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CAPITULO 1



CONSIDERACOES INICIAIS

O desmame de leitdes em condi¢cdes comerciais no Brasil é feito, em média, aos
21 dias de idade. Esse desmame antecipado possibilita a diminuicdo do niamero de
dias ndo-produtivos por fémea e o aumento do niumero de leites por matriz por ano
(MORES et al., 1998).

Contudo, o periodo de creche acaba sendo critico na producdo de suinos, em
virtude dos fatores estressantes que ocorrem simultaneamente por ocasidao do

desmame, relacionados a separacao dos leitdes da matriz, a mudanca de ambiente, a

Q-

mistura de leitegadas, a dificuldade de adaptacdo aos comedouros e bebedouros e
mudanca brusca na alimentacdo (SANTOS et al., 2003).

Além disso, a imaturidade do sistema digestério e as drasticas alteracbes na
fisiologia intestinal dos leitdes com duas a trés semanas de idade (Boudry et al., 2004)
prejudicam os processos digestdrio e absortivo, comprometem o desempenho e
predispéem os leitbes a problemas de saude (Pluske et al., 1997), o que torna o

periodo pés-desmame um grande desafio para os nutricionistas.

1. Ensaios de Digestibilidade na Nutricdo Animal

Os animais possuem habilidades distintas para aproveitar os nutrientes e a energia
contida nos alimentos, em decorréncia de suas caracteristicas morfoldgicas e
fisiolégicas. Dessa forma, a avaliagdo do valor nutricional dos alimentos fica
correlacionada a sua composi¢cédo de nutrientes e a capacidade do animal em ingeri-
los e absorvé-los (HIGUERA, 1987).

Nesse aspecto, o grau de aproveitamento do alimento pelo animal esta atrelado a
espécie, condicbes ambientais, quantidade e qualidade do nutriente, proporgdo
relativa entre 0s nutrientes e ao tipo de processamento que o alimento foi submetido
(ANDRIGUETTO, 1982).

A avaliacdo do valor nutricional dos alimentos geralmente € feita por meio de
analise bromatolégica ou por ensaios através da determinacdo do coeficiente de
digestibilidade do(s) nutriente(s) de uma ra¢éo ou alimento.

A digestibilidade na teoria expressa o real aproveitamento do nutriente pelo animal,
através da determinacdo do total deste nutriente ingerido e excretado nas fezes.
Porém, em virtude das secre¢des enddgenas como as secrec¢des biliares, enziméticas
e descamacdes do epitélio, somente uma parte desse nutriente encontrado nas fezes

€ proveniente do alimento testado. Dessa forma, a determinacéo da digestibilidade de



um nutriente sem considerar as perdas enddgenas é chamada de digestibilidade
aparente (YOUNG et al.,1991).

Na determinacdo da digestibilidade aparente de um nutriente podemos utilizar as
gaiolas metabolicas (método direto ou coleta total de fezes) ou usar marcadores
(método indireto ou coleta parcial de fezes) que se dividem em internos, quando
ocorrem naturalmente nos alimentos e em externos, quando sédo adicionados a dieta.
Este dltimo permite uma maior facilidade na conducdo dos ensaios, jA que a
porcentagem da digestibilidade do nutriente pode ser avaliada sem a necessidade de
determinar a quantidade de racdo consumida e de fezes produzidas (LEWIS &
SOUTHERN, 2000).

Dentre os marcadores externos mais utilizados, destaca-se o oxido de crémio
(Cr,03) por apresentar melhor aceitacdo e satisfazer os seguintes pré-requisitos: ndo
interferir no metabolismo digestdério do animal ou com a microflora intestinal, ndo ser
absorvido ou metabolizado, ter a mesma taxa de passagem pelo intestino que a dieta
experimental e ser atoxico (KABIR et al.,1998).

No entanto, o uso de marcadores externos apresenta uma problemética em
detrimento das grandes quantidades administradas para a obtencdo de resultados
analiticos adequados e divergéncias quanto a resultados de pesquisas, principalmente
devido as variabilidades analiticas encontradas (Uden et al., 1980; Kozloski et
al.,1998), uma vez que os coeficientes de digestibilidade sdo determinados pela
relacdo entre a porcentagem de marcador encontrada na dieta e nas fezes, qualquer
equivoco na determinagdo do marcador, especialmente na dieta, acarreta uma grande
discrepancia no calculo final do coeficiente da digestibilidade (DeLa NOUE &
CHOUBERT, 1986; SULLIVAN & REIGH, 1995; SAHA & GILBREATH, 1991,
SHAHAT, 1993).

A guantificacdo do oxido de crédmio nas racdes e fezes apresenta dificuldades nos
procedimentos de preparo das amostras. Normalmente, a mineralizacdo das amostras
¢ feita por aquecimento lento em blocos digestores, utilizando mistura nitrica-perclorica
(Belchier & Forster, 1970). Este procedimento, além de demorado, apresenta o
inconveniente de gerar nos extratos &cidos resultantes, ions dicromato (Cr,0-%),
espécie altamente toxica.

Considerando o exposto, o desenvolvimento de novas metodologias que permitam
a quantificacdo segura dos nutrientes inorganicos e do 6xido de cromio(lll) utilizado
como marcador externo na determinacdo da digestibilidade aparente nos estudos de

nutricdo animal, particularmente nutricdo de leitbes, torna-se fundamental.



Neste contexto, a extracdo dos analitos por ultra-sonificagdo apresenta-se como
técnica bastante promissora, principalmente porque permite a eliminacdo da etapa de
mineralizacdo nitrica/perclorica das amostras em blocos digestores evitando assim, a
producdo de créomio(VI) no processo, 0 que pela metodologia classica utilizada,
constitui-se no principal problema.

