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CAPITULO I



1. INTRODUCAO

1.1 Consideracoes iniciais e justificativas

A produ¢do mundial de pescado procedente da aquicultura é estimada em 47
milhdes de toneladas, das quais 28 milhdes sdo decorrentes do cultivo em &4guas
continentais, principalmente em paises tropicais, como o Brasil. Das espécies icticas
criadas em ambientes tropicais de 4gua doce destacam-se as tildpias com uma producdo
mundial que supera dois milhdes de toneladas. Nos ultimos anos no Brasil ocorreu um
considerdvel aumento na producdo de tildpias, o que tem levado pesquisadores que
trabalham com aquicultura a desenvolverem trabalhos relacionados ao comportamento,
fisiologia, genética e nutricio dessa espécie.'” E consenso entre esses pesquisadores a
fundamental importincia dos {ons metdlicos, pois eles sdo essenciais como
componentes estruturais € em muitos processos vitais, podendo funcionar como agentes
sinalizadores, como catalisadores, ou ainda alterar a expressdo génica.””

A concentracdo total desses ions metdlicos em amostras bioldgicas ou
ambientais tem sido normalmente determinada por métodos analiticos altamente
sensiveis, como a AAS (Espectrometria de absor¢do atdomica), ICP (Plasma acoplado
indutivamente), ICP-MS (espectrometria de massas com fonte de plasma acoplado
indutivamente), XRF (Espectrometria de fluorescéncia de raios-X), entre outros. Porém,
muitos processos envolvendo elementos em baixas concentragdes ou elementos traco
estdo longe de ser bem entendidos, pois a maioria das matrizes de interesse bioldgico,
por exemplo, fluidos corporais, tecidos ou alimentos, sdo muito complexas e, portanto,
de dificil analise.®’ Assim, as conclusdes sobre a importancia do metal para
biomoléculas, mais especificamente as proteinas, sdo muitas vezes fragmentadas.4

A compreensdao dos papéis que envolvam metais e proteinas depende da
qualidade da informacdo obtida apés a andlise metal-proteina.® Dessa forma, a
determina¢do de fons metdlicos ligados a proteinas, mais especificamente de tildpia do
Nilo (Oreochromis niloticus), podera trazer informacdes importantes para a drea de

fisiologia, genética e nutricdo de peixes.



1.1.1. As Proteinas

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes e com maior diversidade
de fun¢des nos seres vivos. Por exemplo, enzimas e hormonios controlam e regulam o
metabolismo do organismo, enquanto proteinas contriteis ensejam a realizacdo de
movimentos. Nos 0ssos, o coldgeno forma uma estrutura para deposi¢do de cristais de
fosfato de célcio. Na corrente sanguinea, a hemoglobina e albumina transportam
moléculas essenciais a vida, enquanto as imunoglobulinas sdo responsaveis pela defesa,
por exemplo, contra virus e bactérias causadoras de infecgf)es.8

Os 20 aminoacidos comumente encontrados em proteinas estdo unidos entre si
por ligacdes peptidicas. A seqiiéncia linear dos aminodcidos ligados contém a
informacdo necessdria para formar a molécula protéica com wuma estrutura
tridimensional unica. A complexidade da estrutura protéica é melhor analisada
considerando-se a molécula em termos de quatro niveis de organizacdo, denominados
primério, secunddrio, tercidrio e quaterndrio.®® A descricio de todas as ligacdes
covalentes, principalmente ligagdes peptidicas e ligacdes dissulfeto, unindo residuos de
aminodcidos em uma cadeia polipeptidica é sua estrutura primaria. O mais importante
elemento da estrutura primdria € a sua sequéncia de residuos de aminodcidos. A
estrutura secundaria refere-se a arranjos particularmente estiveis de residuos de
aminodcidos dando origem a padrdes estruturais recorrentes. A estrutura terciaria
descreve todos os aspectos do enovelamento tridimensional de um polipeptidio. Quando
uma proteina possui duas ou mais subunidades polipeptidicas, seu arranjo no espago é
referido como estrutura quaternaria.” A Figura 1 mostra esquematicamente os niveis

de estruturas das proteinas.
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Figura 1: Niveis de estrutura nas proteinas.’



Muitas proteinas cont€m apenas residuos de aminodcidos e nenhum outro
constituinte quimico, sendo consideradas proteinas simples. Entretanto, algumas
proteinas contém permanentemente associados outros componentes quimicos além dos
aminodcidos. Essas proteinas sdo chamadas de proteinas conjugadas. A parte ndo-
aminodcido de uma proteina conjugada € usualmente chamada de grupo prostético.
Usualmente, o grupo prostético desempenha papel importante na funcio bioldgica da
proteina. Proteinas conjugadas sdo classificadas com base na natureza quimica de seus
grupos prostéticos. Por exemplo, as lipoproteinas contém lipidios, as glicoproteinas
contém grupos acucar e as metaloproteinas um metal especiﬁco.9 A Tabela 1 mostra

alguns exemplos de proteinas conjugadas.

Tabela 1: Proteinas conjugadas.9

Classe Grupo Prostético Exemplo
Lipoproteinas Lipidios Bi-lipoproteina do sangue
Glicoproteinas Carboidratos Imunoglobulina G
Fosfoproteinas Grupos fosfato Caseina do leite
Hemoproteinas Heme (porfirinas de ferro) Hemoglobina
Flavoproteinas Nucleotidios de flavina Desidrogenase succinica

Ferro Ferritina
Zinco Desidrogenase alcodlica
Metaloproteinas Cilcio Calmodulina
Molibdénio Dinitrogenase
Cobre Plastocianina

1.1.2. Metaloproteinas e proteinas ligadas a metais

Embora os fons metélicos constituam uma pequena porc¢ao do tecido corporal
(4%), sao essenciais em muitos processos vitais. Os principais papéis desses ions
metalicos podem ser descritos como estrutural e funcional. No aspecto funcional,
destaca-se o papel catalisador nos sistemas enzimadticos, por meio da ligacdo desses ions
a substratos, e a mediacdo nas reagdes de Oxido-reducdo, através de mudancgas
reversiveis no estado de oxidagcdo do fon metdlico. No aspecto estrutural, destaca-se o

papel como integrantes de compostos organicos do corpo, tais como o ferro na



hemoglobina, o iodo na tiroxina, o cobalto na vitamina Bj; e o enxofre na tiamina e
biotina, eles atuam na estabilizacdo dessas biomoléculas, por meio da estabiliza¢do e ou
protecdo de cargas negativas. Existem fun¢des nas quais o balango de fons é importante,
por exemplo, para a formacdo dos ossos, para a quantidade e relacdo entre célcio e
fosforo, para a atividade muscular e para a relacdo entre cdlcio e potdssio no fluido
extracelular. Os eletrdlitos, dos quais os sais de sodio e potdssio sdo 0s mais
importantes, representam os principais fatores no controle osmético do metabolismo da
dgua >1012
As metaloproteinas e os ions metdlicos ligados as proteinas representam uma
grande por¢do do numero total de proteinas. Estima-se que aproximadamente 40% de
todas as proteinas e enzimas necessitam de um fon metdlico para realizar atividade
biolégica.*'® Esses fons sdo responsdveis por muitos processos metabélicos, como
conversdo de energia na fotossintese e respiracao, expressao e regulacio génica, além de
processos cataliticos, como ligacdo a um substrato e ativacio do mesmo, transporte e
armazenamento.”
As metaloproteinas sao consideradas diferentes das proteinas ligadas a metais.
As metaloproteinas constituem um grupo de proteinas que contém um cofator metélico
incorporado por meio de ligacdes especificas, caracterizando-se pela alta afinidade da
interacdo metal-proteina. J4 as proteinas ligadas a metais constituem um grupo de
proteinas onde os fons metélicos sdo incorporados por ligacdes ndo-especificas,
caracterizando-se pela baixa afinidade da ligagcdo metal-proteina. Assim, essa ligacdo é
facilmente quebrada.‘"13 Fracamente ligados as proteinas, estdo os fons monovalentes
como o sdédio e o potdssio. De intensidade moderada, o magnésio e o célcio. Dentre os
metais que apresentam forte ligacdo as proteinas, mais freqiientemente, estdo os metais
de transi¢cdo, como ferro, cobre, zinco, manganés, molibdénio e cobalto, devido as suas
propriedades (densidade, pequeno raio atdbmico e interacdo via eletromagnética e forcas
eletrostdticas), estdo ligados a maioria das metaloproteinas.*'"'*"” Outro grupo de
metaloproteinas, de baixa massa molecular (6-7 kDa), sdo as chamadas metalotioneinas.
As metalotioneinas apresentam alta afinidade ndo s6 com ions metdlicos essenciais,
como cobre e zinco, mas também com 0s metais potencialmente téxicos, como cadmio
e mercurio. Estas metalotioneinas estdo presentes em vertebrados, plantas, fungos, algas

, L. . 4,14-18
e até em bactérias metal-resistentes.™



1.1.3. Proteinas que apresentam selénio

As proteinas que apresentam selénio, conhecidas até agora, sdo divididas em trés
grupos: proteinas com as quais o selénio estd incorporado de forma nado especifica;
proteinas com as quais o selénio estd ligado de forma especifica, definidas como
selenoproteinas; e as proteinas ligadas a selénio. No primeiro grupo, o das proteinas
com as quais o selénio estd incorporado nao especificamente, em dietas enriquecidas
com selenometioninas, o selénio € metabolizado do mesmo modo como sdo
metabolizados outros compostos de selénio como, por exemplo, selenito, selenato e
selenocisteina. Porém, parte do selénio € depositada diretamente de forma ndo
especifica dentro de certas proteinas. O segundo grupo, o das selenoproteinas, apds
ingestdo normal de selenito, selenato ou selenocisteina, quase todo o selénio ¢é
transportado para dentro dessas selenoproteinas. O terceiro grupo, o de proteinas ligadas
ao selénio, constitui proteinas especificas nas quais o selénio estd somente ligado as
moléculas. Até agora somente duas proteinas, de 14 kDa e 56 kDa foram detectadas em
figado de camundongo. Porém as fungdes sdo ainda desconhecidas.'’

A maioria das selenoproteinas identificadas até agora em mamiferos sao
selenoenzimas, com residuos de selenocisteina, responsdveis pela funcio catalitica.
Dentre elas, algumas com func¢des conhecidas como a glutationa peroxidase,
responsavel pela conversdo de peréxido de hidrogénio em compostos atdéxicos,
protegendo a célula do dano oxidativo.'”?® Essa enzima foi identificada no citosol
celular, trato gastrointestinal e em nicleos de espermatozdides. Além das glutationas
peroxidase também foram identificadas as iodotironinas deiodinase, responsdveis pela
ativacao/inativacdo dos hormonios da tiredide, que regulam vérios processos
metabolicos, as tioredoxinas redutase, presentes em vdrios tecidos, responsaveis por
catalizar a reducio NADPH-dependente, e as selenofosfatos sintetase.'

Selenoproteinas com fung¢des desconhecidas também foram encontradas. Dentre
elas a selenoproteina P, uma glicoproteina de 43 kDa que constitui mais de 60% do
selénio no plasma. Outra selenoproteina de funcdo desconhecida € a selenoproteina W,
encontrada em musculo esquelético de ratos, pouco menor que 10 kDa. Uma
selenoproteina denominada 15-kDa selenoproteina, detectada em ratos e humanos e
outra denominada 18-kDa selenoproteina também foram encontradas.'” Essa dltima, foi

encontrada em tecidos de rim, cérebro, coragdo e figado de ratos, alimentados com



dietas pobres em selénio. Além disso, grande diversidade de proteinas que continham

A . . . 21
selénio, também foram identificadas.

1.1.4. Utilizacio do selénio na nutriciao de peixes

Selénio em peixes deriva da dgua e da dieta. Um alto nivel de selénio na dgua é
toxico ao peixe e pode acarretar-lhe a diminui¢dao do crescimento ou mesmo sua morte.
A captacdo de selénio pelas branquias é muito efetiva, principalmente como selenito, e
o elemento pode ser armazenado dentro de vdrios tecidos, em sua forma inorganica,
com excec¢do do figado. Para selénio dietético que é armazenado na forma orgénica, a
margem entre a exigéncia nutricional e o limiar téxico ¢ muito estreita. Normalmente,
dietas com aproximadamente 1 mg de selénio/kg de alimento sdo consideradas ideais,
variando de espécie para espécie, e o limite toxico chega bem proximo ao valor ideal.
Compostos de selénio estdo presentes em vdrios alimentos. Selenito e selenato sdo
formas inorganicas de selénio, enquanto selenometionina, selenocistina e selenocisteina
sdo formas organicas.”> >

Virios fatores associados a quantidade de selénio nos alimentos ou com outros
alimentos em dietas misturadas podem afetar a biodisponibilidade do elemento na dieta,
influenciando a utilizacdo da sua quantidade ingerida nas fases de digestao/absor¢do, ou
metabolismo/excrecdo. Suplementagdes com selénito de s6édio mostraram-se mais
significativas na biodisponibilidade em comparac¢do as dietas com outras formas de
selénio.”**

A estimativa da disponibilidade do selénio na nutricdo animal obedece trés
critérios de respostas bioldgicas. A primeira € a metodologia preventiva, que envolve a
avaliacdo da concentracdo de selénio necessdria para suprir a deficiéncia desse
elemento. A segunda € a avaliacdo das concentracdes de selénio nos tecidos, que
relaciona a eficiéncia relativa de uma quantidade conhecida em manter sua
concentracdo em diferentes tecidos. A terceira € a chamada “ensaio funcional”, e

envolve a avaliacdo da eficiéncia relativa de quantidades conhecidas de selénio em

manter a atividade da glutationa peroxidase em vérios tecidos.*



1.1.5. Fracionamento de proteinas por eletroforese

A eletroforese € uma das técnicas analiticas mais importantes da investigacao
bioquimica atual.”’” A teoria relacionada com a eletroforese consiste na separacdo de
moléculas em uma mistura, sangue, urina, liquor e outras solucdes, sob influéncia de um
campo elétrico aplicado. As moléculas dissolvidas no campo elétrico movem-se ou
migram a uma velocidade determinada por suas cargas, ou seja, aplicando-se uma carga
elétrica a estas moléculas, quanto maior a carga de uma molécula, maior serd a
velocidade com que essa molécula se moverd em relagdo as outras que possuem carga
menor. No caso, as substincias que apresentam pouca ou nhenhuma carga, permanecerao
relativamente paradas, enquanto que outros componentes, carregados eletricamente, se
moverdo em direcio ao pélo de carga oposta.”’ >’

O avanco biotecnolégico nos tempos modernos mostrou a relevincia da
eletroforese como meio de andlise e purificagdo de produtos de natureza protéica, seja
de origem animal ou vegetal. Dessa forma, a eletroforese tem sido comumente aplicada
na separacdo e caracterizacdo de aminodcidos, peptideos, enzimas, proteinas,
nucleotideos e outras substancias de relevancia biologica que podem apresentar carga

em funcao do pH do meio.”!

