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I. INTRODUCAO

1.1. Consideragdes iniciais e justificativas
1.1.1. Estudo da digestibilidade dos alimentos na nutri¢éo de peixes

A determinacdo quimica e os testes alimentares sdo os primeiros procedimentos
para se determinar o valor nutritivo de um alimento. Entretanto, apos a ingestdo, sua
efetiva assimilacdo depende da digestibilidade pelo organismo animal, ou seja, da
habilidade com que o animal ira digerir e absorver 0s nutrientes e a energia contidos no
alimento. 2

No estudo de nutricio de peixes, a determinacdo da digestibilidade dos
nutrientes das ragdes utilizadas na alimentacdo desses animais, € o primeiro cuidado
quando se pretende avaliar o potencial de inclusdo da dieta.®> Conhecendo-se o grau de
digestibilidade do alimento, pode-se descrever a fracdo do nutriente ou da energia do
alimento que ndo é excretada nas fezes do animal.* A substituicdo de determinados
produtos e subprodutos da agroindustria, empregados como ingredientes das dietas de
peixes, por produtos sucedaneos, tem sido feita com base em estudos de digestibilidade
dos nutrientes desses alimentos e tem se apresentado como pratica econémica
alternativa.”®

Independentemente do método utilizado para determinagdo do coeficiente de
digestibilidade de uma dieta ou ingrediente, os resultados finais podem ser afetados por
fatores dependentes do meio ambiente, do estado de saude do animal, dos habitos
alimentares e da composicao e processamento da dieta.’

Na determinacdo da digestibilidade de alimentos por peixes, utilizam-se 0s
chamados indicadores fecais. Esses indicadores se dividem em internos e externos. Os
marcadores internos ocorrem naturalmente nos alimentos, enquanto que os marcadores
externos sdo adicionados & dieta ou administrados por outra via ao animal.® Os
marcadores externos sdo os mais utilizados nos estudos de digestibilidadas com peixes,
sendo o oxido de crémio 111 (Cr,0O3) 0 marcador que apresenta melhor aceitacdo por ser
completamente indigerivel e ndo absorvivel, por ndo ter acdo farmacoldgica no aparelho

digestério, passando, dessa forma, uniformemente através do aparelho digestério.®™*



A determinacgéo da porcentagem de Cr,O3 nas fezes dos peixes permite estimar o
coeficiente de digestibilidade total ou parcial dos nutrientes metabolizados,
comparando-se com a porcentagem desse Oxido que é misturado inicialmente na
racdo.'? Para isso, 0s peixes so mantidos em aquarios onde sdo alimentados com racdes
marcadas com 0,1% de Cr,O3. Decorrido o periodo de alimentacdo, 0s peixes sdo
transferidos para aquarios de coleta de fezes, com fundo conico para favorecer a
decantacdo das fezes. As fezes sdo coletadas apds decantacdo e retiradas da agua
sobrenadante, sendo em seguida centrifugadas, secas em estufa, moidas e conservadas a
—20°C."® Apbs determinacéo da composicdo quimica-bromatolégica e da porcentagem
de Cr,03; nas ragdes e fezes, o coeficiente de digestibilidade pode ser calculado
utilizando-se a equacéo 1:**

%Cr20sr %Nf .
Da =100-100 X Equacéo 1
%Cr20sf %NTr

onde:

Da = Digestibilidade aparente;

%Cr,O3r = Porcentagem de Oxido de crdmio na racao;
%Cr,0Osf = Porcentagem de 6xido de cromio nas fezes;
%Nr = Porcentagem de nutriente na ragao;

%NTf = Porcentagem de nutriente nas fezes.

A determinacdo da porcentagem de oxido de cromio tanto nas fezes como nas
racOes, apresenta dificuldades nos procedimentos de preparo das amostras.
Normalmente a mineralizagdo das amostras sdo feitas por aquecimento lento (60-80 °C)
em blocos digestores, utilizando-se mistura nitrica-perclérica (5 mL de HNO;
concentrado + 2 mL de HCIO, concentrado).”® Os extratos resultantes sdo solucdes
4cidas de dicromato (Cr,0;%), que normalmente é quantificado pelo método
colorimétrico da difenilcarbazida.’® Este procedimento além de demorado, apresenta o
inconveniente de oxidar o cromio (1) a crébmio (VI), espécie altamente toxica. A
quantificacdo de alguns nutrientes metalicos, colocados nas ragcdes em baixas
concentracfes, como o cobre e o selénio, por exemplo, apresenta a mesma dificuldade
nas suas determinacoes.

Considerando-se 0 exposto, o desenvolvimento de novas metodologias que
permitam a quantificacdo segura dos nutrientes metalicos e do 6xido de crémio (l11),



utilizado como marcador de racdes, para determinacdo da digestibilidade nutricional
aparente nos estudos de nutricdo animal, particularmente nutricdo de peixes, torna-se
fundamental. Neste contexto, a determinacdo de analitos metélicos em suspensdes por
espectrometria de absorc¢ao atdbmica em forno de grafite, apresenta-se como uma técnica
bastante promissora, principalmente porque permite a eliminacdo da etapa de
mineralizacdo das amostras e também a producao de crémio (VI1), que pela metodologia

classica utilizada nos estudos de nutricdo animal, constitui o principal problema.
1.1.2. Os nutrientes metdlicos e suas fun¢des na nutricdo animal

Todos os tecidos possuem elementos quimicos (minerais) em proporcdes e
quantidades variaveis. Assim, sdo componentes essenciais ao metabolismo, refletindo
na maior ou menor produtividade do animal.’” Dois a cinco por cento do corpo do
animal é constituido pela fracdo mineral, ocorrendo variacdo em funcdo da espécie, da
raca e do préprio individuo.'”*® Os minerais sdo classificados como macrominerais
(minerais que o organismo necessita em grandes quantidades) e microminerais
(minerais que o organismo necessita em menores quantidades). Dos elementos quimicos
presentes na tabela periddica, 25 podem ser classificados como essenciais, no entanto,
do ponto de vista pratico, podemos classificar os elementos essenciais em:

e Macroelementos: célcio, fésforo, magnésio, potassio, sodio, cloro e enxofre.

e Microelementos: ferro, iodo, selénio, cobalto, manganés, zinco e cobre.

A evolucéo da ciéncia animal, aliada a modernizagdo dos sistemas de analises nos
altimos anos, tem levado a descobertas de outras espécies metalicas que participam de
ciclos metabdlicos importantes no organismo de diversos animais. Assim, ja existem
evidéncias da necessidade do molibdénio, do niquel, do crémio, do silicio, do vanadio,
do fluor e até do arsénio. Por outro lado, alguns desses elementos, preocupam mais pela
sua toxicidade e antagonismo, como fluor, niquel e arsénio, que se ndo forem bem
controladas suas dosagens, tornam-se nocivos ao animal. *°

Genericamente, as funcdes dos sais minerais podem ser classificadas em:?

e Funcdo estrutural — minerais com participacdo nos 6rgaos e tecidos, como o
calcio, o fosforo e o magnésio, integrantes dos o0ssos e dos dentes. Os minerais que
participam da constituicdo das proteinas musculares, como fdsforo e enxofre, também

se enquadram dentro dessa funcéo.



e Funcdo eletrolitica — minerais que participam como constituintes dos fluidos e
dos tecidos orgéanicos, como o sodio, 0 potassio, o célcio e o magnésio, sendo
responsaveis pela manutencdo da pressdo osmotica, pelo equilibrio acido-base e pela
permeabilidade da membrana e dos tecidos, enquadram-se dentro dessa fungéo.

e Funcdo catalisadora — minerais que atuam como catalisadores nos sistemas
enzimaticos e hormonais, como integrantes especificos das metaloenzimas. Séo
representantes nessa funcao os microelementos minerais. Dentre eles, podemos destacar
o0 iodo, pela sua funcdo na tiroxina. A Tabela 1 mostra os principais microelementos que

participam dessa fungao e seus respectivos sistemas enzimaticos.

Tabela 1 — Microelementos e seus respectivos sistemas enzimaticos.

Minerais Sistemas enzimaticos

Ferro Citocromos, catalases e desidrogenase do &cido fumarico.

Cobre Citocromo-oxidase, oxidase do 4&cido ascorbico, catalases e
aminoxidase.

Manganés Hidrolases, tiaminases, descarboxilases e quinases.

Molibdénio Xantino-oxidase e aldeido-oxidase.

Selénio Glutationa-peroxidase

Zinco Anidrase-carbonica, fosfatase-alcalina e carboxipeptidase.

1.1.3. Interagéo entre minerais e outros nutrientes

Os minerais podem interagir entre si, com outros nutrientes e também com
alguns fatores ndo nutritivos da dieta. As interacGes do tipo sinérgica ou antagdnica
podem ocorrer na propria dieta ou durante o metabolismo no trato gastrointestinal. O
conhecimento dessas interag0es assume importancia fundamental para a corregdo das
deficiéncias minerais causadas principalmente pelos desequilibrios entre os elementos
constituintes da dieta.?

O conceito de sinergismo e antagonismo dos minerais nao esta bem esclarecido.
No aspecto sinérgico, parece que ocorre uma melhoria na absor¢do de um elemento em
funcdo de outro, desempenhando alguma funcdo metabdlica em nivel do tecido ou em

nivel celular.??



O sinergismo dos minerais no trato gastrointestinal segue 0s possiveis

mecanismos de interacio:*

Interacdo direta entre os elementos, sendo que os niveis de absor¢do s&o
determinados por suas proporcdes na dieta;

Interacdo através de processo intermediario da fosforilacdo na parede intestinal e
a atividade das enzimas digestivas. Um exemplo € o efeito do fosforo, do zinco e
do cobalto na liberag&o do alimento e na absorcéo de outros minerais;

Interacdo indireta pelo estimulo do crescimento e atividade da flora microbiana
do ramen. Um exemplo é o cobalto, que estimula a flora, intensificando o
processo biossintético.

Em nivel de tecido e metabolismo celular, o sinergismo pode ocorrer devido &:
Interacdo indireta de elementos na fungdo estrutural (calcio e fdésforo na
formagéo dos ossos, cobre e ferro na formacdo da hemoglobina, manganés e
zinco na conformacao do DNA);

Participagdo simultanea no centro ativo de algumas enzimas (ferro e molibdénio
na xantinoxidase, cobre e ferro na citocromoxidase);

Ativacdo de sistemas enzimaéticos e intensificagdo de processos sintéticos que
requerem a presenca de outros minerais (magnesio nas sintetases, com
subseqiente participacdo do fosforo, enxofre e outros elementos);

Ativacdo das fungdes endocrinas e efeito sobre o metabolismo de outros
minerais (iodo — tiroxina — aumento do anabolismo — maior retencdo de
potassio e magnésio no corpo).

A interacdo do tipo antagbnica pode ser definida como um elemento inibindo a

absorcdo de outro no trato gastrointestinal e produz efeito oposto sobre uma funcéo

bioquimica no organismo.?* O mecanismo podera ocorrer em nivel gastrointestinal ou

em nivel de tecido muscular.

