por formas alternativas de 

introdução da amostra (quando estas permitem a separação do analito da matriz, 

eliminando as espécies interferentes). Por sua vez, as interferências ocasionadas 

por óxidos e íons de dupla carga são, normalmente, controladas pela otimização 

das condições operacionais do plasma, como a potência da radiofrequência e a 

vazão do gás de nebulização. 
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1.6. 
Diluição isotópica 

A análise por diluição isotópica (IDA, do inglês isotope dilution analysis) é 

um método de quantificação bem estabelecido, baseado na medida da razão dos 

isótopos na amostra, após alteração intencional de sua composição isotópica pela 

adição de uma quantidade conhecida de um dos isótopos enriquecido do 

elemento. A partir da medida da nova relação isotópica da solução resultante 

(amostra + padrão isotópico), se pode calcular a concentração do elemento de 

interesse na amostra original. 

De acordo com Rodríguez-González et.al (RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ et al., 

2005) a equação da diluição isotópica pode ser expressada de diferentes 

maneiras equivalentes e uma delas baseia-se na relação entre a quantidade em 

mol do isótopo naturalmente abundante na amostra de interesse (Ns) e o isótopo 

de um padrão enriquecido (Nsp). 

O desenvolvimento matemático da equação da diluição isotópica parte do 

balanço de massa entre os isótopos a e b na solução resultante da 

homogeneização entre amostra e padrão isotópico como segue. 

 

𝑁𝑚
𝑎 = 𝑁𝑆

𝑎 +𝑁𝑆𝑝
𝑎      Eq. 1 

 

𝑁𝑚
𝑏 = 𝑁𝑆

𝑏 +𝑁𝑆𝑝
𝑏      Eq. 2 

 

Onde Nm, Ns e NSp são as quantidades, em mol, na mistura, na amostra e na 

solução do padrão enriquecido isotopicamente respectivamente, dos isótopos a e 

b. 

Reescrevendo as equações acima como uma divisão entre os isótopos a e 

b, obtém-se: 

 

𝑅𝑚 = 
𝑁𝑚
𝑎

𝑁𝑚
𝑏 = 

𝑁𝑆
𝑎+𝑁𝑆𝑝

𝑎

𝑁𝑆
𝑏+𝑁𝑆𝑝

𝑏      Eq.3 

 

Considerando as abundâncias dos isótopos (A) a e b na amostra e no 

padrão enriquecido isotopicamente, a equação 3 pode ser expressada da seguinte 

maneira: 

 

𝑅𝑚 =
𝑁𝑆 𝐴𝑆

𝑎+𝑁𝑆𝑝𝐴𝑆𝑝
𝑎

𝑁𝑆 𝐴𝑆
𝑏+𝑁𝑆𝑝𝐴𝑆𝑝

𝑏      Eq.4 
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Que após um rearranjo matemático passa a ser: 

 

𝑁𝑆 = 𝑁𝑆𝑝
𝑅𝑚𝐴𝑆𝑝

𝑏 −𝐴𝑆𝑝
𝑎

𝐴𝑆
𝑎−𝑅𝑚𝐴𝑆

𝑏      Eq.5 

 

Como se pode observar a equação 5 relaciona a quantidade, em mol, do 

padrão enriquecido isotopicamente adicionado à amostra com a quantidade, em 

mol, do analito originalmente presente na amostra. Entretanto, realizar a medição 

direta da quantidade matéria, em mol, com confiabilidade metrológica, é uma 

tarefa árdua uma vez que os padrões certificados normalmente utilizados no 

processo de medição são certificados em termos de fração mássica. Dessa 

maneira a equação 5 pode ser reescrita em termos de fração mássica e para isso, 

Rodríguez-González (RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ et al., 2005) definiram que 𝑅𝑆 =

(𝐴𝑆
𝑏)/(𝐴𝑆

𝑎) como a relação isotópica (b/a) na amostra e 𝑅𝑆𝑝 = (𝐴𝑆𝑝
𝑎 )/(𝐴𝑆𝑝

𝑏 ) como a 

relação isotópica (a/b) na solução do padrão enriquecido isotopicamente, dessa 

maneira a equação 5 pode ser reescrita como: 

 

𝑁𝑆 = 𝑁𝑆𝑝
𝐴𝑆𝑝
𝑏

𝐴𝑆
𝑎 (

𝑅𝑚−𝑅𝑆𝑝

1−𝑅𝑚𝑅𝑆
)    Eq.6 

 

Por fim, utilizando a expressão 𝑁 = (𝐶 ×𝑚 𝑀)⁄ , onde N = quantidade, em 

mol, C = fração mássica, m = massa de amostra, em g e M = massa molar, em 

g/mol; obtêm-se a equação final da diluição isotópica (Eq.7). 

 

𝐶𝑠 = 𝐶𝑠𝑝
𝑚𝑠𝑝

𝑚𝑠
 
𝑀𝑠

𝑀𝑠𝑝
 
𝐴𝑠𝑝
𝑏

𝐴𝑠
𝑎  (

𝑅𝑚−𝑅𝑠𝑝

1−𝑅𝑚.𝑅𝑠
)    Eq.7 

 

Onde Cs e Csp são as frações mássicas do elemento na amostra e no 

material enriquecido (spike), respectivamente, ms e msp são as massas de amostra 

e de padrão enriquecido isotopicamente, respectivamente, e Ms e Msp são as 

massas molares do elemento na amostra e no padrão enriquecido isotopicamente, 

,  e ,  são as abundâncias dos isótopos a e b na amostra e no padrão 

enriquecido isotopicamente, respectivamente, Rm é a relação isotópica (a/b) na 

mistura, Rs a relação isotópica (b/a) na amostra e Rsp a relação isotópica (a/b) no 

material enriquecido. 

a

SA b

SA a

SpA b

SpA
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 Como se pode observar na equação 7, o único parâmetro desconhecido é 

a fração mássica do elemento na amostra e dessa forma, a simples medição da 

relação isotópica na mistura (Rm) é capaz de fornecer a fração mássica do 

elemento na amostra original. 

A IDA oferece vantagens sobre outras técnicas de calibração (calibração 

externa, adição de analito), pois compensa possíveis perdas parciais do analito 

durante a preparação da amostra, desde que tenha sido atingido o equilíbrio 

isotópico entre o padrão enriquecido isotopicamente e a amostra, além de ser 

considerada uma forma ideal de padronização interna (o padrão interno para cada 

elemento é um de seus próprios isótopos). Outro aspecto importante a ser 

considerado em diluição isotópica é o fato de que a incerteza do resultado final 

depende quase que exclusivamente da medida das razões isotópicas, excluindo 

assim, a fonte de incerteza presente nos métodos de quantificação tradicionais, a 

curva analítica. 

 A IDA é reconhecida pelo Comité Consultatif pour la Quantité de Matière 

(CCQM) como método primário para a caracterização de um elemento em uma 

amostra por possuir as maiores qualidades em termos metrológicos, cujo 

funcionamento é descrito completamente em termos de unidades SI e cujos 

resultados são aceitos sem referência a padrões analíticos.  

Quando aplicada à especiação, existem basicamente duas modalidades de 

IDA, que podem ser utilizadas de acordo com a necessidade do método analítico 

a ser desenvolvido. Dependendo de quando e de qual a forma química do isótopo 

enriquecido adicionado à amostra, a análise por IDA pode ser classificada em: 

“espécie-específica” e “espécie-não específica” (RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ et al., 

2005)(GINÉ; PACKER, 2010).  

Heumann e colaboradores(HEUMANN; ROTTMANN; VOGL, 1994; 

ROTTMANN; HEUMANN, 1994), estabeleceram as bases para a realização da 

análise de especiação com quantificação por diluição isotópica utilizando técnicas 

de separação cromatográfica acoplada ao ICP-MS. A adição do isótopo 

enriquecido pode ser feita de duas maneiras: a) adição de isótopo enriquecido 

pós-coluna (modo espécie não específica) e b) adição de espécies enriquecidas 

isotopicamente na amostra antes do processo de separação cromatográfica 

(modo espécie específica). 

No modo “espécie-não específica”, a adição do isótopo enriquecido é 

realizada depois da separação cromatográfica das espécies, apresentando como 

principal vantagem a capacidade de análise por IDA na ausência de padrões da 

espécie química a ser determinada, porém, deve haver completa homogeneização 
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entre o analito oriundo da coluna cromatográfica com a solução do padrão 

enriquecido isotopicamente antes do processo de ionização no plasma. Nessa 

abordagem, prováveis perdas de analito anteriores à detecção não são 

compensadas. Esse modo é preferencialmente usado quando a espécie química 

não é exatamente conhecida ou quando os compostos não são encontrados 

comercialmente ou não podem ser sintetizados. 

A equação utilizada para a diluição isotópica tradicional (Eq.7) não pode ser 

utilizada quando pretende-se realizar a abordagem IDA espécie não-específica 

pelo simples fato de que nessa abordagem a solução do padrão enriquecido 

isotopicamente é adicionada em linha logo após a separação cromatográfica. 

Dessa maneira, a Eq.7 deve ser modificada de maneira a considerar a vazão (f) e 

a massa específica () da solução do padrão enriquecido isotopicamente. Assim, 

o balanço de massa utilizado no desenvolvimento matemático da equação da 

diluição isotópica tradicional deve considerar essas variáveis. Como segue: 

 

𝑁𝑆
𝑎𝜇𝑆𝑓𝑆 +𝑁𝑆𝑝

𝑎 𝜇𝑆𝑝𝑓𝑆𝑝 = 𝑁𝑚
𝑎𝜇𝑚𝑓𝑚    Eq.8 

 

𝑁𝑆
𝑏𝜇𝑆𝑓𝑆 +𝑁𝑆𝑝

𝑏 𝜇𝑆𝑝𝑓𝑆𝑝 = 𝑁𝑚
𝑏𝜇𝑚𝑓𝑚    Eq.9 

 

Dividindo as equações 8 e 9, obtêm-se a razão isotópica entre os isótopos 

a e b na mistura (Rm) depois da separação cromatográfica, como segue: 

 

𝑅𝑚 =
𝑁𝑆
𝑎𝜇𝑆𝑓𝑠+𝑁𝑆𝑝

𝑎 𝜇𝑆𝑝𝑓𝑆𝑝

𝑁𝑆
𝑏𝜇𝑆𝑓𝑠+𝑁𝑆𝑝

𝑏 𝜇𝑆𝑝𝑓𝑆𝑝
=

𝑁𝑆𝐴𝑆
𝑎𝜇𝑆𝑓𝑠+𝑁𝑆𝑝𝐴𝑆𝑝

𝑎 𝜇𝑆𝑝𝑓𝑆𝑝

𝑁𝑆𝐴𝑆
𝑏𝜇𝑆𝑓𝑠+𝑁𝑆𝑝𝐴𝑆𝑝

𝑏 𝜇𝑆𝑝𝑓𝑆𝑝
  Eq.10 

 

Se for realizada na equação 10 uma ponderação das quantidades, em mol, 

pelas abundâncias dos respectivos isótopos (considerando que 𝑅𝑆 = (𝐴𝑆
𝑏)/(𝐴𝑆

𝑎) e 

𝑅𝑆𝑝 = (𝐴𝑆𝑝
𝑎 )/(𝐴𝑆𝑝

𝑏 )), e rearranjando a equação de forma a isolar os termos 

relacionados às quantidades, em mol, do analito presente na amostra, obtêm-se 

a equação 11. 

 

𝑁𝑆𝑑𝑆𝑓𝑆 = 𝑁𝑆𝑝𝑑𝑆𝑝𝑓𝑆𝑝
𝐴𝑆𝑝
𝑏

𝐴𝑆
𝑎 (

𝑅𝑚−𝑅𝑆𝑝

1−𝑅𝑚𝑅𝑆
)   Eq.11 

 

Novamente, a exemplo da equação 7, pode-se transformar a quantidade, 

em mol, em fração mássica, considerando a massa molar do analito de interesse, 

dessa forma a equação 11 pode ser expressada como: 
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𝐶𝑆𝑑𝑆𝑓𝑆 = 𝑀𝐹𝑠 = 𝐶𝑆𝑝𝑑𝑆𝑝𝑓𝑆𝑝
𝐴𝑆𝑝
𝑏

𝐴𝑆
𝑎 (

𝑅𝑚−𝑅𝑆𝑝

1−𝑅𝑚𝑅𝑆
)  Eq.12 

 

O 1º termo da equação 12 corresponde ao fluxo mássico (MFs) do analito 

efluente da coluna cromatográfica em unidades de massa em função do tempo, 

por exemplo g min-1. A equação 12 é aplicada durante toda a corrida 

cromatográfica (Fig. 3A) obtendo-se assim um cromatograma de fluxo mássico 

(Fig.3B) como exemplificado na Figura abaixo. 

 

 

 

Figura 3: Cromatograma obtido por RP-HPLC-ICP-MS (A) e cromatograma de fluxo mássico (3B) 

 

A integração dos picos cromatográficos (Fig. 3B) obtidos dessa maneira 

fornece a quantidade em massa do analito presente na amostra analisada e após 

a divisão dessa massa obtida pelo volume de injeção obtêm-se a concentração 

do analito de interesse. 

A 

B 
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 Outra abordagem que merece destaque para a IDA tem sido desenvolvida 

nos últimos anos e baseia-se na medição das abundâncias nas amostras 

enriquecidas com o padrão isotópico em vez das razões isotópicas. Sua principal 

vantagem reside no fato que a medida de todos os isótopos do elemento de 

interesse permite realizar a correção da discriminação de massas e de 

interferências espectrais internamente, ou seja, sem a necessidade do emprego 

de padrões externos para estimativa de fatores de correção (P. RODRIGUEZ-

GONZALEZ et al., 2010). 

 Desse modo, a composição isotópica da mistura é decomposta 

matematicamente em seus constituintes pelo emprego da regressão linear 

múltipla por mínimos quadrados. Esse procedimento matemático é conhecido 

como deconvolução de perfis isotópicos (do inglês, isotope pattern deconvolution-

IPD) e possui aplicações em análises de especiação e estudos de metabolismo.  

 A equação básica do IPD pode ser desenvolvida considerando a 

combinação de, por exemplo, três perfis isotópicos distintos, sendo: 

  

1- Perfil isotópico endógeno - natural,  

2- Padrão isotópico adicionado na amostra para um propósito específico, 

como por exemplo, um estudo de metabolismo e, 

3- Perfil isotópico do padrão utilizado para fins de quantificação.  

Dessa maneira, o balanço molar para a mistura dos 3 perfis isotópicos 

pode ser escrito como: 

 

𝑁𝑚 = 𝑁𝑛𝑎𝑡 +𝑁𝑝1 +𝑁𝑝2     Eq.13 

 

 Onde Nm é a quantidade total de matéria, em mol, do elemento de interesse 

na amostra analisada, Nnat, Np1 e Np2 são as quantidades de mol correspondentes 

aos três perfis isotópicos presentes na amostra. 

 Uma das vantagens do emprego da regressão linear múltipla por mínimos 

quadrados é a possibilidade de utilização de todos os isótopos do elemento de 

interesse. Dessa maneira, o balanço molar representado pela Eq. 13 pode ser 

reescrito considerando cada isótopo (i) individualmente.  

 

𝑁𝑚
𝑖 = 𝑁𝑛𝑎𝑡

𝑖 +𝑁𝑝1
𝑖 +𝑁𝑝2

𝑖     Eq.14 
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 A Eq. 14 por sua vez, pode ser modificada pela ponderação das 

quantidades de matéria, em mol, dos isótopos individuais pelas suas respectivas 

abundâncias, como segue: 

 

𝑁𝑚 × 𝐴𝑚
𝑖 = 𝑁𝑛𝑎𝑡 × 𝐴𝑛𝑎𝑡

𝑖 +𝑁𝑝1 × 𝐴𝑝1
𝑖 +𝑁𝑝2 × 𝐴𝑝2

𝑖    Eq. 15 

 

 Onde Ai
m, Ai

nat, A
i
p1 e Ai

p2 representam as abundâncias dos isótopos nos 3 

perfis isotópicos estudados.  

 As frações molares dos isótopos estudados podem ser obtidas dividindo-

se a Eq.15 pela Eq.13, resultando na Eq.16. 

 

𝐴𝑚
𝑖 = 𝑋𝑛𝑎𝑡 × 𝐴𝑛𝑎𝑡

𝑖 + 𝑋𝑝1 × 𝐴𝑝1
𝑖 + 𝑋𝑝2 × 𝐴𝑝2

𝑖     Eq.16 

 

 Onde Xnat, Xp1 e Xp2 representam as frações molares dos diferentes 

isótopos em estudo na amostra. 

 Considerando que o analito de interesse possuí n isótopos, a equação 16 

pode ser representada como uma notação matricial, sendo essa a equação 

definitiva para a deconvolução de padrões isotópicos, como segue: 

 

[
 
 
 
 
 
𝐴𝑚
1

𝐴𝑚
2

𝐴𝑚
3

𝐴𝑚
𝑛−1

𝐴𝑚
𝑛 ]
 
 
 
 
 

=

[
 
 
 
 
 
 
𝐴𝑛𝑎𝑡
1 𝐴𝑝1

1 𝐴𝑝2
1

𝐴𝑛𝑎𝑡
2 𝐴𝑝1

2 𝐴𝑝2
2

𝐴𝑛𝑎𝑡
3

𝐴𝑛𝑎𝑡
𝑛−1

𝐴𝑛𝑎𝑡
𝑛

𝐴𝑝1
3

𝐴𝑝1
𝑛−1

𝐴𝑝1
𝑛

𝐴𝑝2
3

𝐴𝑝2
𝑛−1

𝐴𝑝2
𝑛−1

]
 
 
 
 
 
 

× [

𝑋𝑛𝑎𝑡
𝑋𝑝1
𝑋𝑝2

] +

[
 
 
 
 
𝑒1

𝑒2

𝑒3

𝑒𝑛−1

𝑒𝑛 ]
 
 
 
 

  Eq.17 

  

 A utilização da equação 17 pela minimização da soma quadrática dos erros 

do modelo, possibilita a obtenção das frações molares do elemento de interesse 

na solução de leitura discriminando a origem desse elemento em termos do perfil 

isotópico, nesse caso, Xnat, Xp1 e Xp2. 

 Após a determinação das frações molares, é possível a realização da 

diluição isotópica mediante a obtenção da razão das frações molares. 

Considerando que xp2 é o padrão isotópico utilizado para quantificação temos: 

 

𝑋𝑛𝑎𝑡

𝑋𝑝2
=

𝑁𝑛𝑎𝑡

𝑁𝑝2
 ;  

𝑋𝑝1

𝑋𝑝2
=

𝑁𝑝1

𝑁𝑝2
   Eq.18 

 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1313037/CA



37 
 

 Essas duas equações (Eq.18) fornecem as quantidades de matéria, em 

mol, do elemento com abundância natural (nat) e do isótopo adicionado para o 

estudo de metabolismo (Xp1), uma vez que a quantidade, em mol, do padrão 

isotópico utilizado para quantificação é conhecida. 

 Uma vantagem na aplicação dessa abordagem matemática para análises 

por IDA é a possibilidade de correção de erros sistemáticos como a discriminação 

de massas e interferências espectrais. Essa possibilidade ocorre quando o 

sistema de equações possuí um número maior de isótopos medidos em relação 

ao número de variáveis independentes. 

   

Fatores a se considerar no desenvolvimento de metodologias 
destinadas à análise por IDA em suas diferentes abordagens 
 

 A determinação exata e precisa da razão isotópica é um pré-requisito 

fundamental para a execução de análises por diluição isotópica, e, dessa forma, 

esforços para encontrar os menores erros referentes a esse parâmetro são 

necessários. De forma geral, durante o processo de aquisição do sinal analítico 

pelo ICP-MS, alguns efeitos precisam ser considerados e corrigidos, dentre eles, 

pode-se citar a discriminação de massas, as interferências espectrais e o tempo 

morto do detector. 

A discriminação de massas pode ser definida como a diferença na eficiência 

de transmissão entre dois íons, um íon mais leve sofrendo desvio em sua trajetória 

no feixe iônico pela ação de um íon de maior massa. Esse fenômeno pode estar 

relacionado com a expansão supersônica na interface e com o efeito espaço-

carga. Alguns trabalhos na literatura (HEUMANN et al., 1998; RODRÍGUEZ-

GONZÁLEZ et al., 2005), reportam que a discriminação de massa pode ser 

corrigida pela utilização de diferentes modelos matemáticos, dentre eles o modelo 

exponencial, como apresentado na equação 19: 

 

 

𝑅𝑐𝑜𝑟𝑟 =
𝑅𝑒𝑥𝑝

𝑒𝐾.∆𝑀
    Eq. 19 

 

 

Onde, Rcorr = Razão corrigida, Rexp = Razão experimental, k = Fator de 

discriminação de massas, ∆M = Diferença de massa entre isótopos. 
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O tempo morto por sua vez, é uma característica do sistema de detecção e 

representa o tempo requerido pelo detector para processar o sinal de um íon 

incidente, de tal forma que, imediatamente após a incidência de um íon, o detector 

não é capaz de processar o sinal de outro íon incidente. A correção matemática 

da medida da razão isotópica pelo tempo morto pode ser realizada aplicando a 

equação 20. 

 

𝑅𝑐𝑜𝑟𝑟 =
𝑅0

(1−𝑅0𝜏)
    Eq. 20 

 

A estimativa do tempo morto pode ser obtida como descrito por Rodríguez-

González e colaboradores (RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ et al., 2005). Nessa 

abordagem, soluções com diferentes concentrações do analito de interesse são 

analisadas e após a realização do experimento, é construído um gráfico da razão 

das intensidades obtidas para dois isótopos em função do tempo morto, sendo o 

tempo morto a ser empregado na determinação da razão isotópica encontrado na 

intersecção entre as curvas obtidas para as diferentes concentrações (ver Figura 

hipotética 4). 

 

 

  Figura 4: Estimativa do tempo morto do detector (hipotético) 

 

Outro aspecto a ser considerado no desenvolvimento de métodos 

destinados à análise por diluição isotópica é a incidência de interferências 

espectrais sobre o elemento de interesse. Essas interferências podem ser 

corrigidas empregando a célula de reação dinâmica, como mencionado 

anteriormente, ou, quando aplicável, pelo emprego de equações de correção.  

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1313037/CA



39 
 

Para contornar esse problema, a célula de reação dinâmica ou colisão pode 

ser utilizada empregando diferentes gases de reação e/ou colisão, contudo outras 

interferências podem estar presentes e necessitam ser corrigidas para obtenção 

de resultados exatos e precisos.  

Na célula de reação dinâmica pode ocorrer a formação de espécies 76Se1H 

e 77Se1H, que são interferentes espectrais sobre os isótopos 77Se e 78Se, 

respectivamente. Entretanto, a correção dessas espécies interferentes 

normalmente pode ser realizada mediante aplicação de equações matemáticas, 

devido à sua baixa magnitude. 

Em casos específicos a célula de reação dinâmica não elimina 

completamente as interferências espectrais, a exemplo o dímero de argônio 

(40Ar40Ar+ sobre 80Se+), o que pode resultar em um pequeno erro sistemático na 

determinação das relações isotópicas que devem ser consideradas para não 

comprometer a qualidade da análise por IDA. Uma alternativa interessante para 

realizar a medição das relações isotópicas e que possui o potencial para correção 

das possíveis interferências espectrais remanescentes da célula de reação 

dinâmica, é o emprego da regressão linear por mínimos quadrados, considerando 

as intensidades obtidas para a solução do padrão enriquecido isotopicamente 

como variável preditora (eixo x) e a intensidade obtida para amostra como variável 

dependente (eixo y). O coeficiente angular obtido dessa maneira é a relação 

isotópica e a incerteza dessa relação é dada pelo erro do coeficiente angular.  

Outro parâmetro importante no desenvolvimento de métodos destinados à 

aplicação da diluição isotópica como técnica de quantificação é o planejamento 

da quantidade de padrão isotópico a ser adicionado à amostra que resulte na 

menor incerteza da medição da razão isotópica na mistura. Considerando que 

outras fontes de erro são negligenciáveis, o erro relativo da concentração da 

amostra (Eq.7) pode ser obtido pela equação 21. 

 

𝑓𝑚 = [
𝑅𝑚×(1−𝑅𝑠𝑝×𝑅𝑠)

(𝑅𝑚−𝑅𝑠𝑝)×(1−𝑅𝑚×𝑅𝑠)
]    Eq. 21 

 

A equação 21, conhecida como fator de magnificação de erro (fm), relaciona 

a incerteza da concentração da amostra com a incerteza de medição da razão 

isotópica na mistura. Esse fator de magnificação de erro depende basicamente de 

Rm, Rs e Rsp. Como as razões isotópicas Rs e Rsp são fixas o único parâmetro que 

é passível de otimização buscando uma menor incerteza de Cs é a razão isotópica 

da mistura, Rm. Para tanto, é necessário um conhecimento prévio do elemento de 
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interesse na amostra para planejar a quantidade, em mol, de padrão isotópico a 

ser adicionado à amostra (RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ et al., 2005). A Figura 5 

apresenta o fator de propagação de erro em função razão isotópica na mistura. 

 

Figura 5: Curva de propagação de erro para otimização/planejamento da diluição isotópica 

 

A aplicação da equação de propagação de erros permite determinar a faixa 

de valores de razões isotópicas onde o erro é mínimo, sendo essa zona de baixa 

incerteza compreendida entre aproximadamente 0,02<R> 2 para a utilização de 

um padrão isotópico enriquecido em 74Se frente ao isótopo 78Se de um padrão de 

selênio de abundancia natural. O valor de Rm onde o fator de propagação de erro 

encontra seu valor mínimo pode ser obtido mediante a equação 22 (ALONSO; 

RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ, 2013). 

