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RESUMO

Neste estudo foi desenvolvida uma metodologia analitica para a determinagéo de selénio em amostra
de complexo vitaminico utilizando a voltametria de onda quadrada (VOQ). As analises foram realizadas com
um eletrodo de cobre modificado com filme de bismuto (BiFE) depositado in situ pela aplicagdo de um potencial
de -400 mV por 60 segundos numa solugéo contendo HCI 0,2 mol L™, KI 20 g L™ e 500 ug L™ de Bi (lll). As
variaveis - tempo e potencial de condicionamento, foram otimizadas por VOQ para a formacao do filme de
bismuto. Em seguida, as variaveis que afetam a sensibilidade analitica para a redugéo do Se (IV) - frequéncia,
incremento e a altura de pulso, também foram otimizadas. Apds a otimizagdo, foram obtidos os parametros
analiticos de mérito, a saber: faixa linear de trabalho 90 — 1180 ug L'; coeficiente de correlagdo (R) = 0,9998.
A metodologia mostrou excelente preciséo, calculada como o desvio padrao relativo (RSD%) = 3,52% (n =5
150 ug L™ ; limite de detecgéo de 26,4 ug L™; limite de quantificagdo de 87,9 ug L™". Frequéncia analitica de 30
amostras/hora. A amostra do complexo vitaminico foi analisada e apresentou concentragdo de selénio de 24
pg/comprimido. Por fim, um estudo de recuperagéo foi realizado obtendo-se 92%.

Palavras-chave: Selénio, polivitaminico, voltametria de onda quadrada (VOQ), eletrodo de filme de bismuto
(BIiFE).

ABSTRACT

In this work was developed an analytical methodology for determination of selenium in samples of
vitaminic complex using the square wave voltammetry (SWV). The analysis were performed with a copper
electrode modified with bismuth film deposited in situ by applying a potential of -400 mV for 60 seconds in a
solution containing HCI 0.2 mol L™, 20 g L' and 500 pg L™ of Bi(lll). The variables: time and conditioning
potential were optimized by SWYV for the formation of the bismuth film, after that, the variables that affect the
analytical sensitivity for the reduction of Se (IV): frequency, increment and high of pulse were also optimized.
The linearity of the method ranged from 90 — 1180 ug L™". Limit of detection of 26,4 ug L™, quantification limit of
87,9 ug L. Analytical frequency of 30 samples/hour. The method showed excellent precision, calculated as the
relative standard deviation (RSD%) (n = 5) using spiked solution of 150 ug L. The concentration of selenium
found in the sample of the vitaminic complex was 24 pg/tablet. A study of recovery was performed resulting in
92%.

keywords: Selenium, polivitaminic, square wave voltammetry, bismuth film electrode (BIiFE)
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Introducao

Selénio é um elemento que pode ser
considerado essencial ou toxico para homens e
animais dependendo da concentragdo na qual é
administrado (ALEIXO & et al., 2000). Ele esta
presente em ambientes aquaticos, sistemas
bioldgicos e até mesmo na atmosfera (LONG &
NAGAQOSA, 2007), e a principal fonte para o ser
humano se constitui no seu uso em dietas
alimentares. (por exemplo, nos complexos
vitaminicos) (VENTURA & et al., 2009). Segundo
a Recommended Dietary Allowance (RDA) o
selénio deve ser ingerido em até 70 pg/dia
(PANIGATIA & et al., 2007). Este metal pode ser
encontrado tanto na forma inorganica quanto
organica (REYES & et al., 2009).

A funcdo mais conhecida do selénio € a
de antioxidante, levada a cabo por meio da
associagcdo desse elemento com a enzima
glutationa peroxidase. Esta atua na manutengao
de grupos sulfidrilas vitais na forma reduzida, na
sintese de hormobnios derivados do 4&cido
araquidénico, no metabolismo de compostos

estranhos ao  organismo, entre outros
(FERREIRA & et al., 2002).

