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RESUMO

A determinagdo de fosforo em amostras de ragdes e fezes de peixes por
espectrometria no visivel e de selénio em amostras vegetais de cultura orgénica por
espectrometria de absor¢ao atomica em forno de grafite (GFAAS) representa o foco
principal do trabalho desenvolvido. O fosforo e o selénio sdo macro e micronutrientes
importantes para a nutricdo vegetal e animal, no entanto, se utilizados sem um controle
adequado podem poluir o solo e os recursos hidricos, atingindo todo o meio ambiente. Dessa
forma, foram desenvolvidos métodos para extracdo dos analitos que diminuiram
significativamente os residuos quimicos produzidos nas determinagdes de rotina feitas na
area de nutricdo de plantas e de piscicultura. No caso do fosforo foram otimizados
parametros fisico-quimicos para extragdo desse elemento por ultra-som e posterior
quantificagdo por espectrofotometria no visivel. No caso do selénio foram otimizados
parametros fisico-quimicos para amostragem em suspensao (slurry) e determinacao direta
por GFAAS. Os principais parametros fisico-quimicos avaliados e otimizados foram:
granulometria da amostra sélida, tempo e poténcia de sonificacdo, solugdes extratoras,
agentes surfactantes para estabiliza¢do do slurry; temperatura de pirolise e atomizacao, tipos
de modificadores quimicos e volume de amostragem nas determinagdes de selénio por
GFAAS e tempo de reagdo e relagdo ao agente cromogénico/volume de amostra nas
determinagdes espectrofotométricas de fosforo. O método de extragdo por ultra-som foi
aplicado na determinagdo de fosforo biodisponivel em amostras de ragdes de peixes € o
método de amostragem em suspensdo para a determinagdo de selénio em amostras de vegetais
organicos.

Palavras-chave: macro e micronutrientes; nutricdo de peixes; cultura organica; extracao

por ultra-som; slurry; UV-visivel; GFAAS.
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1. Introducéo Geral e Justificativas

1.1. Importéancia da determinacéo da disponibilidade de minerais na nutri¢do animal

Embora os elementos inorgéanicos constituam, em propor¢ao, apenas 4% do tecido
corporal animal, eles sdo essenciais como componentes estruturais € em muitos processos
vitais. Os principais papéis desses elementos podem ser descritos como estrutural e
funcional. No aspecto funcional, podemos destacar seu papel catalisador nos sistemas
enzimaticos, através da ligacdo de seus ions a substratos, favorecendo assim diversas
reacdes, principalmente na mediacdo de reagdes de oOxido-redugdo através de mudancas
reversiveis no estado de oxidagdo do ion metéalico. No aspecto estrutural, destacamos o
papel como integrantes de compostos organicos do corpo, tais como o ferro na hemoglobina
e o cobalto na vitamina By,. '

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

As fontes alimentares utilizadas na dieta de animais terdo um alto valor biologico se
0s nutrientes presentes na mesma apresentarem alta biodisponibilidade. Isso significa que o
organismo considerado devera absorver e utilizar ativamente o nutriente no seu
metabolismo. *° A determinacdo da concentragdo total do nutriente na fonte alimentar nao
fornece informagao suficiente sobre a sua fragdo biodisponivel. Na piscicultura, grande parte
dos nutrientes ndo absorvidos pelos peixes permanece na agua de cultivo, que ¢ descartada
nos mananciais hidricos, o que contribuiu no processo de eutrofizagao desses mananciais. 47

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 0s



~ . N . -10, 1 ~
marcadores externos sdo adicionados a dieta do animal. *'® '* Os marcadores externos sio
os mais utilizados, sendo o 6xido de crémio (III) - Cr,Os - o marcador que apresenta melhor
aceitagdo por ser completamente indigestivel, ndo absorvivel e passar uniformemente

9, 10 . ~
: A determinacdo da concentracdo dos

através do aparelho digestorio do animal.
nutrientes ¢ do Cr,Oj3 nas racdes e fezes, permite estimar o coeficiente de biodisponibilidade
aparente dos nutrientes metabolizados pelo animal, comparando-se as quantidades de
nutrientes e de 6xido presentes inicialmente na ragdo com as quantidades presentes nas fezes
do animal. '*"

Os procedimentos de determinagdo das concentragdes dos nutrientes metalicos e do
indicador fecal Cr,O; tanto nas fezes como nas racgdes, apresenta dificuldades na etapa de
preparo das amostras. Normalmente a mineralizacdo das amostras ¢ feita por aquecimento
lento em blocos digestores, utilizando-se mistura nitrica-perclorica. Os extratos resultantes
sdo solugdes acidas contendo os nutrientes inorganicos mais ions dicromato, espécie
altamente toxica. '* ' Este procedimento, além de demorado, apresenta o inconveniente de
gerar residuos toxicos que podem comprometer a saude do analista e contaminar o meio
ambiente. Dessa forma, torna-se fundamental o desenvolvimento de novas metodologias que
permitam a extracdo e a quantificacdo segura dos nutrientes inorganicos para posterior
determinagdo do coeficiente de biodisponibilidade aparente desses nutrientes nos estudos de
nutricdo animal. Neste contexto, a extracdo do analito por ultra-sonificacdo apresenta-se
como técnica bastante robusta. '®'’ Os efeitos quimicos provocados pelos ultra-sons
ocorrem devido ao fenomeno da cavitagdo acustica, que é o processo de nucleagao,
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

16, 1
617 No preparo de

excelentes perspectivas para o preparo e/ou tratamento de amostras.
amostras, o colapso das microbolhas favorece a extragdo de espécies quimicas a partir de
materiais s6lidos, bem como a dissolu¢do destes ou completa mineralizagdo no caso de
compostos organicos. ' "0 Assim, a utilizagio da extracio de nutrientes metalicos de
amostras bioldgicas por ultra-sonificacdo, permite a eliminacao da mineralizacao acida que,

pela metodologia classica, constitui o principal problema. .15



1.2. Importancia da determinacgdo de minerais em estudos de nutrigdo de plantas

A determinagdo quimica dos minerais encontrados nos vegetais € o primeiro passo
para analisar a necessidade de adicdo ou ndao desses nutrientes no solo para suprir a
necessidade nutricional das plantas. Cada elemento, em maior ou menor quantidade tem sua
fun¢do no metabolismo do vegetal. Se houver pouca disponibilidade do mineral no solo, o
crescimento e desenvolvimento da planta podem ser prejudicados e, em excesso, também
pode causar desenvolvimento anormal do vegetal. '***

Um nutriente metéalico pode funcionar como constituinte de uma estrutura organica,
como ativador de reagdes enzimaticas ou como transportador de cargas, além de ter fungao
regulatoria. Dependendo da quantidade requerida, o elemento pode ser classificado como
macronutriente ou micronutriente. Os macronutrientes sdo necessarios em quantidades
elevadas pelo fato de fazerem parte de moléculas essenciais para o vegetal, ou seja, possuem
um papel estrutural. Por outro lado, os micronutrientes estao mais relacionados a ativagao de
certas enzimas, tendo agdo regulatéria do sistema fisiologico. '*'®

A deficiéncia dos minerais nas plantas apresenta sintomas que dependem de sua
funcao e mobilidade no vegetal. Como os nutrientes inorganicos tém funcdes especificas, os
sintomas de sua deficiéncia sdo caracteristicos, sendo limitantes para o desenvolvimento do
vegetal. '*?!

Elementos como o nitrogénio, ferro e magnésio estdo envolvidos na formagdo da
molécula de clorofila. Na falta destes elementos, o sintoma caracteristico € o
amarelecimento da planta, denominado clorose. A deficiéncia desses elementos causa o
mesmo sintoma, porém com diferenciacao entre cada um deles devido a sua mobilidade no
vegetal. 2°

Como as reacdes metabolicas sdo bastante integradas, uma perturbagdo especifica
causada por um determinado nutriente pode desencadear uma série de reagdes que leva a
uma sintomatologia geral, como o subdesenvolvimento, clorose e a necrose dos tecidos.
Desse modo, ¢ dificil diagnosticar qual nutriente estd em falta a partir da observagdo de
sintomas de deficiéncia. A andlise do solo ¢ uma das maneiras de se determinar se uma

cultura estd bem nutrida ou se hé caréncia de algum nutriente. Contudo, esta analise apenas

fornece a quantidade de nutrientes que esta disponivel para ser absorvido pelas raizes, mas



nao fornece informacgdes se isso realmente ird ocorrer ja que a absor¢do depende de outros
fatores. A alternativa mais correta para se determinar o teor de um nutriente na planta ¢
através de analises foliares. * >

Também ¢ importante ressaltar que os micronutrientes em excesso também podem
causar necrose e subdesenvolvimento (enfezamento). Além disso, o excesso de certos
macronutrientes pode provocar a deficiéncia de alguns micronutrientes. Um exemplo
classico é a interagio negativa entre o fosforo e o zinco. >

Existe também a necessidade de sabermos a quantidade de nutrientes no vegetal nao
sO para determinar se ha deficiéncia ou ndo do mineral, mas também porque cada macro ou
micronutriente € essencial para o funcionamento do metabolismo vegetal, e indiretamente no
animal, reafirmando a importancia da determinacdo quimica dos nutrientes presentes na
planta. 2%
A chamada “Lei do minimo” de Liebig diz que a produtividade de uma cultura ¢
limitada pelo elemento que estd em menor quantidade. Nesse caso, mesmo se aumentarmos
a concentra¢do dos demais nutrientes ndo havera aumento na produgdo em decorréncia da
agdo limitante deste nutriente em déficit. Além de se levar em conta a “lei do minimo”,
devemos considerar que ha limite méximo para a utilizagdo de um nutriente. Se a planta
possui uma deficiéncia, ha um crescimento proporcional a quantidade de nutrientes nos
tecidos, porém depois de algum tempo, o crescimento tende a desacelerar e depois ficar
estagnado. No caso de macronutrientes, a zona adequada corresponde a sobra do nutriente
absorvido, o qual pode se acumular no vactiolo sem provocar resposta no crescimento. No
caso de micronutrientes, essa sobra pode provocar toxicidade nos tecidos e reduzir o
crescimento da planta. A regido critica de um nutriente no tecido € aquela que quantidades
inferiores ao da regido provocam diminuicao do seu potencial de crescimento e acima dela o
incremento deixa de ser exponencial. ****°

Os nutrientes estudados sdo importantes nao s6 para a nutricdo vegetal, mas também
para a nutricdo animal, ja que sua presen¢a na dieta humana ¢ de significativa importancia
para o funcionamento dos processos vitais do metabolismo. **

Os minerais desempenham diversas func¢des, muitos sdo usados com “blocos”

construtores dos tecidos corporais, como 0s 0ssos, dentes, musculos e outras estruturas

organicas. Podem também ser componentes de enzimas porque estdo envolvidos na



regulacdo do metabolismo, além de atuar como ions, ou eletrolitos, que carregam cargas
elétricas, podendo ainda, serem ativadores de varios hormonios e enzimas. 26

A presenca de calcio ¢ fundamental para o homem, pois participa principalmente da
estrutura ossea, onde a formacdo de sais, como o fosfato de calcio, é responsavel pela
resisténcia desta estrutura. Este mineral também participa da formacdo dos dentes e em
estado i6nico ou em combinagdo com certas proteinas, exerce consideravel influéncia no
metabolismo humano. *’

A deficiéncia de calcio estd relacionada principalmente a doengas ésseas, muitos
fatores estdo envolvidos na formacdo ou mineralizagdo dos tecidos Osseos € um
desequilibrio qualquer desses fatores pode resultar em desmineralizagdo 6ssea causando
raquitismo em criangas e osteoporose em adultos. *°

A principal fungdo do ferro no organismo ¢ a formagdo de compostos essenciais ao
transporte e a utilizacdo de oxigénio. A maior parte dele é usada para formar hemoglobina,
um complexo de ferro e proteina que transporta oxigénio dos pulmoes aos tecidos corporais.
E também armazenado nos tecidos, sobretudo como compostos de proteina chamados
ferritinas. %%’