Além disso, a metodologia proposta permitira a diminuicdo do tempo de preparo
das amostras e, por conseguinte, o tempo das determinacdes analiticas. Essa
facilidade analitica sera de grande contribuicdo para os estudos de digestibilidade na
nutricdo animal, principalmente com leitdes, os quais sdo submetidos a uma fase de
criacdo critica determinada pelo estresse psicologico, ambiental e nutricional. Dessa
forma, os resultados serdo obtidos com mais rapidez e estes poderdo auxiliar no
planejamento nutricional dessa fase, contribuindo assim, para a eficiéncia alimentar e

para o desempenho produtivo do suino da creche até o abate.

1.1 Minerais na Nutricdo Animal

Minerais s@o nutrientes inorganicos e podem ser classificados em macro-minerais
quando requeridos em concentracbes que excedem cerca de 0,1% da dieta
(Mavromichalis, 2006) em oposicdo aos microminerais, também chamados de
elementos-traco, necessarios em pequenas quantidades.

Os macrominerais incluem o célcio, magnésio, fosforo, sédio, potéssio, cloro e
enxofre. Destes, somente o célcio, fosforo, s6dio e cloro séo tipicamente limitantes na
maioria das dietas, enquanto que as necessidades de potassio, magnésio e enxofre
sdo usualmente supridas pelas contribuicées dos préprios ingredientes (NRC, 1998).

Os microminerais incluem ferro, iodo, fldor, zinco, selénio, cobre, manganés,
crémio, molibdénio, cobalto e niquel. Em contrapartida, os elementos ultra-traco sao
aqueles cuja essencialidade foi testada através de experimentacfes animais por varias
geracbes e os sintomas de deficiéncia s6 foram encontrados sob situacdes extremas,
sdo eles: aluminio, arsénio, bario, bismuto, boro, bromo, caddmio, césio, germanio,
mercurio, litio, chumbo, rubidio, antiménio, silicio, samario, estanho, estréncio, talio,
titdnio e tungsténio (BELITZ et al., 2009).



1.1.1 Importancia dos Minerais

As funcgbes bioldégicas do organismo estdo associadas principalmente com a
atuacao dos minerais. Essas fun¢cbes sdo resumidamente agrupadas como estrutural,
catalisadora e eletrolitica.

Nesse contexto estdo incluidos o transporte de solutos e controle do pH celular
(sodio), ativagdo enzimatica (potassio e magneésio) e interacbes com biomoléculas
(magnésio e calcio). Funcbes como transmissdo de impulsos nervosos exigem a
participacdo de sodio, potéssio, calcio e cloro. Eles atuam no controle da pressao
osmoética e no equilibrio acido-base do organismo. A pressdo osmotica dos fluidos
intra e extracelulares sao rigidamente controlados através de mecanismos regulatérios
energia-dependentes que determinam a taxa de absorcao de ions de sédio e de agua
através das membranas epiteliais, intestinos, tegumento e rins (WILKINS & WILKINS,
2003; BELITZ et al., 2009).

Como componente e ativador de muitas enzimas, o magnésio esta envolvido
especialmente em fungdes associadas com a conversdo de energia (COmpostos ricos
em fosfato), estabilizacdo das membranas plasmatica, intracelulares e dos acidos
nucléicos. E um elemento suporte da vida, sendo necesséario também no metabolismo
do tecido 6sseo, osmorregulacao e transmissdo neuromuscular (WILKINS & WILKINS,
2003; BELITZ et al., 2009).

Devido a abundéancia no corpo, o calcio esta envolvido na estrutura do sistema
muscular e controle de processos essenciais, como a contracdo muscular (sistema
locomotor, batimentos cardiacos), coagulacdo sangilinea, atividade celular
(movimento de carga em processos neuronais e do musculo cardiaco) e crescimento
celular. Muitas das acdes do calcio sdo decorrentes de sua capacidade para se ligar
fortemente as biomoléculas, a exemplo da calmodulina, essencial para a acdo de
enzimas citoplasmaticas e das lectinas, grupo de proteinas envolvidas no
reconhecimento biolégico, capazes de modular as atividades dos fatores de
transcricdo e biomineralizacdo (deposicdo mineral) (WILKINS & WILKINS, 2003;
BELITZ et al., 2009).

Em contrapartida, o fésforo sob a forma de fosfato desempenha papel importante
no metabolismo e, como tal, € um nutriente essencial. As formas organicas de fosforo
nos alimentos sdo clivados pelas fosfatases intestinais e, consequentemente, a

absorcao ocorre principalmente na forma de fosfato inorganico. Polifosfatos, utilizados



como aditivos alimentares sao absorvidos apenas apdés hidrélise prévia em ortofosfato
(MAVROMICHALIS, 2006; BELITZ et al., 2009).

Em tecidos, o fosfato desempenha fun¢cbes como componente estrutural
(membranas celulares, organelas intracelulares, lipideos, carboidratos e aminoacidos),
fator no metabolismo intermediério (fonte de energia para processos metabdlicos e
contragcdo muscular), componente do material genético (acidos nucléicos), além de
atuar em varios processos metabolicos que envolvem a regulacdo de fluidos corporais
(MAVROMICHALIS, 2006; BELITZ et al., 2009).

O ferro € essencial no processo respiratério celular através da atividade de
oxidacdo-reducao e transferéncia de elétrons. No corpo € encontrado principalmente
ligado a proteinas, tais como compostos heme (hemoglobina e mioglobina), enzimas
heme (microssomal e mitocondrial, catalase, peroxidase) e compostos ndo-heme
(transferrina, ferritina, e flavoproteinas: ferredoxinas e desidrogenases). No
processamento de alimentos, o ferro € um elemento indesejavel por catalisar a
oxidacdo de 6leos e gorduras, aumentar a turbidez do vinho e, como componente da
agua potavel, favorecer o crescimento de bactérias ferro-dependentes (HOUSE et al.,
1999).

O cobre € um componente de varias enzimas que estao envolvidas em reacdes de
oxidagdo-reducdo e esta presente nas células ligado a proteinas. As metaloenzimas
dependentes de cobre estdo envolvidas na producdo de energia celular (citocromo c
oxidase), protecdo celular de danos causados pelos radicais livres (superoxido
dismutase), neurotransmissores cerebrais (dopamina hidroxilase), sintese de colageno
(lisil-oxidase) e producdo de melanina. O cobre também se encontra ligado a proteina
ceruloplasmina, presente nas células e plasma e é ainda menos desejavel do que o
ferro durante o processamento e armazenamento dos alimentos, uma vez que catalisa
véarias reacfes indesejaveis e que alteram o sabor (BELITZ et al., 2009).

