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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Consideracoes iniciais e justificativas

O valor nutricional dos alimentos geralmente € obtido por meio de andlise
bromatoldgica e/ou pela determinacdo do coeficiente de digestibilidade do(s) nutriente(s)
de uma ragdo ou alimento.

A digestibilidade, na teoria, expressa o real aproveitamento do nutriente pelo
animal; pela determina¢do do total deste nutriente ou da energia ingerida e excretada nas
fezes, mas, em virtude das secre¢des enddgenas como as secrecdes biliares, enzimdticas e
descamacodes do epitélio, s6 uma parte deste nutriente encontrado nas fezes € proveniente
do alimento testado. Desta forma, a determinacdo da digestibilidade de um nutriente, sem
considerar as perdas endégenas, é chamada de digestibilidade aparente.'

Na determinac¢@o da digestibilidade aparente de um nutriente utilizam-se as gaiolas
metabdlicas (método direto ou coleta total de fezes) ou marcadores (método indireto ou
coleta parcial de fezes). Estes se dividem em internos, quando ocorrem naturalmente nos
alimentos e externos, quando sdo adicionados a dieta; este ultimo permite uma maior
facilidade na conducao dos ensaios, principalmente quando sdo feitos com peixes, ja que a
porcentagem da digestibilidade do nutriente pode ser avaliada sem a necessidade de
determinar a quantidade de ra¢do consumida e de fezes produzidas.l’2

Mas, para que qualquer componente possa ser considerado um marcador em
ensaios de digestibilidade, deve satisfazer os seguintes pré-requisitos: ndo interferir no

metabolismo digestério do animal ou com a microflora intestinal; ndo ser absorvido ou
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metabolizado; ter a mesma taxa de passagem pelo intestino que a dieta experimental; poder

. . Jur 2
ser analisado na dieta e nas fezes e ser atdxico.

Virios fatores afetam os coeficientes de digestibilidade dos alimentos para peixes,
sendo os principais a metodologia utilizada para a coleta de fezes (técnicas com o peixe
dentro ou fora da dgua): a espécie, a idade do peixe, a composicdo do alimento, a
salinidade, a temperatura da 4dgua e o tipo de processamento do alimento. Esses fatores sao
de grande importincia na formulacdo de dietas balanceadas que maximizem a efici€ncia
alimentar e o desempenho animal, além de minimizar a lixiviagdo de nutrientes para o
meio.’

Os marcadores externos sdao os mais utilizados nos estudos de digestibilidade com
peixes, sendo o 6xido de cromio III (Cr,O3) o marcador que apresenta melhor aceitagdo por
ser completamente indigestivel e ndo absorvivel, ndo ter acdo farmacoldgica no aparelho
digestorio e passar uniformemente através do aparelho digestério.“’s’7 A determinacdo da
porcentagem de Cr,O3 nas fezes dos peixes permite estimar o coeficiente de digestibilidade
total ou parcial dos nutrientes metabolizados, comparando-se com a porcentagem desse
o0xido que € misturado inicialmente na raga?lo.8 Para isso, os peixes sdo mantidos em
aquarios circulares com volume de 250 L onde sdo alimentados com ra¢des marcadas com
0,1%(m/m) de Cr,0Os. Decorrido o periodo de alimentagdo, os peixes sdo transferidos para
aqudrios de coleta de fezes (também com volume de 250 L), que possuem o fundo conico
para favorecer a decantacdo das fezes. As fezes s@o coletadas apds decantacdo e retirada da
agua sobrenadante, sendo em seguida centrifugadas, secas em estufa, moidas e conservadas

a 20°C.’ Ap6s determinagdo da composi¢do quimica-bromatoldgica e da porcentagem de
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Cr,03 nas ragdes e fezes, o coeficiente de digestibilidade pode ser calculado utilizando-se a

equacgao 1.1

Da=100-/100| %Cr,0, ] [ %Nf]
%Cl’203f %N

onde:

Da = Digestibilidade aparente;

%Cr,03, = Porcentagem de 6xido de cromio na racao;

%Cr,03¢ = Porcentagem de 6xido de cromio nas fezes;

%N, = Porcentagem de nutriente na ragao;

%N¢= Porcentagem de nutriente nas fezes.

A determinacdo da porcentagem de 6xido de cromio tanto nas fezes como nas
racoes, apresenta dificuldades nos procedimentos de preparo das amostras. Normalmente a
mineraliza¢do das amostras € feita por aquecimento lento (60-80°C) em blocos digestores,
utilizando-se mistura nitrica-perclérica (SmL de HNOs; + 2 mL de HCIO4 ambos
concentrados).'! Os extratos resultantes sdo solucdes 4cidas de dicromato (Cr,07%), que
normalmente é quantificado pelo método colorimétrico da difenilcarbazida.'” Este
procedimento além de demorado, apresenta o inconveniente de oxidar o cromio (III) a
cromio (VI), espécie altamente toxica.

Considerando-se o exposto, o desenvolvimento de novas metodologias que
permitam a quantificacdo segura dos nutrientes inorganicos € do 6xido de cromio (III)

utilizado como marcador de ragdes, para determinacdo da digestibilidade aparente nos
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estudos de nutricao animal, particularmente nutri¢cdo de peixes, torna-se fundamental. Neste
contexto, a extracdo dos analitos metélicos por ultra-som e a determinagdo destes nas
amostras de racdes e fezes na forma de suspensdes por espectrotometria de absor¢dao
atdmica em forno de grafite (GFAAS), apresentam-se como técnicas bastante promissoras,
principalmente porque permitem a eliminagdo da mineralizacdo nitrico/perclorica das
amostras em bloco digestor e também a producdo de cromio(VI) no processo, que pela

metodologia cldssica utilizada, constitui o principal problema.

1.2. Os nutrientes metalicos no organismo dos animais

Embora os fons metdlicos constituam pequena proporcdo do tecido corporal (4%),
sd0 essenciais como componentes estruturais € em muitos processos vitais. Os principais
papéis desses ions metélicos podem ser descritos como estrutural e funcional. No aspecto
funcional, destaca-se seu papel catalisador nos sistemas enzimaticos, por meio da ligacdao
desses fons a substratos, orientando assim a reacdo e a mediacdo nas reagdes de 6xido-
reducdo, nas mudancas reversiveis no estado de oxidagdo do ion metalico. No aspecto
estrutural, destaca-se o papel como integrantes de compostos organicos do corpo, tais como
ferro na hemoglobina, iodo na tiroxina, cobalto na vitamina B, e enxofre na tiamina e na
biotina, que atuam na estabilizacdo dessas biomoléculas, através da estabilizacdo e ou
protecdo de cargas negativas. Existem fun¢des nas quais o balango de ions € importante,
por exemplo, para a formacdo dos ossos, para a quantidade e a relacdo entre cdlcio e
fosforo, para a atividade muscular e para a relagdo entre célcio e potdssio no fluido
extracelular. Os eletrdlitos, dos quais os sais de s6dio e potdssio s@o 0s mais importantes,

o Lo . . 13-16
representam os principais fatores no controle osmoético do metabolismo da dgua.
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Os fons metélicos ligados as proteinas e metaloproteinas representam grande por¢ao
do nuimero total de proteinas. Estima-se que aproximadamente 40% de todas as proteinas e
enzimas exigem a presenca de um fon metdlico para realizar atividade biolégica.”” Esses
ions sdo responsdveis por muitos processos metabolicos, como conversdao de energia na
fotossintese e respiracdo, expressdo e regulacdo génica, além de processos cataliticos,
ligagdo a um substrato e ativacio do mesmo, transporte e armazenamento.'’

As metaloproteinas sdo consideradas diferentes das proteinas ligadas a metais. A
primeira caracteriza-se pela alta afinidade da interagdo metal-proteina, enquanto que na
segunda a interacdo metal-proteina é de baixa afinidade, sendo esta ligacdo facilmente
quebrada.18

Fracamente ligados as proteinas estdo os ifons monovalentes como o sédio € o
potassio. De intensidade moderada como magnésio e o célcio. Dentre os metais que
apresentam forte ligacdo as proteinas, mais freqlientemente, estdo os metais de transi¢do,
como o ferro, cobre, zinco, manganés, molibdénio e cobalto, que devido as suas
propriedades (densidade, pequeno raio atdmico e interacdo via eletromagnética e forcas
eletrostéticas), estdo ligados a maioria das metaloproteinas.19

Um outro grupo de metaloproteinas, as chamadas metalotioninas, apresentam alta
afinidade ndo sé com ions metalicos essenciais, como cobre e zinco, mas também com o0s
metais potencialmente toxicos, como cddmio e mercurio. Estas metalotioninas estdo

3 L. . . 2021
presentes em vertebrados, plantas, fungos, algas e até em bactérias metais-resistentes.

1.3. Espectrometria atdmica®
O principio fundamental da espectrometria de absor¢do atdmica envolve a medida

da absorcao da intensidade da radiacdo eletromagnética, proveniente de uma fonte de
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radiacdo primdria, por dtomos gasosos no estado fundamental. A espectrometria de
absor¢do atomica (AAS - do inglés Atomic Absorption Spectrometry) utiliza esse
fendmeno para a determinagdo quantitativa de elementos (metais, semimetais e alguns nao
metais) em uma ampla variedade de amostras, tais como materiais bioldgicos (tecidos e
fluidos), ambientais (dguas, solos, sedimentos e plantas), de alimentos, geoldgicos,
tecnoldgicos entre outras. Os dois tipos de atomizadores mais usados em AAS sdo a chama
e o forno de grafite. A espectrometria de absor¢do atdmica com chama (FAAS - do inglés
Flame Atomic Absorption Spectrometry) € a técnica mais utilizada para anélises
elementares em niveis de mg/L, enquanto que a espectrometria de absorcdo atdmica com
atomizacao eletrotérmica em forno de grafite (ETAAS - do inglés Electrothermal Atomic
Absorption Spectrometry) € utilizada para determinacdes de baixas concentragdes (ng/L).

1.3.1. Aspectos Histéricos da Espectrometria de Absorciio atémica®*®

Os primeiros estudos referentes a absorc¢ao 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 absorcdo de parte da energia da luz solar.

Em 1820, Brewster estudando a absorcao da luz, chegou a conclusdo de que as raias de

Fraunhofer poderiam ser devidas a presenca de vapores atdbmicos na atmosfera solar, os

quais absorveriam parte dessa radiacdo. Nesse mesmo ano, Kirchhoff e Bunsen

estabeleceram o principio da absor¢do, apds estudar sistematicamente vérias linhas do

espectro dos metais alcalinos e alcalino-terrosos.
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Em 1900, Max Planck estabeleceu a lei quantica de absor¢do e emissao da radiagdo, 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 dtomos
livres, presentes em uma chama, permanecia no estado fundamental, pois a chama nao tinha
energia suficiente para promover transi¢des 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 radiacdo proveniente de
uma fonte de radiacdo primdria e a quantificacdo dessa atenuagdo poderia ser utilizada para
a determinac¢do quantitativa dos mesmos.

Dessa forma, Walsh prop0s o conceito da espectrometria de absorcdo atdmica
(AAS) e montou o primeiro protétipo de um espectrometro de absorcdo atdmica. No
mesmo ano, Alkemade e Milatz também propuseram um espectrometro de absorcdo
atdOmica, porém, Walsh €, reconhecidamente, o pai da técnica, devido a sua insisténcia com
a nova técnica e com as contribuicdes no desenvolvimento das lampadas de catodo oco.

Com base no principio fundamental, o elemento metélico de interesse, no estado
atbmico vapor, absorve a radiacdo de um certo comprimento de onda especifico pela
transicdo de elétrons, principalmente da camada de valéncia, para um nivel mais energético.
Em condig¢des ideais, a quantidade de radiacdo absorvida estd diretamente relacionada com
a concentracao de dtomos no estado fundamental.