Uma  aplicagdo importante, recém
descoberta, segundo  Associagcdo  dos

Laboratérios Farmacéuticos Nacionais, é que ele
pode ser utilizado em um novo tratamento a fim
de tratar complicagdes cardiacas decorrentes da
doengca de Chagas. O tratamento estd sendo
desenvolvido no Rio de Janeiro, nos laboratérios
do Instituto Oswaldo Cruz (IOC). Trata-se de
uma iniciativa pioneira uma vez que nao existe
nenhum medicamento para combater as
complicacdes cardiacas desta doencga
descoberta no inicio do século XX, por Carlos
Chagas, e que atinge 3 milhdes de brasileiros. O
medicamento a base de selénio funciona como
um antioxidante, ou seja, restaura as células
cardiacas e as preserva da oxidagao que ocorre
com a inflamacao provocada pela doenca. Por
outro lado, a intoxicagdo por selénio provoca
inumeras reacdes, como o0 gosto metadlico na
boca, unhas e cabelos frageis, irritagdo das vias
respiratérias e perturbacdo das enzimas
hepaticas, sendo que a intoxicagdo aguda pode
provocar convulsées. Ha grande ocorréncia de
intoxicagdes crénicas em populag¢des indigenas
de regides cujo solo € muito rico em selénio e em
pessoas expostas profissionalmente ao produto
como ocorre nas industrias quimicas de
semicondutores e de produtos cosméticos e
dermatoldgicos (RIBEIRO & et al., 2005).
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Inimeras técnicas tém sido desenvolvidas
para a determinacdo de selénio em diversos
tipos de amostras, sendo frequentemente
empregadas espectrometria de  absorgéo
atbmica, voltametria, espectrometria de absorgao
atbmica por geracdo de hidreto, espectrometria
de massa com plasma indutivamente acoplado,
espectrometria de absorcdo atbmica com
atomizacéo eletrotérmica, entre outras. (FOSTER
& SUMAR, 1996; ZHENGJUNA & et al., 2005;
NAKANO, YOSHII & KAWASHIMA, 2004;
BEDNAR, KIRGANA & JONESA, 2009; GARCIA
& et al., 2005).

Os métodos voltamétricos, quando
comparados com técnicas que envolvem
espectroscopia  atbmica, podem  oferecer

algumas vantagens como: (1) instrumentagéo
relativamente barata e facil de manusear, (2)
baixos limites de deteccédo e (3) determinagao
dada com uma boa precisdo e exatidao
(PANIGATI & et al., 2007). A voltametria de onda
quadrada (SWV), do inglés "Square Wave
Voltammetry", é uma das técnicas voltamétricas
de pulso mais rapidas e sensiveis. Essa técnica
possui  inUmeras  vantagens, podendo-se
destacar a auséncia da interferéncia proveniente
da corrente capacitiva, o que melhora a
resolugdo dos dados experimentais, a
sensibilidade analitica e, ainda, possibilitagdo de
realizar analises rapidas (SOUZA & et al., 2004).
Os limites de detecgao podem ser comparados
aos das técnicas cromatogréficas e
espectroscopicas. Além disso, a analise dos
parametros caracteristicos desta técnica também
possibilita a avaliagdo cinética e mecanistica do
processo eletrodico em estudo (SOUZA,
MACHADO & AVACA, 2003).

Entre os eletrodos existentes, os mais
utilizados em voltametria ainda s&o os de
mercurio (RAYMUNDO, PAULA & FRANCO,
2007). Porém, devido a grande toxicidade
destes, eletrodos modificados estdo sendo
propostos (HUTTON & et al., 23006; TESAROVA
& et al, 2008; HUTTON, HOCEVER &
OGOREVC, 2005; DEMETRIADES,
ECONOMOU & VOULGAROPOULOS, 2004;
KROLICKA, & BOBROWSKI, 2004). O eletrodo
de bismuto vem se destacando como material
alternativo na construgdo de eletrodos por
apresentar uma baixa toxicidade e possuir
caracteristicas similares ao eletrodo de mercurio
(WANG & LU, 2000). Outras vantagens incluem
a capacidade de formar ligas com metais
pesados de forma analoga a amalgamas de
mercurio (ECONOMOU & FIELDEN, 2003),
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permitindo a sua utlizagdo em analises
voltamétricas.
Neste estudo, desenvolveu-se uma

metodologia analitica baseada em eletrodo de
cobre modificado com filme de bismuto para a
determinacdo de selénio em complexos
vitaminicos, no intuito de monitorar a
concentragdo desse metal em vitaminas para
que esse elemento seja consumido de forma
adequada pela populagio.