Em nivel gastrointestinal, temos:
Reacdo quimica entre elementos (formacdo de fosfato de magnésio na presenca
de excesso de magnésio na dieta; formacao de complexos entre cobre ou zinco,
com fosforo, sulfato ou amonio);
Adsorcdo sobre a superficie das particulas coloidais (fixacdo de magnésio e ferro

em particulas de sais insolaveis);



e Efeito inibidor com funcdo antimetabolica. A¢do do boro ou do titanio sobre a
fosforizacdo oxidativa;

e Competicdo entre ions. Agindo como material carregador na parede intestinal
(cobalto com ferro).
Em nivel de tecido muscular, a interacdo antagnica pode ocorrer:

e Diretamente entre ions simples e complexos organicos;

e Por competicdo entre ions no centro ativo de sistemas enzimaticos (magnésio e
manganés nas metaloenzimas);

e Por competi¢do para ligagdo com substancias carregadoras no sangue (ferro com
zinco);

e Interferéncias de diferentes ions sobre uma dada enzima (ativacdo da ATPase
pelo magnésio e inibicdo pelo célcio);

e Por abrandamento do nivel toxico dos metais pesados como chumbo e vanadio
por ions ou elementos bidticos (reducdo da concentracdo de chumbo no corpo
pela absorgéo de cobre, zinco e manganés).

1.1.4. Espectrometria de absorcéo atdémica por chama — FAAS?#
1.1.4.1. Conceitos basicos em Espectrometria Atdmica

O atomo é constituido de um nucleo rodeado de elétrons. Todos os elementos
possuem um ndmero de elétrons que esta associado com o nucleo atbmico dentro da
estrutura orbital que é Unica de cada elemento. Os elétrons ocupam posi¢Bes nos orbitais
em uma ordem e em caminhos definidos. A energia mais baixa, que corresponde a
configuracdo eletrénica estavel do 4&tomo, conhecida como “estado fundamental”, é a
configuracdo normal para os &tomos.

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

processo inicial de excitacdo serd emitida.



O processo descrito acima € representado pela Figura 1. Na primeira etapa
ocorre a excitagdo forgada proporcionada por fonte externa de energia, e na segunda
etapa ocorre 0 processo espontaneo de decaimento, envolvendo emisséo de luz.

O comprimento de onda da energia radiante emitida esta diretamente relacionado
com a transicdo eletrénica ocorrida. Sabendo-se que todos os elementos possuem uma
estrutura eletrdnica Unica, e que o comprimento de onda da luz emitida é uma
propriedade individual de cada elemento, é possivel determinar qualitativamente qual é
0 elemento, por este comprimento de onda ser caracteristico de cada elemento, algo

como uma “impresséo digital do elemento”.

Primeira Etapa

EXCITACAO —Q—

Energia ® >
Estado Estado
fundamental excitado

Segunda Etapa

y)
—@— DECAIMENTO S + /\/
- —@—
Estado Estado Energia
Excitado Fundamental luminosa

Figura 1 - Processos de excitacdo e decaimento dos elétrons de valéncia.

Como a configuracdo do orbital dos atomos pode ser complexa, podem ocorrer
algumas transicOes eletronicas, estas transi¢des resultam na emissdo de comprimentos

de onda caracteristicos da luz, como ¢ ilustrado pela Figura 2.



EXCITACAO EMISSAO
r [ M
Estados Estados

Excitados 4 Excitados 12 Energia
-1 """ Luminosa

A 13

Estado Estado L.

Fundamental Fundamental

Figura 2 - TransicOes de energia.

O processo de excitagdo e decaimento para o estado fundamental esta envolvido
nas 3 linhas de espectroscopia atdmica (emissdo, absor¢do e fluorescéncia atdmica).
Essa energia absorvida no processo de excitacdo e essa energia emitida no processo de
decaimento é quantificada e utilizada para propositos analiticos.

Em emissdo atbmica, a amostra é submetida a alta energia, de natureza térmica,
para produzir &tomos no estado excitado, capazes de emitir luz (Figura 3). A fonte de
energia pode ser um arco elétrico, uma chama, ou mais recentemente, um plasma. O
espectro de emissdo de um elemento exposto a fonte consiste em uma colecdo dos
comprimentos de onda emitidos, comumente denominados “linhas de emisséo”, devido
a natureza discreta dos comprimentos de onda emitidos. O espectro de emissdo pode ser
utilizado como uma caracteristica Unica do elemento para identificacdo qualitativa. A
emissao atdbmica utilizando arco elétrico vem sendo amplamente utilizada em anélises

qualitativas.

A 4

S==a

Queimador Monocromador Detector

Figura 3: Espectroscopia de emissdo atbmica
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Técnicas de emissdo também podem ser utilizadas para determinacGes
quantitativas. A intensidade da luz emitida no comprimento de onda caracteristico do
elemento a ser determinado € quantificada, e esta emissdo sera maior de acordo com o
numero de atomos do analito presente na amostra. A técnica de Fotometria de Chama é

uma aplicacdo da emissdo atdmica para analises quantitativas.

Quando a luz de um dnico e exato comprimento de onda incidir em atomos no
estado fundamental, os &tomos podem absorver esta luz e atingirem um estado excitado,
e este é o principio fundamental da Absor¢do Atémica, processo ilustrado na Figura 4.
A quantidade de interesse em determinagdes por absorcdo atdbmica é a quantidade de luz
que € absorvida durante a passagem pelo interior da nuvem de atomos. Quando o
numero de 4&tomos no caminho do feixe de luz aumenta, a quantidade de luz absorvida
aumenta proporcionalmente. A quantificacdo da diferenca entre a quantidade de luz
emitida pela fonte e a quantidade de luz que passou pelo interior da nuvem de atomos
corresponde a concentracao de atomos do analito na amostra.

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

selecionados permite determinacdes individuais de elementos em presenca de outros.

A nuvem atbmica necessaria para as determinacGes por absorcdo atdmica é
produzida por suplemento suficiente de energia térmica, que promove a dissocia¢do dos
componentes quimicos em atomos livres. Estes atomos livres, em contato com a
radiacdo proveniente da fonte externa, sdo entdo promovidos para estados excitados, e
esta energia absorvida para promover a mudanca é o fator que possibilita a
quantificacdo dos elementos na amostra. Todo o processo de quantificagdo do analito
esta diretamente relacionado com a eficiéncia da etapa de atomizacdo, se esta for
eficiente, a maioria dos 4&tomos estara na forma do estado fundamental e serdo capazes

de absorver a radiacdo proveniente da fonte.

L — =

Fonte Queimador Monocromador Detector

Figura 4 - Espectroscopia de Absor¢do Atdmica.
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A facilidade, a velocidade, a exatiddo e a precisdo das determinacdes fazem da
absorcdo atbmica um dos mais populares métodos para determinacdo de metais nos

mais variados tipos de amostras.

O ultimo campo em Espectroscopia Atdmica ¢ a fluorescéncia atomica (Figura
5), técnica que incorpora fundamentos da absorcdo atdbmica e da emissdo atdmica.
Como em absorcdo atdmica, os atomos no estado fundamental sdo introduzidos na
chama e excitados pela radiacdo que atravessa a nuvem atdmica pelo processo de
atomizacdo. A quantidade de radiacdo absorvida durante o processo assemelha-se ao
que é observado na absor¢do atdmica, no entanto, a emissdo resultante do decaimento
de energia dos atomos excitados, € quantificada como € observado no processo de
emissdo atomica. A intensidade desta “fluorescéncia” aumenta com o aumento da
concentracdo de a&tomos, proporcionando as bases para as analises quantitativas.

Outra diferenca basica da fluorescéncia esta no posicionamento da fonte de
radiacdo, que se encontra formando um angulo com o resto do sistema éptico. Desta
maneira, o detector de radiagéo recebe somente a fluorescéncia criada dentro da chama,
e ndo diretamente a radiacdo proveniente da fonte. Este fato é uma vantagem, pois
minimiza o efeito da intensidade da fonte, aumentando a sensibilidade do equipamento
devido a maior facilidade de quantificacdo da energia emitida pelos atomos excitados

sem a interferéncia da emissdo proveniente da fonte.

—=

\ 4

\ 4

\ 3

Fonte Queimador Monocromador Detector

Figura 5. Espectroscopia de Fluorescéncia Atomica.
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A técnica de emissdo atdbmica é a mais adequada na determinagcdo do metais
alcalinos, dentre eles o sodio, o potéssio e o litio, devido ao fato de eles emitirem no
visivel e ndo necessitarem de uma fonte térmica muito potente para promover 0s
elétrons de valéncia ao estado excitado.

Dentre as aplicacGes da técnica de fluorescéncia atbmica estdo as suas analises
de metais, principalmente aluminio, em materiais como 6leos lubrificantes, substancias
bioldgicas, etc.

A técnica de absorcéo atdmica é uma forma mais sensivel para a determinacao
quantitativa de mais de 60 metais e metaldides. A absor¢do atbmica é a mais utilizada
entre as trés técnicas e normalmente oferece inlmeras vantagens sobre as demais, mas
dependendo do tipo de amostra e do analito em questao, beneficios particulares podem

ser obtidos pelo uso da emissdo atdmica ou pelo uso da fluorescéncia atdmica.
1.1.4.2. Anélises Quantitativas em Absorc¢édo Atémica

Uma fonte, geralmente uma lampada de catodo oco (HCL), emite radiacdo em
um comprimento de onda determinado, e com intensidade inicial l,. Esta radiagdo esta
direcionada para a chama que contém os atomos no estado fundamental. A intensidade
inicial de radiacéo (l,) sofre decréscimo devido a absorcdo de parte desta energia pelos
atomos que passaram do estado fundamental para o estado excitado. A radiacdo que
chega até o sistema detector com diminuicdo de intensidade, € denominada I, e a
quantidade de radiacdo absorvida pelos atomos do analito na nuvem atdmica €
determinada pela comparagéo entre os valores de | e I,. A diferenca de intensidade entre
I e I, corresponde a concentragdo do analito dentro da amostra, como sera detalhado a
sequir.

Relacdo entre I, | e concentracao:

Diversos termos sdo utilizados para definir a quantidade de radiacdo que sofreu

variacdo. A “transmitancia”, que é um desses termos, é definida como a razéo entre a

intensidade final e inicial de radiacdo (Equacéo 2).

T=— Equacdo 2
o
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A transmitancia indica uma fracdo inicial da radiagdo que passa pelo caminho da
chama e chega até o sistema detector. A porcentagem de transmitancia é simplesmente a
transmitancia expressa em termos de porcentagem (Equacéo 3).

% T =100 x (+] Equacdo 3

0

A porcentagem de absorcdo € um complemento da porcentagem de transmitancia
definida como a porcentagem da intensidade de radiacdo que é absorvida dentro da
chama pelos atomos (Equacéo 4).

%A=100-%T Equacédo 4

O termo absorbancia € puramente uma quantidade matematica que pode ser

representado pela Equacéo 5:
g
A=log I Equacéo 5

A absorbancia também é o termo mais conveniente para caracterizar a radiacdo
em espectrometria de absorcéo, principalmente porque a absorbancia segue uma relagédo
linear com a concentragéo, definida pela ”Lei de Beer” (Equacéo 6).

