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RESUMO

Ha um grande interesse em novas metodologias de preparo de amostras que
permitam a utilizacdo de maiores massas de amostras aliadas a sistema rapidos e
de baixo custo. Neste trabalho desenvolveu-se um procedimento de preparo de
amostras com aquecimento auxiliado por radiacdo infravermelha (IR) proveniente de
uma lampada de halogénio para amostras derivadas de soja (extrato hidrossolavel
de soja, proteina texturizada de soja, proteina isolada de soja e farinha de soja). A
analise multielementar por espectrometria de emisséo Optica com plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES) e espectroscopia de absor¢céo atdbmica com chama (FAAS)
foi realizada. A utilizacdo de um dedo frio para o refluxo de vapores acidos foi
avaliada como uma estratégia de auxilio para a solubilizacdo e a digestdo das
amostras no sistema IR proposto. As solugbes obtidas nos procedimentos de
digestdo assistida por IR foram avaliadas de acordo com a quantidade de carbono
organico solubilizado e a massa do residuo remanescente da filtracdo. Os resultados
se mostraram adequados, sendo que, valores baixos de residuo sdlido indicam que
a matriz organica foi solubilizada. E ainda, baixo carbono solubilizado indica que a
matriz organica foi efetivamente destruida ou pouco solubilizada dependendo da
quantidade de residuo sélido restante. O procedimento utilizando um volume de 8 ml
de HNOz 65% (m m™) e a exposicédo a radiacdo IR durante 5 minutos e sem refluxo
dos vapores acidos permitiu a determinacao com exatidao de Ca, Cu, Fe, K e Zn no
material de referéncia certificado NIST 1568b (Farinha de arroz). Nas amostras, em
mg kg, Ca variou de 475 a 2986; Cu de 6,83 a 12,1; Fe de 21,5 a 36,9; Kde 4,61 a
27,3 e Zn de 26,5 a 44,9. O sistema (IR) proposto apresenta grande potencial, é de

baixo custo e de facil implementac&do em laboratorios de analise de inorganicos.

Palavras-chave: radiacédo infravermelha, preparo de amostra, soja.



ABSTRACT

New methods for sample preparation that allow the use of larger masses combined
with fast and low cost system are of great interest. A sample preparation procedure
was developed in this work with infrared assisted radiation as heating source from a
halogen lamp for soy derived samples (soybean hydrosoluble extract, textured soy
protein, soy protein isolate and soy flour). The efficiency of the digestion and
solubilization was compared when using a reflux system of acid vapors. Multielement
analysis by optical emission spectrometry with inductively coupled plasma axial view
(ICP-OES) and atomic absorption spectroscopy flame (FAAS) was performed. The
use of a cold finger for reflux of acidic vapors was evaluated as a strategy for
solubilization and digestion of samples. In the IR system the obtained digests were
evaluated according to the amount of solubilized organic carbon and the mass of
residue remaining in the filtration results. The results are suitable, low solid residue
values indicate that the organic matrix is solubilized. Low carbon solubilized indicates
that the organic matrix was effectively destroyed or poorly solubilized depending on
the amount of solid residue. Best results (values of low residues and low solubilized
carbon) were obtained using longer times of exposure to infrared radiation and larger
amounts of nitric acid for all samples studied in the system under reflux, starting with
1.00 g sample. The procedure using a volume of 8 mL of HNO3 65% (w wt) and
exposure to the infrared radiation during 5 minutes allowed the accurate
determination of Ca, Cu, Fe, K, Ca and Zn in certified reference material NIST 1568b
(Rice Flour). Ca ranged from 475 to 2986; Cu from 6,83 to 12,1; Fe from 21,5 to 36,9;
K from 4,61 to 27,3 and Zn from 26,5 to 44,9 mg Kg in the samples. The IR system
proposed shows great potencial, low cost and it is easy implemente in laboratories of

trace element analysis.

Keywords: infrared radiation, sample preparation, soybeans.
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1 INTRODUCAO

Em uma analise quimica, a etapa mais trabalhosa, de maior custo e na
qual se cometem mais erros € a etapa de preparo e solubilizacdo de amostra.
Buscando a analise de elementos traco, essa etapa € ainda mais importante para

obtencao de resultados confiaveis.

Em contrapartida, técnicas analiticas rapidas, com a possibilidade da
determinacdo de varios elementos, sensiveis, exatas e precisas tém sido
desenvolvidas. Portanto, a busca por melhorias das técnicas de preparo de amostras
com procedimentos rapidos, baratos, eficientes, e o0 minimo de manipulacdo e que
sejam compativeis com essas técnicas modernas de andlise, tem sido objeto de

estudo entre os pesquisadores.

A decomposicdo de amostras assistida por radiagdo micro-ondas em
sistemas fechados é, atualmente, o método de preparo mais indicado. Esse
processo de digestdo ocorre em vasos fechados a altas temperaturas e presséo o
gue permite um preparo rapido sem perdas por volatilizagdo ou contaminacdes, e
ainda com consumo de reagentes bastante reduzido. Entretanto, a quantidade de
amostra que pode ser utilizada é limitada, especificamente para amostras organicas,
pois a quantidade de matéria organica presente no sistema pode causar explosdes
devido ao aumento da pressao interna nos vasos fechados, pelos gases gerados
nas reacdes. Uma desvantagem deste método é quando se trabalha com amostras
heterogéneas, pois quantidades pequenas de amostra podem ndo ser
representativas. E ainda, de acordo com a técnica analitica disponivel para analise,
a decomposicdo de massas pequenas de amostra dificulta a deteccdo de analitos

presentes em baixas concentracdes (KRUG, 2008).

A utilizacdo da radiagdo infravermelha como fonte de aquecimento no
preparo de amostra foi proposta inicialmente por Gouveia et al. (2000) e apesar de
relativamente recente e dos poucos estudos vinculados, se mostrou eficiente na
extracdo de elementos tracos de amostras com matriz organica. A utilizacdo da
radiacéo infravermelha como fonte de aquecimento demanda menor tempo e o0 custo
operacional é bastante reduzido. Dantas et al. (2013) associaram a radiacdo
infravermelha (como etapa de digestdo parcial de amostras complexas) com a

radiacdo micro-ondas (sistema IR-MW), conseguindo aumentar para 1,00 g a massa



de amostra digerida, uma vez que parte da matéria organica da amostra é oxidada
com o aquecimento da mistura reacional assistida por radiagéo infravermelha como
uma etapa de pré-digestdo, ou seja, antes da decomposi¢cdo completa da amostra
assistida por radiacdo micro-ondas, possibilitando a analise e deteccdo de analitos
presentes em baixas concentragBes por espectrometria de emissdo Optica com

plasma indutivamente acoplado (ICP-OES)

No ano de 2014, o Brasil se tornou o maior produtor de soja no mundo
(GLOBO, 2014). O principal uso da soja, tanto no Brasil como no resto do mundo, é
como matéria-prima para as industrias que produzem oleo, farelo e seus derivados.
Com a crescente preocupacao por uma alimentacao saudavel, a soja esta na lista de
preferéncias de um nimero cada vez maior de consumidores, uma vez que, €é rica
em proteinas, possui isoflavonas e outras substancias capazes de atuar na
prevencédo de doencas cronico-degenerativas. No entanto, as propriedades do grao
e sua incorporacdo a alimentacdo ainda provocam duvidas entre os consumidores.
(EMBRAPA, 2015)

A soja é considerada uma fonte de proteina completa, isto €, contém
quantidades significativas de todos os aminoéacidos essenciais. E também um
alimento funcional que, além das suas fung¢des nutricionais basicas, promove
beneficios a saude, reduzindo riscos de ocorréncia de doencas. Sendo assim, a
analise quimica dessa matriz em relacdo a sua composicao elementar torna-se cada
vez mais relevante. A importancia da quantificacdo dos elementos tracos e dos
macro e micronutrientes na soja esta relacionada com a necessidade da
implementacdo de nutrientes essenciais na dieta, além da prevencdo de quaisquer
distarbios no organismo causados pela ingestdo excessiva de determinados

elementos. (EMBRAPA, 2015)

Nesse contexto, foi proposto nesse trabalho o estudo de um método de
preparo que utiliza a radiacdo infravermelha, fornecida por uma lampada de
halogénio, na solubilizacdo de amostras derivadas do grdo de soja para analise de
macro e micronutrientes por técnicas espectromeétricas. Trata-se de um meétodo de
baixo custo, simples, que opera em pressdo atmosférica e assim permite que
massas maiores de amostra sejam utilizadas quando comparadas a outros tipos de
preparo. Por ser uma fonte de energia radiante, a radiacdo infravermelha age

diretamente na mistura reacional diminuindo também a demanda de tempo.



A eficiéncia de solubilizacao e digestéo parcial das amostras, relacionadas
com sua composicao original, também foram investigadas com o objetivo de avaliar
parametros tais como reducdo de volume de reagentes, tempo de submissdo a
radiacdo infravermelha e a influéncia do refluxo dos vapores gerados nessa
solubilizagdo. Dependendo da técnica de determinagcdo empregada, esses

parametros podem apresentar influéncia nos resultados analiticos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar um procedimento de preparo de amostras derivadas de soja

utiizando um sistema assistido por radiacdo infravermelha (IR) visando a

determinacdo dos elementos Cu, Fe, Mn, Zn, K, P, Mg e Ca por técnicas

espectrométricas.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

Trabalhar com decomposicdo de maiores massas de amostras
utilizando aquecimento assistido por radiagéo infravermelha para a
extracao e solubilizacdo das amostras de Extrato hidrossoltvel de
soja (EHS), Farinha de soja (FS), Proteina texturizada de soja
(PTS) e Proteina isolada de soja (PIS);

Avaliar o carbono organico solubilizado e a massa de residuo
remanescente ap0s as amostras serem expostas a radiacdo
infravermelha visando estudar a decomposicdo parcial das

amostras no sistema;
Estudar um sistema de resfriamento em refluxo do tipo dedo frio;

Estudar as varidveis que afetam a solubilizacdo da amostra e a

extracdo dos analitos;

Quantificar os elementos Cu, Fe, Mn, K, P, Mg e Ca por
espectrometria de emissdo Otica com plasma indutivamente

acoplado (ICP-OES) e Zn por FAAS nas amostras.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Preparo de amostra para andlise de inorganicos

Uma analise quimica é a aplicacdo de um processo ou de uma série de
etapas objetivando a identificacdo e/ou quantificacdo de um ou mais analitos
presentes em uma amostra. Em geral, suas principais etapas séo: definicdo do
problema; escolha do método; amostragem; pré-tratamento da amostra e separacao;
preparo da amostra; medida; calibracdo; avaliacdo e a acdo. Experimentos que
envolvem a quantificacdo de elementos inorganicos normalmente necessitam de
uma etapa de preparo da amostra. Porém, essa etapa apresenta um limitado
desenvolvimento e pode ser considerada a etapa mais lenta em uma metodologia

analitica, ndo acompanhando a instrumentacdo em analises quimicas. (KRUG, 2008)

Ao escolher um método de analise de inorganicos, devem ser observados
alguns aspectos, tais como: a natureza da amostra; a faixa de concentragdo do
elemento a ser determinado; a técnica de determinacéo escolhida; e a precisao e
exatiddo desejadas.

O preparo da amostra € a etapa considerada mais critica em uma
sequéncia analitica por ser a mais lenta e produzir a maior porcentagem de erros
(KRUG, 2000). No entanto, esta etapa € frequentemente essencial quando as
técnicas de espectrometria de absorcéo atbmica com chama (FAAS), espectrometria
de absorcdo atbmica com forno de grafite (GF AAS) e a espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), sdo empregadas na
quantificacdo de macro e micro nutrientes em alimentos. Essas técnicas analiticas
necessitam que as amostras sejam manipuladas e comumente transformadas em
uma solucéo antes da determinacdo dos analitos de interesse.

A decomposicdo das amostras por via Umida consiste na decomposi¢cao
de compostos organicos e inorganicos em seus elementos constituintes empregando
acidos minerais e aquecimento. Os acidos minerais atuam na decomposicdo da
fracdo organica da matriz da amostra e apresentam poder de oxidacdo de moderado
a forte, dependendo do &cido. Considerando-se essas informagdes, pode-se utilizar
diferentes acidos, isoladamente, ou, uma mistura deles, o que € uma pratica
bastante comum. A adicdo de H2SO4 melhora a eficiéncia do acido nitrico em vaso

aberto por possibilitar o uso de temperaturas mais altas, uma vez que o PE do



H2SO4 € maior que o do HNOs. Ja a adicdo de HCI melhora a eficiéncia da digestéao
quando a amostra contém compostos inorganicos ou constitui uma substancia
inorganica (minerais e ligas metalicas, por exemplo). Outra mistura bastante
empregada é HNOs e H202 devido ao carater oxidante do peroxido de hidrogénio
(KRUG, 2008).

Quanto a reacdo de decomposicdo, esta pode ser realizada tanto em
frascos abertos como em frascos fechados. Quando realizada em frascos abertos,
além dos acidos as digestdes necessitam do emprego de banhos termostatizados
(com ou sem agitacdo), chapas de aquecimento e blocos digestores. A principal
vantagem da digestdo em frasco aberto € a aplicacdo a todos os tipos de amostras.
Entretanto, este procedimento exige supervisdo constante do analista, consome
grandes quantidades de reagentes (o0 que favorece a pré-concentracdo de
impurezas), requer tempo elevado e favorece a perda de analitos volateis. Além
disso, o teor de carbono residual pode variar bastante, dependendo do tipo de acido
empregado e do tipo de amostra.

Geralmente se utiliza o acido nitrico (HNOs), que é um acido forte e um
agente oxidante poderoso, frequentemente empregado para a oxidacdo de
compostos organicos, porém com um baixo ponto de ebulicdo (120 °C). A reacdo
geral entre &cido nitrico e compostos organicos pode ser representada pela equacédo
(1) quimica ndo balanceada (PERRY, 1984):

(CHy), + HNO; + calor=> €O, (g) + 2NO (g) + 2H,0 (q)

No preparo de amostras a digestdo assistida por radiacdo micro-ondas
em sistemas fechados é a alternativa mais bem estabelecida e aceita como uma
alternativa rapida para preparo de amostras. As principais caracteristicas deste
procedimento sdo a aplicacdo a todos os tipos de amostras (excecao para ligas
metalicas), apresenta elevada frequéncia analitica (com tempo menor que 3h), é
adequada a analise de tracos devido ao pequeno consumo de reagentes (reduzindo
contaminagdes), além das perdas de analitos volateis que é geralmente desprezivel.
Entretanto, em sistemas fechados operando a altas pressdes ha a necessidade de
se limitar a massa de amostra, principalmente quando se tratam de amostras

essencialmente organicas. (KRUG, 2008)



3.1.1 Novos procedimentos de preparo de amostras que utilizam maiores

massas de amostra

A busca por novas metodologias de preparo visando o aumento da massa
de amostra trabalhada mostra-se crescente. A decomposicdo em forno micro-ondas
com radiacdo focalizada pode operar com até 10 g de amostra a pressao
atmosférica. Porém, a manipulagdo de grandes massas de amostras pode gerar
grandes quantidade de géas, principalmente quando se trabalha com materiais
organicos. Nesse sistema € possivel fazer um programa de adicdo de reagentes em
qualguer momento durante a digestdo, o que permite o ataque &cido sequencial.
Pode ser usado em sistemas de extracdo para especiacao e varios métodos para
diferentes amostras podem ser aplicados simultaneamente devido a possibilidade do
uso de um equipamento com direcionamento da radiacdo para cada recipiente de
reacdo. (NOBREGA, 2002)

As principais dificuldades do micro-ondas com radiacdo focalizada sao a
distribuicdo de radiacdo entre todas as cavidades, quando eles sdo operados
simultaneamente, e a elevada concentracdo acida dos digeridos. Quando se
trabalha com grandes massas de amostras normalmente é necessario o uso de
grande volume de acidos e consequentemente uma extensa diluicdo antes da
medicdo. E ainda, para uma digestdo completa é necessario usar H2SO4 por
apresentar ponto de ebulicdo elevado e permitir digestdes em altas temperaturas. O

excesso de acido pode ser removido, em parte, por evaporacao.

