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Os tecidos animais possuem minerais em proporgdes ¢ quantidades variaveis os quais sdo
componentes essenciais ao metabolismo, refletindo na maior ou menor produtividade do animal. Nos
estudos de biodisponibilidade dos minerais na nutri¢do animal é necessaria a determinacdo das
concentracdes desses nutrientes nas ragdes utilizadas na dieta e nas fezes do animal ¢ da concentragdo
de um marcador biolégico que ndo é absorvido pelo animal (geralmente Cr,O;). A quantificagdo dos
microminerais apresenta dificuldades nos procedimentos de mineralizacdo das amostras, que ¢ feita
por aquecimento lento (60-80°C) em blocos digestores, utilizando-se mistura nitrica-perclorica. Este
procedimento além de demorado, apresenta o inconveniente de produzir nos extratos acidos ions
Cr,0,%, espécie altamente toxica (SULLIVAN & REIGH, 1995). Neste contexto, a determinagdo de
micronutrientes 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 detecgdo em niveis de ng Kg™', utilizagéo de pequenos volumes de
amostra, determinagdo 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 decomposi¢do prévia da amostra. Desta forma, procedimentos utilizando
amostragem de solidos na forma de suspensdo, permitem obter vantagens sobre os procedimentos de
digestdao convencionais, como reducdo no tempo de preparo da amostra, diminui¢do nas perdas do
analito por manipulagdo excessiva, redu¢do da possibilidade de contaminagdo da amostra e
principalmente a minimizacdo da acdo de acidos perigosos ao analista (BENDICHO & LOOS-
VOLLEBERGT, 1991). Considerando o exposto, este trabalho descreve o desenvolvimento de um
método para determinacdo de cobre em suspensdes de amostras de ragdes e fezes de peixes por
espectrometria de absor¢do atdmica em forno de grafite (GFAAS), de modo a eliminar a etapa de
mineralizacdo das amostras e permitir a estimativa da biodisponibilidade desse micronutriente
metalico em amostras de ra¢des utilizadas na nutricdo de peixes.

Apobs a moagem criogé€nica, 5 mg de amostras de racdo ou fezes de peixes, isentas de Cu,
foram transferidas para os copos do autoamostrador do espectrometro de absor¢do atomica Shimadzu
AA 6800. Em seguida, volumes de 4, 8, 16, 20 e 40 pL de solugdo padrio contendo 250 pg L' de
Cu, 5uL de HNO; concentrado suprapuro, 50 pL de Triton X-100 foram transferidos para os copos do
autoamostrador. O volume final foi acertado para 1000 puL. com agua ultrapura, de modo que as
concentragdes de cobre nas suspensdes ficassem na faixa de 1 a 10 ug L™ pug L. Apés agitagdo
durante 40 s por sonificagdo, aliquotas de 20 uL foram injetados para dentro do tubo de grafite do
espectrometro de absor¢do atomica. Os pardmetros avaliados no processo de atomizacdo do cobre
foram: temperatura de pirdlise e de atomizacgdo, sinais de absor¢do atomica (AA) e fundo (BG).
Solugdes padrdo aquosas, em meio de HNO; 10% v/v e contendo a mesma faixa de concentragdo de
cobre das suspensdes padrio, foram também utilizadas no preparo de curvas analiticas para
determinacdo desse micronutriente nas amostras ragdes e fezes previamente mineralizadas por
digestdo acida utilizando forno de microondas.

Para determinacdo de cobre foi utilizado espectrometro de absorgdo atdomica SHIMADZU
modelo AA-6800, equipado com corretor de absor¢do de fundo com ldmpada de deutério e sistema
self-reverse (SR), tubo de grafite pirolitico com plataforma integrada e amostrador automatico ASC-
6100. Tubos de grafite pirolitico com plataforma integrada e recobertos internamente com W° e Pd’
foram utilizados nas determinagdes.

O comportamento eletrotérmico do cobre nas amostras biologicas foi avaliado por meio de
curvas de temperatura de pirdlise e de atomizagdo, utilizando-se W’ (massa depositada = 250 pug)
como modificador permanente acompanhado da co-injecdo de Pd(Il) (massa depositada = 250 pg).
Procurou-se nesses estudos, otimizar programas de aquecimento de modo a definir os parametros de



tempo e temperatura para as etapas de secagem, pirolise e atomizagdo. A temperatura de secagem foi
fixada em 90 — 250 °C, variando-se o tempo. A avaliagdo da temperatura 6tima de pirdlise foi feita
variando-se em intervalos de 200 °C a partir de 200 °C, até um maximo de 1800 °C. A temperatura de
pirdlise considerada otima foi a temperatura que permitiu a maxima elimina¢do de concomitantes da
matriz e a estabilizacdo térmica do cobre. A avaliacdo da temperatura de atomizagdo foi feita
variando-se também em intervalos de 200 °C a partir de 1800 °C até 2800 °C. Na escolha da
temperatura Otima de atomizagdo foi considerado principalmente o melhor sinal transiente com o
posterior retorno a linha de base, para um tempo de integracdo de 5 s. Outros pardmetros avaliados na
otimizagdo das condi¢des instrumentais foram a sensibilidade e o perfil do sinal atdmico transiente. A
sensibilidade foi medida calculando-se as massas caracteristicas ( mgem pg ) para ambos os sistemas
estudados. O perfil do sinal atdmico transiente permite avaliar a cinética de atomizagdo entre os
analitos, em fun¢do do tempo de aparecimento do sinal e do tempo de retorno a linha de base.