A =abc Equacdo 6
onde:
A = absorbancia;
a = coeficiente de absorcdo (uma constante que € caracteristica da espécie absorvendo
em um comprimento de onda especifico);
b = comprimento do caminho percorrido pela radiacdo dentro da chama;
¢ = concentracdo das espécies.

Esta equacdo representa, simplificadamente, que a concentracdo é diretamente
proporcional a concentracdo dos atomos que absorvem dentro dos parametros pré-
estabelecidos de anélise.

A proporcéo direta entre concentracdo e absorbancia é claramente evidenciada
quando solugdes com concentracdes conhecidas sdo utilizadas na construcao das curvas
analiticas. Quando a absorbéncia é “plotada” em fungdo da concentragdo, uma relagdo

de linearidade é observada para certos intervalos de concentracdo (Figura 6). Dentro
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destas regides aonde a Lei de Beer ¢ mantida, o crescimento da absorbancia é

diretamente proporcional ao crescimento da concentragéo.
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Figura 6. Curva analitica para o ion metélico cobre.

Quando a concentragdo e a absorbancia aumentam, observa-se um
comportamento ndo ideal no processo de absor¢do em fungdo da concentracdo, o que

acarreta desvios da linearidade (ndo representado na Figura 6).

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

extrapolacéo dos valores obtidos nestas curvas.

1.1.5. Espectrometria de absorcéo atomica em forno de grafite - GFAAS®?

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

sensibilidade era alcancada, com menor consumo da amostra. °

A técnica de espectrometria de absorcdo atbmica com atomizacéo eletrotérmica
(ETAAS), apesar de ser geralmente monoelementar, é adequada para a determinacao de
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baixas concentracfes de metais e semimetais, apresentando alta sensibilidade, uma vez
que a aliquota da amostra colocada dentro de tubo de grafite (forno) é atomizada em um
curto periodo de tempo, e o tempo de residéncia média dos a&tomos no caminho éptico é
de aproximadamente 1 segundo (Figuras 7 e 8). Além disso, a técnica apresenta boa
seletividade, requer pequenos volumes de amostra e possui limites de deteccéo, para a

maioria dos elementos, em concentracdes da ordem deng L™ e ug L™

Figura 7. Espectrometria de absor¢do atdmica com atomizacdo eletrotérmica em forno

de grafite.

Figura 8. Representacdo de corte de forno de grafite com aquecimento longitudinal

Varian.

Na atomizagdo eletrotérmica em forno de grafite, o solvente, o &cido ou a
mistura azeotrépica da amostra é evaporada em temperaturas da ordem de 200-250 °C,

etapa denominada de secagem (Figura 9).
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Gas de
protecdo
lf—

Figura 9. Etapa de secagem da amostras no programa de aquecimento para

determinacéo de metais por GFAAS.

Ap0s a etapa de secagem, a matéria organica e outros concomitantes da amostras
sdo incinerados em temperaturas da ordem de 450-1600 °C, separando assim o analito
(metal, semimetal) dos outros componentes da matriz solida. Esta etapa do processo é
denominada de pirdlise (Figura 10). Apds a etapa de pirGlise, a corrente elétrica
responsavel pelo aquecimento do tubo de grafite é aumentada rapidamente até uma
amperagem que eleve a temperatura na ordem de 2000 °C a 3.000 °C, provocando
formagdo de uma nuvem atdmica dos analitos metalicos. Esta etapa é denominada de
atomizacdo (Figura 11) e ocorre em um periodo de milissegundos até segundos. Nesta
etapa a medida de absor¢do da radiacdo é feita na regido imediatamente acima da

superficie do tubo.

Figura 10. Etapa de pirdlise da amostras no programa de aquecimento para

determinacédo de metais por GFAAS.
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Parada do gas

Parada do gas
de protecio

de protecio

1000 a 4000%C s

Taromizaciot 1400-2600°C

Huvem atdmica

Figura 11. Etapa de atomizacdo da amostras no programa de aquecimento para
determinacédo de metais por GFAAS.

Apdbs a medida da absorbancia da analito, é feita entdo uma etapa de limpeza,
para remocdo de tragos do analito metélico evitando assim o chamado “efeito de
memoria”. As etapas de secagem, pirélise e limpeza, sdo assistidas por uma corrente de
argonio (fluxo de = 1 L min™) para remover os componentes da matriz volatilizados em
cada etapa. As quatro etapas envolvidas no processo de atomizacdo para determinagéo
de um analito por GFAAS estdo sumarizadas no gréfico da Figura 12.

Secagem
-=— Pirdlise
| | parada do gés de protecsio
—= Atomizac8o
-+ Limpeza
—— Resfriamento

O
=]
L
=
At
L
g
5
[

Tempo (s)

Figura 12. Etapas envolvidas no programa de aquecimento para atomizacdo de um

analito na espectrometria de absorcao atbmica em forno de grafite (GFAAS).
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1.1.6. Determinacdo de nutrientes metalicos em amostras biolégicas por

espectrometria de absorcédo atbmica em forno de grafite

A determinacdo de nutrientes metalicos em amostras bioldgicas (vegetais,
sangue, fezes de animais, alimentos, etc.) por espectrometria de absorcdo atbmica em
forno de grafite (GFAAS) proporciona diversas vantagens. Dentre elas podemos citar a
alta sensibilidade da técnica, com limites de deteccdo em niveis de ng kg™, a utilizacéo
de pequenos volumes de amostra, a determinacdo de uma ampla variedade de elementos
tracos e considerando-se que o atomizador pode agir como um reator quimico, tem-se a
possibilidade de amostragem sélida, o que elimina a etapa de decomposicéo prévia total
da amostra.?®

A amostragem de sélidos na forma de suspensdo apresenta vantagens sobre os
procedimentos de digestdo convencionais, como reducdo no tempo de preparo da
amostra, diminuicao nas perdas do analito, por manipulacao excessiva ou retencao sobre
produtos insolGveis, reducdo da possibilidade de contaminacdo da amostra e
principalmente a minimizago da ac&o de 4cidos perigosos ao analista.?®

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

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

medidas analiticas.*?

1.1.7. Outras aplicacfes da técnica de espectrometria de absor¢do atbmica em

forno de grafite

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

Determinagfes de chumbo, selénio e cddmio em suspensdes de alimentos para
bebés por GFAAS, podem ser feitas em meio de Triton X-100 0,1 % (m/v), H,0, 30%
(v/v) e HNO3 1 % (v/v). Os modificadores de matriz mais eficientes neste método sao:
Ni 0,5 % (m/v) para selénio, Ni + NH4;H,PO4 1 % (m/v) para cddmio e NH4H,PO,4 1 %
(m/v) para chumbo. A calibracdo do equipamento pode ser feita utilizando-se padrbes
aquosos para selénio e chumbo, para cddmio deve-se utilizar 0 método da adicdo de
analito.®

Nas ultimas décadas diversos trabalhos tém destacado a importancia da
utilizacdo de modificadores quimicos adequados nas determinacdes de metais tragos por
GFAAS, tanto em amostras liquidas quanto em suspensd0.**¢ O uso do modificador
nessas determinacdes, visa obter uma temperatura de pirolise o mais elevada possivel ao
analito, para garantir a remocdo da matriz com eficiéncia. De uma maneira geral,
temperaturas a partir de 1000 °C tém se mostrados suficientes para a pirdlise total da
matriz.

Modificadores quimicos como niquel e paladio estdo entre os mais utilizados em
determinacbes de elementos tracos por GFAAS. A mistura desses modificadores
estabiliza elementos volateis, como o selénio, permitindo a utilizacdo de temperaturas
de pirélise da ordem de 1000°C, permitindo assim a eliminacdo quase que total dos
componentes da matriz.*®

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

O paladio, quando misturado com nitrato de magnésio, proporciona a
estabilidade térmica de cerca de 21 elementos a altas temperaturas, eliminando a maior
parte dos componentes de varias matrizes. Essa mistura é considerada como
modificador quimico universal.®’ Essa mistura de modificadores, destaca-se
principalmente na determinacdo de elementos volateis (Ex. arsénio, selénio), presentes
na forma de tracos em amostras de dgua mineralizadas utilizadas na medicina. O uso

desses modificadores elimina principalmente a alta absorcdo de fundo, causada pela
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grande concentracdo de sddio presente nessas amostras, e a contaminag¢do do tubo de
grafite devido & alta concentragéo de sulfato.*®

A mistura de cloreto paladio com cloreto de cAdmio permite a determinacdo de
elementos volateis, como selénio, em amostras de aerodispersoides (Ex. fuligem de
carvao) por GFAAS. Essa mistura de modificadores, permite a remocdo dos
concomitantes da matriz, e elimina a interferéncia do ferro, elemento comum presente
nesse tipo de amostra.*

A utilizacdo de compostos organicos como modificadores quimicos, como a
glicose, tem sido proposta para determinagéo de antiménio e selénio em suspensdes de
amostras bioldgicas por GFAAS. Misturas da amostra com a glicose nas proporcdes
0,001 % (m/v) e 2% (m/v), permite a estabilizacdo térmica do selénio e antimoénio até
1300 °C. A interferéncia espectral causada pela presenca de fosfato, principalmente em
relacdo ao selénio, é bastante minimizada.”® Outra mistura alternativa de modificadores
utilizada na determinacdo de selénio, é a de platina com niquel. O uso desse
modificador na determinagéo direta de selénio em amostras de sucos de frutas silvestres
por GFAAS, permite a eliminacdo de interferéncias espectrais causadas principalmente
por potassio, fosfato e calcio.*!

Um método alternativo para determinacdo direta de elementos volateis em
amostras biologicas por GFAAS, consiste na diluicdo da amostra em solugédo a 10% de
aminas terciarias e a adicdo de nitrato de paladio como modificador quimico. Nessas
condic@es, consegue-se diminuir o tempo de analise, 0 consumo de reagentes, o risco de
contaminacgdo, além disso, a sensibilidade aumenta significativamente, principalmente
para elementos como o selénio.*?