Parte Experimental

Instrumentacgao

As determinacbes voltamétricas foram
realizadas em um potenciostato/galvanostato
EG&G PARTM, modelo 263A, em conjunto com
o software M270. As medidas eletroquimicas
foram realizadas em temperatura ambiente em
uma célula de vidro com capacidade para 25 mL,
confeccionada em vidro Pyrex, acoplada a um
sistema de trés eletrodos.

O filme de bismuto foi depositado sobre o
eletrodo de cobre, o qual foi usado como eletrodo
de trabalho. O eletrodo de cobre foi previamente
polido com uma pasta de alumina 0,05 pm e logo
rinsado com agua deionizada. Como eletrodo de
referéncia, utilizou-se Ag/AgCl e um eletrodo de
platina como eletrodo auxiliar.

Reagentes e Solugodes

Todas as solugbes foram preparadas
empregando-se agua deionizada proveniente de
um sistema de purificagdo de agua Milli-Q® da
Millipore® (Bedford, MA, USA). Todos os
reagentes usados foram de grau analitico. Toda
a vidraria de laboratério foi lavada com
detergente neutro, mantida durante uma noite em
solucdo de acido nitrico 10% (v/v) e a seguir
enxaguada com agua deionizada.

Solucbes de trabalho foram preparadas
diariamente, a partir de diluicbes adequadas de
uma solucao estoque (grau absorgao atdmica) de
Se (IV) 1042 mg L™". Solugdes de Acido cloridrico

(Nuclear, Diadema, SP), iodeto de potassio
(Nuclear), nitrato de bismuto (Sigma-Aldrich
Milwaukee, USA), foram preparadas e
estocadas.

Procedimento Analitico

A deposicao do filme de bismuto sobre o
eletrodo de cobre foi realizada in situ, em solugao
de HCI 0,2 mol L™, KI 20 g L™ e Bi(lll) 500 pg L™,
pela aplicacdo de um potencial de -400 mV sob
agitacdo constante durante 60 segundos. Os
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voltamogramas foram obtidos através da
varredura de potencial de -400 mV a -1400 mV,
através da técnica de VOQ. A limpeza do
eletrodo foi realizada manualmente com alumina
0,05 pm e, em seguida, procedeu-se a agitagao
ultrassénica durante 30 segundos.

A espécie de selénio predominante em
HCI 0,2 mol L' é H,SeOs. Em um potencial de
deposicado -500 mV, o Se (IV) é reduzido para
H.Se como resultado de um processo de
transferéncia de 6e” juntamente com a formagao
do filme de bismuto, e por fim o H.Se reduzido é
adsorvido sobre o eletrodo.

Resultados e Discussao

Otimizacdo dos parametros de preparagiao do
BiFE

Testes preliminares, de acordo com Long
e colaboradores (LONG, NAGAOSA & Yukio,
2007) utilizando solugéo de 500 pg L™ de Bi(lll),
HCI 0,2 mol L™ e KI 20 g L™, foram realizados
para verificar a formacao e o comportamento do
filme de bismuto na superficie do eletrodo de
cobre. O filme se mostrou uniforme e o sinal foi
reprodutivel.

Apos fixar a concentragao de bismuto e
do eletrélito de suporte (HCI 0,2 mol L™, KI 20 g
L™"), uma otimizacdo do potencial e tempo de
deposicao foi realizada. O efeito do tempo de
deposicao do BIiFE foi avaliado utilizando a
voltametria de onda quadrada. A concentragao
de selénio foi de 5 x 10° mol L' e o potencial
de deposicéao utilizado foi de -400 mV.