A funcao do zinco é baseada em seu papel como componente integrante de uma
série de metaloenzimas e como catalisador para a regulacdo da atividade de enzimas
especificas, além de regular processos metabdlicos de lipideos, carboidratos,
proteinas, ter papel estrutural nas nucleoproteinas e estar envolvido no metabolismo
das prostaglandinas. Embora o papel do zinco nos processos metabdlicos seja
evidente, pouco se sabe da relacdo entre sua funcdo bioquimica e 0s sinais
patologicos. Algumas das caracteristicas clinicas da deficiéncia de zinco podem
resultar em distdrbios do metabolismo protéico e de &cido nucléicos (HOUSE et al.,
1999).



O manganés é amplamente distribuido nos tecidos animais. A maior concentracao
€ encontrada nos 0ss0s, no entanto, quantidades significativas também estéo
presentes no figado, musculo, rins, tecidos gonadais e pele. Em tecidos, o manganés
esta mais concentrado nas mitocondrias do que no citoplasma ou outras organelas
celulares. Atua como co-fator na ativacdo de um grande numero de enzimas que
formam complexos ou que fazem parte integrante de metaloenzimas no metabolismo
de lipideos, carboidratos e proteinas (KEEN et al., 1984).

A essencialidade do selénio na dieta de animais e suas estreitas relacbes
metabdlicas tém sido bem conhecida pelo seu papel na protecdo das membranas
contra a destruicdo oxidativa, como parte integrante da enzima glutationa peroxidase
(Rotruck et al., 1973). Os efeitos protetores do selénio contra a toxicidade de metais
potencialmente toxicos como o cadmio e o mercurio sdo amplamente reconhecidos
(Shamberger, 1984). Altos niveis exercem efeitos toxicos em animais (intensa
atividade carcinogénica), provavelmente através da concorréncia com os compostos
de enxofre. No entanto, 0 mecanismo bioquimico exato envolvido na sua toxicidade
ainda néo foi estabelecido (UNDERWOOD, 1977).

1.1.2 Biodisponibilidade Mineral

Biodisponibilidade tem sido definida como a propor¢cdo da quantidade total de
minerais do alimento utilizado para as fun¢gbes normais do organismo (Fairweather-
Tait, 1992). Outros consideram que a biodisponibilidade reflete a eficiéncia com que os
nutrientes consumidos sdo absorvidos pelo trato gastrointestinal e estdo, portanto,
disponiveis para serem armazenados ou utilizados (FORBES & ERDMAN, 1983;
BENDER, 1989).

Similarmente, Ammerman et al. (1995) definiu biodisponibilidade como o grau com
que um nutriente ingerido a partir de uma fonte particular é absorvido de forma que
possa ser utilizado pelo metabolismo animal. Nesse contexto, biodisponibilidade
refere-se & propor¢cdo da quantidade total de um elemento mineral presente em um
ingrediente que é potencialmente absorvivel sob uma forma metabolicamente ativa
(WELCH & HOUSE, 1982).

O termo “potencialmente absorvivel” € usado devido a quantidade real absorvida
que pode ser afetada por numerosos fatores, como composi¢do da dieta (qualidade da
proteina: fonte protéica, balanco aminoacidico; quantidade de proteina; quantidade de

elementos traco; forma fisico-quimica dos elementos trago; interacbes entre 0s



nutrientes: elemento-elemento, elemento-compostos organicos; presenca de
promotores: carne, ascorbato, citrato, vitamina D, alguns amino&cidos, alguns
acucares; presenca de inibidores: fitato, oxalato, polifendis, fibra, goitrogénios,
excesso de ascorbato e folato; deficiéncias de micronutrientes: ascorbato, riboflavina,
vitamina E); preparacdo ou processamento da dieta (alimentos crus; alguns métodos
de cozimento; fermentacdo; moagem; embebicdo); fatores relacionados ao animal
(idade; sexo; categoria animal; estado fisioldgico, grau de atividade fisica; estado
nutricional, condi¢do corporal; doencas ou parasitismo) (HOUSE, 1999; BELITZ et al.,
2009).

O suprimento de minerais para o organismo é dependente ndo somente do seu
fornecimento por meio da dieta, mas primariamente de sua disponibilidade, a qual esta
essencialmente relacionada a composicao da dieta.

A importancia dos minerais como nutrientes ndo esta atrelada apenas as suas
funcdes nutricionais e fisioldégicas, mas também a sua contribuicdo no sabor e
participacdo na ativagdo ou inibi¢cdo de reacdes catalisadas por enzimas, além de sua
influéncia na textura dos alimentos. Nesse sentido, uma série de componentes da
dieta, como proteinas, peptideos, aminoacidos, polissacarideos, acUcares, ligninas e
acidos organicos podem aumentar ou inibir sua absor¢do (BELITZ et al., 2009).

Para determinar a eficiéncia com que o organismo utiliza os minerais da dieta, é
preciso conhecer a disponibilidade do elemento contido no ingrediente da racéo.
Geralmente, a andlise quimica ndo indica o nivel de eficacia biolégica de um
nutriente. Muitos problemas de biodisponibilidade mineral estdo sendo cada vez mais
reconhecidos em nutricdo humana e animal (FORBES & ERDMAN, 1983).

Muitos fatores podem influenciar a biodisponibilidade de minerais. Estes incluem o
nivel de ingestao do nutriente, sua forma quimica, a digestibilidade dos ingredientes, a
dimensdo das particulas, as interagcbes com outros nutrientes, a presenca de
guelantes e inibidores, estado fisioldgico e sanitario do animal, a quimica da agua, o
tipo de processamento submetido a dieta e a espécie animal a ser utilizada.