1.1.5.1. Fatores que afetam a eletroforese *’***'

Dentre os principais fatores que influenciam a eletroforese pode-se destacar o
pH, forca i0nica, temperatura e condicdes elétricas.

O pH do meio € decisivo na apresentagdo da carga da substancia. Assim, se a
substancia € de origem protéica, ela apresentard um ponto isoelétrico (pI) ou pH
isoelétrico, que € um pH caracteristico onde a carga liquida da molécula é zero, e a
migracdo s6 serd possivel se o pH for diferente do pI. Em uma curva de mobilidade de
uma proteina em funcdo do pH do meio da corrida eletroforética, é percebido que
valores de pH > pl fazem a proteina se comportar como anionte, migrando para o anodo
(polo positivo), ja valores de pH < pl fazem a proteina se comportar como cationte,
migrando para o catodo (pdlo negativo) e, quando pH for igual ao pl ndo haverd
migracao.

A forca i6nica influencia a espessura da dupla camada elétrica quando

significativas concentragdes de eletrdlitos estdo presentes. Assim, uma alta forca idnica



no sistema ird acarretar em significativa resisténcia a migragdo eletroforética, com alta
intensidade de corrente e baixa diferenca de potencial (d.d.p.).

A mudanca de temperatura acarretada pela passagem de corrente elétrica
também influéncia a mobilidade eletroforética. Em principio, o aumento de temperatura
aumenta a mobilidade eletroforética, porém, significativos aumentos podem gerar
gradientes de temperatura no meio e acarretar em distor¢des das migracoes. Além disso,
a grande quantidade de calor produzida pode levar a evaporagdo dos sistemas liquidos
do meio e provocar rachaduras e/ou rupturas do mesmo, inutilizando-o.

Quanto as condigOes elétricas, para haver migracido eletroforética de uma
particula carregada, o meio deve estar desequilibrado eletricamente. Esse desequilibrio é
provocado por uma fonte de corrente continua com capacidade de gerar uma forca
eletromotriz medida em volts. Essas condi¢des elétricas irdo definir o tempo de corrida
eletroforética. Assim, baixas condi¢Oes elétricas irdo acarretar em maiores tempos de
corrida, enquanto que altas condi¢des irdo acarretar em tempos menores de corrida.

1.1.5.2. Tipos de eletroforese *"**"'

Nos dias atuais, a eletroforese de proteinas estd muito desenvolvida em meios
gelatinosos (poliacrilamida e agarose). Nos primdrdios da eletroforese, ha cerca de 60
anos, o método usado era a eletroforese livre ou “moving boundary”. Nesse tipo, as
proteinas eram separadas em meio liquido formado por uma solucdo tampdo, na
auséncia de qualquer meio estabilizante. Dentre as -eletroforeses estabilizadas
distingui-se dois tipos: aquelas estabilizadas por um suporte s6lido ou gelatinoso (papel,
gel de amido, acetato de celulose ou poliacrilamida) e aquelas feitas em um meio
liquido estabilizado por um gradiente, por exemplo, de sacarose.

O surgimento da eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) permitiu o
surgimento das chamadas eletroforeses descontinuas, que sdo baseadas na relacdo

carga/peso molecular.

1.1.5.2.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Entre as técnicas eletroforéticas utilizadas no fracionamento de proteinas, a

eletroforese em géis de poliacrilamida (PAGE) tem se mostrado a mais bem-sucedida na

separacdo dessas macromoléculas. Nessa técnica, uma mistura de dois polimeros, a
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acrilamida e a bisacrilamida, em diferentes concentracdes, permite a criagdo de
diferentes gradientes de separagﬁo.z’l’32 A mobilidade das proteinas é dependente do
tamanho dos poros do gel e da massa molar das proteinas. O percentual de acrilamida
do gel € o que determina o tamanho de poro. Dessa forma, deve ser escolhido levando-
se em consideracdo a massa molar da proteina a ser identificada.*

A eletroforese em gel de poliacrilamida pode ser classificada como em uma

dimensdo (1D) ou em duas dimensdes (2D).

I) Eletroforese em gel de poliacrilamida em uma dimensao (1D-PAGE)

Na eletroforese em gel de poliacrilamida em uma dimensdo, pode-se analisar a
proteina na forma nativa ou desnaturada, dependendo das condi¢des empregadas na
extracdo das proteinas. No sistema nativo ou ndo-dissociante as proteinas sdo separadas
com base em sua carga, pelo método de focalizagcdo isoelétrica (IEF). Neste sistema €
formado um gradiente de pH, no qual as proteinas carregadas eletricamente irdo mover-
se até um pH especifico, onde apresentardo carga efetiva nula, conhecido como o pl da
proteina. Em sistemas desnaturantes ou dissociantes as proteinas sdo solubilizadas em
tampao contendo um reagente desnaturante, sendo o SDS (dodecilsulfato de s6dio), o
mais empregado. Esse detergente aniOnico interage com as cadeias peptidicas das
proteinas, desnaturando-as e formando um complexo SDS-Proteina, fornecendo-lhes
cargas negativas. Assim todas as proteinas migram em direcdo ao eletrodo positivo e
sdo separadas somente pelas diferencgas relacionadas as suas massas molares. Esse tipo
de eletroforese € conhecido como SDS-PAGE. Agentes redutores, tais como [-
mercaptoetanol e DTT (1,4-ditiotreitol), sdo adicionados para romper as pontes
dissulfetos (ligagdes -S-S-) presentes para facilitar o acesso do SDS as partes mais

. . 4
internas das protelnas.33’3

IT) Eletroforese em gel de poliacrilamida em duas dimensées (2D-PAGE)

Misturas complexas de proteinas ndo sd@o bem resolvidas em eletroforese de
apenas uma dimensdo. Nesse caso, utiliza-se a eletroforese em géis bidimensionais, que
combina dois métodos diferentes de separagdo. Nessa técnica, em uma primeira etapa,
proteinas nativas sdo separadas em estreita fatia de gel em gradiente de pH imobilizado
(gel de focalizacdo isoelétrica). Cada proteina se deslocard até um ponto no gradiente
que corresponde ao seu pl, como nesse ponto, sua carga liquida é zero, ndo ocorre mais

migracdo da macromolécula. Atualmente, essa etapa ocorre em fitas pré-fabricadas de
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gel de poliacrilamida onde os anfdlitos estdo imobilizados, formando assim um

7z

gradiente de pH. Apds essa etapa a fita € incubada com um agente redutor e
iodoacetamida, para se evitar a reoxida¢do dos grupos tiéis. Em uma segunda etapa, a
fita contendo as proteinas separadas por IEF € colocada no topo de outro gel, e assim as
proteinas presentes na fita serdo separadas de acordo com a massa molar por SDS-
PAGE, em direcdo perpendicular a da primeira etapa. A associacdo destes dois tipos de
eletroforese (IEF e SDS-PAGE) aumenta significativamente a resolu¢do do método.

Desta forma, cada ponto resultante observado no gel de 2D-PAGE corresponde a uma

p o 34,35
proteina especifica, presente na amostra.

1.1.6. Espectrometria Atomica

1.1.6.1. Aspectos Historicos

Conforme descrito no levantamento bibliografico feito por Krug et al.:* 6

N

Os primeiros estudos referentes a absor¢do de luz datam de 1802, quando Wollaston e
Fraunhofer descobriram a existéncia de linhas escuras no espectro da luz solar. Essa
descoberta foi, posteriormente, melhor investigada por Fraunhofer que constatou que as linhas
escuras indicavam a absor¢do de parte da energia da luz solar. Em 1820, Brewster estudando a
absor¢do da luz, chegou a conclusdo de que as raias de Fraunhofer poderiam ser devidas a
presenga de vapores atdmicos na atmosfera solar, os quais absorveriam parte dessa radiacdo.
Pouco tempo depois, Kirchhoff e Bunsen estabeleceram o principio da absorcio, apds estudar
sistematicamente vdrias linhas do espectro dos metais alcalinos e alcalino-terrosos. Em 1860,
Kirchhoff estabeleceu a relacdo entre emissdo e absor¢do e enunciou a seguinte lei: “Em
condicdes especiais, todos os corpos podem absorver radia¢des que eles sdo capazes de
emitir”. Em 1900, Max Planck estabeleceu a lei quantica de absor¢io e emissdo da radiacio,
de acordo com a qual um 4tomo pode somente absorver radiacdo de comprimento de onda
bem definido. Em 1955, o fisico australiano Alan Walsh verificou que a maior parte dos
atomos livres, presentes em um chama, permanecia no estado fundamental, pois a chama néo
tinha energia suficiente para promover transi¢cdes eletronicas para niveis mais elevados (exceto
para os metais alcalinos e alguns alcalino-terrosos). Assim, com base nas leis de Kirchhoff e
Planck, os dtomos gerados em uma chama poderiam absorver a radia¢do proveniente de uma
fonte de radiacdo primdria e a quantificacdo dessa atenuacdo poderia ser utilizada para a
determinagdo quantitativa dos mesmos. Dessa forma, Walsh propds o conceito da
espectrometria de absorcdo atdmica e montou o primeiro protétipo de um espectrometro de
absor¢do atdmica. No mesmo ano, Alkemade e Milatz também propuseram um espectrometro

de absor¢do atdmica, porém Walsh é, reconhecidamente, o pai da técnica, devido a sua
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insisténcia com a nova técnica e com as contribuicdes no desenvolvimento das lampadas de
catodo oco. Em 1959, Boris V. L’Vov propds o uso de um forno de grafite como atomizador
para absorcdo atdmica, com base em um modelo de forno proposto por King (1905). Pode-se
considerar que essa técnica atingiu a maturidade a partir da proposicdo e aceitacdo das
condigdbes STPF “Stabilized Temperature Platform Furnace” proposta por Slavin e
colaboradores. Em 1979, Harnly prop0s o primeiro espectrometro de absor¢do atdmica com
possibilidade de deteccdo simultinea, usando uma tnica lampada de xendnio como fonte de

radiagdo continua, podendo operar com chama ou com forno de grafite.
1.1.6.2. Aspectos Teéricos

A espectrometria atdmica é uma das ferramentas mais importantes da quimica
analitica. Devido a sua alta sensibilidade e a sua capacidade em distinguir um elemento
de outro em uma amostra complexa, tem sido a técnica mais utilizada para a
determinacdo de elementos individuais em amostras organicas e inorganicas.””*®

Na espectrometria atdmica, as amostras sdo vaporizadas em temperatura
superiores a 2000 °C, decompondo-se em tomos.”® Esses dtomos sdo constituidos de
um nucleo rodeado de elétrons. Todos os elementos possuem um ndmero de elétrons
que estd associado com o niucleo atdmico dentro da estrutura orbital que € Unica de cada
elemento. Os elétrons ocupam posi¢des nos orbitais em ordem e caminhos definidos. A
energia mais baixa, que corresponde a configuracdo eletrOnica estdvel do atomo,
conhecida como “estado fundamental”, é a configuracio normal para os dtomos. Se
alguma energia de grande magnitude € aplicada ao dtomo, ela serd absorvida e os
elétrons mais externos (elétrons de valéncia) serdo promovidos para configuracdes
menos estaveis, denominadas “estados excitados”. Como este estado € instavel, o d&tomo
tende imediatamente e espontaneamente a retornar para a configuracdo do estado
fundamental. O elétron ird retornar para o estado inicial, posi¢ao estdvel no orbital, e a
energia radiante equivalente a quantidade absorvida no processo inicial de excitacdao
serd emitida.”***

O processo descrito acima € representado pela Figura 2. Na primeira etapa
ocorre a excitagdo for¢ada, proporcionada por fonte externa de energia, e na segunda
etapa ocorre o processo espontaneo de decaimento, envolvendo emissao de luz.

O comprimento de onda da energia radiante emitida estd diretamente

relacionado com a transi¢do eletronica ocorrida. Sabendo-se que todos os elementos

possuem estrutura eletronica tnica e que o comprimento de onda da luz emitida é uma
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propriedade individual de cada elemento, sendo considerada uma “impressao digital do
elemento”, € possivel, entdo, determinar-se qualitativamente qual é o elemento em
5\ 39-42

questao.

Primeira Etapa

EXCITACAO —@—

v

Energia ®

Estado Estado
Jundamental excitado
Segunda Etapa

A
—.— DECAIMENTO + /\/
R _._
Estado Estado
Excitado Fundamental Energia
Luminosa

v

. . ~ . Z A - 43
Figura 2: Processos de excitacdo e decaimento dos elétrons de valéncia.