O selénio ¢ componente de varias enzimas, sobretudo a glutationa peroxidade, uma
enzima que ajuda a catabolizar os radicais livres e evitam danos as estruturas celulares,
como as membranas das hemacias. Atua também em conjunto com a vitamina E, como um
antioxidante, e supde-se ter atuagao importante na prevengao de cancer. 26

O zinco ¢ encontrado em praticamente todos os tecidos corporais como componentes
de diversas metaloenzimas. Varias dessas enzimas estdo envolvidas nas principais vias do
metabolismo de energia, incluindo a lactato desidrogenase (LDH), que ¢ importante para o
sistema de energia do acido lactico. O zinco também tem participagdo em uma série de
outras fungdes, como a sintese de proteinas, o processo de crescimento e a cicatrizacao.
Além disso, ele esta associado as fungdes imunologicas, incluindo o funcionamento ideal
dos globulos brancos e o sistema linfatico. *’

Considerando-se o exposto, o desenvolvimento de novas metodologias que permitam
a quantificacdo segura dos macros e micronutrientes torna-se fundamental para os estudos

de nutrigdo vegetal. Neste contexto, a extracao de analitos por ultra-som, apresenta-se como

um método bastante promissor. Este procedimento de extragdo permite a eliminagdo da



mineraliza¢do nitrico/perclérica das amostras em bloco digestor, que na metodologia
classica, constitui o principal problema, pois além de gerar gases toxicos para o ambiente,
pode comprometer a saude do analista. Além disso, o tempo de analise poderd ser reduzido

consideravelmente.
1.3. Principais fundamentos da Espectrometria de Absorcdo Atémica

O principio fundamental da espectrometria de absor¢do atdmica consiste na medida
da absor¢do da intensidade da radiagdo eletromagnética proveniente de uma fonte de
radiagdo primaria emitida por atomos gasosos no estado fundamental. Suas determinagdes
utilizam a absorbancia como grandeza fisica e a Lei de Lambert-Beer para determinacao das

concentracdes. A absorbancia ¢ puramente uma quantidade matematica que pode ser

I o . :
representado por: A= log[Toj , € segue uma relagdo linear com a concentracgdo, definida

pela ”Lei de Beer”, onde, |, a radiagdo inicial emitida em um determinado comprimento de

ondae | aradiagdo final emitida pelo decaimento. **

A espectrometria de absor¢do atomica (AAS) ¢ utilizada para determinagdes
quantitativas tanto de elementos metalicos e semi-metalicos quanto de alguns elementos nao
metalicos E aplicada a uma grande variedade de amostras, tais como, materiais biologicos
(tecidos e fluidos), ambientais (4guas, solos e sedimentos), alimentares, geologicos,
tecnologicos etc. Dentre os tipos de atomizadores mais usados em AAS estdo a chama e o
forno de grafite. A espectrometria de absor¢do atomica com chama (FAAS - do inglés
Flame Atomic Absorption Spectrometry) ¢ a técnica mais utilizada para analises
elementares em niveis de mg/L, enquanto que a espectrometria de absor¢do atdmica com
atomizacdo em forno de grafite (GFAAS - do inglés Graphite Furnace Atomic Absorption
Spectrometry) ¢ utilizada para determinagdes de baixas concentragdes (ng/L). Sendo assim,
a GFAAS apresenta maior sensibilidade que a FAAS devido a maior parte do analito ser
introduzido no tubo de grafite e atomizada no caminho 6ptico, além de condensar a nuvem
atdmica mais eficientemente por ser um sistema fechado. J4 a FAAS ¢ um sistema onde
maior parte da amostra ¢ descartada pelo dreno do nebulizador (95%) e a parte da amostra

que alcanca a chama ¢ diluida pelos gases desta, diminuindo sua sensibilidade. Outra



vantagem na GFAAS quando comparada com a FAAS ¢ a pequena quantidade de amostra
utilizada, da ordem de microlitros na GFAAS, enquanto que a FAAS trabalha com amostra
de alguns mililitros. 2

O atomo ¢ composto de um nucleo rodeado por elétrons. Estes elétrons ocupam
posicdes nos orbitais em uma determinada ordem e com caminhos definidos. O “estado
fundamental” ¢ a distribuicdo normal dos elétrons, onde, a energia mais baixa corresponde a
configuragio eletrénica estavel do dtomo. *°

Quando os atomos se encontram no estado gasoso fundamental podem absorver
energia sofrendo alteracdes e passando para um estado conhecido como “estado excitado”,
onde os elétrons mais externos (elétrons de valéncia) serdo promovidos para configuragdes
menos estaveis. A radiagdo absorvida para passar um determinado atomo de seu estado

fundamental para seu estado excitado corresponde a comprimentos de ondas especificos

caracteristicos de cada elemento que podem ser determinados pela equagdo de Planck:

E =hc/A

Onde, (E) ¢ a energia para passar um atomo do seu estado fundamental
para seu estado excitado, (h) é a constante de Planck (h=6,62608x107%);
(c) é a velocidade da luz (¢=2,99792x10°ms™) e (X) é o comprimento de
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onda.

Por ser instavel, o estado excitado do atomo tende imediatamente e espontaneamente
a retornar para sua configuracido no estado fundamental. Ao retornar ao seu estado inicial a
energia radiante equivalente a quantidade absorvida no processo inicial de excitagcdo sera
emitida (1 ).

Como todos os elementos possuem uma estrutura eletronica unica e o comprimento
de onda da luz emitida ¢ uma propriedade individual de cada elemento, pode-se determinar
qualitativamente qual € o elemento, sendo assim, uma técnica que apresenta alta seletividade
e relativamente poucas interferéncias. °'

A fracdo de atomos excitados em um determinado nivel de energia ¢ uma funcao da

temperatura e do comprimento de onda (Tabela 1) e ¢ dada pela distribuicao de Boltzmann:
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Sendo, N o numero de atomos no estado excitado e N, o nimero de

atomos no estado fundamental; E ¢ a energia especifica da excitacao; K ¢

a constante de Boltzmann (k=1,38066.10% JK') ¢ T é a temperatura

absoluta. 3! 3

Tabela 1. Razio N'/Np e a dependéncia com a Temperatura e o comprimento de onda.

. . N"/No
Elemento Energiade 3 (nm) g /g0
Excitacao (eV) 2000 K 3000 K 4000 K
7Zn 5,80 213,9 3 72910 558101 148107
Cu 2,93 4227 3 1,21107  3,6910° 6,03 10
Na 2,11 589.0 2 0,86 10*  58810* 444107
Cs 1,46 852,1 2 444 10*  72410° 2,98 107

Com isso, chega-se 4 lei de Lambert-Beer, relacionando a absorbancia (A) ou

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

A- log @0 0,43 NIk (0)

Dy (N)

Onde, @, (1) ¢ a poténcia radiante emitida, @y, (L) € a poténcia radiante

transmitida em A; N é o nimero de atomos livres na camada absorvedora;

1 ¢ o comprimento da camada absorvedora e k(A) ¢ o coeficiente de
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absor¢io atdmica espectral. 2

Os seis principais constituintes da espectrometria de absor¢do atomica sao: 1) a fonte

de radiagdo; 2) o sistema de introducdo de amostras; 3) o sistema de atomizagdo; 4) o

monocromador; 5) o sistema de detecgdo e 6) a leitura. Estes componentes sdo conectados a

sistemas computadorizados para o controle do equipamento e tratamento dos dados. **



1.3.1. Espectrometria de absor¢éo atémica em forno de grafite

Nas determinagdes por espectrometria de absorcdo atomica em forno de grafite, a
amostra € introduzida por uma micropipeta ou um amostrador automatico no tubo de grafite
através de um orificio no tubo. A amostra pode ser injetada no tubo caindo diretamente em
sua parede ou sobre uma plataforma de L’vov presente na parte inferior do tubo. Dentre as
diferentes configuragdes de tubos de grafite, a THGA (Transversely-Heated Graphite
Atomizer) ¢ uma das mais utilizadas, pois permite uma distribui¢do uniforme da temperatura
ao longo do tubo de grafite, reduzindo eventuais condensag¢des nas extremidades do tubo, o
que diminuiria a sensibilidade. A GFAAS permite a utilizagdo de um programa de
aquecimento, pré-definido, que submete a amostra injetada no tubo de grafite a diferentes

. . , . . o 3-41
ciclos de temperatura e tempo. As cinco etapas basicas de aquecimento do tubo séo: >

SECAGEM: etapa de eliminacdo do solvente, que ¢ evaporado lentamente da
amostra para evitar respingos e¢ conseqiiente perda do analito, restando apenas os residuos
solidos (Figura 4).

Gas de

_/I protegao
PR

Figura 4. Etapa de secagem da amostras no programa
de aquecimento para determinagao em GFAAS.

PIROLISE: nesta etapa a temperatura e o tempo de pirdlise devem ser ajustados para
remoc¢ao da maior parte da matriz organica da amostra, reduzindo a interferéncia quimica e
o sinal de fundo. Geralmente modificadores quimicos sdo utilizados para estabilizar o
analito a temperaturas mais altas, garantindo a eliminagdo da matriz sem perda do analito
(Figura 5).

Gas de protecao

Remocao da matriz

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

Figura 5. Etapa de pirdlise da amostras no programa
de aquecimento para determinacdo de em GFAAS.
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ATOMIZACAO: etapa em que a temperatura deve ser alta o suficiente para garantir
a completa e rapida atomizagdo do analito, formando a nuvem atdmica para a conseqiiente
medida da radiacao absorvida pelo analito no estado fundamental (Figura 6).

irada do gas

Parada do gas
de protecao

de protecao

Tal(,mizacso:1400-2600°c Nuvem atémica

Figura 6. Etapa de atomiza¢do da amostras no programa de
aquecimento para determinacdo em por GFAAS.

LIMPEZA: etapa para eliminar qualquer residuo que possa ter ficado no tubo e

posteriores efeitos de memoria, onde as temperaturas sao elevadas a 2400-2550°C por um
curto periodo de tempo.

RESFRIAMENTO: retorna a temperatura ambiente para introdu¢do de uma nova
amostra.
Secagem
-+ Pirdlise
| | Parada do gés de protecsio
- Atomizacio

-+ Limpeza
-+ Resfriamento

Temperatura °C

Figura 7. Etapas envolvidas no programa de aquecimento para atomizagio de
um analito na espectrometria de absorc¢do atomica em forno de grafite (GFAAS).

Durante todo o programa de aquecimento, um fluxo externo de argonio (gas inerte)
passa ao redor do tubo protegendo-o do excessivo desgaste devido as elevadas temperaturas
e o contato com o oxigénio atmosférico. Ao mesmo tempo, um fluxo interno de argonio,

exceto na etapa de atomizagdo, auxilia na eliminacdao do ar e dos vapores formados a partir
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da volatilizagdo das amostras. A Figura 7 mostra um exemplo de um programa de
aquecimento com as cinco etapas envolvidas no processo de atomizacao do analito metalico.
3337

Uma grande vantagem da espectrometria de absor¢do atdmica em forno de grafite
consiste na analise direta de amostras solidas e/ou suspensdes, eliminando a etapa de
digestdo acida, o que reduz o tempo de andlise, o custo e a contaminagdo, além de
minimizar, consideravelmente, a exposicdo de analista a manipulagdo de acidos
concentrados. Além disso, a GFAAS apresenta outras vantagens devido a sua versatilidade,
como, acao do atomizador como reator quimico, obtengdo de excelentes limites de deteccao,
separagao do analito da matriz no reator, utilizacdo de pequenos volumes de amostra, carater
multielementar, rapidez, espectro simples etc. ***!