A disponibilidade biolégica de um elemento em uma dieta pode variar, dependendo
da forma molecular em que o elemento esta presente, do seu estado de valéncia e dos
ligantes presentes quando o elemento é ingerido a partir de diferentes
formulacdes. Mecanismos que envolvem a formacao de substancias insolUveis e ndo
absorviveis no intestino podem impossibilitar ou facilitar a absor¢do na mucosa,

transporte e metabolismo do mineral no organismo. Além desses componentes da



dieta, varios fatores ambientais também podem influenciar a biodisponibilidade dos
minerais (LALL, 2002)

Como geralmente avaliada, a biodisponibilidade ndo € uma propriedade
fundamental de um alimento por si, mas representa a resposta de um objeto teste
(humano, animal, células de uma cultura) a dieta ou ingrediente (Fairweather-Tait,
1992; Southgate, 1989). Ou seja, como indicado pela avaliacdo da absorcao bioldgica,
€ aparente que a biodisponibilidade dos minerais em uma dieta especifica ndo é
estética. Os fatores que melhoram a biodisponibilidade mineral geralmente sédo
moléculas que formam compostos sollveis com o0s minerais ou complexos mineral-
realcadores que podem ser absorvidos intactos, podem sofrer clivagem liberando o
mineral em uma forma soluvel ou transferindo-o para a mucosa ou receptores
plasméaticos (CLYDESDALE et al., 1991).

Em contraste, outros fatores que inibem a biodisponibilidade mineral podem formar
compostos com minerais traco, 0s quais podem se tornar insoliveis ou formar
compostos mineral-inibidores que ndo serdo absorvidos intactos ou que podem

impedir a transferéncia do mineral ao seu sitio receptor (CLYDESDALE et al., 1991).

2. Espectrometria de Absorcdo Atbmica

O principio fundamental da espectrometria de absor¢cdo atbmica envolve a medida
da absorcao da intensidade da radiac@o eletromagnética proveniente de uma fonte de
radiacdo primaria (lampada de catodo oco: HCL - do inglés, Hallow Cathode Lamp) por
atomos gasosos no estado fundamental. A espectrometria de absorcdo atdmica (AAS -
do inglés, Atomic Absorption Spectrometry) utiliza esse fenbmeno para a determinacao
gquantitativa de elementos (metais e semi-metais) em uma ampla variedade de
amostras, tais como: materiais bioldgicos (tecidos e fluidos), ambientais (aguas, solos,
sedimentos e plantas), alimentos, materiais geoldgicos e ceramicos (SKOOG et al.,
2002; KRUG et al., 2004).

Os dois tipos de atomizadores mais usados em AAS sdo a chama e o forno de
grafite. A espectrometria de absorcdo atdmica com chama (FAAS - do inglés, Flame
Atomic Absorption Spectrometry) é o método mais utilizado para analises elementares
na ordem de mg L* enquanto que a espectrometria de absorcdo atdbmica com
atomizacdo eletrotérmica em forno de grafite (ETAAS - do inglés, Electrothermal

Atomic Absorption Spectrometry ou GFAAS — do inglés, Graphite Furnace Absorption



10

Atomic Spectrometry) é mais utilizada para determinagfes em baixas concentracdes
(ug L) (SKOOG et al., 2002; KRUG et al., 2004).

2.1 Aspectos Historicos

Relativo ao levantamento bibliografico descrito por Krug et al. (2004):

Os primeiros estudos referentes a absorcao 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 absorcéo de parte da energia da luz solar. Em
1820, Brewster estudando a absorgdo da luz, chegou a concluséo de que as raias de Fraunhofer poderiam ser
devidas a presenca de vapores atdmicos na atmosfera solar, os quais absorveriam parte dessa radiacéo.
Pouco tempo depois, Kirchhoff e Bunsen estabeleceram o principio da absor¢do, apdés estudar
sistematicamente varias linhas do espectro dos metais alcalinos e alcalino-terrosos. Em 1860, Kirchhoff
estabeleceu a relagéo entre emissdo e absorg¢éo e enunciou a seguinte lei: “Em condi¢des especiais, todos o0s
corpos podem absorver radia¢des que eles sdo capazes de emitir”. Este é considerado o principio fundamental
da AAS, ou seja, de maneira geral os atomos no estado fundamental sé poderiam absorver radiagGes de
comprimento de onda produzidas por eles proprios. Entretanto, ndo houve interesse pelos quimicos da época
em tentar desenvolver tal idéia como técnica analitica. Em 1900, Max Planck estabeleceu a lei quantica de
absorcdo e emissdo da radiagdo, de acordo com a qual um &omo pode somente absorver radiacdo de
comprimento de onda bem definido. Em 1955, o fisico australiano Alan Walsh verificou que a maior parte dos
atomos livres, presentes em um chama, permanecia no estado fundamental, pois a chama néo tinha energia
suficiente para promover transiges eletrdnicas para niveis mais elevados (exceto para os metais alcalinos e
alguns alcalino-terrosos). Assim, com base nas leis de Kirchhoff e Planck, os atomos gerados em uma chama
poderiam absorver a radiacdo proveniente de uma fonte de radiagdo primaria e a quantificacdo dessa
atenuacado poderia ser utilizada para a determinag@o quantitativa dos mesmos. Dessa forma, Walsh propés o
conceito da espectrometria de absorcdo atdbmica e montou o primeiro protétipo de um espectrdometro de
absorcédo atébmica. No mesmo ano, Alkemade e Milatz também propuseram um espectrdmetro de absorgéo
atbmica, porém Walsh é, reconhecidamente, o pai da técnica, devido a sua insisténcia com a nova técnica e
com as contribuigbes no desenvolvimento das lampadas de catodo oco. Com base no principio fundamental, o
elemento metdlico de interesse, no estado atdmico vapor, absorve a radiagdo de um certo comprimento de
onda especifico pela transicdo de elétrons, principalmente da camada de valéncia, para um nivel mais
energético. Em condicdes ideais, a quantidade de radiacdo absorvida esta diretamente relacionada com a
concentracdo de atomos no estado fundamental. Os primeiros espectrdmetros apresentavam uma chama como
atomizador, uma lampada de catodo oco como fonte de radiagdo especifica para o elemento a ser determinado,
que é ainda hoje a fonte de radiagdo mais utilizada em absorcéo atdmica, um monocromador para selecionar o
comprimento de onda de interesse das linhas emitidas pela fonte de radiacdo e uma valvula fotomultiplicadora
que transforma a energia da radiacdo eletromagnética ndo absorvida em um sinal elétrico. O grande
crescimento na producéo de espectrometros de absor¢éo atdbmica ocorreu na segunda metade da década de
60, principalmente apds a proposta de Amos e Willis de se utilizar chama 6xido nitroso-acetileno. As aplicagdes
da AAS foram mais ampliadas quando Holak propds a determinacgéo de As, Bi, Pb, Sb, Se, Sn e Te via geracéo
de hidretos gasosos com a posterior atomizagdo em uma célula de quartzo aquecida. Poluktov e Vitkun
propuseram a determinag&o de Hg pelo método da geragao do vapor a frio, que consiste na reducdo de ions de
mercurio Il a mercurio no estado fundamental, com posterior transporte para uma célula de quartzo colocada na
posicdo do atomizador. Em 1959, Boris V. L'Vov propds o uso de um forno de grafite como atomizador para
absorcéo atémica, com base em um modelo de forno proposto por King (1905). Pode-se considerar que essa
técnica atingiu a maturidade a partir da proposicéo e aceitacdo das condigdes STPF “Stabilized Temperature
Platform Furnace” proposta por Slavin e colaboradores. Em 1979, Harnly prop6s o primeiro espectrometro de
absorgédo atémica com possibilidade de deteccdo simultanea, usando uma Unica lampada de xenénio como
fonte de radiacéo continua, podendo operar com chama ou com forno de grafite.