Como a configuragdo do orbital dos 4tomos pode ser complexa, podem ocorrer
algumas transi¢Oes eletronicas. Estas transi¢Oes resultam na emissdo de comprimentos

de onda caracteristicos da luz, como € ilustrado pela Figura 3.

EXCITACAO EMISSAO
A — ﬂ,;
Estados Estados | = [~—~"—"""--
Excitados + Excitados Ja
Energia
Ty T Luminosa
A3
A
Estado Estado A O
Fundamental Fundamental y

Figura 3: Transi¢coes de energia.43

A energia absorvida no processo de excitagdo e a emitida no processo de
decaimento sdo quantificadas com propdsitos analiticos. Este processo de
excitacdo/decaimento para o estado fundamental estd envolvido nas trés linhas de
espectroscopia atomica: 1) Emissao, na qual a amostra é submetida a alta energia, de

natureza térmica, para produzir d&tomos no estado excitado, capazes de emitir luz. O
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espectro de emissdo pode ser utilizado como caracteristica Unica do elemento para
identificacdo qualitativa e quantitativa; 2) Fluorescéncia atomica, técnica que
incorpora fundamentos da absorcdo atdmica e da emissao atomica. Os d&tomos no estado
fundamental sdo introduzidos na chama e excitados pela radiacdo que atravessa a nuvem
atdmica pelo processo de atomizacdo. A quantidade de radiacdo absorvida durante o
processo assemelha-se ao que é observado na absor¢do atdmica, no entanto, a emissao
resultante do decaimento de energia dos dtomos excitados, € quantificada como
observado no processo de emissdo atdomica; 3) Absor¢ao Atomica, esta técnica € uma
das formas mais sensiveis para a determinacdo quantitativa de mais de 60 metais e
metaldides. A facilidade, velocidade, exatiddao e precisdo nas determinagdes fazem da
absor¢do atomica um dos mais populares métodos para determinacdo de metais nos
mais variados tipos de amostras. A absor¢do atdmica é a mais utilizada entre as trés
técnicas e oferece indmeras vantagens sobre as demais, mas dependendo do tipo de
amostra e do analito em questdo, beneficios particulares podem ser obtidos pelo uso da

. N ~ . N 42
emissao atdmica ou pelo uso da fluorescéncia atdmica.>’

1.1.6.3. Absorcéo Atdomica™*

O principio fundamental da Absor¢ao Atdmica € a absor¢do de luz em um tnico
e exato comprimento de onda por dtomos no estado fundamental. Esses d&tomos podem
absorver esta luz e atingir um estado excitado. A quantidade de interesse em
determinagdes por absorcdo atdmica € a quantidade de luz que € absorvida durante a
passagem pelo interior da nuvem de dtomos. Quando o ndmero de 4tomos no caminho
do feixe de radiacdo aumenta, a quantidade de radiacdo absorvida aumenta
proporcionalmente. A quantificacio da diferenca entre a quantidade de luz emitida pela
fonte e a quantidade de luz que passou pelo interior da nuvem de atomos corresponde a
concentracdo de d&tomos do analito na amostra (Lei de Beer).

Os principais componentes da espectrometria de absor¢do atomica sdo: 1) Fonte
de radiacdo, a qual emitird radiacdio em um dado comprimento de onda; 2) Célula
atomizadora, a qual ocorrerd a absor¢do de radiagdo pelos atomos, composta pela
camara nebulizadora e o queimador, quando o método for a Espectrometria de Absor¢ao
Atomica por Chama (FAAS), ou um forno de grafite, quando o método for a
Espectrometria de absor¢do Atdomica em Forno de Grafite (GFAAS) 3) Monocromador

ou seletor de comprimento de onda, o qual funciona como um filtro de radiacdo
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especifica para um dado elemento; 4) Detector, o qual a radiagdo ndo absorvida pelos
atomos chegard. A Figura 4 esquematiza os principais componentes da espectrometria

de absorcao atdmica.

Fonte Célula Monocromador Detector
de radiacao > Atomizadora ' '

Figura 4: Espectrometria de Absor¢do Atdmica.

O uso de fontes especiais de radiagcdo em comprimentos de onda cuidadosamente
selecionados permite a determinacao seletiva de elementos em presencga de outros.

A nuvem atOmica necessdria para as determinacdes por absorcdo atOmica é
produzida por suplemento suficiente de energia térmica, que promove a dissociacao dos
componentes quimicos em dtomos livres. Estes atomos livres, em contato com a
radiagdo proveniente da fonte externa, sdo entdo promovidos para estados excitados, e
esta energia absorvida para promover a mudanca € o fator que possibilita a
quantificagdo dos elementos na amostra. Todo o processo de quantificacdo do analito
estd diretamente relacionado com a eficiéncia da etapa de atomizacdo, se esta for
eficiente, a maioria dos 4tomos estard na forma do estado fundamental e serdo capazes

de absorver a radiacio proveniente da fonte.

1.1.6.3.1. Espectrometria de Absorcio Atdmica por chama — FAAS™*

Na atomizacg@o por chama, uma solu¢do da amostra € nebulizada por um fluxo
de oxidante gasoso, misturada com um combustivel gasoso, e levada a chama onde
ocorre a atomizacdo. A maioria dos espectrometros utiliza um queimador de fluxo
laminar, onde o combustivel, o oxidante e a amostra sio misturados antes de serem
introduzidos na chama.

Uma lampada de catodo oco, usada como fonte, que emite radiagdo em um
comprimento de onda especifico, para o analito de interesse, quando bombardeada com
fons nednio ou argdnio, com energia elevada, no interior da lampada, provoca excitacdao
dos atomos do elemento de interesse e faz com que eles emitam radiacdo com as
mesmas freqii€éncias absorvidas pelo analito presente na amostra. Esta radiacdo passa
através da chama, é selecionada pelo monocromador e chega ao detector que mede a
quantidade de radiacdo que passou através da chama. A Figura 5 ilustra o processo de

absorcdo atdomica por chama.
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Fonte Queimador Monocromador Detector

Figura 5: Espectrometria de Absor¢do Atomica por chama.®
1.1.6.3.2. Espectrometria de Absorcio Atdomica em Forno de Grafite - GFAAS™**

A técnica de espectrometria de absor¢do atdmica com atomizagdo em forno de
grafite, apesar de ser monoelementar, ¢ adequada para a determinacdo de baixas
concentracoes de metais e semimetais A atomizacdo em forno de grafite oferece
sensibilidade maior do que a proporcionada pela chama, isso porque a amostra inteira €
atomizada em um periodo curto e o tempo médio de permanéncia dos 4tomos no
caminho 6ptico € de um segundo. Além disso, a técnica apresenta boa seletividade,
necessita de pequenos volumes de amostra (cerca de 1 a 100 pL de amostra sdo
injetados dentro do forno de grafite através do seu orificio) e possui limites de detec¢ao,
para a maioria dos elementos, em concentracdes da ordem de ng L™ e ug L. A Figura 6

ilustra um tubo de grafite.

Figura 6: Tubo de grafite utilizado em GFAAS.*

A radiacdo proveniente da lampada de catodo oco (HCL), usada como fonte,
passa através das aberturas existentes em cada uma das extremidades do tubo de grafite.
Dentro do tubo de grafite ocorre a atomizacdo do analito de interesse. Em seguida, a
radiacdo chega ao monocromador e logo apds, ao sistema detector. A Figura 7 ilustra o

processo de absor¢do atomica em forno de grafite.



17

Detector Monocromador

| = ===

Fonte Forno de Grafite

Figura 7: Espectrometria de absor¢do atdmica com atomizagdo em forno de grafite.43

Comparado com a chama, o forno de grafite exige maior habilidade do operador
em encontrar condi¢des apropriadas para cada tipo de amostra. Eles sdo aquecidos em
trés ou mais etapas para atomizar corretamente a amostra. As etapas de aquecimento no
forno de grafite sdo: secagem, pirélise, atomizacao e limpeza.

Na etapa de secagem, o forno € programado para secar a amostra de modo a
remover o solvente, o dcido ou a mistura azeotropica. Nesta etapa, temperaturas da

ordem de 200-250 °C sdo atingidas (Figura 8).

Gas de
protecao
A—

'

Residuo sélidol,

Figura 8: Etapa de secagem da amostra no programa de aquecimento para determinacio

de metais por GFAAS.*”

Ap0s a etapa de secagem, a matéria organica e outros concomitantes da amostras
sdo incinerados em temperaturas da ordem de 450-1600 °C, separando assim o analito
(metal, semimetal) dos outros componentes da matriz sélida. Esta etapa do processo é

denominada de pirdlise (Figura 9).
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Gas de protecdo

Remocgao da matriz

interferente sem
perda do analito
(450-1600°C)

Figura 9: Etapa de pirdlise da amostra no programa de aquecimento para determinagdo

de metais por GFAAS.*”

Apoés a etapa de pirdlise, a corrente elétrica responsdvel pelo aquecimento do
tubo de grafite ¢ aumentada rapidamente até amperagem que eleve a temperatura na
ordem de 1400 °C a 2600 °C, provocando formag¢ao de uma nuvem atdmica dos analitos
metdlicos. Esta etapa é denominada de atomizagdo (Figura 10) e ocorre em periodo de
milissegundos até segundos. Nesta etapa, a medida de absor¢do da radiacdo é feita na

regido imediatamente acima da superficie do tubo.

Parada do gas
de protecao

Parada do gas
de protecao

Figura 10: Etapa de atomizacdo da amostra no programa de aquecimento para

determinagdo de metais por GFAAS.*

Apoés a medida da absorbancia do analito, € feita entdo uma etapa de limpeza,
em temperaturas superiores a 2600 °C, para eliminar qualquer residuo que tenha
permanecido. Em seguida ocorre rdpido resfriamento.

As etapas de secagem, pirdlise e limpeza sdo assistidas por uma corrente de
argdnio (fluxo de = 1 L min™) para remover os componentes da matriz volatilizados em

cada etapa. Durante a etapa de atomizacdo, o fluxo de gds € interrompido para evitar
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perdas do analito. As quatro etapas envolvidas no processo de atomizagdo para

determinagdo de um analito por GFAAS estdo sumarizadas na Figura 11.

Secagem
-=— Pirdlise
| | parada do gas de protegsio
= AtomizagSio

-+ Limpeza
—»— Resfriamento

O
o
L
=
At
L
g
5
[

40 60 80
Tempo (s)

Figura 11: Etapas envolvidas no programa de aquecimento para atomizacdo de um
analito por GFAAS."

1.1.6.3.3. Anilises Quantitativas em Absorcio Atémica’ *

Uma fonte, geralmente uma lampada de catodo oco (HCL), emite radiacdo em
determinado comprimento de onda e com intensidade inicial I,. Esta radiacdo esta
direcionada para a chama ou para o forno de grafite, que contém os dtomos no estado
fundamental. A intensidade inicial de radiacdo (I,) sofre decréscimo devido a absorcao
de parte desta energia pelos dtomos que passaram do estado fundamental para o estado
excitado. A radiacdo que chega até o sistema detector com atenuacio da intensidade é
denominada I, e a quantidade de radiacdo absorvida pelos dtomos do analito na nuvem
atdmica € determinada pela comparacdo entre os valores de I e I,. A diferenca de
intensidade entre I e I, corresponde a concentracdo do analito na amostra, como
detalhado a seguir.

Relac¢do entre I, I e concentracao:

A radiagdo absorvida para passar determinado dtomo de seu estado fundamental
para seu estado excitado corresponde a comprimentos de ondas especificos
caracteristicos de cada elemento que podem ser determinados pela equacdo de Planck

(Equagao 1):

AE =— Equacdo 1
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Onde, AE € a energia excitagdo ou a energia necessdria para passar um atomo do
seu estado fundamental para seu estado excitado; h é a constante de Planck (h =
6,62608)(10'34); ¢ € a velocidade da luz (c = 2,99792)(1()8 ms‘l); e A é o comprimento de
onda.

A fragdo de dtomos excitados em determinado nivel de energia € uma func¢do da
temperatura € do comprimento de onda (Tabela 2) e é dada pela distribuicio de
Boltzmann (Equagio 2):

N* = gxgBKT Equagido 2
No o

* 7 Ve . e Ve
Sendo, N o nimero atomos no estado excitado e N, o nimero de atomos no
estado fundamental;, g* e g, o peso estatistico no estado excitado e fundamental,
respectivamente; AE a energia especifica da excitacdo; K € a constante de Boltzmann

(k=1,3 8066x107% J K'l); e T € a temperatura absoluta.

Tabela 2: Razio N'/Nye a dependéncia com a Temperatura e o comprimento de onda.

Elemento Energiade A (nm) g*/go N/N 0

Excitacao (eV) 2000 K 3000 K 4000 K

Zn 5,80 213,9 3 72910 55810 1,48 107
Cu 2,93 422,7 3 121107 3,6910° 6,0310™
Na 2,11 589,0 2 0,86 10* 58810" 444107
Cs 1,46 852,1 2 4,44 10" 72410° 2,98 107

Com isso, chega-se a lei de Lambert-Beer, relacionando a absorbancia (A) ou

densidade 6ptica com o nimero de 4&tomos no estado fundamental (N) (Equacdo 3).

A_ log Po(M)_043 NIk (0 ~
D, (0) Equacao 3

Onde, @y (M) € a poténcia radiante emitida em A (Ip); @ (M) € a poténcia radiante
transmitida em A (I); N é o nimero de atomos livres na camada absorvedora; 1 é o
comprimento da camada absorvedora; e k(L) é o coeficiente de absorcdo atOomica
espectral.

Esta equagdo representa, simplificadamente, que a concentragdo € diretamente
proporcional a concentragdo dos dtomos que absorvem dentro dos pardmetros pré-

estabelecidos de analise.