Os primeiros espectrometros de absor¢do atOmica apresentavam uma chama como
atomizador, uma lampada de catodo oco como fonte de radiacdo especifica para o elemento

a ser determinado, que € ainda hoje a fonte de radiacdo mais utilizada em absor¢do atomica,
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um monocromador para selecionar o comprimento de onda de interesse das linhas emitidas
pela fonte de radiagdo, e uma vélvula fotomultiplicadora, que transforma a energia da
radiacao eletromagnética nao absorvida em um sinal elétrico (energia elétrica). Para evitar
que as radiagOes emitidas pelo atomizador interfiram na quantificagdo, a radiacdo da
lampada de catodo oco é modulada mecanicamente por um interceptor rotatorio
(“chopper”) nos equipamentos mais antigos, ou por corrente alternada, em sintonia com o
amplificador que ird amplificar apenas o sinal modulado da fonte. O grande crescimento na
producdo de espectrometros de absor¢do atdmica ocorreu na segunda metade da década de
60, principalmente ap6s a proposta de Amos e Willis de se utilizar chama o6xido
nitrosoacetileno.

A temperatura da chama de 6xido nitroso e acetileno (Tméax = 2850 °C), associada
as caracteristicas redutoras, permitiram a atomizacao de diversos elementos refratdrios que
ndo atomizavam eficientemente na chama ar-acetileno (Tmax = 2250 °C). As aplicagdes da
AAS foram mais ampliadas quando Holak propds a determina¢do de As, Bi, Pb, Sb, Se, Sn
e Te via geracdo de hidretos gasosos com a posterior atomiza¢do em uma célula de quartzo
aquecida. Poluktov e Vitkun propuseram a determinacdo de Hg pelo método da geracdo do
vapor a frio, que consiste na reducdo de fons de mercirio II a mercirio no estado
fundamental, com posterior transporte para uma célula de quartzo colocada na posi¢cdo do
atomizador.

Em 1959, Boris V. L’Vov propds o uso de um forno de grafite como atomizador
para absor¢do atdmica, com base em um modelo de forno proposto por King (1905). Pode-
se considerar que essa técnica atingiu a maturidade a partir da proposi¢do e aceitacdo das
condicdes STPF “Stabilized Temperature Platform Furnace” propostas por Slavin e

colaboradores, em 1979. Neste mesmo ano, Harnly propds o primeiro espectrometro de
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absor¢do atdbmica com possibilidade de detec¢do simultanea, usando uma unica lampada de

xendnio como fonte de radiagdo continua, podendo operar com chama ou com forno de

grafite.

1.3.2. Conceitos basicos da espectrometria atdomica®!

O édtomo € constituido de um nucleo rodeado de elétrons. Todos os elementos
possuem um numero de elétrons que esta associada com o nucleo atdmico dentro da
estrutura orbital, que € tnica em cada elemento. Os elétrons ocupam posi¢cdes nos orbitais
em uma ordem e caminhos definidos. As energias mais baixas, que correspondem a
configuracdo eletronica estavel do atomo, conhecidas como “estado fundamental”, sdo as
configuragdes normais para 0s atomos.

Se alguma energia de grande magnitude é aplicada ao dtomo, a energia serd
absorvida pelo 4tomo, e os elétrons mais externos (elétrons de valéncia) serdo promovidos
para configuragdes menos estaveis, denominadas “estados excitados”. Como este estado €
instavel, o 4tomo tende imediatamente a retornar para a configuragdo do estado
fundamental. O elétron ird retornar para o estado inicial, posi¢do estdvel no orbital, e a
energia radiante equivalente a quantidade absorvida no processo inicial de excitacdo sera
emitida.

O processo descrito anteriormente € representado pela Figura 1. Na primeira etapa
ocorre a excitacdo for¢ada proporcionada por fonte externa de energia, e na segunda etapa
ocorre o0 processo espontaneo de decaimento, envolvendo emissado de luz.

O comprimento de onda da energia radiante emitida esta diretamente relacionado

com a transi¢do eletronica ocorrida. Sabendo-se que todos os elementos possuem estrutura
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eletrOnica unica, e que o comprimento de onda da luz emitida € propriedade individual de
cada elemento, é possivel determinar qualitativamente qual € o elemento, por este
comprimento de onda ser caracteristico de cada elemento, algo como “impressao digital do
elemento”.

Primeira etapa

EXCITACAO —Q—

Energia ® >
Estado Estado
Jundamental excitado

Segunda etapa

y)
+ DECAIMENTO —_—
> e + /\/
Estado Estado
Excitado Fundamental Energia

Figura 1- Processos de excitacao e decaimento dos elétrons de valéncia e um atomo no

estado fundamental. Fonte: Krug, F. J 2

Como a configuracao do orbital dos dtomos pode ser complexa, podem ocorrer
algumas transi¢des eletronicas, transi¢des resultando na emissao de comprimentos de

onda caracteristicos da luz, como € ilustrado pela Figura 2.
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EXCITACAO EMISSAO

A 1 yr
Estados Estados
Excitados A Excitados A 2 Energia
N Luminosa
Estado Estado
Fundamental Fundamental

Figura 2 - Transi¢des de energia envolvidas no processo de excitacdo de um atomo no

estado fundamental. Fonte: Krug, F. J 3t

O processo de excitacdo e decaimento para o estado fundamental esta envolvido em
todas as trés linhas de espectroscopia atdmica (emissdo, absorcao e fluorescéncia atdmica).
Também, a energia absorvida no processo de excita¢do e a energia emitida no processo de
decaimento € quantificada e utilizada para propdsitos analiticos.

Em emissao atdmica, a amostra € submetida a alta energia, de natureza térmica, para
produzir 4tomos no estado excitado, capazes de emitir luz conforme o esquema ilustrado na
Figura 3. A fonte de energia pode ser um arco elétrico, uma chama, ou mais recentemente,
um plasma. O espectro de emissdo de um elemento exposto a fonte consiste em uma
colecdo dos comprimentos de onda emitidos, comumente denominados “linhas de emissao”
devido a natureza discreta dos comprimentos de onda emitidos. O espectro de emissao pode
ser utilizado com caracteristica inica do elemento para identificagdo qualitativa. A emissao

atomica utilizando arco elétrico vem sendo amplamente utilizadas em andlises qualitativas.
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Técnicas de emissdo também podem ser utilizadas para determinacdes quantitativas.
A intensidade da luz emitida no comprimento de onda caracteristico do elemento a ser
determinado € quantificada, e esta emissdo serd maior de acordo com o nimero de 4&tomos
do analito presente na amostra. A técnica de Fotometria de Chama € aplicacdo da emissao

atOmica para andlises quantitativas.

Queimador Monocromador Detector

Quando a radiacdo de um tnico e exato comprimento de onda incidir em d&tomos no
estado fundamental, os dtomos podem absorver esta luz e atingirem um estado excitado,
principio fundamental da Absorcdo Atdmica. (processo ilustrado na Figura 3). A
quantidade de interesse em determinacdes por absor¢do atdmica € a quantidade de luz que é
absorvida durante a passagem pelo interior da nuvem de dtomos. Quando o nimero de
atomos no caminho do feixe de luz aumenta, a quantidade de luz absorvida aumenta
proporcionalmente. A quantificagdo da diferenga entre a quantidade de luz emitida pela
fonte e a quantidade de luz que passou pelo interior da nuvem de dtomos corresponde a
concentracdo de dtomos do analito na amostra.

O uso de fontes especiais de radiacio em comprimentos de onda cuidadosamente

selecionados permite determinacgdes individuais de elementos em presenga de outros.
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A nuvem atdmica necessdria para as determinacdes por absorcdo atdmica é
produzida por suplemento suficiente de energia térmica, que promove a dissociacdo dos
componentes quimicos em dtomos livres. Estes dtomos livres, em contato com a radia¢io
proveniente da fonte externa, sdo entdo promovidos para estados excitados, e esta energia
absorvida para promover a mudanca, € o fator que possibilita a quantificacdo dos elementos
na amostra. Todo o processo de quantificacdo dos analitos esta diretamente relacionado
com a eficiéncia da etapa de atomizagdo; se esta for eficiente, a maioria dos 4tomos estara
na forma do estado fundamental e serdo capazes de absorver a radiacdo proveniente da

fonte. Figura 4 abaixo: Espectroscopia de Absorcdo atdmica. Fonte: Krug, F.J A

-

Fonte Queimador Monocromador Detector

1.3.2.1. Aspectos quantitativos da espectrometria de absorcao atomica

Uma fonte, geralmente uma lampada de catodo oco (HCL), emite radiacio em
comprimento de onda determinado e com intensidade inicial I,. Esta radiacdo esta
direcionada para a chama que contém os dtomos no estado fundamental. A intensidade
inicial de radiacao (I,) sofre decréscimo devido a absor¢cao de parte desta energia pelos
atomos que passaram do estado fundamental para o estado excitado. A radiacdo que chega
até o sistema detector com diminui¢do de intensidade, denominada I, € a quantidade de

radiacdo absorvida pelos dtomos do analito na nuvem atomica e determinada pela
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comparacdo entre os valores de I e I,. A diferenca de intensidade entre I e I, corresponde a
concentracao do analito dentro da amostra, como serd detalhado a seguir.
Relacao entre I, I e concentragdo:

Diversos termos sdo utilizados para definir a quantidade de radiagdo que sofreu
variacdo. A “transmitancia”, é definida como a razdo entre a intensidade final e inicial de

radiacao.
T=— Equacao 1

A transmitancia indica fragao inicial da radiacdo que passa pelo caminho da chama
e chega até o sistema detector. A porcentagem de transmitidncia € simplesmente a
transmitancia expressa em termos de porcentagem.

9T = 100xi Equacao 2

0

A porcentagem de absor¢do é complemento da porcentagem de transmitincia
definida como a porcentagem da intensidade de radiacdo que € absorvida dentro da chama
pelos dtomos.

%A= 100 - %T Equacao 3

O termo absorbancia € a quantidade matematica que pode ser representado por:

A= log[ij Equacdo 4
I
A absorbancia também € o termo mais conveniente para caracterizar a radiacdo em
espectrometria absor¢do, devido que a absorbancia segue uma relacdo linear com a
concentracao, definida pela ”Lei de Beer”.

A= abc Equacgdo 5

(1P

Aonde: “A” € a absorbancia; “a” é o coeficiente de absor¢do, uma constante que €

7z

caracteristica da espécie absorvendo em um comprimento de onda especifico; “b” é o

27



¢ 9«

comprimento do caminho percorrido pela radiacdo dentro da chama; e “c” € a concentragao
das espécies.

Esta equacdo representa, simplificadamente, que a concentracdo € diretamente
proporcional a concentracdo dos 4tomos que absorvem dentro dos parametros pré-
estabelecidos de anélise. A propor¢do direta entre concentragdo e absorbancia € claramente
evidenciada quando solucdes com concentracdes conhecidas sdo utilizadas na construgdao

das curvas analiticas. Quando a absorbancia é “plotada” em funcdo da concentragdo,

relacdo de linearidade € observada para certos intervalos de concentracdo (Figura 5).

0.500

w O I
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0.z00

0.200

=
=
=
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0,000 2.500 5. 000
Conc [ugsml]

Figura 5. Curva analitica para o ion metdlico cobre.

Dentro destas regides aonde a Lei de Beer € mantido, o crescimento da absorbancia
¢ diretamente proporcional ao crescimento da concentragao.