Outra alternativa para diminuir a acidez final do digerido € adicionando
gradualmente a amostra em um pequeno volume de acido pré aquecido. Esta
estratégia pode ser facilmente implementada usando equipamento de micro-ondas
focalizado e permite a digestdo de um maior volume de amostra, usando um volume
menor de acidos. Cada aliquota de amostra é parcialmente digerida antes da adicéo
da seguinte. Os acidos concentrados quentes podem gerar radicais reativos que
podem acelerar o processo de digestdo. Essa alternativa também gera brancos mais
baixos e melhor sensibilidade devido a menor diluicdo final dos digeridos.
(NOBREGA et al. 2002)

Outro método desenvolvido recentemente € a combustdo iniciada por

micro-ondas (MIC) que permite digestdo de até 500 mg de amostra. O método



consiste na combustdo da amostra em sistema fechado com atmosfera de oxigénio.
A combustéo iniciada por micro-ondas une as vantagens da digestdo por via Umida
com aquecimento por micro-ondas e da combustdo em sistemas fechados. A etapa
de ignicdo é feita pela radiacdo micro-ondas usando um reagente especifico, em
geral nitrato de amonio. A amostra deve estar em forma de pastilhas completamente
seca e necessita de um papel de filtro umedecido com uma substancia que promova
a combustdo. (FLORES et al. 2007)

Nesta mesma linha de procedimentos de preparo de amostras, a
combustdo induzida por radiacdo micro-ondas focalizada (FMIC) possibilita a
digestdo de até 1500 mg de amostra. Diferentemente da MIC ela é constituida de
um fluxo de oxigénio durante todo o processo de digestdo. Em ambos os casos, a
decomposicdo da amostra pode ser completa e depende da complexidade da matriz.
Entretanto, o equipamento comercialmente disponivel apresenta alto custo, além de
nao ser de facil manuseio. (FLORES et al. 2007)

3.1.2 Sistemas sob refluxo para o extracdo no preparo de amostras

Recentemente, o uso de sistemas de refluxo na preparacdo das amostras
vem se apresentando como uma alternativa promissora aos métodos convencionais
de digestédo acida. Os primeiros métodos de preparo de amostra envolvendo sistema
de refluxo foram estabelecidos utilizando condensadores convencionais. Estes sao
altamente eficazes para a condensacéo da espécies volateis, mas nao sao praticos,

guando o numero de amostras é grande.

O dedo frio é composto de um tubo de vidro em formato de dedo
acoplado aos tubos comerciais de digestdo durante o procedimento de
mineralizacdo acida com aguecimento. Nesse tubo, a &gua é continuamente
circulada com o objetivo de promover o resfriamento da parte superior do tubo

digestor, 0 que causa, desta forma, o refluxo da solugdo. (PINHEIRO et al. 2014)

A condensacdo dos acidos para dentro do tubo de digestdo evita a
necessidade de reposicao destes reagentes durante o processo de mineralizacao
das amostras, o que normalmente se faz necessario quando sistemas de digestao
abertos séo utilizados. Consequentemente, menos reagentes sdo consumidos e o

risco de contaminacdo por estes pode ser consideravelmente diminuido, o que



justifica 0 uso destes sistemas de refluxo em procedimentos de preparacdo de
amostras para determinacdo de elementos como Cu, Fe, Mn, Zn, dentre outros.
(FERREIRA et al. 2014)

Porém, as solugbes residuais dos processos de digestdo usando o
sistema de refluxo normalmente tém uma concentracdo elevada de acido. Problema
que pode ser resolvido através da diluicdo da solucéo final obtida no processo de
digestdo. Outra alternativa é preparar as solucbes das curvas de calibracdo na
mesma concentracdo do acido utilizado no procedimento de preparo para evitar

interferéncia de matriz na analise. (FERREIRA et al. 2014)

Nano et al. (2009) estabeleceram um procedimento de digestdo de
amostras de ostras utilizando um dedo frio acoplado ao recipiente digestor para a
determinacao de arsénio, cadmio, bario, calcio, cobre, ferro, magnésio, manganés e
zinco por ICP-OES. O procedimento proposto recomenda uma mistura com a
composicdo de 21,4% de acido cloridrico, 30,8% para o acido nitrico e 47,8% de
peréxido de hidrogénio para a digestdo. Os estudos de validacdo evidenciaram uma

boa eficiéncia do procedimento com recuperacdes entre 84% e 110% dos elementos.

Silva et al. (2011) utilizaram um sistema de refluxo com dedo frio para a
digestdo de amostras de arroz com objetivo de determinar cadmio empregando a
técnica ET-AAS. A precisao foi confirmada por anélise de um material de referéncia
certificado de farinha de arroz. Ribeiro et al. (2012) propuseram o uso de um "dedo
frio" no processo de decomposi¢cdo de amostras bioldgicas para a determinacéo de
mercurio. Os experimentos foram realizados a temperaturas de: 80, 100 e 120 °C e
comparados com um sistema aberto. Os autores concluiram que a utilizacdo de
baixa temperatura na digestdo e um tempo relativamente curto, ndo é eficaz para
completar a conversdo de espécies organicas deste metal a sua forma inorgéanica.
Os autores observaram também que o aguecimento do tubo digestor (a temperatura
de 120 °C) sem a utilizacdo de dedo frio promove a secura da mistura reacional no
tubo. Quando o sistema dedo frio € usado, este fato ndo ocorre. Eles também
avaliaram a eficiéncia do processo de digestdo com a determinacdo de carbono
organico total e a acidez residual durante a mineralizacdo de trés amostras
bioldgicas, empregando o sistema aberto e o sistema com dedo frio. Para o carbono
organico total, os resultados foram 15,4% para o sistema aberto e 20,8%, utilizando

o sistema de dedo frio. Os resultados para acidez residual demonstraram uma
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reducdo de 18% para o sistema aberto em comparagcao com o sistema de dedo frio.
Estes resultados confirmaram que o vapores acidos nao é totalmente perdido

durante a digestéo utilizando o dedo frio.
3.2 Radiagao infravermelha

A radiacdo infravermelha sdo ondas de comprimento de 1 milimetro até
700 nandémetros, e, portanto, ndo visiveis para o olho humano. Trata-se de uma
radiacdo ndo ionizante que possui energia da ordem de 0,0012 a 1,5580 eV, a qual
nao é suficiente para o rompimento de ligacdes quimicas, mas provoca aumento dos
movimentos vibracionais e rotacionais das moléculas. No espectro de luz, esta
localizado depois da luz vermelha, dai surgiu seu nome (Figura 1). Apesar de nao
poder ser vista, a radiacdo infravermelha pode ser notada no corpo em forma de
calor: terminagfes nervosas, chamadas termo receptores, conseguem captar essa
radiacdo. (KERNAD, 2015; SKOOG, 1998)

As fontes de radiacao infravermelha s&o constituidas por um sélido inerte
gue € aquecido eletricamente a uma temperatura compreendida entre 1500 e 2200
K (SKOOG, 1998). As lampadas halégenas (Figura 2) oferecem uma grande
quantidade de energia visivel e infravermelha a partir de um filamento de tungsténio.
O filamento de tungsténio é incluso em um bulbo de quartzo preenchido com um gas,
junto com uma quantidade controlada de halogénio (iodo ou bromo). Na temperatura
de operacdo algum tungsténio evapora e migra para as areas mais frias da parede
do bulbo, onde antes de poder se depositar, ele se combina com o halogénio para
formar um haleto de tungsténio. Este haleto circula até chegar préximo do filamento,
onde o haleto se dissocia e deposita o tungsténio de volta no filamento (Figura 2).
Como a parede do bulbo permanece limpa o tamanho do bulbo pode ser reduzido
consideravelmente pelo uso do quartzo, o qual pode suportar as altas temperaturas
da parede do bulbo. Este ciclo continua ao longo da vida operacional da lampada. As
lampadas haldgenas apresentam emissédo de radiacdo com cerca de 90% da

energia na faixa do infravermelho.
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Figura 1- Espectro da radiacdo eletromagnética.
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Figura 2 - Esquema da lampada com filamento de tungsténio e o ciclo do halogénio.

Em geral lampadas que emitem radiacdo infravermelha tém um amplo
espectro (Figura 3), mas a maior parte da radiacdo que produzem é de ondas curtas.
Para a maioria das aplicacbes de aquecimento industrial, esta € a regido que

apresenta a mais alta eficiéncia de aquecimento.
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Figura 3 - Intensidade das onda eletromagnéticas emitidas pelas radiacéo

infravermelha com fonte de uma lampada de halogénio.

3.2.1 Radiagao infravermelha na quimica analitica
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Na quimica analitica a radiacdo infravermelha é amplamente empregada
no processo de secagem de amostras solidas (SKOOG, 1998). As amostras sao
submetidas a aquecimento aplicando-se temperaturas relativamente amenas para
evitar a degradacdo térmica da amostra e/ou riscos de perda de analito por

volatilizag&o.

A radiacédo infravermelha também é aplicada em processos de purificacdo
de &cidos usados para analises de analitos em baixas concentra¢des. Kuehner et al.
(1972) propuseram um processo de purificacdo de acido por destilacdo abaixo do
ponto de ebulicdo (sub-boiling distilation). No procedimento, o acido é aquecido
atravées da radiacdo infravermelha proveniente de uma resisténcia elétrica
devidamente protegida por um involucro de quartzo. A superficie do reagente liquido
€ vaporizada sem entrar em ebulicdo e o vapor é condensado em um dedo frio, em

geral feito de quartzo de alta pureza, e o reagente puro é coletado.

7

A radiacdo infravermelha também é utilizada para dessolvatacdo de
aerossol em analises por ICP OES e ICP MS. Os sistemas de dessolvatacao
reduzem a quantidade de solvente que alcanca o plasma, diminuindo interferéncias.
Em uma primeira etapa é realizado o aquecimento do aerossol em que o solvente &
parcial ou totalmente evaporado das goticulas de aerossol e na segunda etapa o
vapor de solvente é removido do fluxo do aerossol. (GRAAS et al. 1999; SCHRON &
MULLER, 1997)

O aquecimento por radiacao infravermelha também pode ser empregado
em sistemas de decomposicdo por combustdo. Na combustdo em frasco de
Schodniger utilizando a radiacédo infravermelha como fonte de ignicdo, a amostra é
confinada em um envoltério de papel, o qual fica suspenso em um frasco fechado
contendo um pequeno volume de uma solucdo absorvedora, adequada para reter 0s
analitos. O gas contido no interior do frasco deve ser oxigénio e a ignicdo da
amostra é realizada por meio de uma lampada de infravermelho com auxilio de uma
lente. A amostra e 0 papel queimam na presenca de atmosfera de oxigénio e, ap0s

resfriamento, o frasco € agitado fortemente. A analise € realizada na solucéo
resultante. (SCHONIGER, 1955)

O sistema Trace-o-Mat desenvolvido por Knapp et al. (1977) utiliza a

radiacdo infravermelha proveniente de duas lampadas para iniciar a ignicdo da
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amostra. Nesse método, a amostra € peletizada com uma prensa manual em uma
camera de combustdo e posicionada em um suporte de quartzo junto a uma
pequena tira de papel. A camara de combustdo é conectada a uma unidade de
resfriamento preenchida com nitrogénio liquido. Oxigénio é introduzido na camara de
combustdo e duas lampadas de infravermelho promovem a ignicdo da amostra. Os
produtos volateis sdo retidos no condensador contendo nitrogénio liquido. Os

elementos ndo volateis sdo solubilizados em &acido.

No preparo de amostras poucos trabalhos foram publicados com o uso de
radiacdo infravermelha como fonte de aquecimento. Gouveia et al. (2001)
desenvolveram uma metodologia que utilizava a radiacdo infravermelha fornecida
por trés lampadas para a decomposicao parcial de amostras de figado bovino “in
natura”. Os teores determinados dos elementos cobre e manganés foram
comparados aos obtidos empregando decomposicao assistida por forno de micro-
ondas com cavidade. A exatiddo do método foi verificada pela analise de material
certificado de figado bovino e folhas de macieira, sendo obtidas recuperacdes

satisfatorias para Cu, Mn, Zn e Sr.

Em um estudo mais recente, DANTAS et al. (2013) utilizaram um sistema
combinado que associa a radiacao infravermelha com radiacdo micro-ondas (IR-MW)
para completa decomposicdo de amostras organicas, apresentando como
possibilidade a digestdo de até 1,0 g de amostra de matriz alimentar complexa. Fato
possibilitado por uma digestdo prévia dessa amostra assistida por radiacdo
infravermelha e em seguida, a solucao pré-digerida é levada para um forno de micro-
ondas no qual a decomposicdo da amostra se completa. O uso do mesmo frasco de
quartzo em ambas etapas (pré-digestdo e digestdo no micro-ondas) possibilita um
menor manuseio da amostra. Esse método tornou possivel a utilizacdo de maiores
massas de amostras e, consequentemente, a determinacdo dos elementos Al, Ca,

Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn por ICP-OES com precisao e exatidao.
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3.3 Soja

A soja € uma planta herbacea que se originou de espécies de plantas
rasteiras que se desenvolviam no norte da China. A sua importancia na dieta
alimentar daquela época era impar, a tal ponto de serem realizados rituais nas
vésperas da semeadura e colheita, pois a soja era considerada um grao sagrado. A
introducdo da soja em paises ocidentais (Franca e Inglaterra) ocorreu entre 0s
séculos XVII e XIX. No continente americano, a soja adquiriu importancia a partir de
1880, essencialmente nos EUA, ainda como uma cultura forrageira e em 1940,
foram plantados cerca de dois milhdes de hectares desta planta. Desde 1941, a
producédo de gréos superou o cultivo forrageiro e iniciou um crescimento exponencial
no cultivo mundial da soja, ndo somente nos EUA, mas também no resto do mundo
(MORAIS, 1996; EMBRAPA, 2006).

A partir da década de 60, o cultivo de soja consolidava-se como uma das
principais culturas do agronegdcio brasileiro. Entre os anos de 1954 e 1958 o Brasil
participava com apenas 0,5% da producdo mundial de soja. Mas em 1976 respondia
por 16% da producdo mundial (MORAIS, 1996). No ano de 2014, o Brasil se tornou
0 maior produtor de soja no mundo (GLOBO, 2014). O principal uso da soja, tanto no
Brasil como no resto do mundo, € como matéria-prima para as industrias que

produzem Oleo, farelo e seus derivados.

A soja pertence a familia das leguminosas e se destaca por ser rica em
proteinas, lipideos, fibras, isoflavonas, sais minerais e vitaminas do complexo B,
além de ser uma fonte de proteina saudavel. O consumo de soja contribui com a
diminuicdo do colesterol e possui fito-quimicos que auxiliam na reducéo do risco de
cancer e no indice de doencas cardiovasculares. Em média, a soja possui 40% de
proteinas, 20% de lipidios (6leo), 5% de minerais e 34% de carboidratos e nao
possui amido. (TRUCOM, 2005)

Os carboidratos da soja correspondem a polissacarideos insoluveis e
oligossacarideos soluveis. As cinzas séo ricas nos minerais ferro e zinco. Os lipidios
da soja incluem de 1,0 a 3,0% de substancias nao saponificaveis e cerca de 15% de
acidos graxos saturados e 85% de insaturados. A casca é formada por quatro ou
cinco camadas sobrepostas contendo células de diferentes tipos. Os cotiledones
contém a maior parte das proteinas do gréo que constituem cerca de 90% do teor de
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proteina da soja. As globulinas tém solubilidade minima em torno de pH 4,5 e
servem como substrato nutritivo para o crescimento do embrido. As proteinas
restantes, a exemplo das proteinas estruturais e funcionais, estdo localizadas no
restante da semente. A casca da soja contém também 87% das fibras (MORAIS,
1996).