Conforme a Figura 1, tempo de deposigao
versus densidade de corrente, pode-se observar
que a intensidade dos picos aumenta
linearmente com o aumento do tempo de
deposicdo até 50 segundos. A partir de 60
segundos, nota-se a perda da linearidade. Logo,
um tempo maior que 60 segundos, ndo leva a um
ganho de resposta analitica. O tempo de 60
segundos foi escolhido por estar no inicio da
faixa em que o grafico assume comportamento
constante.

O potencial de deposicdo para a
formagao do filme foi estudado de -300 mV até
-700 mV. Observa-se na Figura 2 que a
aplicagdo de potenciais mais negativos, de -500
a -700 mV, nao proporcionaram uma boa
sensibilidade, apesar da formacédo do filme de
Bi(ll) ter ocorrido. Em -300 mV, nota-se uma
queda na densidade de corrente. Isso se deve ao
fato de que, proximo a este potencial, inicia-se a
oxidacdo do bismuto e consequentemente a
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diminuicdo do pico. Por fim, o potencial de -400
mV foi escolhido para a deposi¢ao do bismuto
sobre o eletrodo de cobre.

Otimizagcdo dos parametros da voltametria de
onda quadrada
Um passo importante no desenvolvimento

de uma metodologia eletroanalitica ¢é a
otimizagdo dos parametros que podem
influenciar a resposta voltamétrica. Na

voltametria de onda quadrada, os principais
parametros que podem influenciar na resposta
analitica sao: frequéncia (f), altura de pulso (AH;
a = AH/2) e o incremento de varredura de
potencial (AEs). Neste trabalho, o estudo dessas
variaveis foi realizado em uma solugao de 500 ug
L™ de Bi(lll), HCI 0,2 mol L' , KI20 gL" e Se
(IV) 5 x 10° mol L™, durante todas as analises.

A frequéncia € um dos parametros mais

importantes da VOQ, pois determina a
intensidade dos sinais, o] que,
consequentemente, reflete diretamente na

sensibilidade do método (CABRAL, SOUZA &
MACHADO, 2003). O aumento da frequéncia
ocasiona um aumento na corrente, o que resulta
em uma melhor sensibilidade.

Neste estudo, variou-se a frequéncia de 5
a 35 Hz. Segundo a Figura 3, pode-se observar
que ha um aumento da densidade de corrente
com o aumento da frequéncia, de 5 até 15 Hz. A
partir de 20 Hz o gréfico perde linearidade, fica
constante e logo em 35 Hz ocorre uma queda
significativa do sinal analitico. Isso ocorre, tendo
em vista que em frequéncias muito altas ndo se
consegue separar a corrente faradaica da
corrente capacitiva, ocorrendo entdo uma queda
na resposta. Considerando erros experimentais,
nao ha diferencas significativas na utilizagdo de
15 a 30 Hz. Como um compromisso 6timo entre
o perfil voltamétrico e o sinal analitico, a
frequéncia de 15 Hz foi selecionada.

Outro fator importante na VOQ ¢é a altura
do pulso, que, quando aumentada, aumenta-se 0
valor da corrente, proporcionando uma maior
sensibilidade. Entretanto, um aumento excessivo
provoca também um alargamento do pico,
reduzindo a resolugdo do mesmo. O efeito da
altura de pulso sobre a corrente de pico foi
avaliada de 10 a 30 mV. Os resultados estao
expostos na Figura 4. Observa-se que houve um
aumento na densidade de corrente com o
aumento da altura de pulso até 25 mV. Porém,
em 30 mV, houve uma queda significativa no
sinal analitico, e a resolugdo do grafico foi
afetada, sendo entdo adotada como altura de
pulso de 25 mV para demais analises.
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O incremento de potencial € um dos
responsaveis pela definicdo da velocidade de
varredura de potenciais, ja que esta é dada pelo
produto do incremento de potencial pela
frequéncia de aplicacao dos pulsos de potencial.