𝑅𝑚 = √
𝑅𝑠𝑝

𝑅𝑠
    Eq. 22 

  

1.7. 
Cromatografia liquida de alta eficiência  

A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC, do inglês “High 

Performance Liquid Chromatography”) é uma poderosa técnica de separação que 

comumente é empregada em estudos de especiação mediante o acoplamento 

desta técnica com ICP-MS. 

Um sistema cromatográfico (Figura 6) é composto basicamente por 

reservatório de fase móvel, bombas cromatográficas, válvula de injeção, coluna e 

detector.  
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Figura 6: Esquema gráfico de um sistema de cromatografia líquida de alta eficiência. 

 

Neste sistema a bomba cromatográfica possui a função de garantir uma 

vazão constante da fase móvel até o detector passando pela coluna analítica. Na 

coluna cromatográfica ocorrem mecanismos dinâmicos de interação entre as 

moléculas presentes na amostra e as fases estacionária e móvel.  

A coluna cromatográfica é o principal componente do sistema 

cromatográfico pelo fato de ser o responsável pela separação das espécies de 

interesse. A coluna cromatográfica pode ser classificada de acordo com a 

composição da fase estacionaria que a compõe tais como coluna de fase reversa, 

coluna de troca aniônica, coluna por exclusão de tamanho, etc. 

Na cromatografia de fase reversa a fase estacionária da coluna possuí 

caráter apolar com a presença de grupos C4, C8, C18 (mais amplamente utilizados) 

e uma fase móvel polar. Nesta modalidade cromatográfica a separação das 

espécies é promovida mediante a interação dos analitos de interesse com as fases 

estacionária e móvel de tal maneira que a ordem de eluição das moléculas de 

interesse será função direta da afinidade (governada pela polaridade) destas com 

a fase móvel.  

Para a realização de uma separação cromatográfica eficiente algumas 

modificações no método analítico pode ser utilizada como o emprego de 

reagentes de par iônico que possui a finalidade de aumentar a interação das 

moléculas com a fase estacionária, o emprego de gradientes de fase móvel que 

possuí por objetivo alterar de maneira planejada a composição da fase móvel 

(força de eluição) durante a separação cromatográfica, aumentando por exemplo 

de maneira gradual a polaridade da fase móvel durante a corrida cromatográfica. 

A CB D

W

D2

Detector  Uv/Vis

Coluna

Amostrador

automático

Bomba

Degaseificador

Reservatórios de 

fase móvel
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Na cromatografia de troca aniônica a fase estacionária é composta por um 

polímero modificado com grupos funcionais que são os principais responsáveis 

pelo mecanismo de separação como por exemplo o tri-metil-amônio.  Esses 

grupos funcionais estão envolvidos no equilíbrio químico entre o contra íon e o 

analito de interesse, sendo a separação das espécies promovida por esses 

equilíbrios termodinâmicos. A otimização da separação das moléculas de 

interesse nesta modalidade cromatográfica pode ser realizada pela escolha da 

composição da fase móvel, pela otimização do modelo de eluição (isocrático ou 

gradiente) ou alterando o pH da fase móvel bem como sua força iônica. 

A cromatografia de exclusão por tamanhos (SEC do inglês size exclusion 

cromathography) por sua vez, possuí um mecanismo de separação baseado na 

diferença de tamanho das moléculas de interesse, dessa forma, essa modalidade 

de separação cromatográfica é aplicada para macromoléculas como por exemplo 

proteínas. 

Após a separação das espécies de interesse na coluna cromatográfica, os 

analitos são direcionados ao detector onde posteriormente um software converte 

a resposta instrumental obtida para cada molécula detectada em um sinal 

analítico. 

 

1.8. 
Especiação de selênio 

Outrora, a determinação da concentração total de um dado elemento em 

uma amostra parecia ser suficiente para as considerações de ordem clínica ou 

ambiental. Embora essa informação ainda seja de extrema relevância, tal 

conhecimento não traz consigo informações sobre o impacto ambiental, 

biodisponibilidade, metabolismo, toxicidade, persistência, entre outras, uma vez 

que os efeitos desses elementos, tóxicos ou essenciais, no meio ambiente e nos 

organismos vivos dependem, não somente de sua concentração, mas também 

das formas químicas em que o elemento está presente. Surgiu então a 

necessidade de estudos de especiação, isto é, o estudo das diferentes espécies 

químicas individuais em uma amostra. 

A compreensão do termo especiação começa pelo entendimento cuidadoso 

do significado da palavra “espécie” em seu contexto químico. Assim, de acordo 

com a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)(TEMPLETON 

et al., 2000) os compostos químicos que diferem em sua composição isotópica, 

conformação, estados de oxidação ou eletrônico, ou na natureza de seus 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1313037/CA



43 
 

complexos ou substituintes unidos covalentemente podem ser considerados como 

espécies químicas distintas. Estas distinções resultam nas seguintes definições: 

Análise de especiação: Atividade analítica de identificação e/ou quantificação de 

uma ou mais espécies químicas individuais de um elemento em uma amostra; 

Especiação de um elemento: Distribuição de um elemento entre suas diferentes 

espécies químicas em uma amostra. 

A especiação elementar geralmente requer o acoplamento de duas técnicas 

analíticas: uma técnica com grande poder de separação das diferentes formas 

químicas dos elementos de interesse e uma técnica de detecção do elemento, 

sensível e seletiva. Dessa forma, o acoplamento entre a cromatografia líquida de 

alta eficiência (HPLC), a cromatografia gasosa (GC) e a eletroforese capilar (CE) 

ao espectrômetro de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) tem 

sido usado com excelente desempenho analítico para especiação de selênio. 

Além das técnicas de especiação, outras técnicas analíticas também têm 

sido empregadas com sucesso para análise de selênio. Entre elas a 

espectrometria de massas com ionização por eletrospray (ESI-MS)(DÍAZ 

HUERTA et al., 2003a; MCSHEEHY et al., 2001), a espectrometria de massas 

com analisador de tempo de voo (TOF-MS) e ionização/dessorção a laser 

assistida pela matriz (MALDI TOF-MS)(REYES et al., 2006a; ROMAN et al., 2011), 

e mais recentemente a Mobilidade Iônica Acoplada à Espectrometria de Massa 

(TWIMS-MS)(SOUZA PESSÔA et al., 2011). A espectrometria de absorção 

atômica com chama usando célula de quartzo (QC-FAAS) (LAFUENTE et al., 

1998), a espectrometria de absorção molecular (UV-Vis)(MÉNDEZ; GONZÁLEZ; 

SANZ-MEDEL, 2000), as técnicas eletroquímicas(DENG et al., 2009; YILMAZ; 

SOMER, 2009) e absorção de raios-X de estrutura fina (XAFS)(LUO et al., 2011) 

também foram usadas na determinação de selênio. 

 

1.8.1. 
Métodos de preparo e preservação das amostras contendo selênio 

O processo de preparo das amostras para determinação de selênio está 

associado ao risco de contaminação ou perda do analito por volatilização, além 

da possível ineficiência no processo de extração. Dessa forma, o preparo das 

amostras representa um grande desafio e é uma etapa crucial no desenvolvimento 

de metodologias que visam à determinação total ou das diferentes espécies 

químicas presente em uma amostra(MESKO et al., 2011). 
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Os procedimentos de preparo de amostras para a determinação total de 

selênio, que empregam HNO3 e H2O2 como mistura oxidante para a decomposição 

da amostra, têm apresentado bom desempenho analítico(CUBADDA et al., 2010; 

DERNOVICS; FAR; LOBINSKI, 2009; DIAZ HUERTA; FERNANDEZ SANCHEZ; 

SANZ-MEDEL, 2006; HART et al., 2011), uma vez que são simples e 

aparentemente não apresentam problemas relacionados à perda de espécies 

voláteis de selênio. Em contrapartida, diferentes métodos de extração têm sido 

empregados, entre eles a extração enzimática(BIERLA et al., 2008; SILVA et al., 

2013; VACCHINA et al., 2010), a extração alcalina(KITAGUCHI et al., 2008; 

WRÓBEL et al., 2004) e ácida(WROBEL; KANNAMKUMARATH; CARUSO, 

2003), a extração com água(FANG et al., 2010; FAR; PREUD’HOMME; 

LOBINSKI, 2010; MCSHEEHY et al., 2001) e com soluções tampão(MONTES-

BAYON et al., 2006; ROMAN et al., 2011). O ácido metanossulfônico, também foi 

empregado por alguns laboratórios participantes de duas intercomparações, uma 

delas promovida pelo Comité Consultatif pour la Quantité Matière – 

CCQM(GOENAGA-INFANTE et al., 2008) e a outra pelo instituto de metrologia do 

Canadá, National Research Council of Canada – NRCC(MESTER et al., 2006). 

Os procedimentos de preparo e armazenagem das amostras devem 

preservar as espécies originais no momento da armazenagem (proteção contra a 

luz, controle de temperatura, etc) e no momento da extração. De fato, a oxidação 

da selenometionina a óxido de selenometionina(LARSEN et al., 2003).  

Procedimentos como moagem, trituração, liofilização, peneiramento 

podem ser aplicados previamente à extração de amostras sólidas e técnicas de 

extração sólido-líquido, líquido-líquido, extração assistida por microondas e 

metodologias enzimáticas podem ser usadas de acordo com o tipo de matriz e 

espécie de selênio presente na amostra. 

Extração ácida sequencial foi empregada por Chassaigne e colaboradores, 

para separar as frações solúveis e insolúveis de selênio em amostra de levedura 

enriquecida com selênio(CHASSAIGNE et al., 2002). Procedimentos de extração 

utilizando HCl (DÍAZ HUERTA; FERNÁNDEZ SÁNCHEZ; SANZ-MEDEL, 2004; 

YANG et al., 2004), hidróxido de tetrametilamônio(YANG et al., 2004), dodecil 

sulfato de sódio-SDS(DÍAZ HUERTA; FERNÁNDEZ SÁNCHEZ; SANZ-MEDEL, 

2004), água quente (70°C)(CASIOT et al., 1999; MANUEL MARCHANTE-GAYÓN 

et al., 2000) e ácido metanosulfônico (WROBEL; KANNAMKUMARATH; 

CARUSO, 2003; YANG et al., 2004) têm sido empregados em análises de 

especiação de selênio. 
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Wrobel e colaboradores, (WROBEL; KANNAMKUMARATH; CARUSO, 

2003) e mais tarde Yang e colaboradores  (YANG et al., 2004) usaram ácido 

metanossulfônico 4 mol L-1 em refluxo com altas eficiências de extração de 

selenoaminoácidos em amostras de levedura e castanha do Pará, sendo que 65 

e 75 % do selênio encontrado estavam na forma de selenometioninas, nas 

amostras de leveduras e castanha do Pará respectivamente.  

A hidrólise enzimática aparece na literatura para a análise de especiação de 

selênio, com condições controladas de temperatura e pH. Tratamentos múltiplos 

ou combinados são frequentemente utilizados para aumentar a eficiência de 

extração. Tratamentos combinados unidos às técnicas tradicionais incluindo a 

digestão enzimática com banho ultrassônico ou sonda ultrassônica também têm 

sido usados(BERMEJO et al., 2004; CAPELO et al., 2004; LAFUENTE et al., 1999; 

REYES et al., 2004). 

Mesko e colaboradores (MESKO et al., 2011) descreveram em um trabalho 

de revisão procedimentos de preparo de amostras para análises bioinorgânicas 

em matrizes de tecidos animais e de plantas, fluidos biológicos e amostras afins 

objetivando análise de compostos contendo metais usando ICP-MS. 

Procedimentos de extração, solubilização, derivatização, pré-concentração, 

cleanup bem como procedimentos de digestão de amostras para determinação 

total de metais foram discutidos. 

 

1.8.2. 
Técnicas analíticas empregadas na análise de especiação de selênio  

Além das limitações instrumentais relacionadas à detecção de espécies 

presentes em baixas concentrações na amostra, é importante garantir que os 

procedimentos de preparo não alterem as características das espécies químicas. 

Dessa forma, procedimentos de extração e separação compõem o principal 

desafio em análise de especiação. Concomitantemente, a metodologia analítica 

empregada deve possibilitar a separação adequada das espécies presentes, em 

uma matriz, geralmente complexa, bem como possuir sensibilidade suficiente para 

a quantificação, haja vista que a concentração das espécies individuais será 

sempre menor que a concentração total do elemento de interesse. Assim, parece 

claro que os requisitos analíticos básicos em qualquer análise de especiação 

(seletividade e sensibilidade) podem ser alcançados mediante o emprego das 

técnicas hifenadas, isto é, técnicas baseadas no acoplamento de uma poderosa 
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técnica de separação (HPLC, GC, CE) com um detector específico para 

metal/metalóide (técnicas espectrométricas: chamas, plasmas e fornos). 

O sucesso da hifenação reside na interface entre as duas técnicas, que deve 

atender algumas características tais como: preservar a integridade das espécies, 

transportar o analito da técnica de separação para a técnica de detecção com o 

máximo de eficiência possível, evitar grandes volumes mortos entre outros. 

As principais técnicas de separação empregadas em estudos de especiação 

de selênio são a HPLC, GC e CE. A escolha da técnica de separação para 

análises de especiação é determinada pelas propriedades físico-químicas do 

analito (volatilidade, carga, polaridade, etc.), enquanto que a técnica de detecção 

é selecionada principalmente pelos níveis de concentração do analito na amostra. 

A cromatografia gasosa deve ser o método escolhido para a análise de espécies 

voláteis ou facilmente convertidas a espécies voláteis por métodos de 

derivatização. As espécies não voláteis ou não derivatizáveis a espécies voláteis 

devem ser separadas por cromatografia líquida de fase reversa, de troca-iônica, 

exclusão por tamanho, etc.  

Em termos de detectores, as técnicas espectrométricas baseadas em 

plasma têm preferência sobre a espectrometria de absorção atômica, porque são 

muito mais sensíveis. Os plasmas mais energéticos como o plasma indutivamente 

acoplado (ICP) com espectrometria de massas é preferentemente utilizado 

quando a técnica de separação utilizada é HPLC. 

 

Técnicas de separação 

 

A cromatografia líquida de alta eficiência tem sido uma técnica de separação 

amplamente utilizada para estudos de especiação de selênio. A separação de 

metabólitos de selênio em microalgas (Chlorella sorokiniana) e em meio de cultura 

(enriquecido com Na2SeO4) foi realizada mediante HPLC-ICP-MS usando colunas 

C18 e colunas quirais(GÓMEZ-JACINTO et al., 2012). 

Devido ao grande número de compostos não voláteis de selênio, a HPLC é 

uma técnica largamente utilizada devido a suas vantagens incluindo análise sem 

necessidade de derivatização do analito e não apresentar riscos de decomposição 

térmica, os quais podem ocorrer com GC. O acoplamento HPLC-ICP-MS é 

bastante simples e tem apresentado bons limites de detecção para 

selênio(B’HYMER; CARUSO, 2000).  
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Os modos de separação mais empregados em análise de selênio utilizando 

HPLC incluem a troca iônica (IE), fase reversa (RP), par iônico (IP), exclusão por 

tamanho (SEC), e outras. 

Na cromatografia em fase reversa a fase estacionaria é apolar e é obtida 

pela funcionalização dos grupos silanois com hidrocarbonetos hidrofóbicos de 

2,4,8 ou 18 átomos de carbono(CARUSO; MONTES-BAYON, 2003). Para 

separações de compostos de selênio mediante HPLC em fase reversa 

comumente se adiciona na fase móvel acetonitrila ou metanol, um agente quelante 

(cisteína ou mercaptoetanol) ou um regente capaz de formar par iônico (alquil-

sulfonatos, sais de tetra-aquil-amônio, ácidos carboxílicos perfluorinatados) e, em 

alguns casos, uma solução tampão(B’HYMER; CARUSO, 2006). Os parâmetros 

instrumentais que afetam a separação dos compostos mediante HPLC são: a 

natureza, a concentração e o pH da fase móvel bem como o tipo e a quantidade 

de modificador orgânico da fase móvel.   

Para análise dos selenoaminoácidos, fases estacionárias de cadeia longa 

são preferencialmente usadas em relação às fases estacionárias de cadeias 

curtas, mais adequadas para separação de selenoproteínas. O ácido 

trifluoracético em baixas concentrações (~0,1%) tem demonstrado melhora na 

resolução dos picos cromatográficos(B’HYMER; CARUSO, 2000; BIRD et al., 

1997) e o ácido heptafluorbutanóico (HFBA) foi usado para separação, com boa 

resolução, de 20 compostos orgânicos de selênio empregando HPLC em fase 

reversa(KOTREBAI et al., 2000). 

A cromatografia de troca iônica (IE, do inglês ionic exchange) também tem 

sido utilizada para separação de espécies de selênio com bom desempenho 

analítico. O mecanismo primário de retenção é a atração eletrostática dos íons em 

solução aos íons de carga oposta da fase estacionária. 

Na coluna cromatográfica de troca aniônica os analitos de interesse se 

distribuem entre a fase móvel e a fase estacionária sendo essa distribuição 

governada pela constante de equilíbrio termodinâmico. A IE pode ser de troca 

catiônica ou aniônica e ambas têm sido usadas para especiação de selênio, sendo 

as variáveis que afetam o processo de separação dos analitos, o pH, a 

temperatura e a força iônica da fase móvel, etc.  

A cromatografia por exclusão de tamanho (SEC) também pode ser 

empregada no acoplamento com ICP-MS(ROMAN et al., 2011). O princípio de 

separação de exclusão por tamanho baseia-se em um processo puramente 

mecânico, a fase estacionária possui composição inerte, com partículas de forma, 

tamanho e porosidade uniformes. Ao contrário de outras formas de HPLC, na SEC 
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as moléculas da amostra são separadas por tamanho, as menores são capazes 

de penetrar facilmente nos poros da fase estacionária, equilibrando-se com a fase 

móvel intrasticial e intersticial enquanto as maiores são excluídas dos poros, 

passando entre os grânulos e acompanhando a fase móvel intersticial. As 

moléculas com tamanho efetivo intermediário migram com velocidades variáveis 

entre esses dois extremos(SUTTON; SUTTON; CARUSO, 1997). Essa técnica 

cromatográfica engloba a cromatografia por permeação em gel que usa fase 

móvel orgânica e a cromatografia de filtração em gel que emprega fase móvel 

aquosa. A SEC geralmente não possui capacidade de resolução para a separação 

das várias espécies de selênio em matrizes complexas uma vez que permite 

somente a separação das espécies em diferentes “grupos” de massas 

moleculares e não especificamente de uma determinada espécie. Essa técnica 

tem sido empregada com sucesso como uma metodologia de cromatografia 

preparativa para o uso com outras formas de HPLC (DÍAZ HUERTA et al., 2003a; 

MCSHEEHY et al., 2001). 

Apesar dos excelentes resultados analíticos obtidos com acoplamentos com 

técnicas espectrométricas, estes detectores destroem qualquer informação 

molecular sobre a natureza das espécies separadas.  Dessa forma, para 

identificar essas espécies “desconhecidas” faz-se necessário o emprego de 

técnicas moleculares complementares não destrutivas (MALDI-TOF, ESI-MS, ESI-

Q-TOF ou RMN) capazes de fornecer informações acerca de suas composições 

químicas e estrutura molecular(SANZ-MEDEL, 2005).  

A espectrometria de massas é talvez a técnica de maior aplicabilidade no 

sentido de fornecer informações sobre a composição elementar das amostras, 

estruturas de moléculas orgânicas e biológicas, composição qualitativa e 

quantitativa de misturas complexas, razões isotópicas nas amostras, entre outras.  

Em uma das modalidades dessa técnica (destinada à análise de compostos 

moleculares), a molécula é convertida em íons na fase gasosa mediante a ação, 

por exemplo, de um bombardeamento com um feixe de elétrons (HOFFMANN; 

CHARETTE; STROOBANT, 1996). O relaxamento dos íons moleculares excitados 

formados no processo de ionização ocorre mediante a fragmentação desse íon 

molecular em íons de massas menores. Os íons positivos gerados são 

direcionados para o separador de massas orgânicas onde são separados em 

função de suas razões massa-carga (MCLAFFERTY; TURECEK, 1993). 

Entre as diferentes fontes de ionização em espectrometria de massas 

molecular a ESI (do inglês Electrospray Ionization) é uma das mais utilizadas para 

análises de biomoléculas. Um electrospray é produzido aplicando um forte campo 
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elétrico, a pressão atmosférica, sobre a amostra que flui pelo capilar da fonte ESI 

numa vazão de aproximadamente 1 – 10 L min-1). O campo elétrico é obtido pela 

aplicação de uma diferença de potencial (3-6 kV) entre o capilar e um eletrodo. 

Esse campo induz um acumulo de carga na superfície líquida localizada na 

extremidade do capilar no qual irá produzir gotículas altamente 

carregadas(HOFFMANN; CHARETTE; STROOBANT, 1996). 

Os processos subsequentes à formação dessas gotículas altamente 

carregadas envolvem principalmente a evaporação do solvente até o ponto em 

que a repulsão das forças coloumbicas se aproximam da energia de coesão 

causando assim a explosão das gotículas formadas na fonte ESI. A partir desse 

fenômeno físico, ocorre uma cascata de rupturas resultando em gotículas cada 

vez menores até que o campo elétrico na superfície atinja um valor suficiente para 

promover a liberação dos íons (HOFFMANN; CHARETTE; STROOBANT, 1996).     

 

Técnicas de detecção 

 

As técnicas espectrométricas de modo geral, podem ser empregadas como 

detectores específicos hifenados a técnicas cromatográficas para especiação de 

selênio. Dentre essas técnicas, a espectrometria de absorção atômica (AAS), a 

espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) 

e a espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) têm 

sido usadas. 

Gonzalez e colaboradores (LAFUENTE et al., 1998) e Fangshi Li e 

colaboradores (LI; GOESSLER; IRGOLIC, 1999), empregaram a AAS no modo 

chama como detector hifenado ao HPLC para separação de distintas espécies de 

selênio, porém a AAS no modo chama apresentou baixa sensibilidade para esses 

compostos, comprometendo os resultados obtidos. Gettar e colaboradores 

testaram sete combinações de interfaces, utilizando três nebulizadores e três 

câmaras de nebulização, para o acoplamento entre HPLC e ICP OES. Os 

nebulizadores concêntricos associados à câmara ciclônica obtiveram melhor 

sensibilidade e maior relação sinal/ruído(GETTAR et al., 2005). 

A análise de especiação de selênio pode ser realizada empregando o ICP-

MS como detector específico para o selênio mediante o monitoramento dos 

diferentes isótopos [74Se (0,89%), 76Se (9,37%), 77Se (7,63%), 78Se (23,77%), 80Se 

(49,61%) e o 82Se (8,73%)].  

Grande parte das interferências presentes no ICP-MS quando acoplado ao 

HPLC são oriundas das fases móveis utilizadas (FERRARELLO et al., 2002). Para 
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contornar os problemas relacionados a essas interferências, as células colisão e 

de reação dinâmica têm sido largamente empregadas por vários pesquisadores 

em diversas matrizes, desde matrizes simples como água (TSOI; LEUNG, 2011) 

até mais complexas, como cogumelos(DIAZ HUERTA; FERNANDEZ SANCHEZ; 

SANZ-MEDEL, 2006; HUERTA; SÁNCHEZ; SANZ-MEDEL, 2005), 

plantas(MONTES-BAYON et al., 2006), alfafa(GERGELY et al., 2006), farinha de 

trigo, levedura e suplemento alimentar (DÍAZ HUERTA et al., 2003b; REYES et 

al., 2004, 2006b), músculo de bacalhau (DÍAZ HUERTA; FERNÁNDEZ 

SÁNCHEZ; SANZ-MEDEL, 2004), soro sanguíneo(HINOJOSA REYES et al., 

2003), urina (DÍAZ HUERTA et al., 2003a) entre outras. 

Algumas estratégias têm sido usadas para contornar os problemas de 

interferências isobáricas quando os ICP-Q-MS são usados para a determinação 

de selênio. Ferrarello e colaboradores (FERRARELLO et al., 2002) determinaram 

selênio em metalotioneínas escolhendo o isótopo 82Se; Díaz Huerta e 

colaboradores(DÍAZ HUERTA et al., 2003a) e Rodriguez-Cea e 

colaboradores(RODRIGUEZ-CEA et al., 2006), utilizaram equipamentos de ICP-

MS tipo quadrupolo convencional com bom desempenho analítico para análise de 

especiação de selênio em mexilhões, urina, peixe respectivamente. 

Cabe ressaltar que, quando o ICP-MS é utilizado como detector para HLPC, 

a vazão do eluente da coluna cromatográfica é compatível com as vazões 

geralmente utilizadas em ICP-MS, o que representa uma grande vantagem. 

Porém, quando fases móveis com altas concentrações de solvente orgânico são 

usadas, pode ocorrer formação de depósitos de carbono nos cones devido à 

pirólise incompleta da matéria orgânica oriunda da fase móvel, comprometendo a 

transferência dos analitos para o analisador de massas ou até mesmo a obstrução 

total dos cones, inviabilizando a hifenação entre as técnicas. 

A adição de oxigênio ao gás nebulizador é uma forma eficiente de minimizar 

esse problema, pois promove sua reação com o solvente orgânico, produzindo 

CO2 (CARUSO; MONTES-BAYON, 2003). Normalmente, os nebulizadores 

utilizados em ICP-MS requerem o emprego de câmaras de nebulização para 

seleção da névoa com gotículas e que possuam diâmetros médios adequados 

para os processos subsequentes no plasma. Quando se trabalha com solventes 

orgânicos, essas câmaras de nebulização podem ser refrigeradas com o intuito de 

minimizar o aporte de solvente ao plasma. Quando empregada em conjunto com 

a adição de oxigênio, os problemas relacionados à formação de depósitos de 

carbono nas partes físicas do equipamento são amenizados ou até mesmo 
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eliminados, além de aumentar a estabilidade do plasma(CARUSO; MONTES-

BAYON, 2003). 