O gréo da soja contém muitos minerais como 0 potassio, magnésio,
fésforo, ferro, cobre, calcio e sddio. O teor de célcio presente nos graos se apresenta
pouco disponivel para a nutricdo humana, dessa forma alguns dos produtos

industrializados s&o enriquecidos com este mineral (MORAIS, 1996).

Tabela 1- Minerais no gréo de soja.

Minerais Teor (mg/100q)
Calcio 220 — 280
Fésforo 590 - 660
Ferro 8-18
Potassio 340 - 380
Sadio 1670 — 2090
Magnésio 220 — 240
Enxofre 410
lodo (ppm) 0,01
Cobre (ppm) 12

Fonte: (MORAIS, 1996).

A partir da soja pode-se obter 4 grupos distintos de produtos: produtos
nao desengordurados, produtos do Oleo bruto, produtos do farelo desengordurado
cru e produtos de tradicéo oriental. Da soja produz-se tofu (“queijo” de soja), iogurte
a base de soja, “carne” de soja (proteina texturizada de soja - PTS), misso (pasta de
soja), shoyu (molho de soja), concentrados e isolados proteicos, Oleo refinado,
farelo, farinha e leite de soja (extrato hidrossoluvel de soja - EHS). (TRUCOM, 2005)

3.3.1 Farinha de soja

Para fabricacéo da farinha de soja, os gréos sao selecionados e limpos a
seco para remover pedacos de pedra, poeira e etc. Em seguida, sao lavados para
retirar impurezas e recebem um tratamento térmico. Esta é a fase mais importante
na producdo desse tipo de farinha, pois o tratamento térmico necessario para

inativar o sistema de enzimas lipoxigenase e os fatores antinutricionais, quando
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inadequado, diminui o valor nutricional e/ou as qualidades funcionais do produto
final. (EDMUMD, 1995)

ApoOs a secagem dos graos cozidos, estes sdo quebrados para soltarem
as cascas que sao retiradas por um sistema de peneiras e aspiradores, produzindo
endosperma puro. Este produto é moido e classificado. A fragdo grossa retorna para
0 moinho, sendo a farinha (fracédo fina que deve passar numa peneira de 100 mesh)
levada a0 empacotamento. Varios tipos de farinha de soja integral sdo produzidos
no mundo. As mesmas podem ser divididas em duas principais categorias: para
usos gerais e para branqueamento em paes. (DEMICHELI, 2005)

A farinha de soja integral apresenta um excelente valor nutritivo, sendo
importante na industria de alimentos (por causa da sua proteina), uma grande fonte
de vitaminas e minerais e uma excelente fonte de 6leo rico em acidos graxos poli
saturado. (EDMUMD ,1995)

3.3.2 Extrato hidrossollvel de soja

O extrato hidrossoluvel da soja - o "leite" de soja - é tradicionalmente
obtido por maceracéo dos graos, trituracdo com agua, tratamento térmico e filtracao
para remover os sedimentos. Este produto que é bastante apreciado e muito
consumido pelos orientais, tem apresentado aceitacdo limitada pelos povos do
ocidente. Isto se deve ao sabor e odor indesejaveis provocados principalmente pela
enzima lipoxigenase. Para cada quilo de soja o rendimento médio é de 9,3 kg de
extrato hidrossolivel com uma composicdo média de 3,5% de proteinas, 2,2% de
gorduras e 6,5% de sdlidos totais, e 1,7 kg de residuos insoliveis com 15% de
sélidos. A composicdo desse extrato em aminodcidos e acidos graxos e seu valor

nutricional é semelhante a da soja utilizada como matéria-prima. (EMBRAPA, 2015)
3.3.3 Proteina texturizada de soja

A proteina texturizada de soja (PTS), conhecida também com Proteina
texturizada vegetal, é processada em uma magquina de extrusdo. As PTSs séo feitas
para se assemelhar a carne bovina, carne de porco, frutos do mar, aves, tanto na
estrutura quanto na aparéncia, quando hidratados. A PTS é feita a partir do farelo
desengordurado cru obtido pela limpeza da soja, quebra, descascamento,

tratamento térmico, laminacdo, extracdo do Oleo com solvente e posterior
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evaporacdo do solvente do farelo, contendo cerca de 50-54% de proteina.
(JOSEPH, 2001)

A extrusdo € um processo de aquecimento a elevadas temperaturas
durante um curto periodo de tempo em que a farinha de soja passa a ser soja
texturizada. Durante este processo, as estruturas quaternarias das proteinas séo
abertas devido a umidade e temperaturas elevadas e em seguida as proteinas
polimerizam e se reorientam. Ao mesmo tempo, enzimas como a urease (0 que
reduz o tempo de vida util do produto) e lipoxigenase (que produz os sabores
desagradaveis devido a oxidacao do 6leo de soja) e o inibidor de tripsina (que reduz
a digestibilidade da proteina) sdo destruidas. Este processo melhora o valor
biolégico e modifica as propriedades funcionais do produto. No entanto, ha

necessidade de cozimento de extrusdo apropriado. (FELLOWNS, 1994).
3.3.4 Proteina isolada de soja

A proteina isolada de soja contendo, no minimo, 90% de proteina é
preparada a partir da farinha de soja desengordurada de granulometria especial. A
proteina € extraida com solucédo alcalina e separada do residuo insolavel sendo
precipitada com solugéo acida (pH aproximadamente 4,5) e o precipitado proteico é
entdo separado, lavado e seco. Para obtencdo da proteina isolada de soja faz-se
uma neutralizacdo do precipitado proteico, para entdo, se proceder a secagem. As
proteinas isoladas de soja sdo os produtos mais refinados derivados da soja.
(JOSEPH, 2001)

3.3.5 Nutrientes em soja e seus derivados

Os elementos podem ser subdivididos em trés grupos principais, de
acordo com sua abundancia no organismo: macroelementos (Ca, K, Mg e Na),
microelementos (Cu, Fe, Zn e Mn) e elementos traco (Co, Cr, Mo, Ni).
Considerando-se esses elementos e suas fungdes no corpo humano, pode-se
destacar o calcio, presente nas estruturas 6sseas e no esmalte dos dentes, o
potassio que contribui para o balanco osmotico em membranas celulares e o ferro,
gue esta presente na estrutura da hemoglobina. O zinco esta envolvido na producao
e estocagem do hormoénio insulina em células beta do pancreas. O manganés e o

cobre estdo envolvidos em processos metabdlicos que regulam a producdo de
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energia e o bom funcionamento do corpo humano. (DEMICHELI, 2005; REILLY,
2002)

A auséncia ou excesso desses elementos ou qualquer outro elemento
quimico pode promover danos ao organismo humano, de modo que, um
desequilibrio na concentracao de algum destes elementos pode até mesmo causar a
morte. Assim, uma alimentacdo adequada pode ser uma alternativa eficaz para a
manutencdo do equilibrio e bom funcionamento do organismo humano, sem
escassez ou acumulo de elementos essenciais (SOUSA, 2005). Pensando nisso, a
avaliagdo dos niveis de macro e micronutrientes inorganicos em diferentes amostras

biologicas e de alimentos é muito importante.

Os alimentos derivados da soja apresentam quantidade adequadas de
nutrientes. A soja é considerada um alimento completo, pois além de conter
proteinas, vitaminas do complexo B, isoflavonas e vitamina E, ainda apresenta
minerais como cobre, ferro, fésforo, potassio, magnésio e manganés (TRUCOM,
2005). Na avaliacdo nutricional dos produtos derivados da soja as investigacdes
acerca da composicado inorganica tem relevancia, visto que a maior parte das
informacdes j& existentes na literatura referem-se aos seus constituintes organicos
(COZOLLINO, 2005). No que se refere a quantificacdo de inorganicos em amostras
de alimentos, as técnicas analiticas que relacionam espectroscopia atdmica sao,

sem duavida, as mais apropriadas.

A importancia da quantificagdo de macro, micronutrientes e elementos
tracos em alimentos, esta associada a evidente necessidade de implementacdo de
nutrientes na dieta, além do controle da composi¢do nutricional dos alimentos e
prevencao de quaisquer distarbios no organismo causados pela ingestdo excessiva
de determinados componentes. A soja além de fungdes nutricionais basicas,
promove beneficios a saude, reduzindo riscos de ocorréncia de doencas crbnicas
ndo transmissiveis. E para a determinagdo das espécies quimicas de interesse se
faz necessaria comumente a oxidacdo da matéria organica presente nas amostras,
numa etapa de tratamento prévio da amostra, utilizando essencialmente
procedimentos por via Umida, fazendo uso de blocos digestores e fornos de micro-
ondas. Esta etapa é essencial para a aplicagdo das técnicas de espectrometria de
absorcdo atbmica com chama (FAAS), espectrometria de absor¢cdo atdmica com
forno de grafite (GF-AAS) e a espectrometria de emissdo Optica com plasma
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indutivamente acoplado (ICP-OES), as quais sao as mais empregadas na
quantificacdo de macro e micro nutrientes em alimentos (COELHO, 2001).

O leite de soja, farinha de soja, proteina texturizada, graos de soja inteiros
e produtos a base de soja foram avaliados por GARCIA et al. (1998) e a quantidade
de célcio, cobre, ferro e zinco, foram determinados. Para a determinacdo dos
elementos citados uma massa de aproximadamente 1,0 g de amostra foi submetida
a decomposicao em bloco digestor utilizando acido nitrico e peréxido de hidrogénio,
para posterior determinacdo em bloco digestor dos analitos por FAAS e FAES. Com
relacdo a determinacdo de fésforo, a maior concentracdo deste elemento foi
encontrada na amostra de leite de soja em pd, provavelmente em decorréncia da
adicdo de fosfato de calcio na formulacdo do produto. Os valores encontrados
sugerem que a ingestdo dos subprodutos de soja avaliados satisfaz as
necessidades diarias para os elementos: Ca, Cu, Fe, K e Zn, com destaque para as

concentracdes de célcio nas amostras.

PLESSI et al. (1997) analisaram Al e Zn (por GF-AAS e FAAS,
respectivamente) em sete formulagbes infantis e dezoito diferentes tipos de
alimentos infantis para dietas de criancas na Italia. A digestdo das amostras ocorreu
em forno de micro-ondas com cavidade, utilizando cerca de 0,3 g de amostra e 3,0
mL de HNOs a 65% m m1. O volume foi completado para 25 mL com agua ultrapura.
A exatiddo do método foi estimada através da analise de material certificado de
referéncia NIST SRM 1549 nonfat milk powder e NIST SEM 1548 total diet, havendo
concordancia entre os valores encontrados e valores certificados. As formulacfes
infantis a base de soja apresentaram maiores valores de concentracao para Al (7,0 a
7,8 ug g') em comparacdo as formulacdes a base de leite (3,0 - 3,5 ug g?d),
provavelmente em decorréncia do teor de aluminio naturalmente presente em gréos
de soja. Os valores encontrados para Zn sofreram maior variacdo para as amostras
a base de soja (13 — 73 yg g*t). A maior concentracdo de Al foi encontrada na
amostra de farinha de soja (26 pg g1), enquanto que a maior concentragéo de Zn foi
encontrada na amostra de carne congelada (180 ug.g?). Nos alimentos infantis as

concentragdes de Al e Zn variaram bastante de uma amostra para outra.

A analise de cinco amostras de alimentos para bebés em fase de
lactacdo, dentre estes, alimentos a base soja, para a determinacdo de acidos
graxos, aminoacidos e os elementos Ca, Cu, Fe, K, Mg, P e Zn foi realizada por
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FERNANDEZ et al. (2002). O procedimento de decomposi¢do das amostras para a
determinacdo dos referidos elementos envolveu o aquecimento prévio a 110 °C
overnight em seguida foi efetuada a pesagem de cerca de 0,1 g das amostras em
béqueres e adigdo de 20 mL de HNO3s e 1 mL de &acido HCIO4 e aquecidas em placa
a 120 °C, durante uma hora. Em seguida a temperatura foi aumentada para 150 °C,
e as amostras foram submetidas a refluxo overnight. As amostras foram entdo
aguecidas até proxima a secura sob a mesma temperatura e posteriormente
tratadas com 2,5 mL de uma mistura HNO3/HCIO4 (4:1). ApOs o resfriamento as
solugdes foram diluidas a completando a 50 mL com agua deionizada. O ICP OES
foi utilizado para determinar a concentracdo dos analitos. Concluiram que todas as
amostras analisadas contém concentracdes inadequadas de calcio e zinco de

acordo com as quantidades diarias recomendadas.

Os elementos Ca, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Mn, Na, Zn, Ag, Al, As, Ba, Be, Cd,
Hg, Ni, Pb, Sb, Sn, Sr, Ti, Tl, U e V foram determinados por ICP-OES ap6s
decomposicdo de 26 amostras de formulas infantis a base de leite e de soja em
forno de micro-ondas com cavidade fazendo uso de 0,5 a 1,0 g das amostras de
formulagdes infantis em po, e 5 mL das amostras liquidas utilizando 7,0 mL de acido
nitrico e 3 mL de 4gua deionizada e temperatura maxima de 170 °C. A exatiddo do
método foi avaliada através da analise de material certificado de referéncia NIST
SRM 8435, havendo concordéancia entre os valores encontrados e valores
certificados. A concentracdo média da maioria dos elementos determinada nas
formulacbes infantis a base de soja nos Estados Unidos se mostrou geralmente
superior em relacdo as concentracfes obtidas para as formulacfes infantis a base
de leite dos Estados Unidos, Reino Unido e Nigéria. (IKEMA et al. 2002)

Foram avaliados por HSEU (2004) quatro procedimentos de
decomposicdo para determinacdo de Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn em diversos tipos
de amostras previamente secas, incluindo graos de soja, com determinacao por GF-
AAS ou FAAS. Trés desses experimentos foram realizados em bloco digestor
utilizando HNOs; HNO3/HCIOs4 e H2SO04/H202. O volume de HNOs utilizado nos
procedimentos correspondeu a 10 mL, de HCIOsa 5,0 mL e H2SO4 a 3,5 mL. O
acido sulfarico foi empregado em mistura com perdxido de hidrogénio, utilizando um
volume de 4,5 mL para este ultimo. As temperaturas atingidas no bloco digestor

variaram entre 150 e 250°C. O procedimento que emprega somente o acido nitrico
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para a decomposi¢cdo das amostras foi o recomendado em termos da recuperagao
obtida, essencialmente para Cd, Mn e Ni, custo e tempo de execugao.

Bebidas a base de soja e formulacdes infantis a base de arroz foram
incineradas para posterior analise de Mn por FAAS (COCKELL et al. 2004). As
amostras foram pesadas (10 mL para amostras liquidas e 1,0 g para amostras em
po) e entdo submetidas a incineracdo a 450 °C utilizando HNOs como agente
oxidante adicionado na preparacdo. Materiais certificados da NIST foram utilizados
para avaliar a exatiddo do método, havendo concordéancia entre os resultados
certificados e aqueles obtidos. A concentracdo de Mn em bebidas a base de soja
encontrada correspondeu a 16,5 + 8,6 ug g* para 36 amostras, valor este muito
superior ao valor encontrado para a concentracdo de Mn em formulacdes infantis a
base de arroz que correspondeu a 9,9 + 1,7 ug g*. As bebidas a base de soja
investigadas ndo devem ser administradas para criangas, uma vez que Sao

nutricionalmente inadequadas.