O incremento foi estudado de 1 a 5 mV.
Na Figura 5 esta apresentada a influéncia da
variagao do incremento na resolugcao dos sinais
analiticos. Observou-se que, com o aumento do
incremento e, consequentemente, das
velocidades de varreduras altas, ocorreu uma
perda na resolugdo de pico. Sendo assim, a
melhor resolugdo e sensibilidade foram
verificadas com incremento de 4 mV.

Um estudo da natureza do processo
eletrédico sobre a superficie do eletrodo de cobre
modificado com filme de bismuto foi realizado
através da voltametria ciclica. A faixa de
velocidades estudada foi de 20 a 100 mV s™.
Conforme mostra a Figura 6, o processo €
irreversivel (pois n&o apresenta pico de
oxidacao) e controlado por difusdo. O grafico de
log i em fungdo de log v apresentou
comportamento linear. Um comportamento linear
com dlog (i)/dlog (v) = 0,5 indica um processo de
transporte de massa controlado por difusdo e
olog (i)/dlog (v) = 1,0 indica um processo
controlado por adsorcéo (PEDROSA,
CODOGNOTO & AVACA, 2003). Considerando
que Olog (i)/dl og(v) = 0,54, pode-se afirmar que
0 processo de transporte de massa € controlado
difusionalmente. No mesmo experimento, um
voltamograma de 10 ciclos na velocidade de 100
mV s foi construido a fim de verificar a
ocorréncia de adsorcdo do produto formado. A
auséncia do pico apos os 10 ciclos, confirma que
o produto é adsorvido no eletrodo de filme de
bismuto.

Apoés as variaveis otimizadas, uma curva
de calibragao (Figura 7) com concentragdo de
50x107 mol L™ a 150x10” mol L' de Se(lV) foi
construida com o objetivo de obter as figuras
analiticas de mérito, que estao representadas na
Tabela 1.

A metodologia de analise pode ser
avaliada pela aplicacdo de testes de
recuperacdo, que consiste em adicionar a
amostra uma determinada quantidade do analito.
A concentracgao final deve ser igual a soma da
concentracdo medida do analito na amostra e da
concentragdo adicionada. Assim, o valor
recuperado de analito, que foi adicionado, é a
diferenca entre o valor medido antes e apds a
adicdo sendo este representado na forma de
percentual do valor adicionado, e é geralmente
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aceitavel recuperacao entre 80% e 120%.

O sistema proposto foi utilizado para a
determinagcédo de Se (IV) em amostra de
complexo vitaminico. Para verificar a exatidao do
método, foram aplicados testes de recuperagéo,
adicionando-se aliquotas para concentragdes
adicionadas de selénio, respectivamente, 50x107
mol L™, 100x107 mol L™ e 150x107 na amostra.
A amostra de vitamina analisada apresentou
concentracao de selénio de 24 pg/comprimido,
sendo o valor fornecido pelo fabricante de 25
pg/comprimido. Comparando-se a inclinagcado da
reta com a inclinagdo da reta da curva de
calibracao, foi possivel calcular a recuperagao, a
qual apresentou um resultado de 92%, o que é
bastante aceitavel, levando em consideragdo a
complexidade da matriz da amostra.

Conclusao

A aplicacdo do eletrodo de cobre
modificado com filme de bismuto utilizando a
voltametria de onda quadrada se mostrou
simples e rapida e a formagdo do filme de
bismuto apresentou 6tima reprodutibilidade.
Assim, a modificacdo de eletrodos com esse
filme € mais uma alternativa muito atraente para
a determinacao nao s6 de metais, mas também
para compostos orgénicos. A metodologia
proposta foi capaz de alcangar um limite de
deteccdo em nivel traco e com excelente
precisao.