 

1.8.3. 
Qualidade dos resultados em análises de especiação  

A qualidade dos resultados em análise de especiação química é de grande 

relevância, visto que as técnicas híbridas e as metodologias empregadas ainda 

estão na fronteira da ciência analítica. Os procedimentos desenvolvidos para 

análise de especiação envolvem etapas de extração do analito da matriz, digestão 

da amostra, algumas vezes incluem derivatização do analito, desenvolvimento de 

interfaces para acoplamentos com técnicas cromatográficas, entre outros(JÓKAI; 

FODOR, 2009). Tais procedimentos devem permitir a detecção do analito de 

interesse sem alteração de sua estrutura química e sem perda da resolução 

cromatográfica. Dessa forma, o conhecimento do processo de medição como um 

todo, incluindo suas fontes de incertezas propicia maior controle sobre as 

principais fontes de erro analítico garantindo assim a confiabilidade metrológica 

dos resultados obtidos. 

Ellison e Hardcastle investigaram as principais fontes de erro em química 

analítica, resultados provenientes de nove ensaios de proficiência em amostras 

predominantemente de alimentos e ambientais. Dentre os principais erros 

relatados pelos 111 participantes encontram-se o preparo de amostra, 

principalmente devido à extração, erros humanos e calibração, entre outros. A 

maioria dos erros provenientes da calibração foi devido a erros em cálculos e erros 

de diluição e não pela falta de materiais de qualidade ou materiais de calibração. 

relatórios finais dos participantes indicaram que 44% das causas de erro poderiam 

ser atribuídas ao operador(ELLISON; HARDCASTLE, 2012). 

Ainda referente ao controle de qualidade em laboratórios, Olivares e 

colaboradores(OLIVARES; LOPES, 2012) identificaram em recente trabalho, as 

maiores dificuldades encontradas pelos laboratórios para a implantação da norma 

ISO IEC 17025 “Requisitos gerais para a competência de laboratórios de ensaio 

e calibração”, entre elas a incerteza de medição. 

A incerteza de medição, segundo a ISO IEC 17025 (ISO, 2005), é um 

parâmetro associado ao resultado de medição e caracteriza a dispersão de 

valores que poderiam ser razoavelmente atribuídas ao mensurando (item 5.4.6 

ISO IEC 17025). Esse parâmetro é importante para garantia da confiabilidade dos 

resultados analíticos e permite avaliar as variáveis de maior influência sobre o 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1313037/CA



52 
 

resultado e consequentemente possibilita maior controle sobre o procedimento 

analítico. 

O Guia de Expressão para Incerteza de Medição (ISO-GUM)(ISO:GUM, 

2008), seu Suplemento 1(JCGM, 2008) que descreve o Método Monte Carlo, e o 

Eurachem (EURACHEM, 2000) são os principais documentos orientativos que 

podem ser usados para determinar os valores de incerteza. 

O ISO-GUM fornece orientações gerais para avaliar e expressar a 

incerteza de medição em vez de instruções detalhadas para uma determinada 

área. O procedimento geral usado na combinação de incertezas individuais 

baseia-se no modelo quantitativo do procedimento experimental que define o 

mensurando, avalia as incertezas padrão associadas aos parâmetros individuais 

de entrada e as combina através da lei de propagação de incertezas. 

Por outro lado, o Eurachem fornece uma orientação detalhada para a 

avaliação e expressão da incerteza em análises químicas quantitativas, baseado 

na abordagem obtida pelo ISO-GUM.  

Existe ainda outra abordagem para o cálculo da incerteza de medição que 

foi proposta por Kragten(KRAGTEN, 1994). Essa abordagem simplifica a 

aplicação das derivadas parciais aplicando um método numérico que faz uso de 

planilha eletrônica para fornecer a incerteza padrão combinada a partir das 

incertezas padrão de entrada e de um modelo conhecido de medição. 

As abordagens propostas pelos documentos orientativos ISO-GUM e 

Eurachem para o cálculo de incerteza, possuem certas limitações como a 

linearização do modelo, suposição da normalidade do mensurando e cálculo do 

grau de liberdade efetivo. Dessa forma, o Suplemento 1 do ISO-GUM (Simulação 

de Monte Carlo) propõe uma alternativa para o cálculo da incerteza de medição 

que minimiza estas limitações. Esta simulação envolve amostragem aleatória de 

uma distribuição probabilística sendo a incerteza de medição realizada em duas 

etapas: a primeira delas é o estabelecimento do modelo de medição e a segunda 

consiste na avaliação do modelo. As principais diferenças entre o método clássico 

(ISO-GUM) e a Simulação de Monte Carlo estão no tipo de informação das 

grandezas de entrada e na forma em que essa informação é processada para se 

obter a incerteza de medição. 

No intuito de organizar e criar uma sistemática para a estimativa da incerteza 

de medição pode-se dividir o processo em etapas que consistem em: 1) 

especificar o mensurando; 2) identificar as fontes de incerteza; 3) quantificar os 

componentes de incerteza; 4) calcular a incerteza combinada; 5) determinar os 
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graus de liberdade efetivos e, finalmente, a 6) obter da incerteza expandida 

considerando o nível de confiança desejado. 

 

1.9. 
Preparo de amostra de levedura enriquecida isotopicamente 

O processo de crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae pode ser 

utilizado para a realização da biossíntese de compostos orgânicos, adicionando 

ao meio de cultura o elemento de interesse, por exemplo, selênio em sua forma 

inorgânica. A levedura enriquecida em selênio orgânico é comumente empregada 

na formulação de diferentes suplementos, sendo uma das principais fontes de 

selênio para fins de suplementação alimentar. 

O meio de cultura empregado para o processo de biossíntese de selênio 

empregando Saccharomyces cerevisiae, geralmente é constituído por uma fonte 

de carbono, aminoácidos e outros nutrientes necessários ao metabolismo da 

levedura. 

O processo de crescimento de leveduras apresenta 3 etapas distintas, a 

saber: fase de latência ou fase lag, fase de crescimento exponencial ou fase log, 

fase estacionária e fase de decaimento ou morte. 

A fase de latência ou fase lag representa a etapa de adaptação das células 

de levedura ao meio de cultivo sendo essa etapa, influenciada por diversos fatores 

como o tipo de microorganismo, características do meio de cultivo, pH, presença 

de substâncias inibidoras, etc. A fase de crescimento exponencial ou fase log 

por sua vez, é caracterizada pelo pronunciado crescimento das células de 

levedura. Nessa etapa ocorre um alto consumo por parte das células de levedura, 

dos nutrientes do meio cultivo principalmente pela alta atividade metabólica das 

células nessa etapa. Após a etapa de crescimento exponencial inicia-se a fase 

estacionária onde a relação entre células vivas e mortas se mantém constante 

seguindo-se a fase de decaimento ou morte onde como o próprio nome diz, é 

uma etapa onde a morte das células se torna predominante. 

A composição do meio de cultura é uma das principais variáveis que 

influenciam o processo de produção de biomassa de levedura. Hijinosa e 

colaboradores (HINOJOSA REYES et al., 2004) realizaram a biossíntese de 

selênio orgânico para a produção de uma levedura enriquecida isotopicamente 

em selênio, utilizando um meio de cultura sintético comercialmente disponível 

(SCD) com 4% de glucose como fonte de carbono e selenito de sódio enriquecido 

em 77Se. As condições experimentais para tal procedimento foram otimizadas, 
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sendo a temperatura empregada 28 ºC, a agitação de 230 rpm e o pH de 5,8 

durante 36 h.  

Em outro trabalho destinado à especiação de selênio em levedura, Larsen e 

colaboradores(LARSEN et al., 2003) realizaram a biossíntese de espécies de 

selênio utilizando um padrão isotópico de selênio (77Se). Para tanto, os autores 

trataram 580 mg do padrão isotópico com ácido nítrico, para a formação do dióxido 

de selênio, com posterior solubilização em hidróxido de sódio para enfim obter 

1270 mg de selenito de sódio. O meio de cultura foi produzido com quantidades 

definidas de carbono e de nitrogênio, bem como os micronutrientes necessários 

para o processo de cultivo, de acordo com a Farmacopéia.  

 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1313037/CA



55 
 

2 
Objetivos 

2.1. 
Objetivos Gerais 

O presente trabalho tem como principal objetivo desenvolver métodos para 

determinação de selênio e de suas espécies em amostras de suplemento 

alimentar e em amostras de levedura Saccharomyces cerevisiae enriquecida 

isotopicamente em 78Se.   

 

2.2. 
Objetivos Específicos 

2.2.1 Determinar o selênio total por calibração externa em amostras de 

suplemento alimentar. 

2.2.2 Determinar o selênio total e suas espécies em amostras de suplemento 

alimentar por diluição isotópica. 

2.2.3 Produzir e caracterização de levedura Saccharomyces cerevisiae 

enriquecida isotopicamente em 78Se. 

2.2.4 Identificar de proteínas em Saccharomyces cerevisiae enriquecida 

isotopicamente em 78Se por HPLC-ESI-Q-TOF-MS. 
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3 
Materiais, equipamentos e métodos 

3.1. 
Reagentes e Soluções 

Para decomposição das amostras, peróxido de hidrogênio foi usado em 

conjunto com HNO3 (ambos da Merck, Darmstadt, Alemanha) purificado por um 

sistema de destilação sub-boiling usando recipiente de quartzo (Duo-PUR, 

Milestone, USA). Água deionizada (tipo I) com resistividade de 18 MΩ cm foi obtido 

de um Sistema Mili-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). Argônio (99,9996%) foi usado 

como gás de plasma, metano (99,995%), amônia (99,999%), oxigênio (99,995%), 

hidrogênio (> 99,99%) foram empregados como gases de reação e hélio 

(99,9995%) como gás de colisão. Todos os gases foram fornecidos pela White 

Martins Ltda (Rio de Janeiro, RJ, Brazil). 

O material de referência certificado de solução padrão de selênio (SRM 

NIST 3149 – National Institute of Standards and Technology, USA) foi usado para 

construção da curva analítica e o material de referência certificado CRM Selm-1 

(Selenium Enriched Yeast, National Research Council Canada, Canadá) foi 

utilizado para fins de validação de metodologia.  

Solução padrão de selênio enriquecido isotopicamente (74Se) (Cambridge 

isotope laboratories) foi utilizado para fins de quantificação. A fração mássica de 

selênio nessa solução padrão foi determinada por diluição isotópica reversa 

utilizando um padrão de Se de abundância natural (~1000 mg kg-1) da Merck 

(Darmstadt, Alemanha). Para o enriquecimento isotópico da levedura 

Saccharomyces cerevisiae foi utilizado um padrão de 78Se (>99%) também da 

Cambridge isotope laboratories. 

Para as separações cromatográficas foram utilizados diferentes reagentes 

para elaboração das fases móveis incluindo solventes orgânicos, pares iônicos e 

tampões como: Metanol (Merck), di-hidrogeno-fosfato de amônio (Merck), citrato 

de amônio (Sigma Aldrich), acetato de amônio (Merck), acetato de tetrabutil 

amônio - TBA (Sigma Aldrich), ácido hepta fluorbutanóico - HFBA (Sigma Aldrich). 
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 Neste trabalho foram utilizadas amostras de suplemento alimentar 

adquiridas no mercado local e amostra de levedura contendo aproximadamente 

2000 mg kg-1 gentilmente fornecida pela empresa Biorigin, São Paulo - Brazil. 

 As amostras de levedura foram submetidas ao processo de extração 

enzimática utilizando diferentes enzimas proteolíticas como Protease XIV (Sigma 

Aldrich) para a determinação de selenometionina e tripsina (Sigma Aldrich) para 

determinação de proteínas mediante extração tríptica. O procedimento de 

digestão enzimática empregando tripsina, requer o emprego de outros reagentes 

como ditiotreitol – DTT (Sigma Aldrich) e ácido trifluoracético (Sigma Aldrich). 

 Uma solução tampão de tris-(hidroximetil)-aminometano - Tris-HCl (Sigma 

Aldrich) foi utilizado em diferentes etapas do procedimento analítico para ajuste 

de pH. 

 Tampão salino (PBS) foi utilizado para extração de proteínas das amostras 

de levedura. Essa solução tampão foi composta por: KCl (0,2 g/L), NaCl (8 g/L), 

KH2PO4 (0,2 g/L), Na2HPO4 (1,15 g/L), pH=7,5. 

 Sulfato de amônio ((NH4)2SO4), Di-hidrogênio fosfato de potássio (KH2PO4) 

e sulfato de magnésio hepta hidratado (MgSO4.7H2O), todos da Sigma Aldrich, 

foram utilizados para o preparo do meio de cultivo utilizado para o 

desenvolvimento das células de Saccharomyces cerevisiae.  

 Iodeto de propídeo foi utilizado para a realização da determinação de 

viabilidade celular. 

 

3.2. 
Equipamentos 

O sistema de digestão de amostra de alta pressão - High Pressure Asher 

(HPA-S), da Anton Paar (Graz, Áustria), foi usado para decomposição das 

amostras e uma balança analítica com resolução de 0,01 mg (model ME 235S), 

da Sartorius (Göttingen, Alemanha), foi usada para preparo das amostras e das 

soluções dos padrões analíticos. 

As medições de selênio total e/ou especiação foram realizadas em dois 

espectrômetros de massas com plasma indutivamente acoplado, dotado de célula 

de reação dinâmica (quadrupolo-DRC II e quadrupolo-NexIon 300X; ambos da 

Perkin Elmer - Sciex, Norwalk, Estados Unidos), um espectrômetro de massas 

com plasma indutivamente acoplado (quadrupolo-CC-7700x; Agilent), um 

espectrômetro de massas com plasma indutivamente acoplado simultâneo 
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(Multicollector-MC; Neptune, Thermo), e um espectrômetro de emissão óptica com 

plasma indutivamente acoplado (Ultima 2; Horiba-Jobin Yvon,). 

O sistema de introdução de amostras foi composto por nebulizador 

concêntrico e câmaras de nebulização ciclônica (exceto para o ICP-MS agilent 

7700x onde foi utilizada uma câmara ciclônica de duplo passo). 

Para a identificação de proteínas foi utilizado um espectrômetro de massas 

com fonte de ionização por eletrospray – ESI-Q-TOF-MS (Impact II, Bruker). 

As separações cromatográficas foram realizadas utilizando um 

cromatógrafo líquido com detecção PDA (modelo LC-10AD, Shimadzu). Colunas 

cromatográficas de diferentes mecanismos de separação foram utilizadas para a 

especiação de selênio bem como a separação de proteínas de selênio, entre elas: 

Fase reversa - C18 Luna; Phenomenex, 150mm x 2mm x 3µm, Troca aniônica 

forte - PRPX-100, Hamilton, 250 mm x 4.1 mm x 10µm e Exclusão por tamanho - 

Superdex 200 10/300 GL e Superdex Peptide HR 10/30.  

Homogeneizador speed mill plus (Analytik jena) foi utilizado para extração 

mecânica de proteínas das amostras de levedura. 

 

3.3. 
Métodos 

3.3.1. 
Selênio total 

 
Preparo das amostras para determinação de selênio total 

Para fins de correção dos resultados analíticos, o teor de umidade das 

amostras, levedura e CRM Selm-1, foi determinado por secagem em estufa a 

105°C seguido de pesagem até peso constante. 

Após determinação da umidade, 0,25 g das amostras (levedura e 

suplemento alimentar) foram pesados em balança analítica com resolução de 0,01 

mg, seguindo o processo de digestão no HPA-S (do inglês High Pressure Asher 

System). Esse equipamento opera em atmosfera de nitrogênio garantindo melhor 

controle de todo o processo de digestão. A decomposição das amostras foi 

realizada de acordo com o programa mostrado na Tabela 1. 
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Tabela 1: Programa de decomposição do HPA-S 

Etapa 
Temperatura 

(°C) 

Rampa 

(min) 

Permanência 

(min) 

1 70 0 0 

2 120 20 0 

3 240 0 60 

 

Após a decomposição das amostras, os frascos foram resfriados até 

temperatura ambiente (21 ± 2) °C seguindo-se adição de água tipo I até a massa 

de 15 g. 

 

 
Condições operacionais do ICP-MS e do ICP OES 

Para a determinação de selênio total nas amostras de suplemento alimentar 

foram utilizados os ICP-MS (DRC II e NexIon) empregando as condições 

experimentais apresentadas na Tabela 2. 

A otimização diária das condições do plasma para equipamentos, foi 

realizada com o uso de uma solução multielementar contendo 1 µg kg-1 de Mg, In, 

U, Ce e Ba, com a finalidade de garantir a sensibilidade instrumental (intensidade 

máxima para Mg: 6000 cps, In: 30000 cps e U: 20000 cps) e manter a formação 

de óxidos (CeO+) e íons dupla carga (Ba2+) inferiores a 3%. 

Adicionalmente, para corrigir possíveis flutuações instrumentais e efeitos 

relacionados a interferências não espectrais, foi empregado um padrão interno 

introduzido em linha através de uma peça “T”. 

 

          Tabela 2: Condições operacionais utilizadas para análises por ICP-MS (DRC II e NexIon) 

Parâmetro DRC II NexIon 

Potência da rádio 

frequência (W) 
1350 

Gás do plasma (L min-1) 15 

Ar auxiliar (L min-1) 1,1 

Ar nebulizador (L min-1) 0,92-0,96 1,0-1,04 

Cones Pt 

Modo de varredura Altura de pico 

Varreduras por leitura 5 

Leituras por replicatas 1 

Replicas 7 
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Dwell time (ms) 50 

Operação do detector Dual 

CH4 (mL min-1) - 0,9 

Rpq - 0,45 

Rpa - 0 

NH3 (mL min-1) 1 - 

Rpq 0,45 - 

Rpa 0 - 

O2 (mL min-1) - 1,6 

Rpq - 0,65 

Rpa - 0 

 

As condições experimentais para a determinação de Se total em suplemento 

alimentar por ICP OES encontram-se na Tabela 3. 

 

Tabela 3: Condições operacionais utilizadas para análises por ICP OES 

Parâmetro Valor 

Potência da rádio frequência 

(W) 

1300 

Gás do plasma (L min-1) 15 

Ar auxiliar (L min-1) 1 

Ar nebulizador (L min-1) 1 

Modo de aquisição Altura de pico 

Pontos para integração 5 

Tempo de integração (s) 1 

Replicatas 7 

Linha espectral (λ) nm / Se(I) 196,026 

  

A determinação de selênio total na amostra de levedura enriquecida 

isotopicamente em 78Se foi realizada num espectrômetro de massas com plasma 

indutivamente acoplado (tipo quadrupolo), Agilent modelo 7700x (Agilent 

tecnologies, Tokyo, Japan) dotado de célula de colisão para correção de 

interferências espectrais (Tabela 4) e num ICP-MS simultâneo (Tabela5), 

(“Multicollector”; MC-ICP-MS; Neptune, Thermo). 
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Para a otimização diária das condições do plasma (ICP-MS, modelo Agilent 

7700x), foi usada uma solução multielementar contendo 1 µg kg-1 de Li, Y, Tl e Ce, 

para garantir a sensibilidade instrumental (intensidade máxima para Li: 10000 cps, 

Y: 20000 cps e Tl: 10000 cps) e manter a incidência de óxidos (CeO+) e dupla 

cargas (Ce2+) inferiores a 3%. 

 

Tabela 4: Condições operacionais utilizadas para análises por ICP-MS (Agilent 7700x) 

ICP-MS (Agilent 7700x) 

Rádio Frequência 1500 W 

Ar Principal  15 L min-1  

Ar Auxiliar 1 L min-1 

Ar Nebulizador 1,13 L min-1 

Sampling depth 6 mm 

Points per peak 3 

Acquisition time por point 4s 

Replicatas 5 

H2  4 mL min-1 

Cell exit -19 V 

Octapole bias -13 V 

QP bias -12 V 

 

As condições operacionais do ICP-MS (MC) foram otimizadas de maneira a 

garantir máxima sensibilidade para uma solução de 1 mg kg-1 de Se e encontram-

se na Tabela 5. 
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Tabela 5: Condições operacionais utilizadas para análises por ICP-MS (MC) 

Parâmetros Valor 

Potência 1300 W 

Ar Principal 15 L min-1 

Ar Nebulizador 1 L min-1 

Ar Auxiliar 0,9 L min-1 

Resolução Baixa 

Número de blocos 1 

Extraction -1998 V 

Source Quad1 -719 V 

Rot-Quad1 0,9 V 

Foc-Quad1 -19,4 V 

Rot-Quad2 -0,1 V 

Source offset -4,0 V 

Configuração dos copos de Faraday 

L-4 L-3 L-2 L-1 C H-1 H-2 H-3 H-4 

74Se 74Se1H 76Se 77Se 78Se 79Br 80Se 81Br 82Se 

 

 

3.3.2. 
Espécies de selênio (selenometionina) 

 
Preparo das amostras para determinação de selenometionina 

O preparo das amostras para a determinação de selenometionina foi 

desenvolvido e validado em trabalho prévio (vide anexos 8.3.2) (SILVA et al., 

2013).  A digestão enzimática com protease XIV foi o método de escolha para o 

tratamento das amostras. Para tanto, 0,25 g de levedura foram devidamente 

pesados em balança analítica e transferidos para tubos de polipropileno seguindo-

se a adição de 5 mL de solução extratora contendo 20 mg de protease. A solução 

resultante foi homogeneizada em vortex por 30 s e incubadas em um agitador 

orbital por 16h a 37ºC e 200 rpm. Após o termino do processo de digestão 

enzimática, as amostras foram centrifugadas por 40 min a 4000 rpm e os 

sobrenadantes foram filtrados em filtros de PVDF de 0,45 m. Os extratos 

resultantes da extração enzimática foram acondicionados em tubos eppendorf de 

1 mL e para garantir uma atmosfera isenta de oxigênio esses tubos foram levados 
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a um fluxo de nitrogênio seguindo seu armazenamento a -20ºC para os estudos 

posteriores. 

 

 
Acoplamento HPLC-ICP-MS 

O desenvolvimento da interface entre a técnica de separação (HPLC) e uma 

técnica de detecção sensível e específica (ICP-MS) é de extrema importância para 

a obtenção de resultados confiáveis em análises de especiação. Uma interface 

“ideal” deve garantir o transporte quantitativo das espécies de interesse da técnica 

de separação à técnica de detecção evitando a degradação/interconversão das 

espécies. Afortunadamente, o desenvolvimento de uma interface que atenda 

essas características no acoplamento entre HPLC e ICP-MS é simples tendo em 

vista que as vazões utilizadas em cromatografia líquida são compatíveis com as 

vazões de amostra comumente empregadas em ICP-MS. Dessa maneira, o 

acoplamento entre essas duas técnicas (Figura 7) foi realizado utilizando um tubo 

peek com diâmetro de 0,18 mm que permitiu a introdução do efluente oriundo da 

coluna cromatográfica no nebulizador do ICP-MS.  

 

 

Figura 7: Acoplamento HPLC-ICP-MS 

 

 
Condições operacionais do HPLC-ICP-MS 

Para realizar a análise de especiação mediante acoplamento HPLC-ICP-

MS, foi utilizado um cromatógrafo líquido Shimadzu modelo LC-10AD. As 

separações das diferentes espécies de selênio presentes nas amostras de 
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levedura foram realizadas utilizando diferentes colunas cromatográficas incluindo 

fase reversa (C18 Luna; Phenomenex, 150mm x 2mm x 3µm), troca aniônica forte 

(PRPX-100, Hamilton, 250 mm x 4.1 mm x 10µm) e exclusão por tamanho 

(Superdex 200 10/300 GL e Superdex Peptide HR 10/30).  

A separação cromatográfica das espécies de selênio foi primeiramente 

realizada em coluna C18 Luna e as condições operacionais do acoplamento 

encontram-se na Tabela 6.  

 

Tabela 6: Condições operacionais do acoplamento HPLC-ICP-MS para especiação de selênio em 
levedura enriquecida isotopicamente (78Se) 

HPLC 

Coluna C18 Luna; Phenomenex 150 mm x 2 mm x 3m 

Pré-coluna; Phenomenex 4 mm x 2 mm 

Fase móvel 
HFBA (0,05 %); MeOH (1%); pH= 

2,49 

Vazão 0,2 mL min-1 

Volume de injeção 5 L 

Modo de eluição Isocrático 

ICP-MS (Agilent 7700x) 

Rádio Frequência 1500 W 

Ar Principal  15 L min-1  

Ar Auxiliar 1 L min-1 

Ar Nebulizador 1,13 L min-1 

H2  4 mL min-1 

Cell exit -19 V 

Octapole bias -13 V 

QP bias -12 V 

 

  

3.3.3. 
Produção da levedura enriquecida isotopicamente 

 
Microorganismos 

Para a produção da levedura enriquecida isotopicamente em 78Se foi 

utilizada uma cepa liofilizada de Saccharomyces cerevisiae certificada da empresa 

ATCC cadastrada no Registro Geral de Microorganismos sob o número P40002.  

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1313037/CA



65 
 

Uma avaliação inicial da levedura foi realizada de acordo com o 

procedimento apresentado na Figura 8 em busca de possível contaminação por 

outros microorganismos. 

 

 

Figura 8: Avaliação inicial de contaminação da cepa de levedura por outros microorganismos 

 

 Inicialmente a levedura liofilizada foi reidratada em meio de cultura do tipo 

Saboraund (líquido) e submetida a crescimento sob agitação por 48h a 30ºC e 200 

rpm. Após esse período o inóculo resultante foi repicado em meio Saboraund ágar 

(sólido) e levado à estufa por 48h. 