A concentracdo de 20 elementos tragco em iogurtes de soja e produtos
lacteos consumidos na Espanha foram determinados por E.J. Llorent-Martinez et al.
(2012) usando espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS) apos a digestdo em micro-ondas com objetivos de avaliar o teor dos elementos
tracos e identificar a possivel toxicidade desses alimento em relacdo aos valores
recomendados de ingestdo diaria. O método analitico desenvolvido foi validado
usando, tanto um material de referéncia certificado, e como experimentos de adi¢ao
e recuperacao nas amostras de iogurte, obtendo resultados satisfatérios em todos
0s casos. Concentracdes muito mais altas de Cu e Mn foram encontrados em
produtos de soja (até 30 vezes mais elevada) e foram observadas pequenas
diferencas na concentragcéo de Fe e Zn. O Ni foi encontrado em altas concentra¢des
em iogurtes de soja (até 450 ng g em algumas amostras). Finalmente, os niveis de
elementos téxicos foram muito baixos, sendo inferiores ao limite de deteccdo em

alguns casos.

Extrato de soja, proteina de soja texturizada, soja transgénicas, e farinha
de soja inteira foram mineralizadas em micro-ondas para analise de Co, Cr, Cu, Fe,
Mn, Ni, Se, V e Zn por ICP OES e As, Ba, Cd, Pb e Sr por ICP-MS por BARBOSA et
al. (2015). Foram avaliados parametros como: volume de HNOs (2,1 - 14,5 mol L) e
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a utilizacdo de perdxido de hidrogénio na eficiéncia da decomposicéo - avaliada com
base no teor de carbono residual (% RCC). Foi determinado que 2,1 mol L' HNOs e
1,0 mL de H20:2 era a mistura adequada para uma digestéo eficiente, uma vez que o
RCC foi menor do que 18%. Alimentos a base de soja investigados neste estudo
apresentaram composi¢do variavel em termos dos elementos essenciais e
elementos potencialmente téxicos, que podem ser atribuidas aos diferentes métodos

de processamento.
3.4 Otimizacao de experimentos: Planejamento fatorial completo

Existem duas formas de otimizacdo de métodos analiticos: a univariada,
na qual cada fator é variado por vez, fixando-se em um determinado valor e variando
0s outros fatores envolvidos no processo. Este método é relativamente simples e de
facil interpretacdo, porém requer uma demanda maior de tempo de estudo, maior
gasto de reagentes, além de ndo considerar as interagcbes que ocorrem entre 0s
fatores. Assim, como a maioria dos sistemas apresenta interacao entre as variaveis,

nao se pode dizer que o método univariado é um método de otimizacao.

Na otimizagdo multivariada todos os fatores sdo variados
simultaneamente, e as condi¢cdes Otimas de trabalho sdo encontradas através de
modelos matematicos e testes estatisticos para validar esses modelos. Essa
otimizacdo multivariada permite reconhecer se existem interacfes entre os fatores
escolhidos e o niumero de experimentos pode ser reduzido. A desvantagem dessa
otimizacdo estda na maior dificuldade de interpretacdo dos dados gerados,
entretanto, muitos softwares possuem recursos que facilitam a interpretacdo desses
dados. E ainda, é possivel gerar graficos de superficie de resposta que mostram as

resposta para qualquer experimento dentro do dominio experimental estudado.

Uma das ferramentas multivariadas mais utilizadas é o planejamento
fatorial completo, no qual estdo envolvidas as variaveis em diferentes niveis. Se o
namero de variaveis a ser estudado se tornar grande, isto também aumentard o
namero de experimentos. Para evitar o custo financeiro e também o tempo na
realizacdo do grande numero de experimentos necessarios no planejamento fatorial
completo, utiliza-se outros planejamentos experimentais, tais como o fatorial

fracionado (fragcbes de experimentos completos). Fazendo a escolha adequada, €
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entdo possivel determinar, ndo somente o efeito de cada fator, mas também o modo

com que cada um deles interage com os demais. (LUNDSTEDT, 1998)

Na utilizacdo de planejamento fatorial completo, o experimentador deve
selecionar entre 2 e 4 variaveis para serem testadas em dois niveis. Em um
planejamento fatorial no qual sdo testadas 3 variaveis, sdo realizados 2% = 8
experimentos. Com 4 e 5 variaveis e dois niveis, sdo realizados 16 e 32
experimentos respectivamente. Quando o numero de variaveis € muito alto, o
analista pode utilizar planejamentos fatoriais fracionarios e executar um numero
reduzido de experimentos. Apds a realizagdo dos experimentos 0 passo
subsequente € identificar quais sdo as variaveis realmente importantes e que

requerem maior atencéo do analista.
3.4.1 Graficos de superficies de respostas e funcéo desejabilidade

Em diversas situacdes € necessario efetuar um ajuste fino das variaveis
mais importantes no sentido de propor modelos empiricos que correlacionem as
variaveis estudadas com as respostas que estdo sendo monitoradas. Na década de
1980, Derringer e Suich propuseram um procedimento matematico que relaciona a
normalizagdo dos resultados, através de respostas de todas as variaveis
dependentes com suas respostas desejaveis identificando uma condicdo de

compromisso entre as diversas respostas que estao sendo avaliadas

A funcdo desejabilidade encontra a melhor condicdo para todas as
variaveis convertendo-as para uma faixa entre 0 (representa um valor indesejavel) e
1 (representando um valor de resposta ideal) chamados de desejabilidade individual
(di). A guimica analitica considera que os melhores modelos de resposta séo
agueles no gual os niveis de desejabilidade sejam igual ou superior a 0,6. Em casos
nos quais é importante identificar condicdes experimentais com respostas elevadas,

a di deve ser calculada como mostra a Equacgéao (2):

di=0se y<L , {f;%fjseL <y <Telsey =T

(2)

Em que y é a resposta que esta sendo monitorada, L e T sdo a menores
repostas aceitavel e a reposta-alvo, respectivamente. Além disso, é possivel atribuir

um peso para a resposta (s). Ao atribuir peso para os valores de desejabilidade, o
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experimentador ird priorizar aquelas condi¢cbes que apresentaram resultados mais
satisfatorios. Apds calcular todas as desejabilidades individuais (di), deve-se agrupar

todas elas por meio de uma média, e assim, calcular a desejabilidade global (D)

como mostra a equacéo 3:

D = 5/dixd2..dm (3)
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4 EXPERIMENTAL
4.1 Reagentes

Todas as solucbes foram preparadas com &gua ultrapura (resistividade
18,2 MQ cm) de um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, USA). As vidrarias e
frascos foram previamente descontaminados, em banho acido HNOs 10% v v%, por
24 horas e lavadas com agua destilada antes do uso. Nos experimentos foi utilizado
acido nitrico 65% m m (Vetec, Brasil). Para determinacdo do teor de 6leo das
amostras foi utilizado como solvente o Hexano (Dinamica, Brasil). Para
determinacdo do teor de nitrogénio foi utilizado H2SO4 P.A, Na2SO4, CuS0O4.5H20
(Sigma Chemical Company, EUA) e NaOH 40% m m (Merck, Alemanha).

Os padrdes, utilizados nas curvas analiticas, necessarios para analise dos
elementos Cu, Fe, Mn, Mg, K, P e Ca por ICP-OES e Zn por FAAS foram preparados
a partir de diluicées de solucdes estoque 1000 mg L (Across Organics, Bélgica). As
curvas analiticas para determinacdo de carbono organico residual foram preparadas

a partir de ureia (LabSynth, S&o Paulo, Brasil) em meio aquoso a quente.

4.2 Amostras e material de referéncia certificado

Os experimentos foram realizados utilizando amostras de origem vegetal
derivadas do gréo de soja: extrato hidrossoluvel, farinha tostada, proteina texturizada
e proteina isolada disponiveis em estabelecimentos locais na cidade de Fortaleza —
Ceard. O material de referéncia certificado utilizado no estudo de validacédo foi o
NIST 1568b (Rice Flour).

4.3 Instrumentacéo

Os teores de 6leo foram determinados por gravimetria empregando
sistema Sohxlet. Os teores de umidade e a secagem das amostras foram realizados
com auxilio de uma estufa (Micronal, S&o Paulo, Brasil) e de um dessecador para
armazenagem. Os teores de proteina foram realizados com auxilio de um bloco

digestor e um destilador de nitrogénio.

O sistema de preparo das amostras (IR) foi desenhado e montado no
Laboratério de Estudos em Quimica Aplicada (LEQA) e consta de uma caixa de MDF

(fibora de média densidade) de 30x17x20 cm revestida internamente com aluminio e
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com capacidade para um frasco com diametro méximo de 6 cm. Nesse sistema uma
lampada halégena de Tungsténio (500W, FLC, China) com 11,8 cm, utilizada como
fonte de radiacéo infravermelha, foi acoplada internamente na lateral direita. A caixa
possui uma tampa removivel com orificio central de encaixe do tubo reacional e um
pedestal de vidro fixado no interior da caixa usado como suporte. Um refletor de

aluminio foi empregado para garantir uma maior eficiéncia de aquecimento do meio

(Figura 4).

5cm 3 cm

17 cm

s
e ——

TUBO DE VIDRO

/
-

Refletor de aluminio Lampada
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Figura 4 - Sistema (IR): Caixa MDF acoplada com lampada de halogénio utilizado

A determinacao do teor de carbono residual, Cu, Fe, Mn, Mg, K, P e Ca foi
efetuada em um espectrbmetro de emissdo O6ptica com plasma indutivamente
acoplado, ICP OES, “dual view” (OPTIMA 4300 DV, Perkin Elmer) que opera em
visdo axial e radial com sistema simultaneo de deteccdo. A quantificacdo Zn foi

realizada em um espectrémetro de absorcao atbmica com chama (FAAS) (Varian AS

240FS, Mulgrave, Australia).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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4.4 Procedimento experimental
4.4.1 Determinacao do teor de 6leo, umidade e proteina nas amostras

Para quantificacdo do teor de umidade cerca de 1,00 g de cada amostra
foi pesado em um béquer e submetido a aquecimento em estufa a 105° C durante 4
horas. Apods esfriamento em dessecador, as amostras foram novamente pesadas, e
em seguida, submetidas a aquecimento em estufa a 105° C por uma hora. Esse
processo foi repetido até peso constante. O calculo do teor de umidade € obtido pela
diferenca entre a massa inicial e final, dividida pela massa inicial e o resultado

multiplicado pelo fator 100.

Para a secagem das amostras, utilizadas para analise da porcentagem de
Oleo, proteina e cinzas, massa equivalente a 20,0 g dos derivados de soja foram
submetidos a aquecimento em estufa & 105° C durante 15 horas e armazenadas em

dessecador.

Para a extracdo e a quantificacdo do 6leo nas amostras derivadas da soja
utilizou-se o solvente hexano com o auxilio de um sistema Soxhlet. O método de
Soxhlet é altamente eficaz para amostras vegetais e consistiu no tratamento
sucessivo da amostra imersa no hexano por sifonagcéo e posterior condensacao do

solvente aquecido dentro do baldo de fundo chato fixado na base do aparelho.

Em um cartucho de papel de filtro qualitativo, selado com algodao, cerca
de 2,00 g da amostra seca foram introduzidos, sendo o cartucho posteriormente
encaixado no extrator. As extracdes foram realizadas em 6 h. Ap6s o término do
periodo de extracdo, o baldo de fundo chato contendo a fracdo lipidica com o
solvente foi retirado e levado a estufa a 100° C para evaporacao do solvente por 12
horas. A diferenca de massa do baldo de fundo chato seco e apds extracdo e
secagem fornece o valor de lipidios na amostra e o teor pode ser calculado com o
valor dessa diferenca dividido pela massa pesada e o resultado multiplicado por um
fator 100.

O teor de nitrogénio foi determinado pelo método Kjeldahl. Este
procedimento baseia-se na decomposi¢cao da matriz organica por acido sulfurico e o

nitrogénio na forma de aménia é coletado usando um sistema de destilacao.
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4.4.2 Digestao parcial da amostra empregando radia¢éo infravermelha

Avaliou-se o desempenho das digestdes parciais da amostras com HNO3
65% m m considerando aspectos como a massa de carbono solubilizado e de
residuo final, eficiéncia de decomposicdo parcial ou solubilizacdo, tempo do

processo, utilizacdo de um sistema de refluxo dos gases e a extracao elementar.

Primeiramente foram realizados testes nas amostras com a finalidade de
se determinar o volume minimo de acido necessario para homogeneizacéo; tempo
minimo para iniciar borbulhamento e tempo maximo de exposicdo a radiacao
infravermelha para evitar carbonizacdo e a observacdo do comportamento das
amostras ao ataque &acido. Inicialmente, 1,0 g de cada amostra foi pesado e
transferido para tubos de vidro seguido da adicdo de volumes equivalente a 2,0; 2,5;
3,0; 3,5; 4,0; 4,5 e 5,0 mL de HNO3z 65% m m™ misturados com auxilio de um bastéo

de vidro. Posteriormente, o frasco foi exposto a radiacéo infravermelha no sistema
(IR).

As amostras foram submetidas a radiacao infravermelha em um frasco de
vidro de 30 cm de altura e 3 mm de espessura. Este frasco foi idealizado para evitar
0 transbordamento da amostra durante a reacdo. Para o sistema de refluxo foi
utilizado um dedo frio de vidro de 13 cm, com saida para gas, acoplado e vedado no
frasco reacional com uma tampa de teflon (Figura 5). Massas equivalentes a 1,00 g

de amostras foram submetidas ao sistema (IR), usando HNO3s 65% m m™.
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\ J
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Figura 5- Esquema detalhado do dedo frio utilizado acoplado ao frasco para



29

promover o refluxo dos vapores acidos. Elaborado pelo autor.

Na otimizag&o do procedimento experimental, utilizou-se um planejamento
fatorial completo em dois niveis com variacdo do uso de refluxo, volume de HNO3s e
tempo de exposicdo a radiacdo infravermelha. As variaveis e seus niveis estédo

detalhadas na Tabela 2.

Tabela 2 Matriz de planejamento dos experimentos.

Experimento Acido Nitrico (mL) Tempo (min) Refluxo

5 4 Sim

© N o b~ W N P
©® ® o o ¢ g Gl
N~ N M BN NN A
n
3

Depois de submetidas ao aguecimento, as amostras foram filtradas em
papel de filtro quantitativo (previamente seco em estufa a 105 °C por 2 horas),
transferidas para tubos de falcon e diluidas para 30,0 mL com 4gua deionizada. Apos
a filtragem os papeis contendo o residuo da amostra foram lavados sucessivas
vezes com agua destilada, secados em estufa a 55 °C por 12 horas e pesados para
quantificar a massa de residuo remanescente. O Fluxograma da Figura 6 detalha

esquematicamente todo procedimento:
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Figura 6- Fluxograma do procedimento experimental para extragdo multielementar
no sistema (IR).

4.4.3 Equipamentos utilizados para a anélise elementar

A determinagdo dos elementos Cu, Fe, Mn, K, P, Mg e Ca e o teor de
carbono residual foram realizadas por ICP OES. O teor de carbono residual (% RCC)
foi obtido apds as solugdes finais passarem por um banho ultrassénico de 3 minutos
para evitar a presenca de compostos volateis de carbono nestas solucbes. As
solugdes padrdo de calibragdo para carbono foram preparadas em meio aquoso a
quente na faixa de 0,5 a 2,5 % C m v'! segqundo método proposto por Gouveia et al.
(2001). Os parametros utilizados podem ser verificados na Tabela 2. As linhas de
emissao selecionadas para cada elemento foram em nm: C 193,027 (axial), Cu 327,
393 (axial), Fe 238,204 (axial), Mn 257,610 (axial), K 766,490 (radial), Mg 285,213
(radial), P 213,617 (radial) e Ca 315,887 (axial).
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Tabela 3- Parametros operacionais do ICP-OES.