Quando a concentracdo e a absorbancia aumentam, observa-se comportamento nao
ideal no processo de absorcio em funcdo da concentracdo, o que acarreta desvios da
linearidade (ndo representado na Figura 5).

O comportamento linear apresentado entre concentracio e absorbancia em

determinados intervalos de concentracdo € a base para a construcdo das ‘“curvas de
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calibracao” (ou curvas analiticas). Com o uso das curvas de calibracdo € possivel
determinar a concentracdo dos analitos nas amostras por interpolagdo dos valores obtidos

nestas curvas.

1.3.2.2. Espectrometria de absorcao atomica em forno de grafite

O conceito de atomizacdo eletrotérmica foi introduzido por L'vov em 1959, mas
tornou-se bem conhecido a partir de uma publicagdo de 1961. Neste trabalho, a amostra era
depositada na superficie de um eletrodo mével de grafite e, em seguida, introduzida em um
tubo de grafite revestido com uma folha de tantalo, o qual era aquecido eletricamente. Este
sistema possibilitava a atomizagdo da amostra numa tunica etapa, fornecendo uma nuvem
atOmica mais concentrada e, dessa maneira, melhor sensibilidade é alcangada, com menor
consumo da amostra.

A técnica de espectrometria de absor¢ao atdbmica com atomizacao eletrotérmica (ETAAS),
apesar de ser geralmente monoelementar, ¢ adequada para a determinagdo de baixas
concentracdes de metais e semimetais. Apresenta alta sensibilidade, uma vez que a aliquota
da amostra colocada dentro de tubo de grafite (forno) é atomizada em um curto periodo de
tempo, e o tempo de residéncia média dos 4dtomos no caminho O&ptico € de

aproximadamente um segundo (Figura 6).
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Refrigeragéo Saida do gas Janela de
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Entrada do gas Entrada do gas

Figura 6. Representacdo de corte de forno de grafite com aquecimento longitudinal Varian.
Fonte: Krug, F. J. 31

Além disso, a técnica apresenta boa seletividade, requer pequenos volumes de
amostra e possui limites de detecc¢do, para a maioria dos elementos, em concentragcdes da
ordem de ng L' e pg L. Na atomizacio eletrotérmica em forno de grafite, o solvente, o
acido ou a mistura azeotrépica da amostra é evaporada em temperaturas da ordem de 200-

250 °C, etapa denominada de secagem (Figura 7).

Gas de
protecao

Figura 7. Etapa de secagem da amostras no programa de aquecimento para determinacao de

metais por GFAAS. Fonte: Krug, F. J. !
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ApOs a etapa de secagem, a matéria organica e outros concomitantes das amostras
sdo incinerados em temperaturas da ordem de 450-1600 °C, separando o analito (metal,
semi-metal) dos outros componentes da matriz sélida. Esta etapa do processo é denominada

de pirdlise (Figura 8).

Gas de protecdo

Remocao da matriz

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

Figura 8. Etapa de pirdlise da amostras no programa de aquecimento para determinacdo de

metais por GFAAS. Fonte: Krug, F. J. i

Ap6s a etapa de pirdlise, a corrente elétrica responsédvel pelo aquecimento do tubo
de grafite € aumentada rapidamente até uma amperagem que eleve a temperatura na ordem
2000 °C a 3000 °C, provocando formag¢do de uma nuvem atdmica dos analitos metalicos.
Esta etapa ¢ denominada de atomizacdo (Figura 9) e ocorre em um periodo de

milissegundos até segundos. Nesta etapa a medida de absor¢do da radiagdo € feita na regido

imediatamente acima da superficie do tubo.
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Parada do gas

Parada do gas
de protecio

de protecio

1000 a 4000°C 52

Tatomizacso: 1400-2600°C

Huvem atdmica

Figura 9. Etapa de atomizagdo da amostras no programa de aquecimento para determinacao
de metais por GFAAS. Fonte: Krug, F. J. 31

Apd6s a medida da absorbancia do analito, € feita uma etapa de limpeza, para
remocgao de tragos do analito metdlico, evitando assim o chamado “efeito de memoria”. As
etapas de secagem, pirdlise e limpeza sdo assistidas por uma corrente de argénio (fluxo de
=1 L min™) para remover os componentes da matriz volatilizados em cada etapa. As quatro

etapas envolvidas no processo de atomizacao para determina¢do de um analito por GFAAS

estdo sumarizadas no gréafico da Figura 10.

Secagem
-=— Pirdlise
| | parada do gas de protecsio
—=— Atomizaclo
-= Limpeza
—— Resfriamento

o
-]
s
=
=t
E
5
=

Tempo (s)

Figura 10. Etapas envolvidas no programa de aquecimento para atomizagdo de um analito

na espectrometria de absor¢do atdmica em forno de grafite (GFAAS). Fonte: Krug, F. J.*!
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1.4. A freqiiéncia de ultra-sons™>>"

Ultra-sons sdo ondas mecanicas que se propagam através de qualquer meio material
com freqiiéncia maior que 20 kHz. Os ultra-sons respondem por regido do espectro
actustico, sendo subdividido em trés regides principais — a faixa do infra-sons (v < 20 Hz); a
faixa sons (20 Hz < v < 20 kHz), perceptiveis aos humanos; e, a faixa dos ultra-sons (v > 20
kHz). Para os ultra-sons pode ser assumida, ainda, uma subdivisdo de faixas: ultra-sons de
baixa freqiiéncia (20 kHz < v < 1 MHz) e alta freqiiéncia (v > 1 MHz). As ondas ultra-
sonicas de baixas freqii€ncias sdo aquelas que podem apresentar alta poténcia, enquanto
que as ondas ultra-sdnicas de alta freqiiéncia t€ém baixa poténcia, podendo ser aplicadas
principalmente para fins de diagndstico, tanto na medicina como na engenharia. Desta
forma, utiliza-se, exclusivamente, as acdes de ondas ultra-sonicas de baixa freqiiéncia e
alta poténcia, as quais levam a alteragdes quimicas e fisicas no meio liquido onde as ondas
sao aplicadas.

Geradores de ondas ultra-sonicas de baixa freqiiéncia sdo comumente empregados
em laboratérios de quimica e biologia, tanto para a limpeza de materiais, quanto para o
rompimento das paredes celulares. Os equipamentos usualmente empregados sdo o banho

ultra-sénico e a sonda ultra-sdnica.

1.4.1. Atuacao das ondas de ultra-som no meio liquido

Em meio liquido, as ondas ultra-sonicas de alta poténcia produzem intensas e

sucessivas ondas de compressdo e rarefacdo, no qual, dependendo da viscosidade, pode
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ocorrer o surgimento de cavidades de dimensdes microscépicas durante uma fase de
rarefacdo. A ocorréncia de gases e vapores no meio irradiado faz com que moléculas dos
gases e vapores migrem para o interior das cavidades. Nos sucessivos ciclos de compressao
e rarefacdo, as dimensdes da cavidade vao aumentando, até que seja atingido um diametro
critico, quando esta finalmente sofre colapso.

Ondas ultra-sonicas de freqiiéncia de 20 kHz e intensidade de 1 Watts cm?, ao se
propagarem pela dgua (velocidade do som de aproximadamente 1500 m.s™ e densidade = 1
g cm™), levam um corpusculo a deslocamentos de aproximadamente 0,93 mm em torno de
um ponto central, com velocidade mdxima de 11,7 m.s™. A aceleracio maxima que este
corpusculo estaria submetido seria de aproximadamente 16 km s?, ou seja, 1600 vezes
maior que a aceleracdo da gravidade. Adicionalmente, a variacdo de pressao calculada para
a situacdo apresentada seria de 1,7 MPa. Porém, este exemplo trata do efeito da propagagao
de onda ultra-sonica de 1 Watts cm™, e processadores ultra-sonicos superiores a 100 Watts
sdo facilmente encontrados. Portanto, as velocidades maximas, pressdes e aceleracdes serdo
tdo mais intensas quanto maior a poténcia do gerador de ultra-sons.

Os resultados obtidos em diferentes ensaios realizados com sistemas heterogéneos
(liquido-sélido) sob sonificagdo indicaram que os efeitos dessas ondas acuisticas nao
deveriam ser considerados como mero e eficaz sistema de agitacdo. Estes estdo,
relacionados aos jatos de alta velocidade produzidos pela cavitagdo acustica nas
proximidades das superficies dos metais ja que essas ondas mecanicas, ao interagirem com
a superficie de sdlidos, levam a alteragdes significativas na morfologia das superficies dos
s6lidos. Caso os ultra-sons sejam aplicados em liquidos contendo material particulado em
suspensdo, as cavidades deixam de ser simétricas de forma que, quando de seu colapso, os

microjatos sdo direcionados para o sélido.
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Porém, a energia resultante da acdo direta dos ultra-sons ndo seria capaz de provocar
efeitos como aqueles observados durante a sonificacdo, como o rompimento de ligacdes
inter e intramoleculares. Estudos realizados com liquidos puros e solugdes aquosas
demonstraram outras potencialidades da aplicacdo da energia acustica, a0 mesmo tempo em
que induziram a uma reflexdo sobre o emprego de ultra-som no preparo de amostras.

Os estudos pioneiros na caracterizagdo dos efeitos quimicos provocados por ondas
ultra-sonicas implicando na transformacdo de espécies quimicas foram realizados por
Miller em 1950. Tais estudos comprovaram a cisdo das ligacdes H-O em moléculas de dgua
e a producdo de peroxido de hidrogénio no meio irradiado. O fendmeno envolvido na cisido
homolitica de ligacdes foi denominado de sondlise da dgua, o qual leva a producdo direta
dos radicais livres H e HO* no meio.

A elevada reatividade dos radicais livres favorece a rdpida interacdo destas espécies
com fons, moléculas, ou ainda, a combinac¢do entre radicais, com a conseqiiente produ¢do
de novas espécies moleculares (H,O,), ou ainda, novos radicais livres (O,H).

Os efeitos das ondas ultra-sonicas foram constatados em diferentes estudos
submetendo 4dgua pura aos ultra-sons de baixa freqiiéncia; entre estes efeitos, estdo: a
oxidacdo de fons Fe** em meio aquoso, a degradacdo de polimeros e a formacdo de
perdxido de hidrogénio.

Em investigacdes recentes também podde ser constatada a diminuicdo significativa
da taxa de formacdo de per6xido de hidrogé€nio sob sonificagdo com o aumento da
concentracdo de NaCl presente na solucdo submetida a sonificagdo. Contudo, esses efeitos
provocados pelo ultra-som ndo sdo habitualmente aplicados no desenvolvimento de

métodos e procedimentos de andlise quimica.
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Figura 11 - Ocorréncia da cavitagdo acustica
Fonte: Korn, M.; Pereira, M. G.; Borges, S.8.%?

A influéncia dos ultra-sons no aumento da reatividade quimica é devido as
evidéncias acumuladas sobre os efeitos provocados por estas ondas em sistemas quimicos.
A principal causa desses efeitos é a cavitacdo que pode ser considerada como o ciclo de
formacao, crescimento e colapso de bolhas microméticas durante a sonificacao (Figura 11).
Com os colapsos das bolhas de cavitacdo ocorre a liberacdo de grande quantidade de
energia para o meio, proporcionando o aumento da temperatura e da pressio na

microrregido onde ocofeu o colapso.

1.4.2. Principais aplicacoes dos ultra-sons

A energia liberada durante a cavitagdo acustica fornece excelentes perspectivas para
o preparo e/ou tratamento de amostras e para a descontaminacao de efluentes. No preparo
de amostras, o colapso das microbolhas favorece a extragdo de espécies quimicas a partir de
materiais s6lidos, bem como a dissolucdo destes; no tratamento de efluentes, as elevadas

temperaturas e pressdes proporcionam a degradacdo térmica e/ou radicalar de espécies
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organicas contaminantes, levando a completa mineralizacio das espécies para tempos
prolongados de sonificagdo.