 A avaliação da qualidade e da presença de contaminação na cepa de 

saccharomyces cerevisiae foi realizada mediante inspeção visual da placa de 

crescimento onde foi possível observar a presença de colônias uniformes e 

utilizando a câmara de Newbauer foi possível atestar a ausência de outros 

microorganismos. Detalhes mais específicos sobre os meios de cultura utilizados 

neste trabalho serão apresentados a seguir. 

 

 
Meios de Cultivo 

Sabouraud Dextrose Agar 

 

O meio Sabouraud foi utilizado para a avaliação inicial da cepa de 

Saccharomyces cerevisiae. Para tanto, 65 g do meio sólido foi solubilizado em 1L 

de água Tipo II a 50ºC em banho termostático. A composição resultante possui os 

seguintes componentes: Peptona (10 g L-1), dextrose (40 g L-1) e agar (15 g L-1). 
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Yeast Malt Broth (YM Broth) líquido 

 

O meio YM líquido, utilizado para o preparo do inóculo e para a produção 

da biomassa nos estudos iniciais, é composto por: extrato de levedura (3 g L-1); 

extrato de malte (3 g L-1); dextrose (10 g L-1), “peptic digesto of animal tissue” 

(5 g L-1). O preparo do meio de cultura YM Broth foi realizado mediante diluição 

de 10,5 g do meio comercial para um volume final de 490 mL. 

 

Açúcar Mascavo 

 

 De acordo com a literatura (OLIVEIRA, 2006), o açúcar mascavo possui 

os nutrientes necessários para o crescimento e desenvolvimento de leveduras. 

Dessa forma, açúcar mascavo foi utilizado para os estudos iniciais e otimização 

do processo de produção da levedura enriquecida em selênio isotopicamente 

enriquecido. Para tanto, foram preparados dois meios de cultura de acordo com a 

Tabela 7. 

 

Tabela 7: Composição dos meios de cultura à base de açúcar mascavo 

Componentes 
Meio de cultura 

MAS I MAS II 

Açúcar mascavo 40 g L-1 120 g L-1 

(NH4)2SO4 4 g L-1 4 g L-1 

KH2PO4 3 g L-1 3 g L-1 

MgSO4.7H2O 4 g L-1 4 g L-1 

  

 Todos os meios de cultura bem como os materiais utilizados nesse 

trabalho foram submetidos à esterilização em autoclave à 121ºC por 30 minutos. 

 

 
Manutenção das cepas 

A cepa de saccharomyces cerevisiae liofilizada foi reativada com 50 mL de 

meio de cultivo Sabouraud Dextrose líquido esterilizado em frasco Erlenmeyer de 

250 mL e incubadas a 30 °C, sob agitação (200 rpm) por 48 horas. Após este 

período a solução de inoculo foi fracionada e conservada em Sabouraud Dextrose 

líquido e glicerol a -20°C. As culturas de trabalho foram mantidas em tubos 
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contendo meio Sabouraud Dextrose Ágar a 4ºC e foram repicadas para um novo 

meio de cultivo quando necessário. 

 

 
Preparo do Inoculo 

O preparo do inoculo foi realizado mediante a transferência de uma colônia 

de células contidas em um tubo inclinado (cultura de trabalho) para 50 mL de meio 

YM líquido contido em frasco de erlenmeyer. O frasco foi incubado sob agitação 

em incubador do tipo Shaker a 30°C e 120 rpm inicialmente por 24 horas. Após o 

estudo cinético do inoculo, esse tempo de incubação foi diminuído para 20 horas.  

Uma vez otimizado e selecionado o meio de cultivo, o inoculo foi preparado 

como descrito acima, porém utilizando o meio de cultivo otimizado em vez de YM.  

 

 
Viabilidade celular 

A medição da viabilidade celular foi realizada utilizando a citometria de fluxo. 

A viabilidade é um indicativo da atividade celular, expressa em porcentagem de 

acordo com a seguinte equação: 

 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 (%) =
𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖á𝑣𝑒𝑖𝑠

𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖á𝑣𝑒𝑖𝑠 + 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑛ã𝑜 𝑣𝑖á𝑣𝑒𝑖𝑠
× 100 

 

Iodeto de propídeo foi utilizado como sonda fluorescente para avaliar a 

integridade da parede celular das células de levedura, onde apenas as células 

mortas são reativas ao iodeto de propídeo sendo detectadas pelo citômetro de 

fluxo. 

 

 
Preparo do padrão isotópico 

Para o preparo da solução de selênio isotópico (78Se), 0,4958 g do padrão 

sólido foram cuidadosamente pesados e levados à digestão com HNO3 a quente 

seguindo a adição de água tipo I para um volume final de 40 mL. 

Uma alíquota da solução de padrão isotópico foi evaporada em chapa de 

aquecimento para eliminação do HNO3 seguindo-se a adição de HCl com posterior 

aquecimento a 80ºC por 40 minutos. Esse procedimento foi necessário para 
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converter o selênio eventualmente presente na forma de selenato para sua forma 

reduzida, selenito. 

 

3.4. 
Preparo das amostras de levedura Saccharomyces cerevisiae 
para identificação de proteínas 

3.4.1. 
Extração das proteínas 

Aproximadamente 0,1 g de levedura foram submetidos à extração aquosa 

de proteínas utilizando 3 procedimentos distintos, a saber: 

 

Procedimento 1: As amostras de levedura foram ressuspensas em 700 L 

de tampão salino PBS a 4ºC. A seguir a suspensão obtida foi transferida para o 

frasco de ruptura com 400 L de micro bolas de vidro. O frasco de ruptura foi 

levado ao homogeneizador speed mill plus utilizando dois ciclos de ruptura de 1 

minuto intercalados por pausa de 1 minuto entre os ciclos; a seguir as micro bolas 

de vidro foram retiradas da amostra previamente à etapa de centrifugação. 

Procedimento 2: As amostras de levedura foram ressuspendidas em 700 

l de solução de acetato de amônio (NH4Ac) 0,05 mol L-1. A seguir as amostras 

foram submetidas à extração assistida por uma sonda de ultrassom, em banho de 

gelo, intercalando 5 ciclos de sonicação com duração de 30 s. Para avaliar a 

influência do NH4Ac sobre a extração de proteínas, uma das amostras de levedura 

foram submetidas à sonicação logo após a ressuspensão enquanto outra amostra 

foi deixada por 1 h na solução de NH4Ac previamente à etapa de extração. 

Procedimento 3: Neste procedimento as amostras de levedura foram 

ressuspensas em 700 l de água tipo I e levadas a extração em banho ultrassom 

por 3h. 

Após a etapa de extração as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm a 

4ºC e os extratos obtidos foram armazenados em porções individuais de 200 L 

em tubos eppenderof e armazenados a -20ºC para posterior análise. 

 

3.4.2. 
Determinação de proteínas em amostras de levedura 

Após a extração aquosa das proteínas presentes nas amostras de levedura, 

a análise dos extratos aquosos foi realizada mediante HPLC (Agilent modelo 
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1100) com detecção ultravioleta e o com acoplamento HPLC-ICP-MS. Para tanto, 

foram utilizadas as condições cromatográficas apresentadas na Tabela 8. 

 

Tabela 8: Condições operacionais para obtenção do perfil proteico por SEC-HPLC 

HPLC-DAD (Agilent 1100) 

Coluna Superdex 200 10/300 GL 

Equação de calibração da coluna 
y= -0,0877x + 6,9236 

R2 = 0,9709 

Fase móvel Acetato de amônio 0,05 mol L-1 

Vazão 0,6 mL min-1 

Volume de injeção 50 L 

Modo de eluição Isocrático 

Comprimento de onda 280 nm e 245 nm 

 

As mesmas condições cromatográficas foram usadas, tanto para a detecção 

DAD como para a detecção com o ICP-MS, usando o acoplamento HPLC-ICP-

MS. As condições operacionais do ICP-MS empregadas para o monitoramento 

dos isótopos de selênio as descritas na Tabela 4. 

 

3.4.3. 
Digestão tríptica 

Os extratos proteicos obtidos pela extração assistida por ultrassom foram 

analisados por HPLC-ICP-MS empregando uma coluna de exclusão por tamanhos 

(SEC) e as frações correspondentes às proteínas de 12 kDa foram coletadas e 

liofilizadas e armazenadas a -20ºC. 

As frações liofilizadas foram reconstituídas com 100 L de água tipo I e 

tiverem seu teor proteico determinado por espectrometria UV-Vis (280 nm) 

utilizando um padrão de albumina para construção da curva analítica. Essa 

determinação se fez necessária afim de atender a relação estequiométrica 

recomendada para a digestão tríptica; neste trabalho utilizou-se uma relação 

proteína:tripsina de 100:1. 

Para realização da digestão tríptica, 20 L de solução de ditiotreitol (DTT) 

0,2 mol L-1 foram adicionados à fração proteica reconstituída, a amostra foi 

armazenada em ausência de luz por 1,5 h. O DTT é responsável por desnaturar 

as proteínas presentes na amostra rompendo as ligações S-S e Se-S. 
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Após esse período 20L de solução 0,2 mol L-1 de iodoacetamida foram 

adicionados à amostra e de maneira similar à etapa anterior, as amostras foram 

levadas ao escuro por 1,5h. A iodoacetamida é a responsável por realizar a 

alquilação (proteção) dos pontos de ruptura na estrutura proteica produzida pela 

adição do DTT. 

Uma solução de tripsina (20 mg mL-1, pH=8) foi preparada com adição de 1 

x 10-4 mol L-1 de Ca para evitar a auto hidrólise da tripsina. Por fim, 0,1 mL da 

solução de tripsina foi adicionado à amostra e esta foi levada para um banho 

termostatizado a 37ºC por 16h. Após esse período, o pH da amostra foi reduzido 

para 2 pela adição de uma solução de ácido trifluoracético (TFA) com o objetivo 

de desnaturar a tripsina. A solução resultante da digestão tríptica foi deixada em 

atmosfera de nitrogênio e armazenada a -20ºC para posterior análise. 

O extrato peptídico, obtido pela digestão tríptica da fração proteica, foi 

analisado mediante o emprego do HPLC com espectrômetro de massas (ESI-Q-

TOF-MS) utilizando as condições experimentais apresentadas na Tabela 9. 

 

Tabela 9: Condições operacionais do acoplamento HPLC-ESI-Q-TOF-MS para a análise do extrato 
peptídico  

Parâmetros Valor 

Fase Móvel A Ácido fórmico 0,1 % em água 

Fase Móvel B Ácido fórmico 0,1 % em Acetonitrila 

Gradiente 

3 min  

75 min 

80 min 

85 min 

90 min 

2 % Fase B 

40% Fase B 

40 % Fase B 

80 % Fase B 

2 % Fase B 

Vazão 150 L min-1 

 

 A interpretação dos dados obtidos experimentalmente para o digerido 

tríptico foi realizada utilizando o software MassMatrix (XU; FREITAS, 2007, 2008; 

XU; YANG; FREITAS, 2008; XU; ZHANG; FREITAS, 2008) principalmente devido 

à complexidade dos dados obtidos pela espectrometria de massas molecular. O 

software Massmatrix utiliza um algoritmo de busca de fragmentos de íons gerados 

pela espectrometria de massas orgânica e interpreta as possíveis transições 

encontradas referentes ao íon molecular do analito de interesse, utilizando para 

isso, banco de dados disponíveis em plataformas como a UNIPROT. Para a 

interpretação dos dados experimentais obtidos na análise do estrato tríptico foi 
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utilizado o proteoma UP000002311 que corresponde ao levantamento proteômico 

de uma cepa de saccharomyces cerevisiae ATCC 204508 / S288c (disponível em 

www.uniprot.org/proteomes). 
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4 
Resultados e Discussão 

4.1. 
Determinação de selênio total em suplemento alimentar por ICP-
MS do tipo quadrupolo com célula de reação dinâmica (DRC II e 
NexIon) (por curva analítica) 

Diferentes abordagens foram estudadas para suprimir as interferências 

espectrais sobre os isótopos de selênio empregando a célula de reação dinâmica, 

de forma a encontrar as melhores condições instrumentais para a determinação 

de selênio em levedura selenizada. Para tanto, dois equipamentos (DRC II e 

NexIon) com diferentes opções de gases de reação e colisão foram utilizados, 

sendo amônia, metano e oxigênio usados como gás de reação no ICP-MS modelo 

DRC II e hélio como gás de colisão no ICP-MS modelo NexIon. A quantificação 

do selênio nas amostras foi realizada mediante curva de calibração externa 

utilizando Ga como padrão interno. 

 

4.1.1. 
Otimização das condições operacionais da célula de reação dinâmica 

Embora estudos univariados para fins de otimização sejam amplamente 

utilizados, seu emprego inadequado pode resultar em erros na determinação das 

condições operacionais mais adequadas, principalmente por não considerar 

possíveis efeitos de interação entre as variáveis que compõem os estudos de 

otimização. 

De forma a verificar se a interação entre a vazão do gás de reação e o 

parâmetro de rejeição q, Rpq, foi estatisticamente significativa um planejamento 

composto central foi realizado medindo a intensidade de sinal obtida para o branco 

e para uma solução de amostra contendo 25 µg kg-1 de selênio. De acordo com 

Tanner e colaboradores (TANNER; BARANOV; BANDURA, 2002) o limite de 

detecção estimado (DRCLOD), obtido pela equação 23 (modificada), pode ser 

utilizado como critério para otimização da célula de reação dinâmica. É importante 

mencionar que DRCLOD não expressa o limite de detecção do método, mas 
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somente uma ferramenta utilizada para fins de validação das condições 

experimentais da célula de reação dinâmica. 

AmostraSaolução
Branco

amostraSolução

Branco

LOD C
II

I
DRC 






3    Eq.23 

Amônia como gás de reação (ICP-MS DRC II) 

Previamente a realização de um estudo multivariado das condições 

operacionais da célula de reação dinâmica foi realizado um estudo univariado da 

vazão do gás de reação mantendo o parâmetro de rejeição q fixo em 0,4. Nesse 

estudo foram utilizadas uma solução de branco (HNO3 2%) e uma solução de 

levedura selenizada com uma fração mássica final de 25 µg kg-1, monitorando a 

razão massa/carga 80. 

 

Figura 9: Efeito da vazão de NH3 sobre o sinal obtido para m/z 80 (Rpq = 0,4).  
 

Como pode ser observado na Figura 9, o aumento da vazão de NH3 reduz 

drasticamente a intensidade obtida para as soluções de branco e amostra. Com o 

ICP-MS operando em modo padrão, ou seja, sem adição do gás de reação, foram 

observadas intensidades de aproximadamente 5.000.000 cps para ambas as 

soluções e 200 cps e 7.600 cps para as soluções de branco e amostra, 

respectivamente, com uma vazão de NH3 de 1,2 mL min-1. Em vazões maiores do 

gás de reação a intensidade obtida para amostra continuou decaindo enquanto 

que a intensidade obtida para o branco se manteve razoavelmente constante. 

Provavelmente esse comportamento deva-se ao fato da reação entre a amônia e 

o selênio ser termodinamicamente favorável (BOUCHOUX; RASHAD; HELAL, 

2012). 
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 Bouchoux et al. (BOUCHOUX; RASHAD; HELAL, 2012) realizaram uma 

investigação teórica das interferências sobre os isótopos de selênio em ICP-MS e 

reportaram que a formação de SeNH3
+ (ou HSeNH2

+) e NH4
+corresponde a um 

processo exotérmico de -240 e  -50 kj mol-1 respectivamente sendo sugerido um 

mecanismo em duas etapas para esta reação como mostrado nas equações 24 e 

25: 

 

  33 SeNHNHSe      Eq.24 

  423 NHSeNHSeNH

     Eq.25

 

 Essas reações são termodinamicamente favoráveis de ocorrer dentro da 

célula de reação dinâmica e estão em concordância com o comportamento 

experimental reportado por Sucharová (SUCHAROVÁ, 2011). De acordo com 

esse trabalho, amônia é um bom agente formador de cluster, capaz de gerar 

espécies de fórmula geral M(NH3)n
+ ou produtos de condensação iônica como 

M(NH)(NH3)n
+ ou M(NH2)(NH3)n

+. 

Embora o fato da reação do selênio com amônia ser termodinamicamente 

favorável, o que é um aspecto indesejável na resolução de interferências 

espectrais empregando a tecnologia da célula de reação dinâmica, neste caso, a 

reação da amônia com a espécie interferente (40Ar40Ar) possui uma velocidade de 

reação maior em relação à sua reação com o analito (80Se), permitindo seu uso 

para fins analíticos. 

A reação entre 40Ar40Ar+ e NH3 é proposta por ocorrer por transferência de 

carga de acordo com a equação abaixo, uma vez que o potencial de ionização do 

40Ar40Ar+ (14,456 eV) é maior que o potencial de ionização do NH3 (10,16 eV) 

(BOUCHOUX; RASHAD; HELAL, 2012; D’ILIO et al., 2011).  

 

  3232 NHArNHAr
    Eq.26 

  

Após o estudo univariado da vazão de amônia, foi realizado o planejamento 

experimental (planejamento composto central) tendo como variáveis, além da 

vazão de amônia, o parâmetro de rejeição q – Rpq. Como resultados da 

otimização multivariada, obteve-se o gráfico de pareto e a superfície de resposta 

apresentados na Figura 10 
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Figura 10: (A) Gráfico de Pareto e (B) superfície de resposta obtida pelo design composto central do 
Rpq e da vazão de NH3. 

 

Como pode ser observado na Figura 10A, os termos linear e quadrático do 

parâmetro de rejeição q, Rpq, apresentaram significância estatística a um nível de 

confiança de 95% sobre o limite de detecção estimado (DRCLOD) enquanto que a 

vazão de amônia não influenciou de forma significativa o limite de detecção 

estimado na faixa estudada.  

Este comportamento era esperado uma vez que o limite inferior (0,5 mL min-

1) e o limite superior (1,5 mL min-1) para vazão de amônia e Rpq do planejamento 

composto central foram selecionados levando em consideração os valores obtidos 

em estudo univariado, no qual a intensidade obtida para m/z 80 na solução do 

branco permanece constante, garantindo que a incidência da espécie interferente 

40Ar40Ar+
 não influenciaria o estudo multivariado. A Figura 10B mostra a superfície 

de resposta na qual é possível identificar as melhores condições operacionais da 

célula de reação dinâmica, que apresentaram menores valores de limite de 

detecção estimado com Rpq de 0,4 e vazão de amônia de 1 mL min-1. 

 

Metano como gás de reação (ICP-MS Nexion) 

De acordo com Tanner e Barannov (TANNER; BARANOV; BANDURA, 

2002), metano pode ser usado como gás de reação levando a reações com 

espécies poliatômicas de argônio. D’llio et al. (D’ILIO et al., 2011) mencionaram 

que a reação entre CH4 e 40Ar40Ar+ ocorre mediante mecanismo de transferência 

de carga uma vez que o potencial de ionização do CH4 é 12,6 eV, menor do que 

o potencial de ionização do 40Ar40Ar+ (aproximadamente 14,4 eV) e pode ser 

confirmado por dados termodinâmicos. 

 

Estimativa do efeito padronizado (Valores absolutos) 
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)181( 1

442

  molkJHCHArArCHAr

 (5)

 

)10( 1

342

  molkJHHCHArArCHAr

  (6) 

  

Dessa forma, é esperado que esse gás de reação seja adequado para 

eliminar as espécies interferentes, principalmente o dímero de argônio, sobre os 

isótopos de selênio.  

O mesmo protocolo de otimização usado para o estudo da NH3 como gás 

reação foi empregado para avaliar a capacidade do CH4 em eliminar as 

interferências espectrais sobre o isótopo 80Se e novamente o fator de interação 

entre a vazão do gás de reação (CH4) e o Rpq não apresentou significância 

estatística (resultados não apresentados aqui). 

Na Figura 11 é apresentado o comportamento do metano como gás de 

reação sobre a m/z 80, usando uma solução branco de HNO3 2% e uma solução 

de amostra de levedura (25 µg kg-1 em Se). 

 

Figura 11 Efeito do CH4 como gás de reação sobre o sinal obtido para a m/z 80 (Rpq = 0,45) 

 

 Como esperado, quando o equipamento opera no modo padrão, ou seja, 

sem adição de qualquer gás de reação, as intensidades obtidas para as soluções 

de branco e amostra são da mesma ordem de grandeza, aproximadamente 

10.000.000 cps, devido a alta incidência de espécies interferentes geradas por 

reações de recombinação entre íons de argônio e outras espécies presentes na 

atmosfera do plasma. Como pode ser observado na Figura 11, a intensidade para 
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ambas soluções foi reduzida até a completa discriminação entre as intensidades 

obtidas para o branco a amostra em uma vazão de CH4 de aproximadamente 0,5 

mL min-1. Para a solução de amostra, a intensidade obtida manteve-se 

razoavelmente constante sendo que em vazões de CH4 superiores a 1 mL min-1 o 

sinal analítico começou a decair. 

 Algumas considerações podem ser realizadas baseando-se nos dados 

experimentais obtidos por esse trabalho. A reação entre metano e o dímero de 

argônio (40Ar40Ar+) é termodinamicamente favorável, como pode ser evidenciado 

pela completa distinção entre intensidades obtidas para as soluções estudadas. 

Porém, uma questão ainda permanece acerca da redução observada para a 

solução de amostra em vazões de CH4 superiores a 1,0 mL min-1. Uma provável 

explicação é que, em altas vazões do gás de reação, processos colisionais dentro 

da célula de reação dinâmica, são responsáveis pela desfocalização dos íons de 

selênio do feixe iônico, provavelmente pelo aumento da pressão interna do 

compartimento onde está localizada a célula resultando assim, num aumento 

significativo das colisões não efetivas.  Dessa forma, a otimização da vazão do 

gas de reação deve ser encontrar uma condição de compromisso entre a eficiência 

da reação e a redução do sinal analítico por processos colisionais.  

 

Oxigênio como gás de reação (ICP-MS Nexion) 

Uma abordagem interessante que pode ser empregada para resolução de 

interferências espectrais em ICP-MS dotado de célula de reação dinâmica, é a 

possibilidade de emprego de um gás de reação que altere a m/z do analito de 

interesse para outra mediante reação de transferência, permitindo a detecção do 

elemento de interesse livre de interferências em outra m/z. Comumente, oxigênio 

é usado para este fim (DA SILVA; ARRUDA, 2013; STÜRUP; BENDAHL; 

GAMMELGAARD, 2006). A reação entre selênio e oxigênio, gerando a espécie 

SeO permite a determinação desse elemento monitorando a m/z 96, sem a 

presença indesejável da espécie interferente 40Ar40Ar.  De fato, selênio reage com 

oxigênio de acordo com a seguinte equação: 

)24( 1

22

  molkJHOSeOOSe

  Eq.27 

 Nas Figuras 12A e 12B são apresentados experimentos univariados 

realizados para avaliar a aplicabilidade dessa abordagem para determinação de 

selênio total em amostras de levedura. 
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Figura 12: Efeito do O2 como gás de reação sobre o sinal obtido para (A) m/z 96 (80Se16O) e (B) m/z 
80 (80Se) (Rpq = 0,65). 

 

 Na Figura 12A é apresentado o comportamento obtido quando oxigênio foi 

usado como gás de reação para converter 80Se em 80Se16O, monitorando a m/z 

96. Como pode ser observado, vazões maiores de O2 promovem uma maior 

conversão do 80Se+ em 96SeO+, sendo encontrado um máximo em 0,6 mL min-1 de 

O2 seguindo um decréscimo das intensidades obtidas sendo que para a solução 

do branco a intensidade apresenta redução em toda faixa estudada. A razão 

sinal/fundo – SBR (do inglês signal to background ratio) foi avaliada tendo seu 

valor máximo localizado numa vazão de O2 de 1,6 mL min-1(resultados não 

apresentados aqui). 

A reação entre selênio e oxigênio dentro da célula de reação dinâmica não 

é completa, sendo somente uma fração do selênio total convertida em SeO+. 

Dessa forma, a eficiência de reação foi estimada em aproximadamente 10%, 

A 

B 
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medindo as intensidades obtidas para a solução do branco, de acordo com a 

equação 11. Essa eficiência de reação está em concordância com trabalhos 

publicados na literatura (STÜRUP; BENDAHL; GAMMELGAARD, 2006).  

 

100% 



SeSeO

SeO

II

I
SeO      Eq.28 

 

Onde: 

ISeO= Intensidade líquida na m/z 96   

ISe = Intensidade líquida na m/z 80 

 

 A Figura 12B mostra o perfil reacional do oxigênio atuando como gás de 

reação eliminando as interferências poliatômicas sobre o isótopo 80Se, 

principalmente 40Ar40Ar e o comportamento apresentado foi similar ao obtido com 

amônia. Günther and Hattendorf (HATTENDORF; GÜNTHER, 2003) 

mencionaram que O2 reage com 40Ar40Ar+ por transferência de carga de acordo 

com o seguinte mecanismo: 

1

22

4040 234   molkJHOArArOArAr Eq.29 

 A reação entre O2 e Se também pode ocorrer porém em menor extensão 

sendo o H de -24 kJ mol-1 (BANDURA et al., 2006; HATTENDORF; GÜNTHER, 

2003), Dessa forma, o emprego de oxigênio possibilita a determinação de selênio 

como 80Se+ ou 80Se16O+, sendo o analista responsável pela escolha mais 

adequada.  Assim, a determinaçao de Se monitorando as m/z 80 e 96 foi realizada 

nos experimentos posteriores. 

 

Hélio como gás de colisão (ICP-MS Nexion) 

 

De acordo com o fabricante, o ICP-MS modelo NexIon é capaz de operar 

nas modalidades de reação e colisão. No modo colisão, um gás (hélio, xenônio ou 

hidrogênio) é adicionado na célula para eliminar as interferências mediante a 
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discriminação de energia cinética entre o interferente e o analito de interesse. 