Parametro ICP-OES
Camara de spray Duplo passo
Nebulizador Fluxo cruzado
Poténcia RF (kW) 1,1
Vazéo de Ar plasma (L min-t) 15,00
Vazdo de Ar auxiliar (L min-1) 0,50
Vazéo de Ar nebulizagéo (L mint) 0,80
Taxa de aspiragao (mL min-1) 1,40

A concentracdo de Zn foi determinada através da técnica de espectrometria
de absorcdo atdmica em chama (FAAS) equipado com lampada de deutério para
correcdo de fundo e chama de ar-acetileno. As medidas foram obtidas por lampada
de céatodo oco (HCL) de Zn com corrente de 4 mA. O comprimento de onda utilizado

foi de 213,9 nm e abertura de fenda de 1,0 nm.
4.4.4 Tratamento dos dados

O Software Statistica 6.0 (StatSoft, EUA) foi utilizado para o tratamento de
dados do planejamento experimental 23 proposto na Tabela 2. A funcéo
desejabilidade foi realizada utilizando 60 passos para plotar os graficos de superficie

de respostas.
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5 RESULTADOS
5.1 Analise dos teores de 6leo, umidade e proteina.

Os valores encontrados dos teores de proteina, 6leo e umidade nas
amostras estdo demostrados na Tabela 4.
Tabela 4- Teores de proteina, 6leo e umidade nas amostras de extrato hidrossoluvel

de soja (EHS), farinha de soja (FS), proteina texturizada de soja (PTS) e proteina
isolada de soja (PIS). Valores médios (n=3) e desvio padrao.

Nitrogénio* (%) Oleo* (%) Umidade (%)
EHS 6,25+ 0,18 8,36 + 0,18 7,8 +0,27
FS 8,26 £ 1,73 9,13+0,84 6,98 + 0,31
PTS 7,79 £ 0,40 1,20+ 0,62 10,95+ 0,19
PIS 12,54 + 2,95 - 5,50+ 0,25

*teor em base seca

A farinha de soja (FS), conforme o esperado, apresentou 0 maior teor de
Oleo entre todas as amostras, seguido do extrato hidrossoluvel de soja (EHS). Essas
amostras também apresentaram valores proximos de teor de umidade, em torno de
7%. A proteina texturizada (PTS) apresentou baixissimo teor de 6leo, porém o maior
teor de umidade. A proteina isolada (PIS) ndo apresentou teor de 6leo e o menor

teor de umidade.

O maior teor de nitrogénio corresponde a proteina isolada de soja, por
consequéncia do processo de concentracao proteica que ocorre em sua fabricacao.
Comparando os teores de proteina da farinha de soja (51,67%, em base seca) e o

da proteina texturizada de soja (48,70%, em base seca).
5.2 Avaliagao dos testes iniciais

Com os testes iniciais, descritos no procedimento experimental, foi
possivel fazer uma avaliacao preliminar da quantidade de acido necessario quando
se deseja trabalhar com 1,0 g das amostras e dos tempos minimo e maximo de
aguecimento. O objetivo destes testes foi determinar a faixa de estudo das variaveis
do planejamento fatorial. Verificou-se, durante os testes, que a proteina isolada de
soja (PIS) necessita de maiores volumes de acido para formar uma mistura e facilitar

a extracdo, e ainda, evitar a carbonizagdo quando exposta a radiacdo infravermelha
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em sistema sem refluxo dos gases. Desse modo, foi estabelecida a PIS como

amostra critica na escolha dos niveis minimo e méaximo de faixa de trabalho.

Observou-se que para a solubilizacdo de 1,0 g de PIS no sistema sem
refluxo, volumes de 2,0 a 3,5 mL de HNOs3 e tempos inferiores a 2 minutos ndo sao
suficientes. Quando o volume de HNOs é inferior a 3,5 mL, a amostra, além de nao
misturar efetivamente, carboniza rapidamente, antes mesmo de se iniciar a ebulicéo.
Usando-se um volume de 4,0 mL de HNO3 a amostra forma uma mistura completa,
contudo, quando exposta a radiacdo, seca rapidamente formando um residuo sélido,
indicando inicio de carbonizacdo. P6de-se concluir que maiores volumes de &cido
sdo necessarios. O teste seguinte, realizado com 4,5 mL de HNOg3s, necessita de 2,8
minutos para iniciar ebulicdo e de 8 minutos de exposi¢do a radiacdo para iniciar a
carbonizacéo. Esse teste foi repetido em todas e amostras, que apresentam tempos

semelhantes, contudo, necessitam de menores volumes de acido para solubilizar,

Posteriormente, repetiu-se o Ultimo teste utilizando o dedo frio (sistema de
refluxo) acoplado ao frasco. O sistema de refluxo resfria os vapores &acidos
regenerando-os. Com esse sistema, a PIS necessita de 3,5 minutos de exposicdo a
radiacdo para iniciar a ebulicdo da mistura. As outras amostras apresentam tempos
minimos semelhantes. Assim, ficou estabelecido um volume minimo de 5 mL de
acido nitrico concentrado e tempo minimo de aquecimento de 4 minutos. Para os
valores maximos estabeleceu-se 8 mL de &cido nitrico e 7 minutos de exposicéo a
radiagcdo infravermelha. Foi possivel também concluir que trabalhar com o tempo
maximo de 8 minutos, no sistema sem refluxo, ndo é interessante pois corre-se o
risco de carbonizar a amostra, principalmente a PIS que € a amostra mais critica,
neste caso. E ainda, a carbonizacdo e secura da mistura pode levar a formacgao de
oxidos de dificil decomposicao, inviabilizando os estudos de extracédo dos elementos

e a posterior analise por técnicas espectrométricas.
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5.3 Teores de carbono residual nos digeridos (% RCC)

Os valores obtidos para % RCC (m v1) nas solucdes dos filtrados apds os
procedimentos de extracdo do planejamento fatorial 23 (Tabela 2) estdo demostrados
na Tabela 5. A amostra de proteina isolada de soja apresentou os maiores teores de
carbono residual entre os experimentos. A farinha de soja e a proteina texturizada de
soja apresentaram as menores % RCC (m v1).

Tabela 5- Teores de carbono residual das solucdes digeridas e filtradas apés
aguecimento com radiacdo infravermelha em meio acido nas amostras de extrato

hidrossoluvel de soja (EHS), farinha de soja (FS), proteina texturizada de soja (PTS)
e proteina isolada de soja (PIS). Valores médios (n=3) e desvio padrao.

EHS FS PTS PIS
Experimento 1 1,13+ 0,07 0,43 + 0,05 0,40 £ 0,02 1,51+0,29
Experimento 2 1,12+ 0,10 0,89 + 0,09 1,01 +0,05 1,51+0,26
Experimento 3 1,02 £ 0,04 0,46 + 0,04 0,46 +£0,10 1,58 +0,14
Experimento 4 1,15+ 0,06 0,80 £ 0,03 1,05 +0,02 1,38+ 0,03
Experimento 5 1,19+0,14 0,53 +0,03 0,33+0,08 1,33+0,27
Experimento 6 1,00 £ 0,15 0,61+ 0,03 0,79+ 0,04 1,48 + 0,08
Experimento 7 0,99+0,03 0,30 + 0,05 0,41+0,13 1,10+ 0,12
Experimento 8 0,84 + 0,08 0,73 +0,04 0,88 + 0,08 1,34+ 0,05

O teor de carbono residual em todas as amostras ficou entre 0,30 —
1,58 % nas solugBes dos digeridos. Para as técnicas de deteccdo empregadas
nesse trabalho o teor elevado de carbono residual ndo € critico, considerando que a
matéria organica remanescente da decomposicdo da amostra sofrera combustédo

durante o processo de determinagéo.

5.4 Estudo da digestao parcial e da solubilizagcdo das amostras

Na figura 7 e 8 sdo apresentados os graficos comparativos obtidos para
massa de carbono solubilizado nas solugbes finais e a massa de residuo solido
coletado na filtragdo. Os valores de carbono solubilizado, em mg, foram obtidos a
partir da % RCC m v por equivaléncia a massa de amostra pesada. O aquecimento

assistido por radiacdo infravermelha em meio oxidante pode causar dois processos:
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extracao dos elementos de interesse fracamente ligados a matriz e/ou oxidagao da

matéria organica, caracterizando um processo de decomposicao.

Carbono solubilizado (mg)
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Figura 7 - Graficos comparativos entre carbono solubilizado, em mg, nas amostras
de extrato hidrossoluvel, farinha, proteina texturizada e proteina isolada de soja apos
0s experimentos do planejamento fatorial 23 (Tabela 2).
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Figura 8 - Graficos comparativos entre massa de residuo remanescente, em mg, nas
amostras de extrato hidrossoluvel, farinha, proteina texturizada e proteina isolada de
soja apos os experimentos do planejamento fatorial 23 (Tabela 2).
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O uso do &cido nitrico resulta em solugbes limpidas, amareladas e sem
precipitado, apos filtracdo, em todos os casos. A cor, textura e a massa dos residuos
sélidos varia nas diferentes amostras. O extrato hidrossoluvel e a farinha de soja
geram residuos amarelos, com aspecto de cera e com elevadas massas. A proteina
texturizada forma um po claro e amarelado. Ja o residuo da proteina isolada de soja
apresenta aspecto de pd seco esbranquicado. Observou-se também que as
amostras PTS e PIS formam pequenas quantidades de residuo apds a extracao.
Durante o aquecimento todas as amostras formam espuma. Neste sentido, pode-se
destacar a PTS que apresenta maior volume de espuma e maior formacao de gases
de coloragdo marrom, que pode ser indicativo de formagé&o de gases NOx.

Em geral, o uso de maiores tempos de aquecimento e de maiores
volumes de &cido nitrico resulta em menores quantidades de carbono residual nas
solucdes finais e de menores massas de residuos remanescentes, o que pode ser
indicativo da digestdo parcial das amostras. Geralmente, espera-se que a maior
exposicao a radiacao infravermelha (tempo de aquecimento) e maiores volumes de
acido torne o meio reacional mais oxidante, melhorando a taxa de decomposicéo da
matéria organica em sistemas abertos. E interessante obter menores valores de
carbono residual nas solugdes finais, uma vez que, dependendo da técnica analitica
empregada, o carbono pode interferir significativamente nos resultados.
(WASILEWSKA, 2002)

Vale ressaltar que o sistema em refluxo demanda maiores tempos para
aguecer a mistura reacional, em virtude do resfriamento do acido que evapora e
condensa de volta para a mistura reacional no dedo frio acoplado no interior do
frasco. Contudo, o meio reacional € mais &cido por consequéncia da recirculacao
dos vapores acidos gerados. Ja o sistema sem refluxo demanda menores tempos
para aguecimento, entretanto, os vapores acidos gerados séo liberados para fora do
sistema. As particularidades desses sistemas podem favorecer em algumas
situacOes a eficiéncia de extracdo e/ou decomposicdo parcial das amostras. Na
literatura, alguns autores (PINHEIRO, 2014; FERREIRA, 2013) relataram o uso do
dedo frio para decomposi¢cdo de amostras alimenticias, concluindo que foi possivel
mineralizar a matéria organica nas amostras em teores proximos ao de um sistema
aberto sem refluxo, com a vantagem de se evitar perdas de elementos volateis

durante a digestéo.
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Acredita-se que a eficiéncia na decomposicédo de matrizes organicas esta
mais relacionada ao tipo de carbono original do que com o teor de carbono nas
amostras (NOBREGA et al. 2001). Dessa forma, conhecer a composi¢ao proteica,
lipidica e de carboidratos € um fator indispensavel na compreenséao da eficiéncia da
pré-digestdo das amostras. A amostra de extrato hidrossolivel de soja (EHS)
apresenta cerca de 6,25 % de nitrogénio, a farinha de soja cerca de 8%, a proteina
texturizada cerca de 7,8 % e a proteina isolada de soja cerca de 12,5%. Ressaltando
gue quanto maior o teor de nitrogénio em uma amostra maior sera a quantidade de

proteinas na mesma.

PRATT et al. (1988) estudaram as temperaturas especificas para a
decomposicdo de trés componentes de matrizes botanicas e bioldgicas utilizando
acido nitrico como reagente. Os autores concluiram que as matrizes que contém em
sua estrutura basicamente carboidratos sdo decompostas totalmente a 140° C,
proteinas a 150° C e moléculas lipidicas a aproximadamente 160° C. O sistema
estudado nesse trabalho opera a pressdo ambiente, e consequentemente esta
limitado a temperatura de ebulicio do HNOs. Todavia, foi possivel verificar a
ocorréncia de uma degradacao parcial da matéria organica nas amostras. Esse fato
foi observado quando a diminuicdo da massa de carbono e de residuo ocorria

simultaneamente entre os experimentos.

Waiirfels e Jackwerth (1989) relataram que no inicio da decomposi¢cédo de
materiais biolégicos ocorre primeiramente uma hidrélise acida nas seguintes
ligacdes: peptideos ligados a proteinas, ésteres ligados a gorduras, glicosideos
ligados a carboidratos, e nucleosideos e amidas ligadas a aminoacidos. Observa-se
que, em alguns ensaios, ocorre um aumento do carbono solubilizado e a diminui¢ao
do residuo remanescente. Isto porque, provavelmente parte da matriz organica

estava solubilizando, mas ndo sendo mineralizadas.

A degradacdo das amostras bioldgicas com acido nitrico sob presséo e a
180 °C foi estudada por Wirfels e Jackwerth (1989) com o objetivo de elucidar os
residuos restantes nas digestdes apds a decomposicdo das amostras. Estes autores
verificaram que 0s compostos organicos que ndo podem ser volatilizados a
temperaturas de até 130°C sao aminodacidos, tais como: fenilalanina, histidina,
triptofano e metionina, e acidos graxos insaturados, como o acido linoleico. As

proteinas de soja contem cerca de 90 mg g de fenilanina, 26-28 mg g* de histidina,
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14 mg g* de triptofano e 26 mg g* de metionina (JOSEPH, 2001). Pode-se estipular,
portanto que, a amostra de proteina isolada de soja estudada nesse trabalho, possui
cerca de 72 mg de fenilanina, 21,6 mg de histidina, 11,2 mg de triptofano e 20,8 mg
de metionina. Esses dados sdo importantes para a compreensao dos altos valores
de carbono solubilizado na PIS além dos baixissimos valores de residuo indicando
que as proteinas constituintes da matriz sdo solubilizadas. E ainda, como ocorre
uma diminuicdo do carbono solubilizado (carbono residual) entre os experimentos,
pode-se afirmar também a ocorréncia de digestdo parcial das proteinas. Essa
observacdo pode ser aplicada as outras amostras, visto que as amostras derivadas
de soja estudadas nesse trabalho apresentam altos teores de proteina.

As amostras de EHS e FS apresentam massas elevadas de residuo
sélido. Comparando com a amostra PTS (contém baixo teor de gordura) sugere-se
que o residuo seja proveniente mais dos lipidios do que das proteinas das amostras.
Sabe-se que Oleos e gorduras sdo as matrizes organicas de maior dificuldade de
decomposicdo e solubilizacdo (KRUG, 2000). Assim, grande parte dos produtos
organicos permanecem nao dissolvidos, em especial quando as amostras contém
gorduras. O 6leo da soja contém cerca de 50 % de &cido linoleico (EMBRAPA, 2006)
e como estudado por Wirfels e Jackwerth (1989) é um dos compostos bioldgicos de
maior dificuldade de degradacao. Carrilho et al. (2001) apresentaram uma tentativa
de correlacionar os teores de gordura e proteina bruta de amostras biolégicas com o
teor de carbono residual apdés decomposicdes assistidas por radiacdo micro-ondas,
e concluiram que o parametro mais importante para investigar a dificuldade em

destruir totalmente uma matriz organica € seu teor de gordura.

