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RESUMO

O preparo de amostras € uma etapa critica da sequéncia analitica, portanto busca-se o
desenvolvimento de métodos de preparo de amostras mais rapidos, eficientes e de baixo
custo. Sistemas que utilizam radiacdo infravermelha como fonte de aquecimento tém-se
mostrado como uma boa alternativa para alcancar tais objetivos. A extracdo de Cu, Fe,
Mn e Zn em amostras de linhaga e As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se e VV em amostras de
camardo par aposterior quantificacdo por FAAS e ICP OES, respectivamente, foi
realizada em um sistema usando radiacao infravermelha. Planejamento fatorial completo
em dois niveis e a funcdo de desejabilidade foram aplicados para avaliar a melhor
condic&o de extragédo dos analitos para as amostras estudadas. Para amostra de linhaca, as
condicdes experimentais foram: massa de amostra de 2,0 g, 8 mL de HNO3z e 8 min de
tempo de aquecimento no sistema de Infravermelho (IR) com 500 W de poténcia. E, para
amostra de camardo: 1,0 g de massa de amostra, 8 mL de HNOs, 8 min de preparo de
amostras e 500 W de poténcia da lampada. Nessas condicdes, resultados com boa exatidao
e precisdo < 10% RSD para linhaca e < 17% RSD para camardo foram obtidos. A exatidao
foi verificada através da analise de amostras de material de referéncia certificado de farelo
de arroz e tecido de ostra. A eficiéncia de decomposicédo do sistema de IR foi avaliada
pela andlise de %RCC em material de referéncia certificada de tecido de ostra em
comparagdo com o0s resultados obtidos em digestdo usando bloco digestor. Ambos os
sistemas de preparo de amostras apresentaram valores de %RCC similares. Realizou-se
também a analise de mateérias padrdes de glicina, fenilalanina e &cido nicotinico utilizando
o sistema IR e bloco digestor onde pode se observar valores semelhantes de % carbono
residual (%RCC) para amostra de glicina, mas comportamento inverso para as amostras
de fenilalanina e &cido nicotinico. Observou-se também a influéncia positiva na insercao
de glicose na decomposicdo desses compostos diminuindo a %RCC de todos. O sistema
de extracdo por IR se apresentou como uma alternativa rapida, de baixo custo e eficiente
na extracdo de elementos inorganicos em amostras de alimentos de origem vegetal e
animal, com capacidade de acomodar massas relativamente grandes de amostra, aliviando
possiveis problemas de homogeneidade da amostra, além de aumentar o poder de

deteccdo.

Palavras-Chaves: Preparo de amostra. Radiagéo infravermelha. Linhaca. Camarao.
ICP-OES. FAAS



ABSTRACT

The sample preparation is a critical step of the analytical sequence, so the development
of faster, more efficient and cheaper sample preparation methods is important. Sample
preparation systems that use infrared radiation as a source of heating have been shown as
a good alternative to achieve such objectives. The extraction of Cu, Fe, Mn and Zn in flax
samples and As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se and V in shrimp samples for subsequent
quantification of these elements using FAAS and ICP OES, respectively, was studied.
Full factorial planning at two levels and desirability function were applied to evaluate the
best extraction condition of the analytes from the samples studied. For flaxseed sample,
the experimental conditions were: 2.0 g sample mass, 8 mL HNO3, and 8 min of heating
time at 500 W infrared (IR) lamp power. For shrimp sample preparation: 1.0 g of sample
mass, 8 mL of HNOs, 8 min of heating time at 500 W of IR lamp power. In these
conditions, results with good accuracy and precision <10% RSD for flaxseed and <17%
RSD for shrimp were obtained. The accuracy of the methods was verified by analysis of
rice bran and oyster tissue certified reference materials. The efficiency of IR extraction
system was evaluated by %RCC obtained to certified reference material (oyster tissue)
analysis in comparison with those when was used digester block. Both sample preparation
methods showed similar % RCC values. Standard samples of glycine, phenylalanine and
nicotinic acid were also submitted to IR system and digestor block, and, both systems
presented similar % RCC values for glycine. However, the inverse behavior was obtained
for phenylalanine and nicotinic acid. It was also observed the positive effect of the
presence of glucose on digestion of these compounds, reducing the %RCC for all of them.
The IR-assisted sample preparation system provides a quick and inexpensive alternative
to other conventional techniques for the analysis of trace elements in samples of food of
plant and animal origin. It had the capacity to accommodate relatively large sample
masses, avoiding homogeneity problems, as well as increasing the detection power.

KEY-WORDS: Sample preparation. Infrared radiation. Flaxseed. Shrimp. ICP-OES.
FAAS.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Espectro da radiag@o eletromagnétiCa..............ccoeevereierericiereeieiieiiereeereeeeeenen,
Figura 2 — Esquema de uma lampada de tungsteénio.............c.ceveveveeeerireereeeeeeeeereeerennes

Figura 3 — Prototipo de sistema de preparo de amostras utilizando radiagdo

infravermelha (IR) como fonte de aquecimento ...........ccccoveeverveiieneenienecnne

Figura4 — Graficos de desejabilidade obtidos do planejamento experimental para
extragdo de Cu, Fe, Mn e Zn assistida por radia¢do infravermelha em
amostras de linhaca. (4A: Volume de HCI X Massa; 4B: Tempo X Volume de
HCI; 4C: Tempo X MaSS@)....ccevveeruieriieeiieniieitenieeieesieeeseeesee e eieesieeeeeas

Figura 5 — Espectro de infravermelho para a amostra de linhaga dourada desengordura
antes e depois do preparo de amostras usando IR como fonte de

AQUECTIMEIITO ...eieniiiieeniteetie et e et e et et e et et eeteeesbeeenbeesteesaeesaseensaesnseenseenseeenses

Figura 6 — Graficos de desejabilidade obtidos no planejamento experimental para a
extragdo de As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, V e Zn assistida por radiagao
infravermelha em amostras de camarao. (6A: Massa X Tempo; 6B: Tempo X

Poténcia; 6C: Poténcia X MasSa) .......ceeevreriieeeeiiiienieieniieenieeeeeesseeeeseveees

Figura 7 — Espectro de infravermelho da amostra de camario antes e depois da digestdo

assistida por radiacao infravermelha ..........ccccooeeveeeriiiniiieiniiieiees
Figura 8 — Estruturas dos compostos organicos utilizados nos experimentos ..................

Figura 9 — Gréaficos de desejabilidade obtidos no planejamento experimental para
analise do teor de carbono residual em amostras de glicina, fenilalanina e
acido nicotinico apds digestdo usando sistema IR (8A: Poténcia X Volume

de HNO3; 8B: Tempo X Volume de HNO3; 8C: Massa X Poténcia) ............

33

41

48

50

56

60



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — ParAmetros operacionais utilizados no equipamento de absor¢do atdmica com

chama para a determinagdo de Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de

Tabela 2 — Pardmetros operacionais utilizados no ICP OES para a determinagio de As, C.

Cd, Co, Cu, Fe, Mn, N1, Se, V e Zn em amostras de camarao..................ceeuu.....

Tabela3 — Niveis e varidaveis do planejamento fatorial completo em 2 niveis para

otimizagdo do método de preparo de amostras de linhaga..............ccceeeveennenee.

Tabela4 — Niveis e varidaveis do planejamento fatorial completo em 2 niveis para

otimizagdo do método de preparo de amostras de camarao............ccceeeeveennnnn.

Tabela5 - Niveis e variaveis do planejamento fatorial completo em 2 niveis para
avaliagdo das varidveis significativa na decomposi¢do de aminoacidos por

1adiagaA0 TR...coeiiiiee e

Tabela 6 — Concentragdo de Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de linhaga marrom e dourada

quantificados por FAAS em mg kg-1 (média & sd, n=3) ....cocvevveiiriiiinncnenne

Tabela 7 — Teores de Cu, Fe, Mn e Zn (mg kg-1) quantificados por FAAS em material de
referéncia 15: Farelo de Soja apos digestdo em sistema utilizando IR como

fonte de aquecimento (média = IC; n=3, 95 % de confianga).................