De uma maneira geral, a utilizacdo de paladio como modificador de matriz, mais
especificamente de nitrato de paladio, tem se mostrado mais eficiente. Mesmo em
determinacfes de suspensdes de amostras biologicas, esse modificador proporciona a
quantificacdo de diversos elementos, principalmente os volateis como selénio, arsénio e
antiménio, uma melhoria da estabilidade térmica e do perfil do sinal transiente, uma
melhoria da exatiddo e da precisdo do método, além é claro de proporcionar o aumento
significativo da sensibilidade.”*** A capacidade do paladio em estabilizar elementos,
como o selénio, em elevadas temperaturas de pirélise, esta relacionada a formacdo de
um composto intermetélico, que mantém o elemento estavel termicamente em

temperaturas superiores a 900 °C.4
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Anexo |

Lista de abreviagtes

Cr,03: Oxido de Crémio (l11)

HNO3;: Acido Nitrico

HCIO,: Acido Perclérico

Cr,0+*: fons Dicromato

H,0,: Peroxido de Hidrogénio

HF: Acido Fluoridrico

Ni: Niquel

Ni + NH;H,PO,: Niquel + Fosfato diacido de amonio
NHsH,PO,: Fosfato diacido de aménio

FAAS: Espectrometria de absor¢do atbmica por chama
GFAAS: Espectrometria de absorcdo atomica em forno de grafite
A: Comprimento de onda

HCL: “Hollow cathode lamp” ou Lampada de catodo oco
lo: Intensidade de radiacdo que chega a chama

I: Intensidade de radiac@o que néo foi absorvida na chama
T: Transmiténcia

%T: porcentagem de Transmitancia

A: Absorbéancia

%A porcentagem de Absorbancia
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Determinacdo de Cr em suspensdes de fezes de peixes por GFAAS para estimativa
do coeficiente de digestibilidade aparente de nutrientes em racges utilizadas em

piscicultura

Resumo

No presente trabalno um método simples, rapido e sensivel é proposto para
determinacdo de crémio (utilizado como marcador bioldgico de races de peixes) em
amostras de fezes de peixes por GFAAS utilizando-se a introducéo direta de suspensoes
das amostras no tubo de grafite do espectrometro. Amostras de fezes e de ragoes
contendo de 0,10 a 1,00 mg kg™ de Cr,Os (isentas de minerais) foram moidas em
moinho criogénico. Apos este procedimento as amostras apresentaram granulometria
menor que 60 um. As suspensdes foram preparadas misturando-se, diretamente no copo
do amostrador automatico do espectrébmetro, 20 mg de amostras de racéo, ou fezes, com
1 mL de solugdo contendo 0,005% v/v de Triton X-100 e 0,50% v/v de HNOj3
suprapuro. Apo6s sonificacdo durante 20 segundos, 10 uL de suspensao foram injetados
para dentro do tubo de grafite que continha, na sua parede interna, uma pelicula de
paladio metélico que atuou como modificador quimico permanente. Os limites de
deteccdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ), calculados em relagédo a 20 leituras do
branco das suspensdes (2% m/v de fezes ou racdo isentas de minerais), foram de 0,81 e
2,70 pug L™ de Cr,03 para as suspensdes padrdo de fezes, 0,84 e 2,83 ug L™ de Cr,03
para as suspensdes padrdo de racdo. O método proposto foi aplicado em estudos de
digestibilidade/disponibilidade de nutrientes em diferentes rages de peixes e
mostraram-se de acordo com os resultados obtidos, utilizando-se amostras previamente
mineralizadas por digestdes acidas.

Palavras-chave: Suspens@es de racdes e fezes de peixe; GFAAS; Modificador quimico;

Paladio metalico.



30

Determination of chromium by GFAAS in slurries of fish feces to estimate

the apparent digestibility of nutrients in feed used in pisciculture

Abstract

This paper presents a simple, fast and sensitive method to determine chromic
oxide (used as a biological marker of fish feed) in samples of fish feces by GFAAS
through the direct introduction of slurries of the samples into the spectrometer’s
graphite tube. The standard samples of feces and of fish feed containing 0.10 to 1.00 mg
kg' of Cr,0O3 were pre-frozen for 1 minute in liquid nitrogen and then ground a
cryogenic mill for 2 minutes, which reduced the samples’ grain size to less than 60 pm.
The standard slurries were prepared by mixing 20 mg of standard samples of fish feed
or feces with 1 mL of a solution containing 0.05 % v/v of Triton X-100 and 0.50 % v/v
of suprapure HNOj3 directly in the spectrometer’s automatic sampling glass. The final
concentrations of Cr,Os present in the standard slurries were 2, 4, 8, 16 and 20 pg L™
After sonicating the mixture for 20 seconds, 10 uL of standard slurries were injected
into the graphite tube, whose internal wall was lined with a metallic palladium film that
acted as a permanent chemical modifier. The limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) calculated for 20 readings of the blank of the standard slurries
(2% miv of feces or feed devoid of minerals) were 0.81 and 2.70 ug L™ of Cr,05 for the
standard feces slurries, 0.84 and 2.83 pg L™ of Cr,Oj3 for the standard feed slurries. The
proposed method was applied in studies of nutrient digestibility of different fish feeds
and its results proved compatible with the results obtained from samples pre-

mineralized by acid digestion.

Keywords: Slurries samples; GFAAS; Metallic palladium; chromic oxide.



31

1. INTRODUCAO

No estudo de nutricio de peixes, a determinacdo da digestibilidade dos
nutrientes das racGes utilizadas na alimentacdo desses animais, € o primeiro cuidado
guando se pretende avaliar o potencial de inclusdo da dieta." Conhecendo-se o grau de
digestibilidade do alimento, pode-se descrever a fracdo do nutriente ou da energia do
alimento que ndo é excretado nas fezes do animal.? A substituicdo de determinados
produtos e subprodutos da agroindustria, empregados como ingredientes das dietas de
peixes, por produtos sucedaneos, tem sido feita com bases em estudos de digestibilidade
dos nutrientes desses alimentos e tem-se apresentado como pratica econémica
alternativa.®

Na determinacdo da digestibilidade de alimentos por peixes, utilizam-se os
chamados indicadores fecais. Esses indicadores se dividem em internos e externos. Os
marcadores internos ocorrem naturalmente nos alimentos, enquanto que os marcadores
externos sdo adicionados & dieta ou administrados por outra via ao animal.* Os
marcadores externos sdo os mais utilizados nos estudos de digestibilidade com peixes,
sendo o Cr,O3; 0 marcador que apresenta melhor aceitacdo por ser completamente
indigestivel e ndo absorvivel, ndo ter acdo farmacoldgica no aparelho digestério e passar
uniformemente através do aparelho digestério.””

A determinacgéo da porcentagem de Cr,O3 nas fezes dos peixes permite estimar o
coeficiente de digestibilidade total ou parcial dos nutrientes metabolizados,
comparando-se com a porcentagem desse 6xido que é misturado inicialmente na ragéo.?
Para isso, 0s peixes sao mantidos em aquarios circulares com volume de 250 L onde sao
alimentados com racdes marcadas com 0,1% de Cr,0O3. Decorrido o periodo de
alimentacdo, os peixes sdo transferidos para aquarios de coleta de fezes (também com
volume de 250 L), que possuem o fundo conico para favorecer a decantacdo das fezes.
As fezes sdo coletadas apds decantacdo e retirada da &gua sobrenadante, sendo em
seguida centrifugadas, secas em estufa, moidas e conservadas a —20°C.? A determinacéo
da composicdo quimica-bromatoldgica e da porcentagem de Cr,O3 nas racdes e fezes,
permite estimar o coeficiente de digestibilidade total ou parcial dos nutrientes
metabolizados pelo animal.*

A determinacdo da porcentagem de Oxido tanto nas fezes como nas racgdes,

apresenta dificuldades nos procedimentos de preparo das amostras. Normalmente a
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mineralizacdo das amostras é feita por aquecimento lento (60-80°C) em blocos
digestores, utilizando-se mistura nitrica-perclorica (5mL de HNO;z; conc. + 2 mL de
HCIO,4 conc.).™ Os extratos resultantes séo soluces acidas de dicromato (Cr,0+%), que
normalmente é quantificado pelo método espectrofotométrico da difenilcarbazida.*?
Este procedimento além de demorado, apresenta o inconveniente de oxidar o crémio
(1) a crémio (VI), espécie altamente toxica.

A determinacdo de nutrientes metalicos em amostras bioldgicas (vegetais,
sangue, fezes de animais, alimentos, etc.) por espectrometria de absor¢do atdmica em
forno de grafite (GFAAS) proporciona diversas vantagens, como alta sensibilidade,
limites de deteccdo em niveis de ng kg™, utilizacdo de pequenos volumes de amostra,
determinacdo de uma ampla variedade de elementos tracos e considerando-se que o
atomizador pode agir como um reator quimico, tem-se a possibilidade de amostragem
s6lida, o que elimina a etapa de decomposicéo prévia total da amostra."* Considerando a
etapa de tratamento da amostra, procedimentos utilizando amostragem de sélidos na
forma de suspensdo permitem obter vantagens sobre os procedimentos de digestdo
convencionais, como reduc¢do no tempo de preparo da amostra, diminui¢do nas perdas
do analito por manipulacdo excessiva ou retengdo sobre produtos insolUveis, redugdo da
possibilidade de contaminacdo da amostra e principalmente a minimizacdo da acéo de
4cidos perigosos ao analista.***°

Considerando o exposto, este trabalho descreve o desenvolvimento de um
método para determinacdo de crémio, em suspensdes de amostras de ragdes e fezes de
peixes por GFAAS, de modo a eliminar a etapa de mineralizacdo das amostras e
permitir a estimativa da digestibilidade de nutrientes em amostras de racdes utilizadas

na nutricdo de peixes.

2. EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes, solucgdes padréao e vidrarias

Agua deionizada de alta pureza (18,2 MQ cm™) obtida por sistema Milli-Q®
(Millipore, Bedford, EUA), HNO3 suprapuro (Merck), HCIO, (Merck) e Triton X-100
(Merck) foram utilizados em todo o trabalho. A solugéo de trabalho contendo Pd,
empregada no recobrimento interno do tubo de grafite e utilizada como modificador
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permanente, foi preparado pela dilui¢do apropriada com agua ultrapura de uma solucao
estoque contendo 50 g L™ de Pd(NOs), (Merck).

Solugdes estoque dos analitos e dos concomitantes foram preparadas a partir de
reagentes de pureza espectroscopica (Johnson & Matthey, Royston, Hertfordshire, UK).
As demais solucdes utilizadas, incluindo as solugdes acidas concentradas utilizadas nas
mineralizacbes das amostras, foram todas de grau analitico. Todas as solu¢des foram
estocadas em frascos de polipropileno.

Todos os frascos de estocagem de amostras e solugdes padréo, vidrarias e 0s
copos do autoamostrador do espectrometro de absorcdo atdmica foram lavados com
HNO3 10% v/v por 24 horas e em seguida enxaguados com &gua ultrapura e secos por

agitacdo antes da utilizacéo.

2.2. Preparo das amostras

As amostras de fezes e ragOes de peixes ap6s secagem a 50 °C em estufa de
circulacdo forcada de ar por 48 horas, foram submetidas @ moagem criogénica, em
moinho criogénico (SPEX — Freezer, modelo Mill 6750). 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 pulverizacdo, novamente 1 minuto de congelamento, e uma segunda etapa
que compreendeu dois ciclos com dois estadgios de pulverizacdo e congelamento,
perfazendo um tempo total de 8 minutos. Este procedimento permitiu obter particulas
com granulometria menor que 60 um.*°

Uma parte das amostras foi também mineralizada em forno de microondas
(Provecto Analitica — Campinas/SP, modelo DGT plus). 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 HNO3 suprapuro
concentrado mais 0,50 mL de HCIO, concentrado. O programa de aquecimento

utilizado foi o proposto no manual do equipamento.