21

A proporg¢ao direta entre concentragdo e absorbancia é claramente evidenciada
quando solugdes com concentragdes conhecidas sdo utilizadas na constru¢do das curvas
analiticas. Quando a absorbancia é “plotada” em fun¢do da concentragdo, uma relacao
de linearidade é observada para certos intervalos de concentracdo (Figura 12). Dentro
destas regides onde a Lei de Beer € mantida, o crescimento da absorbancia ¢é

diretamente proporcional ao crescimento da concentragao.
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Figura 12: Curva analitica para um fon metlico qualquer.*’

Quando a concentracdo e a absorbancia aumentam, observa-se comportamento
ndo ideal no processo de absorcdo em fun¢do da concentracio, o que acarreta desvios da
linearidade (ndo representado na Figura 12).

O comportamento linear apresentado entre concentracdo e absorbancia em
determinados intervalos de concentragdo € a base para a construcdo das “curvas de
calibracao” ou “curvas analiticas”. Com o uso das curvas de calibracdo é possivel
determinar a concentragdo dos analitos nas amostras por interpolagdo dos valores

obtidos nestas curvas.

1.1.6.3.4. Determinacio de nutrientes metalicos por espectrometria de absorcao

atomica em forno de grafite

A determinacdo de nutrientes metdlicos em amostras bioldgicas (vegetais,
sangue, fezes de animais, alimentos, etc.) por GFAAS proporciona diversas vantagens.
Dentre elas, pode-se citar a alta sensibilidade da técnica, com limites de detec¢do em
niveis de ng kg, utilizacdo de pequenos volumes de amostra, determinagdo de ampla
variedade de tracos de elementos e considerando-se que o atomizador pode agir como

reator quimico, tem-se a possibilidade de amostragem sélida, o que elimina a etapa de
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decomposicdo prévia total da amostra, diminuindo a quantidade de residuos gerados
para o ambiente.**

A amostragem de sélidos na forma de suspensdo apresenta vantagens sobre os
procedimentos de digestdo convencionais, como reducdo no tempo de preparo da
amostra, diminui¢do nas perdas do analito, por manipulag@o excessiva ou retencio sobre
produtos insoliveis, reducdo da possibilidade de contaminacdo da amostra e
principalmente a minimizagdo da a¢do de dcidos perigosos ao analista.* ™

A pré-concentracdo da amostra por evaporacdo do solvente, utilizando-se a
queima da matriz em mufla a 600 °C, é uma das formas utilizadas para aumentar a
sensibilidade da técnica de quantificagdo do analito, quando fatores de pré-concentragdo
de 10 a 40 podem ser obtidos. Este procedimento de pré-concentracdo € utilizado
principalmente na determinacio de elementos traco em amostras de sangue.*

Quando se trabalha com amostragem de sélidos na forma de suspensdo, a
homogeneidade da suspensdo, a utilizacdo de agentes protetores e antiaglutinantes, o
tamanho das particulas, a utilizacdo de modificadores quimicos e de corretor de fundo
adequados, sdo os principais fatores para se conseguir uma boa exatiddo e precisao nas

. L. 50
medidas analiticas.

1.1.6.3.5. Outras aplicacoes da técnica de espectrometria de absorcao atomica em

forno de grafite

A determinacdo de elementos voldteis em amostras de solos e sedimentos tem
sido feita utilizando-se suspensdes dessas matrizes. Suspensdes da ordem de 0,5 a 3%
(m/v) em 4cido fluoridrico (HF), com injecdo de 1% (m/v) de niquel (Ni) como
modificador quimico, possibilita a determinacdo de selénio (Se) nessas amostras,
eliminando-se assim a etapa de extragdo/digestdo manual que envolve a utilizacdo de
reagentes perigosos.”’

Determinacdes de chumbo, selénio e cidmio em suspensdes de alimentos para
bebés por GFAAS, podem ser feitas em meio de Triton X-100 0,1% (m/v), H,O, 30%
(v/v) e HNO3 1% (v/v). Os modificadores de matriz mais eficientes neste método sdo:
Ni 0,5% (m/v) para selénio, Ni + NH4sH,PO4 1% (m/v) para cddmio e NHsH,PO4 1%
(m/v) para chumbo. A calibracdo do equipamento pode ser feita utilizando-se padrdes
aquosos para selénio e chumbo, para cddmio deve-se utilizar o método da adicdo de

analito.””
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Nas ultimas décadas diversos trabalhos tém destacado a importincia da
utilizagdo de modificadores quimicos adequados nas determinacdes de metais tragos por

3-64 o
3364 0 uso do modificador

GFAAS, tanto em amostras liquidas quanto em suspensao.
nessas determinacdes, visa obter uma temperatura de pirélise o mais elevada possivel ao
analito, para garantir a remo¢do da matriz com eficiéncia. De maneira geral,
temperaturas a partir de 1000 °C tém se mostrado suficientes para a pirélise total da
matriz.

Modificadores quimicos como niquel e palddio estdo entre os mais utilizados em
determinagdes de elementos tracos por GFAAS. A mistura desses modificadores
estabiliza elementos voléteis, como o selénio, permitindo a utilizacdo de temperaturas
de pirdlise da ordem de 1000 °C, garantindo assim a elimina¢do quase que total dos
componentes da matriz.>®

A utilizacdo de niquel e cobre e a mistura de cobre com nitratos de ferro e
magnésio tem se mostrado eficiente na estabilizacdo de diferentes espécies quimicas de
selénio para posterior determinacdo desse analito por GFAAS. A mistura de cobre com
nitrato de magnésio apresenta-se como melhor modificador, quando comparado ao
niquel. Essa mistura de modificadores proporciona melhor sensibilidade e estabilizagdo
do selénio em seus trés estados de oxidagao até 1100 °c.>*

O palddio, quando misturado com nitrato de magnésio, proporciona a
estabilidade térmica de cerca de 21 elementos a altas temperaturas, eliminando a maior
parte dos componentes de vdarias matrizes. Essa mistura € considerada como
modificador quimico universal.” Essa mistura de modificadores, destaca-se
principalmente na determinacdo de elementos volateis, como arsénio e selénio,
presentes na forma de tracos em amostras de &dgua mineralizadas, utilizadas na
medicina. O uso desses modificadores elimina principalmente a alta absorcdo de fundo,
causada pela grande concentragdo de sddio presente nessas amostras e a contaminagao
do tubo de grafite devido 2 alta concentracio de fons sulfato.”®

A mistura de cloreto palddio com cloreto de cidmio permite a determinacio de
elementos voldteis como selénio, em amostras de aerodispersdides (Ex. fuligem de
carvao) por GFAAS. Essa mistura de modificadores permite a remocdo dos
concomitantes da matriz e elimina a interferéncia do ferro, elemento comum presente
nesse tipo de amostra.’’

A utilizagdo de compostos organicos como modificadores quimicos, como a

glicose, tem sido proposta para determinacdo de antimdnio e selénio em suspensdes de
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amostras bioldgicas por GFAAS. Misturas da amostra com a glicose nas propor¢oes
0,001% (m/v) e 2% (m/v) permitem a estabilizacdo térmica do selénio e antimonio até
1300 °C. A interferéncia espectral causada pela presenca de fosfato, principalmente em
relagio ao selénio, é bastante minimizada.”® Outra mistura alternativa de modificadores
utilizada na determinagdo de selénio, € a de platina com niquel. O uso desse
modificador na determinagdo direta de selénio em amostras de sucos de frutas silvestres
por GFAAS, permite a eliminacdo de interferéncias espectrais causadas principalmente
por potissio, fosfato e cdlcio.”

Um método alternativo para determinacdo direta de elementos volateis em
amostras biologicas por GFAAS, consiste na dilui¢do da amostra em solucdo a 10% de
aminas tercidrias e a adi¢do de nitrato de palddio como modificador quimico. Nessas
condi¢des, consegue-se diminuir o tempo de anélise, consumo de reagentes e o risco de
contaminacgdo, além disso, a sensibilidade aumenta significativamente, principalmente
para elementos como o selénio.®”

De maneira geral, a utilizacdo de palddio como modificador de matriz, mais
especificamente de nitrato de palddio, tem se mostrado mais eficiente. Mesmo em
determinagdes de suspensdes de amostras bioldgicas, esse modificador proporciona a
quantificagcdo de diversos elementos, principalmente os volateis como selénio, arsénio e
antimonio. Pode ainda melhorar a estabilidade térmica, perfil do sinal transiente,
exatidao e precisdo do método, além € claro de proporcionar aumento significativo da
sensibilidade.’"% A capacidade do palddio em estabilizar elementos, como o selénio,
em elevadas temperaturas de pirdlise, estd relacionada a formacdo de um composto
intermetdlico, que mantém o elemento estdvel termicamente em temperaturas superiores

a 900 °C.%

1.1.6.4. Fluorescéncia de raios-X com radiacao sincrotron (SR-XRF)

A fluorescéncia de raios-X € um dos métodos analiticos mais utilizados na
identificacdo qualitativa de elementos com numero atdmico maior que o oOxigénio,
podendo ser empregada em andlise elementar semi-quantitativa ou quantitativa. Uma
das vantagens dessa técnica, comparada as outras técnicas de andlise elementar, é seu
caréter ndo destrutivo da amostra.””* Este método permite a resolucio espectral total
da amostra, ou seja, a presenca de todos os elementos tracos a partir de uma

determinada energia de irradiacdo.®” A irradiacdo da amostra é feita com feixe de
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raios-X de um tubo de raios-X ou fonte radioativa. Com isso, os elementos na amostra
sdo excitados pela absor¢do do feixe primdrio de raios-X e, em seguida, emitem suas
linhas caracteristicas de fluorescéncia.”’

A fluorescéncia de raios-X com fonte de radiac@o sincrotron tem sido utilizada
quando sdo necessdrias maiores sensibilidade e resolucdo para a identificacdo dos
elementos em uma amostra. Esta fonte apresenta alta intensidade (10° a 10° mais intensa
que as fontes convencionais) com isso € possivel obter limites de detec¢do (LOD) da
ordem de ng g'.*

A técnica de SR-XRF tem sido aplicada na identificagdo de metais ligados a
diversas matrizes biologicas. Dentre as matrizes destaca-se a determinacdo de:
Elementos traco em cabelo humano;67 Cobre, mercario e zinco em rim de ratos;68
Selénio em cérebro de ratos;” Em proteinas separadas por eletroforese a identificacdo
de metais j4 foi realizada para: Ferro, cobre e zinco em metaloproteinas de citosol de
figado humano, separadas por SDS-PAGE;" Ferro, cobre e zinco em metaloproteinas
de carcinoma hepatocelular humano, separadas por IEF;’®’! Selénio em proteinas de
testiculos de ratos, separadas por SDS-PAGE;72’73 Cilcio, cobre, ferro, potdssio e zinco
em proteinas de calos embriogénicos de Citrus;74 Potéssio, calcio, cromio, manganés,
ferro, cobalto, niquel e zinco em metaloproteinas de folhas de girassol separadas por
SDS-PAGE;” Cilcio, cobre, potdssio, magnésio, manganés e zinco em proteinas de
sementes de soja transgénica e ndo transgénica separadas por SDS-PAGE;"® ¢ cromio,
ferro e manganés em proteinas de castanha da India, previamente separadas por SDS-

PAGE.”’

Com base no exposto o presente trabalho teve como objetivo investigar a
presenca de selénio em tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) por eletroforese em gel e
espectrometria atomica. Assim, o trabalho apresenta-se dividido em duas pesquisas
(Capitulos II e III).

O capitulo II, intitulado “Selénio em spots protéicos de plasma e tecidos
muscular e hepatico de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) por SR-XRF apés
separacao por 2D-PAGE” apresenta-se de acordo com as normas da revista Talanta.
Este trabalho teve como objetivo mapear o selénio nos spots de proteinas de plasma,
tecidos muscular e hepatico, utilizando a eletroforese em gel de poliacrilamida em
segunda dimensdo (2D-PAGE), para separagdo das proteinas, e a fluorescéncia de raios-

X com radiacdo sincrotron (SR-XRF), para o mapeamento do selénio.
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O capitulo III, intitulado “Determinacdo de selénio em amostras de tecidos
muscular e hepatico de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) por GFAAS
utilizando extracao por ultra-som” apresenta-se de acordo com as normas da revista
Journal of Hazardous Materials. Este trabalho teve como objetivo a determinacdo de
selénio em amostras de tecidos muscular e hepdtico, por espectrometria de absor¢cdo
atdmica em forno de grafite (GFAAS) utilizando ultra-som no processo de extragdo do

analito.
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ANEXO I

Lista de Abreviaturas

1D-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida em uma dimensao, do inglés, “one-
dimensional Polyacrylamide Gel Electrophoresis”

2D-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida em duas dimensdes, do inglés, “two-
dimensional Polyacrylamide Gel Electrophoresis”

AAS: Espectrometria de Absorcdo Atomica, do inglés, “Atomic Absorption
Spectrometry”

Da: Dalton

FAAS: Espectrometria de Absor¢ao Atdmica com Chama, do inglés, “Flame Atomic
Absorption Spectrometry”

GFAAS: Espectrometria de Absorcio Atdmica em Forno de Grafite, do inglés,
“Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry”

HCL: Lampada de catodo oco, do inglés, “Hollow Cathode Lamp”

ICP: Plasma acoplado Indutivamente, do inglés, “Inductively Coupled Plasma”
ICP-MS: Espectrometria de Massas com fonte de Plasma acoplado Indutivamente, do
inglés, “Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry”

IEF: Focalizagao Isoelétrica, do inglés, “Isoelectric Focusing”

PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida, do inglés, “Polyacrylamide Gel
Electrophoresis”

pI: Ponto Isoelétrico

SDS: Dodecil sulfato de sédio, do inglés, “sodium dodecyl sulphate”

SDS-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de
sodio, do inglés, “Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrilamide Gel Electrophoresis”
SR-XRF: Fluorescéncia de raios-X com Radiagdo Sincrotron, do inglés, “Synchrotron
Radiation X-ray Fluorescence Spectrometry”

XRF: Fluorescéncia de raios-X com radiacdo sincrotron, do inglés, “X-ray

Fluorescence Spectrometry”
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Avaliacao de Selénio em spots protéicos de plasma e tecidos muscular e hepatico de

tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) por SR-XRF apés separacao por 2D-PAGE

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo investigar a presenca de selénio em spots
protéicos de amostras de plasma, musculo e figado de tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus) obtidos apds separacdo das proteinas por eletroforese em gel de
poliacrilamida em segunda dimensdo (2D-PAGE) e posterior avaliacdo qualitativa por
fluorescéncia de raios-X com radiacdo sincrotron (SR-XRF). A analise dos espectros de
fluorescéncia obtidos indicaram a presenca de selénio em oito proteinas do plasma, seis
proteinas do miusculo e cinco proteinas do figado. Observou-se que o selénio estd
distribuido em sua maioria em proteinas com massa molar menor que 50 kDa. Proteinas

acima de 50 kDa foram encontradas somente no plasma.