A amostra de vitamina analisada
apresentou concentragdo de selénio muito
proxima da concentracdo fornecida pelo
fabricante. Esse tipo de monitoramento é de
suma importancia, pois a ingestdo de doses
excessivas de selénio pode provocar reagdes
diversas para o ser humano.
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Figura 1- Influéncia do tempo de deposi¢ao do filme de bismuto sobre a densidade de corrente na

determinagéo de selénio por voltametria de onda quadrada. (A) Voltamogramas para Se em
diferentes tempos de deposicao. (B) Linearidade da densidade de corrente em fungéo do tempo de
deposicdo. Concentragéo de Se 5x10° mol L™, concentracéo de Bi(lll) de 500 uyg L', KI20 g L" e de
HCI 0,2 mol L. Potencial de deposigcdo -400 mV.
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Figura 2- Influéncia do potencial de deposicédo sobre a densidade de corrente na determinacao de
selénio por voltametria de onda quadrada. (A) Voltamogramas para Se em diferentes potenciais de
deposicao. (B) Comportamento da densidade de corrente em fungao do potencial de deposigao.
Concentragdo de Se de 5x10®° mol L™, concentragéo de Bi(lll) de 500 yg L™, KI 20 g L™ e de HCI 0,2

mol L . Tempo de deposicdo de 60 segundos.
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Figura 3- Influéncia da frequéncia sobre a densidade de corrente na determinacao de selénio por
voltametria de onda quadrada. (A) Voltamogramas para selénio em diferentes frequéncias. (B)
Comportamento da densidade de corrente em fungao da frequéncia aplicada. Concentragcao de Se
de 5x10° mol L™, concentracgéo de Bi(lll) de 500 yg L™, KI 20 g L™ e de HCI 0,2 mol L™ . Tempo de

deposicao de 60 segundos e potencial de deposi¢cdo de -400mV.
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Figura 4- Influéncia da altura de pulso sobre a densidade de corrente para determinacao de selénio
por voltametria de onda quadrada. (A) Voltamogramas para Se em diferentes alturas de pulso. (B)

Comportamento da densidade de corrente em fung&o altura de pulso. Concentragéo de Se 5x10™ mol
L™, concentragdo de Bi(lll) de 500 ug L™, KI 20 g L™ e de HCI 0,2 mol L . Tempo de deposi¢éo de 60
segundos e potencial de deposicado de -400mV.
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Figura 5- Influéncia do incremento de varredura de potencial sobre a densidade de corrente para
determinacgdo de selénio por voltametria de onda quadrada. (A) Voltamogramas para Se em
diferentes incrementos. (B) Comportamento da densidade de corrente em fungéo do incremento.
Concentragdo de Se de 5x10° mol L, Concentragéo de Bi(lll) de 500 ug L™, KI 20 g L™ e de HCI 0,2
mol L . Tempo de deposigéo de 60 segundos e potencial de deposig¢éo de -400mV.
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Figura 6- Influéncia da velocidade sobre a densidade de corrente na determinagao de selénio por

voltametria ciclica. (A) Voltamogramas em diferentes velocidades (B) Log i versus log V com slop

0,54 que caracteriza processo controlado por difusdo. Concentragéo de Se de 5x10° mol L™, Bi(lll)

500 ug L™, KI 20gL"e de HCI 0,2 mol L" . Tempo de deposig¢éo de 60 segundos e potencial de
deposicao de -400mV.
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Figura 7- Curva de calibracio para selénio usando eletrodo de filme de bismuto por voltametria de

onda quadrada. Solugéo de Bi(lll) 500 ug L™, KI20 g L™ e de HCI 0,2 mol L™ . Frequéncia de 15 Hz,

incremento de 4 mV e altura de pulso de 25 mV. Tempo de deposi¢ao de 60 segundos e potencial
de deposicéo de -400mV.

Tabela 1- Parametros analiticos de mérito para determinacdao de selénio por voltametria de
onda quadrada utilizando o filme de bismuto depositado sobre eletrodo de cobre.

Faixa linear de trabalho (ug L") 85— 1100
Coeficiente de correlagdo linear (R) 0,9998
RSD % (n = 5) 2,52
Frequéncia analitica (amostras/hora) 30
Limite de deteccdo (ug L") 26,4 ug L
Limite de quantificacéo (ug L) 87,9 ug L’
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