Tabela 8 — Teores de Cu, Fe, Mn e Zn (mg kg-1) em amostra de linhaga desengordurada
apos decomposi¢do em sistema utilizando IR como fonte de aquecimento

(MEAIa £ SA; NT3) it eree e e

Tabela9 - Limites de quantificagdo para Cu, Fe, Mn e Zn analisados em amostras de

linhaga por FAAS apo6s extragdo assistida por radiacdo infravermelha.............

Tabela 10 — Determinagdo de As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, V ¢ Zn em amostra de
camarao por ICP OES apo6s digestdo assistida por radiacdo infravermelha.

(MEdi1a £ SA, NT3) i e e

33

38

39

41

46

48

49

51



Tabela 11 — Determinagio de As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, V e Zn por ICP OES em
material de referéncia certificado NIST 1566b Oyster Tissue apos preparo de
amostra assistido por radiagdo infravermelha. (média + IC, n=3, 95 % de

CONTIANCA)...eeeueiieeerieeeiiie et e e eieeeete e et e e et e e etae e e bt e e s beeesseeesasaeenseeessseeensseeenssees

Tabela 12 — Limites de quantifica¢do para determinagdo de As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni,
Se, V e Zn por ICP OES em camarao, apds preparo de amostra assistido por

radiagao infravermelha.............ooooiiiiiiiiiiii e

Tabela 13 — Determinagio de As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, V ¢ Zn por ICP OES em
amostra de referéncia certificado NIST 1566b Oyster Tissue, apds digestao

em bloco digestor. (média + IC, n=3; 95% de confianga)............c.cecververerennn.

Tabela 14 — Determinagio de C ¢ N em amostras de NIST 1566b e camardo apds

decomposicao em bloco digestor e pelo sistema IR...........cccoecvverieniieciiennnnnne.

Tabela 15 — Determinagio do teor de carbono residual (%RCC) em amostras de glicina,
fenilalanina e acido nicotinico apods digestdo no sistema IR e bloco digestor.

(MEAIA & SA, NT2...eiieiiecie ettt sebe e ebe e aeeneaa s

Tabela 16 — Teores de %RCC em amostras de glicina, fenilalanina e acido nicotinico

utilizando sistema de decomposi¢do IR na presenca de glicose. (média =+ sd,



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...t see e 14
2 OBJIETIVOS. ... 17
2.1 ODJELIVO QEIAL.....ociiiie et 17
2.2 ODbjetivos eSPECITICOS ...uvciuiiiiiieie e 17
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA .....cooniiiiriiiieinsisierissiesses s 18
3.1  Meétodos OpticoSs de aNAlISE........c.ccvvieiieiiiie e 18
3.2 Preparo 08 @mMOSLIaA .......cccceeiiieeieiiie et 19
3.2.1 Digestdo assistida por radiacdo MiCro-0Ndas...........ccceveereereereereesieeseeseeseenes 19
3.2.2 Radiagdo Micro-ondas Focalizada ............ccceoeveriniiininiiieeeee e 20

3.2.3 Combustdo Iniciada por Micro-ondas (MIC) e por Micro-ondas Focalizado

(FIVIIC) e s e 20
3.2.4 Preparo de amostras em camara Unica de reagdo (SRC) ......c.ccocevevriierinenine 21
3.2.5 Extracao assistidas por UItraSsom............cccveveiieieiiie i 22
3.3 Aradiacdo infravermelna...........c.cccoooeiiiii i 23
3.3.1 Uso da Radiacao infravermelha no preparo de amostras............ccccoovevvevernnnnn. 24
3.4 O HNO3 N0 pPreparo de amMOSTIaS ........cccvcurieierierieniese e ee e 26
3.5 Como avaliar a eficiéncia do preparo de amostras organicas......................... 27
KT I 1] o - Vo SO PSSP 27
3.7 CAMANEOD ...t 28
4 EXPERIMENTAL ..ot 30
4.1 Reagentes € SOIUGDES ......ccoviieiiieite et 30
A2 AMNOSTIAS ...ttt bbbt bbbttt 30
4.3 INSTFUMENTAGED ......eivitiitiiiieiieie ettt bbbttt bbb b 31

4.4  Construcdo do protétipo de sistema de decomposi¢cdo por radiacao

infravermelha (IR — do inglés infrared) .........c.ccooveiieie e 33



4.5 Digestdo das amostras de linhagca no sistema de preparo de amostra

ASSISTIAO PO TR L. 34

4.6 Digestdo das amostras de camardo no sistema de preparo de amostras
ASSISTIAO POF TR ..ot e et e ntenneens 35

4.7 Planejamento eXperimental ... 35
4.8 Preparo de amostras para analise por Espectrometria de Infravermelho 37

4.9 Decomposicao de amostra de tecido de ostra SRM NIST 1566b — Oyster Tissue
o1 gl o] [0 Tolo Je [0 1<) (o] USSR 37

4,10 Avaliagdo dos parametros que influenciam na eficiéncia de decomposicao

utilizando radiagdo infravermelha............ccocoiiiiiiii 37
4.11 Modelo de superficie de resposta: funcao desejabilidade .............ccc.c...... 39
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..o, 41

5.1 Awvaliacdo do planejamento experimental para a amostra da linhaca ...... 41

5.2 Aplicacdo do método de preparo de amostras assistido por radiacéo

infravermelha para amostras de linhaga............cccccovveii i 43
5.3 Validagcdo do método proposto para a amostra de linhaga......................... 44

5.4 Avaliacdo da remocdo da fase lipidica na extragdo de Cu, Fe, Mn e Zn em
amostras de linhaga submetidas a decomposicéo utilizando IR.............c.c......... 45

5.5 Auvaliacao dos limites de quantificacdo do método proposto para amostras de
linhaca 46

5.6 Analise dos espectros de infravermelho nas amostras de linhaca ............. 47
5.7 Avaliacéo do planejamento experimental para a amostra de camardo. 49

5.8 Aplicacdo do método de preparo de amostra assistido por radiacéo

infravermelha para amostras de Camardo ..o 51

5.9 Validacdo do método proposto para a decomposicdo de amostras de

CAMAEA0D . e 52

5.10 Avaliacdo dos limites de quantificacdo do método de preparo de amostra

[T o] oJor (ol o F- = W= T g 1 =L = Lo PSSR 54

5.11 Analise dos espectros de infravermelho nas amostras de camaréo.......... 55



5.12 Analise de C dissolvido e carbono residual em amostras NIST 1566b — Oyster
Tissue 58

5.13 Avaliagdo dos parametros de influéncia na digestdo utilizando radiacio

infravermelha como fonte de aqUECIMENTO ..........cccccveiveiieiie e 60
B CONCLUSOES ....cooiiiiiicieeie ettt 64

REFEIENCIAS .o Erro! Indicador ndo definido.



14

1 INTRODUCAO

A etapa de preparo de amostra em uma sequéncia analitica € comumente chamada
de “calcanhar de Aquiles”, uma vez que ¢ a etapa que requer maiores custos, demanda mais
tempo e é responsavel pela maior inser¢do de erros na andlise quimica (ANALYTICAL
METHODS COMMITTEE, 2013; ELLISON; HARDCASTLE, 2012). No entanto, é
normalmente indispensavel para a analise de metais tracos por técnicas espectroanaliticas, visto
que o alto teor de carbono organico pode causar interferéncias quimicas e/ou espectrais na
analise por essas técnicas e/ou diminuir a vida Gtil do equipamento (KRUG; ROCHA, 2016).