Wirfels e Jackwerth (1989) também relacionaram a quantidade de
carboidratos das amostras com a eficiéncia de decomposicdo de matrizes biolégicas.
Estes autores concluiram que maiores teores de carboidratos levam a maior
formacdo de NO2 aumentando-se, assim, a pressao interna em sistemas fechados.
No entanto, os autores consideraram também que em sistemas abertos essa
eficiéncia € diminuida. A amostra PTS apresenta menores valores de carbono
solubilizado (teor de carbono residual) e de residuo entre todas as amostras. Se
comparada com a amostra PIS, com baixas quantidades de carboidratos e elevada
guantidade de nitrogenio, verificamos que obtiveram quantidades de residuos

semelhantes, no entanto, diferentes quantidades de carbono solubilizados (carbono
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residual). Quando comparada com a FS (quantidades de proteina semelhantes e
variacdo do teor de lipidios) concluimos que parte do residuo remanescente da

farinha de soja deve ser proveniente de 0Oleos.

A amostra PIS possui aproximadamente 40% mais nitrogenio em sua
composicdo do que a amostra PTS, contudo, resulta em, nas melhores condi¢gbes do
sistema com refluxo, cerca de 366% a mais de carbono solubilizado. Isso pode ser
observado também nas amostras EHS e FS que possuem quantidade de gordura
semelhantes e variacdo na quantidade de carboidrato (cerca de 40% a mais na
farinha de soja). Entre essas duas amostras a FS apresenta menor quantidade de
carbono e de residuo. Provavelmente, nesses casos a quantidade de carboidrato
presente nas amostras esteja facilitando a decomposi¢cdo (como um todo) dessas
amostras nos sistemas propostos. Visto que os carboidratos sdo a matriz bioldgica

de maior facilidade de decomposigao.
5.4.1 Extrato hidrossoluvel de soja (EHS)

Para a amostra EHS observa-se na tabela 6, que quando fixado o volume
em 5 mL de acido nitrico e variando o tempo de exposicdo a radiacdo, ndo se
observam diferencas significativas quanto ao carbono solubilizado em ambos os
sistemas. Porém, quando se utiliza 8 mL de &acido, variando-se o tempo, a eficiéncia
dos sistemas é favorecida. Outra observacao acerca dessa amostra é que o sistema
sem refluxo apresenta melhores resultados quando submetido a um maior tempo de

exposicao a radiacao.

No sistema com refluxo, volume de 5 mL de acido nitrico e variacdo do
tempo percebe-se que a massa residual permanece constante e ocorre reducédo do
carbono na solucdo. Isso indica que parte do carbono solubilizado mineralizou,
porém, o volume de acido ndo é suficiente para solubilizar a parte restante do
residuo. Em contrapartida, com uso de 8 mL de acido, o aumento do tempo de
exposicdo a radiacdo infravermelha resulta em uma expressiva reducdo do residuo
remanescente e do carbono solubilizado, caracteristica também observada no

sistema sem refluxo.

Vale ressaltar que no sistema sem refluxo com menor volume de acido e

variacdo do tempo, sdo obtidos maiores valores de carbono solubilizado e menores
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quantidades de residuo. Os dados desses ensaios estdo dentro da faixa de
dispersdo do desvio padrdo, prevendo que parte do residuo solubiliza e parte do
carbono é mineralizado.

Tabela 6- Valores de carbono orgéanico solubilizado (C solubilizado), em mg, e da

massa de residuo remanescente (Residuo), em mg, referente ao extrato
hidrossoluvel de soja submetido a aquecimento por radiacéo infravermelha em meio

acido. Valores médios (n=3) e desvio padrao.

Experimento

C solubilizado (mg)

Residuo (mg)

1 (5 mL HNOz, 4 min, C/ dedo frio) 350,41 + 8,58 163,43 + 10,26
2 (5 mL HNOs, 4 min, S/ dedo frio) 343,30 + 8,39 166,37 £5,18
3 (5 mL HNOs, 7 min, C/ dedo frio) 312,25 + 2,08 160,00 + 5,66
4 (5 mL HNOs, 7 min, S/ dedo frio) 355,89 + 1,65 133,53 £8,15
5 (8 mL HNOs, 4 min, C/ dedo frio) 331,26 + 9,65 153,53 + 3,87
6 (8 mL HNOs, 4 min, S/ dedo frio) 323,41 + 30,48 134,05 + 1,34
7 (8 mL HNOs, 7 min, C/ dedo frio) 296,38 + 8,73 111,90 + 2,97
8 (8 mL HNOs, 7 min, S/ dedo frio) 264,07 + 12,15 105,30 £ 9,25

5.4.2 Farinha de soja (FS)

Na Tabela 7 observa-se que para a amostra farinha de soja (FS), o
sistema com refluxo é expressivamente mais efetivo, mesmo apresentando ao final
uma maior massa de residuo sélido que, pode-se dizer, em equivaléncia, ainda
resulta em uma maior decomposicdo da matriz organica. Em ambos os sistemas, um
maior tempo de exposicdo a radiacdo infravermelha leva a menores valores de
residuo e de carbono solubilizado, o volume de &cido ndo € muito significativo na

solubilizacdo dessa amostra.

Pode-se observar que: utilizando-se refluxo, volume fixo de 5 mL e
aumento do tempo de aquecimento ou utilizando-se menor tempo de aquecimento e
variando-se o volume de &cido ocorre um aumento do carbono solubilizado e
diminuicdo do residuo remanescente. Essa mesma caracteristica € observada
guando se utiliza 8 mL de acido em sistema sem refluxo. Provavelmente isto ocorre
porque parte da matéria organica esta sendo degradada e solubilizada, porém, nao

esta sendo mineralizada. Nos ensaios com maior tempo de aquecimento e variando-
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se 0 volume de &cido, em ambos os sistemas, observa-se uma diminuicdo do

carbono solubilizado e diminuicdo do residuo.

Tabela 7- Valores de carbono orgéanico solubilizado (C solubilizado), em mg, e da
massa de residuo remanescente (Residuo), em mg, referente a farinha de soja
submetido a aquecimento por radiagéo infravermelha em meio acido. Valores médios
(n=3) e desvio padrao.

Experimento C solubilizado (mg) Residuo (mg)
1 (5 mL HNOs, 4 min, C/ dedo frio) 121,14 + 6,49 195,04 + 2,92
2 (5 mL HNOz, 4 min, S/ dedo frio) 279,99 + 11,37 186,63 + 1,40
3 (5 mL HNOs, 7 min, C/ dedo frio) 143,95 + 3,89 162,17 + 7,99
4 (5 mL HNOs, 7 min, S/ dedo frio) 238,74 +10,31 155,90 + 3,25
5 (8 mL HNOs, 4 min, C/ dedo frio) 158,09 + 8,05 172,98 + 4,05
6 (8 mL HNOs, 4 min, S/ dedo frio) 181,64 + 8,98 139,17 + 2,01
7 (8 ML HNOs, 7 min, C/ dedo frio) 82,34 + 0,03 141,46 + 7,19
8 (8 mL HNOs, 7 min, S/ dedo frio) 216,29 + 12,49 107,40 + 4,10

5.4.3 Proteina texturizada de soja (PTS)

No caso das amostras com altos teores de proteina e baixos teores de
Oleo, observa-se uma minima quantidade de residuo remanescente. Para a proteina
texturizada de soja (Tabela 8) o refluxo, entre todas as amostras, apresentou maior
desempenho quanto a mineralizacdo da matéria organica. O volume de acido e o
tempo de aquecimento mostram se positivos tanto na solubilizacdo quanto na
decomposicao parcial dessa amostra. Os vapores acidos condensados tornam o

meio reacional bastante oxidativo.

Em ambos os sistemas, a massa de residuos obtida é semelhante
durante os ensaios, apresentando um menor valor no experimento 7. Observa-se
ainda que, parte da massa desse residuo pode ter sido causada pela elevada
formacdo de espuma, que arrasta parte da amostra para as paredes do frasco,

permanecendo sem contato com o meio reacional.

No sistema com refluxo, o uso de 4 mL de &cido ndo varia o carbono
solubilizado e o residuo indicando que, mesmo aumentando a exposicao a radiacao

infravermelha, esse volume de &cido ndo é suficiente para melhorar a solubilizagéo
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dessa amostra. Quando o volume de 8 mL de acido é utilizado, variando o tempo,
ocorre uma expressiva diminuicdo do carbono solubilizado e da massa de residuo

indicando que ocorre a oxidacdo da matéria organica.

Outro ponto relevante nesse sistema, € quando se fixa o tempo em 4
minutos e varia-se o volume de acido, pode-se perceber que o aumento do volume
de acido gera mais residuo remanescente e carbono solubilizado. Pode-se atribuir
isso ao fato que o sistema em refluxo necessitar de mais tempo de exposicado a
radiacdo infravermelha para que se alcance a temperatura de ebulicdo do acido. No
sistema sem refluxo, o volume de 4 mL de &cido néo é efetivo para solubilizacéo e
decomposicao da amostra, fato ja verificado para o sistema com refluxo. Quando se
trabalha com 8 mL de acido ocorre uma expressiva diminuicdo do carbono
solubilizado e do residuo. Nota-se que o carbono solubilizado apresenta um leve
aumento, todavia, os valores estdo na faixa de dispersao dos seus desvios padrao, e
a massa de residuo remanescente decai com a variagdo do tempo nessa condicao.
Tabela 8 - Valores de carbono organico solubilizado (C solubilizado), em mg, e da
massa de residuo remanescente (Residuo), em mg, referente a proteina texturizada

de soja submetido a aquecimento por radiacéo infravermelha em meio acido. Valores
meédios (n=3) e desvio padrao.

Experimento C solubilizado (mg) Residuo (mgQ)
1 (5 mL HNOs, 4 min, C/ dedo frio) 119,76 £ 5,74 53,13+ 1,27
2 (5 mL HNOs, 4 min, S/ dedo frio) 310,83 + 11,84 53,75+ 7,42
3 (5 mL HNOs, 7 min, C/ dedo frio) 122,07 + 1,46 53,10 £ 0,42
4 (5 mL HNOgz, 7 min, S/ dedo frio) 312,48 + 5,92 42,93+ 1,60
5 (8 mL HNOs, 4 min, C/ dedo frio) 144,01 +£ 12,29 59,31 + 7,30
6 (8 mL HNOs, 4 min, S/ dedo frio) 235,54 + 12,92 39,23 + 3,55
7 (8 mL HNOs, 7 min, C/ dedo frio) 83,76 £ 2,21 32,12+1,44

8 (8 mL HNOs, 7 min, S/ dedo frio) 249,60 + 14,10 29,90 £ 1,30
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5.4.4 Proteina isolada de soja

Na proteina isolada de soja (PIS) ambos sistemas apresentam
caracteristicas semelhantes (Tabela 9): o aumento do volume de &cido e do tempo
de exposicdo a radiacdo infravermelha apresentam maiores eficiéncias de
solubilizacdo do carbono e da mineralizacdo. No sistema com refluxo, o aumento do
volume de acido € significativo com aumento do tempo de aquecimento, gerando

menores valores de residuo e de carbono solubilizado.

Vale destacar que, no experimento 7, o sistema com refluxo apresenta
menores valores de carbono solubilizado e maiores massas de residuo quando
comparado ao sistema sem refluxo (Experimento 8). Ainda assim, conclui-se, por
equivaléncia dos valores, o sistema com refluxo é mais efetivo na mineralizacédo
dessa amostra. O meio com maior volume de &cido pode apresentar regeneragao
dos vapores acidos, e portanto, tem maior eficiéncia na oxidacdo parcial dessa
matriz organica.

Tabela 9 - Valores de carbono organico solubilizado (C solubilizado), em mg, e da
massa de residuo remanescente (Residuo), em mg, referente a proteina isolada de

soja submetida a aquecimento por radiacdo infravermelha em meio acido. Valores
das médias (n=3) e desvio padrao.

Experimento C solubilizado (mg) Residuo (mg)
1 (5 mL HNOs, 4 min, C/ dedo frio) 501,69 + 5,37 31,52 + 2,03
2 (5 mL HNOs, 4 min, S/ dedo frio) 495,56 + 7,29 50,37 + 3,84
3 (5 mL HNOz, 7 min, C/ dedo frio) 496,34 + 7,44 27,54 £ 2,18
4 (5 mL HNOs, 7 min, S/ dedo frio) 414,64 9,28 38,40 + 0,57
S (8 mL HNOs, 4 min, C/ dedo frio) 457,31 + 10,33 39,05 + 5,14
6 (8 mL HNOs, 4 min, S/ dedo frio) 429,43 + 3,38 30,77 + 1,53
7 (8 mL HNOz, 7 min, C/ dedo frio) 306,79 + 13,78 28,12 + 1,65

8 (8 mL HNO3, 7 min, S/ dedo frio) 389,61 + 3,53 18,23 + 2,37
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5.5 Otimizacdo do procedimento proposto para analise multielementar em
amostras derivadas de soja

Os resultados do planejamento fatorial 23 proposto na Tabela 2 para
extracdo dos elementos Cu, Fe, Zn, Mn, K, P, Mg e Ca podem ser visualizados na
Tabela 10. O uso do planejamento fatorial permitiu estudar a interagdo do volume de
acido, tempo de exposicdo a radiacdo infravermelha e o uso de um sistema de
refluxo. A resposta utilizada para avaliar tais parametros é a extracao dos elementos

analisados.

E possivel constatar que para a maioria dos elementos, 0os maiores
valores de extracdo (%) sdo obtidos utilizando o sistema sem refluxo. O Cu
apresenta-se em menor concentracdo em todas as amostras. Assim, devido ao seu
baixo teor, observa-se maior dispersdo nos resultados das analises, ou seja, maiores
desvios padrdo. Esse fato € verificado na amostra EHS que apresenta altos desvios
para esse elemento. A amostra FS apresenta maior heterogeneidade dentre as
amostras (constituida das cascas, fibras solGveis e insolUveis do grdo de soja) em
estudo, em contrapartida, para todos os experimentos realizados, apresenta 0s
menores desvios dentre as amostras, indicando que o uso de 1,0 g de amostra

resulta em menores desvios de medidas para essa amostra.

Em geral, o uso do sistema com refluxo e a adicdo de um volume minimo
de acido nitrico resulta em menores desvios padrdo nos valores obtidos para a
andlise de ferro em todas as amostras. Vale ressaltar que o sistema com refluxo
opera com vedacédo do frasco, o que diminui o risco de contaminagcdo do meio, e,
considerando que o ferro é um dos elementos com maior probabilidade de erros por

contaminacgéo, o uso deste sistema pode ser vantajoso neste caso.

Os elementos presentes em baixas concentracfes nas amostras, tais
como o Cu e o Zn, apresentam menores valores de desvios padrdo quando sao
utilizados maiores volumes de acido nitrico e o sistema sem refluxo. O sistema com
refluxo proporciona o0 gotejamento do acido condensado dos vapores em
temperaturas bem mais baixas que a mistura reacional, e provavelmente isso pode
diminuir a temperatura da mistura reacional, de forma aleat6ria, ocasionando maior

disperséo dos valores obtidos nas extracdes dos elementos.
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Os elementos Mn, K, P e Mg apresentam variagdes de desvios padréo
nao muito significativas entre os sistemas utilizados. A amostra de PTS apresenta
concentracdo de Ca mais alta em comparacdo com as demais amostras, e tambéem
0S maiores desvios padrdo entre 0s experimentos sdo observados para esse
elemento. No geral, podemos afirmar que dentre as amostras de alto teor proteico, a
PTS apresenta os maiores valores de extragdo dos elementos com destaque para o
Ca, K e P. O EHS e o FS apresentam valores dos elementos semelhantes. Os
menores valores de extracdo dos elementos estudados sdo da amostra PIS

(amostra com maior valor proteico).
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Tabela 10- Concentracdo dos elementos Cu, Fe, Zn, Mn, K, P, Mg e Ca nas amostras de extrato hidrossolluvel de soja (EHS), farinha de soja (FS), proteina
texturizada de soja (PTS) e proteina isolada de soja (PIS) submetidas aos experimentos do planejamento fatorial 23 (Tabela 2). (n=3) e desvio padréo.