Nesse trabalho, hélio foi avaliado como gás de colisão monitorando uma solução 

de HNO3 2% como branco, uma solução padrão contendo 50 µg kg-1 em selênio 

e amostra de levedura fortificada com 100 µg kg-1 de Se. O resultado desse estudo 

é apresentado na Figura 13. 

 

 

Figura 13: Efeito do hélio como gás de colisão sobre as intensidades obtidas para m/z 80 

  

 Como pode ser observado na Figura 13, as intensidades obtidas para as 

soluções do branco e amostra apresentam uma diminuição drástica de 

aproximadamente 5 ordens de magnitude quando o gás de colisão tem sua vazão 

aumentada de 0 mL min-1 para 7 mL min-1. Nessa abordagem não foi possível 

discriminar as intensidades obtidas para nenhuma das soluções analisadas. 

Provavelmente esse fato é devido à forte desfocalização dos íons de selênio do 

feixe iônico por colisões com hélio. Dessa forma, o ICP-MS operando no modo 

colisão não foi capaz de resolver os problemas relacionados com a alta incidência 

de interferências poliatômicas sobre o isótopo mais abundante de selênio, 80Se. 

 

4.1.2. 
Validação e aplicação analítica 

Os parâmetros de mérito analítico constituem as características intrínsecas 

ao método desenvolvido, sendo esses parâmetros responsáveis por fornecer ao 

analista uma ideia real da aplicabilidade do método proposto em relação a faixa 

linear de trabalho, repetibilidade e reprodutibilidade, limites de detecção e 
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quantificação, dentre outras características dependentes do tipo de matriz a ser 

analisada bem como do arranjo instrumental empregado. 

A linearidade é comumente avaliada pelo coeficiente de determinação, R2, 

obtido pela regressão empregando o método dos mínimos quadrados ordinários. 

Esse coeficiente expressa a adequabilidade de um modelo matemático em se 

ajustar aos dados reais obtidos experimentalmente e quanto mais próximo da 

unidade (R2 = 1) maior é o indício de esse modelo matemático, geralmente uma 

equação linear de fórmula geral 𝑓(𝑥) = 𝑎𝑥 + 𝑏, é adequado para o fim proposto. 

Para as abordagens estudadas neste trabalho o coeficiente de determinação foi 

superior a 0,995 sendo dessa forma, a linearidade adequada para fins analíticos. 

O limite de detecção foi obtido empregando o critério de 3 (sendo  o 

desvio padrão de 10 leituras independentes do branco) da concentração do 

branco. A Tabela 10 apresenta os limites de detecção instrumentais obtidos para 

as diferentes abordagens (diferentes gases de reação) estudadas nesse trabalho. 

 

Tabela 10: Condições operacionais e figuras de mérito analítico do método para determinação de 
Se em levedura. 

Abordagem 

Vazão do 

gás de 

reação  

(mL min-1) 

Rpq 

Repetibilidade 

Instrumental 

(%) 

LOD*  

(µg kg-1) 

Metano (80Se) 0,9 0,45 1,6 0,01 

Oxigênio 

(80Se16O) 
1,6 0,65 2,9 0,03 

Oxigênio (80Se) 1,6 0,65 3,0 0,06 

Amônia (80Se) 1,0 0,45 1,7 0,1 

Modo padrão 

(82Se) 
- - 2,2 0,2 

*Limite de detecção instrumental 

 

Como pode ser observado na tabela, o menor limite de detecção foi obtido 

empregando metano como gás de reação, principalmente devido a reação 

especifica com as espécies interferentes, principalmente 40Ar40Ar+ que faz com 

que o sinal do selênio permaneça constante. Esse comportamento não foi 

observado quando amônia ou oxigênio foram empregados como gás de reação 
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embora ambos reduzam a incidência de espécies interferentes. Ao se comparar  

a Figura 9 e a Figura 12 pode ser observado que NH3 e O2 também reagem com 

selênio reduzindo a intensidade do sinal e consequentemente depreciando os 

limites de detecção.  

Embora a abordagem que consiste na reação de transferência do 80Se para 

80Se16O tenha apresentado baixa sensibilidade (aproximadamente 10% de 80Se é 

transformado em 80Se16O), esta resultou em menor LOD quando comparado com 

os gases amônia e oxigênio, monitorando o 80Se principalmente devido ao alto 

SBR obtido. 

Um dos aspectos mais importantes no desenvolvimento de métodos 

analíticos é a garantia de ausência de interferências, não somente espectrais, mas 

também as não espectrais, que são principalmente, devido a efeitos inerentes ao 

sistema de introdução de amostras, efeito espaço-carga e flutuações 

instrumentais. De maneira a verificar e corrigir esses efeitos indesejáveis, 

diferentes padrões internos foram avaliados, como pode ser visto na Figura 14. 

Os isótopos escolhidos para este fim foram 69Ga, 88Sr, 103Rh e 115In. A adição do 

padrão interno foi realizada em linha mediante uma peça em T utilizando amônia 

como gás de reação. 

  
Figura 14: Avaliação de padrão interno para correção de interferência não espectral  

 

Como pode ser observado na Figura 14, o emprego de padrão interno leva 

a um pequeno aumento na concordância com o valor certificado. Este 

comportamento já era esperado devido ao alto fator de diluição utilizado enquanto 

que a ligeira diferença encontrada entre os diferentes padrões internos estudados 

se deve principalmente às diferentes propriedades químicas como, por exemplo, 
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o 1° potencial de ionização. Dessa forma, Ga foi escolhido como padrão interno 

para os estudos subsequentes. 

A Tabela 11 mostra os resultados obtidos pela análise da amostra de 

levedura empregando as diferentes abordagens estudadas neste trabalho e por 

ICP OES usando um método previamente desenvolvido (condições operacionais 

apresentadas na Tabela 3).  

 

Tabela 11: Fração mássica de selênio em levedura enriquecida. Resultados expressos como 

)05.0;5(  pnUx   

Métodos 
Levedura comercial 

(mg kg-1) 

MRC Selm-1 (2059±64) 

mg kg-1 

Metano (80Se) 2136 ± 111  2141 ± 139 (104%)  

Amônia (80Se) 2187 ± 209  2048 ± 105 (99%)  

Oxigênio (80Se) 2298 ± 176  2137 ± 181 (104%)  

Oxigênio (80Se16O) 2286 ± 173  2122 ± 204 (103%)  

Modo padrão (82Se) 2171 ± 131  -  

ICP OES (196 nm) 2169 ± 107  2048 ± 69 (99%)  

 

Os resultados obtidos para o MRC Selm-1 por ICP-MS empregando 

diferentes gases de reação apresentaram bom grau de concordância com o valor 

certificado com exatidão entre 99% e 104%. Comparando os resultados obtidos 

por ICP OES e as abordagens estudadas em ICP-MS, todos os resultados foram 

estatisticamente similares considerando a faixa de incerteza. 

A incerteza de medição foi obtida empregando o conceito de propagação de 

erros de acordo com ISO GUM (JCGM, 2008). As fontes de incerteza 

consideradas nesse trabalho foram: 𝑖) fração mássica de selênio na solução 

analítica (uc0); 𝑖𝑖) repetibilidade instrumental (urep); 𝑖𝑖𝑖) diluição da amostra (udf) e 

𝑖𝑣) tratamento da amostra (ust) sendo as maiores fontes de incerteza a 

repetibilidade e a  incerteza associada à curva analítica. As fontes de incerteza 

bem como a relação entre elas são apresentadas no diagrama de Ishikawa (Figura 

15). Informações mais detalhadas sobre os cálculos de incerteza estão 

disponíveis no ANEXO desse trabalho. 
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Figura 15: Diagrama de Ishikawa e a relação entre as fontes de incerteza 

 

 A influência das fontes individuais sobre a incerteza combinada é mostrada 

na Fig. 16.  

 

 

Figura 16 Influência de cada fonte sobre a incerteza global com diferentes gases de reação (A) 
Oxigênio - 80Se, (B) Oxigênio – SeO, (C) Metano e (D) Amônia. 

 

 Como esperado as fontes de incerteza que apresentaram maior influência 

sobre a incerteza padrão combinada foram a repetibilidade instrumental e a fração 

mássica de selênio na solução analítica, seguidas pela incerteza do tratamento da 

amostra. O emprego da abordagem gravimétrica para diluição das amostras 

resultou numa contribuição insignificante dessa fonte para a incerteza combinada. 
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 A influência do gás de reação sobre a incerteza pode ser avaliada pela 

repetibilidade instrumental como pode ser visto na Fig 14.  O gás de reação que 

mostrou o menor impacto sobre a incerteza padrão combinada foi o metano (Fig 

14C). 

O maior impacto sobre o valor da incerteza expandida foi encontrado para 

oxigênio e amônia como gases de reação, que pode ser atribuído ao fato desses 

gases reagirem com selênio elevando a variabilidade do método analítico. 

A metodologia desenvolvida (usando NH3 como gás de reação) foi aplicada 

para a avaliação de conformidade de suplementos alimentares adquiridos no 

comercio local. Os resultados são apresentados na Tabela 12. 

 

Tabela 12: Fração mássica de selênio em suplementos alimentares comerciais. Resultados 
expressos como µg por comprimido; �̅� ± 𝑈 (k=2; n=5).  

Amostras 

Conc. 

Selênio 

g/compr. 

Variação 

dentro do 

frasco (%) 

Menor 

conc. 

 

Maior 

conc. 

 

Discrepância 

do valor 

informado (%) 

Marca A 

(2.25 µg)* 
1.6 ± 0.1  6 1.5 1.7 -29 

Marca B 

(N.I)** 
0.25 ± 0.02 8 0.23 0.27 - 

Marca C (34 

µg) 
42,0 ± 8,1  19 34 50 +23  

Marca D (34 

µg) 
39,2 ± 6,0 15 33 45 +15  

*Valor rotulado 27 µg por 12 comprimidos ** Não informado  

 

Em 2003, a Agência de Vigilância Sanitária (ANVISA) publicou a resolução 

(RDC nº 360) estabelecendo os requerimentos técnicos para a rotulagem de 

alimentos embalados, bem como de suplementos alimentares. Esse documento 

apresenta aspectos sobre informações nutricionais, permitindo uma tolerância de 

+20% na discrepância entre o valor real da propriedade nutricional (por exemplo, 

g Se por comprimido) e o valor declarado no rótulo (ANVISA, 2003).  

De acordo com o critério adotado pela legislação brasileira (ANVISA, 2005), 

as marcas C e D podem ser consideradas adequadas para o consumo 

considerando a incerteza de medição. Embora os resultados encontrados para a 
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marca A correspondam a apenas a 71% do valor informado no rótulo, essa 

amostra não pode ser considerada inapropriada para o consumo de acordo com 

a legislação, uma vez que a RDC nº 360 não preconiza discrepâncias negativas 

em relação ao valor constante no rótulo. 

No Brasil, a ingestão diária recomendada de selênio é 34 g para adultos 

(ANVISA, 2005) embora esse valor permitido possa ser diferente de acordo com 

o país ou com a autoridade (BAGHURST, 2005; HØYBRÅTEN, 2012; INSTITUTE 

OF MEDICINE, 2000; WHO; FOOD AND AGRICULTURAL ORGANIZATION OF 

THE UNITED NATIONS, 2004). Então, de acordo com a recomendação da 

ANVISA, as amostras de suplementos alimentares das marcas analisadas não 

representam um risco real à saúde dos consumidores. 

De maneira a realizar uma avaliação mais criteriosa dos resultados 

encontrados, um estudo da incerteza de medição foi realizado (Fig.17).  

 

 

Figura 17: Contribuição das fontes individuais de incerteza. 
*udentro frasco: representa a variação entre os comprimidos da mesma marca; u dil amostra: diluição da 

amostra; uCo: Fração mássica de Se na solução analítica; urep: Repetibilidade instrumental; udil 

padrão: diluição dos padrões. 

 

Nesse estudo a incerteza combinada é fracionada em suas componentes 

individuais tornando possível a avaliação da contribuição individual de cada fonte 

de incerteza para o resultado final. Como podem ser observadas na Figura 17, as 

marcas C e D apresentaram maior variabilidade entre os comprimidos 

contribuindo com aproximadamente 50% e 80%, respectivamente, para o valor da 

incerteza de medição. 

Em geral a contribuição das fontes de incerteza referentes ao método 

analítico não contribuíram de maneira significativa para o resultado final, exceto 
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para o suplemento alimentar da marca B, no qual a fração mássica de selênio na 

solução analítica - uCo, contribuiu com aproximadamente 80% do valor da 

incerteza, principalmente por que nesta amostra, a concentração de Se foi 

relativamente baixa. 

Apesar do fato dos resultados encontrados para as amostras analisadas 

estarem em conformidade com a legislação, a significativa variação entre os 

frascos, próximo a 20%, ressalta a necessidade de um controle mais rigoroso no 

processo de produção dos suplementos alimentares, uma vez que, além da 

estreita faixa entre a essencialidade e a toxicidade, a regulamentação para os 

suplementos alimentares é menos rígida que as leis que regulamentam a 

prescrição de medicamentos. 

 

  

4.2. 
Determinação de selênio total em suplemento alimentar por ICP-
MS do tipo quadrupolo com célula de reação dinâmica (DRC II) 
(por diluição isotópica) 
 

Para determinação da razão isotópica de selênio foi realizada a otimização 

da célula de reação dinâmica empregando amônia como gás de reação. Essa 

otimização foi necessária uma vez que as condições operacionais da célula de 

reação encontradas para determinação de selênio total utilizando amônia como 

gás de reação não forneceram uma medição confiável da razão isotópica. 

Atribuímos isso à possível diferença nas reações entre o gás de reação e os 

diferentes isótopos de selênio gerando um “fracionamento isotópico” instrumental. 

Para tal, foi realizado um planejamento composto central tendo como 

variáveis a vazão do gás de reação e o parâmetro de rejeição q, segundo a matriz 

de experimento apresentado na Tabela 13. Os experimentos foram realizados de 

forma aleatória para minimizar possíveis efeitos de tendências nos resultados 

obtidos. Um parâmetro a ser definido de forma criteriosa na elaboração de 

planejamentos experimentais é a resposta a ser avaliada, uma vez que ela pode 

induzir a uma avaliação equivocada baseada nos resultados obtidos. Nesse 

trabalho, o erro médio (Em) entre os diferentes isótopos de selênio (74Se/80Se, 

76Se/80Se, 77Se/80Se, 78Se/80Se, 82Se/80Se) foi escolhido como resposta 

experimental, erro este, obtido pela comparação entre as razões obtidas pelas 

abundâncias documentadas pela IUPAC e as obtidas experimentalmente 
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mediante a razão das intensidades obtidas pelo ICP-MS para os referidos 

isótopos. 

  

Tabela 13: Matriz de experimentos para planejamento composto central 

Experimentos 
NH3  

(mL min-1) 
Rpq Erro médio(%) 

1 0,50 0,35 3,30% 

2 0,90 0,35 2,97% 

3 0,50 0,55 2,68% 

4 0,90 0,55 1,32% 

5 0,70 0,31 4,56% 

6 0,70 0,59 2,28% 

7 0,42 0,45 2,30% 

8 0,98 0,45 4,58% 

9 (PC) 0,70 0,45 2,02% 

10 (PC) 0,70 0,45 2,32% 

11 (PC) 0,70 0,45 2,05% 

12 (PC) 0,70 0,45 1,57% 

13 (PC) 0,70 0,45 2,02% 

14 (PC) 0,70 0,45 2,14% 

*PC = Ponto central  

 

A partir dos dados apresentados na Tabela 13 foi construída uma superfície 

de resposta (Figura 18) da qual se pode avaliar o comportamento da resposta 

experimental (erro médio) em função das variáveis operacionais da célula de 

reação (vazão de amônia e Rpq).   

 

  Figura 18. Superfície de resposta do planejamento composto central 
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Como se pode observar na Figura 18, existe uma região de mínimo para o 

erro médio situado a uma vazão de amônia entre 0,6 e 0,7 mL min-1 e Rpq entre 

0,45 e 0,55.  

Para avaliar a robustez e a qualidade estatística do modelo matemático que 

rege a superfície de resposta, foram realizados alguns testes estatísticos. 

Primeiramente foram avaliadas diferentes transformações matemáticas (logaritmo 

natural, Logaritmo decimal e radiciação) da resposta observada (erro médio), uma 

vez que a utilização dos dados brutos produziu um modelo matemático com ajuste 

estatístico não adequado. A transformação que apresentou maior robustez 

estatística foi a logaritmo natural, do qual se obteve o modelo matemático a seguir:  

 

ln 𝐸𝑚 = 8,315 − 7,503𝑁𝐻3 − 21,420𝑅𝑝𝑞 × 1,315𝑁𝐻3𝑅𝑝𝑞 × 5,323𝑁𝐻3
2 ×

20,986𝑅𝑝𝑞2    

 

A partir do gráfico de probabilidade acumulada dos resíduos, apresentado 

na Figura 19, pode-se avaliar a normalidade dos resíduos deixados pelo modelo 

matemático obtido pelo método da superfície de resposta. A interpretação desse 

gráfico baseia-se na avaliação do comportamento dos resíduos frente a uma linha 

ajustada por uma distribuição normal. Como pode ser observado na Figura 19 os 

resíduos apresentaram bom ajuste com a “linha normal” sendo um indício da 

normalidade dos dados.  

 

 

Figura 19. Gráfico de probabilidade acumulada dos resíduos da superfície de resposta 
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Com a normalidade dos dados demonstrada pelo gráfico de probabilidade 

acumulada, realizou-se o teste de ANOVA (Tabela 14) para avaliar a 

adequabilidade estatística do modelo matemático em termos da falta de ajuste do 

modelo.  

 

    Tabela 14: Teste de ANOVA do modelo matemático da superfície de resposta 

ANOVA 

Fonte 
Soma dos 
Quadrados 

Grau de 
Liberdade 

Média 
Quadrática 

F  
calculado 

Valor p 

Modelo 0.917 5 0.183 4.729 0.026 

NH3 0.094 1 0.094 2.418 0.156 

Rpq 0.208 1 0.208 5.357 0.049 

NH3 x Rpq 0.003 1 0.003 0.071 0.796 

NH3
2 0.335 1 0.335 8.631 0.018 

Rpq2 0.325 1 0.325 8.384 0.020 

Residual 0.310 8 0.039   
Falta 

de Ajuste 0.225 3 0.075 4.363 0.07 

Erro Puro 0.086 5 0.017     

 

Como pode ser observado na Tabela 14 o modelo matemático apresentou 

significância estatística apresentando um valor de p de 0,026, portanto p< 0,05, 

dessa forma, a contribuição da média quadrática dos resíduos não apresentou 

significância estatística diante da média quadrática do modelo (MQmodelo=0,183).  

Ainda de acordo com o teste de ANOVA, as variáveis que apresentaram 

significância estatística segundo o critério de avaliação valor p<0,05 foram os 

termos quadráticos da vazão do gás de reação (NH3
2; MQ=0,335) e do parâmetro 

de rejeição q (Rpq2; MQ=0,335), além do termo linear do parâmetro de rejeição 

(Rpq; MQ=0,208). 

Os resíduos deixados por um modelo matemático são compostos por um 

componente aleatório (erro puro) e um componente sistemático (falta de ajuste). 

Um modelo ideal é por definição, aquele que não possuí o componente sistemático 

sendo os resíduos deixados por este, expressão da variação puramente aleatória 

que é característico do processo de medição.  

Dessa forma, a avaliação criteriosa deste componente, a falta de ajuste, é 

essencial para obtenção de um modelo idealmente ajustado aos dados reais. Essa 

avaliação pode ser realizada mediante o teste de ANOVA no qual a significância 

estatística da “Falta de Ajuste” deve ser realizada pelo critério valor p> 0,05. Como 

pode ser observado na Tabela 14 a falta de ajuste do modelo apresentou um valor 
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de p = 0,07, tornando a equação obtida pela regressão linear dos dados brutos 

obtidos pelo planejamento composto central um modelo ajustado e adequado para 

a estimativa dos parâmetros operacionais da célula de reação dinâmica.  

Considerando os testes estatísticos realizados para avaliar os dados obtidos 

pelo planejamento composto central, o modelo matemático obtido pela superfície 

de resposta for considerado estatisticamente significativo e adequado para 

predição das condições operacionais da célula de reação dinâmica para minimizar 

o erro médio na determinação da razão isotópica por ICP-MS.  

A determinante de Hessian (H) foi estimada de acordo com a equação 

matricial 31 para determinar os pontos críticos da superfície de resposta, que 

representam os valores otimizados para vazão de amônia (gás de reação) e Rpq: 

 

𝐻 = |

𝜕 ln𝐸𝑚

𝜕𝑅𝑝𝑞

𝜕 ln𝐸𝑚

𝜕𝑁𝐻3𝑅𝑝𝑞

𝜕 ln𝐸𝑚

𝜕𝑅𝑝𝑞𝑁𝐻3

𝜕 ln𝐸𝑚

𝜕𝑁𝐻3

|    Eq.31 

 

 Resolvendo esta equação obtêm-se: 

 

𝐻 =
𝜕 ln𝐸𝑚

𝜕𝑅𝑝𝑞
×

𝜕 ln𝐸𝑚

𝜕𝑁𝐻3
−

𝜕 ln𝐸𝑚

𝜕𝑁𝐻3𝑅𝑝𝑞
×

𝜕 ln𝐸𝑚

𝜕𝑅𝑝𝑞𝑁𝐻3
   Eq.32 

 

 Se o valor encontrado para a determinante de Hessian for maior do que 

zero (H>0), a superfície de resposta possui um ponto crítico que representa um 

valor mínimo e se H<0 a superfície de resposta apresenta um ponto crítico que 

representa um valor máximo.  

Aplicando a determinante de Hessian no modelo matemático da superfície 

de resposta obtida pelo planejamento composto central encontrou-se um H>0, ou 

seja, a superfície de resposta apresenta um valor crítico de mínimo. A primeira 

derivada da equação da superfície de resposta foi igualada a zero para encontrar 

o ponto crítico, como segue: 

 

𝜕 ln𝐸𝑚

𝜕𝑅𝑝𝑞
= 0 → 0,48   Eq.33   

 

𝜕 ln𝐸𝑚

𝜕𝑁𝐻3
= 0 → 0,58 𝑚𝐿 𝑚𝑖𝑛−1   Eq. 34 
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Os pontos críticos que representam as condições operacionais da célula de 

reação otimizada foram encontrados resolvendo as primeiras derivadas, sendo a 

vazão de amônia e Rpq, 0,58 mL min-1 e 0,48, respectivamente.  

Na Tabela 15 são apresentados os resultados para razão isotópica 

empregando as condições otimizadas da célula de reação dinâmica. 

   

Tabela 15: Razão isotópica de selênio obtida por DRC-ICP-MS 

Isótopos 
Abundância 

natural (IUPAC) 
Razão teórica 

Razão 

experimental 
Erro (%) 

74 0,89 74/80 0,0179 0,0149 16,53 

76 9,37 76/80 0,1888 0,1675 11,30 

77 7,63 77/80 0,1538 0,1395 9,30 

78 23,77 78/80 0,4791 0,4476 6,56 

82 8,73 82/80 0,1759 0,1891 7,47 

 

Como se pode observar, o erro percentual (em módulo) obtidos pela relação 

entre as razões teóricas (obtidas empregando dados de abundância isotópicas 

disponibilizadas pela IUPAC) e as razões obtidas experimentalmente foram na 

faixa de 6,56% a 16,53%.   

Os dados apresentados na Tabela 15 foram corrigidos para possíveis 

interferências espectrais, a saber, a formação de hidretos de selênio, e para o 

tempo morto do detector, porém a influência da discriminação de massas não foi 

contemplada. Dessa forma, para avaliar sua influência, foi realizada a correção 

dos sinais analíticos considerando o efeito da discriminação de massas 

empregando o modelo exponencial (equação 19). O resultado pode ser observado 

na Figura 20 sendo o coeficiente angular uma estimativa desse efeito.   
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Figura 20. Estimativa do efeito da discriminação de massas por DRC-ICP-MS 

 

O fator de discriminação de massas (coeficiente angular do modelo 

logarítmico) foi utilizado para obtenção das razões isotópicas corrigidas de acordo 

com a equação 19 e os resultados são apresentados na Tabela 16.  

 

Tabela 16: Razão isotópica de selênio por DRC-ICP-MS considerando o efeito da discriminação de 

massas 

Isótopos 
Abundância 

Natural 
Razão teórica 

Razão 

Corrigida 
Erro (%) 

74 0,89 74/80 0,0179 0,0184 2,85% 

76 9,37 76/80 0,1888 0,1916 1,45% 

77 7,63 77/80 0,1538 0,1540 0,14% 

78 23,77 78/80 0,4791 0,4777 -0,30% 

82 8,73 82/80 0,1759 0,1779 1,12% 

 

 Como pode ser observado na Tabela 16, o erro percentual da medida da 

razão isotópica apresentou uma redução expressiva em relação ao experimento 

que não considerou a discriminação de massas como fonte de erro analítico. Os 

valores obtidos no experimento sem a correção da discriminação de massas 

apresentaram um erro médio de aproximadamente 10% enquanto que com a 

correção esse valor foi reduzido para aproximadamente 1% evidenciando assim a 

importância de se considerar a discriminação de massas como uma importante 

fonte de erro durante a determinação de razões isotópicas em ICP-MS. 

 Adicionalmente aos estudos de medição da razão isotópica empregando 

as correções mencionadas anteriormente, foi realizado um experimento com 

y = -0,0314x + 0,0024
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objetivo de avaliar o comportamento do erro médio das razões isotópicas em 

função da fração mássica de selênio na solução analítica (Figura 21).  