A digestdo de amostras organicas empregando forno de micro-ondas com cavidade
é um método bastante utilizado em analises de elementos tracos por técnicas espectroanaliticas.
Nesse sistema € possivel alcancar altas pressGes e temperaturas, 0s quais permitem a
decomposicdo completa da matéria organica disponibilizando os elementos na sua forma
inorganica mais simples (BARANOWSKA, 2016). Devido as altas pressdes atingidas no
equipamento, a massa de amostra a ser decomposta é limitada em aproximadamente 250 mg,
dependendo do teor de carbono presente na amostra, para evitar explosdes do sistema. Essa
limitacdo de massa pode prejudicar a sensibilidade do método, além de produzir altos desvios
nas medidas quando se utilizam amostras de matriz heterogénea.

Com o objetivo de aumentar a massa de amostra submetida ao processo de
decomposicdo, 0 uso de radiacdo micro-ondas focalizada em frascos abertos € uma boa
alternativa. Nessa técnica, podem ser utilizadas massas de até 5,0 g de amostra e, uma vez que
0 sistema ndo é pressurizado, a possibilidade de explosdes € minimizada. Contudo, um grande
volume de acido é requerido nessa analise, 0 que aumenta as chances de contaminacdo da
amostra e por consequéncia valores de brancos mais elevados sdo obtidos, além disso o digerido
requer diluicdes excessivas antes da quantificacdo (NOBREGA et al., 2002).

Sistemas utilizando combustdo iniciada por micro-ondas também foram propostas
como alternativa para o aumento de massa de amostra a ser decomposta com boa eficiéncia de
decomposicédo (DE MORAES FLORES et al., 2004). Contudo, 0 equipamento comercial para
essa tecnica tem elevado custo e a necessidade de analistas capacitados para sua utilizag&o.
Além disso, a pressurizagdo com insercdo de oxigénio € necessaria para esse método, 0 que
deixa o analista sujeito a maiores riscos de acidente.

Além da sensibilidade do método, baixos custos e rapidez sdo fatores relevantes no

desenvolvimento de procedimentos de preparo de amostras. Minimo consumo de reagentes com
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0 proposito de reduzir a geracédo de residuos, seguindo os principios da quimica verde, também
se destaca como meta para novos procedimentos. Avancos no preparo de amostras buscam por
técnicas que agreguem essas qualidades sem negligenciar a eficiéncia de decomposicao.

A radiacdo infravermelha ndo é comumente utilizada no preparo de amostras, sendo
mais utilizada na subdestilacdo de acidos em sistemas abaixo do ponto de ebuli¢do e na secagem
de amostras (KRUG; ROCHA, 2016) Contudo, trabalhos recentes na literatura reportam o uso
de radiacdo infravermelha na decomposicdo efetiva de amostras organicas (DANTAS et al.,
2013; GOUVEIA; FATIBELLO-FILHO; NOBREGA, 2000; WANG; BRINDLE, 2014a;
ZHANG etal., 2017).

A literatura reporta boa eficiéncia de decomposicdo de matéria organica utilizando
radiacdo infravermelha, com capacidade de pré-digestdo em torno de 80% da massa original, o
gue torna o método atraente para a combinacdo em forno de micro-ondas com cavidade
(DANTAS etal., 2013) no intuito de aumento de massa de amostra a ser digerida com seguranca
em um sistema pressurizado. H4 também tentativas do uso da radiagdo infravermelha sozinha
no preparo da amostra, sendo GOUVEIA; FATIBELLO-FILHO; NOBREGA, 2000, pioneiros
no seu uso, obtendo recuperacbes acima de 80% para diversos elementos em amostras
certificadas de figado bovino e folha de maca.

Métodos utilizando radiacdo infravermelha no preparo de amostra, até 0 momento,
ndo utilizam sistemas pressurizados e, portanto, a temperatura maxima do sistema de
decomposicdo restringe-se a temperatura de ebulicdo da mistura oxidante. O meio oxidante
exerce um papel importante em sistemas de decomposicdo por via imida a pressdo ambiente.
O é&cido nitrico é o reagente mais utilizado no preparo de amostras devido a sua facil obtencédo
e purificacdo, alta eficiéncia na decomposicdo de matéria organica e por formar sais de nitrato
sollveis (GONZALEZ et al., 2009). Contudo, a temperatura de ebulicdo da sua forma
azeotropica comumente empregada (65% m m™) é de 121°C. A literatura reporta que digestdes
com &cido nitrico séo pouco eficientes para a decomposicao de proteinas e gorduras quando em
temperaturas abaixo de 280 °C (KRUG; ROCHA, 2016; WURFELS; JACKWERTH;
STOEPPLER, 1989). Apesar disso, estudos com a radiacdo infravermelha demonstram uma
boa oxidagdo da matéria organica a pressdo atmosférica (DANTAS et al., 2013; GOUVEIA,
FATIBELLO-FILHO; NOBREGA, 2000).

Dessa forma, o presente trabalho propfe estudar a eficiéncia de um sistema de

tratamento de amostra que utiliza radiagdo infravermelha como fonte de aquecimento na
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decomposicdo de amostras organicas para quantificacdo de elementos inorganicos por técnicas
espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (FAAS) e espectrometria de emissdo Optica
com plasma acoplado indutivamente (ICP OES).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a potencialidade do uso da radiacdo infravermelha como fonte de
aquecimento na extracdo de elementos inorganicos em amostras de alimentos para

determinacéo desses analitos por FAAS e ICP OES.

2.2 Objetivos especificos

» Confeccionar um sistema de extracdo de elementos inorganicos utilizando
radiacdo infravermelha como fonte de aquecimento;

» Estudar as varidveis que afetam a extracdo de elementos inorganicos em
amostras de linhaca e camardo quando se emprega radiacdo infravermermelha como fonte de
aquecimento;

» Quantificar os elementos inorganicos extraidos pelo sistema de tratamento de
amostra com radiacdo infravermelha por espectrometria de absorcdo atémica por chama
(FAAS) e espectrometria de emissdo dptica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES);

« Auvaliar a eficiéncia do sistema de extracdo assistido por radiacdo infravermelha
através da analise de carbono residual em solucdes obtidas de digestbes de padrdes de

compostos organicos com diferentes estruturas organicas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Métodos Opticos de andlise

Os métodos Opticos sdo os principais métodos para a quantificacdo de elementos
inorganicos em niveis traco. Sao assim chamados por utilizarem os processos de interagéo entre
a radiacdo eletromagnética visivel e matéria como principio para fornecer informacoes
qualitativas e quantitativas na andlise quimica. As regides do infravermelho e ultravioleta,
mesmo ndo sendo parte do espectro visivel, séo comumentes englobadas nos detectores dos
métodos opticos.

Na espectrometria Optica de absorcdo e emissdo atdmica, 0s elementos presentes
em uma amostra sdo devidamente convertidos a forma gasosa e separados em seus atomos. Na
fase gasosa, 0s atomos podem sofrer processos de absor¢do de radiacdo (espectrometria de
absorcdo atdbmica) ou a fonte de atomizacdo fornece energia suficiente para os atomos se
excitarem e ao retornarem ao estado fundamental, a energia liberada € detectada (espectrometria
de emissdo atémica).(HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2013)

A espectrometria de absorcdo atbmica com chama (FAAS) é uma técnica
monoelementar que se baseia no principio da absor¢do de radiacdo proveniente de uma fonte
pelos 4tomos na fase gasosa. Apresenta limites de deteccdo na ordem de mg kg, sendo uma
técnica de facil operacgdo e baixos custos em relacdo a outros métodos opticos.

A espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP
OES) é uma técnica multielementar e baseia-se na emissdo atbmica dos elementos quando
submetidos a altas temperaturas provenientes do atomizador, um plasma que atinge
temperaturas proximas a 10.000 K (GINE, 1998). Na posicdo radial do plasma, o limite de
deteccdo dessa técnica é semelhante aos alcangcados no FAAS; na posicdo axial, o limite de
deteccdo é geralmente menor, mas permanecendo ainda na faixa de mg kg™.