2.2.1. Preparo das suspensdes das amostras

ApO6s a moagem criogénica, 20 mg de amostras do material biol6gico (ragdo ou
fezes de peixes), foram transferidas diretamente para os copos do autoamostrador do
espectrometro de absorcdo atdbmica e em seguida foram adicionados 5 puL de HNO;
suprapuro 14 mol L™, 50 uL de Triton X-100 a 1% v/v e 945 uL de 4gua ultrapura. As
amostras de suspensdo dos materiais biologicos foram em seguida agitadas por
sonificacdo durante 20 segundos diretamente nos copos do autoamostrador,
empregando-se um Desruptor de células ultra-sonico (UNIQUE).

2.3. Preparo do tubo de grafite recoberto internamente com paladio metélico

Os tubos de grafite pirolitico com plataforma integrada utilizados nas
determinacGes de crémio tiveram suas paredes internas recobertas com paladio
metalico. Para isso, aliquotas de 10 pL de solugdo contendo 10 g L™ do modificador
Pd(NOs), foi injetada dentro do atomizador, o qual em seguida foi submetido as etapas
do programa de aquecimento descrito na Tabela 1. Com aquecimento até 500 °C o
Pd(I1) depositado sobre a parede do tubo de grafite, forma uma camada de Pd° que atua
como modificador quimico.'” A massa de Pd® depositado na plataforma do tubo de
grafite foi de 506 mg. Com esse tratamento foi possivel utilizar o tubo de grafite em 260

gueimas de amostras.

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

tubo de grafite com paladio metalico (Pd°)

Etapas Temperatura Rampa Agquecimento  Fluxo de Argbnio
(°C) (s) (s) (L min™)
Secagem 95 40 0 0,30
Secagem 120 10 0 0,30
Reducéo 500 10 5 0,30
Reducéo 550 5 1 0,30

. 1 - . . H -1. H H
°C: graus Celsius; s: segundo; L min T litros por minuto.
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2.4. Preparo das curvas analiticas

Curvas analiticas foram preparadas utilizando-se suspensdes de ragdes e de fezes
de peixes contendo 2, 4, 8, 16 e 20 ug L™ de Cr,05 (Merck), sendo as leituras das
absorbéancias feitas por GFAAS. Essas suspensdes padrao foram preparadas nas mesmas
condicdes descritas para 0 preparo das suspensdes de amostras de racdo e fezes.
Também foram preparadas curvas analiticas solubilizando-se 20 mg de cada uma das
misturas padrdes descritas acima, em solucgdo nitrica/perclorica 1:3 sob aquecimento em
forno de microondas, de modo a obter solugdes padréo que contivessem 1, 2, 4, 8 e 10
mg L™ de Cr,03, sendo que as leituras de absorbancias dessas solucdes foram feitas por
FAAS.

2.5. Procedimentos analiticos

Apbs a etapa de sonificacdo da amostra de suspensdo e/ou suspensdo padréo,
feita diretamente nos copos do autoamostrador, um volume de 10 uL de padrdo ou
amostra foi injetado no tubo de grafite (recoberto internamente com paladio metalico)
pela micropipeta do autoamostrador. As medidas foram feitas com cinco repeti¢fes. O
programa de aquecimento do tubo de grafite otimizado para determinacdo de crémio

encontra-se descrito na Tabela 2.

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

Cr,03em suspensdes de amostras de fezes e racfes

Etapas Temperatura Rampa  Aquecimento Fluxo de Argonio
(°C) (s) (s) (L min™)
Secagem 120 10 0 1
Secagem 250 10 0 1
Pirdlise 1400 10 20 1
Pirdlise 1400 5 10 1
Atomizacao 2500 1 5 0
Limpeza 2800 5 0 1

°C: graus Celsius; s: segundo; L min : litros por minuto.
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Para determinacdo de crémio foi utilizado espectrometro de absor¢do atébmica
(SHIMADZU modelo AA-6800), equipado com corretor de absor¢do de fundo com
lampada de deutério e sistema self-reverse (SR), tubo de grafite pirolitico com
plataforma integrada e amostrador automatico (ASC-6100). Foi utilizada lampada de
catodo oco de cromio SHIMADZU, operada com 10 mA de corrente. O comprimento
de onda utilizado foi de 357,9 nm e a resolucdo espectral foi de 0,5 nm. Argénio foi
utilizado como gés inerte, mantendo-se um fluxo constante de 1 L min™ durante todo o
programa de aquecimento, exceto na etapa de atomizagdo, na qual o fluxo de gas foi
interrompido. Os sinais de absorbancia foram medidos em &rea de pico. Nas leituras de
absorbancia pelo modulo de chama (FAAS), o gas combustivel utilizado foi acetileno,
com fluxo constante de 2 L min™ e ar como gas oxidante, com fluxo constante de 2 L

min™.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Otimizag&o das condigGes instrumentais

Nas determinacGes de metais por GFAAS utilizando-se a técnica de amostragem
em suspensdo, a obtencdo de resultados analiticos exatos e reprodutivos, depende da
otimizacdo das temperaturas de pirélise e atomizacdo do analito presente na amostra em
suspensdo. Dessa forma curvas de pirdlise e de atomizacdo foram feitas para se
determinar as temperaturas 6timas de pirolise e atomizacdo do Cr em suspensdes padrdo
de rages e fezes de peixes que continham 16 pg L™ de Cr,0s, utilizando-se tubo de
grafite recoberto internamente com Pd°, que atou como modificador permanente, e as
condicdes de preparo das amostras descritas no item 2.2. As Figuras 1 e 2 mostram a
influéncia das temperaturas de pirélise e atomizacdo sobre sinal de absorbancia obtido

para o crdmio nas suspensdes padrdo dos materiais bioldgicos.
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Figura 1. Curvas de temperatura de pirolise das suspensées de amostras de fezes e racao

contendo 16 pg L™ de Cr,0s.
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Figura 2. Curvas de temperatura de atomizacdo do Cr nas suspensdes de amostras de

fezes e racéo contendo 16 pg L™ de Cr,0s.

A temperatura de pirélise de 1400 °C foi escolhida, porque conforme mostra a

Figura 1, os sinais de absorbancia obtidos para o Cr permanecem constantes a partir de

800°C, sofrendo um réapido decréscimo a partir de 1400 °C. Em relagdo a temperatura de
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atomizacdo (Figura 2), observa-se que os sinais de absorbancia obtidos para o Cr sdo
constantes a partir de 2300 °C para ambas as suspensdes padrdo, dessa forma, a
temperatura de atomizacdo de 2500°C foi selecionada para todos os demais
experimentos.

Os sinais de absorbancia do analito (AA) e de absorcdo de fundo (BG) para as
suspensdes padrdo dos materiais bioldgicos estdo ilustrados nas Figuras 3 e 4. Observa-
se em ambas as Figuras uma absorcdo de fundo relativamente baixa, demonstrando a
eficiéncia do Pd° como modificador quimico. Como os materiais biolégicos em estudo
apresentam teores de magnésio em torno de 0,12 %, esse elemento presente na matriz

pode auxiliar na estabilizacdo térmica do crémio.*®*®
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Figura 3. Sinais transientes de absorcéo atdmica (AA) e de fundo (BG) na atomizacao

de Cr nas suspensdes de amostras de fezes contendo 16 pg L™ de Cr,0s,
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Figura 4. Sinais transientes de absorcdo atdmica (AA) e de fundo (BG) na atomizacao

de Cr nas suspensdes de amostras de racdo contendo 16 pg L™ de Cr,05
3.2. Determinacédo do tempo 6timo de sonificacédo das suspensfes das amostras

A agitacdo ultra-sonica para andlise de suspensdes de materiais solidos garante
uma boa homogeneizacdo da amostra, o que permite obter melhor reprodutibilidade
entre as medidas.”® Dessa forma, o tempo de sonificacdo das amostras foi avaliado no
intervalo de 5 a 60 s de agitacdo. Na Figura 5 é mostrada a influéncia do tempo de
sonificagdo das amostras sobre os sinais de absorbancia obtidos para o Cr. Analisando-
se a Figura 5, observa-se que os sinais de absorbancia permanecem constantes a partir
de 20 s de sonificacdo. Esse tempo de sonificacdo foi considerado 6timo, pois além de
se obter um bom sinal de absorbancia, o RSD entre as medidas foi relativamente baixo

(3,4%).
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Figura 5. Influéncia do tempo de ultrasonificagdo sobre o sinal de absorbancia do Cr nas

suspens6es padrio de fezes e racdo de peixe contendo 16 pg L™ de Cr,0;

3.3. Obtencdao das curvas analiticas

Considerando-se os parametros como temperatura de pirolise e atomizacdo e o
perfil de sinal de absorcdo atbmica otimizados, foram construidas curvas analiticas
utilizando-se suspensdes padrao de fezes e ragdo de peixes contendo Cr,O3 na faixa de 2
- 20 pg L™ (conforme descrito no item 2.5). A Figura 6 mostra as curvas analiticas
obtidas com as suas respectivas equacgdes das retas. Comparando-se a curva analitica
preparada com fezes de peixes (curva a) com a preparada com ragoes de peixe (curva b),
observa-se que estas ndo apresentam diferengas significativas nas inclinagdes (k =

0,0145 para curva a e k = 0,0135 para a curva b).
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Figura 6. Curvas analiticas obtidas a partir de suspens@es padrdo de fezes e ra¢Ges de
peixes contendo 2, 4, 8, 16,e 20 ug L™ de Cr,0s.

Ambas as curvas analiticas, apresentaram valores de absorbancia cerca de 10 -
15 % menores que os valores da curva analitica obtida a partir das solugdes padréo
preparadas na faixa de concentracdo de 1 — 10 mg L™ de Cr,Os, cujas leituras de
absorbancia foram feitas no modulo FAAS (Equacdo da reta obtida; A = 0,0038 +
0,0291K). No entanto as inclinagOes das retas obtidas para as suspensdes padrdo sao
maiores cerca de 5 vezes, logo a sensibilidade do método proposto também é maior, o
que comprova a eficiéncia da temperatura nas etapas de pir6lise e atomizagdo do
programa de aquecimento utilizado. O acimulo de residuos carbonaceos no interior do
tubo de grafite, que provoca a obstrucdo parcial da radiacdo proveniente da lampada de
catodo oco, pode prejudicar as medidas de absorbancia.'® No entanto, os baixos sinais
de fundo (BG) obtidos na etapa de otimizacdo do crébmio no procedimento proposto,
indicam que o residuo de carvao remanescente da etapa de pirdlise ndo comprometeu as
medidas de absorbancia. O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ)
foram calculados considerando o desvio padrdo de 20 leituras obtidas em relagdo ao
branco das suspensdes padrdo e as inclinagdes das curvas analiticas (LOD =3c/slope e
LOQ =10c/slope). Esses valores foram de 0,80 e 2,70 pg L™ de Cr,0s 0 que
corresponde a 40 e 135 pg kg™ para as suspensdes padrdo de fezes e de 0,85 e 2,80 pg
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L™ de Cr,03, 0 que corresponde a 42,50 e 140 pg kg™ para as suspensdes padrdo de
racdo.”® A comparacéo entre os valores do limite de deteccdo obtido pelo método
proposto com os valores obtidos por FAAS (76 pg L™ de Cr,03), demonstram que é
possivel detectar concentracBes aproximadamente 95 vezes menores utilizando o
método proposto. A porcentagem de recuperagdo obtida foi de 98+3 para o padrdo de
suspensdo de fezes e 97+2 para o padrdo de suspensdo de ragdo. Os resultados obtidos
demonstram que o método proposto apresenta precisdo aceitavel. O tempo de vida Util
do tubo de grafite foi equivalente a 260 queimas. Considerando-se a complexidade das
matrizes bioldgicas, a vida util do tubo obtida para o método proposto é aceitavel

quando comparada com outros métodos descritos na literatura.'®*®

3.4. Aplicacdo do método proposto

Depois dos procedimentos de otimizacdo, determinagdo do LOD e LOQ, a
aplicabilidade do método desenvolvido foi testada na determinacdo de Cr,O3; em quatro
amostras de diferentes suplementos alimentares utilizados na dieta de alevinos de
Tilapia do Nilo e em amostras de fezes dessa espécie de peixe. Com os valores da
porcentagem de Cr,O3 e da andlise bromatologica dessas amostras, foi calculada a
estimativa do coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) das fracdes de matéria seca
(MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) e energia bruta (EB), utilizando-se a

equacdo 1:*°

%Cr203r %NTf .
CDA =100-100 X Equacéo |
%Cr20sf OoNr

onde:

CDA = Coeficiente de digestibilidade aparente;
%Cr,O3r = Porcentagem de oxido de crdmio na racao;
%Cr,0O3¢ = Porcentagem de 6xido de crémio nas fezes;
%NTr = Porcentagem de nutriente na racao;

%Nf = Porcentagem de nutriente nas fezes.