    

 

Figura 21. Influência da concentração da solução analítica sobre o erro médio na determinação da 
razão isotópica  

 

Como se pode observar na Figura 21 o erro médio relacionado à medida 

da razão isotópica apresentou uma redução de aproximadamente 78% ao se 

aumentar a concentração da solução analítica de 15 µg kg-1 para 100 µg kg-1, 

evidenciando assim, que para obtenção de erros analíticos menores, 

concentrações próximas a 100 µg kg-1 são preferíveis considerando a incerteza 

do processo de medição. 

  

4.2.1. 
Validação e aplicação analítica 

O método otimizado foi utilizado para análise de selênio em amostras de 

suplemento alimentar por diluição isotópica e o material de referência certificado 

SELM-1 foi usado para avaliar a exatidão do método desenvolvido.  

A adição da solução de padrão às amostras para análise por diluição 

isotópica foi realizada de maneira a se obter o menor erro possível considerando 

o fator de propagação de erro apresentado na Figura 22. Aplicando a equação 21 

foi possível estimar a razão isotópica na mistura para obter o erro mínimo sendo 

essa razão, Rm, igual a 0,3. 
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Figura 22: Fator de propagação de erro empregando um padrão de selênio isotópico enriquecido 
em 78Se. 

 

A incerteza de medição foi obtida empregando a lei de propagação de erros 

e para isso, as derivadas parciais da equação da diluição isotópica foram obtidas 

pelo software R. 

 

𝐶𝑥 = 𝐶𝑠 (
𝑊𝑠
𝑊𝑥
)
𝑀𝑛𝑎𝑡

𝑀𝑟𝑒𝑓
(
𝑅𝑒𝑥𝑝𝑓𝐴𝑠 − 𝐵𝑠
𝐵𝑥 − 𝑅𝑒𝑥𝑝𝑓𝐴𝑥

)                𝐸𝑞. 7 

 

  

 A expressão geral para obtenção da incerteza combinada é: 

 

𝑢𝐶𝑥 =

√
  
  
  
  
  
  

(
𝜕𝐶𝑥

𝜕𝐶𝑠
)
2
𝑢𝐶𝑠
2 + (

𝜕𝐶𝑥

𝜕𝑊𝑠
)
2
𝑢𝑊𝑠
2 + (

𝜕𝐶𝑥

𝜕𝑊𝑥
)
2
𝑢𝑊𝑥
2 + (

𝜕𝐶𝑥

𝜕𝑀𝑛𝑎𝑡
)
2
𝑢𝑀𝑛𝑎𝑡
2 + (

𝜕𝐶𝑥

𝜕𝑀𝑟𝑒𝑓
)
2

𝑢𝑀𝑟𝑒𝑓
2 +

(
𝜕𝐶𝑥

𝜕𝑅𝑒𝑥𝑝
)
2

𝑢𝑅𝑒𝑥𝑝
2 + (

𝜕𝐶𝑥

𝜕𝑓
)
2
𝑢𝑓
2 + (

𝜕𝐶𝑥

𝜕𝐴𝑠
)
2
𝑢𝐴𝑠
2 + (

𝜕𝐶𝑥

𝜕𝐵𝑠
)
2
𝑢𝐵𝑠
2 + (

𝜕𝐶𝑥

𝜕𝐵𝑥
)
2
𝑢𝐵𝑥
2 + (

𝜕𝐶𝑥

𝜕𝐴𝑥
)
2
𝑢𝐴𝑥
2

Eq35 

  

 A incerteza expandida foi obtida pela multiplicação da incerteza combinada 

(ucx) pelo fator de abrangência, k=2 para um nível de confiança de 95%. Na Tabela 

17 é apresentado os resultados obtidos para análise de do MRC Selm-1.    

 

Tabela 17: Exatidão e incerteza relativa do método para a determinação de Se total por diluição 
isotópica usando ICP-MS do tipo quadrupolo com DRC II 
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Valor obtido 

(mg kg-1) 

Valor 

certificado 

MRC Selm-1 

(mg kg-1) 

Exatidão 

(%) 
|𝑥𝑟𝑒𝑓 − 𝑥𝑚𝑒𝑎𝑠| 𝑘√𝑢𝑟𝑒𝑓

2 + 𝑢𝑚𝑒a𝑠
2  

2040 ± 18 2059 ± 64 99% 19 64 

 

 Como pode ser observado na Tabela 17, o método proposto apresentou 

uma boa concordância estatística com o valor certificado com uma exatidão de 

99% e uma incerteza relativa de aproximadamente 0,9%.   

 A equação 36 (LINSINGER, 2010) foi usada para avaliar a semelhança 

estatística entre o valor obtido para o MRC (2040 ± 18 mg kg-1) e o valor certificado 

(2059 ± 64 mg kg-1). 

  

|𝑥𝑟𝑒𝑓 − 𝑥𝑚𝑒𝑎𝑠| ≤ 𝑘√𝑢𝑟𝑒𝑓
2 + 𝑢𝑚𝑒𝑎𝑠

2             𝐸𝑞. 36 

 

 

Onde: 

xref = Valor de referência (CRM Selm-1)
 

xmeas= Valor encontrado nesse trabalho 

k = Fator de abrangência (CRM Selm-1) 

uref= Incerteza padrão combinada do CRM 

umeas= incerteza padrão combinada do método 

 

Como pode ser visto na Tabela 17 o critério de aceitação foi atendido sendo 

o resultado obtido considerado concordante com o valor certificado. 

O emprego da lei de propagação de erros para estimativa da incerteza de 

medição permitiu a estratificação das fontes individuais de incerteza facilitando a 

interpretação e identificação dos parâmetros mais impactantes sobre o resultado 

final. 
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Figura 23: Contribuição relativa das fontes individuais de incerteza sobre a incerteza padrão 
combinada 

 

 Como pode ser observado na Figura 23, as fontes de incerteza que mais 

contribuíram para o valor da incerteza global foram as incertezas das abundâncias 

de 78Se (As), 80Se (Bs) e a massa atômica do padrão enriquecido isotopicamente 

(Mref) que representaram 81% da incerteza combinada. Esse fato pode ser 

atribuído a repetibilidade instrumental uma vez que esses parâmetros foram 

determinados experimentalmente. 

 O método desenvolvido foi usado para determinação de selênio total em 

suplemento alimentar de seis marcas comerciais distintas obtidas no comércio 

local e os resultados são apresentados na Tabela 18. 

 

Tabela 18: Fração mássica de selênio em suplemento alimentar. Resultados expressos 
como média ± incerteza expandida (k=2; p=0,05) 

Amostra 

Valor informado no 

rótulo entre parênteses 

Fração mássica de 

selênio (g) 

Incerteza relativa entre 

parênteses 

Discrepância em 

relação ao rótulo (%) 

Marca E (20 g)  33 ± 5 (15%) + 65% 

Marca F (34 g)  25 ± 1 (4%) - 26% 

Marca G (20 g)  54 ± 2 (4%) + 170% 

Marca H (100 g)  157 ± 59 (38%) + 57% 

Marca I (34 g)  44 ± 5 (11%) + 29% 

Marca J (34 g)  32 ± 1 (3%) - 6% 
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 Os resultados encontrados nas amostras de suplementos alimentares 

apresentaram uma grande discrepância em comparação ao valor informado no 

rótulo. De acordo com a legislação brasileira (ANVISA, 2003), a discrepância 

máxima permitida não pode exceder a 20% e observando esse limite critico 

apenas uma amostra (Marca J) atendeu a esse critério apresentando uma 

discrepância de -6% em relação ao valor informado no rótulo. 

Embora as amostras analisadas neste trabalho apresentem uma fração 

mássica de selênio maior do que o informado no rótulo, elas não representam um 

potencial risco para o consumidor, uma vez que o teor de selênio nessas amostras 

foram inferiores ao limite máximo de tolerância de 400 g/dia (REID et al., 2004). 

Deve-se considerar o número de comprimidos ingeridos ao dia, para não 

ultrapassar a tolerância, quando os sintomas relacionados à toxicidade de selênio 

começam a aparecer. 

Esses resultados reforçam a importância de um controle de qualidade 

rigoroso no processo de produção desses suplementos alimentares.  

Infelizmente outros casos de suplementos alimentares com problemas de 

formulação são reportados na literatura. MacFarquhar e colaboradores 

(MACFARQUHAR et al., 2010) reportaram uma intoxicação aguda de 201 

pessoas pela ingestão de um suplemento alimentar que possuía a real 

concentração de selênio superior a 200 vezes a informada no rotulo, de acordo 

com os laboratórios da FDA. As pessoas expostas a essa intoxicação 

apresentaram uma serie de sintomas entre eles diarreia, fatiga, perda de cabelo, 

dor nas juntas, descoloração ou perda de brilho nas unhas, náusea entre outros. 

 Em 2002, Valiente e colaboradores (VALIENTE et al., 2002) publicaram 

um estudo comparativo com 15 amostras de suplementos alimentares, e, nesse 

trabalho, foi encontrada uma discrepância em relação ao valor informado no rotulo 

entre -50% e +224%. 

 

4.3. 
Especiação de selênio em suplemento alimentar por HPLC-ICP-
MS 

 Sabe-se que a obtenção de informações referentes à concentração total 

de selênio em amostras de suplemento alimentar é de extrema importância, uma 

vez que através dela pode-se avaliar a ingestão da quantidade total desse 

elemento essencial e consequentemente verificar se as necessidades nutricionais 
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são cumpridas. Entretanto, informações sobre a espécie química presente nessas 

amostras também é relevante tendo em vista que diferentes espécies químicas 

apresentam diferentes biodisponibilidades para o organismo, além de permitir 

avaliar a adequação do suplemento ao que é informado no rótulo e avaliar a 

presença de substâncias não declaradas. 

 Para tanto, o HPLC foi acoplado ao ICP-MS modelo NeXion 300X para 

realizar a análise de especiação de selênio nas amostras de suplemento 

alimentar, utilizando as condições experimentais apresentadas na Tabela 2 com 

metano como gás de reação. A separação das espécies de selênio foi realizada 

utilizando a coluna de troca aniônica forte PRP-X100 e citrato de amônio 1 x 10-2 

mol/L (pH=5 ) como fase móvel, de acordo com procedimento desenvolvido por 

(SÁNCHEZ-MARTÍNEZ et al., 2012).  

 Aproximadamente 0,1 g das amostras de suplemento alimentar (E, G, H, 

amostras ricas em selenito e selenato de sódio) foram ressuspendidas em 2 mL 

de água tipo I e submetidas à extração em banho ultrassom por 3 horas. As 

amostras F, I e J (amostras a base de levedura) foram submetidas à extração 

proteolíticas utilizando a enzima protease XIV, conforme metodologia descrita no 

item 4.2.1. 

 Na Figura 24 pode ser visto a separação dos padrões de selênio utilizados 

nesse trabalho, a saber, selenito de sódio, selenato de sódio e selenometionina. 

 

 

Figura 24: Separação cromatográfica dos padrões: selenito de sódio, selenato de sódio e 
selenometionina  

 

As amostras de suplemento alimentar foram submetidas à análise de 

especiação e os resultados obtidos podem ser observados na Figura 25.  
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Figura 25: Especiação das amostras de suplemento alimentar (continua) 
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Figura 25: Especiação das amostras de suplemento alimentar 
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Os perfis cromatográficos das amostras comerciais, obtidos pelos dois 

procedimentos de extração (agua tipo I e protease XIV), apresentaram diferentes 

de espécies de selênio. Comparando com os tempos de retenção dos padrões 

pode-se atestar a presença de selenito (amostras E, I e J), selenato (amostras E, 

G, H e I) e selenometionina (F). 

Na Tabela 19 é apresentada uma comparação entre as espécies 

encontradas mediante análise de especiação e as espécies informadas no rótulo.  

 

Tabela 19: Informações sobre as espécies de selênio informadas no rótulo dos suplementos 
alimentares 

Amostra 
Espécie/informação no 

rótulo 

Espécie 

encontradas 

Marca E Selênio de sódio anidro Selenito + selenato 

Marca F Selênio Selenometionina 

Marca G Selenato de sódio Selenato 

Marca H Selenato de sódio Selenato 

Marca I Complexo selenoaminoácido Selenito + Selenato 

Marca J Selênio Selenito 

 

Como pode ser observado na Tabela 19, algumas marcas não apresentam 

a informação exata em relação a espécie de selênio com a qual o suplemento 

alimentar foi produzido.  

O rótulo da marca E não utiliza a nomenclatura oficial para informação da 

espécie presente utilizando o termo “selênio de sódio anidro” que, por análise de 

especiação apresentou como espécie majoritária o selenito (tR=4 min) e uma 

espécie minoritária eluindo no tempo de retenção do selenato de sódio (tR~8,5 

min). A presença de selenato nessa amostra pode ser devido à contaminação ou 

impureza no composto de selênio utilizado para produção do suplemento 

alimentar bem como ser resultado da interconversão do selenito a selenato, 

mediante oxidação no processo de extração da amostra.  

A marca F trata-se de um suplemento alimento à base de levedura, que 

normalmente é utilizada como fonte de selênio em sua forma orgânica, 

selenometionina. O rótulo dessa amostra informa a presença de selênio sem 

informar a espécie presente, porém, mediante a análise do digerido proteolítico 

(protease XIV) por HPLC-ICP-MS foi possível identificar a selenometionina como 

espécie majoritária. Essa amostra apresentou um pequeno pico cromatográfico 

correspondente ao tempo de retenção de aproximadamente 3 minutos (pico 1) 
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que pode corresponder ao óxido de selenometionina ou a selenometil-

selenometionina, de acordo com (SÁNCHEZ-MARTÍNEZ et al., 2012; SILVA et al., 

2013), e uma espécie desconhecida (pico 2) que eluiu próximo ao tempo de 

retenção da selenometionina (pico 3). 

O perfil cromatográfico obtido para as marcas G e H confirmam a informação 

apresentada no rótulo, sendo o selenato a única espécie observada. 

O fabricante da marca I informa no rótulo de seu suplemento que o selênio 

está na forma de “complexo selenoaminoácido”. Em um estudo recente sobre 

determinação de selênio em suplemento alimentar (KUBACHKA et al., 2017) 

menciona que essa nomenclatura é utilizada para espécies específicas que são 

consideradas como marcas registradas de propriedade do fabricante. Vale 

ressaltar que não há informação adicional sobre a espécie química presente nessa 

amostra. Entretanto, mediante análise cromatográfica não foi encontrada a 

selenometionina (tR~6min), o que a princípio era esperado por se tratar de um 

“complexo de aminoácido”, porém foram encontradas as espécies selenito 

(majoritária; tR~4 min) e selenato (minoritária; tR~8,5 min). 

As informações presentes no rótulo da amostra J também não permitiram o 

prévio conhecimento da espécie de selênio com a qual o suplemento foi 

formulado, sendo a espécie selenito a forma química encontrada. Essa amostra 

se trata de um suplemento alimentar à base de levedura, onde se esperaria a 

selenometionina como espécie majoritária, porém apenas um pico muito pequeno 

pode ser observado, próximo ao tempo de retenção da selenometionina. 

Apesar dos estudos realizados nesse trabalho representarem apenas uma 

pequena amostra de suplementos alimentares a base de selênio encontrados no 

comercio local, os resultados encontrados reforçam a necessidade de um controle 

de qualidade voltado tanto para os aspectos inerentes à legislação vigente 

(ANVISA), quanto a necessidade de estudos de especiação para comprovar a 

presença de contaminantes e/ou presença de espécies não declaradas no rótulo.  
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4.4. 
Produção e caracterização de levedura enriquecida 
isotopicamente (78Se) 

4.4.1. 
Produção da levedura 

 

A cepa da saccharomyces cerevisiae foi inoculada nos meios de cultivo 

YMB, MAS I e MAS II com o intuito de se conhecer o perfil de crescimento e a 

influência destes meios sobre a viabilidade celular da levedura. Os resultados são 

apresentados na Figura 26 e na Tabela 20. 

  

 

Figura 26: Avaliação do crescimento da levedura nos diferentes meios de cultivo 
 
 
 
Tabela 20: Resultado do estudo de viabilidade celular da levedura em diferentes meios de cultivo. 

Tempo (h) YMB MAS I MAS II 

0 97,5 % 98,5 % 99,0% 

24 99,9 % 48,2 % 47,9 % 

48 99,7 % 35,6 % 23,5 % 

72 99,8 % 41,2 % 22,5 % 

 

Como era de se esperar, nas primeiras horas de cultivo, as células de 

levedura apresentaram a maior taxa de crescimento atingindo seu máximo em 24h 

para os meios de cultivo estudados. Entretanto, quando se avalia a viabilidade 

celular (Tabela 20) pode-se observar que os meios de cultivo MAS I e MAS II 

foram prejudiciais para as células atingindo uma viabilidade celular de 
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aproximadamente 50% num período de 24h de cultivo chegando a 

aproximadamente 41% e 23% para os meios MAS I e MAS II, respectivamente 

após 72h de estudo. 

Por apresentar bom desempenho em termos de crescimento celular e 

manutenção da viabilidade celular o meio de cultivo comercial YMB foi utilizado 

nos estudos subsequentes. 

Existem na literatura informações sobre o processo de produção de 

levedura enriquecida em selênio e, de acordo com esses trabalhos a adição de 

selênio inorgânico (geralmente selenito de sódio) ao meio de cultivo deve ser 

realizado na etapa de crescimento exponencial (LEÓN et al., 2002). Assim, foi 

realizado um estudo do crescimento das células de levedura no meio de cultivo 

YMB para obter informação sobre o perfil cinético do crescimento celular, este, 

apresentado na Figura 27. 

 

Figura 27: Estudo cinético do crescimento da levedura 

 

 Teoricamente a curva característica de crescimento de uma levedura 

apresenta quatro fases distintas, a saber, fase lag (adaptação), fase log 

(crescimento exponencial), fase estacionária e decaimento, como exemplificado 

no destaque da Figura 27.  

 Entretanto, o perfil cinético de crescimento da levedura não apresentou a 

fase lag iniciando diretamente na fase de crescimento exponencial. Esse 

comportamento pode ser atribuído ao fato de que foi realizada uma inoculação 

prévia das células de levedura em tubo de polipropileno utilizando o mesmo meio 

de cultivo do estudo cinético. Essa etapa foi necessária para obter a contagem de 

células (~106 células/mL) para o volume de meio de cultivo utilizado no estudo 
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cinético. Dessa maneira, a fase lag (adaptação) do crescimento das células de 

levedura ocorreu na etapa prévia ao estudo cinético. 

 Como mencionado anteriormente a adição de selênio ao meio de cultivo 

deve ser realizada na fase de crescimento exponencial utilizando selenito de sódio 

como fonte de selênio e, dessa forma, foi realizado uma etapa de pré-reduçao do 

padrão isotópico de selênio (78Se) utilizando HCl à 80ºC por 1h. Essa etapa foi 

necessária principalmente devido ao processo de solubilização do padrão 

isotópico (78Se), que foi realizado mediante decomposição por HNO3, um ácido 

potencialmente oxidante.  

A eficiência da pré-redução foi verificada por análise cromatográfica 

(HPLC-ICP-MS). A linha azul no cromatograma (Figura 28) representa a solução 

padrão de selenito de sódio e a linha preta representa a solução do padrão 

isotópico de selênio (78Se), o qual passou pela etapa de pre-redução. De forma 

esperada, observou-se como única espécie do cromatagrama, o selenito de sódio 

(tR 25min). 

 

Figura 28: Perfil cromatográfico do padrão de selênio enriquecido 

 

 O procedimento para o enriquecimento da levedura com o padrão de 

selênio isotópico (78Se) foi realizado como mostrado na Figura 29. 
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Figura 29: Procedimento para enriquecimento da levedura em 78Se 

 

 Para a realização do enriquecimento isotópico uma colônia de células de 

levedura foi cultivada em 20 mL do meio de cultura YMB em tubo de polipropileno 

por 24h com o objetivo de se obter o número de células necessárias para o 

procedimento de enriquecimento com selênio. Após esse período, o conteúdo do 

tubo de polipropileno foi transferido para um frasco Erlenmeyer de 2L contendo 1 

L do meio de cultivo YMB.  

 Após as 24 h, foi adicionado padrão de selênio isotópico (78Se) em 

quantidade suficiente para obtenção de uma concentração de 30 mg L-1 na 

solução final. O mesmo procedimento foi realizado em outro frasco, porém sem a 

adição do padrão isotópico sendo considerado o branco do processo.  

 Para avaliar se a adição do padrão isotópico ao meio de cultivo apresentou 

um impacto negativo sobre a viabilidade celular, foi realizada a medição desse 

parâmetro por citometria de fluxo sendo os valores encontrados 0,5% e 0,6% para 

os meios de cultivo sem adição de 78Se e com adição de 78Se, respectivamente, 

concluindo-se que a adição do padrão de selênio não influenciou no número de 

células vivas. 

 Após o período de 24h, as células de levedura foram separadas por 

filtração, lavadas três vezes com água Tipo I (aproximadamente 4ºC) para eliminar 

o meio de cultivo e o selênio inorgânico possivelmente presente nas células. A 

seguir as células foram liofilizadas e deixadas sob radiação UV (280 nm) por 24 h 

para inativar sua atividade metabólica. 

 Uma avaliação prévia da incorporação de selênio pela levedura, foi 

realizada uma extração enzimática com protease (procedimento 4.2.1) utilizando 

HPLC-ICP-MS como pode ser observado na Figura 30. 

  

Células de 
Levedura

Meio de cultura (YMB) 
+ nutrientes

Crescimento por 24 h, 
30ºC e 200 rpm

Adição de 78Se (30 ppm)
na fase exponencial

Separaçao e liofilização
das células

Irradiação
(UV)
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Figura 30: Perfil cromatografico da amostra de levedura após processo de enriquecimento. Coluna 
Luna C18; Fase Móvel: TBAAc 0,5 mM + NH4H2PO4 5 mM + 1% ACN 

 

 Na figura 30 é apresentado o cromatograma obtido para a levedura 

enriquecida em selênio (78Se) e para a levedura sem adição de selênio (controle). 

Como pode ser observado a levedura foi capaz de converter o selênio inorgânico 

adicionado ao meio de cultivo na forma de selenito em diferentes espécies 

orgânicas de selênio. 

 

4.4.2. 
Caracterização da levedura enriquecida isotopicamente 

 
Determinação da distribuição isotópica e da concentração de Se total  

 

ICP-MS (Quadrupolo Agilent 7700x) 

 

 A levedura enriquecida em selênio (78Se) foi caracterizada em termos de 

distribuição isotópica, concentração de selênio total e selenometionina. Para tanto, 

foram utilizadas as condições operacionais apresentadas na Tabela 4.  

 A amostra de levedura enriquecida isotopicamente foi digerida com HNO3 

e H2O2 e diluída para uma concentração de 25 g kg-1. As intensidades obtidas 

foram corrigidas considerando as interferências espectrais da formação de SeH, 

efeito da discriminação de massas e tempo morto do detector. Essas intensidades 

foram convertidas em abundâncias de acordo com a equação 37: 
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𝐴(%) =
𝑅𝑖

∑𝑅𝑖
× 100    Eq.37 

 

 Onde Ri representa as razões isotópicas (74Se/78Se; 76Se/78Se; 77Se/78Se; 

80Se/78Se e 82Se/78Se). 

 Na Tabela 21 são apresentados os resultados obtidos para caracterização 

isotópica da levedura enriquecida. 

 

                     Tabela 21: Composição isotópica da levedura enriquecida em 78Se 

Composição isotópica 

Isótopos Abundância (%) 

74Se 0,0020 ± 0,0010 

76Se 0,0010 ± 0,0008 

77Se 0,1698 ± 0,0050 

78Se 99,4923 ± 0,0197 

80Se 0,3303 ± 0,0167 

82Se 0,0070 ± 0,0032 

Massa Atômica 78,005 ± 0,017 g mol-1 

  

 Após a caracterização isotópica da levedura enriquecida em termos de 

abundância isotópica, foi realizada a quantificação de selênio total por diluição 

isotópica utilizando um padrão isotópico de 74Se. 

A adição da solução de padrão às amostras para análise por diluição 

isotópica novamente foi otimizada observando o fator de propagação de erro 

apresentado na Figura 31. Para a análise por diluição isotópica da amostra de 

levedura enriquecida isotopicamente em 78Se, optou-se por utilizar uma razão 

isotópica na mistura de 1. 
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Figura 31: Fator de propagação de erro empregando um padrão de selênio isotópico enriquecido 
em 74Se frente à amostra enriquecida isotopicamente em 78Se 

 

 Como uma alternativa à determinação das razões isotópicas comumente 

empregadas em análise por diluição isotópica, a qual se baseia na aspiração da 

amostra de maneira contínua, buscou-se neste trabalho, um procedimento distinto 

com o objetivo de obter uma melhor estimativa da razão isotópica na solução 

blend. Esse procedimento consiste na aspiração das soluções analíticas de 

maneira alternada seguindo a ordem branco/amostra/branco. A representação 

gráfica dessa simulação é apresentada na Figura 32. 

 

 

Figura 32: Simulação de sinal transiente para determinação da razão isotópica 

 

 De posse das intensidades apresentadas na Figura 32 realizou-se uma 

regressão linear entre a variável independente - intensidade do isótopo 78Se 

(isótopo endógeno) e a variável preditora - intensidade do isótopo 74Se (padrão 

isotópico de quantificação) através da qual foram obtidos os coeficientes de 
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regressão, sendo o coeficiente angular a razão isotópica na amostra, como pode 

ser observado na Figura 33. 

 

 

Figura 33: Regressão linear para determinação da razão isotópica por ICP-Q-MS 

 

 Uma das principais vantagens na determinação da razão isotópica 

empregando a regressão linear reside no fato de que os valores de incerteza 

obtidos por essa metodologia serem potencialmente inferiores ao método 

tradicional de medição da razão isotópica pois o erro do coeficiente angular da 

regressão linear é dependente do desvio padrão residual e este por sua vez é 

menor quanto maior for o número de pontos da regressão.  Outro aspecto 

interessante nessa abordagem é a possibilidade de correção das interferências 

espectrais presentes no branco da amostra e de espécies de recombinação no 

plasma, a exemplo do dímero de argônio, uma vez que a presença dessas 

interferências não influencia o coeficiente angular da regressão. 