Entretanto, apesar de ser uma técnica bem desenvolvia e robusta, a susceptibilidade a
efeitos de matriz, que pode diminuir a sensibilidade ou provocar excessivo desgaste do tubo,
limita uma aplicagdo mais ampla desta técnica em analises de rotina. Além dos erros
sistematicos e aleatérios que podem prejudicar a exatiddo e precisdo dos resultados e o
desempenho de método analitico em questdo. Porém, estando todos os pardmetros
instrumentais devidamente otimizados e se o conceito STPF (Stabilized Temperature
Platform Furnace) for adotado, o desempenho analitico da técnica pode ser melhorado. O
conceito STPF consiste no uso de tubos de grafite com aquecimento transversal, recoberto
piroliticamente ¢ com plataforma; uso de modificadores quimicos; aquecimento rapido;
fluxo de gés interno interrompido durante a atomizagdo; sinal analitico em absorbancia
integrada; rapido processamento do sinal e corretor de fundo eficiente (Zeeman). **°

Os erros resultantes de alteragdes nas varidveis instrumentais e/ou operacionais
podem ser reduzidos através da padronizacdo interna em GFAAS, minimizando erros
sistematicos e corrigindo efeitos de matriz. Os métodos de adicdo de padrio e de
compatibilizagdo de matriz sdo bem estabelecidos e conhecidos, porém, a adicdo de padrao
demanda muito tempo nas determinagdes quando comparada com a calibragdo externa ¢ a
compatibilizagdo de matriz requer diluentes de elevada pureza ¢ de composi¢cdo quimica
similar a matriz, o que ¢ de dificil obtengdo. Sendo assim, a padronizacdo interna ¢ uma
alternativa para esses dois métodos de calibragdo, onde os calculos sdo feitos baseados na

suposi¢ao de que tanto o analito quanto o padrdo interno apresentam influéncia similar a da
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matriz € que ambos sdo perturbados da mesma forma pelas condigdes instrumentais ou

. .. 40,41
opcracionais. 0.

1.3.2. Atuacdo dos modificadores quimicos na espectrometria de absorcéo

atdmica em forno de grafite

A utilizagdo de modificadores quimicos foi introduzida na espectrometria atdomica
com atomizagio eletrotérmica em 1975 por Ediger com o termo “modificador de matriz.*®
Com o decorrer dos anos, o emprego dos modificadores quimicos se tornou uma pratica
comum em espectrometria de absor¢do atobmica com atomizagdo eletrotérmica em forno de
grafite. A sua principal fun¢do ¢ diminuir, ou até mesmo eliminar, interferéncias provocadas
pela matriz ou concomitantes presentes na amostra, por meio do aumento da eficiéncia da
etapa de pir6lise. O principal objetivo da utilizagdo dos modificadores quimicos € permitir
altas temperaturas de pirdlise. Com uma temperatura de pirdlise elevada, ¢ viavel a
eliminag¢do dos concomitantes, sem com isso, afetar a atomizagao do analito de interesse. O
modificador quimico converte o analito em uma forma menos volatil, permitindo maiores
temperaturas de pirdlise e/ou converte os concomitantes em uma forma mais volatil,
promovendo a separacio analito-matriz. **

Para um elemento que um elemento quimico possa atuar como quimico deve
apresentar as seguintes: **

- Sua aplicacdo se deve estender a um grande niimero de analitos, aumentando a
simplicidade e a velocidade analitica na determinagao;

- Deve apresentar alta pureza e concentragdes nao mensuraveis do analito de interesse;

- E desejavel, dependendo do tipo de determinago, que o elemento tenha caracteristicas
ou forme compostos refratarios;

- Em hipdtese alguma deve reduzir o tempo de vida util do tubo de grafite;

- Proximo ao comprimento de onda do elemento de interesse, o modificador ndo deve
produzir uma atenuagao de fundo significativa.

Nos ultimos 30 anos varios compostos foram descritos na literatura como
modificadores quimicos, sendo que dezenas de combinagdes foram testadas. Compostos

inorganicos contendo metais do grupo da platina (Pt, Pd, Ir, Rh e Ru), contendo niquel e
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magnésio e elementos formadores de carbetos (Hf, La, Mo, Nb, Ta, Th, V, W e Zr) e
compostos organicos como acido ascdrbico, citrico e tartarico, estdo entre os modificadores
mais comumente utilizados.** A utilizagdo desses modificadores ¢ feita individualmente ou
em mistura de dois ou mais compostos. Varias misturas tém sido propostas como
modificadores para ETAAS, no entanto, a mistura mais conhecida e utilizada ¢ a de nitratos
de paladio e magnésio, Mg(OH), + Pd(NO3),, mistura essa conhecida como modificador
universal. ¥

Os modificadores quimicos podem ser utilizados de diferentes formas, como por
exemplo, na inje¢ao conjunta do modificador e da solu¢dao do analito ou como um filme fino
depositado na parte interna do tubo de grafite. No tltimo caso, o modificador recebe o nome
de modificador permanente, porque permanece retido na parede interna do tubo de grafite

, , . , . . 46
apos um numero consideravel de ciclos de aquecimento.

1.3.2.1. Modificadores quimicos convencionais

Os modificadores convencionais sao utilizados na forma de solucdes, sendo
adicionados no atomizador junto com a solu¢do que contém o analito de interesse. Outra
forma de se utilizar esses modificadores, e deposita-los previamente sobre a superficie
grafitica, utilizando as etapas de secagem e pir6lise para em seguida introduzir a solugdo da
amostra sobre o modificador. Nos dois casos, os processos sdao repetidos em cada ciclo de
aquecimento, apresentando algumas vantagens e limitagdes. No primeiro processo ¢ possivel
obter uma melhor interagdo do modificador com os analitos, principalmente, quando se
analise amostras com altos teores de matéria organica. Este processo, no entanto, necessita
que os reagentes apresentem alto grau de pureza e programas de aquecimento mais longos, o
que acarreta o desgaste acelerado do tubo de grafite. No segundo processo, as impurezas
sdo eliminadas na etapa de redu¢do dos modificadores, com isso, podem-se utilizar
reagentes menos puros (grau analitico p.a). ¥

Considerando um modificador quimico convencional, no caso o paladio, Strys et. al.
propuseram um possivel mecanismo para estabilizagdo térmica do arsénio e do selénio por
esse modificador. Segundo esses pesquisadores, a estabilizacdo térmica do selénio ocorre

pela formagdo de um composto intermetalico Pd-Se-O, que em temperaturas acima de
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1280°C se dissociam em atomos livres. Apos essa dissociagio, o Pd” é adsorvido novamente

na superficie do tubo de grafite. ***°

1.3.2.2. Modificadores permanentes

A modificagdo permanente de um tudo de grafite fundamenta-as utilizagdo de uma
massa maior de metal com elevado ponto de fusdo que € depositado na superficie interna do
tubo. Os metais utilizados como modificadores permanentes normalmente sdo aqueles
formadores de carbetos e os metais do grupo da platina, com exce¢ao do paladio e do dsmio
que apresentam ponto de fusdo baixo comparado os demais metais do grupo. As deposicdes
desses modificadores podem ser feitas fisicamente, termicamente ou eletroquimicamente
sobre a superficie grafitica interna do tubo. As principais vantagens desse tipo de
modifica¢do sdo a possibilidade da utilizagcdo de reagentes de pureza moderada, o aumento
da vida util do tubo de grafite e a diminui¢do do tempo total de anélise, considerando que o
modificador ndo ¢ injetado a cada ciclo de aquecimento. *° Quando se trabalha com analise
direta de amostras com teores altos de matéria organica, a interacdo do analito com esses
modificadores pode ser dificultada pela formagao de uma barreira organica de matriz entre o
analito e o modificador. A formagdo do composto intermetalico e a sua interacdo com o
grafite pirolitico do tubo de grafite sio comprometidas, sendo estes fatores as principais
desvantagens na utilizagdo dos modificadores permanentes. ' >*

Os mecanismos de atuagdo e funcionamento dos compostos (metais) utilizados como
modificadores permanentes, principalmente os metais do grupo da platina, foram propostos
a partir do final da década de 90. Contudo, existem inimeras controvérsias, necessitando-se
dessa forma de mais estudos para se chegar a total elucidagio desses mecanismos. >

Diversos estudos demonstraram que além da estabilizagdo térmica dos analitos os
modificadores podem também exercer uma funcdo catalitica nas reagdes que ocorrem sobre
a superficie do tubo de grafite. No entanto, a massa do modificador, nas condicdes tipicas de
ETAAS, diferentemente dos processos de catalise convencionais, ¢ muito maior do que a
massa do analito. Alguns trabalhos recentes sugerem proporcdes para as interagdes entre 0s

modificadores permanentes ¢ os analitos. ***7-3% 924
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Os processos que ocorrem no atomizador durante as etapas de secagem, pirdlise e
atomizacdo, quando se utilizam metias do grupo da platina como modificadores
permanentes, sdo relativamente explicados pelo mecanismo propds por Volynsky. > No
mecanismo proposto por esse pesquisador, o modificador quimico ¢ reduzido a forma
metalica sobre o carbono e posteriormente age na estabilizagdo térmica do analito. A
formagdo do metal nobre ocorre entre 800 ¢ 1000 °C, podendo ter como precursor o cloreto
ou o 6xido dos analitos. Apos a adsor¢ao dos compostos dos analitos (cloretos ou 6xidos)
sobre o modificador na forma elementar, ocorrem processos de reducao desses compostos a
forma elementar, com liberacdo de Cl, e/ou CO/CO,. Em seguida ocorre formacao de
compostos intermetalicos (Analito-Modificador) e finalmente o processo de atomizagdo do
analito, sendo que o modificador nesse estagio pode se encontrar na forma soélida , liquida
ou gasosa. >>°°

Em relacdo a utilizagdo de elementos formadores de carbetos, como modificadores
permanentes, sabe-se que esses elementos também podem catalisar reagdes de reducgao de
6xidos dos analitos.** Esses elementos, particularmente Mo, Nb, Ta, Th, Ti, V, W e Zr,
normalmente atuam na forma de carbetos ou oOxido-carbetos metalicos. Um possivel
mecanismo para 0s processos que ocorrem no atomizador durante os ciclos de aquecimento
quando se utilizam esses modificadores, foi também descrito por Volynsk. *° Os processos
de redugdo dos 6xidos dos analitos podem ocorrer de uma forma homogénea ou heterogénea
pelos carbetos desses elementos. Os compostos dos analitos produzidos ficam adsorvidos na
superficie metalica do modificador e em seguida sdo vaporizados dando origem a atomos
livres no estado gasoso (processo de atomizagdo). O carbeto do modificador, possivelmente,
¢ regenerado reagindo com o carbono do tubo de grafite, o que provoca o desgaste do tubo e

. .. ~ J - . 4
caracteriza a grande limitacao na utilizacdo desses modificadores. 6,35

1.3.2.3. Modificadores permanentes com co-injecdo de metais do grupo

da platina

Quando se compara os modificadores convencionais com os modificadores
permanentes, observa-se que os permanentes apresentam algumas vantagens. No entanto,

conforme foi descrito anteriormente, quando € necessaria a injecao direta da amostra numa
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determinacdo, a interagdo entre o modificador permanente e o analito fica prejudicada
devido a uma barreira causada pelos concomitantes da amostra. Um artificio empregado
para resolver, em alguns casos, esse problema, ¢ a co-inje¢ao de solugdo contendo metais do
grupo da platina nos atomizadores recobertos com modificadores permanentes. Este
procedimento na maioria das vezes favorece a interacdo dos analitos com os modificadores,
melhorando a estabilidade do analito. Com o aumento da estabilidade do analito, é possivel
se trabalhar com temperaturas de pir6lise mais altas, o que favorece a decomposicao térmica
dos concomitantes da matriz, e conseqiientemente, consegue-se diminuir consideravelmente
os sinais de fundo e se obter melhores limites de deteccdo. >’

A utilizacdo do modificador permanente W-Rh acompanhada da co-inje¢dao de
solucdo contendo Rh, tem se mostrado como uma das mais eficientes, principalmente
quando os analitos sdo elementos volateis, como por exemplo, o selénio. O modificador
permanente W-Rh, no caso, proporciona um aumento significativo na vida util do tubo de
grafite e a co-injecdo de Rh permite se trabalhar com temperaturas pirdlise acima de 1200
°C. Além disso, o Rh co-injetado permite repor possiveis perdas por volatilizagdo, desse
elemento depositado junto com o W na parede do tubo de grafite, que pode ocorrer na etapa

de limpeza do programa de aquecimento. **

1.4. Fundamentos do processo de extragdo por ultra-som

Ultra-sons sdo ondas mecanicas que se propagam através de qualquer meio material
com freqiiéncia maior que 20 kHz. Os ultra-sons respondem por uma regido do espectro
acustico, o qual ¢ 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: a dos ultra-
sons de baixa freqiiéncia (20 kHz < v < 1 MHz) e de alta freqiiéncia (v > 1 MHz). As ondas
ultra-sonicas de baixas freqii€éncias sdo aquelas que podem apresentar alta poténcia,
enquanto que as ondas ultra-sonicas de alta freqii€ncia tém baixa poténcia, podendo ser
aplicadas principalmente para fins de diagndstico, tanto na medicina como na engenharia.