Palavras-chave: Metaloproteinas, selénio, eletroforese em segunda dimensdo,

fluorescéncia de raios-X com radiagdo sincrotron.
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Evaluation of selenium in protein spots in plasma and muscle and liver tissue of

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) using SR-XRF after 2D-PAGE separation

Abstract

An investigation was made into selenium in protein spots of samples of plasma, muscle
and liver of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) obtained after protein separation by
two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) and subsequent
qualitative evaluation by synchrotron radiation X-ray fluorescence (SR-XRF). An
analysis of the fluorescence spectra indicated the presence of selenium in eight plasma
proteins, six muscle proteins, and five liver proteins. Selenium was found to be
distributed mainly in proteins with a molar mass smaller than 50 kDa. Proteins with a

molar mass higher than 50 kDa was found only in the plasma.

Keywords: Metaloproteins, selenium, two-dimensional electrophoresis, synchrotron

radiation X-ray fluorescence spectrometry
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1. Introducao

As metaloproteinas e os ions metdlicos ligados as proteinas representam uma
grande por¢cdo do numero total de proteinas. Estima-se que aproximadamente 40% de
todas as proteinas necessitam de um fon metdlico para uma atividade bioldgica [1]. As
metaloproteinas sdo consideradas diferentes das proteinas ligadas a metais. As
metaloproteinas constituem um grupo de proteinas que contém um cofator metdlico
incorporado por meio de ligacdes especificas, caracterizando-se pela alta afinidade da
interagdo metal-proteina. Ja as proteinas ligadas a metais constituem um grupo de
proteinas onde os fons metélicos sdo incorporados por ligacdes ndo-especificas,
caracterizando-se pela baixa afinidade da ligacdo metal-proteina, com isso, essa ligacdao
¢ facilmente quebrada [2,3]. Fracamente ligados as proteinas, estdo os {fons
monovalentes como o sddio e potédssio. De intensidade moderada, magnésio e célcio.
Dentre os metais que apresentam forte ligacao as proteinas, mais freqiientemente, estao
os metais de transi¢do, como ferro, cobre, zinco, manganés, molibdénio e cobalto, que
devido as suas propriedades (densidade, pequeno raio atdomico e interacdo via
eletromagnética e forcas eletrostiticas), estdo ligados a maioria das
metaloproteinas [1-5].

O selénio é um micronutriente essencial presente nos tecidos do corpo. Este
elemento € parte integrante da enzima glutationa peroxidase que atua no citosol celular
convertendo perdxido de hidrogénio em compostos atéxicos [6]. A maioria das
selenoproteinas identificadas até agora em mamiferos sdo selenoenzimas, com residuos
de selenocisteina, responsdveis pela fungdo catalitica como a glutationa peroxidase,
responsavel pela conversdo de peréxido de hidrogénio em compostos atdxicos,
protegendo a célula do dano oxidativo. Essa enzima foi identificada no citosol celular,
no trato gastrointestinal e em nidcleos de espermatozdides. Além das glutationas
peroxidase também foram identificadas as iodotironinas deiodinase, responsaveis pela
ativacao/inativacdo dos hormodnios da tiredide que regulam vdrios processos
metabolicos, as tioredoxinas redutase, presentes em vdrios tecidos, responsaveis por
catalizar a reducio NADPH-dependente, e as selenofosfatos sintetase [6,7]. Na nutricao
animal, mais especificamente na nutricio de peixes, a quantidade de selénio dietético
que € armazenado na forma organica, apresenta uma margem entre a exigéncia
nutricional e o limiar téxico é muito estreita. Estudos de mapeamento do selénio em

proteinas do sangue e dos tecidos desses animais, poderdo trazer informagdes
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importantes para a drea de genética, fisiologia e nutricdo de peixes, principalmente em
relagdo a avaliacdo da eficiéncia relativa de quantidades conhecidas de selénio para
manter a atividade da glutationa peroxidase em vérios tecidos [8-10].

Com base no exposto, o presente trabalho teve como objetivo investigar a
presenca de selénio em spots protéicos de amostras de plasma, musculo e figado de
tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) por SR-XRF apds separacdo utilizando-se

eletroforese em gel de poliacrilamida em segunda dimensao (2D-PAGE).

2. Experimental

2.1. Equipamentos

Além de vidrarias convencionalmente utilizadas em laboratério de Quimica
Analitica, foram empregados os seguintes equipamentos € acessOrios para o
desenvolvimento do trabalho: Agitador por efeito Vortex, marca Thermolyne, modelo
M-37600 (Dubuque, EUA), balanga analitica, marca Mettler, modelo AE200 (Bedford,
EUA), cubas para eletroforese do tipo SDS-PAGE, marca GE (Uppsala, Suécia),
espectrofotometro UV/Visivel, marca ThermoSpectronic, modelo Genesys 6,
(Rochester, EUA), mesa agitadora, marca Quimis, modelo Q225M (Diadema, Brasil),
sistema para eletroforese 2D-PAGE, marca GE Healthcare, modelo Ettan™ Daltsix
(Uppsala, Suécia), sistema para focalizacdo isoelétrica, marca Amersham Biosciences,
modelo EPS1001 (Uppsala, Suécia), Scanner (GE Healthcare), Ultracentrifuga
refrigerada, marca BioAgency, modelo Bio-Spin-R (Sdo Paulo, Brasil), Espectrometro
de absor¢do atdmica Shimadzu, modelo AA-6800 (Tokyo, Japao), Forno de Microondas

Provecto Analitica, modelo DGT 100 plus (Campinas/Sao Paulo, Brasil).

2.2. Reagentes e Solucoes

Agua ultrapura (18,2 MQ cm™) obtida pelo sistema Elga modelo PURELAB
Ultra Tonic foi utilizada em todo o trabalho no preparo das solucdes. Acidos acético (J.
T. Backer) e fosférico (Mallinckodt) de pureza analitica, nitrico e cloridrico (Merck) de
grau espectroscopico foram utilizados em todo o trabalho no preparo de solucdes
tampao e solugdes eletroforéticas. Todos os solventes organicos utilizados (e.g. etanol,

acetona, metanol) foram de pureza analitica e de procedéncia Merck. As solucdes
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utilizadas nas separacdes eletroforéticas e padrdes protéicos foram preparadas com
reagentes de pureza analitica de procedéncia Amersham Biosciences. Azul de
Coomassie G-250 (J. T. Backer) e Albumina de Soro Bovino (Merck) foram utilizados
nas determinagdes de proteina total. Todas as solu¢des foram estocadas em frascos de
polipropileno e/ou vidro, sendo as solucOes utilizadas nas separacOes eletroforéticas
foram guardadas em refrigerador a 4 °C (e.g. ) ou em freezer a -20 °C.

Todos os frascos de estocagem das solugdes tampdes, solucdes extratoras,
padrdes protéicos, vidrarias e foram lavados com dcido nitrico 10% v/v por 24 horas e
em seguida enxaguados com 4gua ultrapura e secos por jatos de ar puro antes da

utilizacdo.

2.3. Coleta e preparo das amostras

As amostras de plasma, figado e musculo foram obtidas a partir de juvenis de
tilipia do Nilo (Oreochromis niloticus) criadas na Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Laboratério de Nutricio de
Organismos Aquaticos, Botucatu/SP. Ao final do manejo alimentar, os peixes foram
anestesiados, com solucido de benzocaina (100 mg LY para coleta de sangue do vaso
caudal com auxilio de seringa de 1,0 mL para obten¢cdo da amostra de plasma. Apds a
coleta, o sangue foi transferido para tubos do tipo Eppendorf® , 0 qual continha
K,EDTA (3,0%) que foi utilizado como anticoagulante. O sangue foi entdo centrifugado
a 13000 rpm durante 5 minutos em ultracentrifuga refrigerada para obten¢do do plasma,
em seguida essas amostras foram armazenadas a -20 °C. Ap6s este procedimento, os
peixes anestesiados com benzocaina foram sacrificados para retirada de filés do
musculo e figado inteiro. As amostras de musculo e figado foram entdo transferidas para

frascos de polipropileno de 15 mL e armazenadas em freezer a -20 °C.
2.4. Preparacdo das amostras para eletroforese
2.4.1. Extracdo das proteinas das amostras
As amostras de plasma sanguineo, apds procedimento de separa¢do do sangue,

conforme descrito anteriormente, apresentam-se prontas para serem quantificados os

teores totais de proteinas e utilizadas nas corridas eletroforéticas. Ja as amostras de



41

musculo e figado foram maceradas em dgua deionizada, com auxilio de almofariz e
pistilo. Em seguida, os extratos contendo as proteinas de musculo e figado foram
separados da parte s6lida por centrifugacdo a 13000 rpm e a 4 °C durante 5 minutos, em
ultracentrifuga refrigerada. Os extratos protéicos obtidos dessas amostras foram
transferidos para tubos do tipo Eppendorf® e foram utilizados posteriormente para

quantificagdo dos teores protéicos e corridas eletroforéticas [11-13].
2.4.2. Precipitagdo e Ressolubilizagdo das proteinas

Para quantificagdo do teor protéico nas amostras, fez-se necessdrio um
procedimento prévio de precipitacdo das proteinas. A precipitacio das proteinas
contidas nos extratos protéicos de plasma, musculo e figado foi realizada com solugdo
gelada de acetona 80% (v/v) na propor¢ao de 1:4 (amostra:acetona). Essa precipitagao
foi conduzida durante trés horas a -20 °C, garantindo que a precipitagdo ocorresse de
maneira quantitativa. Em seguida, o precipitado protéico foi centrifugado a 10000 rpm
em ultracentrifuga refrigerada (BioAgency) por 10 minutos e o sobrenadante foi
retirado. Esse precipitado protéico foi lavado mais duas vezes com a solucdo de acetona
gelada utilizada para a precipitacdo. As amostras de plasma e figado foram submetidas a
um processo de remocdo de albumina por meio do uso de um kit de remogdo de
albumina (Millipore), visto que essas amostras apresentam alta concentracdes de
albumina [14,15]. Apds estes procedimentos parte dos precipitados protéicos foi
ressolubilizada em tampdo Tris-HCl a 1 mol L' (pH 6,8), para quantificacdo do teor
total de proteinas, e parte dos precipitados foi ressolubilizada em tampao contendo uréia
a 7 mol L'l, tiouréia a 2 mol L'l, CHAPS a 2% (m/v), anfélitos de pH 3 a 10 a 0,5%
(v/v) e azul de bromofenol a 0,002%, além disso 2,8 mg de DTT foram adicionados a

este tampao, esta mistura foi utilizada nas separacdes eletroforéticas [13].

2.4.3. Determinacdo da concentracdo das proteinas totais

A concentracao de proteinas totais nos extratos protéicos de plasma e figado foi
determinada de acordo com o método de Bradford, j4 a amostra de musculo foi
quantificada pelo método de Biureto, ambos empregando Albumina de Soro Bovino

como padrdo [11,12].
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Curvas analiticas de calibracdo foram feitas na faixa de 25 a 100 pg mL™, para
as amostras de plasma e figado, a partir de solucdo padrio estoque de 500 pg mL™" de
Albumina de Soro Bovino, com o mesmo tampdo utilizado na ressolubilizacdao das
proteinas. Quando necessario, as amostras foram diluidas com o mesmo tampao. Em
cubetas de plastico foram adicionados 200 UL de padrao/amostra diluida
apropriadamente, e 2,5 mL do reagente de Bradford. Apds 5 min de reagdo, as leituras
de absorbancia foram medidas a 595 nm em espectrofotdmetro. Para a amostra de
musculo, uma curva analitica na faixa de 10 a 100 mg mL"' foi feita a partir de solucdo
padrio estoque de 1000 mg mL"'. Em cubetas de pléstico foram adicionados 50 pL de
padrao/amostra diluida apropriadamente, e 2,5 mL do reagente do Biureto. A mistura
padrdo ou amostra com o reagente foi mantida a 32 °C em banho Maria durante 15 min.
Apds o tempo de reagdo as leituras de absorbancia foram medidas a 545 nm em

espectrofotdometro.

2.5. Separacgoes eletroforéticas

Antes do inicio das separacOes eletroforéticas uma massa de aproximadamente
250 g de proteinas dos extratos protéicos de plasma, musculo e figado foram aplicadas
em fitas para focalizacdo isoelétrica de 13 cm, que continham o gel pré-fabricado com
os anfo6litos imobilizados de pH 3 a 10 ou 4 a 7. Essas fitas foram colocadas em um
aparato, sobre o qual permaneceu por 12h, a temperatura ambiente, para serem
rehidratadas com o extrato protéico. Além do extrato protéico foram adicionados
também cerca de 900 uL de 6leo mineral sobre essas fitas. Apds este periodo, a fita
rehidratada foi levada ao sistema para focalizacdo isoelétrica para corrida em primeira
dimensdo da eletroforese bi-dimensional.