A Tabela 3 mostra os valores dos coeficientes de digestibilidade aparente
calculados utilizando-se as porcentagens de Cr,O3 determinados pelo método proposto e

por FAAS ap6s mineralizacdo das amostras em forno de microondas.
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Tabela 3. Coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) da Matéria Seca (MS),
Proteina Bruta (PB), Extrato Etéreo (EE) e Energia Bruta (EB) de alevinos de tilapia do

Nilo alimentados com diferentes suplementos alimentares.

Ingredientes CDA (%)
MS PB EE EB
GFAAS FAAS GFAAS FAAS GFAAS FAAS GFAAS FAAS

Levedura 67+2  65t2 89+4  87+3 8443  83+3  69+2 6843
Milho 69+2 67t2 9144  89+3  85+2 8612  73£3 7443

Farelo de 68+2  69+2 9143  90+2 8743 89+4 7143  70+3
soja
Farelo de 69+2  68+2  77+2  78+2  78+2 7612  73+2  72+2
arroz

Media (%) 68,25 67,25 87,00 86,00 8350 8350 7150 71,00

indicede 101,50 100,00 101,20 100,00 100,00 100,00 100,70 100,00
Comparacao
(%)

I
GFAAS: Espectrometria de absor¢ao atbmica em forno de grafite. Célculo baseado na % Cr,O; determinado pelo método proposto.
FAAS: Espectrometria de absorcéo atdmica por chama. Calculo baseado na % Cr,0; determinado por FAAS ap6s mineralizagdo das

amostras de racdes e fezes de peixes

Comparando-se os valores dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA)
dos nutrientes presentes nos quatro tipos de ingredientes utilizados na dieta de alevinos
de Tilapia do Nilo, mostrados na Tabela 3, observa-se que os valores determinados
utilizando-se determinacdes da porcentagem de Cr,O; feitas pelo método proposto,
estdo de acordo com os valores obtidos utilizando-se 0o método por FAAS apds
mineralizacdo das amostras de ragBes e fezes, método utilizado normalmente nos
estudos de digestibilidade em nutricdo de peixes.”>%* A média geral calculada, para o0s
quatro tipos de ingredientes, considerando-se 0 método por GFAAS apresenta-se de
acordo média geral calculada para esses ingredientes, em relacdo ao método por FAAS.

O indice médio de comparacdo do método proposto (GFAAS) com o método por
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mineralizacdo prévia das amostras (FAAS) foi de 100,85 %, o que reforca a
aplicabilidade do método proposto nesses estudos.

4. CONCLUSOES

O método proposto de quantificacdo de Cr,O3 utilizando-se amostras de racGes e
fezes de peixes na forma de suspensdes, para se estimar a disponibilidade aparente de
nutrientes de racdes utilizadas em nutri¢cdo de peixes, obteve resultados equivalentes ao
método de quantificacdo por FAAS, método este que exige a mineralizacdo das
amostras como etapa inicial. No entanto apresenta a vantagem de ndo gerar residuos
toxicos de dicromato, que podem comprometer a salde da analista e contaminar 0 meio
ambiente. Além disso, como ndo exige a necessidade da mineralizacdo das amostras, o
tempo das determinacgdes analiticas em analises dentro da area de nutrigdo de peixes, €
reduzido consideravelmente, obtendo-se também limites de deteccdo (LOD) e de
quantificacdo (LOQ) da ordem de 0.80 ug L™ e 2.80 ug L™ respectivamente, o que
corresponde a 40 ug kg™ e 140 pg kg™, utilizando-se somente 10 uL das suspensdes de
amostras por determinacdo analitica. Os valores dos limites de deteccdo calculados para
0 método proposto apresentaram-se cerca de 95 vezes menores do que os limites de

deteccdo calculada para a técnica FAAS.
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Anexo |l

Lista de abreviagtes

Cr,03: Kido de Crémio (111);

HNO3: Acido Nitrico;

HCIO,: Acido Perclérico;

Cr,0+*: Tons Dicromato;

Pd(NOs),: Nitrato de Paladio;

Pd’: Paladio Metalico;

FAAS: Espectrometria de absorcéo atbmica por chama;

GFAAS: Espectrometria de absorcéo atbmica em forno de grafite;

RSD: Desvio padrdo médio

LOD: Limite de Deteccéo do método; Definifo por: LOD =3c/slope
LOQ: Limite de Quantificacdo do método; Definido por: LOQ =10c/slope
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Determinacéo de selénio por GFAAS em suspensfes de amostras de fezes de peixes
para estimativa da biodisponibilidade deste micronutriente em racdes utilizadas

em piscicultura
Resumo

Neste presente trabalho um método simples, rapido e sensivel é proposto para
determinagdo de selénio em amostras de fezes e ragOes de peixes por GFAAS
utilizando-se a introducdo direta de suspensfes das amostras no tubo de grafite do
espectrometro. Os limite de deteccdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ) calculados em
relacdo a 20 leituras do branco das suspensdes (0,50 % m/v de fezes ou racdo isentas de
selénio) foram de 0,63 e 2,20 pg L™ para as suspensdes padrdo de fezes e de 0,72 e 2,71
ug L™ para as suspensées padréo de ragdo. O método proposto foi aplicado em estudos
de biodisponibilidade de selénio em diferentes amostras de racOes de peixes e
mostraram-se de acordo com os resultados obtidos utilizando-se amostras previamente

mineralizadas por digestdes acidas utilizando-se forno de microondas.

Palavras-chave: Suspens@es de racdes e fezes de peixe; GFAAS; Modificador quimico;

Paladio metalico.
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Determination of selenium by GFAAS in slurries of fish feces to estimate the

bioavailability of this micronutrient in feed used in pisciculture
Abstract

This paper presents a simple, fast and sensitive method to determine selenium in
samples of feces and of fish feed by GFAAS through the direct introduction of slurries
of the samples into the spectrometer’s graphite tube. The limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) calculated for 20 readings of the blank of the standard slurries
(0.50 % m/v of feces or feed devoid of selenium) were 0.63 and 2.20 pg L™ for the
standard feces slurries and 0.72 and 2.71 pg L™ for the standard feed slurries. The
proposed method was applied in studies of bioavailability of selenium in different fish
feeds and their results proved compatible with that obtained from samples mineralized

by acid digestion using microwave oven.

Keywords: Slurries samples; GFAAS; Metallic tungsten; Selenium determination.



52

1. INTRODUCAO

Os tecidos dos animais possuem elementos quimicos em proporcdes e
quantidades variaveis. Assim, 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 fragdo mineral, que varia em funcdo da espécie, da raca e
do préprio individuo.*® Os minerais séo classificados como macrominerais (minerais
que o organismo necessita em grandes quantidades) e microminerais (minerais que 0
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, podemos classificar os elementos essenciais em macroelementos, calcio,
fésforo, magnésio, potéssio, sodio, cloro e enxofre, e microelementos, ferro, iodo,
selénio, cobalto, manganés, zinco e cobre.?

O selénio é um micronutriente essencial presente nos tecidos do corpo. E parte
integrante da enzima glutationa peroxidase que atua no citosol celular convertendo
peréxido de hidrogénio em compostos atdxicos, o nivel de atividade dessa enzima no
figado ou plasma é indicativo do suprimento de selénio do organismo.*®> Em peixes o
indicador bioquimico principal da deficiéncia do Se é similar ao observado nos
mamiferos e inclui a reducdo da atividade da glutationa peroxidase.®® A glutationa
peroxidase atua junto com a vitamina E como antioxidante bioldgico, protegendo 0s
fosfolipidios insaturados de membranas celulares e subcelulares contra a acdo danosa
dos peréxidos, e sdo capazes de prevenir a distrofia muscular nutricional.”® A
proliferacdo de células B e a producdo de anticorpos também sdo reduzidas na
deficiéncia de selénio.® Combinacdes de selénio também séo capazes de proteger da
toxicidade de metais pesados como cadmio e merctrio.®

Na nutricdo de peixes, o animal pode ingerir selénio da 4gua e da dieta. Niveis
altos de selénio na 4gua sdo téxicos ao peixe, e podem acarretar em diminuicdo do
crescimento e levar a morte do peixe. Normalmente a concentracdo em agua € menor
que 0,1 pg L™, conseqiientemente a captacdo por branquias é muito efetiva e o elemento
¢ armazenado em varios tecidos, na sua forma inorganica, com excecdo do figado.
Selénio como selenito é capturado eficazmente pelas branquias. Para selénio dietético
que é armazenado na forma organica, a margem entre a exigéncia nutricional e o limite

toxico é muito estreito, o que dificulta a quantidade exata desse micronutriente a ser



53

adicionada na dieta do animal.® VVarios fatores associados & quantidade de selénio dos
alimentos ou com outros alimentos em dietas misturadas podem afetar a
biodisponibilidade do elemento da dieta, influenciando a utilizacdo da sua quantidade
ingerida nas fases de digestdo/absorcdo, ou metabolismo/excrecdo.” A comparacio de
dietas com composicdes fundamentalmente diferentes mostraram influéncia
significativa na utilizacdo de suplementagéo com selenito de sédio.™"*?