Na extracdo de nutrientes metalicos sao utilizadas ondas ultra-sonicas de baixa freqiiéncia



17

(portanto de alta poténcia), que levam a alteracdes quimicas e fisicas no meio liquido onde
sdo aplicadas. >

Geradores de ondas ultra-sonicas de baixa freqiiéncia sio comumente empregados
em laboratorios de quimica e de biologia, seja para a limpeza de materiais ou para o
rompimento das paredes celulares. Esses equipamentos usualmente empregam a sonda ultra-

sonica. %

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
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 compressao e rarefagdo, as dimensdes da
cavidade vao aumentando, até que seja atingido um didmetro critico, quando esta finalmente
sofre colapso. !

Os resultados obtidos em diferentes ensaios realizados com sistemas heterogéneos
(liquido-s6lido) sob sonificagdo indicaram que os efeitos dessas ondas acusticas nao
deveriam ser considerados como um mero e eficaz sistema de agitacdo, 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 solidos, levam a alteracdes significativas na morfologia das superficies dos
solidos. Caso os ultra-sons sejam aplicados em liquidos contendo material particulado em
suspensao, as cavidades deixam de ser simétricas de forma que, quando de seu colapso, os
microjatos sdo direcionados para o solido.

Porém, a energia resultante da agdo direta dos ultra-sons nao seria capaz de provocar
efeitos como aqueles observados durante a sonificagdo, como o rompimento de ligagdes
inter e intramoleculares. Estudos realizados com liquidos puros e solugdes aquosas
demonstraram outras potencialidades da aplicagio da energia actstica. ® A influéncia dos
ultra-sons no aumento da reatividade quimica ¢ devido as evidéncias acumuladas sobre os

efeitos provocados por estas ondas em sistemas quimicos. A principal causa desses efeitos €
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a cavitacdo que pode ser considerada como o ciclo de formagdo, crescimento e colapso de
bolhas micrométricas durante a sonificacdo. Com os colapsos das bolhas de cavitagdo ocorre
a liberagdo de grande quantidade de energia para o meio, proporcionando o aumento da
~ : ox 59,61, 63

temperatura e da pressao na microrregiao onde ocorreu o colapso.
As ondas de ultra-sons tém sido empregadas em diferentes etapas para diversos fins
analiticos, como por exemplo: extragdao solido-liquido; extrag¢ao liquido-liquido; separagao
granulométrica; desgaseificacdo; degradagdo de matéria organica; co-precipitagdo e geracao

de reagentes. >

1.4.2. Ultra-som no preparo de amostras e tratamento de efluentes

A energia liberada durante a cavitagdo acustica fornece excelentes perspectivas para
0 preparo e/ou tratamento de amostras e para a descontaminagao de efluentes. No preparo de
amostras, o colapso das microbolhas favorece a extragdo de espécies quimicas a partir de
materiais solidos, bem como a dissolucdo destes. No tratamento de efluentes, as elevadas
temperaturas e pressdes proporcionam a degradacdo térmica de espécies organicas
contaminantes, levando a completa mineraliza¢do 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 ¢ favorecido por alguns fendmenos como: producdo de emulsdo nas interfaces de
sistemas liquido-liquido; lixiviagdo na superficie em sistemas solido-liquido; erosao,
fragmentagdo e aumento da area superficial de particulas solidas em decorréncia das ondas
de choque originadas da implosdo das microbolhas e diminui¢do do gradiente de
concentracao pelo aumento do transporte de massa ocasionado pela turbuléncia e microjatos.
66, 67

A reducao do tamanho de particula € um dos beneficios mais notorios da sonificacao
nos procedimentos de lixivia¢do e dissolucdo. Isso porque, muitas reagdes sao limitadas pela
area superficial efetiva exposta aos reagentes, resultando em perdas de reprodutibilidade e
rendimento da extragdo do analito. A ruptura das particulas e o conseqiiente aumento da area

superficial sdo provocados pelo colapso de microbolhas nos intersticios do sélido ou pelos
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violentos choques entre particulas que chegam a alcangar velocidade superior a 500 m s™,
promovendo até a fusdo de fragmentos metdlicos. Por outro lado, bolhas formadas nas
proximidades das particulas tornam-se assimétricas e, ao implodirem, originam microjatos
de liquido com velocidade superior a 100 m s™'. Estes jatos sdo sempre direcionados para a
superficie do so6lido, resultando na erosdo e, conseqiientemente, na renovagao da superficie,
aumentando a reatividade entre solvente e amostra.

A principal vantagem do ultra-som em extragdes reside na diminuicao do tempo de
processamento ¢ na utilizagdo de solugdes diluidas de acidos minerais. Caso as
determinagdes sejam conduzidas para a obtencdo da quantidade total do analito, eventuais
modificagdes na forma original do ion metalico ndo sdo consideradas, ja que a eficiéncia de
extragdo de ions metalicos depende da matriz, natureza e concentragdo da espécie extratora.
67,68

Pérez-Cid et al. empregaram o ultra-som para extrair seqiiencialmente Cu, Cr, Ni, Pb
¢ Zn em diferentes fragdes de lodo obtidas de estagdes de tratamento de efluentes,
conseguindo uma diminui¢io do tempo de extragio de 51 h para 22 min.

Entre as véarias outras aplicagdes dos ultra-sons para as determinacdes de metais,
destacam-se a formagdo de suspensdes para analise direta em so6lidos, descontaminacdo de
recipientes para armazenamento de amostras e favorecimento cinético de reacdes de
complexacdo. Nestas situagdes, a integridade e identidade das espécies de interesse foram
mantidas seguindo o critério de rastreabilidade. "’

No ambito da prote¢do ambiental, a energia ultra-sonica apresenta efeitos
interessantes para o tratamento de aguas e efluentes aquosos, ja que leva a destruicao de
microorganismos patogénicos ¢ promove a degradagdo térmica de diferentes classes de
poluentes. Adicionalmente, a eficacia do ultra-som na descontaminagdo de efluentes quanto
a presenga de microorganismos ¢ atribuida a ruptura das células microbianas, ocasionando o
escoamento do liquido citoplasmatico. ”'

A aplicagdo de formas ndo usuais de energia, como as oriundas de ultra-sons de
baixa freqiiéncia e alta poténcia, para assistir procedimentos de analise quimica devem ser
consideradas como promissoras. A energia liberada durante a cavitacdo acustica fornece

excelentes perspectivas para o preparo de amostras, bem como para algumas etapas
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acessorias ao processamento analitico, como podem ser considerados a geragao de reagentes
e o tratamento de residuos de anélises quimicas. ">

Considerando as justificativas e o levantamento bibliografico sao apresentados no
capitulo II desta monografia os resultados obtidos na determinagdo de fosforo por
espectrometria no visivel de amostras de ragoes e fezes de peixes utilizando-se o0 método de
extracdo por ultra-som. No capitulo III sdo apresentados os resultados obtidos na

determinagdo de selénio por espectrometria de absor¢do atomica em forno de grafite de

amostras de pepino, morango, casca de manga e semente de abobora de cultura organica.
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DETERMINACAO DE FOSFORO BIODISPONIVEL EM RACOES DE PEIXES
UTILIZANDO EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRA-SOM E
ESPECTROFOTOMETRIA NO VISIVEL

Resumo

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver e otimizar um método para
determinagdo de fosforo biodisponivel em amostras de fezes e ragdes de peixes utilizando
extragdo por ultra-som e posterior quantificacdo por espectrofotometria visivel. Utilizando
como solu¢do extratora HNO3 0,50 mol L', as condi¢des Otimas de extracdo estabelecidas
foram: massa da amostra - 100 mg; granulometria de amostras - < 60 pm; tempo de
sonificagdo - cinco ciclos de 40 s; e poténcia de ultra-som - 136 W. O método proposto foi
aplicado em estudos de digestibilidade desse nutriente em diferentes racdes utilizadas nas
dietas de juvenis de tilapia do Nilo.

Palavras-chave: extracdo por ultra-som; nutricdo de peixes; absorcéo de fosforo.

1. Introducéo

Os tecidos corporais dos animais possuem elementos quimicos em proporgdes €
quantidades variaveis. Neste contexto, 0s minerais sdo componentes essenciais ao
metabolismo, refletindo na maior ou menor produtividade do animal. ' Dois a cinco por
cento do corpo do animal ¢ constituido pela fracdo mineral, que varia em funcao da espécie,
da raca e do proprio individuo.>” O fésforo ¢é classificado como um macromineral, ou seja,
mineral que o organismo necessita em grandes quantidades e ainda, apresenta funcao
estrutural, porque ¢ parte integrante dos ossos, dentes e de algumas proteinas musculares. '

Os minerais podem interagir entre si, com outros nutrientes e também com alguns
fatores ndo nutritivos da dieta. A interagdo do tipo sinérgica ou antagdnica podera ocorrer na
propria dieta e durante o metabolismo no trato digestivo. O conhecimento dessas interagdes

assume importancia fundamental para a correcdo das deficiéncias minerais causadas
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principalmente pelos desequilibrios entre os elementos constituintes da dieta. No aspecto
sinérgico, o fosforo pode ser citado como participante do processo intermedidrio da
formacao da parede intestinal, na atividade das enzimas digestivas e na formag¢ao dos 0ssos.
* Na interagdo do tipo antagdnica, em nivel gastrintestinal, o fosforo pode inibir a absorgdo
de outros elementos devido a formagdo de complexos, como por exemplo, ferro-fitatos e
desencadear efeitos opostos sobre os ciclos bioquimicos no organismo. >

Em decorréncia a sua essencialidade para o crescimento e para o metabolismo dos
lipidios, o fosforo ¢ o mineral de maior importancia na nutricdo animal. A maior quantidade
de fosforo a ser metabolizado vem da dieta, enquanto que nos alimentos de origem vegetal,
este mineral se apresenta em grande parte na forma indisponivel. Sua exigéncia na nutri¢ao
de peixes ¢ dependente das caracteristicas anatomofisiologicas do sistema digestorio da
espécie criada e da fonte desse mineral, sendo que na fonte alimentar, este elemento pode se
apresentar na forma de fosforo organico como fitatos, fosfolipidios e fosfoproteinas e na
forma inorganica, como monofosfatos, bifosfatos e trifosfatos, soluveis ou ndo, no suco
gastrico dos peixes. "'

A maior parte do fosforo presente nos ingredientes de origem vegetal, com destaque
aos cereais, que sao os principais componentes das formulagdes de racdes, estd na forma de
fitato. Por isso, considera-se que apenas 30% do fosforo dos vegetais esteja disponivel para
ndo-ruminantes (monogastricos).” A disponibilidade deve-se a quantidade de fosforo preso a
molécula de acido fitico ou simplesmente fitato. O fitato pode formar complexos do tipo
quelato com ions metéalicos como, por exemplo, ferro, cobre, zinco e manganés. O que além
de deixar indisponivel o fosforo e alguns nutrientes metalicos, interfere também na absor¢ao
de aminoacidos e pode inibir a atividade de varias enzimas digestivas endogenas, como a
tripsina, pepsina ¢ a amilase. "' 2

Estudos da biodisponibilidade do fosforo na nutricdo animal buscam interpretar
dados que melhorem a absorc¢ao deste mineral em fontes alimentares que apresentem fosforo
fitico. Com a melhor absor¢do desse nutriente, ¢ possivel eliminar efeitos negativos de
fatores anti-nutricionais que resultam em crescimento reduzido, baixa conversao alimentar,

alteragdes hormonais e, em casos extremos, lesdes nos orgaos. Além disso, favorece a

diminui¢do da polui¢do ambiental devido a excrecdo fecal de fosfatos ndao absorvidos que
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permanecem na agua de cultivo, cujo descarte ¢ feito nos mananciais hidricos, o que
contribui significativamente no processo de eutrofizagdo do sistema aquatico.