 O processo de aquisição de sinal pelo detector do ICP-MS quando se 

realiza experimentos em regime de sinal transiente, apresenta um efeito 

indesejado de dispersão dos dados reais obtidos em relação à linha de ajuste 

linear, como pode ser observado na Figura 33 (pontos negros). Esse fenômeno é 

denominado “spectral skew” que se caracteriza pela aquisição dos dados para 

dois ou mais isótopos medidos em tempos distintos, uma vez que o detector do 

ICP-MS não opera de maneira simultânea e sim sequencial rápida. 

 A correção desse efeito pode ser realizada por interpolação, normalizando 

os dados adquiridos no tempo T2 por um dado adquirido num tempo T1. Como 

resultado dessa interpolação obtém-se um melhor ajuste dos dados reais 

adquiridos pelo detector à linha de ajuste da regressão linear como pode ser 

observado na Figura 33 (triângulos verdes). Na tabela 22 são apresentados os 
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dados de regressão para a determinação da razão isotópica para a amostra de 

levedura utilizada para análise por diluição isotópica. 

 

       Tabela 22: Efeito da correção do spectral skew sobre a medida da razão isotópica  

Parâmetros de 

regressão 
Sem correção Com correção 

Coeficiente 

Angular 
0,92883 0,92891 

Erro 0,00107 0,00073 

Erro (%) 0,12 0,08 

Coeficiente linear 538,64 522,22 

Erro 362,22 245,34 

F 748632 1632063 

Sres 2,93 x 1011 1,34 x 1011 

 

 O emprego da correção matemática do spectral skew não alterou 

significativamente a relação isotópica (coeficiente angular), porém resultou em 

redução do erro de medição desse parâmetro em aproximadamente 34%. Na 

Tabela 23 são apresentados os resultados da quantificação de selênio nas 

amostras de levedura. 

 

Tabela 23: Fração mássica de selênio total por ICP-Q-MS (Agilent 7700). Resultados em mg kg-1. 

Replicas ICP-Q-MS (Agilent 7700) 

I 610 

II 633 

III 646 

Média ±desvio padrão 630 ± 18 

RSD 3% 

 

 

ICP-MS (High resolution) 

 

Outra abordagem que pode ser utilizada para quantificação de selênio por 

diluição isotópica é o emprego de regressão linear múltipla que permite realizar a 

correção interna de interferências espectrais como por exemplo 79Br1H sobre 80Se, 

81Br1H sobre 82Se, as interferências dos isótopos de argônio, a formação de SeH 

bem como a correção interna da discriminação de massas. A correção interna das 
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interferências espectrais bem como dos efeitos indesejados da discriminação de 

massas é realizada pela minimização do vetor erro da equação utilizada para a 

realização da regressão múltipla por mínimos quadrados (Eq. 38). 

Além dessas possibilidades, essa abordagem possibilita realizar a 

discriminação entre os diferentes perfis isotópicos possivelmente presentes na 

amostra, a saber, selênio endógeno (abundância natural), selênio utilizado para a 

produção da levedura enriquecida isotopicamente (78Se) e selênio utilizado como 

padrão isotópico para quantificação (74Se). 

Essas possibilidades tornam o emprego da equação matricial para 

quantificação por diluição isotópica uma alternativa atraente do ponto de vista 

analítico uma vez que as correções são realizadas na própria amostra sem a 

necessidade de um padrão externo. 

A matriz utilizada neste trabalho é apresentada na equação 38. Essa 

equação matricial relaciona as abundâncias obtidas experimentalmente com as 

frações molares das espécies em estudo, nesse caso o traçador isotópico (74Se), 

o selênio presente na amostra de levedura (78Se) e as espécies interferentes Ar e 

Br. 
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   Eq.38 

 

 Para utilizar a regressão linear múltipla para diluição isotópica faz-se 

necessária a conversão das razões isotópicas obtidas experimentalmente em 

abundâncias utilizando a seguinte relação: A = Ri/∑Ri; onde A = abundância e Ri= 

razões isotópicas obtidas experimentalmente (74Se/74Se, 76Se/74Se, 77Se/74Se, 

78Se/74Se, 80Se/74Se e 82Se/74Se).  

 As razões isotópicas foram obtidas utilizando o mesmo procedimento 

empregado para o ICP-Q-MS (Figura 34A) obtendo ajustes de regressão como o 

mostrado na Figura 34. 
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Figura 34: Regressão linear para determinação da razão isotópica por MC-ICP-MS 

 

 Como se pode observar na Figura 34 B o ajuste linear foi superior ao obtido 

pelo ICP-Q-MS resultando em incerteza de medição da razão isotópica de 0,004% 

(erro relativo do coeficiente angular). Esse melhor ajuste dos dados experimentais 

à linha de regressão deve-se principalmente ao fato de que o detector do MC-ICP-

MS opera de maneira simultânea e além disso, não apresenta o efeito indesejável 

do spectral skew (aquisição dos dados para dois ou mais isótopos medidos em 

tempos distintos). 

 A Tabela 24 apresenta os resultados obtidos para a fração mássica de 

selênio total nas amostras de levedura enriquecida isotopicamente em 78Se. 
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Tabela 24: Fração mássica de selênio total por ICP-Q-MS e MC-ICP-MS. Resultados expressados 
como média ± U em mg kg-1; k=2.  

Amostra MC-ICP-MS ICP-Q-MS 

I 669 610 

II 645 633 

III 620 646 

Média ±desvio 

padrão 
645 ± 24 630 ± 18 

RSD 4% 3% 

 

Os resultados encontrados para a fração mássica de selênio total nas 

amostras de levedura enriquecida isotopicamente em 78Se foram considerados 

estatisticamente semelhantes considerando a incerteza de medição dos 

resultados. 

 

4.4.3. 
Quantificação de selenometionina em levedura enriquecida 
isotopicamente (78Se) por IDA espécie-específica e espécie-não 
específica usando HPLC-ICP-MS  

 

 Para determinação de selenometionina em amostras de levedura, 

geralmente tem-se utilizado a digestão enzimática mediante ação de uma enzima 

proteolítica como por exemplo a protease XIV. Essa enzima atua de maneira não 

específica rompendo as ligações peptídicas dos aminoácidos que compõe a 

estrutura proteica liberando, dessa maneira, a selenometionina. 

  Neste trabalho foi utilizado o procedimento de extração enzimática (item 

4.2.1) para o tratamento de amostra para quantificação de selenometionina na 

amostra de levedura enriquecida. Para a extração enzimática foi pesada 0,25g de 

amostra de levedura seguindo-se a adição de 5 mL de solução extratora contendo 

40 mg de protease. A solução resultante foi levada para um agitador orbital a 37ºC 

por 16h e 200 rpm. Após a digestão enzimática a amostra foi centrifugada, filtrada 

e armazenada a -20ºC para posterior análise.  

 A análise do extrato enzimático foi realizada utilizando o acoplamento 

HPLC-ICP-MS utilizando quatro estratégias de separação com emprego da 

diluição isotópica como método de quantificação, a saber: 

 

1. Cromatografia de fase reversa com quantificação por IDA espécie-não 

específica (Acetato de tetra-butil amônio como reagente de par iônico). 
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2. Cromatografia de troca aniônica forte com quantificação por IDA espécie-

não específica. 

3. Cromatografia de fase reversa com quantificação por IDA espécie-não 

específica (HFBA como reagente de par iônico). 

4. Cromatografia bidimensional (2D) - fase reversa x troca aniônica forte 

com quantificação por IDA espécie-específica. 

 
Cromatografia de fase reversa com quantificação por IDA espécie- 
não específica (Acetato de tetrabutil amônio como reagente de par 
iônico) 

  As condições instrumentais bem como a composição da fase móvel 

utilizada no acoplamento HPLC-ICP-MS para a separação e quantificação de 

selenometionina na amostra de levedura enriquecida isotopicamente são 

apresentadas na Tabela 25.  

 

Tabela 25: Condições instrumentais para a determinação de selenometionina em levedura 
enriquecida isotopicamente (78Se) por HPLC-ICP-MS 

HPLC 

Coluna C18 Luna; Phenomenex 150 mm x 2 mm x 3m 

Pré-coluna; Phenomenex 4 mm x 2 mm 

Fase móvel 

Acetato de tetrabultil amônio  (0,05 

mmol L-1); NH4H2PO4  (0,5mmol L-1); 

ACN (1%) 

Vazão 0,2 mL min-1 

Volume de injeção 20 L 

Modo de eluição Isocrático 

ICP-MS (Agilent 7700x) 

Potência da rádio frequência 1500 W 

Ar Principal  15 L min-1  

Ar Auxiliar 1 L min-1 

Ar Nebulizador 1,13 L min-1 

H2  4 mL min-1 

Cell exit -19 V 

Octapole bias -13 V 

QP bias -12 V 
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  O resultado da injeção do produto da extração enzimática do material de 

referência certificado SELM-1 é apresentado na Figura 35. 

 

Figura 35: Perfil cromatográfico para extração enzimática do CRM SELM-1 

 

 Como pode ser observado na Figura 35 a extração enzimática do material 

de referência certificado resultou na presença de 2 picos cromatográficos 

majoritários sendo que 1 deles pode ser atribuído a selenometionina (~5min). A 

exatidão do procedimento de extração avaliada pelo valor obtido pela análise do 

material de referência certificado SELM-1 foi de aproximadamente 49%. A baixa 

exatidão encontrada pode ser atribuída a interconversão da selenometionina em 

sua forma oxidada, e, para contornar o problema, mercaptoetanol foi adicionado 

ao extrato enzimático a uma concentração final de 0,004% (v/v). A adição de 

mercaptoetanol evitou a oxidação da selenometionina, como pode ser visto na 

Figura 36, resultando numa exatidão de 98% em relação ao valor certificado. 

 

 

Figura 36: Perfil cromatográfico para extração enzimática do CRM SELM-1 após adição de 
mercaptoetanol 
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O procedimento de extração enzimática, após avaliação da exatidão pelo 

emprego do material de referência certificado SELM-1, foi aplicado à amostra de 

levedura enriquecida em 78Se. O cromatograma resultante é apresentado na 

Figura 37. 

 

 

Figura 37: Perfil cromatográfico obtido para extração enzimática da amostra de levedura enriquecida 

 

 A análise cromatográfica do extrato enzimático da levedura isotopicamente 

enriquecida apresentou uma série de espécies de selênio, das quais não foi 

possível realizar a identificação devido à baixa resolução cromatográfica e a 

ausência de padrões disponíveis com exceção da selenometionina que 

apresentou um tempo de retenção de aproximadamente 5 min. Aplicando a 

diluição isotópica espécie- não especifica encontrou-se uma fração mássica de 

selenometionina de aproximadamente 297 mg kg-1. Esse resultado provavelmente 

possuí um erro sistemático devido à coeluição de outras espécies de selênio, que 

pode ser atribuída a baixa resolução cromatográfica encontrada com as condições 

experimentais utilizadas para este estudo. 

 Com a finalidade de melhorar a resolução cromatográfica entre as 

espécies coeluídas, optou-se por aumentar a concentração do reagente de par 

iônico (TBAAc) de 0,05 mmol L-1 para 0,1 mmol L-1 para promover maior interação 

da selenometionina com a fase estacionária. O resultado desta modificação por 

ser observado na Figura 38. 
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Figura 38: Perfil cromatográfico obtido para extração enzimática da amostra de levedura enriquecida 
com 0,1 mM de TBAAc 

 

 O aumento da concentração do reagente de par iônico não produziu o 

resultado esperado, ou seja, aumento do tempo de retenção da selenometionina, 

e tão pouco aumento da resolução entre as espécies que coeluem próximo ao 

tempo de retenção de 5 minutos. Entretanto uma mudança no perfil 

cromatográfico das espécies que eluíram no final do cromatograma foi observada, 

as quais apresentaram melhor resolução cromatográfica com o aumento da 

concentração do reagente de par iônico.  

 

 
Cromatografia de troca aniônica forte com quantificação por IDA 
espécie-não específica 

 Com o objetivo de melhorar a separação das espécies de selênio presente 

na amostra de levedura enriquecida isotopicamente, foi testada uma coluna 

cromatográfica de troca aniônica forte utilizando as condições cromatográficas 

apresentadas na Tabela 26.  
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Tabela 26: Condições instrumentais para a determinação de selenometionina em levedura 

enriquecida isotopicamente (78Se) por SAX-HPLC-ICP-MS 

HPLC 

Coluna PRPX-100; Hamilton 250 mm x 4,6 mm x 5m 

Fase móvel 

Fase A: NH4H2PO4 (10 mmol L-1); 

MeOH (2%); pH= 7,0 

Fase B: NH4H2PO4  (100 mmol L-1); 

MeOH (2%); pH= 7,0 

Vazão 0,9 mL min-1 

Volume de injeção 50 L 

Modo de eluição 

0 – 3 min = 100% A 

3 – 12 min = 100% B 

12 – 15 min = 100% B 

15 – 20 min = 100% A 

 

 As condições experimentais do ICP-MS foram as mesmas utilizadas no 

experimento anterior (Tabela 4). O perfil cromatográfico resultante da separação 

cromatográfica com a coluna de troca aniônica PRP-X100 pode ser observado na 

Figura 39.  

 

  

Figura 39: Perfil cromatográfico obtido para extração enzimática da amostra de levedura enriquecida 
– Troca aniônica  

 

 A alteração do mecanismo de separação (fase reversa para troca aniônica) 

não resultou em melhora da resolução cromatográfica do extrato enzimático.  
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 A selenometionina eluiu em aproximadamente 10 minutos apresentando 

um perfil assimétrico, provavelmente devido a presença de outras espécies que 

coeluíram com o analito de interesse. 

 Com a finalidade de aumentar a resolução cromatográfica, nova fase 

móvel foi testada usando as mesmas condições instrumentais anteriores (ver 

Tabela 27). A fase móvel foi constituída de citrato de amônio dibásico em 

substituição ao dihidrogeno fosfato de amônio. 

 

Tabela 27: Condições instrumentais para separação cromatográfica utilizando acetato de amônio. 

HPLC 

Coluna PRPX-100; Hamilton 250 mm x 4,6 mm x 5m 

Fase móvel 
C6H14N2O7  (5 mmol L-1); MeOH (2%); 

pH= 5,05 

Vazão 0,9 mL min-1 

Volume de injeção 50 L 

Modo de eluição Isocrático 

 

Na Figura 40 é apresentada a separação cromatográfica utilizando citrato 

de amônio dibásico como constituinte da fase móvel, mais uma vez não foi 

possível aumentar a resolução cromatográfica da selenometionina (tR=~6min), 

inviabilizando a análise quantitativa dessa espécie. 

 

 

Figura 40: Perfil cromatográfico obtido para extração enzimática da amostra de levedura enriquecida 
– Troca Aniônica 

 

 Como os experimentos realizados com a coluna de troca aniônica forte não 

resultaram em melhora na resolução cromatográfica, optou-se por utilizar a coluna 
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de fase reversa (a mesma empregada nos estudos iniciais – item 3.3.2.3), porém 

agora com HFBA como reagente de par iônico.  

 

 
Cromatografia de fase reversa com quantificação por IDA espécie-
não específica (HFBA como reagente de par iônico) 
 

 A escolha do HFBA como reagente de par iônico baseou-se principalmente 

na avaliação das constantes de termodinâmicas de equilíbrio do analito de 

interesse. A selenometionina possui dois valores de pKa (2,2 e 9,3), como pode 

ser observado na Figura 41. Em valores de pH entre 2,2 e 9,3 o grupo amino e o 

grupo carboxila apresentam-se carregados e nessas condições pode ocorrer uma 

transferência de próton intramolecular resultando na espécie neutra (MISHRA; 

PRIYADARSINI; MOHAN, 2005). 

 

 

Figura 41: Constantes termodinâmicas (pKa) da selenometionina 
 

Os primeiros experimentos cromatográficos utilizando a coluna de fase 

reversa (item 5.4.3.1), fase móvel com acetato de tetra-butil amônio e pH ~5,0 não 

apresentaram resolução cromatográfica adequada. A composição da fase móvel, 

favorece o rearranjo intramolecular da selenometionina gerando a espécie neutra, 

como pode ser abservado na Figura 41 e esse fato provavelmente desfavorece a 

interação da selenometionina com o reagente de par iônico TBAAc.  

 Tendo em vista essas considerações acerca das constantes 

termodinâmicas da selenometionina, decidiu-se por utilizar HFBA como reagente 

de par iônico resultando numa fase móvel com pH de aproximadamente 2,5. 

Nessas condições, espera-se que a selenometionina esteja carregada 

positivamente resultando em forte interação com o HFBA devido a presença de 

átomos de flúor em sua estrutura como pode ser visto na Figura 42.  
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Figura 42: Estrutura química do HFBA 

 

 As condições cromatográficas utilizadas para a separação de 

selenometiona presente no extrato enzimático encontram-se na Tabela 28. 

 

Tabela 28: Condições instrumentais do HPLC com fase reversa utilizando HFBA como par iônico. 

HPLC 

Coluna C18 Luna; Phenomenex 150 mm x 2 mm x 3m 

Pré-coluna; Phenomenex 4 mm x 2 mm 

Fase móvel 
HFBA (0,05 %); MeOH (1%); pH= 

2,49 

Vazão 0,2 mL min-1 

Volume de injeção 5 L 

Modo de eluição Isocrático 

OBS: As condições operacionais do ICP-MS encontram-se na Tabela 4 

 

 O resultado da análise do extrato enzimático utilizando as condições 

cromatográficas é apresentado na Figura 43. 
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Figura 43: Perfis cromatográficos obtidos para (A) padrão de selenometionina e (B) extração 
enzimática da amostra de levedura enriquecida isotopicamente – HFBA como par iônico 

 

 Como pode ser observado na Figura 43A o tempo de retenção do padrão 

de selenometionina passou de aproximadamente 5 minutos para 42 minutos, 

confirmando assim as observações realizadas sobre os aspectos termodinâmicos 

da interação entre a selenometionina e o reagente de par iônico.  

 A Figura 43B apresenta o perfil cromatográfico obtido para o extrato 

enzimático da amostra de levedura isotopicamente enriquecida utilizando HFBA 

como reagente de par iônico.  

 Pode-se observar uma melhor resolução cromatográfica entre a 

selenometionina e as outras espécies de selênio presente na amostra permitindo 

a realização da quantificação da selenometionina por diluição isotópica espécie-

não específica resultando na fração mássica de aproximadamente 142 ± 1 mg kg-
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 Uma vez que foi confirmada a existência de forte interação entre a 

selenometionina e o HFBA, decidiu-se aumentar a concentração do reagente de 

par iônico de 0,05 % para 0,1 % com o objetivo de avaliar a presença de possíveis 

espécies coeluindo com o analito de interesse resultando numa fração mássica 

de selenometionina de 140 ± 1 mg kg-1. Vale ressaltar que para fins de correção 

de possíveis erros sistemáticos presentes durante o processo de separação 

cromatográfica, a avaliação da recuperação da coluna foi realizada sendo obtido 

um valor de 92 ± 8% para selenometionina e 88 ± 5% para selênio total. A 

recuperação obtida para a selenometionina foi considerada quantitativa e os 

resultados obtidos foram corrigidos pelo fator de recuperação da coluna. 

  

 
Cromatografia bidimensional (2D) - fase reversa x troca aniônica 
forte com quantificação por IDA espécie-específica 

 

Para obter maior segurança na eficiência da separação cromatográfica, e 

agregando as principais vantagens da diluição isotópica espécie–especifica, como 

compensação das perdas parciais do analito durante o processo analítico, 

realizou-se um experimento de cromatografia bidimensional (fase reversa x troca 

aniônica) utilizando um padrão de selenometionina de abundancia isotópica 

natural para fins de quantificação. 

A adição da solução de padrão às amostras para análise por diluição 

isotópica reversa novamente foi otimizada observando o fator de propagação de 

erro apresentado na Figura 44, sendo o Rm estimado em 0,3. 

 

 

Figura 44: Fator de propagação de erro empregando um padrão de selênio de abundância natural 
frente à amostra de levedura enriquecida em 78Se 
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 Num primeiro momento foi realizada a injeção da mistura do extrato 

enzimático da levedura enriquecida isotopicamente e o padrão de 

selenometionina de abundancia natural, na coluna de fase reversa. O pico 

referente a selenometionina foi coletado, liofilizado e posteriormente injetado na 

coluna cromatográfica de troca aniônica forte. Dessa maneira espera-se 

assegurar que outras espécies não estejam eluindo do sistema cromatográfico 

num mesmo tempo de retenção uma vez que é pouco provável que espécies 

diferentes possuam a mesma interação com colunas cromatográficas com 

mecanismos de separação completamente distintos.  Os cromatogramas 

obtidos nesse experimento de cromatografia bidimensional pode ser visto na 

Figura 45.   

 

 

Figura 45: Resultado da cromatografia 2D (A - fase reversa e B - troca aniônica) para quantificação 
de selenometionina por IDA espécie-específica;           78Se         80Se 
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O cromatograma apresentado na Figura 45 é referente a análise por 

HPLC-ICP-MS utilizando a coluna de fase reversa (condições cromatográficas na 

Tabela 28) posteriormente a analise cromatográfica por troca aniônica (condições 

cromatográficas na Tabela 27).  

Como pode ser observado na Figura 45 B duas espécies minoritárias 

eluem entre os tempos de retenção de 2 a 3 minutos e posteriormente a 

selenometionina eluindo em aproximadamente 6 minutos. A quantificação da 

selenometionina utilizando a abordagem de diluição isotópica espécie-específica 

por cromatografia 2D resultou numa fração mássica de 132 mg kg-1.  

 A Tabela 29 apresenta os resultados resumidos das quatro estratégias de 

separação cromatográfica utilizadas para a quantificação de selenometionina na 

amostra de levedura isotopicamente enriquecida por diluição isotópica. 

  

Tabela 29: Resumo das diferentes abordagens para quantificação de selenometionina 

Estratégia de quantificação Resultado 

IDA espécie-não específica (Fase 

reversa; TBAAc como reagente de par 

iônico.) 

297 mg kg-1 

IDA espécie-não específica (Troca 

aniônica) 
134 ± 14 mg kg-1 

IDA espécie-não específica (Fase 

reversa; HFBA como reagente de par 

iônico.) 

140 ± 14 mg kg-1 

IDA espécie-específica 

(cromatografia 2D) 
132 ± 8 mg kg-1 

 

 
Identificação de proteínas por HPLC-ESI-Q-TOF-MS 

 A identificação de proteínas nas amostras de levedura (enriquecida 

isotopicamente em 78Se e com abundância natural) foi realizada empregando a 

cromatografia liquida de alta resolução acoplada à espectrometria de massa com 

fonte de ionização por electospray. A princípio buscou-se identificar uma proteína 

com selênio em sua cadeia proteica nas duas amostras de levedura em estudo 

com o intuito de se avaliar a viabilidade de utilização da levedura marcada 

isotopicamente como um padrão para a quantificação absoluta de proteínas por 

ESI-MS.  O desenvolvimento de métodos analíticos para este fim representa 

um desafio analítico principalmente devido a forte influência da matriz na eficiência 
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de ionização dos compostos de interesse quando se utiliza uma fonte branda de 

ionização como o caso da ESI-MS.   

 Existem diferentes estratégias analíticas para a quantificação absoluta de 

proteínas entre elas a AQUA (do inglês absolute quantification). A AQUA baseia-

se na medição da razão isotópica na solução resultante de uma digestão tríptica 

após a adição de um peptídeo proteotípico, ou seja, pertencente a uma proteína 

especifica, marcado isotopicamente. Dessa maneira, utilizando os conceitos 

inerentes à análise por diluição isotópica pode-se obter a concentração de 

proteínas na amostra analisada.  Um procedimento analítico geral comumente 

utilizado para a identificação de proteínas é apresentado na Figura 46. 

 

 

Figura 46: Procedimento para identificação de proteínas por LC-ESI-MS 

 

 Após a realização da digestão tríptica de um extrato proteico é adicionado 

um peptídeo marcado isotopicamente, peptídeo esse que deve possuir 

concentração e abundância isotópica conhecida.  A seguir é realizada uma 

separação prévia das espécies de interesse por cromatografia com posterior 

análise por espectrometria de massa molecular.  

 Para realizar a identificação e/ou quantificação de proteínas pelo 

procedimento AQUA, pode-se utilizar um espectrômetro de massa do tipo triplo 

quadrupolo onde no primeiro quadrupolo (Q1) seleciona-se a razão massa/carga 

referente ao peptídeo de interesse seguindo-se a sua fragmentação na célula de 

colisão (Q2). Os fragmentos obtidos são então direcionados para o quadrupolo Q3 

onde se realiza a medição da razão isotópica entre os fragmentos oriundos do 

peptídeo natural (ou endógeno) e o pertencente ao peptídeo marcado 

isotopicamente. Dessa maneira, é possível obter a concentração da proteína em 
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termos absolutos contornando todos os problemas relacionados a interferência de 

matriz que são característicos do processo de ionização por electrospray.  

 Um procedimento similar pode ser empregado quando se utiliza o ESI-Q-

TOF-MS, porém, ao invés de se empregar o quadrupolo como filtro de massas 

para seleção das massas de interesse, utiliza-se a fragmentação obtidas pelo ESI-

Q-TOF-MS. Dessa maneira, pode-se selecionar a massa do íon de interesse 

(peptídeo) e a seguir os íons resultantes da fragmentação desse íon. 