O desenvolvimento de novas metodologias que permitam a quantificacdo segura
dos nutrientes metalicos que sdo colocados nas ragdes em baixas concentragdes, como
por exemplo, o selénio, nos estudos de nutrigdo de peixes, torna-se fundamental. Neste
contexto, a determinacdo de analitos metalicos em suspensdes por espectrometria de
absorcdo atomica em forno de grafite (GFAAS), apresenta-se como uma técnica
promissora.’**® Essa técnica proporciona diversas vantagens, como alta sensibilidade,
limites de deteccdo em niveis de ng kg™, utilizacdo de pequenos volumes de amostra,
determinacdo de uma ampla variedade de elementos tracos e, considerando-se que 0
atomizador pode agir como um reator quimico, tem-se a possibilidade de amostragem
s6lida, o que elimina a etapa de decomposicdo prévia total da amostra.> Além disso, a
amostragem de soOlidos na forma de suspensdo apresenta vantagens sobre 0s
procedimentos de digestdo convencionais, como reducdo no tempo de preparo da
amostra, diminuicdo nas perdas do analito por manipulagdo excessiva ou retencdo sobre
produtos insolGveis, reducdo da possibilidade de contaminacdo da amostra e
principalmente a minimizago da aco de 4cidos perigosos ao analista.***°

Considerando o exposto, este trabalho descreve o desenvolvimento de um
método para determinacdo de selénio, em suspensdes de amostras de ragdes e fezes de
peixes por GFAAS, de modo a eliminar a etapa de mineralizacdo das amostras e
permitir a estimativa da disponibilidade desse micronutriente em amostras de racoes

utilizadas na nutrigdo de peixes.

2. EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes, solucdes padréo e vidrarias

Agua deionizada de alta pureza (18,2 MQ cm™) obtida por sistema Elga lonic
(PURELAB Option, USA), HNO;3 suprapuro (Merck), H,O, (Merck) e Triton X-100
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(Merck) foram utilizados em todo o trabalho. A solugdo de trabalho contendo W,
empregada no recobrimento interno do tubo de grafite e utilizada como modificador
permanente, foi preparado pela diluicdo apropriada com agua ultrapura de uma solucao
estoque contendo 1000 mg L™* de Na,WO, (Merck). Solucdo de Pd(ll), utilizada
também como modificador quimico, foi preparada nas mesmas condicGes, utilizando no
entanto Pd(NO3), (Merck).

Solugdes estoque dos analitos foram preparadas a partir de reagentes de pureza
espectroscdpica (Johnson & Matthey, Royston, Hertfordshire, UK). As demais solucgdes
utilizadas, incluindo as solugbes &cidas concentradas utilizadas nas mineralizagGes das
amostras, foram todas de grau analitico. Todas as solu¢des foram estocadas em frascos
de polipropileno.

Todos os frascos de estocagem de amostras e soluces padrdo, vidrarias e 0s
copos do autoamostrador do espectrdmetro de absorcdo atdbmica foram lavados com
HNO;3 10% v/v por 24 horas e em seguida enxaguados com agua ultrapura e secos por

agitacéo antes da utilizacéo.
2.2. Preparo das amostras

As amostras de fezes e racOes de peixes apos secagem a 50 °C em estufa de
circulacdo forcada de ar por 48 horas, foram submetidas a moagem criogénica, em
moinho criogénico (SPEX — Freezer, modelo Mill 6750). 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 pulverizacdo, novamente 1 minuto de congelamento, e uma segunda etapa
que compreendeu dois ciclos com dois estigios de pulverizagcdo e congelamento,
perfazendo um tempo total de 8 minutos. Este procedimento permitiu obter particulas
com granulometria menor que 60 um.*®

Uma parte das amostras foi também mineralizada em forno de microondas
(Provecto Analitica — Campinas/SP, modelo DGT plus). 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 HNO; suprapuro
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14 mol L™ mais 0,50 mL de H,0, 30% m/m. O programa de aquecimento utilizado foi o
proposto no manual do equipamento.

2.2.1. Preparo das suspensdes das amostras

Apds a moagem criogénica, 5 mg de amostras do material biologico (racdo ou
fezes de peixes), foram transferidas diretamente para os copos do autoamostrador do
espectrometro de absorcdo atbmica e em seguida foram adicionados 5 uL HNOj;
suprapuro 14 mol L™, 50 pL de Triton X-100 a 1% v/v, 100 uL de solugdo 1000 mg L™
de Pd(Il) e 845 uL de &gua ultrapura. As amostras de suspensdo dos materiais
bioldgicos foram em seguida agitadas por sonificacdo durante 40 segundos diretamente
nos copos do autoamostrador, empregando-se um Desruptor de células ultra-sbnico
(UNIQUE).

2.3. Preparo do tubo de grafite recoberto internamente com tungsténio metalico

Os tubos de grafite pirolitico com plataforma integrada utilizados nas
determinagcfes de selénio tiveram suas paredes internas recobertas com tungsténio
metalico. Para isso, aliquotas de 25 uL de solucdo contendo 1000 mg L™ do
modificador tungstato de sddio foi injetada dentro do atomizador, o qual em seguida foi
submetido as etapas do programa de aquecimento descrito na Tabela 1. Esse
procedimento foi repetido 20 vezes. Com aquecimento até 500 °C o tungsténio
depositado sobre a parede do tubo de grafite, forma uma camada de W° que atua como
modificador quimico.” A massa de W° depositado na plataforma do tubo de grafite foi
de 500 pug. Com esse tratamento foi possivel utilizar o tubo de grafite em 572 queimas

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

Etapa Temperatura Estagios Fluxo de Argonio
(°C) Rampa (s) Aquecimento (s) (L min®)
Secagem 110 10 25 0.30
Secagem 150 10 25 0.30
Reducéo 600 10 20 0.30
Reducéo 1200 10 20 0.30
Limpeza 2600 0 5 0.30

°C: graus Celsius; s: segundo; L min *: litros por minuto.

2.4. Preparo das curvas analiticas

Curvas analiticas foram preparadas utilizando-se suspensdes de ragdes e de fezes
de peixes contendo 5, 10, 15, 20 e 25 pg L™ de selénio (Merck), sendo as leituras das
absorbéancias feitas por GFAAS. Essas suspensdes padrao foram preparadas nas mesmas
condigdes descritas para 0 preparo das suspensfes de amostras de ragdo e fezes,
utilizando, no entanto, 5 mg de amostra do material biologico isento de selénio. Desta
forma, no preparo das curvas analiticas, volumes de 10, 20, 30, 40 e 50 pL de solucéo
padrdo contendo 500 pg L™ de selénio foram transferidos para os frascos do
autoamostrador do espectrometro antes do volume final ser acertado para 1000 uL. com
agua ultrapura, de modo que a concentracdo final selénio nas suspensdes ficassem na
faixa de 5 a 25 pg L™. Solugdes padrdo contendo de 1 a 10 pg L™ de selénio em meio de
HNO3 suprapuro 10% v/v, foram também utilizadas no preparo de curvas analiticas para
determinacdo de selénio nas amostras de fezes e ragdes mineralizadas por digestdo acida

utilizando forno de microondas.
2.5. Procedimentos analiticos

Apbs a etapa de sonificacdo da amostra de suspensdo e/ou suspensdo padréo,
feita diretamente nos copos do autoamostrador, um volume de 20 uL de padrdo ou
amostra foi injetado no tubo de grafite (recoberto internamente com tungsténio

metalico) pela micropipeta do autoamostrador. As medidas foram feitas com cinco
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repeticdes. O programa de aquecimento do tubo de grafite otimizado para determinacgao

de selénio encontra-se descrito na Tabela 2.

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

selénio em suspens@es de amostras de fezes e racoes.

Temperatura Estagios Fluxo de Argbnio
Etapas °C) Rampa (s)  Agquecimento (5) (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

Para determinacdo de selénio foi utilizado espectrémetro de absorcdo atébmica
(SHIMADZU modelo AA-6800), equipado com corretor de absorcdo de fundo com
lampada de deutério e sistema self-reverse (SR), tubo de grafite pirolitico com
plataforma integrada e amostrador automatico (ASC-6100). Foi utilizada lampada de
catodo oco de selénio SHIMADZU, operada com 10 mA de corrente. O comprimento
de onda utilizado foi de 196,0 nm e a resolucdo espectral foi de 0,5 nm. Argodnio 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 area de pico.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Otimizacao das condic¢des instrumentais

A otimizacdo das temperaturas de pirolise da amostras e de atomizacdo do
analito é de fundamental importancia para obtencdo de resultados analiticos exatos e

reprodutivos em determinacdes de metais por GFAAS utilizando-se a técnica de
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amostragem em suspensao. Dessa forma, curvas de pirolise e de atomizacdo foram
feitas para se determinar as temperaturas 6timas de pir6lise e atomizagdo do Se em
suspenses padréo de racdes e fezes de peixes que continham 10 pug L™ de Se e 100 mg
L™ de Pd(l1), utilizando-se tubo de grafite recoberto internamente com W?, que atou
como modificador permanente e as condic¢des de preparo das amostras descritas no item
2.2. A influéncia da temperaturas de pirdlise e atomizacdo sobre sinal de absorbancia
obtido para 0 Se nas suspensdes padrdo dos materiais bioldgicos, sdo mostradas nas

Figuras 1 e 2.
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Figura 1. Curvas de temperatura de pir6lise das suspensfes de amostras de fezes e racao

contendo 10 pg L™ de analito
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Figura 2. Curvas de temperatura de atomizacdo do Se nas suspensdes de amostras de

fezes e racdo contendo 10 pg L™ do analito.

A temperatura de pirélise de 1400 °C foi escolhida, conforme mostra a Figura 1,
porque os sinais de absorbancia obtidos para 0 Se permanecem constantes a partir de
600 °C, sofrendo um réapido decréscimo a partir de 1400 °C, dessa forma, todos os
demais experimentos foram feitos utilizando-se essa temperatura na etapa de pirolise.
Em relacdo a temperatura de atomizacdo (Figura 2), observa-se que 0s sinais de
absorbancia obtidos para o Se sdo constantes a partir de 2100 °C para ambas as
suspensOes padrdo, dessa forma, a temperatura de atomizacdo de 2400 °C foi
selecionada para todos os demais experimentos.