Dessa forma, o desenvolvimento de novas metodologias que permitam a extracao e a
quantificagdo segura dos nutrientes inorgénicos, para posterior determinacao do coeficiente
de biodisponibilidade aparente desses nutrientes nos estudos de nutricdo animal, torna-se
fundamental. Neste contexto, a extragao do analito por ultra-sonificacdo, apresenta-se como
técnica bastante robusta. '*'* Os efeitos quimicos provocados pelos ultra-sons ocorrem
devido ao fenomeno da cavitagdo acustica, que € o processo de nucleacio, crescimento e
colapso de bolhas transientes em liquidos expostos a ondas ultra-sdnicas de baixa freqiliéncia
(< 1 MHz). A energia liberada durante a cavitagdo acustica fornece excelentes perspectivas

15,18

para o preparo e/ou tratamento de amostras. No preparo de amostras, o colapso das

microbolhas favorece a extragdo de espécies quimicas a partir de materiais solidos, bem
como a dissolugdo destes ou completa mineralizagdo no caso de compostos organicos. '¢'*
Assim, a utilizagdo da extracdo de nutrientes metalicos de amostras bioldgicas por ultra-
sonificagdo permite a eliminagdo da mineralizacdo acida, que pela metodologia classica,
constitui-se no principal problema. '

Considerando o exposto, este trabalho descreve o desenvolvimento de um método
para determinagdo de fosforo biodisponivel de amostras de ragdes de peixes utilizando
extracao por ultra-som e quantificacdo por espectrofotometria no visivel, permitindo assim,
a estimativa do coeficiente de digestibilidade aparente desse nutriente em algumas fontes

alimentares utilizadas na piscicultura.

2. Parte Experimental

2.1. Reagentes e solucdes

Agua ultrapura (18,2 MQ cm™) obtida pelo sistema Elga modelo PURELAB Ultra

Ionic, acido nitrico e cloridrico (Merck) de grau analitico foram utilizados no preparo das

solucdes extratoras. As solugdes padrao de fosforo foram preparadas por diluigdes de padrao
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titrisol Merck e dos concomitantes foram preparadas a partir de reagentes de grau analitico,
todos Merck. Todas as solu¢des foram estocadas em frascos de polipropileno.

Todos os frascos de estocagem de amostras e solugdes padrdo, vidrarias e as cubetas
do espectrofotometro foram lavados com écido nitrico 10% v/v por 24 h, em seguida, com

agua 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 apos experimentos de digestibilidade
envolvendo juvenis de tildpia do Nilo que foram submetidos a uma dieta com diferentes
fontes alimentares. Esses experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Nutri¢do de
Peixes da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia/UNESP, Campus de Botucatu.

Depois de coletadas, as amostras de ra¢des de peixes foram desidratadas em estufa
de recirculacao for¢ada de ar por 48 h e submetidas @ moagem criogénica. Para isso, uma
massa de aproximadamente 1,0 g da amostra foi colocada em frasco de policarbonato
juntamente com a barra magnética, o qual devidamente fechado foi imerso em nitrogénio
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 2 min para o pré-congelamento, 1 min de
pulverizagdo, novamente 1 min de congelamento ¢ uma segunda etapa que compreendeu
dois ciclos com dois estagios de pulverizacao e congelamento, perfazendo um tempo total de

8 min. Este procedimento permitiu obter particulas com granulometria menor que 60 pm. !

2.3. Instrumentacgéo

Estufa de circulagdo forgada de ar TECNAL modelo TE — 394/1.

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

Desrruptor de células ultra-sonico UNIQUE equipado com sonda de titanio de 3 mm

foi utilizado no processo de extragdo o fosforo das amostras de fezes e ragdes de peixes.
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Forno de Microondas Provecto Analitica (Campinas-SP) modelo DGT 100 plus foi
utilizado para mineralizacdo das amostras.
A determinacdo de fosforo foi feita utilizando espectrofotometro “GENESYS” ™

modelo 6.

2.4. Extracao do fosforo

Apos a etapa de secagem e moagem, aproximadamente 100 mg de amostra e 20 mL
de solugdo de 4cido cloridrico e/ou nitrico foram transferidas para frascos de teflon de 50
mL. A mistura amostra/solu¢do foi entdo submetida a agitacdo por ultra-som para extracao
do fosforo. Adotando este procedimento foram avaliados diferentes concentracdes das
solugdes acidas e diferentes tempos de sonificacdo e poténcias do ultra-som no processo de
extragdo do analito. Os extratos acidos obtidos foram separados da fase solida remanescente
por centrifugagdo, para posterior determinagdo da concentracao de fosforo.

Outra parte das amostras foi também mineralizada 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 2,50 mL de
4cido nitrico 14 mol L™, 0,50 mL de acido perclorico 10 mol L'e 0,50 mL de peroxido de
hidrogénio 30% m/m. O programa de aquecimento utilizado foi o descrito no manual do
fabricante do equipamento com algumas modificagdes. ' 2 Este procedimento foi utilizado
também na digestdo dos extratos 4cidos obtidos no processo de extracdo por ultra-som,
utilizando-se no caso volumes de 3,00 mL dos extratos, 1,50 mL de acido nitrico
concentrado 0,50 mL de 4cido perclérico 12 mol L™ ¢ 0,50 mL de peréxido de hidrogénio

30% m/m.
2.5. Determinacao de fésforo nas amostras de racéo e fezes de peixes

A determinagdo de fosforo foi feita utilizando-se o método espectrofotométrico do
acido vanadomolibdicofosforico. Esse método fundamenta-se na reagdo de ions ortofosfato,
em meio acido, com ions molibdato e vanadato com conseqiiente formagdo de um

heteropoliacido complexo de cor amarela. Tal complexo absorve radiagdao visivel em 420
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nm, comprimento de onda correspondente a cor violeta, complementar da cor verde
amarelado. A intensidade de radiagdo absorvida pelo heteropolidcido complexo ¢
proporcional a quantidade de ortofosfato (H,PO4*) e/ou fosforo presente nos extratos

- 2
acidos.

3. Resultados e Discussao

3.1. Otimizacdo do tempo e da poténcia de sonificacdo no processo de extracdo dos

analitos metalicos

A eficiéncia do processo de extragdo por ultra-som de fésforo das amostras de ragdes e
fezes foi avaliada variando as concentra¢des das solugdes acidas extratoras, o tempo de
extragdo 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
solido e evita possiveis erros associados a representatividade da amostra. Nessa etapa
também foi evitada a manipulagdo excessiva das amostras, procurando assim, evitar
possiveis fontes de contaminagdo. A quantidade de material so6lido pesado (100 mg) foi feita
considerando a concentragdo do nutriente na formulacao da ragdo. O efeito da concentragao
do acido cloridrico e nitrico no processo de extra¢do do fosforo foi avaliado na faixa de 0,10
a 1,00 mol L, medindo o sinal de absorbancia nos extratos acidos obtidos com cada uma
dessas solugdes, apos a reagdo com o agente cromogénico. Observou-se que o maior sinal de
absorbancia foi obtido utilizando 4cido nitrico 0,50 mol L™ (Figura 1). Dessa forma, essa

solucdo extratora foi utilizada em todos os demais experimentos.
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Figura 1. Influéncia da concentragao das solugdes de acido cloridrico e nitrico no processo
de extracao de fosforo de amostras de ragdes e fezes de peixes. Condi¢des Experimentais:
Tempo de Sonificagdo — 5 ciclos de 40s; Poténcia utilizada — 136 W.

Conforme ja discutido, as ondas ultra-sonicas promovem a extra¢do dos analitos da
matriz devido a atuagdo dessas sobre as moléculas orgdnicas presentes na amostra,
destruindo-as e provocando a quebra da ligagdo do analito com essas moléculas.'*'® Assim,
foram feitos experimentos de otimizacao do tempo e da poténcia de sonificacdo no processo
de extragdo do fosforo das amostras de fragoes ¢ fezes, utilizando acido nitrico 0,50 mol L!
como solucdo extratora. As Figuras 2 e 3 mostram os resultados obtidos nesses

experimentos.
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amostras de ragdes e fezes de peixes. Condi¢des Experimentais: Tempo de Sonificagcdo — 5

ciclos de 10, 20, 40, 50 e 60 s; Poténcia utilizada — 136 W; Solucdo Extratora — Acido

nitrico 0,50 mol L.
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Figura 3. Influéncia da poténcia de sonificagdo no processo de extragdo de fosforo de
amostras de racdes e fezes de peixes. Condigdes Experimentais: Tempo de Sonificagdo - 5
ciclos de 40 s; Poténcia utilizada — 20, 30, 40, 50 e 60% da poténcia total do equipamento

(340 W); Solucdo Extratora — Acido nitrico 0,50 mol L™.

O aumento do tempo de sonificagdo provoca o aumento da temperatura do meio
extrator. Normalmente, observa-se que numa temperatura em torno de 50 °C, a eficiéncia de
extracdo ¢ favorecida devido ao aumento do numero de nucleos de cavitacdo acustica
formada nas proximidades da superficie da fase so6lida da suspensdo (sistema solido-
liquido). % No entanto, quando a temperatura do meio extrator se aproxima da temperatura
de ebulicdo da fase liquida, ocorre um decréscimo na eficiéncia da sonificacdo devido a
diminuigdo da tensdo superficial do meio e aumento da pressdo de vapor dentro das
microbolhas, o que provoca uma diminui¢io nas ondas de choque. ** Existe, dessa forma,
um tempo considerado 6timo de sonificagdo no processo de extracdo do analito de uma
amostra solida. Nesse tempo ocorre a cavitagdo acustica ou o ciclo de formacao,
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
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microrregido proxima da superficie da fase solida, provocando assim, a extragdo do analito e
em alguns casos, até a dissolugdo do material solido. ° Analisando os graficos apresentados
na Figura 2, observa-se que a partir de 5 ciclos de 40 s de agitacdo ultra-sonica (200 s no
total), os sinais de absorbancia medidos permaneceram praticamente constantes, sendo que a
temperatura medida no sistema solido-liquido foi de 66 °C. Dessa forma, este tempo foi
considerado eficiente no processo de extracao do analitos metalicos.

A intensidade do ultra-som transmitida ao meio esta diretamente relacionada a
amplitude da vibracdo da ponta do sonotrodo. Geralmente, um aumento na intensidade da
poténcia favorecera um aumento nos efeitos quimicos provocados pela sonificagdo. Quando
se utiliza amplitude vibracional muito elevada, um grande nimero de bolhas de cavitagao
sdao geradas na solucdo, o que pode desfavorecer o crescimento € o colapso dessas bolhas,
tendo como conseqiiéncia, uma diminui¢io da energia liberada através da fase liquida. ' '*
** A eficiéncia da extracdo do fosforo, conforme mostra a F igura 3, aumenta com amplitude
crescente de 20 a 30% (68 a 102 W), permanecendo constante para os valores mais elevados
de amplitude. Os resultados obtidos indicaram que a eficiéncia maxima do processo de
extracao foi conseguida na escala de amplitude 40 a 60% (136 a 204 W) de poténcia. Optou-
se entdo por utilizar a amplitude de 136 W de poténcia em todos os demais experimentos,
pelo fato dessa poténcia provocar um menor aumento de temperatura da solugdo extratora
(66 °C) contra, respectivamente, 74 ¢ 82 °C para as amplitudes de 170 W e 204 W de

poténcia.

3.2. Figuras de mérito do método de extragdo proposto

Apb6s a otimizacdo dos pardmetros fisico-quimicos (concentragdo da solucdo
extratora, tempo e poténcia de agitacao ultra-sonica), a exatiddo e a precisdo do método de
extracao foram testadas utilizando ensaios de recuperagdo de fosforo de amostras de ragdes
e fezes de peixes. Também foram feitas determina¢des em amostra de padrdo de racao

certificado. Os resultados dessas determina¢des sdo mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Concentragdo de fosforo em amostras de ragdes e fezes de peixes, utilizando-se
extragdo por ultra-som e mineralizagdo em forno de microondas (n = 5).