As duas técnicas citadas acima apresentam sistema de introdugdo de amostras que
requer que a amostra esteja na forma de solugdo. SolugOes aquosas geralmente apresentam
resultados mais confidveis, sdo de facil manipulacdo e calibracdo, uma vez que a maioria das
solucgdes padrdo séo encontradas na forma de solugdo (KRUG; ROCHA, 2016). Portanto, em
geral, uma etapa de preparo de amostra € necessaria para analise elementar por técnicas

espectrométricas.
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3.2. Preparo de amostra

O preparo de amostra é a etapa mais critica de uma sequéncia analitica e é essencial
para a maioria dos métodos que empregam espectrometria de absor¢cdo atbmica por chama
(FAAS), espectrometria de absor¢do atdmica com forno de grafite (GFAAS), espectrometria
de emissdo dptica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES) e espectrometria de massa
com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) como técnicas de deteccdo (KRUG; ROCHA,
2016). Esta etapa da sequéncia analitica requer maiores custos, demanda mais tempo e insere
a maior quantidade de erros em uma analise quimica. Com 0 avan¢o na instrumentacao
analitica, ha disponivel no mercado técnicas muito rapidas de analise; portanto, os métodos de
preparo de amostras precisam acompanhar esse avan¢o na mesma velocidade (ANALYTICAL
METHODS COMMITTEE, 2013; ELLISON; HARDCASTLE, 2012).

Em geral, uma completa decomposi¢cdo da matéria organica é necessaria para bons
resultados na andlise espectrométrica, uma vez que o carbono pode causar atomizacdo
incompleta, gerando sinais de fundo ou mesmo problemas de deposicdo de compostos de
carbono na parte interna dos instrumentos. Os métodos de preparo por via itmida sdo 0s mais
empregados para esse fim, pois operam em temperaturas mais baixas e tempos menores de
preparo de amostra comparado aos métodos por via seca. Isso garante aos métodos de preparo

por via Umida maior rapidez e seguranca para o analista.

3.2.1. Digestéo assistida por radiacdo micro-ondas

Digestdo assistida por radiacdo micro-ondas em fornos com cavidade é um dos
métodos mais aplicados em preparo de amostras. A radiagdo micro-ondas tem interacdo direta
com a amostra, o que confere um aquecimento localizado, diminuindo o tempo de preparo. Essa
radiacdo interage com a materia por dois fendmenos principais: migracéo ionica e rotacdo de
dipolo, tendo como resultado o aquecimento da amostra (BARANOWSKA, 2016). Além disso,
por usar um sistema pressurizado, temperaturas superiores a ebulicdo da mistura acida é
possivel. As perdas de analitos por volatilizacdo e contaminacdo externa sdo reduzidas ou

mesmo eliminadas em sistemas fechados.
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Devido ao uso de alta pressdo, a massa de amostra utilizada em sistemas de micro-
ondas fechado é limitada & aproximadamente 250 mg. Contudo, amostras com presenca de
elevada quantidade de carbono organico, como 6leos e combustiveis, a quantidade de massa
limite é reduzida para cerca de 100 mg para minimizar o risco de explosdes. De modo que,
guando se trabalha com amostras de dificil homogeneizacédo, quantidades pequenas de amostra
podem n&o ser suficientemente representativas, além de prejudicar a sensibilidade do método
analitico (DANTAS et al., 2013).

3.2.2. Radiacédo Micro-ondas Focalizada

Novas técnicas foram desenvolvidas com o intuito de aumentar a massa de amostra
a ser decomposta. A técnica de micro-ondas com radiacdo focalizada utiliza um sistema a
pressdo ambiente, o que permite a decomposicio de massas superiores a 5,0 g (NOBREGA et
al., 2002). Uma vez que o sistema ndo é pressurizado, risco de explosées sdo minimizados.
Outra vantagem dessa técnica € a possibilidade da insercdo da mistura oxidante durante o
programa de aquecimento (BRESSANI et al., 2006; COSTA et al., 2006; NOBREGA et al.,
2002). BRESSANI et al., 2006, relata a digestdo de amostras de 6leo combustivel utilizando
radiacdo micro-ondas focalizado com inser¢do da amostra em reagente pré-aquecido, obtendo
teores de carbono residual menores que 3,7%. A maior desvantagem dessa técnica é a
necessidade do uso de grande quantidade de mistura oxidante, 15 mL em média, 0 que requer
maior diluicdo da solucdo resultante para evitar elevada acidez final e provoca aumento de
contaminacdo. Além disso, em decomposic¢des simultaneas, alguns sistemas abertos assistidos
por radiacdo micro-ondas tendem a ndo ter distribuicdo homogénea da radiacdo em todos 0s
tubos reacionais, o que pode ocasionar desvios maiores entre as replicatas (COSTA etal., 2001).

3.2.3. Combustéo Iniciada por Micro-ondas (MIC) e por Micro-ondas Focalizado (FMIC)

Uma técnica de preparo de amostras recente utiliza a combustédo iniciada por micro-
ondas (MIC) agregando as vantagens do uso da combustdo com as das decomposic¢des por via
umida em frascos fechados (DE MORAES FLORES et al., 2004). Na MIC, massas de até 500
mg podem ser decompostas. As cinzas resultantes séo dissolvidas em uma solucéo absorvedora

especial para cada analito em estudo. Essa técnica é bastante utilizada na determinagdo de
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halogénios, uma vez que o vapor contido nos tubos de decomposicédo ¢é absorvido em solugdes
especiais para esse tipo de analito. Geralmente, em métodos por via imida os halogénios séo
perdidos nas suas formas acidas volateis (DA SILVA, SABRINA VIEIRA et al., 2016).
Contudo, o0 MIC requer equipamento especializado e necessita de insercdo de oxigénio ao tubo
de reacdo, 0 que aumenta os riscos para o analista. Além disso, algumas cinzas formadas séo
de dificil solubilizacéo, com a necessidade de uma solugdo absorvedora diferente para cada tipo
de analito, ou, grupos de analitos.

O forno de micro-ondas com radiacao focalizada também pode ser utilizado para
iniciar a combustdo (combustdo iniciada por radiacdo micro-ondas focalizada - FMIC),
aumentando o limite de quantidade de amostra digerida para até 3,0 g (PEREIRA et al., 2013).
Contudo, nessa técnica a solugdo absorvedora so pode ser adicionada ap6s o fim do processo
de combustdo, visto que evapora quando colocada ao inicio da combustdo. Por esse motivo,

alguns elementos volateis podem ser perdidos durante o processo.

3.2.4. Preparo de amostras em camara Unica de reacéo (SRC)

Recentemente, foram propostos sistemas de decomposicdo por micro-ondas
fechado em camara Unica de reacdo (SRC, single reaction chamber). Nesse tipo de sistema, as
amostras e reagentes sdo introduzidos em uma camara de rea¢do abastecida com uma solugédo
levemente acida (~ 4% v v'1), a cAmara é entdo pressurizada com um gas inerte e aquecida
através de radiacdo micro-ondas (MILESTONE, 2015). Esse sistema alcanca temperatura de
300 °C e pressdo de 199 bar, possibilitando a decomposicdo de até 5 g de amostra (KRUG;
ROCHA, 2016). A literatura, até 0 momento, reporta uso de massas entre 500 mg a 1000 mg
para amostras farmacéuticas (MULLER et al., 2015), petréleo (DRUZIAN et al., 2016) e
alimentos (MULLER et al., 2014), dentre outros. E, assim como o MIC e o FMIC, o SRC é
também uma técnica de preparo com equipamento de elevado custo e que exige analistas

capacitados para sua operagéo.
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3.2.5. Extracéo assistidas por ultrassom

Muitas vezes uma decomposi¢cdo completa da amostra ndo é necessaria para a
disponibilizagéo dos analitos inorganicos em solucdo. A realizacdo apenas de uma extracdo dos
analitos da matriz pode apresentar resultados satisfatorios. As ondas ultrassonicas s&o bem
estudadas na literatura para esse fim.