As modificacdes fisicas e quimicas resultantes da cavitagdo acustica tém
impulsionado novas estratégias de preparo de amostras e, em sistemas heterogéneos, o
tratamento é favorecido por alguns fendmenos como: produ¢do de emulsdo nas interfaces
de sistemas liquido-liquido; lixiviagdo na superficie em sistemas sdlido-liquido; erosao,
fragmentacdo e aumento da area superficial de particulas sélidas em decorréncia das ondas
de choque originadas da implosdo das microbolhas; e diminui¢do do gradiente de
concentracdo pelo aumento do transporte de massa ocasionado pela turbuléncia e
microjatos.

A reducdo do tamanho de particula € um dos beneficios mais notdrios da
sonificacdo nos procedimentos de lixiviacdo e dissolucdo, visto que muitas reagdes sao
limitadas pela darea superficial efetiva exposta aos reagentes, resultando em perdas de
reprodutibilidade, rendimento e produtibilidade analitica. A ruptura das particulas e o
conseqiiente aumento da drea superficial sdo provocados pelo colapso de microbolhas nos
intersticios do sélido ou pelos violentos choques entre particulas, que chegam a alcancar
velocidade superior a 500 m.s”, promovendo até a fusio de fragmentos metélicos. Por
outro lado, bolhas formadas nas proximidades das particulas tornam-se assimétricas e, ao
sofrer colapso, originam microjatos de liquido com velocidades superiores a 100 m.s™.
Estes jatos sdao sempre direcionados para a superficie do sélido, resultando na erosdo e,
conseqiientemente, na renovacao da superficie, aumentando a reatividade entre solvente e
amostra.

A principal vantagem do ultra-som em extragdes reside na diminui¢do do tempo de

processamento e na utilizacdo de solugdes diluidas de &4cidos minerais. Caso as

37



determinagdes sejam conduzidas para a obtencdo da quantidade total do analito, eventuais
modifica¢des na forma original do fon metélico ndo sdo consideradas; ja que a eficiéncia de
extracdo de fons metélicos depende da matriz, natureza e concentracdo da espécie extratora.

Entre as vdérias outras aplicacdes dos ultra-sons para a determinacdo de metais,
destacam-se a formacgdo de suspensdes para andlise direta em sélidos, descontaminacgdo de
recipientes para armazenamento de amostras e favorecimento cinético de reacOes de
complexacdo. Nestas situacdes, a integridade e identidade das espécies de interesse foram
mantidas seguindo o critério de rastreabilidade. Contudo, ndo poderdo ser garantidas, caso
o analito sofra transformacdes aleatérias e multiplas durante o processo de anélise, pois o
preparo de amostras empregando ultra-som pode acarretar transformacdes multiplas e
bruscas das espécies de interesse notadamente se estas forem volateis. Entre os compostos
organicos volateis que sdo degradados durante a sonificagdo, o grupo dos clorometanos
leva destaque, levando a geracdo de HC1, HCIO e CO,.

No ambito da protecio ambiental, a energia ultra-sOnica apresenta efeitos
interessantes para o tratamento de dguas e efluentes aquosos, ja que leva a destruicdo de
microorganismos patogénicos e promove a degradacdo térmica e/ou radicalar de diferentes
classes de poluentes. A depender do poluente, a combina¢do da energia ultra-sonora com
processos avancados de oxidacdo, tais como radidlise e ozondlise, origina procedimentos
promissores. Adicionalmente, a eficidcia do ultra-som na descontaminacdo de efluentes
quanto a presenca de microorganismos, € atribuida a ruptura das células microbianas,
ocasionando o escoamento do liquido citoplasmaético.

A aplicacdo de formas ndo usuais de energia, como as oriundas de ultra-sons de
baixa freqiiéncia e alta poténcia, para assistir procedimentos de andlise quimica devem ser

consideradas como promissoras. A energia liberada durante a cavitacdo acustica fornece
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excelentes perspectivas para o preparo de amostras, bem como para algumas etapas
acessoOrias ao processamento analitico, como podem ser considerados a geracdo de

reagentes e o tratamento de residuos de analises quimicas.
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Avaliacio da digestibilidade de cobre em amostras de racao de peixes utilizando

amostragem em suspensio e determinacao por GFAAS

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver e otimizar um método para
determina¢do de cobre em amostras de fezes e ragcdes de peixes por GFAAS utilizando-se a
introducdo direta de suspensdes das amostras no tubo de grafite do espectrometro recoberto
internamente com carbeto de tungsténio como modificador permanente. Os limites de
deteccao (LOD) e de quantificacdo (LOQ) calculados em relacdo a 20 leituras do branco
das suspensdes (0,50 % m/v de fezes ou racio isentas de cobre) foram de 0,24 ¢ 0,79 pg L™
para as suspensdes padrdo de fezes e de 0,26 e 0,87 pug L' para as suspensdes padrio de
racdo. O método proposto foi aplicado em estudos de digestibilidade de cobre em diferentes
amostras de ragdes de peixes e mostraram-se de acordo com os resultados obtidos
utilizando amostras previamente mineralizadas por digestdes dcidas utilizando-se forno de

microondas.

Palavras-chave: Nutri¢do de peixes, absor¢do de cobre, modificador quimico,

espectrometria atdbmica em forno de grafite.
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Evaluation of digestibility of copper in fish feed samples using slurry sampling and

GFAAS determination

Abstract

The aim of the present work was to develop and optimize a method to determine
copper in samples of feces and fish feed by graphite furnace atomic absorption
spectrometry (GFAAS) through the direct introduction of slurries of the samples into the
spectrometer’s graphite tube coated internally with tungsten carbide that acts as chemical
modifiers. The limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) calculated for 20
readings of the blank of the standard slurries (0.50 % m/v of feces or feed devoid of copper)
were 0.24 and 0.79 pg L for the standard feces slurries and 0.26 and 0.87 pg L™ for the
standard feed slurries. The proposed method was applied in studies of digestibility of
copper in different fish feeds and their results proved compatible with that obtained from

samples mineralized by acid digestion using microwave oven.

Keywords: Fish nutrition, copper absorption, chemical modifier, graphite furnace

atomic absorption spectrometry.
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1. Introducao

Na nutricdo animal os minerais sao classificados como macrominerais (minerais que o
organismo necessita em grandes quantidades) e microminerais (que 0 organismo necessita
em menores quantidades). Sdo classificados os elementos essenciais, em macroelementos
(célcio, fésforo, magnésio, potdssio, sddio, cloro e enxofre) e microelementos, (ferro, iodo,
selénio, cobalto, manganés, zinco e cobre) (Solomons, 1982; Smith, 1987; Macdowell,

1992).

Assim como outros nutrientes metalicos, o cobre € um elemento essencial na
nutricdo dos peixes (Knox, Cowey & Andron 1982). Tanto a deficiéncia quanto o excesso
desse micronutriente metdlico pode causar alteragdes nas funcdes fisioldgicas e na resposta
imunoldgica, aumentando a susceptibilidade do animal a infec¢des. Adequado suprimento
de cobre na racdo € indispensdvel ao funcionamento normal do organismo e
conseqiientemente ao desenvolvimento do animal (Ogino & Yang 1980; Watanabe, Kiron
& Satoh 1997). O cobre possui importantes fungdes no organismo dos peixes, sendo
necessario no metabolismo de vérios nutrientes e como constituinte de diversas enzimas
(Murai, Andrew & Smith 1981; AOAC 1995). Esse elemento € indiretamente responsavel
também pela formacdo do coldgeno e elastina, pela conversdo da tirosina em melanina em
destruicdo de anions superoxido, que sdo espécies reativas do oxigénio, potencialmente
destrutivos para as células. O excesso desse mineral pode causar efeitos nocivos ao
organismo, como intoxica¢do hepatica e formagdo de complexos insoliveis junto com
outros elementos metélicos, influenciando diretamente na absor¢do do cobre. (Knox,

Cowey & Andron 1982; Ogino & Yang 1980; Watanabe, Kiron & Satoh 1997).

O desenvolvimento de novas metodologias que permitam a quantificacio segura dos
nutrientes metélicos que sdo colocados nas racdes em baixas concentragdes, como por
exemplo, o cobre, nos estudos de nutricdo de peixes, torna-se fundamental. Nesse contexto,
a determinacdo de analitos metdlicos em suspensdes por espectrometria de absor¢ao
atOmica em forno de grafite apresenta-se como uma técnica bastante robusta (Bendicho &
Loos-Vollebregt 1991; Millerihli 1993; Liang, Li & Rao 1996). Essa técnica proporciona
diversas vantagens, como alta sensibilidade, limites de deteccio em niveis de ng Kg™,

utiliza¢do de pequenos volumes de amostra, determinacdo de ampla variedade de elementos
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tracos, considerando-se que o atomizador pode agir como reator quimico, tem-se a
possibilidade de amostragem sélida, o que elimina a etapa de decomposicao prévia total da
amostra (Bendicho & Loos-Vollebregt, 1991).

Considerando o exposto, este trabalho descreve o desenvolvimento de um método
para determinacdo de cobre, em suspensdes de amostras de ragdes e fezes de peixes por
espectrometria de absor¢do atomica em forno de Grafite (GFAAS), de modo a eliminar a
etapa de mineralizacdo das amostras e permitir a estimativa da disponibilidade desse

micronutriente em amostras de ragdes utilizadas na piscicultura.

2. Experimental

2.1. Reagentes, solucdes padrao e amostras

Agua deionizada de alta pureza (18,2 MQ cm™) obtida por sistema Elga Ionic
(PURELAB Option, USA), &cido nitrico suprapuro (Merck), per6éxido de hidrogénio
(Merck) e Triton X-100 (Merck) foram utilizados em todo o trabalho. A solugdo de
trabalho contendo tungsténio, empregada no recobrimento interno do tubo de grafite e
utilizada como modificador permanente, foi preparado pela dilui¢do apropriada com dgua
ultrapura de uma solugdo estoque contendo 1000 mg L' de tungstato de sodio (Merck).
Solugdo de Paladio, utilizada também como modificador quimico, foi preparada nas
mesmas condi¢des, utilizando, no entanto, nitrato de paladdio (Merck).

Solug¢des estoque do analito foram preparadas a partir de reagentes de pureza
espectroscopica. As demais solugdes utilizadas, incluindo as solucdes dcidas concentradas
utilizadas nas mineralizacdes das amostras, foram todas de grau analitico. Todas as

solucdes foram estocadas em frascos de polipropileno.

Todos os frascos de estocagem de amostras e solu¢des padrdo, vidrarias € os copos
do autoamostrador do espectrometro de absor¢ao atdmica ficaram imersas em 4cido nitrico
10% v/v por 24 horas e em seguida enxaguados com 4gua ultrapura e secos por agitacdo

antes da utilizacao.
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As amostras de fezes de peixes foram coletadas ap6s experimentos de digestibilidade
envolvendo alevinos de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) que foram submetidos a
dieta com diferentes fontes alimentares. Esses experimentos foram desenvolvidos do/
laboratério de Nutricdo de Peixes (Aquanutri) da Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia/UNESP e Departamento de Quimica e Bioquimica (Instituto de Biociéncias).

UNESP - Campus de Botucatu.