Extracao por Extracéo por Extrato ultra-sénico

Racdes sonificagdo mineralizagéo digerido

(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)

Racao, 992421 1091+£25 108014
Ragdo, 997+23 1095+28 1073+12
Fezes, 1345+31 1896+42 1857421
Fezes, 1482435 2062451 2015+25
Ragdo Certificada*™ 170+2,12 17242,21 170£3,60

*Corn Bran, RM 8433 — National Institute of Standards and Technology. Valor certificado = 171411 mg kg™

Analisando-se os resultados obtidos utilizando a extracdo por ultra-som ¢ a
mineralizacdo das amostras (Tabela 1), observa-se que em ambas as metodologias os
desvios-padrdao relativos calculados foram menores que 3%, mostrando que estas
apresentaram boa precisdo (repetibilidade entre as medidas). No entanto, os resultados
obtidos utilizando a extracdo por ultra-som apresentaram valores cerca de 10% menores para
as amostras de racao e cerca de 40% menores para as amostras de fezes, quando comparados
com as porcentagens de fosforo determinadas utilizando a mineralizacdo &cida no processo
de extragdo. Essas diferencas possivelmente estao relacionadas ao fosforo fitico presente nas
amostras de ragdes e fezes, que no processo de ultra-sonificagdo nio ¢ extraido na forma de
dihidrogenofosfato para a reagio com os fons vanadato e molibdato ** — reagdo utilizada na
determinacdo do analito conforme descrito anteriormente. Para confirmar essa hipotese
foram feitas determinagdes de fosforo nos extratos obtidos da extragdo por ultra-som
procedendo-se a digestdo acida desses em forno de microondas. Os resultados obtidos
(Tabela 1) indicam que apds a digestdo em forno de microondas dos extratos obtidos por
sonificacdo, houve um aumento nas concentragdes de fosforo, que apresentaram valores
cerca de 2% menores em relagdo as concentragdes determinadas nos extratos obtidos por
digestdo direta das amostras, o que reforca a hipdtese da fracdo de fosforo fitico ndo ser
mineralizada no processo de extracdo por ultra-som. Em relacdo aos resultados
determinados para a racdo certificada, mostrados na Tabela 1, observa-se que além dos

valores apresentarem desvios-padrdo relativos menores que 2%, o que caracteriza uma boa
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repetibilidade entre os resultados, também estdo bem préximos dos valores certificados,

comprovando assim a exatidao do método de extracao proposto.

3.3. Aplicacdo do método

O método de extragao proposto foi aplicado em determinagdes de rotina de fosforo,
para posterior calculo dos coeficientes de digestibilidade desse nutriente em quatro fontes
alimentares utilizadas na dieta de juvenis de tildpia do Nilo. Os resultados dessas
determinagdes foram comparados com os resultados obtidos utilizando a mineralizagao

acida das amostras em forno de microondas (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2. Concentragdo de fosforo em amostras de ragdes preparadas a partir de quatro
fontes alimentares utilizadas na dieta de juvenis de tilapia do Nilo (n = 5).

Fontes Concentracdo dle Fosforo
Alimentares N (mg kg™) o
Sonificado Mineralizado
Ragao, 1162+23 1289+25
Ragdo, 1140+21 1260+26
Ragdos 1152420 126727
Ragdo, 1090+19 1210+24

Ragdo, — preparada a partir de Levedura; Ragao, — preparada a partir de Milho; Ragdo; — preparada a partir de
Farelo de Soja; Rag8oy — preparada a partir de Farelo de Arroz.

Tabela 3. Concentragdo de fosforo em amostras de fezes de juvenis de tilapia do Nilo (n=5).

Amostras de Concentracao de Fésforo

-1

Fezes Sonificado (mgka’) Mineralizado
Amostra; 1417+29 2568+52
Amostra, 140027 2450449
Amostra; 1405+25 2459451
Amostras 1370+£23 2500146

Amostra; — fezes de peixes alimentados com a Ragdo,; Amostra, — fezes de peixes alimentados com a Ragdo,;
Amostra; — fezes de peixes alimentados com a Racdos; Amostra, — fezes de peixes alimentados com a Ragaoy.
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Com base nos valores das porcentagens de fosforo determinados nas amostras de
racoes e fezes dos animais em estudo, apos a conversao dos dados apresentados nas Tabelas
2 e 3 e na determinacdo da porcentagem de 6xido de crémio (marcador bioldgico utilizado
em estudos de digestibilidade de nutrientes na nutricdo animal, determinado conforme
procedimento descrito por Silva et al.)"’, foram calculados os coeficientes de digestibilidade
aparente (Da) do fosforo na dieta, a qual foi fornecida a juvenis de tildpia do Nilo, utilizando

a equacao 1. 26-28

%Cr20sr ) [ %Nf 1)
X
% Cr20sf %oNTr

Da =100-100

Onde, Da = Coeficiente de Digestibilidade Aparente; %Cr,Osr =
Porcentagem de 6xido de cromio na ragao; %Cr,Osf = Porcentagem de
oxido de cromio nas fezes; %Nr = Porcentagem do nutriente na racao

e %Nf = Porcentagem do nutriente nas fezes.

Os valores dos Da, calculados a partir dos resultados das determinagdes de fosforo
utilizando o método de extragdo por ultra-som e a mineralizagdo das amostras em forno de

microondas, estdo sumarizados na Tabela 4.

Tabela 4. Coeficiente de digestibilidade aparente do fosforo das quatro ragdes utilizadas na
dieta de juvenis de Tilapia do Nilo.

Coeficiente de Digestibilidade Aparente — Da
Fontes

Alimentares - (%0) . .
Sonificado Mineralizado
Racao; 58,54+1,20 32,26+0,65
Racao, 58,24+1,12 33,8840,71
Racao; 58,53+1,04 34,01+0,71
Racdos 57,27£0,96 29,75+0,55

Racdo, — preparada a partir de Levedura; Racdo, — preparada a partir de Milho; Racdo; — preparada a partir de
Farelo de Soja; Ragdo, — preparada a partir de Farelo de Arroz.
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Comparando-se os valores dos Da do fosforo presentes nas quatro racdes utilizadas
na dieta de juvenis de tildpia do Nilo apresentados na Tabela 4, observa-se que os Da
obtidos utilizando o teor de fosforo total (amostras mineralizadas), apresentaram valores
entre 24-27% menores que os obtidos considerando as porcentagens de fosforo
determinadas utilizando ultra-som no processo de extragdo do analito. As ragdes utilizadas
na dieta dos peixes foram preparadas a partir de fontes alimentares de origem vegetal, essas
fontes alimentares apresentam de 50 a 95% do teor total de fosforo na forma de acido fitico
(hexafosfato de inositol). Os peixes ndo apresentam a enzima fitase endégena que promove
a hidrolise da ligacao éster entre o fosfato e a molécula de inositol, disponibilizando assim o
fosforo presente na molécula do 4cido fitico. 2 % Como o método de extragdo por ultra-
som nao mineraliza a fragdo fitica, os Da calculados utilizando esse método de extracdao sdo
maiores porque na relagdo %Nf/%Nr foram computadas somente as fracdes de fosforo
disponivel nas racdes, ou seja, as fragdes extraidas na forma de dihidrogefosfato. Dessa
forma, pode-se inferir que a extragdo por ultra-som possibilita a obtengdo de resultados de
digestibilidade de fosforo mais coerentes com a necessidade de absor¢do deste nutriente pela
espécie tilapia do Nilo, considerando que esses sdo concordantes com os resultados obtidos
por pesquisadores que utilizaram a suplementacdo da enzima fitase em alimentos vegetais

. e , . 3335
para disponibilizar o fosforo fitico.

4. Conclusoes

O método proposto de extracdo de fosforo por ultra-som permitiu calcular os
coeficientes de digestibilidade (Da) desse nutriente em quatro amostras de racdes utilizadas
na dieta de juvenis de tildpia do Nilo. Como nesse processo de extracdo ndo ocorre a
mineralizacdo da fragdo de fosforo na forma de fitato, € possivel obter o teor biodisponivel
desse nutriente, o que permite a estimativa de Da que caracterizam a absor¢ao do fosforo da
dieta a qual os peixes foram submetidos. De uma forma geral, deve-se destacar que a
metodologia proposta diminuiu consideravelmente o tempo de andlise, o que favoreceu a
velocidade analitica. Outro fato a ser destacado, ¢ que no método de extracdo por ultra-som
19, 20

o oxido cromico que ¢ adicionado nas ragdes como indicador bioldgico inerte nao ¢
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solubilizado e, conseqiientemente o cromio(IIl) ndo ¢ oxidado a dicromato, espécie quimica

extremamente toxica, formada no processo de mineralizagdo nitrica/perclorica das amostras.

Agradecimentos

A FAPESP (Processos 03/13362-6 ¢ 06/51556-5) ¢ ao CNPq (Processos
474371/2007-7 e 301123/2005-5), pelo suporte financeiro.

5. Referéncias Bibliograficas

1. MCDOWELL L.R. (1992) Minerals in Animal and Human Nutrition, Academic Press:

London.

2. SOLOMONS N.W. (1992) Absorption and Malabsorption of Mineral Nutrients, Alan R.
Liss: New York.

3. SMITH R.M. (1987) Trace Elements in Human and Animal Nutrition, Academic Press:
New York.

4. TACON A.G.J. (1990) Standard Methods for the Nutrition and Feeding of Farmed Fish

and Shrimp. The essential Nutrients, v.1, Argent Laboratories Press: Washington.

5. HILTON J.W. (1989) The interaction of vitamins, minerals and diet composition in the
diet of fish. Aquaculture 79: 223-244.

6. LOVELL T. (1989) Nutrition and Feeding of Fish, Van Nostrand Reinhold: New York.

7. NRC (National Research Council) (1993) Nutrient Requirements of Fish, National
Academy Press: Washington D.C.

8. STEFFENS W. (1987) Principios Fundamentales de la Alimentacion de los Peces,

Acribia: Zaragoza.



44

9. VIELMA J., LALL S.P., KOSKELA J., SCHONER F.J., MATTILA P. (1998) Effects of
dietary phytase and cholecalciferol on phosphorus bioavailability in rainbow trout

(Oncorhynchus mykiss). Aquaculture 163: 309-323.

10. PIZZOLANTE C.C. (2000) Estabilidade da fitase e sua utilizacdo em frangos de corte.

Tese (Doutorado), Universidade Federal de Lavras, Brasil.

11. KIES A K. (1996) Phytase: Mode of Action. In: Phytase in Animal Nutrition and Waste
Management, BASF Corporation: New Jersey.

12. SELLE P.H. (1997) The potential of Microbial Phytase for the Sustainable Production of
Pigs and Poultry: an Australian Perspective. Sevent Short Course on Feed Techonology,

Korean Society of Animal Nutrition and Feedstuffs: Ansung.

13. GONCALVES G.S., PEZZATO L.E., BARROS M.M., HISANO H., FREIRE E.S.,
FERRARI J.E.C. (2004) Digestibilidade aparente e suplementagdo de fitase em alimentos

vegetais para tilapia-do-nilo. Acta Scientiarum. Animal Sciences 26: 313-321.

14. MASON T.J., LORIMER J.P. (1988) Sonochemistry: Theory, Applications and Uses of
Ultrasound in Chemistry, Ellis Horwood: New York.

15. FRANCONY A., PETRIER C. (1996) Sonochemical degradation of carbon tetrachloride
in aqueous solution at two frequencies: 20 kHz and 500 kHz. Ultrasonics Sonochemistry 3:

S77-S82.

16. NASCENTES C.C., KORN M., ARRUDA M.A.Z. (2001) A fast ultrasound-assisted
extraction of Ca, Mg, Mn and Zn from vegetables. Microchemical Journal 69: 37-43.

17. RUIZ-JIMENEZ J., LUQUE-GARCIA J.L., LUQUE DE CASTRO M.D. (2003)
Dynamic ultrasound-assisted extraction of cadmium and lead from plants prior to

electrothermal atomic absorption spectrometry. Analytica Chimica Acta 480(2): 231-237.

18. KORN M., PEREIRA M.G., BORGES S.S. (2005) Algumas Aplica¢des Analiticas do
Ultra-som. Boletim da Sociedade Portuguesa de Quimica 96: 51-56.