Ultrassons sdo ondas mecanicas com frequéncias maiores que 20 kHz e se
caracterizam por se propagarem através de meios materiais em sucessivos ciclos de compresséo
e rarefacdo. A aplicagdo de ondas ultrassonicas entre 10 e 1000 kHz leva ao aquecimento do
meio podendo ocorrer cavitacdo acustica, que é um fendmeno caracterizado pelo surgimento,
crescimento e explosdo de microbolhas no liquido (KRUG; ROCHA, 2016).

Os efeitos quimicos observados em solugdes submetidas a esse tipo de ondas sdo
intrinsecamente relacionados a migracdo de moléculas para dentro das bolhas de cavitacdo onde
sdo submetidas a elevadas temperaturas e pressoes alcancadas no momento da explosao dessas
bolhas. Temperaturas em torno de 5200 K na fase gasosa e 1900 K na interface gas/liquido sdo
alcancadas no momento da explosdo das microbolhas com pressGes de até 1000 atm
(CARVALHO et al., 1995).

O uso de ultrassom em extracdo de elementos tracos possui resultados bem
contraditérios, principalmente nos métodos que utilizam banhos ultrassénicos (CAPELO;
MADURO; VILHENA, 2005). Esses equipamentos possuem dissipacéo de energia afetada por
diversos fatores como: a frequéncia, a posicao dos tubos de reacéo e volume de 4gua. SANTOS,
CATALINA et al., 2000, relatam diferentes percentuais de extracdo de As em amostras de
alimentos marinhos mesmo utilizando o mesmo banho ultrassénico.

Uma vez que os ultrassons ndo séo aplicados diretamente nas amostras, outras
variaveis devem ser observadas ao se trabalhar com essa técnica. Parte da energia é absorvida
pelas paredes dos tubos de reagdo, o que causa uma cavitagdo menor no interior dos fracos que
no interior da cuba do banho.

Devido a esses problemas, a literatura reporta muitos trabalhos discordantes sobre
a técnica de ultrassom para o preparo de amostras. BERMEJO-BARRERA et al., 2001; EL
AZOUZI; CERVERA; DE LA GUARDIA, 1998; MINAMI; HONJYO; ATSUYA, 1996.,
desenvolveram métodos utilizando ultrassom para a extracdo de elementos tragos em tecidos
animais obtendo resultados completamente diferentes. EL AZOUZI; CERVERA; DE LA
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GUARDIA, 1998 utilizaram uma mistura de HNO3 1,6 mol L1, HCI 2 mol L e H,0, 0,1 mol
Lt com 120 min de sonicacgdo obtendo recuperagdes acima de 95% de Cu e Cd. MINAMI;
HONJYO; ATSUYA, 1996 utilizam também tecido animal, mas utilizando uma solu¢do menos
oxidante (HNO3 1 mol L) obtendo recuperacdes quantitativas de Cu e Cd com apenas 5 min
de sonicacdo. BERMEJO-BARRERA et al., 2001, no entanto, afirmam que no periodo entre
10 e 120 min ndo é observada recuperacdo quantitativa de nenhum elemento em tecido de
animais utilizando solucdes de HNOg3 entre 0,5 e 4,5 mol L™, associado ou ndo com HCI, com
excecao de Se no qual obteve-se boas recupera¢ées com 30 min de sonicacgéo a 90°C.

Outra dificuldade encontrada em extragdes por ultrassom estad relacionada a
realizacdo do branco analitico. O meio reacional é um fator importante para a formacdo das
bolhas de cavitacdo, que sdo os principais mecanismos que causam o aquecimento no ultrassom.
Contudo, essas se comportam diferentes em meios com e sem particulas sélidas (KRUG;
ROCHA, 2016).

3.3. Aradiacdo infravermelha

Na tentativa de desenvolver novos métodos de preparo de amostra, a radiacao
infravermelha comecou a ser investigada como fonte de aquecimento. Esse tipo de radiacéo é
amplamente utilizada para a secagem de sélidos (RIADH et al., 2015) e destilacdo de acidos
abaixo da temperatura de ebuligdo no processo conhecido como sub-boiling (KRUG; ROCHA,
2016). Contudo, é pouco explorada como fonte de aguecimento para preparo de amostras.

A radiacdo infravermelha compreende a faixa do espectro eletromagnético entre 1
mm e 700 nm (figura 1). E uma radiagio ndo ionizante e possui energia em torno de 0,0012 a
1,5580 eV, ndo sendo suficiente portanto para o rompimento das ligagcdes quimicas. Entretanto,
é capaz de provocar aumento dos movimentos vibracionais e rotacionais das moléculas, o que
Ihe confere a capacidade de aquecer os corpos. Por isso, a radiacdo infravermelha é conhecida
como a “regido quente do espectro eletromagnético” como definiu Willian Herschel em 1880

ao descobrir essa faixa espectral (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2013).

Figura 1 - Espectro da radiacéo eletromagnética
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As fontes de radiacdo infravermelha (IR) s&o constituidas por um solido inerte que
¢ aquecido eletricamente a uma temperatura compreendida entre 1500 e 2200 K. As lampadas
halégenas (figura 2) sdo constituidas de um filamento de tungsténio e a energia emitida
corresponde a cerca 90% dentro da regido do infravermelho. O filamento de tungsténio é
posicionado em um bulbo de quartzo preenchido com um gas, junto com uma quantidade
controlada de halogénio (iodo ou bromo) (LOGERAIS; BOUTEVILLE, 2010).

Figura 2 - Esquema de uma lampada de tungsténio

Preenchimento de
alta pressdo de

argdnio/nitrogénio e
brometo/iodeto \
V44
S

Filamento de Tungsténio Bulbo de Quartzo ~ Selo de Pressdo

Fonte: (LOGERAIS;
BOUTEVILLE, 2010)

3.3.1. Uso da Radiacéo infravermelha no preparo de amostras

Ainda que a radiacdo infravermelha ndo seja comumente utilizada para preparo de
amostras, nos Gltimos anos alguns trabalhos vém descrevendo o seu uso para esse fim.
E. C. MAGALHAES et al., 1997, utilizaram trés lampadas de infravermelho sob

uma corrente de ar quente para atingir temperaturas de 1110°C em uma camara de pirolise para
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a decomposicao de amostras de sedimentos e quantificacdo de mercurio por espectrometria de
absorcdo atdmica por vapor frio (CV AAS).

GOUVEIA; FATIBELLO-FILHO; NOBREGA, 2000, utilizaram trés lampadas de
halogénio para a decomposicéo parcial de amostras de material certificado de figado bovino e
folha de maga (200 — 1400 mg) em meio de HNOz e H2O». No extrato, 0s pesquisadores
determinaram Cu, Mn, Zn e Sr por GFAAS obtendo recuperacgdes acima de 80% para todos 0s
analitos quando comparado com os teores obtidos desses elementos ap06s digestdo completa em
forno de micro-ondas com cavidade.

DANTAS et al., 2013, utilizaram um sistema combinado que associava a radiacao
infravermelha com radiagcdo micro-ondas, chamado de IR-MW, para decomposicao de 1,0 g de
amostra de racdo humana em meio de HNOs e H202. Nesse método, a amostra era pré-
decomposta com auxilio da radiacdo infravermelha e entdo levado ao forno de micro-ondas
com cavidade para a completa oxidacdo da matriz. Determinacdo de Al, Ca, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Na, P e Zn em amostras de ragdo humana por ICP OES foi possivel com o emprego do
metodo. A exatiddo do método foi verificada usando material de referéncia certificado de leite
em p0, obtendo valores estatisticamente iguais aos valores certificados. Além disso, o trabalho
demonstrou a potencialidade da radiacdo infravermelha obtendo reducdo de 80% de massa de
amostra na pré-digestéo.