As amostras de fezes e ragoes de peixes, apos secagem a 50 °C em estufa de
circulagdo for¢ada de ar por 48 horas, foram submetidas a moagem criogénica. Para isso,
uma massa de aproximadamente 1,0 g da amostra foi colocada em frasco de policarbonato
juntamente com a barra magnética, foi devidamente fechado, e imerso em nitrogénio
liquido. Pelo impacto entre a amostra € a barra magnética submetida a um campo
magnético oscilante (20 impactos s”) a amostra foi pulverizada. O programa utilizado na
moagem das amostras compreendeu uma primeira etapa de dois minutos para o pré-
congelamento, um minuto de pulverizacdo, novamente um minuto de congelamento, € uma
segunda etapa que compreendeu dois ciclos com dois estdgios de pulverizacdo e
congelamento, perfazendo um tempo total de oito minutos. Este procedimento permitiu

obter particulas com granulometria menor que 60 pm (Rosa et al., 2002).

Uma parte das amostras foram também mineralizadas em forno de microondas. Para
isso, massas de 100 mg de amostras moidas criogenicamente foram transferidas
diretamente para os frascos de teflon do forno de microondas, adicionando-se em seguida
2,5 mL de 4cido nitrico suprapuro (14 mol L' ) mais 0,50 mL de peréxido de hidrogénio
30% m/m. O programa de aquecimento utilizado encontra-se descrito na Tabela 1(Rosa et

al., 2002).
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Tabela 1. Programa de aquecimento utilizado na mineralizacao das amostras de racdes e

fezes de peixes em forno de microondas.

Poténcia Tempo
Etapas W Min.
1 200 5
2 400 10
3 Ventilacdo e adi¢do do H,0, 5
4 500 5
5 700 3
6 Ventilacio 5

2.2. Material biologico utilizado no preparo das suspensoes padrao

Foi preparada uma racdo isenta de alguns nutrientes metélicos (no caso, isenta de
célcio, ferro, cobalto, cobre, manganés, selénio e zinco). Essa ragcdo foi formulada com
amido desidratado, albumina e um premix contendo 6xido de potéssio e magnésio. Um lote
de alevinos de Tildpia do Nilo foi alimentado com essa racdo. Decorrido o periodo de
alimentacgdo os peixes foram transferidos para aquario de coleta de fezes, com fundo conico
para favorecer a decantacdao das fezes. ApOs a coleta, as fezes foram tratadas conforme
descrito no item anterior, no entanto, apds a moagem criogénica foram lavadas
exaustivamente com solucdo a 0,10 mol L™ de 4cido nitrico suprapuro, dgua ultrapura e

secas conforme descrito no item anterior.

2.3. Preparo das suspensdes das amostras

Ap6s a moagem criogénica, 5 mg de amostras do material biolégico foram
transferidas diretamente para os copos do autoamostrador do espectrometro de absor¢do
atdbmica e em seguida foram adicionados 5 pL de 4cido nitrico suprapuro 14 mol L™, 50 uL
de Triton X-100 a 1% v/v, 100 pL de solucdo 1000 mg L™ de Pd(II) e 845 uL de dgua

ultrapura. As amostras de suspensiao dos materiais biologicos foram em seguida agitadas
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por sonificacdo durante 40 segundos (utilizando uma poténcia de 136 W), diretamente nos

copos do autoamostrador.

2.4. Instrumentacdo

Forno de Microondas Provecto Analitica (Campinas-SP) modelo DGT 100 plus

foi utilizado para mineralizacdo das amostras, quando necessdria.

Para determinacdo de cobre foi utilizado espectrometro de absorcdo 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 citodo oco de cobre
SHIMADZU, operada com 10 mA de corrente. O comprimento de onda utilizado foi de
324,8 nm e a resolugdo espectral foi de 0,5 nm. Argdnio foi utilizado como gas 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 géas foi interrompido. Os sinais de
absorbancia foram medidos em drea de pico.

A moagem criogénica das amostras foi feita em moinho criogénico SPEX — Freezer,
modelo Mill 6750.

Desrruptor de células ultra-sonico UNIQUE, foi utilizado para agitacdo das

suspensoes padrdo e suspensdes das amostras de fezes e racdes de peixes.

2.5. Preparo do tubo de grafite recoberto internamente com carbeto tungsténio

Os tubos de grafite com plataforma utilizados nas determinacdes de cobre tiveram
suas paredes internas recobertas com tungsténio. Para isso, aliquotas de 25 puL de solucao
contendo 1000 mg L" do modificador tungstato de sddio foi injetada dentro do atomizador,
o qual em seguida foi submetido as etapas do programa de aquecimento descrito na Tabela
2. Esse procedimento foi repetido 20 vezes, obtendo-se uma massa de 500 pg de carbeto de

tungsténio depositada na plataforma do tubo de grafite (Lima, Barbosa, et al., 2001).
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Tabela 2. Programa de aquecimento utilizado para o recobrimento da parede interna do

tubo de grafite com carbeto de tungsténio.(fluxo de gis sem interrup¢ao).

Etapa Temperatura Estagios Fluxo de Argdnio
O Rampa (s)  Aquecimento (L min™)
(s)
1 110 5 25 0.30
2 150 10 25 0.30
3 600 10 20 0.30
4 1200 10 20 0.30
5 2000 3 2 0.30
6 2200 0 5 0,30

2.6. Preparo das suspensoes padrdo

Suspensdes padroes foram preparadas nas mesmas condi¢cdes descritas para o
preparo das suspensdes de amostras de racdo e fezes, utilizando, no entanto, 5 mg de
material biolégico isento de cobre. Dessa forma, no preparo da curva analitica, volumes de
4,8, 16, 20 e 40 pL de solucdo padrio contendo 250 pg L™ de cobre foram transferidos para
os frascos do autoamostrador do espectrometro (que continham 5 mg de material biol6gico
mais: 5 UL de écido nitrico suprapuro 14 mol L', 50 uL de Triton X-100 a 1% v/v e 100
uL de solucdo 1000 mg L™ de Pd(II)). Em seguida, os volumes finais foram acertados para
1000 uL com dgua ultrapura, de modo que a concentracao final de cobre nas suspensoes
ficasse na faixa de 1,00 a 10,00 pg |

Solugdes padrao aquosas, em meio de HNO3; 10% v/v e contendo as mesmas faixas
de concentracdo das suspensoes padrdo, foram também utilizadas no preparo de curvas
analiticas para determinacdo de cobre nas amostras de fezes e racOes mineralizadas por

digestao 4cida utilizando forno de microondas.
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Tabela 3. Programa de aquecimento do tubo de grafite otimizado para determinacao de
Cu em suspensdes de amostras de racdes e fezes de peixes.

Temperatura Estagios Fluxo de Argonio
°C) , (L min™)
Etapas Rampa Aquecimento
(s) (s)

Secagem 150 10 0 1
Secagem 250 10 5 1
Pirdlise 1300 10 5 1
Pirdlise 1600 5 20 1

Atomizagdo 2400 1 5 0 (leitura)
Limpeza 2800 5 0 1

2.7. Procedimentos analiticos

Ap6s a etapa de sonificagdo da suspensao padrao e/ou suspensiao de amostra, feita
diretamente nos copos do autoamostrador, um volume de 20 uL de padrdao ou amostra
foi injetado para dentro do tubo de grafite (recoberto internamente com carbeto de
tungsténio) pela micro pipeta do autoamostrador. As medidas foram feitas com cinco
repeti¢des. O programa de aquecimento do tubo de grafite otimizado para determinacdo

de cobre encontra-se descrito na Tabela 3.

3. Resultados e discussao

3.1. Otimizacao das condic¢des instrumentais

O comportamento eletrotérmico do cobre nas amostras biolégicas (racdes e fezes de

peixes) foi avaliado por meio de curvas de temperatura de pirdlise e de atomizacao,
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utilizando-se tungsténio como modificador permanente e Palddio, injetado junto com as
suspensoes de amostras e/ou padrdes. Procurou-se otimizar programas de aquecimento de
modo a definir os parametros de tempo e temperatura para as etapas de secagem, pirdlise e
atomizacdo. A temperatura de pirdlise considerada 6tima foi a que permitiu a méaxima
eliminacdo de concomitantes da matriz sem a perda da estabilidade térmica do cobre. Na
escolha da temperatura 6tima de atomizacao foi considerado principalmente o melhor sinal
transiente com o posterior retorno a linha de base, para um tempo de integracdo de 5 s. O
comportamento eletrotérmico do cobre no estudo de otimizacdo da temperatura de pirdlise
€ mostrado na Figura 1 (curvas a, b, c e d). A estratégia de uso de um modificador do grupo
da platina, no caso o Palddio, injetado junto com a amostra sobre o modificador
permanente, favorece a mistura do primeiro com a amostra durante a etapa de secagem, € a
interacdo do modificador-analito, principalmente quando a matriz apresenta grande teor de
matéria organica (Aleixo, et al., 2000; Lima, et al., 2001; Zanao, et al., 2002; Barbosa, De
Souza, et al., 2004). Conforme mostra a Figura 1 (curva a e b) foi possivel obter a
estabiliza¢do térmica do cobre até uma temperatura de pirdlise de 1600 °C, o que foi
fundamental para se eliminar os concomitantes da matriz. A Figura 1 (curva c e d) mostra
que utilizando-se a associacdo dos dois modificadores quimicos (Palddio e Tungsténio)foi
possivel obter temperatura de atomizagdo de 2400 °C, com leituras de absorbancia bastante

estdveis e com Otimas repetibilidade e reprodutibilidade.
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Figura 1. Curvas de temperaturas de pirdlise e atomizacdo das suspensdes padrao de racdes
e fezes de peixes contendo 10,00 ug L' de cobre. Temperatura de pirdlise: Suspensdes de
fezes - Curva a, Suspensdes de ragao — Curva b; Temperatura de atomizacdo: Suspensoes

de fezes - Curva c, Suspensodes de racao — Curva d.

Os sinais de absor¢ao atdomica (AA) e do fundo (BG) obtidos s@o mostrados na Figura
2 (Gréficos a e b). Pode-se observar que ambos os sinais de AA mostram-se bem definidos
e homogéneos, com tempos de aparecimento e retorno a linha de base bem préxima. A
associacdo dos dois modificadores quimicos mostrou-se bastante efetiva na degradagdo dos
concomitantes da matriz, o que permitiu também liberacao mais homogénea do analito na

etapa de atomizacao.
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Figura 2. Sinais de absor¢ao atdmica (AA) e de fundo (BG) obtidos na atomizacdo do nas
suspensoes padrdo de racdes e fezes de peixes contendo 10,00 pug L de cobre (Grifico a —

Suspensao de fezes, Grafico b — Suspensao de racoes).

3.2. Otimizagdo do tempo de sonificagdo das suspensoes

A homogeneizacdo das suspensdes dos materiais biolégicos depende da eficiéncia da
agitacdo ultra-sOnica, o que permite obter melhor reprodutibilidade entre as medidas (Lima,
et al., 2002). Assim, o tempo de sonificacdo das amostras foi avaliado no intervalo de 5 a
60 s de agitacdo. Na Figura 3 (pig 43) € mostrada a influéncia do tempo de sonificacdo das
amostras sobre os sinais de absorbancia obtidos para o cobre. Analisando-se a Figura 3,

observa-se que os sinais de absorbancia permanecem constantes a partir de 40 s de
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sonificacdo. Esse tempo de sonificagdo foi considerado 6timo, pois além de obter bom sinal

de absorbancia, o desvio padrdo real (RSD) entre as medidas foi relativamente baixo (2 %).

3.3. Obtengao das curvas analiticas

Considerando-se os parametros fisicos otimizados (temperatura de pirdlise e atomizacao

e o perfil de sinal de absorcdo atdmica), curvas analiticas foram construidas utilizando-se

suspensodes padrao de fezes e ragdo de peixe contendo cobre na faixa de concentracao de

1,00 — 10,00 png L (descrita no item Preparacdo de suspensdes padrdo). A Figura 4 mostra

as curvas analiticas obtidas com as suas respectivas equagdes das retas.