Os programas de aquecimento otimizados compreenderam trés etapas de secagem, duas etapas
de pirdlise, uma etapa de atomizagdo e uma etapa de limpeza. Deve-se destacar que a agitacdo por
ultra-som foi fundamental para se obter uma boa homogeneiza¢ao das suspensdes dos materiais
biologicos. As ondas ultra-sonicas além de favorecerem a homogeneidade da suspensdo, promovem a
extragdo dos analitos da matriz ¢ podem também contribuir na dispensa da amostra dentro do tubo de
grafite, devido a atuagdo das ondas sobre as moléculas organicas presentes na amostra, diminuindo o
tamanho destas ou mesmo destruindo-as (ROSA et. al., 2002).

As influéncias das temperaturas de pirdlise e de atomizagdo sobre sinal de absorbancia do
cobre nas suspensoes padrdo sdo mostradas nas Figuras 1(1) e 1(2). As temperaturas de pirolise e
atomizacdo que apresentaram as menores massas caracteristicas (m,= 29 pg , fezes e m,= 30 pg,
ragdes) € os menores sinais de fundo (Figuras 2), foram de 1600 ¢ 2400 °C respectivamente, sendo as
temperaturas utilizadas para dar continuidade ao trabalho. A Tabela 1 mostra o programa de
aquecimento otimizado para a atomizagao do cobre.

Tabela 1. Programa de aquecimento do tubo de grafite otimizado para determinagdo de cobre em
suspensoes de amostras de fezes e ragdes.

Temperatura Estagios Fluxo de Argbnio
Etapas (°C) (L min™)
Rampa Aquecimento
(s) (s)
Secagem 90 10 0 1
Secagem 150 10 5 1
Secagem 250 10 5 1
Pirdlise 1600 10 20 1
Pir6lise 1600 5 10 1
Atomizacao 2400 1 0
Limpeza 3000 5 0 1
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Figura 1. Curvas de temperatura de pirolise (1) e atomizacdo (2) das suspensdes de amostras de fezes
e ragdo contendo 3 pg L™ de cobre.
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Figura 2. Sinais de absor¢do atomica (AA) obtidos na atomizacdo do cobre na suspensio de racdo de

peixes contendo 10 pg L de analito e empregando W° como modificador permanente com co-inje¢io
de Pd(1D).

Considerando-se os parametros otimizados, temperatura de pirdlise e atomizagao, ¢ o perfil de
sinal de absor¢do obtidos utilizando-se W° com co-injegdo de Pd(II), curvas analiticas foram
construidas utilizando-se suspensdes padrdo de fezes e ragdo de peixe contendo cobre na faixa de
concentragio de 1,00 — 10,00 pg L™ . A Figura 3 mostra a curvas analitica das suspensdes padrio de
fezes e racdes com as suas respectivas equagdes das retas.
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Figura 3. Curvas analiticas obtidas a partir de suspensdes padrdo de fezes e ragdes de peixes contendo
1,00 — 10,00 ug L™ de cobre.

A calibragdo dos sistemas estudados via compatibilizardo de matriz, proporcionou a
degradacao e a eliminagdo quantitativa dos concomitantes da matriz. Pode-se observar, analisando-se a
Figura 3, que comparando-se as curvas analiticas das suspensdes padrao de fezes com as preparadas
com suspensdes padrio de ragdes, estas apresentam perfis semelhantes. Os limites de detecgdo e de
quantificagdo calculados, considerando o desvio padrao de 20 leituras obtidas em relagdo ao branco
das suspensoes padrido e as inclinagdes das curvas analiticas (LOD =3c/slope ¢ LOQ =10c/slope),
foram de 0,24 ¢ 0,79 pug L™ de Cu para as suspensdes padrio de fezes e de 0,26 ¢ 0,87 pg L™ de Cu
para as suspensdes padrao de ragdo (ROSA et. al., 2002). Os limites de detec¢ao obtidos pelo método
proposto mostraram-se equivalentes ao obtido por GFAAS utilizando padrdes aquosos (0,20 ug L™ de
Cu). O tempo de vida 1til do tubo de grafite foi equivalente a 572 queimas.



O método desenvolvido foi aplicado na determinagdo da biodisponibilidade de cobre de quatro
amostras de suplementos alimentares utilizadas na dieta de alevinos de Tilapia do Nilo (COMBS et.
al., 1984). A Tabela 2 mostra os valores dos coeficientes de biodisponibilidade calculados a partir das
determinagdes de cobre utilizando-se o método proposto e por GFAAS apdés mineralizacdo das
amostras de racdes e fezes em forno de microondas.

Tabela 2. Coeficiente de biodisponibilidade de cobre de diferentes fontes alimentares utilizados na
dieta de alevinos de Tilapia do Nilo.

Fontes de Alimentares

Levedura Milho Farelo de soja Farelo de arroz

Coeficiente de
biodisponibilidade 68+2* 66+ 1" 67+£1% 682" 71+£2% 69+1" 74x2% 712"
(%)

*Célculo baseado na % cobre determinado pelo método proposto
# Calculo baseado na % cobre determinado por GFAAS ap6s mineralizagdo das amostras em forno de microondas

Observa-se pelos dados apresentados na Tabela 2, que o método proposto para determinacéo
da biodisponibilidade de cobre em amostras de ragdes de peixes, utilizando-se amostragem na forma
de suspensdes, obteve resultados equivalentes ao método utilizando a mineralizagdo das amostras em
forno de microondas como etapa inicial. No entanto apresenta a vantagem de ndo gerar residuos
toxicos que podem comprometer a saide do analista e contaminar o meio ambiente. Além disso, como
ndo exige a necessidade da mineralizacdo das amostras, o tempo das determinagdes analiticas, ¢
reduzido consideravelmente.
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