Ap6s a etapa de rehidratacao da fita com o extrato protéico, a primeira dimensao
do processo eletroforético foi realizada em sistema para focalizacdo isoelétrica,

seguindo o programa descrito na Tabela 1.
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Tabela 1: Programa utilizado na separac¢do eletroforética em primeira dimensao (IEF).

Etapa Tensao (V) Aciamulo (Vh)
1 500 500
2 1000 800
3 10000 11300
4 10000 3000

O programa de separa¢do em primeira dimensdo durou em média 4,5 h. Apds o
término da focalizacdo isoelétrica, a fita com as proteinas separadas em func¢do do pl,
foi equilibrada em duas etapas. Na primeira etapa, foram utilizados 10 mL de solugdo
contendo uréia 6 mol L'l, SDS 2 % (m/v), glicerol 30% (v/v), Tris-HCl 50 mmol L'l,
azul de bromofenol 0,002% (m/v) e DTT 1% (m/v). Esta etapa denominada reduc¢ado tem
a finalidade de manter as proteinas em suas formas reduzidas. Na segunda etapa foi
utilizada uma solu¢do de composicdo similar porém, substituindo-se o DTT por
iodoacetamida 2,5% (m/v). Esta etapa é denominada alquilacdo e sua finalidade ¢é
alquilar os grupos tidis das proteinas, prevenindo que elas sejam reoxidadas durante o
processo eletroforético. Cada uma destas etapas durou 15 min e foi realizada sob leve
agitacao em mesa agitadora [13].

Apés a etapa de equilibrio das fitas foi realizada a segunda dimensdo do
processo eletroforético (SDS-PAGE). A fita de proteinas de plasma foi aplicada em gel
de poliacrilamida 10% e as fitas de musculo e figado em gel de poliacrilamida 12,5%,
previamente preparados em placa de vidro de 180x160x1,5 mm. O géis de
poliacrilamida foram preparados a partir das seguintes solugdes: Acrilamida, N,N’-
metilenobisacrilamida, Tris-hidroximetil amino metano, Dodecil Sulfato de Sddio
(SDS), N,N’,N,N’-tetrametilenodiamina (TEMED), Acido Cloridrico (HCI) e Persulfato
de Amonio. Foi colocado sobre o gel de poliacrilamida, ao lado da fita, um pedacgo de
papel de filtro, ao qual foi aplicado 10 uL de padrdo de massa molar contendo as
proteinas P-fosforilase (97,0 kDa), albumina (66,0 kDa), ovoalbumina (45,0 kDa),
anidrase carbdnica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,4
kDa). A fita e o papel de filtro foram vedados com solucdo quente de agarose 0,5%
(m/v) em tampdao adequado, de modo a garantir o contato destes com o gel de
poliacrilamida. Em seguida, a corrida eletroforética em segunda dimensao foi efetuada
em sistema para eletroforese 2D-PAGE, em duas etapas, conforme descritas na

Tabela 2.
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Tabela 2: Programa utilizado na separagdo eletroforética em segunda dimensao (SDS-

PAGE).

Etapas
1 2
Tensao (V) 90 250
Corrente Elétrica (mA) 25 25
Poténcia (W) 100 100
Tempo (h) 0,5 5

Ap0s o periodo de corrida (aproximadamente 5,5 h) as proteinas foram reveladas
empregando-se o corante Coomassie coloidal, que consiste em uma solucio de sulfato
de amodnio 8% (m/v), acido fosférico 1,6% (v/v), azul de coomassie G-250 0,08% (m/v)
e metanol 25% (v/v). Antes da revelacdo, as proteinas foram fixadas durante 1 h,
empregando-se solucdo contendo 4cido acético 10% (v/v) e etanol 40% (v/v). O corante
ficou em contato com o gel durante 72 h e depois foi removido por sucessivas lavagens
com dgua ultrapura. Os géis obtidos, feitos em triplicatas para os trés tipos de amostra,
foram escaneados em Scanner, e as imagens foram tratadas, para anélises de correlagdo
entre as repeticoes de géis, bem como a contagem de spots dos mesmos, utilizando o

programa ImageMaster platinum 6.0.

2.6. Determinacdo qualitativa do selénio por SR-XRF nos spots de proteinas das

amostras

As determinagdes qualitativas de selénio nos spots de proteinas foram feitas em
linha de Fluorescéncia de raios-X com radiacdo Sincrotron, disponivel no Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron, localizado na cidade de Campinas-SP/Brasil. Os spots de
proteinas foram retirados do gel com o auxilio de uma ponteira de pipeta, secos com
lampada de infravermelho durante 20 min e fixados em plataforma de aluminio. Apds
serem estabelecidas as condicdes de andlise, 0 mapeamento do selénio foi realizado por
irradiacdo do spot por 200 s em dois pontos. Os espectros coletados foram processados
por meio do programa AXIL, que permite corrigir a variacao da intensidade do feixe da
radiacdo sincrotron fazendo-se a normalizacdo da drea dos picos das espécies quimicas

detectadas pela contagem do pico de argdnio [16].
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3. Resultados e discussao

3.1. Determinagdo da concentragdo de proteinas totais nas amostras

A determinacdo do teor total de proteinas nas amostras de plasma, figado e
musculo foi realizada para se obter a melhor massa protéica a ser aplicada nos géis das
corridas eletroforéticas por 2D-PAGE, levando-se em consideracdo a resolugcdo do gel.
Os resultados obtidos nessas determinacdes constam na Tabela 3. Observa-se que o
musculo e o plasma de tildpia do Nilo apresentam maior concentragdo de proteina, se
comparados ao figado. Com base nesses resultados foram aplicados nas fitas contendo
gel pré-frabricado para focalizagdo isoelétrica, volumes de 10 pL das amostras de

plasma e miusculo e de 50 uL. da amostra de figado, que continham aproximadamente

250 pg de proteina.

Tabela 3: Concentracdes de proteinas totais (concentragdo + desvio padrdo, n = 3) de

amostras de plasma, musculo e figado de tilapia do Nilo.

Amostra Concentracio de proteinas totais (g kg™
Plasma 25,7 +2,0%

Musculo 25,1 +£0,3
Figado 5,3+£0,3

*resultado expresso em mg mL"!

3.2. Otimizagdo das separagoes eletroforéticas

Na tentativa de obter géis de eletroforese com boas resolucdes testou-se sistemas
de separagao 2D-PAGE, visto que o sistema de separacdo eletroforética somente em
uma dimensao ndo apresentaria boa resoluc@o e sim bandas eletroforéticas de um grupo
de proteinas com massas molares semelhantes. Na eletroforese 2D-PAGE cada mancha
no gel, ou mais comumente denominado “spot” representa uma tnica proteina [17-19].
Os géis obtidos para as amostras de plasma, musculo e figado sao apresentados na

Figura 1 (a, b e c, respectivamente).
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Figura 1: Gel de poliacrilamida com proteinas de amostras de plasma (a), muisculo (b) e

figado (c) de tildpia do Nilo.

Conforme mostra a Figura la, os géis de plasma apresentaram boa resolucdo, o
que demonstra que a separacdo de proteinas ocorreu de forma eficiente. Os géis
mostram ainda que hé grande diversidade de proteinas, espalhadas em todo o gel, com
algumas mais intensas com pl entre 5 e 6 e massa molar em torno de 70,0 kDa. A
andlise de correlagcdo entre os trés géis demonstrou que 89,5% das proteinas estavam
presentes nos trés géis, o que representa aproximadamente 515 spots de proteinas. O

nimero médio de spots nos géis foi de 575 com desvio padrao de 13 spots.
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Os géis da amostra de musculo (Figura 1b) também apresentaram boa resolucio.
Observa-se na analise desses géis grande diversidade de proteinas com pl entre 5e 7 e
massa molar entre 14,4 e 97,0 kDa, com algumas proteinas de pl entre 7 ¢ 10 e massa
molar entre 30,0 e 45,0 kDa aparecendo em maior intensidade. A andlise de correlagao
entre os trés géis demonstrou que 71,7% das proteinas estavam presentes nos trés géis, o
que representa aproximadamente 272 spots de proteinas. O niimero médio de spots
nesses géis foi de 380 com desvio padrdo de 16 spots.

Em relacdo aos géis da amostra de Figado (Figura 1c), observa-se boa resolugao
e separacdo eficiente das proteinas. Os géis mostram que ha uma grande diversidade de
proteinas com pl entre 5 e 7 e massa molar entre 30,0 e 45,0 kDa, sendo que alguns
spots protéicos com massa molar menor que de 14,4 kDa, apresentam-se com maior
intensidade. A andlise de correlacdo entre os dois géis demonstrou que 66,4% das
proteinas estavam presentes nos dois géis, o que representa aproximadamente 335 spots
de proteinas. O nimero médio de spots nos géis foi de 505 com desvio padrdo de 12

spots.

3.3. Avaliagcdo qualitativa de selénio por SR-XRF nos spots protéicos das amostras de

plasma, miisculo e figado de tildpia do Nilo

A avaliacdo qualitativa de selénio ligado as proteinas nos spots protéicos foi
realizada considerando-se a sensibilidade da técnica SR-XRF e que o selénio
possivelmente estaria em baixas concentragdes nos diversos spots. Dessa forma,
somente os spots com maior intensidade nos géis foram submetidos a anélise [20,21].
Na Figura 2 (a-plasma; b-misculo; c-figado) sdo apresentados os géis com a
identificacdo dos spots protéicos analisados por SR-XRF que apresentaram selénio. Nas
Figuras 3, 4 e 5 s@o mostrados os gréficos dos espectros de fluorescéncia de raios-X
com radiagdo sincrotron obtidos para os spots protéicos das amostras de plasma,
musculo e figado, respectivamente, além do branco analitico (regido do gel onde ndo
havia spots protéicos). De acordo com os graficos apresentados nas Figuras 3, 4 e 5,
nota-se que os espectros apresentam fundos continuos intensos. Tais fundos devem-se,
principalmente, ao espalhamento Compton dos raios-X incidentes sobre a matriz do gel,
o qual pode mascarar os sinais do elemento de interesse [16]. Dessa forma, utilizando os

valores das dreas dos picos normalizados (ap6s desconto do branco analitico) dos
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espectros de SR-XRF, foi possivel identificar o selénio ligado as proteinas dos spots

marcados em vermelho, apresentados na Figura 2.
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Figura 2: Mapeamento do selénio nos spots de proteinas do plasma (a), misculo (b) e

figado (c) de tildpia do Nilo, separadas em gel de poliacrilamida por eletroforese 2D.
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Figura 3: Espectros de fluorescéncia de raios-X com radiacdo Sincrotron obtidos para

os spots protéicos (1 a 8) de plasma de tildpia do Nilo.
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Figura 4: Espectros de fluorescéncia de raios-X com radia¢do Sincrotron obtidos para

os spots protéicos (1 a 6) de musculo de tildpia do Nilo.
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Figura 5: Espectros de fluorescéncia de raios-X com radiagdo Sincrotron obtidos para

os spots protéicos (1 a 5) de figado de tildpia do Nilo.

Na Tabela 4, estdo indicados os spots nos quais foram identificados a presenca

de selénio.

Tabela 4: Massa molar (MM) e ponto isoelétrico (pI) dos spots nos quais foram

indentificados a presenca de selénio nos trés diferentes tipos de amostra.

Amostra
Plasma Musculo Figado

spot MM pl spot MM pl spot MM pl
1 28,5 5,4 1 23,3 4,6 1 14,4 34
2 26,7 5,7 2 28,5 5,7 2 14,0 9,8
3 26,7 6,2 3 31,8 5.8 3 28,8 7,9
4 37,1 6,8 4 34,4 7,8 4 47,3 6,5
5 51,2 5,4 5 36,5 8,6 5 38,6 7,8
6 49,2 6,6 6 15,0 10,0
7 68,6 4,9
8 65,8 6,0

A andlise das Figura 2, 3, 4 e 5 e dos resultados apresentados na Tabela 4
sugerem a presenca de selénio em oito spots protéicos do plasma, seis spots do musculo
e cinco spots do figado. Pode-se observar que das 19 proteinas encontradas nos trés

tipos de amostras, o selénio estd distribuido em sua maioria em proteinas com massa
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molecular menor que 50 kDa e que algumas proteinas com massa molecular maior que
50 kDa foram encontradas somente no plasma. Esses resultados sugerem que as
proteinas nas quais foram identificadas a presenca de selénio, possivelmente apresentam
nas cadeias laterais de seus fragmentos peptidicos grupos funcionais com dtomos de
enxofre (grupos tidis), grupos estes com caracteristicas de bases moles e,
consequentemente ligam-se preferencialmente a metais/metaldides com caracteristicas

de 4cidos moles, como no caso, o selénio (na forma R-Se*) [22].