WANG; BRINDLE, 2014, utilizaram um sistema chamado de ColdBlock™ para a
decomposicdo de amostras ambientais utilizando material de referéncia certificado de solo
contaminado e bio-solos. Nesse método ha a simulacdo de um bloco digestor convencional,
onde na base do tubo de decomposicao é posicionado duas argolas com radiagdo infravermelha
ligadas a um potenciémetro o qual regula a poténcia de IR em torno de 250 W. O método
apresentou boa recuperacéo de Al, Ca, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Ti, V e Zn (89-108%) com
desvios padrdes relativos em torno de 0,7-3,6%, usando tempo de preparo de amostra em torno
de 20 min com 250 mg de amostras, utilizando uma mistura de HNOs, HCI e H20». Nesse
trabalho, os autores conseguem recuperacfes quantitativas de elementos com caracteristicas
volateis como As, Se e Sh. Os mesmos autores também propuseram um método utilizando esse
sistema na dissolucio de amostras geoldgicas com alto teor de S com uma mistura de HNO3
— HBr para a determinagdo de Au por ICP-MS, conseguindo recuperacdes superiores a 94%,
mesmo sendo formado espécies volateis de Au (WANG; BRINDLE, 2014b).
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Recentemente, ZHANG et al., 2017, utilizaram a radiacdo infravermelha para
decomposicgéo por via seca de amostras botanicas em um sistema denominado FILA (do inglés,
Focused Infrared Ligthwave Ashing) conseguindo recuperagdes entre 80 e 114% de Be, Na,
Mg, P, K, Ca, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Rb, Mo, Cs, Ba, Pb, Bi, Th, U e terras raras utilizando 250
mg de material de referéncia certificado. O método de decomposicéo proposto foi comparado
com a decomposicdo em micro-ondas com cavidade, obtendo valores estatisticamente
semelhantes.

Diante dos trabalhos citados, a radiacdo IR mostra resultados promissores como
fonte de aquecimento a ser utilizada em preparo de amostra. Contudo, seu mecanismo ainda
ndo foi bem estudado, assim como sua capacidade de degradacdo de diversos materiais

organicos.

3.4. O HNOs no preparo de amostras

O HNO3 é o &cido inorganico mais utilizado em preparo de amostras porque é de
facil purificacdo, manipulacdo e um excelente oxidante, além de que os produtos formados séo
em sua maioria sollveis (WURFELS; JACKWERTH, 1989; WURFELS; JACKWERTH;
STOEPPLER, 1989). HNO3z concentrado se decomp6e quando submetido a alta temperatura em
diversos compostos sollveis em dgua como NO, NO2, NOs", N20O, N203, N204, N20s, N2Os,
HNO e HNO;, todos com caracteristicas oxidantes. Em sistemas fechados de decomposicao, a
pressdo do tubo reacional se eleva devido a formacdo de gases propiciando o aumento da
temperatura do sistema.

Utilizando apenas HNOz na decomposicdo de amostras organicas em sistemas
abertos, os carboidratos podem ser decompostos, visto que temperatura de 140°C € suficiente
para degradar completamente essas moléculas. Contudo, proteinas necessitam de temperaturas
em torno de 150°C e lipideos cerca de 160°C (PRATT; et al., 1988).

As proteinas correspondem a um grupo grande de substancias que sdo formadas
pela unido de aminoacidos através de uma ligacdo peptidica. A presenca de algumas proteinas
em matrizes organicas dificulta a decomposicdo das amostras, em especial a histidina e a
fenilalanina (WURFELS; JACKWERTH, 1989). A correlagdo entre carbono residual e teor
proteico em amostras submetidas a decomposic¢édo utilizando radiacdo micro-ondas néo foi

encontrada na literatura. Contudo, CARRILHO et al., 2001 correlacionou o contetdo de
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lipideos ao teor de carbono residual e observou um coeficiente de correlacdo em torno de
0,9173. Assim, a quantidade de proteinas em uma amostra ndo se mostrou como fator de

previsdo de quantidade de carbono residual.

3.5. Como avaliar a eficiéncia do preparo de amostras organicas

Em geral, técnicas de espectrometria de absorcdo atdmica ndo sdo afetadas por
residuos organicos dissolvidos mesmo em concentracdes elevadas de carbono (10-30%)
(GOUVEIA et al., 2001; KRUG; ROCHA, 2016). Contudo, em determinacgdes por ICP OES,
altos teores de carbono, fosforo e enxofre podem causar interferéncias espectrais (aumento ou
supressdo do sinal de emissdo dos analitos) devido a reacdes de transferéncias de carga
(GRINDLAY et al., 2008; WILTSCHE et al., 2015). Ressalta-se também que elevadas
concentracfes de carbono podem causar depdsitos na tocha do equipamento, variacdo da
quantidade de aerossol introduzido no plasma de argénio, instabilidade do plasma entre outros
problemas instrumentais.

Dessa forma, a avaliacdo do teor de carbono residual (RCC, do inglés Residual
Carbon Content) é um importante parametro a ser analisado juntamente com a acidez residual
na avaliacdo da eficiéncia de digestdo de matrizes organicas (GOUVEIA et al., 2001; KRUG;
ROCHA, 2016)

O RCC pode ser calculado pela equacéo abaixo:

% RCC = (Cr / Co) x 100

Onde Cr a quantidade de carbono remanescente apds a digestdo e Co a quantidade
de carbono inicial.

A acidez residual é um parametro importante na eficiéncia de decomposicdo de
amostras inorganicas e ndo deve ser superior a 10% v v, para evitar problemas de introduc&o

da amostra e danos ao equipamento.

3.6. Linhaca

A linhaga (Linum usitatissimum L) é da familia das Linaceae e pode ser encontrada
em duas variedades, linhaca marrom e dourada, dependendo do local em que séo cultivadas. A

linhaca marrom encontrada em locais mais quentes como paises da América Latina e a linhaca
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dourada em paises de temperaturas mais amenas como América do Norte e Europa, sendo o
Canadé o seu maior produtor (OOMAH, 2001). A ingestdo do seu Gleo diminui os riscos de
problemas cardiovasculares, além de acreditar-se que, a presenca de fitoquimicos
biologicamente ativos podem ter funcdo de prevencdo para o cancer (OOMAH; MAZZA,
1993).

Ambos os tipos de linhaca possuem caracteristicas semelhantes quanto sua
composicdo, cerca de 35% de proteinas, sendo uma excelente fonte de arginina, glutamina e
histidina, aminoacidos conhecidos por suas func¢bes imunologicas. Também apresentam altos
teores de cisteina e metionina que contribuem na atividade antioxidante humana, auxiliam na
estabilizacdo do DNA durante a diviséo celular e reduzem os riscos de cancer de colo
(OOMAH, 2001).

A matriz da linhaca mostra-se de composicdo complexa. Além da alta quantidade de
proteinas, é composta por 40% de lipidios, sendo 51-55% dos lipideos composto de &cido alfa
linolénico e 15-18% € acido linoleico (CARTER, 1993). Ressalta-se que aproximadamente um
terco das proteinas e enzimas contém metais que se ligam fortemente as mesmas, especialmente
metais de transicdo como cobre, cobalto, ferro, manganés, molibdénio e zinco
(BITTENCOURT et al., 2014).

Mesmo sendo uma amostra exaustivamente descrita na literatura (CARLI,
CAMPINAS, 2012; CARTER, 1993; DOIRON et al., 2009; MARTHE; AUGUSTI; COSTA,
2015; OOMAH, 2001; OOMAH; DER; GODFREY, 2006; OOMAH; MAZZA, 1993), a

composicdo mineral da linhaca é pouco conhecida.