2.2 Aspectos Tedricos (RICHARD & JACK, 1993; SKOOG et al., 2002)

O atomo é constituido de um ndcleo rodeado por elétrons. Todos os elementos
possuem um numero de elétrons que estdo associados com o nucleo atdmico dentro
da estrutura orbital que € Unica de cada elemento.

Os elétrons ocupam posicdes nos orbitais em uma ordem e em caminhos

definidos. A energia mais baixa, que corresponde a configuracdo eletrénica estavel do
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atomo, conhecida como “estado fundamental’, € a configuracdo normal para os
atomos.

Se alguma energia de grande magnitude é aplicada ao 4tomo, a energia sera
absorvida pelo &4tomo, e os elétrons mais externos (elétrons de valéncia) seréo
promovidos para configuragbes menos estaveis denominadas “estados excitados”.
Como este estado é instavel, o &tomo tende imediatamente e espontaneamente a
retornar para a configuracdo do estado fundamental. O elétron ira retornar para o
estado inicial, posicao estavel no orbital, e a energia radiante equivalente a quantidade
absorvida no processo inicial de excitacdo sera emitida.

O processo descrito acima é representado pela Figura 1. Na primeira etapa ocorre
a excitacdo forcada proporcionada por fonte externa de energia, € na segunda etapa

ocorre 0 processo espontaneo de decaimento, envolvendo emissao de luz.

Primeira Etapa

EXCITACAO —@—

Energic — @ — >
Estad( Estado
Fundamental Excitadc

Segunda Etap:

A
—@—  DECAIMENTO  —
_ > _o— N\
Estado Estadt Ene_rgia
Excitado Fundamental Luminosa

Figura 1. Processos de excitacdo e decaimento dos elétrons.

O comprimento de onda da energia radiante emitida esta diretamente relacionado
com a transicao eletrdnica ocorrida. Como todos 0s elementos possuem uma estrutura
eletrbnica Unica e o comprimento de onda da luz emitida é uma propriedade individual
de cada elemento, é possivel determinar qualitativamente o elemento por este
comprimento de onda ser caracteristico.

Como a configuracdo do orbital dos atomos pode ser complexa, podem ocorrer
algumas transicbes eletrdnicas, estas transicBes resultam na emissdo de

comprimentos de onda caracteristicos da luz, conforme ilustrado na Figura 2.
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EXCITACAO EMISSAO
Y Y Y
.M
Estados L Estados
EXC|tad0 A EXC|tadOS )\‘2 Energia
I J Luminosa
Estadc T Estado B ik EEEEE hs_
Fundamental Fundamental

Figura 2. TransicOes de energia.

O processo de excitacdo e decaimento para o estado fundamental esta envolvido
em todas as 3 linhas de espectroscopia atdmica (emissdo, absorcdo e fluorescéncia
atbmica). Tanto a energia absorvida no processo de excitacdo quanto a energia
emitida no processo de decaimento € quantificada e utilizada para propdsitos
analiticos.

Quando a radiacdo de um Unico e exato comprimento de onda incidir em atomos
no estado fundamental, os &tomos poderdo absorver esta luz e atingir um estado
excitado, sendo este, o principio fundamental da Absor¢cdo Atémica. A quantidade de
interesse em determinacdes por absorcdo atdmica € a quantidade de luz que é
absorvida durante a passagem pelo interior da nuvem de &tomos.

A nuvem atbmica necessaria para as determinagfes é produzida por suplemento
suficiente de energia térmica, que promove a dissociagdo dos componentes quimicos
em atomos livres. Estes &tomos livres, em contato com a radiacdo 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 atomizacao, se esta for eficiente, a maioria dos atomos estara
no estado fundamental e serdo capazes de absorver a radiagdo proveniente da fonte.
O uso de fontes especiais de radiagdo em comprimentos de onda cuidadosamente
selecionados permite determinacg@es individuais de elementos em presenca de outros.

Quando o numero de atomos no caminho do feixe de luz aumenta, a quantidade
de luz absorvida aumenta proporcionalmente. A quantificacdo da diferenca entre a
gquantidade de luz emitida pela fonte e a quantidade de luz que passou pelo interior da

nuvem de atomos corresponde a concentragcdo de &tomos do analito na amostra.