4. Conclusao

A utilizagdo da eletroforese 2D PAGE como etapa inicial no estudo de avaliacdo
de metaloproteinas foi eficiente no fracionamento das proteinas presentes em amostras
de plasma, musculo e tecido hepético de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). A boa
correlacdo obtida nas repeti¢des dos géis indicou que os procedimentos de extracdo de
proteinas totais preservaram a estrutura metal-proteina, o que possibilitou o

mapeamento de selénio nos spots protéicos por SR-XRF.
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ANEXO II

Lista de Abreviaturas

2D-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida em duas dimensdes, do inglés, “two-

dimensional polyacrylamide gel electrophoresis™

CHAPS: Sulfonato de 3-[(3-cloroamidopropil)-dimetilamonio]-1-propano

DTT: 1.4 Ditiotreitol

HCI: acido cloridrico

KLEDTA: 4cido etilenodiaminotetraacético dipotdssico

MM: massa molar

pI: Ponto isoelétrico

SDS: Dodecil sulfato de sédio

SDS-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de
sodio, do inglés, “Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrilamide Gel Electrophoresis”

SR-XREF: Fluorescéncia de raios-X com Radiagcdo Sincrotron, do inglés, “Synchrotron

Radiation X-ray Fluorescence Spectrometry”

TEMED: N,N’,N,N -tetrametiletilenodiamina

Tris-HCI: Tris-hidroximetil amino metano-acido cloridrico



CAPITULO III
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Determinacio de selénio em amostras de tecido muscular e hepatico de tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus) por GFAAS utilizando extracio por ultra-som
Resumo

No presente trabalho é proposto um método para determinagdo de selénio em
amostras de tecidos muscular e hepatico de peixes utilizando ultra-som no processo de
extracao do analito e posterior quantificacdo por espectrometria de absor¢ao atdbmica em
forno de grafite (GFAAS). Utilizando como solugdo extratora HC1 0,10 mol L', as
condi¢Oes Otimas de extracdo estabelecidas foram: massa de amostra de 100 mg;
granulometria da amostra < 60 pum; tempo de sonificagdo de cinco ciclos de 40 s e
poténcia de sonificagdo de 136 W. As determinacdes de selénio foram feitas por
GFAAS utilizando-se temperaturas de secagem de 90-250 °C, temperatura de pirdlise
de 1300 °C, temperatura de atomizagdo de 2300 °C e temperatura de limpeza de 2800
°C. Foi utilizado como modificador quimico nitrato de palddio co-injetado junto com as
amostras e tungsténio como modificador permanente. A exatiddo e precisdo do método
de extracdo proposto foram avaliadas utilizando-se padrio certificado Bovine Muscle —
NIST RM 8414. Os resultados obtidos pelo método proposto mostraram-se equivalentes
aos obtidos pelo método utilizando-se a mineralizagdo 4cida. Deve-se destacar que a
metodologia proposta diminui consideravelmente o tempo de andlise, o que favorece a
velocidade analitica. Além disso, a quantidade de residuos gerados para o ambiente

também € bastante minimizada.

Palavras-chave: Selénio em peixes, micronutrientes, essencialidade de nutrientes,

espectrometria atdmica, cavitacdo acustica.
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Selenium determination in muscle and liver tissues samples of Nile tilapia

(Oreochromis niloticus) by GFAAS using ultrasound extraction

Abstract

In this paper we proposed a method for determination of selenium in samples of
muscle and liver tissues of fish using ultrasound in the analyte extraction process, and
subsequent quantification by graphite furnace atomic absorption spectrometry
(GFAAS). Using 0.10 mol L of HCI as extraction solution, the optimal conditions of
extraction were established as follows: the mass of the sample of 100 mg, sample
granulometry of less than 60 um; sonication time of five cycles of 40 s and sonication
power of 136 W. The selenium determinations were carried out by GFAAS using a
drying temperature of 90 - 250 °C, pyrolysis temperature of 1300 °C, atomization
temperature of 2300 °C and cleaning temperature of 2800 °C. Was used as chemical
modifier palladium nitrate co-injected with the samples and tungsten as permanent
modifier. The accuracy and precision of the extraction method was evaluated using a
standard certificate Bovine Muscle - NIST RM 8414 and also by comparison with
determinations made using the acid mineralization of samples. The results proved
consistent with that obtained from samples mineralized by acid digestion. Iit should be
pointed out that the proposed methodology considerably reduced the time spent on the
analysis, favoring the analytical speed. Furthermore, the toxic residues generated to the

environment is also very minimized.

Keywords: Selenium in fish, Micronutrient, essentiality of nutrients, atomic

spectrometry, acoustic cavitation
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1. Introducao

Por apresentarem propor¢des e quantidades varidveis no tecido corporal dos
animais, os elementos inorganicos sdo classificados como macroelementos (elementos
que o organismo necessita em grandes quantidades) e microelementos (elementos que o
organismo necessita em menores quantidades). Dos elementos quimicos presentes na
tabela periddica, 25 podem ser classificados como essenciais. No entanto, do ponto de
vista pratico, sdo considerados macroelementos essenciais o cdlcio, fésforo, magnésio,
potassio, sédio, cloro e enxofre e como microelementos essenciais o cobre, cobalto,
ferro, iodo, manganés, selénio e zinco [1-4].

O selénio € um micronutriente que apresenta a margem da exigéncia nutricional
e o limite téxico para os animais bem proximos. Este elemento é parte integrante da
enzima glutationa peroxidase que atua no citosol celular convertendo perdxido de
hidrogénio em compostos atoxicos. O nivel de atividade dessa enzima no figado ou
plasma € indicativo do suprimento de selénio do organismo. O principal indicador
bioquimico da deficiéncia do selénio nos animais € a reducao da atividade da glutationa
peroxidase. Um monitoramento adequado da concentragdo deste elemento nos tecidos e
no sangue dos animais € importante em estudos de stress oxidativo [4-6].

Por apresentar concentragdes em niveis bastante baixos nos tecidos dos animais
(na faixa de pg kg'l), a etapa de extracdo do selénio no processo de quantificacdo deste
micronutriente € problemdtica. Normalmente, essa extracdo é feita por mineralizacdo
dcida das amostras sob aquecimento lento em blocos digestores, utilizando-se mistura
nitrica-perclérica. Os extratos resultantes sdo solugdes 4cidas contendo os nutrientes
inorgénicos. Este procedimento além de demorado pode acarretar em perda do selénio
por volatilizacdo [7]. A extracdo de analitos inorganicos por ultra-sonificacdo, tem se
apresentado como técnica alternativa bastante robusta [8]. Os ultra-sons ocorrem devido
ao fendmeno da cavitagdo acustica, que é o processo de nucleagdo, crescimento e
colapso de bolhas transientes em liquidos expostos a ondas ultra-sonicas de baixa
freqiiéncia (< 1 MHz). No preparo de amostras, o colapso das microbolhas favorece a
extracdo de espécies quimicas a partir de materiais sélidos, bem como a dissolugcdo
destes ou completa mineralizacdo no caso de compostos organicos. Assim, a utiliza¢ao
da extracdo de compostos e/ou ions inorganicos de amostras bioldgicas por ultra-

sonificacdo pode permitir a eliminacdo da mineralizacdo 4cida [9-13].
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Considerando o exposto, este trabalho descreve o desenvolvimento de um
método para determinacao de selénio em tecido muscular e hepdtico de tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) por espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite
(GFAAS), utilizando extracao assistida por ultra-som, procurando-se eliminar a etapa de

digestao 4cida das amostras.
2. Experimental
2.1. Reagentes e solucoes

Agua ultrapura (18,2 MQ cm™) obtida pelo sistema Elga modelo PURELAB
Ultra Ionic, acido nitrico e cloridrico (Merck) de grau espectroscopico foram utilizados
em todo o trabalho. As solugdes estoque de selénio e dos concomitantes foram
preparadas por dilui¢des de padrdes titrisol Merck. As demais solugdes, incluindo as
solucdes extratoras foram preparadas a partir de reagentes Merck. Todas as solucdes
foram estocadas em frascos de polipropileno.

Todos os frascos de estocagem de amostras e solucdes padrdo, vidrarias e os
frascos do amostrador do espectrometro de absor¢cdo atdmica foram lavados com dcido
nitrico 10% v/v por 24 horas e em seguida enxaguados com dgua ultrapura e secos por

jatos de ar puro antes da injecao de padrdes e/ou amostras.
2.2. Coleta e preparo das amostras

As amostras de tecido muscular e hepdtico foram coletadas apds experimentos
de digestibilidade envolvendo juvenis de tildpia do Nilo que foram submetidos a uma
dieta com diferentes fontes alimentares. Esses experimentos foram desenvolvidos na
UNESP, FMVZ, Laboratério de Nutri¢do Organismos Aquaticos, Botucatu-SP. Ao final
do manejo alimentar, os peixes de cada aquério foram anestesiados, com solucdo de
benzocaina (100 mg L") e sacrificados para retirada de amostras de musculo e figado
que, em seguida foram transferidas para frascos de polipropileno de 15 mL e
armazenadas a -20 °C [14-17].

As amostras foram preparadas para a etapa de extracdo do selénio procedendo-se
inicialmente a desidratagdo em estufa de recirculagdo forgada de ar a 40 °C por 48 horas

e posteriormente a moagem por maceragdo em Grau de Porcelana na presenca de
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nitrogénio liquido até a obtencdo de particulas com granulometria menor que

60 um [18].

2.3. Extragdo do selénio

ApOs a etapa de secagem e moagem, aproximadamente 100 mg de amostra e 10
mL de solugdo 0,10 mol L™ de 4cido cloridrico foram transferidas para frascos de teflon
de 50 mL. A mistura amostra/solucdo foi entdo submetida a agitacdo por ultra-som para
extracdo do selénio. Utilizando-se este procedimento foram avaliados diferentes tempos
de sonificacdo e poténcias de ultra-som no processo de extracdo do analito. Os extratos
acidos obtidos foram separados da fase s6lida remanescente por centrifugacao.

Uma parte das amostras foi também mineralizada em bloco digestor. Para isso,
massas de aproximadamente 100 mg de amostras foram transferidas diretamente para
tubos de vidro de borosilicato, adicionando-se em seguida 3 mL de &cido nitrico
14 mol L' mais 0,50 mL de peroxido de hidrogénio 30% m/m e, procedendo-se o

aquecimento do sistema até a completa mineralizagdo das amostras.

2.4. Equipamentos

Para a secagem e digestdo das amostras foram utilizados estufa de circulagao
forcada de ar TECNAL modelo TE — 394/1 e bloco digestor Marconi modelo MA-
447/6/100, composto por seis tubos de borosilicato do tipo Kjeldahl, respectivamente.

Para determinacdo de selénio foi utilizado espectrdometro de absor¢do atdmica
SHIMADZU modelo AA-6800, equipado com corretor de absor¢do de fundo com
lampada de deutério e sistema self-reverse (SR), tubo de grafite pirolitico com
plataforma integrada e amostrador automatico ASC-6100. Foi utilizada lampada de
catodo oco de selénio SHIMADZU, operada com 10 mA de corrente. O comprimento
de onda utilizado foi de 196,0 nm e a resolucdo espectral foi de 0,5 nm. Argdnio foi
utilizado como gés inerte, mantendo-se um fluxo constante de 1 L min™' durante todo o
programa de aquecimento, exceto na etapa de atomizagdo, na qual o fluxo de gas foi
interrompido. Os sinais de absorbancia foram medidos em de drea de pico.

Desrruptor de células ultra-sonico UNIQUE, composto com macro e micro

ponteira de titanio, foi utilizado no processo de extracao do selénio.
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2.5. Preparo do tubo de grafite recoberto internamente com carbeto de tungsténio

Os tubos de grafite piroliticos com plataforma integrada utilizados nas
determinag¢des de selénio tiveram suas paredes internas recobertas com tungsténio. Para
isso, aliquotas de 25 UL de solugdo contendo 1000 mg L™ do modificador tungstato de
sédio foram injetadas dentro do atomizador, o qual em seguida foi submetido as etapas
do programa de aquecimento descrito na Tabela 1. Esse procedimento foi repetido 20
vezes. Com aquecimento acima de 1000 °C {ons tungsténio sdo depositados sobre a
plataforma do tubo de grafite, formando uma camada de carbeto de tungsténio que atua
como modificador quimico [7]. A massa de tungsténio depositado na plataforma do
tubo de grafite foi de 500 pg. Com esse tratamento foi possivel utilizar o tubo de grafite

em 626 queimas de amostras.

Tabela 1. Programa de aquecimento utilizado para o recobrimento da parede interna do

tubo de grafite com carbeto de tungsténio.

Etapa Temperatura Estdgios Fluxo de Argbnio
(°C) Rampa (s)  Aquecimento (s) (L min™)
Secagem 110 10 25 0.30
Secagem 150 10 25 0.30
Reducgio 600 10 20 0.30
Reduciao 1200 10 20 0.30
Limpeza 2600 0 5 0.30

2.6. Preparo da curva analitica

Curva analitica foi preparada utilizando-se solu¢do padrdo estoque de selénio
(Merck), sendo as leituras das absorbancias feitas por GFAAS. Para isso, volumes de 4,
8, 16, 20 e 40 uL de solucdo padrdo contendo 500 pug L de selénio, 5 UL de 4cido
nitrico suprapuro 14 mol L', 50 uL de Triton X-100 a 1% v/v, 100 uL de solucdo 1000
mg L' de Pd(Il) e 4gua ultrapura foram transferidos para os frascos do autoamostrador
do espectrometro, de modo que o volume final das solugdes ficasse igual 1000 UL e as

concentracdes de selénio na faixa de 2 a 20 ug L™.
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2.7. Preparo dos extratos dcidos para injecdo no tubo de grafite

Ap6s o processo de extragdo por ultra-som, 500 uL dos extratos dcidos obtidos
foram transferidos diretamente para os copos do autoamostrador do espectrometro de
absorcdo atdomica e em seguida foram adicionados 5 UL de 4cido nitrico suprapuro 14
mol L™, 50 uL de Triton X-100 a 1% v/v, 100 pL de solugdo 1000 mg L' de Pd(II) e
345 pL de 4gua ultrapura.

2.8. Procedimentos analiticos

ApOs a etapa de preparo das amostras (extratos dcidos) e das solucdes padrao,
preparadas diretamente nos copos do autoamostrador, um volume de 20 puL de padrio
e/ou amostra foi injetado para dentro do tubo de grafite (recoberto internamente com
carbeto de tungsténio) pela micropipeta do autoamostrador. As medidas foram feitas
com trés repeticdes. O programa de aquecimento do tubo de grafite otimizado para

determinac¢do de selénio encontra-se descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Programa de aquecimento do tubo de grafite otimizado para determinagdo de

selénio nos extratos dcidos obtidos das amostras de tecido muscular e hepético.