3.7. Camarao

O consumo mundial de camardo vem crescendo rapidamente no mundo (DA
SILVA, CRISTIANE PEREIRA et al., 2017). O cultivo de camardo € um dos setores da
aquacultura mais importante no nordeste brasileiro que é responsavel pela maior producéao desse
tipo de crustaceo no pais. (VALENTI et al., 2000)

A composicao nutricional do camardo é muito dependente da sua alimentacéo e
producdo. A tabela TACO (Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos) (NEPA - NUCLEO
DE ESTUDOS E PESQUISAS EM ALIMENTACAO, 2011) descreve a composi¢do apenas
da especie Penaeus brasiliensis, espécie nativa do pais. (SANTOS et al., 2016). Nessa tabela é

apresentada a concentragdo de proteina no camardo de cerca de 90% m m™ (em peso seco) da
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parte comestivel e 4,5 % de lipideos. A espécie de carcinicultura (Litopenaeus vannamei) ndo
tem sua composigéo nutricional descrito na tabela TACO, mas a literatura reporta valores de
proteina em torno de 75 % m m™ e de lipideos proximo de 5,5 % m m*(BRAGAGNOLO,
2001; GAO et al., 2016). Mesmo a composi¢do proteica entre a espécie de camardo selvagem
e criado em cativeiro ter bastante diferenca, a concentracdo de lipideos das duas espécies €
aproximadamente a mesma.

A proteina de camardo é constituida principalmente por aminoacidos essenciais
como leucina e lisina e em menor quantidade por fenilalanina, metionina e histidina além de
alguns aminoacidos ndo essenciais como acido aspartico, glicina e arginina (DA SILVA et al.,
2017; GAO et al, 2016; PINTO; HIRDES; SANCHES FILHO, 2013; SHAHIDI;
SYNOWIECKI, 1991).
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4 EXPERIMENTAL

4.1. Reagentes e solucdes

Todas as solugdes foram preparadas com reagentes de grau analitico e agua
ultrapura (resistividade 18.2 MQ cm), purificada em sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EUA). As vidrarias e frascos foram previamente descontaminados imergindo-os em banho de
HNO3 10% v v! por 24 horas e enxaguados com agua ultrapura antes do uso.

Na extracdo de elementos tragos das amostras, utilizou-se HNO3z 65% m m™ (Vetec,
Rio de Janeiro, Brasil), H202 30% m m (Sigma Aldrich, Missouri, EUA) e HCI 37% m m
(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). Para as extracGes da fase lipidica utilizou-se cloroférmio,
CHCls3, 98% m m™ (Vetec) e metanol, CH3OH, 95,5 % m m™ (Vetec).

As curvas analiticas para analise de Cu, Fe, Mn e Zn por FAAS e As, Cd, Co, Cu,
Fe, Mn, Ni, Se, V e Zn por ICP OES foram preparadas a partir de dilui¢bes sucessivas de
solugbes padrdo estoque de concentragdo 1000 mg L desses elementos (Across Organics,
Geel, Bélgica). A curva analitica para analise de carbono residual (0,05;0,1; 0,2;0,5e1,0% m
vt C) foi feita por dilui¢es sucessivas, em HNOs 1,4 mol L™ e usando agua ultrapura fervida,
de uma solucgio estoque 5,0 % m v C preparada a partir do reagente Ureia, CH4N20 (99% m
m™) (Vetec) como fonte de carbono. Para andlise de carbono residual, empregou-se Y como
padrdo interno na concentracdo de 1,0 mg L, adicionado em todos os pontos da curva e

digeridos das amostras.

4.2. Amostras

Os experimentos foram realizados utilizando amostras de camardo (Litopenaeus
vannamei) e linhaca (Linum usitatissimum L) comprados no mercado local da cidade de
Fortaleza, Ceara, Brasil, no periodo de Agosto-Setembro de 2015. As amostras foram
liofilizadas, utilizando um liofilizador L202 (LIOBRAS, Séo Carlos, SP), em seguida foram
trituradas utilizando um moedor de café caseiro, uma amostra de sacrificio foi realizada para
eliminar possiveis contaminacdes. As amostras foram armazenadas em frascos de polietileno
antes dos experimentos.

Material de referéncia certificado SRM 1566b Oyster Tissue (NIST, EUA) e o
material de referéncia RM 15 Farelo de soja (EMBRAPA Pecuéria Sudeste, Sdo Carlos, SP,
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Brasil) foram utilizados para verificar a exatiddo dos métodos de preparo de amostras
desenvolvidos.

Padrdes de glicose (>98% m m™), glicina (98% m m™), fenilalanina (98% m m™) e
acido nicotinico (>95% m m™) (Sigma Aldrich), foram submetidos ao preparo de amostras

assistido por IR com o objetivo de avaliar a eficiéncia do sistema de digestao proposto.

4.3. Instrumentacao

Para a quantificacdo de Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de linhaca, utilizou-se um
espectrometro de absor¢do atdmica com chama (FAAS) (Varian AS 240FS, Mulgrave,
Australia), equipado com lampada de deutério para corre¢do de fundo. As medidas foram
obtidas usando lampada de catodo oco (HCL) para cada analito. Utilizou-se uma chama de
ar/acetileno com fluxo de 13,0 e 2,0 L min, respectivamente. Na tabela 1, estdo descritas as

condigdes operacionais do FAAS nas determinagdes dos analitos em amostras de linhaga.

Tabela 1 - Parametros operacionais utilizados no equipamento de absor¢do atbmica com chama

para a determinacgéo de Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de linhaca.

Elemento Linha (nm) Aberturade fenda  Faixa linear Corrente da
(nm) (mg L) lampada (mV)
Cu 324,7 0,5 0,03-10 10,0
Fe 372,0 0,2 1-100 8,0
Mn 279,5 0,2 0,02-5 10,0
Zn 213,9 1,0 0,01-2 12,0

Fonte: O autor

Um espectrometro de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP
OES) Perkin Elmer 4200 DV (Perkin Elmer, EUA) foi utilizado para a determinacéo de As, Cd,
Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, V e Zn em amostras de camardo e para as determinacdes de carbono
residual usando Y como padréo interno. Os parametros operacionais empregados no ICP OES

estdo dispostos na tabela 2.
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Tabela 2 - Parametros operacionais utilizados no ICP OES para a determinacéo de As, C, Cd,
Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, V e Zn em amostras de camaréo

Parametros operacionais ICP OES

Cémara de nebulizacédo Duplo Passo
Nebulizador Cross-Flow
Poténcia de radiofrequéncia (W) 1300
Taxa de fluxo de argbnio para o plasma (L min™?) 15,0
Taxa de fluxo de argbnio para a nebulizagdo (L min™) 0,8
Taxa de fluxo de gés auxiliar (L min™") 0,5
Taxa de fluxo de amostra (mL min™?) 1,4
Comprimento de onda (nm) Visdo Axial
As 197,197
C 193,030
Cd 226,502
Co 228,600
Cu 327,393
Fe 239,562
Mn 257,610
Ni 231,604
Se 196,026
VvV 290,880
Y 371,029
Zn 206,200

Uma chapa aquecedora QUIMIS (Piracicaba, S&o Paulo, Brasil) foi utilizada nos
procedimentos de evaporacdo da amostra para anélise por infravermelho.

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) das amostras
de linhaga e camardo foram obtidos utilizando um espectrometro Perkin Elmer, modelo FT-
IR/NIR. Utilizou-se um acessorio de ATR (Pike Technologies) modelo MIRacle acoplado com
um cristal de ZnSe com resolucgdo de 4 cm™.

Para as analises de carbono e nitrogénio dissolvido na amostra de tecido de ostra e

camard&o utilizou-se um analisador elementar 2400 CHNS/O Serie 1l System (Perkin Elmer).
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Um bloco digestor TECNAL (Piracicaba, Sado Paulo, Brasil) equipado com 12 tubos
de teflon com tampa foi utilizado na decomposic¢do de amostras de tecido de ostra certificado
(NIST 1566b — Oyster Tissue).