13

2.3 Espectrometria de Absorcao Atémica por Chama

O atomizador é uma parte importantissima do FAAS, pois neste dispositivo serdo
gerados os &tomos gasosos no estado fundamental que irdo absorver a radiagdo de
comprimento de onda caracteristico proveniente da fonte de radiacdo dada pela
lampada de catodo oco e, conseqientemente, a concentracdo do elemento de
interesse serd determinada (SKOOG et al., 2002).

No nebulizador, operando pela acédo de fluxo de gas comprimido, a solucdo da
amostra é aspirada do seu recipiente e nebulizada na forma de um aerossol (goticulas
dispersas em gas) em uma camara de nebulizacdo. Essa névoa formada €
direcionada ao queimador por arraste dado pela mistura dos gases combustivel e
oxidante. No ambiente da chama ocorre a evaporacdo do solvente das goticulas,
etapa denominada dessolvatacdo, produzindo em seguida, um aerossol seco
(suspensao de particulas sélidas ou fundidas do soluto). Sob elevadas temperaturas
da chama, ocorre a volatilizagdo destas particulas e logo em seguida, a atomizacao,
isto €, a conversao da espécie volatilizada em atomos livres (KRUG et al., 2004).

Entdo, os atomos da nuvem atbmica que se encontram no estado fundamental
estdo aptos para absorver a energia dada pela fonte de radiagdo em um comprimento
de onda especifico e assim, passar para o estado excitado.

A Figura 3 apresenta um esquema de um espectrémetro de absorgdo atdmica com

chama e seus principais componentes (KRUG et al., 2004).

detector

Conjunto monocromador

Combustivel

amostra
dreno

Figura 3. Espectrometro de absorcdo atdmica - médulo chama.
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2.4 Espectrometria de Absorcao Atbmica em Forno de Graf  ite

O conceito de atomizacdo eletrotérmica foi introduzido por L'vov em 1959,
tornando-se conhecida mundialmente a partir 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 atomizacdo da amostra numa Unica etapa,
fornecendo uma nuvem atdmica mais concentrada e, dessa maneira, uma melhor
sensibilidade era alcancada, com menor consumo da amostra (VOLYNSKY &
SEDYKH, 1989; VOLYNSKY, 1995).

Segundo Richard & Jack (1993), a técnica de espectrometria de absorcao atbmica
com atomizacdo eletrotérmica (ETAAS), apesar de ser geralmente monoelementar, €
adequada para a determinagcdo de ampla variedade de elementos-traco. Esse método
apresenta alta sensibilidade, uma vez que a aliquota da amostra depositada no interior
do tubo de grafite (no forno) é atomizada em um curto periodo de tempo, sendo o
tempo de residéncia média dos atomos no caminho Optico de aproximadamente um

segundo (Figura 4).

Detector Monocromador

Fonte Forno de Grafite

Figura 4 . Espectrometria de absor¢édo atbmica com atomizacao eletrotérmica em forno

de grafite.

Além disso, o método apresenta boa seletividade, requer pequenos volumes de
amostra e possui limites de deteccdo, para a maioria dos elementos, em
concentraces da ordem de ng L™ e ug L* (Richard & Jack, 1993), possibilita a
amostragem soélida, o que elimina a decomposicao total prévia da amostra e reduz a
guantidade de residuos gerados para o ambiente.

A amostragem solida na forma de suspensdo apresenta vantagens sobre 0s
procedimentos de digestdo convencionais, como a reducdo no tempo de preparo da
amostra, reducdo das perdas do analito por manipulagdo excessiva ou incompleta

liberacdo do analito da matriz sélida, diminuicdo da contaminacdo da amostra devido
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ao pequeno volume de reagente requerido e a curta exposicdo ao ambiente
laboratorial e prevencdo da utilizacdo de reagentes perigosos e corrosivos (CAL-
PRIETO et al., 2002).

Ao se trabalhar com amostragem sélida na forma de suspenséo, a homogeneidade
da suspensdao, o tamanho das particulas, a utilizagdo de modificadores quimicos e de
corretor de fundo sdo os principais fatores para uma boa exatiddo e precisdo nas
medidas analiticas (CHEM et al., 1998).

Na atomizacdo eletrotérmica em forno de grafite, o solvente, acido ou a mistura
azeotrépica da amostra é evaporada em temperaturas da ordem de 200-250 °C, etapa
denominada de secagem (Figura 5) (RICHARD & JACK, 1993).

Gas de

_/ protecdo
A—

geta

Figura 5. Etapa de secagem.

ApOs a etapa de secagem, a matéria organica e outros concomitantes da amostra
sdo incinerados em temperaturas da ordem de 450 - 1600 °C, separando assim o
analito (metal, semi-metal) dos outros componentes da matriz solida. Esta etapa do

processo é denominada de pirdlise (Figura 6).

Gas de protegao

Figura 6. Etapa de pirdlise.

Apbs a etapa de pirdlise, a corrente elétrica responsavel pelo aquecimento do tubo
de grafite aumenta rapidamente até uma amperagem que eleve a temperatura na
ordem 2000 °C a 3000 °C, provocando a formagdo de uma nuvem atdémica dos
analitos metalicos. Esta etapa € denominada de atomizagcédo e ocorre em um periodo

de milissegundos até segundos (Figura 7). Nesta etapa, a medida de absor¢cdo da
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radiacdo é feita na regido imediatamente acima da superficie do tubo (RICHARD &
JACK, 1993).

Parada do gas
de protecao

Figura 7. Etapa de atomizacao.

Apbs a medida da absorbancia do analito é feita entdo, uma etapa de limpeza,

para remocgdo de tragos do analito metalico evitando assim, o chamado “efeito de

memoria” (Figura 8).

Nuvem atdmica e Gas de¢ protecao
. g

Figura 8. Etapa de limpeza.