19. SILVA F.A., PADILHA C.C.F., PEZZATO L.E., BARROS M.M., PADILHA P.M.
(2006) Determination of chromium by GFAAS in slurries of fish feces to estimate the
apparent digestibility of nutrients in feed used in pisciculture. Talanta 69: 1025-1030.



45

20. SILVA F.A., NEVES R.C.F., QUINTERO-PINTO L.G., PADILHA C.C.F., JORGE
S.M.A., BARROS M.M., PEZZATO L.E., PADILHA P.M. (2007) Determination of
selenium by GFAAS in slurries of fish feces to estimate the bioavailability of this

micronutrient in feed used in pisciculture. Chemosphere 68: 1542-1547.

21. ROSA C.R., MORAES M., NETO J.A.G., NOBREGA J.A., NOGUEIRA ARA.
(2002) Effect of modifiers on thermal behaviour of Se in acid digestates and slurries of
vegetables by graphite furnace atomic absorption spectrometry. Food Chemistry 79: 517-
523.

22. WILLIANS W.J. (1979) Handbook of Anion Determination. Butterworths: London.

23. FILGUEIRAS A.V., CAPELO J.L., LAVILLA I., BENDICHO C. (2000) Comparison
of ultrasound-assisted extraction and microwave-assisted digestion for determination of
magnesium, manganese and zinc in plant samples by flame atomic absorption spectrometry.

Talanta 53(2): 433-441.

24. ELIK A. (2005) Ultrasound assisted pseudo-digestion of street dust samples prior to

determination by atomic absorption spectrometry. Talanta 66: 882-888.

25. ELIK A. (2007) Ultrasound assisted leaching of trace metals from sediments as a
function of pH. Talanta 71(2): 790-794.

26. FURUYA W.M., PEZZATO L.E., PEZZATO A.C., BARROS M.M., MIRANDA E.C.
(2001) Coeficiente de digestibilidade e valores de aminodcidos digestiveis de alguns
ingredientes para a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Revista Brasileira de Zootecnia
30: 1143-1149.

27. PEZZATO L.E., MIRANDA E.C., BARROS M.M., QUINTERO-PINTO L.G.,
FURUYA W.M., PEZZATO A.C. (2002) Digestibilidade aparente de ingredientes pela

tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Revista Brasileira de Zootecnia 31: 1595-1604.

28. SA M.V.C., PEZZATO L.E., BARROS M.M., PADILHA P.M. (2004) Optimum zinc
supplementation level in Nile tilapia Oreochromis niloticus juveniles diets. Aquaculture

238:385-401.



46

29. NOLAN K.B., DUFAFIN P.A. (1987) Effects of phytate on mineral bioavailability in
vitro studies on Mg*", Ca®’, Fe*", Cu®" and Zn®* (also Cd*") solubilities in the presence of

phytate. Journal of the Science of Food and Agriculture 40: 79-85.

30. RODEHUTSCORD M., PFEFFER E. (1995) Effects of supplemental microbial phytase
on phosphorus digetibility and utilization in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Water
Sciene Technology 31(10): 143-147.

31. SHAFER A., KOPPE W.M., MEYER-BURGDORFF K.H., GUNTHER K.D (1995)
Effects of microbial phytase on utilization of native phosphorus carp in a diet based on

soybean meal. Water Science Technology 31(10): 149-155.

32. OLIVA-TELES A., PEREIRA J.P., GOUVEIA A., GOMES E. (1998) Utilization of
diets supplemented with microbial phytase by seabass (Dicentrarchus labrax). Aquatic
Living Resource 11: 255-259.

33. VIELMA J.,, LALL S.P., KOSKELA J., SCHONER F., MATTILA P. (1998) Effects of
dietary phytase and cholecalciferol on phosphorus bioavailability in rainbow trout

(Oncorhynchus mykiss). Aquaculture 63: 309-323.

34. FORSTER, I., HIGGS, D.A., DOSANJH, B.S., ROWSHANDELI M., PARR J. (1999)
Potential for dietary phytase to improve the nutritive value of canola protein concentrate and
decrease phosphorus output in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) held in 11°C fresh

water. Aquaculture 179: 109-125.

35. GONCALVES G.S., PEZZATO L.E., PADILHA P.M., BARROS M.M. (2007)
Disponibilidade aparente do fosforo em alimentos vegetais e suplementagdo da enzima

fitase para tilapia-do-nilo. Revista Brasileira de Zootecnia 36(5S): 1473-1480.



Capitulo — 1



56

PROCEDIMENTOS ANALITICOS BASEADOS EM AMOSTRAGEM EM
SUSPENSAO PARA DETERMINAGCAO DE SELENIO EM AMOSTRAS DE
VEGETAIS ORGANICOS POR ESPECTROMETRIA ATOMICA EM FORNO DE
GRAFITE

Resumo

No presente trabalho ¢ proposta uma metodologia simples, rapida e de alta
sensibilidade para determinacdo de selénio em amostras de vegetais por espectrometria
atomica em forno de grafite utilizando amostragem em suspensdo. Os limites de detecg¢ao
(LOD) e de quantificagdo (LOQ) calculados em relagdo a 20 vinte leituras do branco das
suspensdes padrido (5 mg mL™" de celulose microcristalina) foram de 0,33 ¢ 1,10 pug L™,
respectivamente. O método proposto foi aplicado na determinacdo de selénio em amostras
de vegetais de cultura organica e os resultados obtidos foram concordantes com os
resultados obtidos utilizando mineralizacao acida das amostras em forno de microondas.
Palavras-chave: determinagdo de selénio; GFAAS; slurry; extragdo de selénio; cultura

organica.

1. Introducéo

O consumo de vegetais obtidos do cultivo organico pela populagdo teve um aumento
significativo. Esses alimentos sdo considerados mais saudaveis porque, conforme descrito na
literatura, apresentam maior teor de nutrientes e total auséncia de agrotoxicos. Estudos sobre
o teor dos microminerais nesses alimentos, principalmente em relacdo ao selénio, elemento
este em que o teor considerado essencial a saude humana ¢ bem proximo da sua toxicidade,
sdo poucos. A toxicidade e a essencialidade do selénio para os seres humanos e animais
depende da concentragdo na qual ¢ administrada. Sua deficiéncia ¢ responsavel por
cardiomiopatias, distrofia muscular e desordens na reprodugdo em vdrias espécies de

animais. A concentragdo desse micronitriente nos vegetais depende das condic¢des do solo e
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do método de preparacdao dos alimentos. Frutos e vegetais sao fontes que apresentam baixas
concentracdes de selénio e, além disso, uma fragdo significativa do elemento ¢ perdida
durante o processo de cozimento em agua (Mayland, 1994; Solomons, 1992; Underwood,
1973; Rosa et al., 2002).

Na determinagdo de selénio em amostras bioldgicas, um problema freqiientemente
em encontrado ¢ a baixa concentragdo desse elemento. Normalmente sua quantificacao
exige a utilizagdo de técnicas com alta sensibilidade e seletividade, como por exemplo, a
espectrometria de absor¢do atdmica em forno de grafite (GFAAS) ou por geragdo de hidreto
(HGAAS). A principal dificuldade encontrada na determinagdo do selénio ¢ o procedimento
de preparagdo da amostra, etapa na qual se podem perder os compostos de selénio por
volatilizagdo durante a mineralizacdo da amostra (Styris et al., 1991; Grammelgaard and
Jons, 1997; Chen et al., 1998; Fisher & Rademeyer, 1998; Aleixo et al., 2000; Rosa et al.,
2002).

Neste contexto, a determinacdo de analitos metalicos em suspensdes por
espectrometria de absor¢ao atdomica em forno de grafite (GFAAS), apresenta-se como uma
técnica promissora (Minami et. al.,, 2004). Essa técnica proporciona diversas vantagens,
como alta sensibilidade, limites de deteccio em niveis de ng kg™, utilizacio de pequenos
volumes de amostra, determinacdo de uma ampla variedade de elementos tragos e
considerando-se que o atomizador pode agir como um reator quimico tem-se a possibilidade
de amostragem soélida, o que elimina a etapa de decomposicdo prévia total da amostra
(Volynsky, 1996; Lima et al., 1999; Bulska et al., 2001; Tsalev et al., 2000; Rosa et al.,
2002; Ortner et al., 2002; Minami et al., 2004; Silva et al., 2006).

Considerando o exposto, neste trabalho um método simples, rapido e sensivel ¢
proposto para determinacdo de selénio em amostras de vegetais organicos por
espectrometria de absorc¢ao atomica em forno de grafite (GFAAS) utilizando-se a introdugao

direta de suspensdes das amostras no tubo de grafite do espectrometro.

2. Materiais e métodos

2.1. Reagentes, solugdes padrao e amostras



58

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

Solucdo estoque de selénio foi preparada a partir de reagente de pureza
espectroscopica (Johnson & Matthey, Royston, Hertfordshire, UK). As demais solugdes
utilizadas, incluindo as solugdes acidas concentradas utilizadas nas mineralizagcdes das
amostras, foram todas de grau analitico. Todas as solucdes foram estocadas em frascos de
polipropileno. Os frascos de estocagem de amostras e solugdes padrdo, vidrarias € os copos
do autoamostrador do espectrometro de absor¢ao atomica foram lavados com acido nitrico
10% v/v por 24 horas e em seguida enxaguados com agua ultrapura e secos por agitacao
antes da utilizacdo.

As amostras de vegetais apds secas a 50 °C em estufa de circulagdo forgada 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, o qual devidamente fechado foi imerso em nitrogénio 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 2 minutos para o pré-congelamento, 1 minuto de
pulverizagdo, novamente 1 minuto de congelamento, e uma segunda etapa que compreendeu
dois ciclos com dois estagios de pulverizacao e congelamento, perfazendo um tempo total de
8 minutos. Este procedimento permitiu obter particulas com granulometria menor que 60
um (Silva et al., 2006).

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 acido
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nitrico suprapuro 14 mol L' mais 0,50 mL de peroxido de hidrogénio 30% m/m.
Posteriormente, o seguinte programa de aquecimento (tempo/poténcia) foi utilizado: passo
1, 300W/3 min; passo 2, 0 W/2 min (ventila¢do); passo 3, 450 W/5 min, passo 4, 550 w/5
min; passo 5, 650 W/5 min; passo 6, 0 W/5 min (ventilagdo). Apoés o resfriamento, os
extratos acidos obtidos foram diluidos para 10 mL com &gua ultra-pura (Gallego et al.,

1996).

2.2. Preparo das suspensdes das amostras

Ap6és a moagem criogénica, 5 mg de amostras dos tecidos vegetais foram
transferidas diretamente para os copos do autoamostrador do espectrometro de absorcao
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 uL de solugdo 1000 mg L™ de Pd(II) e 845 uL de 4gua
ultrapura. As amostras de suspensdo dos materiais bioldgicos foram em seguida agitadas

por sonifica¢do durante 40 segundos diretamente nos copos do autoamostrador.

2.3. Equipamentos

Forno de Microondas Provecto Analitica (Campinas-SP) modelo DGT 100 plus foi
utilizado para mineralizagdo das amostras, quando necessaria.

Para determinacdo de selénio foi utilizado espectrometro de absor¢dao atomica
SHIMADSU 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 automdtico ASC-6100. Foi utilizada lampada de catodo oco de selénio
SHIMADSU, operada com 23 mA de corrente. O comprimento de onda utilizado foi de
196,0 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 atomizacdo, na qual o fluxo de gas foi interrompido. Os sinais de
absorbancia foram medidos em de area de pico.

A moagem criogénica das amostras foi feita em moinho criogénico SPEX — Freezer,

modelo Mill 6750.
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Desrruptor de células ultra-sonico UNIQUE, foi utilizado para agitacdo das

suspensoes das amostras de tecido vegetal.

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

Os tubos de grafite pirolitico com plataforma integrada utilizados nas determinagdes
de selénio tiveram suas paredes internas recobertas com tungsténio metdlico. Para isso,
aliquotas de 25 pL de solugdo contendo 1000 mg L do modificador tungstato de sodio foi
injetada dentro do atomizador, o qual em seguida foi submetido as etapas do programa de

aquecimento descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Programa de aquecimento utilizado para o recobrimento da parede interna do tubo
de grafite com tungsténio metalico (W°).