0,45
0,40_' a - Suspensao padrao de fezes
1 b - Suspensao padrio de ragées
0 0,35 a
S ] " b
© 0,30 .« —°
2 .
g 0,25-_ =/
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[3)
<§ 0,15 -
o Y
S 4
2 0,10
g ]
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1] 10 20 30 40 50 60 70
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Figure 3. Influéncia do tempo de ultra-sonificacdo sobre o sobre o sinal de absorbancia do

cobre nas suspensdes padrao contendo 10,00 pg L' de cobre.
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Figura 4. Curvas analiticas de cobre obtidas a partir de suspensdes padrao de fezes e racdes

de peixes contendo 1,00, 2,00, 4,00, 5,00 e 10,00 ug L' de cobre.

A calibracdo de sistemas via compatibiliza de matriz, proporciona a degradacdo e a
eliminacdo quantitativa da matéria organica, quando se trabalha com suspensoes (Lima, et
al., 2002; Barbosa, et al., 2004). No caso do presente estudo, toda a otimizacdo do
programa de aquecimento foi feita utilizando-se suspensdes padrdo de racdes e fezes de
peixes. Desta forma, comparando-se a curva analitica das suspensdes padrao de fezes com a
preparada com suspensdes padrao de racdes (Figura 4), observa-se que estas apresentam
perfis semelhantes, com os valores dos coeficientes angulares bem préximos (k = 0,0353 e
k = 0,0332, respectivamente para a suspensio padrdo de fezes e de racdo). A possibilidade
da utilizacdo de padrdes aquosos para calibracdo do sistema, foi descartada, porque
poderiam ter erros devido as diferencas observadas entre os coeficientes angulares das retas
obtidos nos meios em suspensdo € aquosos (Kaquoso = 0,0117). Em relacdo a figura de mérito
analitico do método proposto, foram observadas boas correlagdes entre as absorbancias
integradas e as concentragdes do analito, sensibilidade bastante significativa conforme
mostram os valores dos limites de detec¢do e quantificagdo e das massas caracteristicas,

apresentados na Tabela 4 (Currie, 1999).
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Tabela 4. Valores dos Limites de Detec¢do (LOD), Limites de Quantificacdo (LOQ) e
Massas Caracteristicas (mo) calculadas para o cobre utilizando-se os dados obtidos das

curvas analiticas de suspensdes padrao de fezes e ragdes de peixes.

Suspensdes LOD LOQ mo
Padrio (ugLh (ugL™h (pg)
Fezes 0,24 0,79 25,15
Racao 0,26 0,87 26,49

A utilizac@o do tungsténio como modificador permanente, aumentou significativa a
vida 1til do tubo de grafite, cerca de 720 queimas contra 260 queimas, quando se utiliza o
modificador convencional (como por exemplo, a mistura nitrato de magnésio e nitrato de
palddio). Considerando a complexidade das amostras bioldgicas, o tempo de vida ttil dos
tubos utilizando o método proposto é compativel com outros métodos descritos na literatura
(Alvarez, Carrion & Gutiérrez 1996; Lima, et al., 2001; Shiue, Mierzwa & Yang 2001).

Os desvios-padrao relativos calculados, utilizando-se ensaios de adicdo e
recuperacdo dos analitos (Tabela 5), foram sempre menores que 5%, mostrando que o
método apresenta boa repetibilidade e exatiddo entre as medidas. A exatidao do método
também foi verificada empregando uma racao certificada (Corn Bran, RM 8433 — National
Institute of Standards and Technology) contendo 2,47 + 0,40 mg Kg ~' de cobre. O
resultado dessa determinagdo (Tabela 5), também apresentou um desvio padrdo relativo

inferior a 5% (Tabela 5), o que reforca a boa exatiddo do método proposto.
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Tabela 5. Resultados (n=5) obtidos na determinagdo de cobre em amostras de ra¢des
enriquecidas utilizando o método proposto (amostragem em suspensio) e a mineraliza¢ao

das amostras em forno de micro-ondas.

Amostras de racio ~ Amostragem em suspensao Amostras mineralizadas
(mgKg ™) (mg Kg ™)
Racdo 1 10,30%0,25 10.2510,28
Racgido 2 12,15+0,31 12.20+0,33
Racdo 3 11,2020,28 11.14+0,30
Raciao 4 9,1240,15 9.04%0,18
Corn bran* 2,52+0,11 2.5410,13

*Material de referéncia certificado (RM 8433, contendo 2.47 + 0.40 mg Kg ~' de Cu) from
National Institute of Standards and Technology.

3.4. Aplicacdo do método proposto

Ap6s os procedimentos de otimizagdo, determinacdo do LOD e LOQ, a
aplicabilidade do método desenvolvido foi testada na determinacdo de cobre de quatro
amostras de racdes (preparadas de diferentes fontes alimentares) utilizadas na dieta de
alevinos de Tildpia do Nilo e em amostras de fezes dessa espécie de peixe. Com base
nos valores da determinagdo da porcentagem de 6xido de crdmio, marcador biolégico
utilizado em estudos de digestibilidade de nutrientes na nutri¢do animal (Silva, 2006), e
de cobre nas amostras de racOes e fezes dos animais em estudo, foi calculada a
estimativa do coeficiente de digestibilidade aparente de cobre na dieta dos alevinos de

Til4pia do Nilo, utilizando-se a equagdo 1 (S4, et al., 2004).
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Da= 100 - |100 %Cr,05; X | %Cus
9%Cr,0Os¢ % Cu,

Nesta equacao:
Da = Digestibilidade aparente;
9%Cr,03; = Porcentagem de 6xido de cromio na ragao;
9%Cr,03¢ = Porcentagem de 6xido de cromio nas fezes;
%Cu, = Porcentagem de cobre na ragao;
%Cu¢= Porcentagem de cobre nas fezes.
Na Tabela 6 estao sumarizados os valores dos coeficientes de digestibilidade
aparente calculados com base nos resultados das determinagdes de cobre por GFAAS
utilizando-se a amostragem em suspensdo e a mineraliza¢do das amostras em forno de

microondas.

Tabela 6. Coeficiente de digestibilidade de cobre de alevinos de Tildpia do Nilo

alimentados com rac¢Oes preparadas a partir de diferentes fontes alimentares.

Racodes

Levedura Milho Farelo de soja  Farelo de arroz

Coeficiente de
Digestibilidade 72,40 + 3,12" 70,12 +2,04" 71,80 +2,03" 70,35 +2,11°
(%) 71,80 +2,11% 71,10 + 3,10" 73,10 + 3,04" 72,12 + 3,02"

*Calculo baseado na %Cu determinado utilizando amostragem em suspensao
# Célculo baseado na % Cu determinado por GFAAS apds mineralizacdo das amostras em

forno de microondas

A comparagdo dos valores dos coeficientes de digestibilidade aparente de cobre
presentes nos quatro tipos de racdo utilizadas na dieta de alevinos de Tildpia do Nilo,

mostrados na Tabela 6, indica que os valores determinados utilizando-se o método proposto

61



(amostragem em suspensdo) estdo de acordo com os valores obtidos utilizando-se a
mineralizacdo das amostras de ragdes e fezes em forno de microondas. A mineralizagdo das
amostras, como etapa inicial do processo de quantificacio de um nutriente metélico,
normalmente € utilizada nos estudos de digestibilidade em nutri¢do de peixes (Furuya, et
al., 2001., Pezzato, Barros, et al., 2002;; Sa, et al., 2004), o que reforca a aplicabilidade do

método proposto nesses estudos.

4. Conclusoes

O método proposto de quantificacdo de cobre por GFAAS utilizando-se amostras de
racoes e fezes de peixes na forma de suspensoes, para se estimar a digestibilidade aparente
desse nutriente de racdes utilizadas em nutricdo de peixes, obteve resultados equivalentes
ao método utilizando a mineralizacdo das amostras em forno de microondas como etapa
inicial. No entanto apresenta a vantagem de ndo gerar residuos toxicos que podem
comprometer a saude do analista e contaminar o meio ambiente. Além disso, como nao
exige a necessidade da mineralizacdo das amostras, o tempo das determinagdes analiticas, €

reduzido consideravelmente.
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Digestibilidade de nutrientes metalicos em racoes de peixes utilizando-se extracao por

ultra-som e determinacio por espectrometria de absorcao atomica por chama

Resumo

No presente trabalho é proposto um método para determinagao de cdlcio, magnésio,
manganés e zinco em amostras de ragdes de peixes utilizando-se ultra-som no processo de
extracdo dos analitos e posterior quantificacdo por espectrometria de absor¢do atdmica por
chama (FAAS). Utilizando como soluc¢do extratora HC1 0,10 mol L'l, as condicdes Otimas
de extragdo estabelecidas foram: massa de amostra de 100 mg; granulometria da amostra <
60 um; tempo de sonificacdo de trés ciclos de 10 s e poténcia de sonificacdo de 102 Watts.
O método foi aplicado em estudos de digestibilidade desses nutrientes em amostras de
racOes utilizadas em dietas de alevino de tilapia do Nilo e mostraram-se concordantes com
os resultados obtidos utilizando a mineralizacdo das amostras de racdes no processo de
extragdo dos nutrientes metalicos.

Palavras-chave: Nutricdo de peixes, absor¢do de nutrientes metélicos, ultra-sonificagao,

FAAS.
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Digestibility of metallic nutrients in fish feed using ultrasound extraction and

determination by flame atomic absorption spectrometry

Abstract

The aim of the present work was to develop and optimize a method for
determination of calcium, magnesium, manganese and zinc in samples of feces and fish
feed using ultrasound in the extraction process of the metallic nutrients and subsequent
quantification for flame atomic absorption spectrometry (FAAS). Using as extractor
solution HCI 0,10 mol L'l, the great conditions of extraction established were: mass of
sample - 100 mg, samples granulometry - < 60 pwm, sonification time - three cycles of 10 s
and ultrasound potency - 102 Watts. The proposed method was applied in studies of
digestibility of those nutritious in different feeds used in diets of alevine of Nile tilapia and
their results proved compatible with that obtained from samples mineralized by acid

digestion using microwave oven.

Keywords: Fish nutrition, metallic nutrients absorption, ultra-sonification, FAAS
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1. Introdugado

Embora os elementos inorganicos constituam apenas 4% do tecido corporal animal,
s30 essenciais como componentes estruturais € em muitos processos vitais. Os principais
papéis desses elementos podem ser descritos como estrutural e funcional. No aspecto
funcional, destaca-se seu papel catalisador nos sistemas enziméticos, através da ligacdo de
seus fons a substratos, favorecendo assim diversas reagdes, principalmente na mediacao de
reacoes de oxido-reducdo, através de mudangas reversiveis no estado de oxida¢do do ion
metalico. No aspecto estrutural, destaca-se o papel de integrantes de compostos organicos
do corpo, tais como o ferro na hemoglobina e o cobalto na vitamina By,. 1.3

Por apresentarem propor¢des e quantidades varidveis no tecido corporal dos
animais, os elementos inorganicos sao 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 calcio, fosforo, magnésio, potassio,
sddio, cloro e enxofre e como microelementos essenciais o ferro, iodo, selénio, cobalto,
manganés, zinco e cobre. 34

As fontes alimentares utilizadas na dieta de animais terdo um alto valor biolégico se
0s nutrientes presentes na mesma apresentarem alta biodisponibilidade. Isso significa que o
organismo considerado deverd absorver e utilizar ativamente o nutriente no seu
metabolismo.*” A determina¢do da concentragdo total do nutriente na fonte alimentar ndo
fornece informacao suficiente sobre a sua fracdo biodisponivel. Na piscicultura, grande
parte dos nutrientes ndo absorvidos pelos peixes permanece na dgua de cultivo, que é
descartada nos mananciais hidricos, o que contribuiu no processo de eutrofizacdo desses
mananciais.*’

Na determinacdo do coeficiente de digestibilidade de alimentos para peixes,
utilizam-se os chamados indicadores fecais. Esses indicadores se dividem em internos e
externos. Os marcadores internos ocorrem naturalmente nos alimentos, enquanto que os
marcadores externos sdo adicionados 2 dieta do animal.>*'""'*, Os marcadores externos sdo

os mais utilizados, sendo o 6xido de cromio (III), marcador que apresenta melhor aceitagao
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por ser completamente indigestivel, ndo absorvivel e passar uniformemente através do
aparelho digestério do animal.”'! A determinacdo da concentracdo dos nutrientes e do
Cr,03 nas ragdes e fezes, permite estimar o coeficiente de biodisponibilidade aparente dos
nutrientes metabolizados pelo animal, comparando-se as quantidades de nutrientes e de
6xido presente inicialmente na racio com as quantidades presentes nas fezes do animal.'""