As etapas de secagem, pirdlise e limpeza sdo assistidas por uma corrente de
Argénio (fluxo de 01 L min™) para remover os componentes da matriz volatilizados em
cada etapa. As quatro etapas envolvidas no processo de atomizacdo para

determinacdo de um analito por GFAAS estdo sumarizadas no gréafico da Figura 9
(RICHARD & JACK, 1993).

Secagem
-=— Pirélise
| | parada do gés de protecsio
-=— Atomizacéo
-= Limpeza
—— Resfriamento

Temperatura °C

40 60

Tempo (s)

Figura 9. Etapas envolvidas no programa de aquecimento para atomizacdo de um

analito na espectrometria de absorcao atdmica em forno de grafite (GFAAS).
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2.5 Aspectos Quantitativos  (RICHARD & JACK, 1993; SKOOG et al., 2002)

Uma fonte, geralmente uma lampada de catodo oco, emite radiagdo em um
comprimento de onda determinado e com intensidade inicial I,. Esta radiacdo é
direcionada para a chama que contém os &tomos no estado fundamental.

A intensidade inicial de radiacdo (l,) sofre decréscimo devido a absorcdo 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¢cdo de intensidade
€ denominada |, e a quantidade de radiacdo absorvida pelos atomos do analito na
nuvem atdmica é determinada pela comparacéo entre os valores de | e |,. A diferenca
de intensidade entre | e |, corresponde a concentracdo do analito dentro da amostra,

como sera detalhado a seguir.

Relacéo entre Iy, | e concentragéo:
Diversos termos sé&o utilizados para definir a quantidade de radiacdo que sofreu
variagdo. A “transmitancia”, que é um desses termos, é definida como a razéo entre a

intensidade final e inicial de radiacéo.
T=— Equacéo 1

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

%T =100x|— Equacéo 2
I0

A porcentagem de absorcdo é um complemento da porcentagem de transmitancia
definida como a porcentagem da intensidade de radiacdo que € absorvida dentro da
chama pelos atomos.

%A =100-%T Equacéo 3

O termo absorbéncia é puramente uma quantidade matemética que pode ser

representado por:

A= Iog(ll—oj Equacao 4
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A absorbancia também € o termo mais conveniente para caracterizar a radiacdo
em espectrometria de absorcdo atbémica, principalmente porque a absorbancia segue

uma relacéo linear com a concentracao, definida pela "Lei de Beer”.

A=abc Equacdo 5

Sendo que:

“A” é a absorbancia;

“a” é o coeficiente de absorcdo, uma constante que € caracteristica da espécie
absorvendo em um comprimento de onda especifico;

“b” é o comprimento do caminho percorrido pela radiacdo dentro da chama e

“c” é a concentracao das espécies.

Esta equacgdo representa simplificadamente que a concentragdo é diretamente
proporcional & concentracdo dos atomos que absorvem dentro dos parametros pré-

estabelecidos de andlise.

A proporcéo direta entre concentracdo e absorbancia € claramente evidenciada
guando solugbes com concentragdes conhecidas séo utilizadas na constru¢cdo das

curvas analiticas (Figura 10).

0,5 4

Abs = 0,08763 x Conc. + 0,00233
0.4+ r=0,9999

0,3

0,2

Absorbancia Integrada

0,1 S

0,0 = T T T T 1

Concentragio (mg L")

Figura 10. Curva analitica de um elemento qualquer.

O comportamento linear entre concentracéo e absorbancia em determinados
intervalos de concentragéo € a base para a construgdo de curvas analiticas, o que
torna possivel determinar a concentracdo dos analitos de interesse nas amostras por

interpolacéo dos valores obtidos.
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3. Espectrometria de Emissdo Atémica

Em emissao atbmica, a amostra € submetida a alta energia, de natureza térmica,
para produzir &omos no estado excitado, capazes de emitir luz conforme o esquema
ilustrado na Figura 11.

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 de uma
colecdo dos comprimentos de onda emitidos, comumente denominados “linhas de
emissdo” devido a natureza discreta dos comprimentos de onda emitidos, conforme
ilustra a Figura 12, e ainda pode ser utilizado como uma caracteristica Unica do
elemento para sua identificacdo qualitativa. A emisséo atdmica utilizando arco elétrico
vem sendo amplamente em andlises qualitativas (SKOOG et al., 2002).

A espectrometria de emissdo atbmica também pode ser utilizada para
determinagfes quantitativas. A intensidade da luz emitida no comprimento de onda
caracteristico do elemento a ser determinado é quantificada e esta emissdo ser4 maior
de acordo com o numero de atomos do analito presente na amostra (SKOOG et al.,
2002).

Queimador Monocromador Detéor

Figura 11. Emissédo atébmica.

Emissao atomica

E, lonizagdo

E:
Estados
excitados

E, ~Ae
/‘\,},b

E, Estado fundamental

L
(=)
-
o
c

w

Figura 12. Diagrama de emisséo de energias.
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4. Extracdo por Ultra-som

O uso de ultra-sons em éareas cientificas tem aumentado nos Ultimos anos,
incluindo as &reas médica e industrial, onde teve maior impacto. Este aumento é
continuo e novos usos estdo frequientemente sendo desenvolvidos. Nesse sentido, a
guimica analitica ndo foi excluida de utilizar a energia dos ultra-sons, explorando-a em
dois aspectos: por favorecer a otimizacdo de diferentes estigios no processo analitico,
principalmente relacionado a etapas preliminares envolvendo amostras sélidas e por
melhorar a detec¢éo ou até mesmo por utilizar o ultra-som como meio para detec¢ao.

O termo extracdo é definido como o ato de separar ou, de outro modo, obter
elementos constituintes de uma substancia através de tratamento com um solvente ou
por meio de destilacdo, evaporacao, submetendo-a a pressdo ou forca centrifuga ou a
outro processo quimico ou mecanico (PRIEGO-CAPOTE & LUQUE DE CASTRO,
2004).