Experimento Amostras Cu (mg/Kg) Fe (mg/Kg) Zn (mg/Kg) Mn (mg/Kg) K (g/Kg) P (9/Kg) Mg (g/Kg) Ca (mg/Kg)
EHS 444+106 2853+1,10 4396+4,71 10,97+0,25 10,02+0,91 4,74+0,31 1,51+£0,19 201,94 +3,64
1 FS 223+004 3390+221 4345+1,10 10,79+0,19 7,18+0,84 4,75+0,17 1,26 £0,18 188,01+13,08
PTS 479+056 34,74+369 4988+188 1544+0,71 1209+1,14 554+051 2,11+ 0,33 281,98 +6,86
PIS 715+064 3855+0,21 27,40+0,29 548+0,44 0,90 + 0,15 5,93+0,18 0,51 + 0,02 93,78 + 0,60
EHS 3,38+0,17 29,09+1,84 3963+3,83 1246+0,72 10,12+0,60 5,31+0,43 1,67+£0,17 206,78+13,56
5 FS 3,38+0,04 28,00+153 4433+136 689+036 10,16+0,85 4,40+0,47 1,42 £ 0,10 186,59+0,78
PTS 293+0,17 43,44+178 4651+198 16,93+0,15 11,86+0,78 6,32+0,12 2,40 £0,15 285,14+13,35
PIS 8,64+0,72 30,42+501 2788+0,18 6,61+0,26 1,00 + 0,01 7,08 £ 0,48 0,62+0,02 108,41 +0,10
EHS 385+093 30,78+0,84 48,38+0,96 11,92+0,25 10,23+0,25 5,36+ 0,09 1,73 +0,04 213,62+5,53
3 FS 277+0,17 30,40+196 45,12+098 8,73+0,63 9,83 + 0,66 4,48 + 0,31 1,40+ 0,14 199,72+12,86
PTS 452+066 39,88+0,39 46,37+269 16,88+1,11 12,17+0,11 5,46 + 0,35 2,34+0,02 266,69+7,64
PIS 864+042 37,70+158 30,47+1,78 6,29+0,36 0,88 + 0,01 6,69 + 0,22 0,59+0,07 104,41+6,53
EHS 455+123 3359+6,10 36,19+0,64 12,76+0,40 11,43+1,17 5,78+0,20 1,87 +£0,11 235,9349,70
4 FS 281+0,22 26,40+099 4270+2,70 7,06+060 10,79+0,87 4,80+0,32 1,54+0,13 196,75+14,07
PTS 491+0,21 4197+5,16 4262+3,11 16,76+2,27 13,28+0,51 6,02+0,45 2,42 +0,21 287,61+24,57
PIS 8,32+0,20 4395+3,08 29,22+0,66 7,19+0,07 2,37 +0,24 7,38+0,12 0,66 + 0,08 120,48 +5,97
EHS 3,32+0,08 2560+266 47,35+0,60 10,36+0,78 9,09 +0,62 4,75+ 0,27 1,53 £ 0,09 188,18+7,97
5 FS 1,78+0,15 2593+1,99 4327+345 7,35+0,30 8,84 +0,21 3,85+0,13 1,23+0,08 161,45+0,55
PTS 392+0,11 3485+139 51,17+0,61 1587+0,60 11,50+0,56 5,11+0,44 2,08+0,28 232,40+ 3,58
PIS 6,94+0,28 22,78+0,89 30,76+327 4,37+0,35 2,54 + 0,25 5,51 + 0,09 0,56 +0,12 105,38+ 3,12
EHS 2,75+096 2428+0,12 5229+445 10,44+0,26 9,38+0,35 5,03+ 0,44 1,63+0,11 191,17+8,90
6 FS 151+0,11 3780+3,43 4593+150 7,97+0,99 9,08 + 0,81 4,92 +0,40 1,41+0,18 198,52+16,68
PTS 246+0,70 51,19+3,28 51,84+6,47 1690+163 10,62+1,49 570+0,62 2,29+0,22 295,40+ 7,59
PIS 730+010 3945+0,78 2999+0,72 5,15+0,36 1,07 £ 0,40 5,83 + 0,07 0,59 + 0,01 97,01 + 4,07
EHS 583+0,88 2397+0,12 43,32+2,87 855+0,55 9,40 + 0,40 4,27 +0,15 1,47 +0,01 180,12+13,89
7 FS 262+008 2866+236 4261+234 6,95+0,39 9,45+ 0,10 4,05+ 0,27 1,33+0,15 179,49+2,05
PTS 419+020 26,15+2,81 4599+199 1392+1,38 11,09+0,72 4,83+0,22 2,17+0,04 234,66+ 0,39
PIS 820+058 28,14+1,76 32,61+1,17 4,67+0,05 0,81 + 0,03 5,94 + 0,29 0,52 + 0,03 91,21 + 3,07
EHS 443+0,31 2467+3,02 3935+249 10,92+0,23 10,96+0,86 5,06+ 0,26 1,52+0,10 210,10+11,79
8 FS 221+055 36,73+536 4356+143 792+0,73 10,35+0,61 4,70+0,35 1,54 £+0,07 187,69+12,86
PTS 299+0,33 52,35+0,76 47,12+1,16 16,54+0,12 11,85+0,20 6,37+0,31 253+0,13 295,96 +5,55
PIS 8,17+0,63 2515+4,11 31,08+1,61 5,40+0,29 1,16 + 0,27 6,63 + 0,51 0,57+0,01 105,86 * 4,46
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Para analise individual dos efeitos e das interagBes das variaveis em cada
amostra utilizou-se gréficos de superficie de resposta (Figuras 7, 8, 9 e 10) que
foram plotados usando a fungdo desejabilidade. Os resultados obtidos das
superficies de resposta como pontos maximos (maiores valores de extracdo dos
elementos) foram escolhidos com a ressalva de sempre avaliar as condicbes
quimicas do sistema. Entretanto, considerando-se que uma das variaveis do sistema
é qualitativa (uso do dedo frio — refluxo), deve-se analisar os graficos observando as

extremidades (+1 e -1) para esta variavel.
5.5.1 Extrato hidrossoluvel de soja (EHS)

As Figuras 9,10 e 11 apresentam os graficos das superficies de resposta
plotados a partir da funcéo desejabilidade. A partir da Tabela 10 é possivel observar
que Fe, Mg e Ca sédo os elementos que sofrem maior influéncia da variacdo do
volume de acido nitrico. Sendo assim, nota-se que 0 uso de maiores volumes de
acido resulta em um efeito positivo na extracdo desses elementos. Em contrapartida,
0 aumento do tempo tem um efeito negativo na extracdo do Fe, K e Mg (Figura 10,
Tabela 10).

O uso do sistema de refluxo gera efeito positivo nas respostas para quase
todos os elementos dessa amostra, apenas com um leve efeito negativo para Fe, Mg
e no K. Fato também observado na figura 8 na qual pode-se observar que o uso do
dedo frio (extremidade +1) com maiores volumes de acido apresenta um valor de
desejabilidade superior a 0,6, indicando que, o uso do sistema com refluxo aliado a
maiores volumes de acido promove melhores extracdes dos elementos nessa matriz.
Isto pode ser explicado pelo fato da recirculagdo de acido tornar o meio reacional

mais reativo facilitando a extracdo dos elementos estudados.

De forma comparativa, a Figura 10 relaciona o tempo de exposicdo a
radiacdo com o volume de acido nitrico para o sistema sem refluxo. Em geral, &
observado que em menores tempos de aquecimento e maiores volumes de &cido
obtém-se a melhor regido da superficie de resposta, na extremidade direita do
gréfico, indicando que o planejamento fatorial, ou 0 dominio experimental poderia ser
expandido para obtencédo de um ponto de maximo no grafico. Mesmo assim, pode-

se considerar a regiao de maior desejabilidade (0,7) como 6tima.
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Na Figura 9 leva em consideracdo os efeitos das variaveis tempo e uso
de refluxo (dedo frio). Pode-se observar que independente do refluxo de acido, em
menores tempos de exposicdo a radiacdo infravermelha temos uma melhora na
extracdo dos elementos, 0 que € interessante no preparo de amostras que busca

metodologias rapidas.

Sendo assim, com a analise dos graficos, conclui-se que o0 uso de
maiores volumes de &cido nitrico e menores tempos de aguecimento, para a
amostra do extrato hidrossolivel de soja, resulta em melhores resultados para a
extracdo dos elementos escolhidos para analise. O uso do sistema em refluxo pode
ser descartado, neste caso, pois apresenta resultados de desejabilidade
semelhantes. E ainda, o uso do sistema sem refluxo possuiu como vantagem a
obtencéo de resultados mais precisos, ou seja, com baixos desvios padrao, sendo,
portanto, escolhido como melhor condicdo para extracdo dos elementos nessa

amostra.

Vale ressaltar que, como foi estudado anteriormente, para essa amostra
(EHS), o sistema com refluxo apresentou valores de carbono solubilizado e de
residuo semelhantes ao sistema que opera sem o uso do dedo frio, porém na
extracdo elementar o sistema de refluxo obteve menor eficiéncia. A recirculacdo dos

vapores acidos ndo aumentou a extracdo dos analitos para essa amostra.
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Figura 9- Gréficos de superficie de resposta para a amostra EHS (extrato hidrossollvel de
soja):desejabilidade em funcao do uso do dedo frio e do volume de &cido nitrico
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Figura 10- Gréficos de superficie de resposta para a amostra EHS (extrato hidrossoluvel de
soja): desejabilidade em funcéo do uso do dedo frio e da variacdo do tempo.
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Figura 11- Graficos de superficie de resposta para a amostra EHS (extrato hidrossoluvel de
soja): desejabilidade em funcdo do tempo e do volume de acido no sistema sem dedo frio.
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5.5.2 Farinha de soja (FS)

Os graficos referentes as condicbes de extracdo dos elementos estédo
plotados como superficies de resposta nas Figuras 12, 13 e 14. Na Figura 12 é
observado que o uso do dedo frio (refluxo) e um menor volume de acido resulta em
um valor de desejabilidade proximo de 0 (o que é indesejavel). Em contrapartida,
verifica-se que o uso do sistema em refluxo com maiores volumes de acido, e o uso
do sistema sem refluxo com menores volumes de acido, resultam em
desejabilidades superiores a 0,6. Conforme discutido anteriormente, o sistema em
refluxo diminui a temperatura da mistura reacional pois o vapor do acido gerado se
condensa durante o procedimento de extracdo e as gotas de &cido resfriadas
diminuem a temperatura do meio reacional, sendo que este efeito é mais
significativo quando se trabalha em menores volumes de acido. Assim, o
resfriamento do meio reacional resulta em menores extragcdes dos elementos em
estudo para a amostra de farinha de soja, por este motivo temos baixa

desejabilidade.

Analisando a Figura 13 que relaciona a variacdo do tempo de exposicao a
radiacdo e o uso de refluxo, verifica-se que a regido maxima de superficie de

resposta acontece com o uso de refluxo (+1) e menor tempo de aquecimento.

Observa-se que menores tempos de aquecimento e maiores volumes de
acido tem efeito positivo na extracdo dos elementos. Este grafico (Figura 12), por
possuir regido de maximo proximo as extremidades, nos leva a acreditar que
aumentando o dominio experimental, ou seja, utilizando-se maiores volumes de
acido, poderiamos obter o ponto de maximo para essa amostra. Entretanto,
considerando aspectos praticos, o uso de maiores volumes de acido pode acarretar
maiores valores de brancos, e além da necessidade de maiores diluicdes das

solucdes finais.

Conclui-se que para analise simultdnea e multielementar na amostra de
farinha de soja as condi¢Bes otimizadas sdo: 0 uso do sistema com refluxo, maiores
volumes de acido e menores tempos de aquecimento. A recirculagdo de &cido (com
gotejamento frio) ndo apresenta efeito significativo na extracdo dos elementos da

farinha de soja em tempo menor de exposicdo a radiacdo infravermelha. Porém,
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mesmo com essa vantagem sobre o sistema sem refluxo, ambos apresentaram

proximas eficiéncias na extracéo

Em um estudo comparativo entre a extracdo elementar e a digestao
parcial dessa amostra observa-se que o uso de um sistema de refluxo resultou
menores valores de carbono solubilizado nas solu¢cdées dos digeridos e menores
valores de residuos e que o uso do dedo frio resultou em uma melhor eficiéncia na
extracdo do analitos. Sendo assim, a recirculacdo dos vapores acidos gerou
melhores digestdes parciais e eficacia na extracado elementar. Devido a técnica de
deteccdo utilizada nesse trabalho é interessante trabalhar com menores teores de

carbono residual.
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Figura 12- Gréafico de superficie de resposta para a amostra FS (farinha de soja):
desejabilidade em fun¢&o do uso do dedo frio e do volume de &cido nitrico.
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Figura 13- Gréafico de superficie de resposta para a amostra FS (farinha de soja):
desejabilidade em fung&o do uso do dedo frio e da variacdo do tempo.
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Figura 14 - Grafico de superficie de resposta para a amostra FS (farinha de soja):
desejabilidade em funcéo do tempo e do volume de acido no sistema sem dedo frio.
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5.5.3 Proteina texturizada de soja (PTS)

Os graficos das superficies de resposta plotados a partir da funcéo
desejabilidade e a variacdo da extracdo dos elementos, de acordo com cada fator
estudado para a amostra PTS podem ser observados nas Figuras 15, 16 e 17.
Analisando a Tabela 10 é possivel observar que as extracdes dos elementos Zn e K
foram as mais afetadas, de acordo com a variacbes dos fatores neste estudo.
Enquanto o aumento do volume de &cido nitrico tem efeito positivo na extracéo do K,
este aumento gera um efeito negativo na extracdo do Zn. De forma semelhante, o

aumento do tempo melhora a extracao do Zn e diminui a extracéo do K.

Observando o grafico de superficie de resposta da Figura 15 pode-se
afirmar que, utilizando o dedo frio (refluxo) e menores volumes de &cido nitrico
resulta em um valor de desejabilidade proximo a O (indesejavel). Este resultado é
semelhante ao obtido na Figura 8 para a amostra FS, isto porque, 0 sistema em
refluxo diminui a temperatura da mistura reacional por gotejamento de &cido frio,
sendo mais significativo quando se trabalha em menores volumes de acido. Nota-se
que, trabalhando com maiores volumes de &cido pode-se alcancar uma regido de
méaximo do gréfico de superficie de resposta. Vale observar que para o sistema sem
refluxo, valores maximos em toda a regido de variacdo do volume sdo encontrados,
isto sugere a possibilidade de se trabalhar com menores volumes de acido nessa

amostra, sem o uso do sistema de refluxo.