A determinacdo das concentragdes dos nutrientes metalicos e do indicador fecal
Cr,0O3 tanto nas fezes como nas racdes, apresenta dificuldades nos procedimentos de
preparo das amostras. Normalmente a mineralizacio das amostras sao feitas por
aquecimento lento em blocos digestores, utilizando-se mistura nitrica-percldrica. Os
extratos resultantes sdo solucdes dcidas contendo os nutrientes inorganicos mais ions
dicromato, espécie altamente toxica. Este procedimento além de demorado, apresenta o
inconveniente de gerar residuos téxicos que podem comprometer a saide do analista e
contaminar o meio ambiente.'>'°

Dessa forma, o desenvolvimento de novas metodologias que permitam a extracio e
a quantificacdo segura dos nutrientes inorganicos, para posterior determinacdo do
coeficiente de biodisponibilidade aparente desses nutrientes nos estudos de nutri¢do animal,
torna-se fundamental. Neste contexto, a extracdo do analito por ultra-sonificaco,
apresenta-se como técnica bastante robusta.'”*” Os efeitos quimicos provocados pelos ultra-
sons ocorrem devido ao fendmeno da cavitagdo acustica, que € o processo de nucleagdo,
crescimento e colapso de bolhas transientes em liquidos expostos a ondas ultra-sonicas de
baixa freqiiéncia (< 1 MHz). A energia liberada durante a cavitacdo acustica fornece

. 17,18
excelentes perspectivas para o preparo e/ou tratamento de amostras.

. No preparo de
amostras, o colapso das microbolhas favorece a extracdao de espécies quimicas a partir de
materiais sélidos, bem como a dissolucdo destes ou completa mineralizacdo no caso de
compostos organicos.'®* Assim, a utilizacdo da extracio de nutrientes metélicos de
amostras bioldgicas por ultra-sonificacdo permite a elimina¢cdo da mineralizacao 4cida, que
pela metodologia cldssica, constitui o principal problema.lS’16

Considerando o exposto, este trabalho descreve o desenvolvimento de um método
para determinacao de célcio, magnésio, manganés e zinco em amostras de fezes e ragdes de

peixes utilizando-se extracdo por ultra-som e quantificacdo por espectrometria de absor¢ao
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atbmica em chama, para posterior estimativa do coeficiente de digestibilidade aparente

desse nutriente em fontes alimentares utilizadas na piscicultura.

2. Experimental

2.1. Reagentes e solugdes

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

Todos os frascos de estocagem de amostras e solucdes padrdo, vidrarias e os
acessorios do espectrometro de absor¢do atomica (sistema de aspiracdo e de nebuli¢do)
foram lavados com 4cido nitrico 10% v/v por 24 horas e em seguida enxaguados com 4gua

ultrapura e secos por jatos de ar puro antes da utilizacao.

2.2. Coleta e preparo das amostras

As amostras de fezes de peixes foram coletadas apds experimentos de
digestibilidade envolvendo alevinos de Tildpia do Nilo que foram submetidos a uma dieta
com diferentes fontes alimentares, (levedura, farelo de soja, farelo de arroz, milho). Esses
experimentos foram desenvolvidos no laboratério de Nutricdo de Peixes da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia, (FMVZ), Departamento de Quimica e Bioquimica,
(Instituto de Biociéncias), UNESP- Campus de Botucatu.

Depois de coletadas, as amostras de ragdes de peixes foram desidratadas em estufa
de recirculagcdo forcada de ar por 48 horas e submetidas a moagem criogénica. Para isso,
uma massa de aproximadamente 1 g da amostra foi colocada em frasco de policarbonato

juntamente com a barra magnética, o qual devidamente fechado, foi imerso em nitrogénio
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liquido. Pelo impacto entre a amostra e a barra magnética submetida a um campo
magnético oscilante (20 impactos s) a amostra foi pulverizada. O programa utilizado na
moagem das amostras compreendeu uma primeira etapa de dois minutos para o pré-
congelamento, um minuto de pulverizagdao, novamente um minuto de congelamento, e uma
segunda etapa que compreendeu dois ciclos com dois estdgios de pulverizacdo e
congelamento, perfazendo um tempo total de oito minutos. Este procedimento permitiu

obter particulas com granulometria menor que 60 pm. '

2.3. Extragdo dos nutrientes metalicos

ApOs a etapa de secagem e moagem, aproximadamente 100 mg de amostra e 10 mL
de solucdo 0,10 mol L™ de 4cido cloridrico foram transferidas para frascos de teflon de 50
mL. A mistura amostra/soluc¢do foi entdo submetida a agitacdo por ultra-som para extracao
dos analitos metalicos. Utilizando-se este procedimento foram avaliados diferentes tempos
de sonificag¢do e poténcias de ultra-som no processo de extragdo dos analitos. Os extratos

acidos obtidos foram separados da fase s6lida remanescente por centrifugacao.

Uma parte das amostras foram também mineralizadas em forno de microondas. Para
isso, massas de 100 mg de amostras moidas criogenicamente foram transferidas
diretamente para os frascos de teflon do forno de microondas, adicionando-se em seguida
2,5 mL de 4cido nitrico 14 mol L™ mais 0,50 mL de peréxido de hidrogénio 30% m/m. O

programa de aquecimento utilizado encontra-se descrito na Tabela 1.*!
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Tabela 1. Programa de aquecimento utilizado na mineralizacdo das amostras de ragdes e

fezes de peixes em forno de microondas.

Poténcia Tempo
Etapas W) (Min.)
1 200 5
2 400 10
3 Ventilagao e adi¢do do H,O, 5
4 500 5
5 700 3
6 Ventilagao 5

2.4. Instrumentacdo

Para a secagem das amostras utilizou-se estufa de circulagdo forgada de ar

TECNAL modelo TE — 394/1.

Forno de Microondas Provecto Analitica (Campinas-SP) modelo DGT 100 plus foi

utilizado para mineralizacao das amostras, quando necessaria.

Para as determinacdes de célcio, magnésio, manganés e zinco foram utilizados
espectrometro de absorcdo atdmica SHIMADZU modelo AA-6800, equipado com corretor
de absorcdo de fundo com lampada de deutério e sistema self-reverse (SR). As condi¢des
operacionais utilizadas foram as descritas no manual do fabricante do equipamento
(COOKBOOK, SHIMADZU AA - 6800, 2000), e constam na Tabela 2. Solu¢des padrao
aquoso misto de Ca, Mg, Mn e Zn em meio de HCI 0,10 mol L'e 10 g L' de lantanio,
utilizadas na constru¢do das curvas analiticas, foram preparadas a partir da diluicdo de
padrdes Titrisol (Merck) contendo 1000 mg L' dos analitos. As faixas 6timas de
concentracao das curvas analiticas foram as seguintes (mg L'l): Ca-0,50 a4,00; Mg - 0,20

a 1,00; Mn -0,25a 1,50 e Zn — 0,20 a 1,00, (mediante ao COOKBOOCK). Para cada curva
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analitica foi preparado um branco que continha todos os componentes das solu¢des padrao
menos o analito de interesse.

A moagem criogénica das amostras foi feita em moinho criogénico SPEX — Freezer,
modelo Mill 6750.

Desrruptor de células ultra-sénico UNIQUE, foi utilizado para agitacao das

suspensoes padrdo e suspensdes das amostras de fezes e racdes de peixes.

Tabela 2. Parametros utilizados no ajuste do espectrometro de absor¢do atOmica

SHIMADZU AA-6800 para as determinacdes de célcio, magnésio, manganés e zinco.

Condigdes de Ajuste Cilcio Magnésio ~ Manganés Zinco
Corrente da lampada 10 mA 10 mA 10 mA 10 mA
Oxidante Oxidante Oxidante Oxidante

Estequiometria da chama ' . . '
Ar-Acetileno Ar-Acetileno Ar-Acetileno Ar-Acetileno

Fenda 0,5 nm 0,5 nm 0,50 nm 0,50 nm
Comprimento de onda 422,77 nm 285,2 nm 279,5 nm 213,0 nm
Fluxo de gds combustivel 0,70 Lmin" 0,70 Lmin" 0,70 Lmin" 0,70 L min™

3. Resultados e Discussao

3.1. Otimizagao do tempo de sonificacdo no processo de extra¢do dos analitos metdlicos

A eficiéncia do processo de extracdo por ultra-som de célcio, cobre, ferro e zinco
das amostras de ragdes e fezes 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 assim evitar possiveis fontes de
contaminacdo. A quantidade de material sdlido pesado foi feita considerando-se a

concentracdo do nutriente na formulacdo da racdo, sendo que em relagcdo ao manganés
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(nutriente de menor teor das amostras), as massas pesadas foram cerca de 2 vezes maiores
que as massas pesadas para o cdlcio, magnésio e zinco, nutrientes que se apresentam com
maiores teores nas amostras de racdes. Conforme ja discutido na literatura, as ondas ultra-
sOnicas promovem a extracdo dos analitos da matriz devido a atuacdo destas sobre as
moléculas organicas presentes na amostra, destruindo-as e provocando a quebra da ligacao
do metal com essas moléculas.'”?° Dessa forma, inicialmente foram feitos experimentos de
otimiza¢do do tempo de sonificacdo no processo de extracdo dos analitos das amostras. A
Figura 1 mostra os resultados obtidos nesses experimentos.