4.1 Fundamentos do processo de extragdo por ultra-s ~ om

Os ultra-sons sdo ondas mecénicas que se propagam através de qualquer meio
material com frequéncia maior que 20 kHz. Os ultra-sons respondem por uma regiao
do espectro acustico, o qual € subdividido em trés regifes principais — a faixa dos
infra-sons (v < 20 Hz); a faixa dos 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 subdivisédo de faixas: a dos ultra-sons de baixa frequéncia (20 kHz <v <1
MHz) e de alta frequéncia (v > 1 MHz) (KORN et al., 2003; CAPELO et al., 2005).

As ondas ultra-sénicas de baixas freqiéncias sdo aquelas que podem apresentar
alta poténcia, enquanto que as ondas ultra-sdnicas de alta frequéncia tém baixa
poténcia, podendo ser aplicadas principalmente para fins de diagnostico, tanto na
medicina como na engenharia (PRIEGO-CAPOTE & LUQUE DE CASTRO, 2007). Na
extracdo de nutrientes metdlicos sdo utilizadas ondas ultra-sbnicas de baixa
frequiéncia, portanto de alta poténcia, as quais levam a alteracdes quimicas e fisicas

no meio liquido onde sédo aplicadas.
4.2 Atuacdo das ondas de ultra-som no meio liquido

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

sucessivas ondas de compresséo e rarefacdo, no qual, dependendo da viscosidade,
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pode ocorrer o surgimento de cavidades de dimensdes microscopicas. 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 compressdo e
rarefacdo, as dimensdes da cavidade vdo aumentando, até que seja atingido um
didmetro critico, quando esta finalmente sofre colapso (KORN et al., 2003; PRIEGO-
CAPOTE & LUQUE DE CASTRO, 2007).

Os resultados obtidos em diferentes ensaios realizados com sistemas
heterogéneos (liquido-sdlido) sob sonificacdo indicaram que os efeitos dessas ondas
acusticas ndo deveriam ser considerados como um mero e eficaz sistema de agitacao,
mas sim relacionados aos jatos de alta velocidade produzidos pela cavitacdo acustica
nas proximidades das superficies dos metais jA que essas ondas mecanicas, ao
interagirem com a superficie de sélidos levam a alteracdes significativas na morfologia
das superficies dos sélidos. Caso os ultra-sons sejam aplicados em liquidos contendo
material particulado em suspensédo, as cavidades deixam de ser simétricas de forma
gue, quando de seu colapso, os microjatos sédo direcionados para o sélido (KORN et
al., 2003; SANTOS & CAPELO, 2007).

Porém, a energia resultante da acdo direta dos ultra-sons ndo seria capaz de
provocar efeitos como aqueles observados durante a sonificagdo, como o0 rompimento
de ligacdes inter e intramoleculares. Estudos realizados com liquidos puros e solu¢des
aquosas demonstraram outras potencialidades da aplicagdo da energia acustica
(KORN et al., 2003).

A influéncia dos ultra-sons no aumento da reatividade quimica é decorrente das
evidéncias acumuladas sobre os efeitos provocados por estas ondas em sistemas
quimicos. A principal causa desses efeitos é a cavitagcdo acustica que pode ser
considerada como o ciclo de formacao, crescimento e colapso de bolhas microméticas
durante a sonificacdo. Com o colapso das bolhas de cavitagdo ocorre a liberacdo de
grande quantidade de energia para o0 meio, proporcionando 0 aumento da temperatura
e da pressao na microrregido onde ocorreu o colapso (KORN et al., 2003; SANTOS &
CAPELO, 2007).

Os ultra-sons tém sido empregados em diferentes etapas para fins analiticos:
extracdo soélido-liquido; extracdo liquido-liquido; separacdo granulométrica;
desgaseificacdo; degradacdo de matéria organica; co-precipitacdo e geracdo de
reagentes (KORN et al., 2003; PRIEGO-CAPOTE & LUQUE DE CASTRO, 2007).
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4.3 Ultra-sons no preparo de amostras

A sonificacdo é uma maneira efetiva de liberar varios analitos de diferentes tipos
de amostras, em razdo de combinar varios efeitos, como temperaturas altas
extremamente eficazes, que resultam em um aumento na solubilidade e difusibilidade;
altas pressbes, que favorecem a penetracdo e transporte na interface entre uma
solucdo aquosa ou orgéanica sujeita a energia ultra-sbnica e uma fase orgéanica ou
aquosa ou mesmo de uma matriz s6lida e a energia oxidativa de radicais gerados
durante a sondlise do solvente (hidroxil e peréxido de hidrogénio) (PRIEGO-CAPOTE
& LUQUE DE CASTRO, 2004; CAPELO et al., 2005).

As duas ferramentas que podem ser utilizadas para a aplicacdo de ondas ultra-
sbnicas no preparo das amostras sdo o banho ultra-sbnico e a sonda ultra-sénica.
Embora o banho ultra-sénico seja freqlentemente utilizado, ele apresenta duas
significativas desvantagens que promovem a diminuicdo da repetibilidade e
reprodutibilidade experimentais: a falta de uniformidade na distribuicdo da energia
ultra-sénica e a diminuicdo da poténcia com o decorrer do tempo (PRIEGO-CAPOTE
& LUQUE DE CASTRO, 2004).

Adicionalmente, o fato do transdutor ultra-sbnico estar na maioria dos casos
situado no centro do banho, torna a eficiéncia da cavitagdo variavel no interior do
mesmo. Em contrapartida, as sondas ultra-sénicas tém vantagem sobre os banhos
ultra-sénicos no que se refere a concentracao de sua energia em uma zona especifica
da amostra, propiciando uma cavitacdo mais eficiente no meio liquido, além de
contribuir para a reducdo do tamanho da particula em suspenséo, conduzindo a uma
melhor eficiéncia de extragcdo (PRIEGO-CAPOTE & LUQUE DE CASTRO, 2004;
CAPELO et al., 2005).

4.4 Vantagens da utilizacédo dos ultra-sons

A reducdo do tamanho de particula € um dos beneficios mais notérios da
sonificagdo, visto que muitas reacfes sdo limitadas pela &area superficial efetiva
exposta aos reagentes, resultando em perdas de reprodutibilidade, rendimento e
produtibilidade