Temperatura Estdgios Fluxo de Argdnio
Btapas °C) Rampa  Aquecimento (L min™)
(s) (s)
Secagem 90 10 0 1
Secagem 150 10 5 1
Secagem 250 10 5 1
Pirdlise 1300 5 10 1
Atomizacao 2300 1 5 0
Limpeza 2800 5 0 1
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3. Resultados e discussao

3.1. Otimizacdo do tempo de sonificagdo no processo de extracdo do selénio

A eficiéncia do processo de extracdo por ultra-som de selénio nas amostras de
tecido muscular e hepdtico foi avaliada variando-se o tempo de extracdo e a poténcia
ultra-sonica. Na etapa de moagem da amostra, procurou-se obter a menor granulometria
possivel, o que favorece a homogeneidade do analito no material sélido e evita
possiveis erros associados a representatividade da amostra. Nessa etapa também foi
evitada a manipulacdo excessiva das amostras, procurando-se evitar possiveis fontes de
contaminag@o. Conforme ja discutido na literatura, as ondas ultra-sOnicas promovem a
extracdo dos analitos da matriz devido a atuagdo destas sobre as moléculas organicas
presentes na amostra, destruindo-as e provocando a quebra da ligacio do metal com
essas moléculas [8,13,19]. Dessa forma, inicialmente foram feitos experimentos de
otimizacdo do tempo de sonificagdo no processo de extracdo dos analitos das amostras.

A Figura 1 mostra os resultados obtidos nesses experimentos.
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Figura 1. Influéncia do tempo de sonificacdo no processo de extracdo de selénio de
amostras de tecido muscular e hepdtico de tildpia do Nilo. Condicdes Experimentais:
Tempo de Sonificacdo — 5 ciclos de 10, 20, 40, 50 e 60 s; Poténcia utilizada — 136 W;

Solugdo Extratora — Acido cloridrico 0,10 mol L.
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O aumento do tempo de sonificagdo provoca o aumento da temperatura do meio
extrator. Normalmente, observa-se que temperaturas em torno de 50°C, a eficiéncia de
extracdo é favorecida devido ao aumento do nimero de nicleos de cavitacdo acustica
formado nas proximidades da superficie da fase sélida da suspensao (sistema sélido-
liquido) [19]. No entanto, quando a temperatura do meio extrator se aproxima da
temperatura de ebuli¢do da fase liquida, ocorre decréscimo na eficiéncia da sonificagdo
devido a diminuicdo da tensdo superficial do meio e aumento da pressdo de vapor
dentro das microbolhas, o que provoca uma diminuicdo nas ondas de choque.” Existe,
dessa forma, um tempo considerado 6timo de sonificacdo no processo de extracdo de
metais de uma amostra sélida. Nesse tempo ocorre a cavitacdo acustica, ou o ciclo de
formacao, crescimento e colapso das microbolhas formadas pela propagacio das ondas.
Ap6s o colapso das bolhas de cavitacdo, ocorre a liberacdo de grande quantidade de
energia na microrregido proxima da superficie da fase sélida, provocando assim
extracdo do fon metélico e em alguns casos até a dissolu¢do do material sélido [13].
Analisando-se os graficos apresentados na Figuras 1, observa-se que a partir de 5 ciclos
de 40 segundos de agitacdo ultra-sonica (3,30 minutos), os sinais de absorbancia
medidos por GFAAS, permaneceram praticamente constantes e a temperatura medida
no sistema sélido-liquido foi de 62 °C. Dessa forma, este tempo foi considerado

eficiente no processo de extracao do selénio.

3.2. Otimizagdo da poténcia do ultra-som no processo de extragdo do selénio

A intensidade do ultra-som transmitida ao meio estd diretamente relacionada a
amplitude da vibragcdo da ponta do sonotrodo. Geralmente, um aumento na intensidade
da poténcia favorecerd um aumento nos efeitos quimicos provocados pela sonificacao.
A influéncia da amplitude do ultra-som na escala 20-60% da poténcia total de trabalho

(340 W) € mostrada nos graficos apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Influéncia da poténcia de sonificacdo no processo de extracdo de selénio de
amostras de tecido muscular e hepdtico de tildpia do Nilo. Condicdes Experimentais:
Tempo de Sonificagio — 5 ciclos de 40 s; Solucdo Extratora — Acido cloridrico
0,10 mol L.

Quando se utiliza amplitude vibracional muito elevada, um grande nimero de
bolhas de cavitacdo é gerado na solucdo, o que pode desfavorecer o crescimento € o
colapso dessas bolhas, tendo como conseqiiéncia uma diminuicdo da energia liberada
através da fase liquida. Para o selénio, a eficiéncia da extragdo conforme mostra a
Figura 2, aumenta com amplitude crescente de 68 a 136 W (20— 40%), permanecendo
constante para os valores mais elevados de amplitude. Os resultados obtidos indicaram,
dessa forma, que a eficiéncia maxima do processo de extragdo foi conseguida na escala
de amplitude 136-272 W (40-60%) de poténcia. Optou-se entdo por utilizar a amplitude
de 136 W (40%) de poténcia em todos os demais experimentos a serem desenvolvidos,
pelo fato dessa poténcia provocar um menor aumento de temperatura da solugdo
extratora 62 °C, contra 76 e 84 °C para as amplitudes de 204 W e 272 W (50 e 60%,

respectivamente) de poténcia [10-13, 19].
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3.3. Otimizagdo das condi¢coes experimentais para determinagdo de selénio por GFAAS

nos extratos dcidos obtidos no processo de extra¢do

Curvas de pirdlise e de atomizacdo foram feitas para se determinar as

temperaturas Otimas de pirdlise e atomizagdo do selénio nas solugdes padrdo e nos

extratos dcidos das amostras de tecido muscular e hepatico de tildpia do Nilo, obtidos no

processo de extragdo por ultra-som, utilizando-se tubo de grafite recoberto internamente

com carbeto de tungsténio. A influéncia das temperaturas de pirélise e atomizagdo sobre

sinal de absorbancia obtido para o selénio em padrdo contendo 10 pug L™ e nos extratos

dcidos das amostras de materiais bioldgicos, sdo mostradas nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3. Curvas de temperatura de pirélise dos extratos dcidos das amostras de tecido

muscular e hepdtico de tildpia do Nilo e do padrdo contendo 10 pg L' de Se.

0,14

0124 Padréo - 10 ug L
/ R

0,104 N

Absorbancia Integrada

0,02

0,00

0,08

0,06

0,04+

Extrato de figado

Extrato e musculo

—

T T T T
1400 1600 1800 2000 2200

Temperatura - °C

T
2400

Figura 4. Curvas de temperatura de atomizacdo dos extratos dcidos das amostras de

tecido muscular e hepético de tildpia do Nilo e do padrdo contendo 10 pg L™ de Se.
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A temperatura de pirdlise de 1300 °C foi escolhida, conforme mostra a Figura 3,
porque os sinais de absorbéancia obtidos para o Se permanecem constantes a partir de
1000 °C, sofrendo um rdpido decréscimo a partir de 1300 °C. Todos os demais
experimentos foram feitos utilizando essa temperatura na etapa de pirdlise, porque até
esse valor de temperatura o selénio apresentou-se termicamente estdvel. Em relacdo a
temperatura de atomizagdo (Figura 4), observa-se que os sinais de absorbdncia obtidos
para o selénio sdo constantes a partir de 2000 °C. Considerando esse comportamento, a
temperatura de atomizagdo de 2300 °C foi selecionada para todos os demais
experimentos, pois nessa temperatura houve uma maior linearidade da curva, além de
melhor reprodutibilidade e repetibilidade de leituras, conforme resultados obtidos em
outros trabalhos [7]. A boa estabilidade térmica do selénio obtida nesses experimentos
demonstra a eficiéncia do modificador quimico Pd(II) co-injetado junto com a amostra e

do carbeto de tungsténio que atuou como modificador permanente [20,21].
3.4. Obtencdo da curva analitica

Considerando-se os parametros fisico-quimicos otimizados (temperatura de

pirdlise e atomizagdo), foi preparada curva analitica de selénio na faixa de concentragdo
-1 . L. . .

de 2 - 20 pg L. A Figura 5 mostra a curva analitica obtida com a sua respectiva

equacdo da reta.
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Figura 5. Curva analitica obtida a partir de solu¢gdes padrao aquosos contendo 2, 4, 8,

10 e 20 pug L™ de selénio.
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Os valores obtidos nas leituras de absorbancia dos padrdes de selénio (n=3)
apresentaram boa repetibilidade e reprodutibilidade (desvios padrdo relativo menores
que 2%), o que reforca a eficiéncia dos modificares quimicos, Pd(Il) e carbeto de
tungsténio, na estabilizacdo térmica do selénio durante e etapa pirdlise e atomizacido do
programa de aquecimento utilizado. As massas caracteristicas calculadas em relacao ao
padrdo de 10 ug L de selénio foi de 45 pg e os limites de deteccio (LOD) e de
quantificagdo (LOQ), calculados considerando o desvio padrdao de 20 leituras obtidas
em relacdo ao branco das solucdes padrdo e da inclinacdo da curva analitica (LOD
=30/slope e LOQ =100/slope), foram respectivamente 0,38 ¢ 0,92 ug L de selénio. O
tempo de vida util do tubo de grafite foi equivalente a 626 queimas, que para o método
proposto € aceitdvel quando comparada com outros métodos descritos na literatura,

considerando-se a complexidade das matrizes bioldgicas [20-26].
3.5. Figuras de mérito do método de extracdo por ultra-som

Ap6s a otimizagdo dos parametros fisico-quimicos no processo de extragdo por
ultra-som e de quantificacdo por GFAAS do selénio, o método proposto foi aplicado na
determina¢do do analito em um pool de amostras de tecido muscular e hepético de
tilipia do Nilo. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos
utilizando-se a mineralizacdo dcida das amostras (Tabela 3). A precisdo e exatidao do
método foram avaliadas por determinacdo de selénio em padrdo certificado Bovine
Muscle — NIST RM 8414, também apresentado na Tabela 3, utilizando os mesmos
procedimentos de extra¢do para a amostra, porém substituindo o volume de dcido por 3

mL.

Tabela 3. Resultados (n=3) obtidos nas determinagdes de selénio em um pool de
amostras de tecido muscular e hepatico de tildpia do Nilo e em padriao certificado

Bovine Muscle — NIST RM 8414.

Amostras Extracdo por ultra-som Mineralizacao 4cida
(ngkg ™ (ugkg ™)
Pool de tecido 280,444,2 284,2+17,1
muscular
Pool de tecido 592,3+6,7 589,5+35,2
hepético
Padrdo certificado™ 75,6x1,4 74,1+3.7
NIST 8414

*Valor Certificado — 0,07620,010 mg kg ' = 76+10 ug kg '
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Analisando-se os resultados obtidos utilizando-se a extragdo por ultra-som
(Tabela 3), observa-se que estes sdo concordantes com os resultados obtidos utilizando-
se a mineraliza¢do das amostras. Os desvios-padrao relativos calculados foram menores
que 2% (contra 6% da mineralizacdo 4cida), mostrando que o método apresenta boa
precisdao das medidas. Em relacdo ao resultado determinado para padrdo certificado,
observa-se que além dos valores apresentarem desvios-padrao relativos menores que 2%
(contra 5% da mineraliza¢do 4cida), o que caracteriza uma boa repetibilidade entre as
medidas, este se apresenta bem mais préximo do valor certificado do que o resultado
obtido utilizando a mineralizacdo &4cida, comprovando assim a melhor exatiddo do

método de extracao proposto.

4. Conclusoes

Os resultados obtidos pelo método proposto para determinacdo de selénio em
amostras de tecido muscular e hepdtico de tildpia do Nilo, utilizando-se extracdo por
ultra-som, mostraram-se equivalentes aos obtidos pelo método utilizando-se a
mineralizacdo 4cida das amostras. No entanto, deve-se destacar que a metodologia
proposta diminui consideravelmente o tempo de andlise, o que favorece a frequéncia
analitica. Além disso, a exatiddao e a precisdo obtida nos valores das determinagdes de

selénio foram melhores que da mineralizacdo dcida das amostras.
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ANEXO III

Lista de Abreviaturas

GFAAS: Espectrometria de Absorcio Atdmica em Forno de Grafite, do inglés,

“Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry”

LOD: Limite Optico de Deteccio

LOQ: Limite Optico de Quantificaco

Pd (II): Paladio
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Implicac¢oes

A metaldmica € um novo campo de investigacdo que une estudos de proteinas
com estudos de metais. Dessa forma, faz-se necessédrio o desenvolvimento de protocolos
analiticos para avaliacdo dessas metaloproteinas, principalmente em relacdo aos
chamados micronutrientes metélicos, os quais apresentam faixa de essencialidade e
toxicidade muito proximas, como o caso do selénio. Neste contexto, o presente trabalho
mostra-se como pioneiro nos estudos metaloproteOmicos em animais, mais
especificamente os peixes. Assim, foi possivel mapear o selénio em spots de proteinas
de diferentes tecidos, bem como o desenvolvimento de um método alternativo para
determinac¢do de selénio em tecidos muscular e hepético, em substituicdo ao método de
digestdo acida convencional, diminuindo a quantidade de residuos téxicos gerados para
o ambiente.

Este trabalho servird de alicerce para caracterizacdo de proteinas em animais, mais
especificamente em peixes, com a possibilidade de descobrimento de novas proteinas e
possiveis descobertas de funcdo das mesmas, trazendo contribui¢des significativas para

a drea de fisiologia,
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