O aumento do tempo de sonificacdo provoca o aumento da temperatura do meio
extrator. Normalmente, observa-se que numa temperatura em torno de 50°C, a eficiéncia de
extragdo € favorecida devido ao aumento do numero de nucleos de cavitagdo actstica
formada nas proximidades da superficie da fase sélida da suspensdo (sistema soélido-
liquido)*. No entanto, quando a temperatura do meio extrator se aproxima da temperatura
de ebulicdo da fase liquida, ocorre um decréscimo na eficiéncia da sonificagdo devido a
diminui¢do da tensdo superficial do meio e aumento da pressdo de vapor dentro das
microbolhas, o que provoca uma diminui¢do nas ondas de choque.” Existe, dessa forma,
um tempo considerado 6timo de sonificacdo no processo de extragdo de metais de uma
amostra soOlida. Nesse tempo, ocorre a cavitacdo acustica, ou o ciclo de formagdo,
crescimento e colapso das microbolhas formadas pela propagacdo das ondas. Apds o
colapso das bolhas de cavitagdo, ocorre a liberacdo de grande quantidade de energia na
microrregido préxima da superficie da fase sélida, provocando assim extracdo do ion
metélico e em alguns casos até a dissolu¢cdo do material sélido. * Analisando-se 0s gréficos
apresentados na Figura 1 observa-se que a partir de cinco ciclos de 40 segundos de agitagao
ultra-sonica (3,30 minutos), os sinais de absorbancia medidos por FAAS, (espectrometria
de absor¢do atdmica por chama), permaneceram praticamente constantes e a temperatura
medida no sistema sélido-liquido foi de 66°C. Dessa forma, este tempo foi considerado

eficiente no processo de extracdo do analitos metélicos.
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Figura 1. Influéncia do tempo de sonificacao no processo de extra¢do de cdlcio, magnésio,
manganés e zinco de amostras de racdes e fezes de peixes. Condicdes Experimentais:
Tempo de Sonificagdo — cinco ciclos de 10, 20, 40, 50 e 60 s; Poténcia utilizada — 136 W;

Solugdo Extratora — Acido cloridrico 0,10 mol L™

3.2. Otimizagao da poténcia do ultra-som no processo de extra¢do dos analitos metdlicos

A intensidade do ultra-som transmitida ao meio estd diretamente relacionada a
amplitude da vibracdo da ponta do sonotrodo. Geralmente, aumento na intensidade da
poténcia favorecerd aumento nos efeitos quimicos provocados pela sonificagdo. A
influéncia da amplitude do ultra-som na escala 20-60% da poténcia total de trabalho (340

W) é mostrada nos graficos apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Influéncia da poténcia de sonificagdo no processo de extragdo de célcio,
magnésio, manganés e zinco de amostras de racdes e fezes de peixes. Condigoes

Experimentais: Tempo de Sonificacio - cinco ciclos de 40 s; Solugdo Extratora — Acido

30 40 50
Poténcia/%W

cloridrico 0,10 mol |

Quando se utiliza amplitude vibracional muito elevada, um grande ndmero de
bolhas de cavitagdo sdo geradas na soluc¢do, o que pode desfavorecer o crescimento € o
colapso dessas bolhas, tendo como conseqiiéncia uma diminui¢do da energia liberada na
fase 11’quida.19’20’23 Para os quatro metais estudados, a efici€éncia da extracdo, conforme
mostra a Figura 2, aumenta com amplitude crescente de 68 a 136 W, permanecendo
constante para os valores mais elevados de amplitude. Os resultados obtidos indicaram, que
a eficiéncia maxima do processo de extracdo foi conseguida na escala de amplitude 136-

272 W de poténcia. Optou-se, entdo, por utilizar a amplitude de 136 W de poténcia em
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todos os demais experimentos a serem desenvolvidos, pelo fato dessa poténcia provocar

menor aumento de temperatura da solucdo extratora: 66 °C, contra 74 ¢ 82 °C para as

amplitudes de 204 W e 272 W de poténcia.

3.3. Figuras de mérito do método de extragcao por ultra-som

Apés a otimizagcdo dos parametros fisicos (tempo e poténcia de agitacdo ultra-

sOnica), a exatidao e a precisdo do método de extracdo foram testadas utilizando-se ensaios

de recuperacao dos analitos metélicos de amostras de ragdes e fezes de peixes, cujos teores

desses nutrientes foram determinados previamente utilizando-se a mineralizagcdo acida por

microondas. Os resultados dessas determinacdes sao mostrados nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Porcentagens dos analitos em amostras de ragdes de peixes, utilizando-se

extragdo por ultra-som e mineralizacdo em forno de micro-ondas (n = 5).

TEOR DOS METAIS (%)

Metais SONIFICADO MINERALIZADO
Racido, Racio, Racéo; Racao, Racao, Racio, Racio; Racao,
Cilcio 2,801+0,043 3,102+0,045 3,201+0,051 3,502+0,071 | 2,724+0,051 3,052+0,071 3,302+0,041 3,401+0,011
Magnésio  0,167£30* 0,171£33*  0,169+28* 0,174+0,012* | 0,165+£28*  0,172+29* 0,166£26*  0,171+30%*
Manganés 0,013£3,10* 0,015+£3,30* 0,016+3,80* 0,015+3,10* | 0,012+3,30* 0,016+3,25*% 0,015+2,20* 0,013£2,10%
Zinco 0,021£3,21%  0,023+£2,80* 0,025+2,70* 0,022+2,50* | 0,020+2,70* 0,022+2,80* 0,023+2,80* 0,021+2,60*
*x10™
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Tabela 4. Porcentagens dos analitos em amostras de fezes de peixes, utilizando-se

extragdo por ultra-som e mineralizacdo em forno de micro-ondas (n = 5).

TEOR DOS METAIS (%)

METAIS = SONIFICADO MINERALIZADO
Fezes,; Fezes, Fezes; Fezes, Fezes, Fezes, Fezes; Fezes,
Cilcio 3,240+0,065 3,281+0,054 3,243+0,061 3,262+0,042 | 3,233+£0,061 3,276+0,050 3,240+0,058 3,250+0,044
Magnésio  0,202+3,63* 0,205+3,74* 0,207+3,66* 0,204+3,52* | 0,201+3,48* 0,203£3,16* 0,208+3,43* (,205+3,41*
Manganés 0,023+£0,45* 0,025+0,41* 0,028+0,49* 0,027+0,40* | 0,022+0,46* 0,027£0,44* 0,026£0,41* 0,024+0,42%*
Zinco 0,026+0,32*  0,028+0,35* 0,030+0,38* 0,027+0,30* | 0,024+0,35* 0,026£0,31* 0,028+0,36* 0,026+0,33*
*x107

A exatiddo e a precisdo do método proposto também foi verificada empregando uma

racdo certificada (Corn Bran, RM 8433 — National Institute of Standards and

Technology). Os resultados obtidos nessas determinacdes sao mostrados na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados (n=5) obtidos nas determinacdes de cdlcio, Magnésio, Manganés e

zinco em ragdo certificada utilizando-se o método .

Nutrientes Valores determinados Valores certificados
metalicos (mg Kg _1) (mg Kg _1)

Ciélcio 419,0£7,10 420,043,80
Magnésio 817,0+£10,40 818,0+5,90
Manganés 2,50x0,04 2,55%0,29

Zinco 18,30+0,27 18,60+2,20

Analisando-se os resultados obtidos utilizando-se a extragdo por ultra-som (Tabelas

3 e 4), observa-se que estes sdo concordantes com os resultados obtidos utilizando-se a

mineralizacdo das amostras em forno de microondas. Os desvios-padrdo relativos

calculados foram menores que 3%, mostrando que o método apresenta boa exatidao e
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repetibilidade entre as medidas. Em relagdao aos resultados determinados para a ragdo
certificada (Tabela 5), observa-se que além dos valores apresentarem desvios-padrdao
relativos menores que 2%, o que caracteriza boa repetitibilidade entre os resultados, estes
também bem préximos dos valores certificados, comprovando assim a exatidao do método

proposto.

3.4. Aplicacdo do método proposto

Com base em valores das porcentagens dos nutrientes metdlicos determinados nas
amostras de ragdes e fezes dos animais em estudo (Tabelas 3 e 4) e na determinagdo da
porcentagem de 6xido de cromio (valores médios determinados nas amostras de fezes e
racoes foram de 0,11 e 0,32%, respectivamente), marcador biolégico utilizado em estudos
de digestibilidade de nutriente na nutri¢cao animallS, foram calculados os coeficientes de

digestibilidade aparente (Da) desses nutrientes na dieta de alevinos de Tildpia do Nilo,

utilizando-se a equacao 127
Da= 100 -|100 %Cr>05; X 90Ny Equacdo 1
%Crzng %Nr

onde:

Da = Digestibilidade aparente;

%Cr,03.= Porcentagem de 6xido de crdmio na ragao;
%Cr,03¢ = Porcentagem de 6xido de cromio nas fezes;
%N, = Porcentagem de nutriente na ragao;

%N¢= Porcentagem de nutriente nas fezes,
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Os valores dos Da, calculados a partir dos resultados das determinagdes dos
nutrientes metdlicos por FAAS utilizando-se o método de extracdo por ultra-som e a

mineralizacdo das amostras em forno de microondas, estdo sumarizados na Tabela 6.

Tabela 6. Coeficiente de digestibilidade dos nutrientes metdlicos de alevinos de Tildpia do

Nilo alimentados com ragdes preparadas a partir de diferentes fontes alimentares

(1-Levedura; 2-Milho; 3-Farelo de soja; 4- Farelo de arroz).

Coeficiente de Racdes

Digestibilidade Ragao; Ragao, Racaos Racgao,

(%)

Cilcio 60,67 * 0,85 64,04 + 096 6555 + 1,03 6833 + 1,12
59,65+0,77" 63,50 + 1,12 66,64 + 1,15 67,50+ 1,16"

Magnésio 58,87 + 0,66 5923 + 0,62° 5835 + 063 60,14 + 0,78
58,58+ 0,69" 59,87 +0,68" 57,39+0,64" 5924 +0,67"

Manganés 39,84 + 0,52° 4333 £ 0,54 40,50 + 051" 38,80 + 042"
37,78+ 0,43" 44,75 +0,53" 41,07 £0,49* 37,23 +0,44"

Zinco 5790 *+ 0,63° 58,61 + 0,64 5920 *+ 071 5827 + 0,69
59,20+ 0,74 59,82 +0,77" 58,61 +0,75"  57,90+0,74"

*Calculo baseado na %Nutriente determinado utilizando amostragem em suspensao
# Calculo baseado na % Nutriente determinado por GFAAS apds mineralizacdo das

amostras em forno de microondas

A comparacdo dos valores dos Da dos nutrientes metélicos presentes nas quatro
amostras de ragdes utilizadas na dieta de alevinos de tildpia do Nilo, mostrados na Tabela 6,
indica que os valores determinados utilizando-se o método de extragdo por ultra-som estao
de acordo com os valores obtidos utilizando-se a mineralizacdo das amostras em forno de
microondas, método utilizado normalmente nos estudos de digestibilidade em nutri¢cdo de
peixes.”?" Todos valores calculados apresentaram desvios padrdo relativos menores que
2%, o que comprova uma repetitibilidade entre as medidas e conseqiientemente boa

precisdao do método proposto. Além disso, o indice médio de comparacdo do método de
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extracdo por ultra-som com o método por mineraliza¢do prévia das amostras, considerando
a média geral calculada para cada um dos nutrientes para as quatro amostras de ragdo, foi
menor que 1%, o que reforca a exatiddo do método proposto e a sua aplicabilidade em

estudos de digestibilidade de nutrientes metdlicos na nutricao animal.

4. Conclusoes

O método proposto para determinacdo de cédlcio, magnésio, manganés e zinco de
amostras de ragdes de peixes, utilizando-se extracdo por ultra-som, permitiu calcular os Da
desses nutrientes nas ragdes utilizadas na dieta de juvenis de tildpia do Nilo. Os valores dos
Da calculados nas condi¢des propostas mostraram-se equivalentes aos valores calculados
utilizando-se a mineralizagdo dcida das amostras. No entanto, deve-se destacar que a
metodologia proposta diminui consideravelmente o tempo de andlise, o que favorece a
velocidade analitica. Além disso, os residuos toxicos gerados nos extratos dcidos apds a
mineralizacdo das amostras em forno de microondas, ndo ocorrem no processo de extracao

por ultra-som.
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CAPITULO -1V
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IMPLICACOES

Os métodos propostos podem ser utilizados em trabalho de rotina nos laboratérios de
bromatologia, tendo a vantagem de diminuir os residuos toxicos; a eliminacdo do efeito de

acidos perigosos ao analista; além € claro diminui¢ao no tempo de anélise.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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