Quando observamos as Figuras 16 e 17 verificamos que o uso de dedo
frio € extremamente negativo durante a variacdo do tempo. No caso do sistema sem
refluxo, menores tempos geram maximo positivo como resposta. Uma analise
detalhada da Figura 8 (c) indica uma regido entre 5 — 6,5 mL de acido nitrico e
tempo entre 4 — 5,5 minutos de aquecimento, sem refluxo, como melhores condi¢cdes
para a maxima extracdo dos elementos na amostra PTS. Portanto, conclui-se que
para essa amostra o sistema sem refluxo apresenta melhores resultados para a
extracdo multielementar e, apesar de, o sistema com refluxo apresentar menores
valores de carbono solubilizado e de residuo que o sistema que opera sem 0 uso do
dedo frio, na extracdo elementar o sistema sem refluxo apresenta a melhor eficiéncia.
A recirculagdo dos vapores &cidos apesar de gerar uma melhor digestdo parcial da

amostra, ndo aumentou a eficiéncia de extracdo dos analitos.
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Figura 15- Gréficos de superficie de resposta para a amostra PTS (proteina texturizada de
soja:desejabilidade em fung¢éo do uso do dedo frio e do volume de acido nitrico.
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Figura 16 -Gréficos de superficie de resposta para a amostra PTS (proteina texturizada de
soja: desejabilidade em funcéo do uso do dedo frio e da variacdo do tempo.
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Figura 17-Gréaficos de superficie de resposta para a amostra PTS (proteina texturizada de
soja: desejabilidade em fun¢éo do tempo e do volume de &cido no sistema sem dedo frio.

5.5.4 Proteina isolada de soja (PIS)

Nas Figuras 18, 19 e 20 sdo mostrados os graficos da amostra PIS
referentes as superficies de resposta e variacdo de extracdo dos elementos
conforme os intervalos estudados de cada fator. Os gréaficos das Figuras 18 e 19
mostram que o refluxo de &cido teve efeito negativo na superficie de resposta. E
ainda, percebe-se uma sutil melhora na desejabilidade com o aumento do volume de
acido nitrico, contudo os resultados de desejabilidade continuam inferiores a 0,5.

Para essa amostra, o sistema sem refluxo apresenta melhores resultados.

O grafico da Figura 20 detalha melhor o efeito do tempo de aquecimento e
do volume de acido para o sistema sem refluxo. Resultados mais positivos sdo
obtidos quando trabalha-se com menores tempos de aquecimento e maiores
volumes de &cido. Novamente as regides de maximo estdo na extremidade
indicando necessidade de expandir os valores de maximo e minimo do planejamento
fatorial. Entretanto, no sistema proposto nesse trabalho ndo é possivel trabalhar com

menores tempo de exposi¢cdo, pois conforme explicado anteriormente, ndo ocorre
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homogeneizagéo da mistura. O sistema sem refluxo nessa amostra resulta em valor
de desejabilidade em torno de 1,0 (valor ideal). Comparando a eficiéncia de digestao
parcial dessa amostra com a extracdo multielementar, o sistema com refluxo foi

extremamente ineficaz.

Em uma andlise geral, pode-se concluir que o sistema sem refluxo é mais
vantajoso para as amostras com alto teor de proteinas e baixo teor de gordura (PTS
E PIS). Em contrapartida, para essas amostras o sistema com refluxo resulta em
menores valores de carbono solubilizado e de residuo (com destaque para a
amostra PIS que em ambos o0s sistemas possuiu altos valores de carbono
solubilizado). Dessa forma, conclui-se que ndo € necessaria uma completa
solubilizacdo das amostras para se conseguir extrair maiores teores dos elementos
inorganicos em estudo. A amostras FS e EHS apresentam extracdes semelhantes

com ou sem o uso do refluxo para os elementos analisados nesse trabalho.
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Figura 18 - Grafico de superficie de resposta para a amostra PIS (proteina isolada de soja):
desejabilidade em funcéo do uso do dedo frio e do volume de &cido nitrico.
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Figura 19 - Grafico de superficie de resposta para a amostra PIS (proteina isolada de soja):
desejabilidade em fung&o do uso do dedo frio e da variacdo do tempo.
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Figura 20 - Gréfico de superficie de resposta para a amostra PIS (proteina isolada de soja):
desejabilidade em funcéo do tempo e do volume de acido no sistema sem dedo frio.
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5.5.5 Condi¢des 6timas do método proposto

Considerando os parametros investigados, o procedimento proposto para
a determinacdo multielementar em amostras derivadas de soja em graos, pode ser
descrito como segue: para uma massa de cerca de 1,00 g de amostra, adiciona-se
8,0 mL de HNOs 65% (m m) em seguinda a mistura é levada para aguecimento no
sistema (IR), com tempo de exposicdo a radiacdo infravermelha de 5 min. Os
resultados dessas condicbes experimentais, para as amostras derivadas de soja
podem ser visualizados na Tabela 11.
Tabela 11- Concentragées (mg kg?) dos elementos Cu, Fe, Zn, Mn, K, P, Mg e Ca
nas amostras de extrato hidrossoluvel de soja (EHS), farinha de soja (FS), proteina

texturizada de soja (PTS) e proteina isolada de soja (PIS) nas condicdes
experimentais otimizadas. Valores médios (n=3) e desvio padrao.

Elementos EHS FS PTS PIS
Cu 8,07 £ 0,49 6,83+ 0,42 9,73+0,39 12,1+ 0,6
Fe 215+1,6 264+14 36,9+2,8 30+04
Mn 13,0+0,8 8,3+0,5 19,6 £ 0,9 52+0,3
Zn 35,9+0,5 37,41+ 0,6 449 + 0,7 26,5+0,3
K 21,4+0,7 20,2+1,8 27,3+1,6 4,61 +0,47
3852 + 60 3374 £ 143 4781 + 242 5081 + 205
Mg 1473 + 34 1289 + 57 2081 =55 563 £ 25
Ca 2986 + 92 1066 + 36 1832+ 78 474 + 14

As concentracbes médias obtidas para o0s analitos estudados
considerando as 4 amostras analisadas em mg kg foram: Cu (6,83 — 12,1), Fe (21,5
—-36,9), Zn (26,5 — 44,9), Mn (5,15 - 19,6), K (4,61 — 27,3), P (3374 — 5081), Mg (563
— 2081), Ca (475 — 2986). A amostra do extrato hidrossoltvel de soja (usada em
dietas restritivas de leite de vaca) apresentou o maior teor de Ca. A proteina
texturizada de soja (" carne de soja ) apresentou maior teor de Fe e de Zn dentre as
amostras. A presencga de elementos inorganicos no produto final, considerando as
amostras derivadas de soja, depende das condi¢cdes a que sdo submetidas durante

o cultivo, transporte, armazenamento e/ou durante o processamento industrial.

As concentracdes de Cu, Fe, Zn, Ca, P e K em amostras de extrato,

farinha, proteina texturizada e isolada de soja, adquiridas em Madrid, Espanha,
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foram determinadas por Garcia et al. (1998). Para a amostra de extrato de soja, 0s
teores médios de Cu, Fe e Zn obtidos em mg kg corresponderam a 6,6; 17,4 e 51,1
respectivamente. Estes valores se apresentaram comparaveis para Cu e Fe nas
amostras desse estudo. Para a amostra de farinha de soja, os teores de Cu, Fe e Zn
obtidos por estes autores foram 17,6; 42,6 e 50,3 mg kg, respectivamente. Estes
valores ndo foram similares para a amostra de farinha de soja avaliada neste estudo.
Para a amostra de proteina texturizada de soja, os teores de Cu, Fe e Zn obtidos por
Garcia et al. (1998) corresponderam a 13,2; 69,8; 43,9 mg kg, respectivamente.
Estes valores foram similares para Cu e Zn na amostra de proteina texturizada de
soja estudada nesse trabalho. Para a amostra de proteina isolada de soja, os teores
obtidos pelos autores mencionados de Cu, Fe e Zn foram de 13,2; 69,8 e 43,9 mg
kg!, respectivamente, sendo similar para Cu na amostra de proteina isolada no

presente trabalho.

Em um estudo mais recente Barbosa et al. (2013) determinaram a
concentracdo de Cu, Fe, Mn e Zn em extrato hidrossollvel, farinha, proteina de soja
e em graos de soja. As concentracdes de Cu, Fe, Mn e Zn na farinha e na soja em
grdos foram de 11,1 — 12,1; 56 — 81, 22 — 33,3 e 40 — 39,2 mg kg respectivamente.
Na farinha de soja estudada neste trabalho foram encontrados em mg kg* 6,83;
26,42; 8,33; 37,41 respectivamente. Para o extrato de soja 0s autores determinaram
a concentracdo de Cu, Fe, Mn e Zn como 12,9; 56; 22 e 40 mg kg! respectivamente.
O Cu apresentou valor comparavel ao deste trabalho para essa amostra. Para a
proteina texturizada de soja os autores encontraram valores em mg kg*, de Cu, Fe,
Mn e Zn de 11,5; 77; 24,4 e 47, respectivamente. Valores comparaveis ao da
amostra de proteina texturizada de soja estudada nesse trabalho em relacdo ao Cu,
Mn e Zn.
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5.6 Validacdo do método
5.6.1 Exatidao

A exatiddo de um método € o grau de concordancia entre o resultado de
um ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro
(INMETRO, 2003). Os materiais de referéncia certificados (CRM) devem, sempre
que possivel, ser utilizados para validar um método analitico. A Tabela 12 mostra os
valores obtidos na andlise do material de referéncia certificado NIST 1568b (Rice
Flour) apds extragdo no sistema IR com 8 mL de &cido nitrico e 5 minutos de
exposicdo a radiacdo infravermelha, sem o uso do sistema de refluxo.

Tabela 12 - Concentracdes (mg kg?') dos analitos no material de referéncia

certificado NIST 1568b (Rice Flour) apos extracdo no sistema (IR) empregando 8 mL
de acido nitrico e 5 minutos de aquecimento. Valores médios (n=3) e desvio padréo.

Elementos Valor Encontrado (mg kg?*)  Valor Certificado (mg kg™)
Cu 2,35+ 0,09 2,35+0,08
Fe 6,52 £ 0,18 7,42 +£0,22
Mn 10,05 £ 0,33 19,2 £ 0,09
Zn 19,15 £ 0,21 19,42 £ 0,13
1248 + 0,15 1282 +5,5
P 1194 £ 0,12 1530 + 20
Mg 284,15+ 10 559 +5
Ca 106,70 £ 8,58 118,4 + 1,55

A comparacgdo entre os resultados obtidos e os valores certificados foi
efetuada, ndo sendo constatadas diferencas significativas, empregando teste t, para
a comparacdo das médias ao nivel de 95% de confianca para os elementos Cu, Fe,
K, Cae Zn.
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5.6.2 Limites de detecc¢ao (LOD) e quantificagcao (LOQ)

O limite de deteccao corresponde a menor quantidade do analito presente
numa amostra passivel de ser detectado, embora ndo necessariamente quantificado
nas condi¢coes de trabalho estabelecidas, enquanto que o limite de quantificagéo
corresponde a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis, sob as condi¢cdes experimentais

estabelecidas.

Os calculos do limite de deteccdo e limite de quantificacdo para os
elementos Cu, Fe, Mn, K, P, Mg e Ca detectados por ICP-OES podem ser efetuados

como descrito nas equacoes (3) e (4):
LOD = 3.R5Dbco.BEC /100 (3) e Lag = 3.L0D (4)
Onde:

BEC = concentracdo equivalente de background, calculada pela razéo entre a

meédia das intensidades do branco e o coeficiente angular da curva.
RSDeco = coeficiente angular da curva analitica de calibragéo.

Para o elemento Zn detectado por F AAS o LOD e o LOQ podem ser

efetuados como descrito nas equacdes 5 e 6:
LOD=3.0/a (5) e LOQ=10.0/a (6)
Onde:
o= desvio padrao de 10 medidas consecutivas do branco
a = coeficiente angular médio da curva analitica.

Os valores para LOD e LOQ para os analitos, considerando o
procedimento empregando o sistema (IR) sdo mostrados na Tabelas 13.
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Tabela 13 - Estimativa dos limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) nas
amostras derivadas de soja.

Elementos LOD (mg L) LOQ (mgkg?)

Cu 0,0028 0,0084
Fe 0,0091 0,0273
Zn 0,0175 0,0584
Mn 0,1226 0,6810
K 0,2843 0,8529
P 0,2105 0,6315
Mg 0,0263 0,0789
Ca 0,0670 0,2011

5.6.3 Faixa linear de trabalho

A faixa linear de trabalho para os elementos Cu, Fe, Mn, Ca, Mg, K e P
considerando deteccdo por ICP-OES correspondeu a 0,1 a 5,0 mg L. Para Zn

considerando a deteccéo por F AAS correspondeu a faixa linear de 0,5 -2 mg L.
5.6.4 Precisao

A precisdo é convencionalmente avaliada para cada procedimento
analitico considerando as duas formas mais comuns de expressa-las: repetitividade
e a reprodutibilidade (INMETRO, 2003). Para a avaliacdo da precisdao do
procedimento de extracdo das amostras do extrato hidrossolavel, farinha, proteina
texturizada e proteina isolada de soja com 8 mL HNO365% m m™ no sistema (IR), foi
estimada a repetitividade, usando para tanto os coeficientes de variacdo em
percentual (CV%) obtidos para as amostras. Foram observados valores de CV
menores que 8,9 % para todos os analitos nas amostras analisadas (Tabela 14). O
elemento Mn, mesmo possuindo baixas concentracées nas amostras, apresenta o

menores coefientes de variacdo em %.
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Tabela 14- Valores de CV% para amostras de extrato hidrossoluvel soja (EHS),
farinha de soja (FS), proteina texturizada de soja (PTS) e proteina isolada de soja
(PIS) com deteccéao por ICP-OES e F-AAS.

Elementos EHS FS PTS PIS
Cu 6,05 6,14 3,96 5,22
Fe 7,53 511 7,64 1,40
Mn 3,64 0,57 1,46 0,32
Zn 6,15 6,04 4,57 4,97
K 3,38 8,88 5,98 10,18
P 1,55 4,25 5,06 4,03
Mg 2,35 4,44 2,61 4,47
Ca 3,07 3,36 4,27 2,92
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6 CONCLUSAO

No sistema proposto nesse trabalho, foram avaliadas e comparadas a
solubilizacdo das amostras por pesagem do residuo remanescente e analise de
carbono residual nos filtrados, bem como a extracdo dos elementos nas solugdes
dos filtrados analisadas por ICP-OES e FAAS. Ferramentas quimiométricas de
planejamento e otimizacdo possibilitaram um estudo mais detalhado dos efeitos e
interacbes causados pelas variaveis que apresentam influéncia na extracdo dos

elementos.

O sistema de refluxo apresenta influéncia significativa na temperatura da
mistura reacional dependendo do volume em que se esta trabalhando, pois, o dedo
frio leva a formacédo de gotas frias de acido condensadas durante o processo de
extracdo. Apesar de alguns autores indicarem o uso do dedo frio acoplado ao frasco
como sendo uma metodologia eficaz e rapida na decomposicao da matéria organica
em sistemas aquecidos por conducao, deve-se levar em consideracao o volume total
de trabalho da mistura reacional. Deve-se considerar também, que nesses casos, no
aguecimento por condugéo, os frascos sdo submetidos ao aquecimento por longos
periodos de tempo. Os gases gerados sdo resfriados e gotejados frios hovamente

na mistura, o que pode ser economicamente viavel.

Com uso de planejamentos fatoriais e de ferramentas quimiometricas foi
possivel otimizar e identificar a faixa de trabalho das variaveis estudadas e da forma
como esses fatores afetam o sistema (tanto na digestdo parcial das amostras
guando na extracdo dos analitos). O sistema IR permitiu trabalhar com massas de
amostra de 1,00 g, obtendo-se boas precisées nas medidas dos procedimentos
utilizados para os elementos determinados. A exatiddo do método foi confirmada
com material de referéncia certificado NIST 1568b (Rice Flour).

O uso da radiacdo infravermelha combinado com o uso de maiores
massas de amostra € uma alternativa rapida, de baixo custo e eficaz para extracao

de Ca, Cu, Fe, K e Zn em amostras de derivados de soja.
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