Nas Figuras 3 e 4, sdo mostrados os sinais de absorbancia do analito (AA) e de
absorcdo de fundo (BG) para as suspensdes padrdo dos materiais biolégicos. Um sinal
de absorcdo de fundo relativamente baixo pode ser observado em ambas as Figuras.
Estes baixos sinais de absor¢do de fundo demonstram a eficiéncia do modificador
quimico Pd(ll) co-injetado junto com a amostra e do W° que atuou como modificador
quimico permanente. Como 0s materiais biolégicos em estudo apresentam teores de
magnésio em torno de 0,12 %, esse elemento presente na matriz pode também auxiliar

na estabilizagdo térmica do selénio.***®
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Figura 3. Sinais transientes de absorcdo atdmica (AA) e de fundo (BG) na atomizacéo

de Se nas suspensdes de amostras de fezes contendo 10 pg L™ de analito.
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Figura 4. Sinais transientes de absorcdo atomica (AA) e de fundo (BG) na atomizacao

de Se nas suspensdes de amostras de ragdo contendo 10 ug L™ de analito.
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3.2. Determinacédo do tempo 6timo de sonificacdo das suspensfes das amostras

A agitacdo ultra-sbnica para analise de suspensdes de materiais sélidos garante
uma boa homogeneizacdo da amostra, 0 que permite obter melhor reprodutibilidade
entre as medidas.”® Dessa forma, o tempo de sonificacdo das amostras foi avaliado no
intervalo de 5 a 60 s de agitacdo. Na Figura 5 é mostrada a influéncia do tempo de
sonificacdo das amostras sobre os sinais de absorbancia obtidos para o Se. Analisando-
se a Figura 5, observa-se que os sinais de absorbancia permanecem constantes a partir
de 20 s de sonifica¢do. O tempo de sonificacdo de 40 s considerado 6timo, pois além de
se obter um bom sinal de absorbancia, o RSD entre as medidas foi relativamente baixo
(2,7%).
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Figura 5. Influéncia do tempo de ultrasonificacao sobre o sinal de absorbancia do Se nas

suspens6es padrio de fezes e racdo de peixe contendo 10 pg L™ de analito.
3.3. Obtengéo das curvas analiticas
Considerando-se os parametros fisico-quimicos otimizados (temperatura de

pirélise e atomizacdo e o perfil de sinal de absorgdo atdmica), curvas analiticas foram

construidas utilizando-se suspensdes padrdo de fezes e racdo de peixe contendo Se na



62

faixa de concentragdo de 5 - 25 pg L™ (conforme descrito no item 2.5). A Figura 6
mostra as curvas analiticas obtidas com as suas respectivas equacdes das retas.
Comparando-se a curva analitica preparada com fezes de peixes com a preparada com
racOes de peixe, observa-se que estas ndo apresentam diferengas significativas nas
inclinagdes (k = 0.0052 para a curva de fezes e k = 0.0042 para a curva de ragéo).
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Figura 6. Curvas analiticas obtidas a partir de suspens@es padrdo de fezes e ra¢Ges de

peixes contendo 5, 10, 15, 20e 25 pug L™ de Se.

Ambas as curvas analiticas, apresentaram valores de absorbancia cerca de 5-10
% menores que os valores da curva analitica obtida a partir das solucbes padrdo
preparadas na faixa de concentracdo de 1 — 10 pg L™ de Se em meio de HNO;
suprapuro al0% v/v (Equacdo da reta: A = 0,0038 + 0,0017k). Entretanto, a
sensibilidade do método proposto é maior, porgue as inclinacbes das retas obtidas para
as suspensodes padrédo sao cerca de 5 vezes maiores que as inclinagfes das curvas obtidas
em meio de HNO3 a 5 % v/v. Este fato que reforga a eficiéncia da temperatura nas
etapas de pir6lise e atomizacdo do programa de aquecimento utilizado. Um dos
problemas que pode ocorrer na etapa de pirdlise, quando se utiliza suspensdo de

amostras, € o acumulo de residuos carbonaceos no interior do tubo de grafite, que
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provoca a obstrucdo parcial da radiacdo proveniente da lampada de catodo oco, 0 que
pode prejudicar as medidas de absorbancia.’® No entanto, os possiveis residuos de
carvdo remanescente da etapa de pir6lise ndo comprometeram as medidas de
absorbancia, considerando os baixos sinais de fundo (BG) obtidos na etapa de
otimizacdo do selénio no procedimento proposto.

As massas caracteristicas calculadas em relacéo a suspensdo padrdo de 8 pg L™
de Se foram de 34 e 53 pg para a suspensdo padrao de fezes e racao, respectivamente O
limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) foram calculados
considerando o desvio padrdo de 20 leituras obtidas em relacdo ao branco das
suspensdes padrdo e as inclinagcdes das curvas analiticas (LOD =3c/slope e LOQ
=10o/slope). Esses valores foram de 0,63 e 2,20 pg L™ de Se, o que corresponde a 2,52
e 8,80 pg kg™ para as suspensées padrao de fezes e de 0,72 e 2,71 pg L™ de Se, o que
corresponde a 2,90 e 10,84 pg kg para as suspensdes padrio de racdo.’® A
comparacdo entre os valores do limites de detec¢do obtidos pelo método proposto com
os valores obtidos por GFAAS utilizando padrdes aquosos (0.70 pg L™ of Se),
mostraram-se equivalentes. A porcentagem de recuperacdo obtida foi de 97+4 para o
padréo de suspenséo de fezes e 98+3 para o padrdo de suspensdo de ragdo. Os resultados
obtidos demonstram que 0 método proposto apresenta precisdo aceitavel. O tempo de
vida util do tubo de grafite foi equivalente a 572 queimas. Considerando-se a
complexidade das matrizes bioldgicas, a vida Gtil do tubo obtida para 0 método proposto

é aceitavel quando comparada com outros métodos descritos na literatura.***8

3.4. Aplicacdo do método proposto

Apo6s os procedimentos de otimizacdo, determinacdo do LOD e LOQ, a
aplicabilidade do método desenvolvido foi testada na determinacao de selénio de quatro
amostras de racdes contendo diferentes suplementos alimentares utilizadas na dieta de
alevinos de Tilapia do Nilo e em amostras de fezes dessa espécie de peixe. Com base
nos valores da determinacio da porcentagem de Cr,O3 ?° (marcador bioldgico utilizado
em estudos de digestibilidade/biodisponibilidade de nutriente na nutricdo animal) e de
Se nas amostras de ragdes e fezes dos animais em estudo, foi calculada a estimativa do
coeficiente de biodisponibilidade aparente deste micronutriente na dieta dos alevinos de
tilapia do Nilo, utilizando-se a equagéo 1:*
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%Cr20ar %Sef .
Da =100-100 X Equacao 1
%Cr20sf %Ser

onde:

Da = Biodisponibilidade aparente de Selénio;

%Cr,0O3r = Porcentagem de Oxido de cromio na ragéo;
%Cr,Osf = Porcentagem de 6xido de cromio nas fezes;
%Ser = Porcentagem de Se na racao;

%Sef = Porcentagem de Se nas fezes.

A Tabela 3 mostra os valores dos coeficientes de biodisponibilidade aparente
calculados utilizando-se os resultados das determinacdes de selénio pelo método
proposto e por GFAAS ap6s mineralizacdo prévia das amostras em forno de

microondas.

Tabela 3. Coeficiente de biodisponibilidade de Se de alevinos de Tilapia do Nilo

alimentados com diferentes suplementos alimentares.

Ingredientes Coeficiente de Biodisponibilidade de Selénio (%)
GFAAS’ GFAAS”
Levedura 61+2 63+2
Milho 60+4 63+3
Farelo de soja 62+2 64+2
Farelo de arroz 63+3 6543
Média (%) 61,50 63,75
indice de comparagao (%) 96,50 100

*Calculo baseado na % Se determinado pelo método proposto

# Célculo baseado na % Se determinado por GFAAS ap6s mineralizagdo das amostras em forno de microondas

A comparagdo dos valores dos coeficientes de biodisponibilidade aparente de
selénio presentes nos quatro tipos de ingredientes utilizados na dieta de alevinos de
Tilapia do Nilo, mostrados na Tabela 3, indica que os valores determinados utilizando-
se determinacBes de Se feitas pelo método proposto, estdo de acordo com os valores

obtidos utilizando-se 0 método por GFAAS ap6s mineralizacdo das amostras de racdes
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e fezes em forno de microondas, método utilizado normalmente nos estudos de
digestibilidade em nutricio de peixes.?*** A média geral calculada, para os quatro tipos
de ingredientes, considerando-se 0 método proposto apresenta-se de acordo média geral
calculada para esses ingredientes, em relacdo ao metodo por GFAAS apos
mineralizacdo das amostras. O indice medio de comparacdo do método proposto com o
método por mineralizacdo prévia das amostras foi de 96,50 %, o que reforca a

aplicabilidade do método proposto nesses estudos.

4. CONCLUSOES

O método proposto de quantificacdo de Se utilizando-se amostras de ragdes e
fezes de peixes na forma de suspensdes, para se estimar a biodisponibilidade aparente
desse micronutriente de racdes utilizadas em nutricdo de peixes, obteve resultados
equivalentes ao método de quantificagdo por GFAAS, método este que exige a
mineralizacdo das amostras em forno de microondas como etapa inicial. No entanto
apresenta a vantagem de nao gerar residuos toxicos que podem comprometer a satde da
analista e contaminar o0 meio ambiente. Além disso, como ndo exige a necessidade da
mineralizacdo das amostras, o tempo das determinacbes analiticas, é reduzido
consideravelmente. Destacam-se também, os limites de deteccdo (LOD) e de
quantificacdo (LOQ) obtidos, da ordem de 0,63 pg L™ e 2,71 pg L™ respectivamente, o
que corresponde a 2,52 pg kg™t e 10,54 ng kg, utilizando-se somente 20 pL das
suspensdes de amostras por determinacdo analitica. Os valores dos limites de deteccéo
calculados para 0 método proposto sdo equivalentes aos limites de deteccéo calculados

para a técnica GFAAS utilizando padrbes aquosos de Se.
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Anexo 11

Lista de abreviagtes

Se: Selénio

NO 3: éido Nitrico;

H,0,: Perdxido de Hrogénio;

W ungsténio

Na,®/ 4: Tungastato de Sédio

Pd(NOs),: Nitrato de Paladio;

GFAAS: Espectrometria de absorcéo atbmica em forno de grafite;

BDByvio padrdo médio

LODLimite de Eleccdo do método; Efinifo por: LOB cflope
LOQLimite de @ntificacdo do método; Efinido por: LO@0 oflope
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IMPLICACOES

Para se avaliar o potencial de inclusdo de um nutriente da dieta séo feitos os
chamados “estudos de digestibilidade”. Estes estudos utilizam como marcador o 6xido
de crémio (lI1). Para se determinar um nutriente metalico em estudo é necessario
determinar também o percentual do marcador nas fezes e na dieta. Estas determinacdes,
tanto para o nutriente metalico quanto para o cromio, apresentam alguns problemas no
preparo das amostras. Normalmente, é feita a mineralizacdo nitrica-perclérica por
aquecimento lento em blocos digestores, que além de demorada e perigosa ao analista,
tem o inconveniente de oxidar o cromio (I11) a crémio (V1), espécie altamente toxica.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem as seguintes implicacdes:

a) O novo método proposto para determinacdo de Oxido de crémio por
espectrometria de absorcao atdbmica em forno de grafite (GFAAS) em amostras de fezes
e racdes de peixes pode ser usado como uma nova metodologia para determinacao deste
composto. Por ndo ser necessaria a mineralizacdo nitrica-perclérica das amostras tem-
se: a diminuigdo da contaminagdo do ambiente, por ndo produzir cromio (VI), como
residuo tdxico; a eliminagdo do efeito de acidos perigosos ao analista; além é claro de
uma consideravel diminuicdo no tempo de analise.

b) O novo método proposto para determinacdo de selénio por espectrometria de
absorcédo atdmica em forno de grafite (GFAAS) em amostras de fezes e racdes de peixes
pode ser usado como uma nova metodologia para analise deste micronutriente. Por nao
ser necessaria a mineralizacdo nitrica-perclorica das amostras a possivel perda do
selénio por volatilizacdo é eliminada, além é claro de uma consideravel diminuigdo no

tempo de analise.
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