Etapa Temperatura Estagios _ Fluxo de Argdnio
CC) Rampa (s) Aquecimento (s) (L min™)
Secagem 110 10 25 0,30
Secagem 150 10 25 0,30
Reducdo 600 10 20 0,30
Redugao 1200 10 20 0,30
Limpeza 2600 0 5 0,30

Esse procedimento foi repetido 20 vezes. Com aquecimento até 500 °C ions
tungsténio sdo depositados sobre a plataforma do tubo de grafite, formando uma camada de
carbeto de tungsténio que atua como modificador quimico (Lima et al., 1999). A massa de
tungsténio depositado na plataforma do tubo de grafite foi de 500 pg. Com esse tratamento

foi possivel utilizar o tubo de grafite em 610 queimas de amostras.

2.5. Preparo das suspensdes padrao

Curvas analiticas foram preparadas utilizando-se celulose microcristalina (Merck)

contendo 2, 4, 8, 16 ¢ 20 ng L' de selénio (Merck), sendo as leituras das absorbancias feitas
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por GFAAS. Essas suspensoes padrdes foram preparadas nas mesmas condi¢des descritas
para o preparo das suspensdes de amostras de tecido vegetal, utilizando, no entanto, 5 mg de
celulose microcristalina. Desta forma, no preparo das curvas analiticas, volumes de 4, 6, 8,
16, 32 ¢ 20 pL de solugdo padrio contendo 500 pug L' de selénio foram transferidos para os
frascos do autoamostrador do espectrometro antes do volume final ser acertado para 1000
puL com dgua ultra pura, de modo que a concentracao final selénio nas suspensdes ficassem
na faixa de 2 to 20 ug L™

Solugdes padrio contendo 2 a 20 pg L' de selénio em meio de HNO; 10% v/v,
foram também utilizadas no preparo de curvas analiticas para determinagdo de selénio nas

amostras de tecido vegetal mineralizadas por digestao acida utilizando forno de microondas.

2.6. Procedimentos analiticos

ApoOs a ctapa de sonificagdo da amostra de suspensdo e/ou suspensdo padrio, feita
diretamente nos copos do autoamostrador, um volume de 10 pL de padrao ou amostra foi
injetado para dentro do tubo de grafite (recoberto internamente com tungsténio metalico)
pela micro pipeta do autoamostrador. As medidas foram feitas com cinco repetigdes. O
programa de aquecimento do tubo de grafite otimizado para determinagdo de selénio

encontra-se descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Programa de aquecimento do tubo de grafite otimizado para determinacdo de
selénio em suspensdes de amostras de fezes e ragdes.

Etapas Tem poeratu re Estagios _ Fluxo de Al_’lgﬁnio
("C) Rampa (s) Aquecimento (s) (L min™)
Secagem 90 10 0 1
Secagem 150 10 5 1
Secagem 250 10 5 1
Pirolise 1400 10 20 1
Pirolise 1400 5 10 1
Atomizacao 2400 1 5 0

Limpeza 2800 5 0 1
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3. Resultados e discussao

3.1. Otimizacao das condic¢des instrumentais

A otimizagdo das temperaturas de pirélise da amostras e de atomizagao do analito ¢
de fundamental importancia para obtencdo de resultados analiticos exatos e reprodutivos em
determinagdes de metais por GFAAS utilizando-se a técnica de amostragem em suspensao
(Alvarez et al., 1996; Lima et al., 1999; Zanao et al., 2002). Dessa forma, curvas de pirdlise
¢ de atomizacdo foram feitas para se determinar as temperaturas oOtimas de pirdlise e
atomizacdo do selénio em suspensdes padrio de celulose que continham 10 pg L' de
selénio ¢ 10 mg L' de Pd(II), utilizando-se tubo de grafite recoberto internamente com WY,
que atou como modificador permanente e as condigdes de preparo das amostras descritas no
item 2.2.

As curvas a e b da Figura 1 mostram a influéncia das temperaturas de pirdlise sobre o
sinal de absorbancia do selénio nas suspensdes padrao de celulose. A temperatura de pirdlise
de 1600 °C foi escolhida porque, como a curva a da Figura 1 indica, os sinais de absorbancia
obtidos para o selénio mantiveram-se constantes na faixa de 1400-1600 ° C, diminuindo
rapidamente apo6s atingir 1600 ° C.

Em relagdo a temperatura de atomizagdo (Figura 1, curvas ¢ e d), os sinais de
absorbancia do selénio mantiveram-se constantes a partir de 2400 °C, dessa forma, essa

temperatura de atomizagao foi selecionada para todos os demais experimentos.
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Figura 1. Curvas de temperatura de pirdlise ¢ atomizagao obtidas para suspensdes padrao de
celulose contendo 10 pg L™ de Se. Curva de Pirdlise (Temperatura de atomizagdo, 2400 °C):
a — Sinal de absor¢do atomica (AA); b — Background (BG); Curvas de atomizagao
(Temperatura de pir6lise, 1600 °C): ¢ — Sinal de absor¢do atomica (AA); d — Background
(BG).

Na Figura 2 sdo indicados os sinais de absorbancia do selénio (AA) e de absorc¢ao de
fundo (BG) para as suspensdes padrao dos materiais bioldgicos. Analisando-se a Figura 1,
um sinal de absor¢ao de fundo relativamente baixo pode ser observado. O baixo sinal de BG
demonstra a eficiéncia do modificador quimico Pd(II) co-injetado junto com a amostra e do
W? que atuou como modificador quimico permanente no estagio de pirdlise da suspensio e

na estabilizagdo térmica do selénio
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Figura 2. Sinais transientes de absor¢ao atdmica (AA) e de fundo (BG) na atomizacdo do
selénio nas suspensdes padrdo de celulose contendo 10 pug L™ de Se.

3.2. Determinacéo do tempo 6timo de sonificagcdo das suspensdes das amostras

Na andlise de suspensdes de materiais solidos, a agitagdo ultra-sdnica garante uma
boa homogeneizagdo da amostra, permitindo uma melhor reprodutibilidade entre as medidas
dos sinais de absorbancia por GFAAS. Assim, o tempo de agitacdo por ultra-som foi
avaliada no intervalo de 10 a 60 segundos. A Figura 3 mostra a influéncia do tempo de
sonificagdao da suspensao padrao de celulose sobre os sinais de absorbancia medidos para o

selénio e os desvios padrao relativos (RSD) para cada tempo de agitacao por ultra-som.
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Figure 3. Influéncia do tempo de sonicacdo sobre os sinais de absobancia medidos por
GFAAS para o selénio e dos desvios padrao relativos (RSD) na suspensdo padrao cellulose
contendo 10 pg L of Se. Curva a — Tempo de sonicagdo versus Absorbancia integrada;
Curva b — Tempo de sonificagdo versus RSD.

A analise da Figura 3 indica que os sinais de absorbancia mantiveram-se constantes a
partir de 20 s de sonicacdo. O tempo de sonicacdo de 40 s foi considerado Otimo,
proporcionando ndo s6 um bom sinal de absorbancia, mas também, um RSD relativamente

baixa entre as medidas (1,9%) (Millerihli, 1993; Rosa et al, 2002).
3.3. Obtencao das curvas analiticas

Considerando-se os parametros fisico-quimicos otimizados (temperatura de pirolise e
atomizacao e o perfil de sinal de absor¢do atdmica), curvas analiticas foram construidas
utilizando-se suspensdes padrao de celulose contendo selénio na faixa de concentracao de 2

— 20 pg L' (conforme descrito no item Preparagio de suspensdes padrio). A Figura 4
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mostra as curvas analiticas obtidas para as suspensdes padrdo de para solugdes padrdao

aquosas com as suas respectivas equagdes das retas.
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Figure 4. Curvas analiticas obtidas para suspensodes padrdo de celulose e solu¢des padrdo
aquosas contendo 2, 4, 8, 10 and 20 pg L™ de Se.

A comparagdo das curvas analiticas indica que suas inclinagcdes ndo apresentaram
diferencgas significativas (k = 0,1311 para as suspensdes padrdo de celulose, curva “a”, e k =
0,1210 para solugdes padrao aquosas, curva “b”), indicando que a sensibilidade do método
proposto ¢ aceitavel e comprova a eficiéncia da etapa de pirdlise e temperatura de
atomiza¢ao do cronograma de aquecimento empregado. A acumulacdo de residuos de
carbono no interior do tubo de grafite, causando obstrucao parcial da radiagdo da lampada
de catodo oco, pode prejudicar medidas de absorbancia (Aleixo et al., 2000). No entanto, os
baixos sinais de background (BG), obtidos na etapa de otimizagdo de selénio do
procedimento proposto, indicaram que o residuo de carbono deixado pela etapa de pirdlise
ndo prejudicou as medidas de absorbancia. As massas caracteristicas calculadas foram de 32

e 29 pg para a suspensao padrao de celulose e solucao padrao de Se (ambos contendo 15 pg
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L' de Se) (Currie, 1999). O limite de detecgio (LOD) e o limite de quantificagdo (LOQ)
foram calculados com base no desvio-padrao de 20 leituras obtidas para os brancos da curva
analitica e suas inclinagdes (LOD = 3 o/inclinagao, LOQ = 10 o/inclina¢do). Seus valores
foram 0,33 ¢ 1,10 pg L (correspondendo a 66 e 220 ug kg™') de Se para as suspensdes
padrio de celulose ¢ 0,28 e¢ 0,93 pug L' de Se para as solugdes padrio aquosas,
respectivamente (Currie, 1999). Esses resultados demonstram que o método proposto
oferece um aceitavel nivel de precisdo.

Ap6s a otimizagao, a precisao do método proposto para a determinagdo de selénio foi
investigada em suspensdes de material de referéncia certificado RM 8433 (farelo de milho)
¢ os resultados sdo listados na Tabela 3. O método proposto foi aplicado na determinacao de
selénio em quatro amostras de vegetais de cultivo organico. Os resultados foram
confrontados com os das amostras mineralizadas em forno de microondas (resultados
também apresentados na Tabela 3), ndo apresentando diferenca estatistica ao nivel de
confianca de 95% (teste t pareado). A vida util do tubo de grafite foi equivalente a 610
queimas. Considerando a complexidade das matrizes bioldgicas, o tempo de vida util do
tubo com o método proposto ¢ aceitavel quando comparado com outros métodos descritos

na literatura (Liang et al., 1996;. Aleixo et al., 2000;. Rosa et al., 2002;. Silva et al., 2006).

Tabela 3. Resultados obtidos para o selénio em amostras vegetais utilizando o procedimento
proposto com amostragem em suspensao e o procedimento com mineralizacdo em forno de
microondas.

Amostras Vegetais S(l:fé)izséle)s Miiegrell(lgizalc)ias
Pepino 242434 245438
Morango 284+4,1 287+4,7
Casca de Manga 25143,5 255439
Semente de Abobora 235432 23843,6
Padrao Certificado* 45+1,6 44+1,8

Resultados expressos como valor médio * desvio-padrdo (n=5).
Intervalo de Confianga a um nivel de confianga de 99% (t = 5,70).
*Material de referéncia certificado - RM 8433 — National Institute of Standards and Technology (45+8 ug kg™).
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4. Conclusbtes

O método proposto para quantificacio de selénio em amostras de suspensodes
vegetais apresentou resultados equivalentes aos obtidos pelo método de quantificagdo por
GFAAS cuja primeira etapa envolve a mineralizagdo das amostras em forno de microondas.
A principal vantagem do método proposto ¢ que ndo gera residuos toxicos, que podem ser
prejudiciais para a saide do analista e contaminam o ambiente. Além disso, uma vez que
este novo método ndo requer mineralizacdo das amostras, reduz consideravelmente o tempo
gasto nas determinagdes analiticas em andlises vegetais. Além disso, oferece limites de
detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) na ordem de 0,30 ug L™ e 1 ug L™, respectivamente,
utilizando somente 10 pL. de amostras em suspensdo para cada determinacao analitica. Uma
comparacao dos valores dos limites de deteccdo calculados pelo método proposto com os
obtidos por GFAAS (0,28 pg L) usando solugdes padrio aquosas demonstraram a

sensibilidade acitavel do método proposto.
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