 

4.4.4. 
Tratamento de amostras 

 A amostra de levedura não enriquecida isotopicamente (0,1 g) foi 

submetida a extração aquosa para obtenção de um extrato rico em proteínas. Para 

isso foram avaliados diferentes procedimentos para o rompimento da estrutura 

celular das amostras de levedura, entre eles, rompimento mecânico empregando 

pérolas de vidro e ultrassonicação em sonda e em banho. Os extratos aquosos 

obtidos pelos diferentes procedimentos de extração, foram submetidos a análise 

por HPLC-ICP-MS utilizando uma coluna de exclusão por tamanho (SEC) a fim de 

se obter o perfil proteico resultante dos diferentes procedimentos de extração 

(Figura 47) utilizando as condições operacionais apresentadas na Tabela 8.  

 

 

Figura 47: Perfil cromatográfico obtido para extração aquosa da amostra de levedura enriquecida 
(SEC-ICP-MS) 

 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1313037/CA



130 
 

 Pode-se observar na Figura 47 que os perfis proteicos obtidos com os 

diferentes procedimentos de extração foram similares apresentando proteínas 

com massa molecular variando entre <10 kDa e >30 kDa. Assim, optou-se por 

utilizar a extração em banho ultrassônico para os estudos posteriores. 

 O mesmo procedimento foi realizado com a levedura enriquecida 

isotopicamente para avaliar se essa amostra possuí o mesmo perfil proteico da 

amostra comercial. O extrato aquoso foi analisado por HPLC-ICP-MS monitorando 

os isótopos de selênio e por HPLC com detecção UV monitorando o comprimento 

de onda 280 nm característico de absorção molecular de proteínas, para avaliar 

se os compostos de selênio presentes nas amostras estão associados a proteínas 

(Figura 48). 
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Figura 48: Perfil cromatográfico obtido da extração aquosa da amostra de levedura enriquecida por 
UV (A) e ICP-MS (B) 

 

Como se pode observar na Figura 48A o perfil cromatográfico obtido para 

a amostra de levedura comercial revelou a presença majoritária de proteínas de 

peso molecular de 60 kDa (~20 min) e 12 kDa (~30 min) além da presença um 

grupo de moléculas que eluíram na zona de exclusão da coluna SEC que 

teoricamente corresponde a compostos com massa molecular >600 kDa. O perfil 

cromatográfico obtido para a amostra de levedura enriquecida isotopicamente 

apresentou majoritariamente a presença de um grupo de proteínas de 

A 

B 
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aproximadamente 12 kDa como pode ser observado na Figura 48; outros grupos 

de proteínas minoritárias também foram identificados como pode ser visto no 

destaque na Figura 48A.  

Um estudo complementar foi realizado empregando o acoplamento HPLC-

ICP-MS e as mesmas condições cromatográficas do estudo anterior para obter a 

informação elementar do extrato proteico, ou seja, identificar quais grupos de 

proteínas apresentam selênio em sua estrutura molecular. A distribuição de 

selênio no extrato aquoso (Figura 48B) coincide com o perfil proteico obtido por 

SEC-HPLC sendo o grupo de proteínas de aproximadamente 12 kDa escolhido 

para os estudos subsequentes. Essa fração cromatográfica foi coletada em tubos 

de polipropileno e liofilizado para posterior digestão tríptica. 

 As frações proteicas liofilizadas foram reconstituídas com 100 L de água 

Tipo I seguindo-se a adição de ditiotreitol para rompimento das ligações S-S e Se-

S. A solução resultante foi deixada em repouso por 1,5h no escuro e após esse 

período foram adicionados 50 L de solução de tripsina (20 mg mL-1). As amostras 

foram levadas a um agitador orbital a 200 rpm e 37ºC por 16h, após esse período 

foi adicionado ácido trifluoracético para interromper a reação enzimática (pH=2). 

A solução obtida após a digestão tríptica foi liofilizada para posterior analise por 

HPLC-ESI-Q-TOF-MS. Na Tabela 30 são apresentas as condições instrumentais 

utilizadas para a análise do digerido tríptico.  

 

Tabela 30: Condições instrumentais utilizadas para análise por HPLC-ESI-MS 

HPLC 

Fase Móvel 
A – Água:Ácido fórmico (0,1:100 v/v) 

B – Acetonitrila:Ácido fórmico (0,1:100 v/v) 

Gradiente 

0 min – 2% Fase B 

3 min – 2 % Fase B 

75 min – 40% Fase B 

80 min – 80 % Fase B 

Vazão 150 L min-1 

 

 Como resultado da digestão tríptica da fração coletada por SEC-HPLC, 

pode-se destacar a presença proteína heat sock de 12 kDa que foi identificada 

tanto na levedura comercial quanto na levedura enriquecida isotopicamente. Essa 

proteína foi escolhida para os estudos subsequentes pois há informações na 

literatura (POLATAJKO et al., 2005) de que essa proteína possuí selenometionina 
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em sua estrutura proteica. A Figura 49 apresenta a sequência de aminoácidos 

que foi identificada por HPLC-ESI-Q-TOF-MS. 

 

 

Figura 49: Sequência de aminoácidos identificados na proteína heat shock 12 kDa nas leveduras 

comercial e enriquecida em 78Se 

  

Para a interpretação dos dados obtidos para as amostras de levedura (de 

abundância natural e enriquecida isotopicamente em 78Se) foi realizada a 

alteração da massa molecular da metionina considerando a substituição do 

enxofre pelo selênio, convertendo-se assim, em selenometionina, além de 

considerar a provável oxidação da selenometionina a óxido de selenometionina 

no motor de busca do software MassMatrix. 

Ao se realizar a avaliação da digestão enzimática buscando os peptídeos 

que foram identificados na proteína de 12 kDa observa-se que apesar da boa 

cobertura da sequência proteica, 52% e 73% para as leveduras comercial e 

enriquecida isotopicamente, respectivamente, os peptídeos que contém o 

aminoácido selenometionina (DYMGAA, onde M denota o aminoácido 

selenometionina e DYXGAA, onde X denota selenometionina marcada com 78Se) 

não foram identificados nas amostras. Esse fato pode ter sido ocasionado por 

alguns fatores tais como baixa eficiência de ionização do peptídeo de interesse 

considerando a complexidade da matriz e a susceptibilidade da fonte de ionização 

por electrospray a esse tipo de problema, digestão tríptica incompleta resultando 

em não clivagem da ligação peptídica no peptídeo de interesse ou até mesmo 

baixa sensibilidade levando em consideração que não foi utilizada uma coluna 

preparativa para coleta de uma massa maior de proteína previamente a etapa de 
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digestão tríptica. Entretanto, outras proteínas foram identificadas com sucesso nas 

duas amostras de levedura em estudo, como pode ser visto nas Figuras 50 e 51. 

 

 

Figura 50: Proteínas identificadas na fração de 12 kDa da levedura comercial 

 

 

Figura 51: Proteínas identificadas na fração de 12 kDa da levedura enriquecida isotopicamente em 
78Se 

 

 Como pode-se observar nas Figuras 50 e 51 referentes a análise dos 

digeridos trípticos das amostras de leveduras comercial e enriquecida 

isotopicamente, respectivamente, foram identificadas aproximadamente 35 

proteínas presentes na fração de 12 kDa. Além da proteína heat sock de 12 kDa, 

foram identificadas as proteínas superóxido dismutase e a tioredoxina-2 que 

possuem potencial para serem biosintetizadas na presença de padrões isotópicos 
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como por exemplo Cu ou Zn para a superóxido dismutase e Se para a heat shock 

e a tioredoxina -2, com o objetivo de serem utilizadas como padrões para 

quantificação absoluta de proteínas por HPLC-ESI-MS. 
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5 
Conclusão 

O emprego de diferentes gases de reação em ICP-MS (DRC II e  NexIon) é 

uma atraente alternativa para resolver os problemas relacionados com a 

sobreposição espectral de espécies de Ar sobre 80Se. Metano (CH4) foi o gás de 

reação mais adequado, principalmente por que reage especificamente com o 

dímero de argônio (40Ar40Ar+), resultando num limite de detecção menor quando 

comparado aos obtidos quando NH3 e O2. Embora o CH4 tenha apresentado bom 

desempenho analítico, NH3 e O2 também foram capazes de resolver de maneira 

satisfatória as interferências espectrais. Entretanto, esses gases (NH3 e O2) 

também reagem com Se, porém, a reação destes gases com as espécies 

interferentes possui velocidade de reação maior em relação ao analito, 

possibilitando assim, o emprego para fins analíticos. De fato, a tecnologia da célula 

de reação dinâmica demonstrou ser uma poderosa ferramenta para contornar os 

problemas relacionados à interferência espectral sobre o isótopo mais abundante 

de selênio. 

O método permitiu a determinação exata e precisa de Se total em amostras 

de suplemento alimentar e de levedura. Os resultados encontrados para essas 

amostras apresentaram grande variação entre os comprimidos analisados e 

discrepância considerável em relação ao valor informado no rótulo. O emprego do 

acoplamento HPLC-ICP-MS permitiu avaliar a conformidade das amostras de 

suplemento alimentar em relação a presença das espécies informadas no rótulo 

evidenciando assim, a falta de uma informação clara e objetiva sobre a real 

composição das amostras de suplemento alimentar. 

O emprego de diferentes abordagens de diluição isotópica permitiu a 

caracterização de uma levedura enriquecida isotopicamente em termos de 

concentração de selênio total e selenometionina bem como a abundância 

isotópica.  

O emprego da HPLC-ESI-Q-TOF-MS permitiu a identificação de diferentes 

proteínas em amostras de levedura (amostra enriquecida isotopicamente em 78Se 

e amostra com abundância natural). A proteína heat shock de 12 kDa bem como 

a superóxido desmutase foram identificadas nas duas amostras de levedura o que 

pode ser utilizado em trabalhos futuros, para a produção de padrão de levedura 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1313037/CA



137 
 

enriquecida isotopicamente para fins de quantificação dessas proteínas em 

amostras de leveduras comerciais por diluição isotópica. 
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7 
Anexos 

7.1 

Detalhamento da estimativa da incerteza de medição 

 

A estimativa da incerteza de medição foi realizada empregando o método 

relativo de acordo com os guias ISO GUM e EURACHEM. Como mostrado no 

diagrama de Ishikawa (Fig 1) as principais fontes de incerteza foram consideradas 

e algumas delas (C0 and df) contribuem diretamente na quantificação do 

mensurando e outras fontes (ust and urep) são inerentes ao processo de medição.  

 

 

 

Figura 1. Ishikawa (cause and effect) diagram of the uncertainties for the 
proposed method of Se determination 

 

Dessa forma, a definição do mensurando pode ser descrita pela Eq 13. 

 

1000

0 repst

cont

ffdfC
Se


      (13) 

 

Secont = Concentração de selênio na amostra de levedura (mg kg-1) 

C0 = Concentração de selênio na solução analítica (µg kg-1) 

df = Fator de diluição da amostra 

Calibration curve

Se concentration
analytical solution

Standard dilution

Regression

Analytical balance

Stock solution 

SRM 3149

Sample dilution

Sample mass

Instrumental 
repeatability 

Sample treatment

Analytical 

balance
Repeatability of

digestion procedureAnalytical 

balance
Total mass of the 

solution

Se cont (mg kg-1)
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fst = Fator do tratamento da amostra 

frep = Fator da repetibilidade instrumental 

 

A concentração da amostra foi obtida mediante o uso de uma curva de 

calibração externa. Os padrões de calibração (St) foram preparados por diluição 

gravimétrica da solução de calibração NIST SRM 3149 e essas diluições foram 

consideradas como fonte de incerteza de acordo com a Eq. (14). 

 

 ∑
1

2
n

i
Stdil uu



        (14) 

 

Onde udil é a incerteza padrão associada com a diluição dos padrões da 

curva de calibração e uSt é a incerteza padrão associada com a diluição de cada 

padrão da curva de calibração. 

O valor da incerteza padrão de cada padrão da curva de calibração uSt pode 

ser calculado pela Eq. (15) e leva em consideração a concentração e a incerteza 

da solução estoque (Cs e uCs), a massa e a incerteza padrão da massa de padrão 

pesado (sm e usm) e a massa e a incerteza da massa total da solução (ms e ums). 

 

222

)( 



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






















ms

u

sm

u

Cs

u
u mssmCs

St      (15) 

 

Nota: As incertezas-padrão das massas do padrão e da solução (usm e ums) 

foram obtidas pela divisão da incerteza expandida (U) pelo fator de abrangência, 

ambos indicados no certificado de calibração da balança analítica. 

A incerteza da concentração da solução de estoque foi calculada de maneira 

semelhante de acordo com a Eq. (16), porém empregando os dados constantes 

no certificado do SRM NIST 3149. 

 

k

U
uc           (16) 

 

 O ajuste linear obtido pelo método dos mínimos quadrados também é uma 

fonte de incerteza (ureg). De acordo com EURACHEM, esse componente de 

incerteza pode ser estimado pela Eq. (17). 
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𝑢𝑟𝑒𝑔 = 

𝑆𝑟𝑒𝑠
𝐵1

×√
1

𝑝
+
1

𝑛
+
(𝐶0−𝑐)

2

𝑆𝑥𝑥

𝐶0
                          (17) 

 

Onde ureg é a incerteza padrão associada ao ajuste linear da curva de 

calibração, Sres é o desvio padrão residual da regressão que pode ser obtido 

mediante emprego da equação (18) e (19), B1 é o coeficiente angular da curva de 

calibração, C0
 é a concentração da solução analítica, p é o número de medições 

da curva de calibração, n é o número de replicas de leitura da amostra, Sxx  é obtido 

pela equação (20) e C  é o valor médio das concentrações da curva de calibração. 

 

𝑆𝑟𝑒𝑠 = √∑ (𝐼𝑗−𝐼𝑒𝑠𝑝)
2𝑛

𝑗=1

𝑛−2
       (18) 

 

𝐼𝑒𝑠𝑝 = 𝐵1𝑥 + 𝐵0       (19) 

 

𝑆𝑥𝑥 = ∑ (𝐶𝑗 − 𝐶̅)
2𝑛

𝑗=1        (20) 

 

Combinando udil com ureg pela raiz da soma quadrática, a incerteza padrão 

associada a concentração de selênio na solução analítica (uC0) foi obtida de 

acordo com a Eq. (21) 

 

22

0 regdilC uuu 
                      (21)

 

 

Outra fonte que contribui para a incerteza global é a incerteza relacionada a 

diluição da amostra (udf), que possuí relação direta com a incerteza da massa de 

amostra medida durante o processo de diluição e foi obtida pela Eq. (22). 

Para garantir aderência ao SI, todas as soluções foram preparadas 

empregando a abordagem gravimétrica empregando uma balança devida 

calibrada com pesos padrão rastreáveis. 
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Onde udf  é a incerteza padrão da diluição da amostra, usm é a incerteza da 

massa de amostra, sm é a massa de amostra, utms é a incerteza da massa total da 

solução. 

O procedimento de digestão das amostras (ust) também foi considerado 

como uma fonte de incerteza por se tratar de uma fonte de variabilidade inerente 

ao tratamento das amostras e foi estimada pela Eq. (23). 

 

n

RSD
u vessel

st          (23) 

 

Onde ust é a incerteza padrão do tratamento das amostras, RSDvessel é o 

desvio padrão relativo das concentrações obtido entre os vasos de digestão do 

HPA-S e n é o número de vasos de digestão (n=3). 

A incerteza associada a repetibilidade instrumental possui uma importante 

contribuição na incerteza final e pode ser estimada de acordo com a Eq. (24). 

 

Int

Int
rep

X

SD
u          (24) 

 

Onde urep é a incerteza relativa da repetibilidade instrumental, SDint e X são o 

desvio padrão e a média das intensidades obtidas para a amostra na solução 

analítica respectivamente. 

Finalmente a incerteza combinada (ucomb) foi calculada pela Eq. (25). Neste 

trabalho, cada fonte de incerteza foi obtida em sua forma relativa, então ucomb foi 

obtida pela raiz da soma quadrática das fontes individuais de incerteza obtidas 

previamente, como segue.  

 

   2222
)()( strepCodfcomb uuuuu       (25) 

 

Como descrito no EURACHEM, as incertezas podem ser classificadas em tipo 

A e tipo B. As incertezas do tipo A é associada com analises estatísticas de uma 

serie de observações, enquanto que as incertezas do tipo B são obtidas de outras 

fontes que não repetições estatísticas como certificados de calibração, etc. Esta 

discriminação é importante para o cálculo dos graus de liberdade efetivos (eff) que 

são necessários para encontrar o fator de abrangência (k) que é usado para a 

obtenção da incerteza expandida (U). 
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Para calcular os graus de liberdade efetivos (eff) a incerteza padrão 

combinada e as incertezas do tipo A são consideradas de acordo com a equação 

de Welch-Satterthwaite, Eq. (26). 

 

∑
1

4

4

)1-(

n

i i

i

comb
eff

n

u

u



         (26) 

 

 Onde ucomb é a incerteza padrão combinada e ui são os componentes de 

incerteza individuais do tipo A (ureg, ust, and urep). O fator de abrangência (k) foi 

obtido através da distribuição t-student distribution para 95% de nível de 

confiança. 

A incerteza expandida foi calculada pela multiplicação da incerteza combinada 

pelo fator de abrangência (k), como mostrado na Eq. (27). 

 

combukU .         (27) 

 

Onde k é o fator de abrangência para os graus de liberdade efetivos ( eff) 

a 95% de nível de confiança e U é a incerteza relativa expandida. 

A incerteza final é obtida pela multiplicação da incerteza expandida relativa 

pelo mensurando, a concentração de selênio nas amostras de levedura. 
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7.2 

Incerteza de medição espécie-não especifica  

 

 A estimativa da incerteza de medição para a análise por diluição isotópica 

espécie-não específica foi realizada de acordo com a lei de propagação de erros. 

Para tanto, foram determinadas as equações diferenciais da definição do 

mensurando (equação de fluxo mássico), como segue: 

 

Equação de fluxo mássico: 

 

𝑀𝐹𝑠 = 𝐶𝑆𝑝𝑑𝑆𝑝𝑓𝑆𝑝
𝐴𝑆𝑝
𝑏

𝐴𝑆
𝑎 (

𝑅𝑚 − 𝑅𝑆𝑝
1 − 𝑅𝑚𝑅𝑆

) 

 

Equação geral para estimativa da incerteza de medição: 

 

𝑢𝑀𝐹𝑠 =

√
  
  
  
  
  
  
(
𝜕𝑀𝑠

𝜕𝐶𝑠𝑝
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2
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)
2
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𝜕𝑀𝑠

𝜕𝑓𝑠𝑝
)
2
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2 + (

𝜕𝑀𝑠

𝜕𝐴𝑤𝑠
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2
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𝑏 )

2

𝑢𝐴𝑏𝑠𝑝
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(
𝜕𝑀𝑠

𝜕𝑅𝑚
)
2
𝑢𝑅𝑚
2 + (
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𝜕𝑅𝑠𝑝
)
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2 + (

𝜕𝑀𝑠

𝜕𝑤𝑠𝑝
)
2

𝑢𝑤𝑠𝑝
2 + (

𝜕𝑀𝑠

𝜕𝐴𝑠
𝑎)

2
𝑢𝐴𝑎𝑠
2 + (

𝜕𝑀𝑠

𝜕𝑅𝑠
)
2
𝑢𝑅𝑠
2

E 

 

Derivadas parciais: 

 

𝜕𝑀𝑠

𝜕𝐶𝑠𝑝
= 𝑑𝑠𝑝 × 𝑓𝑠𝑝 × [

𝐴𝑤𝑠 × 𝐴𝑠𝑝
𝑏 × (𝑅𝑚 − 𝑅𝑠𝑝)

𝐴𝑤𝑠𝑝 × 𝐴𝑠
𝑎 × (1 − (𝑅𝑚𝑅𝑠))

] 

 

𝜕𝑀𝑠

𝜕𝑑𝑠𝑝
= 𝐶𝑠𝑝 × 𝑓𝑠𝑝 × [

𝐴𝑤𝑠 × 𝐴𝑠𝑝
𝑏 × (𝑅𝑚 − 𝑅𝑠𝑝)

𝐴𝑤𝑠𝑝 × 𝐴𝑠
𝑎 × (1 − (𝑅𝑚𝑅𝑠))

] 

 

𝜕𝑀𝑠

𝜕𝑓𝑠𝑝
= 𝐶𝑠𝑝 × 𝑑𝑠𝑝 × [

𝐴𝑤𝑠 × 𝐴𝑠𝑝
𝑏 × (𝑅𝑚 − 𝑅𝑠𝑝)

𝐴𝑤𝑠𝑝 × 𝐴𝑠
𝑎 × (1 − (𝑅𝑚𝑅𝑠))

] 

 

𝜕𝑀𝑠

𝜕𝐴𝑤𝑠
= 𝐶𝑠𝑝 × 𝑑𝑠𝑝 × 𝑓𝑠𝑝 × [

𝐴𝑠𝑝
𝑏 × 𝑅𝑚

𝐴𝑤𝑠𝑝 × 𝐴𝑠
𝑎 × (1 − (𝑅𝑚𝑅𝑠))

] 
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𝜕𝑀𝑠

𝜕𝐴𝑠𝑝
𝑏
= 𝐶𝑠𝑝 × 𝑑𝑠𝑝 × 𝑓𝑠𝑝 × [

𝐴𝑤𝑠 × 𝑅𝑚

𝐴𝑤𝑠𝑝 × 𝐴𝑠
𝑎 × (1 − (𝑅𝑚𝑅𝑠))

] 

 

𝜕𝑀𝑠

𝜕𝑅𝑚
= 𝐶𝑠𝑝 × 𝑑𝑠𝑝 × 𝑓𝑠𝑝 × [

𝐴𝑤𝑠 × 𝐴𝑠𝑝
𝑏

𝐴𝑤𝑠𝑝 × 𝐴𝑠
𝑎 × (1 − (𝑅𝑚𝑅𝑠))

] + 𝐴𝑤𝑠 × 𝐴𝑠𝑝
𝑏 × (𝑅𝑚 − 𝑅𝑠𝑝)   

× [
𝐴𝑤𝑠𝑝 × 𝐴𝑠

𝑎 × 𝑅𝑠

(𝐴𝑤𝑠𝑝 × 𝐴𝑠
𝑎 × (1 − 𝑅𝑚𝑅𝑠))

2] 

 

𝜕𝑀𝑠

𝜕𝑅𝑠𝑝
= −[𝐶𝑠𝑝 × 𝑑𝑠𝑝 × 𝑓𝑠𝑝 × (

1

𝐴𝑤𝑠𝑝 × 𝐴𝑠
𝑎 × (1 − (𝑅𝑚𝑅𝑠))

)] 

 

𝜕𝑀𝑠

𝜕𝑤𝑠𝑝
= −[𝐶𝑠𝑝 × 𝑑𝑠𝑝 × 𝑓𝑠𝑝 × 𝐴𝑤𝑠 × 𝐴𝑠𝑝

𝑏 × (𝑅𝑚 − 𝑅𝑠)

× (
𝐴𝑠
𝑎 × (1 − 𝑅𝑚𝑅𝑠)

(𝐴𝑤𝑠𝑝 × 𝐴𝑠
𝑎 × (1 − (𝑅𝑚𝑅𝑠)))

2)] 

 

𝜕𝑀𝑠

𝜕𝐴𝑠
𝑎 = −[𝐶𝑠𝑝 × 𝑑𝑠𝑝 × 𝑓𝑠𝑝 × 𝐴𝑤𝑠 × 𝐴𝑠𝑝

𝑏 × (𝑅𝑚 − 𝑅𝑠)

× (
𝐴𝑤𝑠𝑝 × (1 − 𝑅𝑚𝑅𝑠)

(𝐴𝑤𝑠𝑝 × 𝐴𝑠
𝑎 × (1 − (𝑅𝑚𝑅𝑠)))

2)] 

 

𝜕𝑀𝑠

𝜕𝑅𝑠
= −[𝐶𝑠𝑝 × 𝑑𝑠𝑝 × 𝑓𝑠𝑝 × 𝐴𝑤𝑠 × 𝐴𝑠𝑝

𝑏 × (𝑅𝑚 − 𝑅𝑠)

× (
𝐴𝑤𝑠𝑝 × 𝐴𝑠

𝑎 × 𝑅𝑚

(𝐴𝑤𝑠𝑝 × 𝐴𝑠
𝑎 × (1 − (𝑅𝑚𝑅𝑠)))

2)] 

 

 Uma particularidade da aplicação da diluição isotópica espécie-não 

específica reside no fato de que a solução do padrão enriquecido isotopicamente 

é adicionada em linha ao efluente da coluna cromatográfica e dessa forma, a 

estimativa da incerteza de medição foi realizada aplicando as equações 
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desenvolvidas a cada ponto do cromatograma, como exemplificado na figura 

abaixo: 

 

 

 No destaque em amarelo da figura acima, pode-se observar o resultado da 

propagação das incertezas para cada ponto do cromatograma, sendo está coluna 

a incerteza combinada. 

 De posse desses dados, pode-se plotar um cromatograma com os 

resultados da incerteza padrão combinada como mostrado na figura abaixo. 

 

 

 

 Como pode-se observar na figura acima, o perfil cromatográfico obtido 

para o cálculo da incerteza combinada é exatamente o mesmo ao obtido para o 

fluxo mássico do mensurando, dessa forma, a simples integração dos picos de 

interesse (selenometionina ~40 min) fornecerá os resultados da massa de selênio 

presente na amostra injetada bem como a incerteza padrão combinada. Para o 

exemplo acima o resultado obtido foi 142 ± 1 mg kg-1, já considerando a diluição 

das amostras. 
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7.3 

Artigos publicados 

7.3.1 – Artigo publicado na revista Food Analytical Methods 
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7.3.2 - Artigo publicado na revista Brazilian Journal of Analytical Chemistry 

– BrJAC 
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