Um sistema de extracdo usando radiacdo infravermelha, confeccionado no laboratorio,
foi utilizado para a extracéo dos analitos nas amostras de linhaca e camardo. A descricao desse

sistema esta no item 4.4 da secéo experimental.

4.4. Construcao do protétipo de sistema de decomposicéo por radiagao infravermelha

(IR —do inglés infrared)

O proto6tipo do sistema de decomposicao (Figura 3), utilizado nesse experimento
foi construido utilizando uma lampada de halogénio (Philco) de 30 cm, 220V e poténcia
maxima de 1000 W. A lampada foi acoplada em um suporte de aluminio de 54 cm de
comprimento por 8 cm de largura e 8 cm de altura. Associou-se a lampada um potenciémetro
para possibilitar a variacdo da poténcia da lampada durante os estudos. Um suporte de vidro
temperado foi colocado para alocagdo dos frascos de reacao de vidro que se mantinham presos
por uma chapa de aluminio com 4 orificios com distancia de 2 cm entre eles. Na figura 3, pode-
se observar o0 esquema do prototipo com suas especificacoes.
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Figura 3 - Prototipo de sistema de preparo de amostras utilizando radiacdo infravermelha (IR)
como fonte de aquecimento.

Fonte: O Autor

4.5. Digestdo das amostras de linhaca no sistema de preparo de amostra assistido por IR

Para 0 método de preparo de amostra de linhaca utilizando radiacdo infravermelha,
Pesou-se 2,0 g de amostra e adicionou-se 8 mL de HNOs 65 % m m™. Essa mistura foi
submetida a aquecimento por radiacdo infravermelha por 8 min (500 W) em frasco de vidro. A
solucdo resultante foi filtrada em papel de filtro qualitativo e o filtrado foi diluido para 25 mL
com agua ultrapura. Os elementos Cu, Fe, Mn e Zn foram determinados por FAAS.

O mesmo procedimento citado no paragrafo anterior foi realizado para a amostra
de linhaca sem a fase lipidica. Para a extracdo da fase lipidica, fez-se uma adaptacdo do método
proposto por BITTENCOURT et al., 2014. Nesse método, pesou-se 1,0 g de amostra seca e
triturada, adicionou-se 5,0 mL da solugdo extratora, que consistiu em uma mistura 1:2 v v de
metanol e cloroférmio. A mistura foi agitada manualmente por 15 min e entdo centrifugada a
3000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi descartado. O procedimento foi realizado 3 vezes e
para evaporacao do solvente residual, a amostra foi levada a estufa a 90°C por 1 h.

O material de referéncia MR 15 Farelo de soja foi submetido ao mesmo
procedimento de preparo das amostras assistido por IR de linhaga para averiguar a exatidédo do

método de extracdo de elementos inorganicos em amostra de linhaga proposto.
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4.6. Digestdo das amostras de camardo no sistema de preparo de amostras assistido por
IR
Para 0 método de preparo de amostra de camardo utilizando radiacéo
infravermelha, adicionou-se 8 mL de HNO365% m m™ a 1,0 g de amostra de camaréo em frasco
reacional de vidro. Essa mistura foi submetida a aquecimento por radiacdo infravermelha por
10 min (500 W). A mistura resultante foi filtrada em papel de filtro qualitativo e o filtrado foi
diluido para 25 mL com &gua ultrapura. Analisou-se os elementos As, C, Cd, Co, Cu, Fe, Mn,
Ni, Se, V e Zn por ICP OES. Anélise elementar de C e N dissolvido também foram realizadas
nessas amostras.
Material de referéncia certificado NIST 1566b Oyster Tissue foi submetido ao
mesmo procedimento de preparo da amostra de camardo para verificar a exatiddo do método de

extragdo de elementos inorganicos assistida por IR proposto.

4.7. Planejamento experimental

Os procedimentos de preparo de amostras foram otimizados utilizando
planejamento fatorial completo com dois niveis e ponto central para observar a influéncia de
cada variavel, assim também como a influéncia da interacdo entre as varidveis. Para a
otimizacdo do método de decomposicdo da amostra de linhaca, escolheu-se como variaveis
massa de amostra, volume de HCI e tempo de aquecimento, sendo considerada a concentragao
dos minerais Cu, Fe, Mn e Zn como resposta. Todos os pontos foram realizados em triplicatas.

As variaveis e seus niveis encontram-se na tabela 3.
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Tabela 3 - Niveis e variaveis do planejamento fatorial completo em 2 niveis para otimizacéo do
método de preparo de amostras de linhaca.

Variavel Minimo Ponto Central Maximo
Massa de 1,0 2,0 3,0
amostra (g)
Volume HCI (mL) 0 2 4
Tempo de 5 10 15

aquecimento (min)
Fonte: O Autor

Nesse planejamento, o volume final de acido foi de 8 mL, completado com HNO3
sempre que necessario. Nao foi possivel variar a poténcia da lampada de infravermelho nesse
planejamento, pois com a maior poténcia (1000 W) e menor tempo (5 min) inicia-se a
carbonizacdo da amostra, entdo optou-se por utilizar a poténcia de 500 W tendo como referéncia
trabalhos anteriores do grupo.

Para a otimizacdo do método de preparo de amostra de camardo, utilizou-se como
variaveis a massa de amostra, tempo de aquecimento e poténcia da lampada. As variaveis e seus

niveis encontram-se na tabela 4.

Tabela 4 - Niveis e variaveis do planejamento fatorial completo em 2 niveis para otimizacdo
do método de preparo de amostras de camardo.

Variavel Minimo Ponto Central Maximo
Massa de 1,0 1,5 2,0
amostra (g)
Tempo de 5 10 15
aquecimento (min)
Poténcia da lampada 500 750 1000
(W)

Fonte: O Autor
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O software STATISTICA® 6.0 (StarSoft, Tulsa, OK, USA) foi usado para analise
do procedimento experimental. A fungdo desejabilidade foi aplicada utilizando 60 passos para
formacdo do grafico da funcéo.

4.8. Preparo de amostras para andlise por Espectrometria de Infravermelho

O residuo resultante do filtrado ap6s a extracdo da amostra de linhaca
desengordurada assistida por IR foi seco em estufa a 90°C por 6h e entdo levado para anélise
no infravermelho com ATR e varredura entre 500 e 4500 cm™. Analisou-se também a amostra
sem qualquer tratamento prévio.

Como a amostra de camaréo e o material certificado NIST 1566b — Oyster Tissue,
submetidos aos processos de extracdo com infravermelho ndo obtiveram residuos de
decomposicéo; para analise por FT-IR, 5,0 mL da amostra apds o preparo com IR foi evaporada

até a secura em uma chapa aquecedora (80 °C) e o sélido resultante foi analisado por FT-IR.

4.9 Decomposicdo de amostra de tecido de ostra SRM NIST 1566b — Oyster Tissue por bloco

digestor

Para avaliar a eficiéncia do método de preparo de amostra assistido por 1V
desenvolvido, utilizou-se 0 método de digestdo em bloco digestor como método comparativo;
uma vez que apresenta as mesmas limitacbes do método proposto, ou seja, alcanca apenas
temperaturas de ebulicdo da mistura oxidante.

Nesse procedimento, a aproximadamente 250 mg da amostra de tecido de ostra
(NIST 1566b) adicionou-se 5 mL de HNO3 65 % m m™, a amostra foi entdo levada a bloco
digestor durante 3h a 120 °C. A solucéo resultante da decomposicéo foi diluida para 25 mL com
agua ultrapura e determinou-se As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, V, Zn por ICP OES e; Ce N

dissolvido por anélise elementar.

4.10. Avaliagio dos parametros que influenciam na eficiéncia de decomposic¢éo utilizando

radiacdo infravermelha

Para avaliar os pardmetros que influenciam na decomposicdo assistida por

radiacdo infravermelha realizou-se um planejamento fatorial completo em dois niveis
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utilizando amostras padrdo de acucar (glicose), aminoacidos (glicina e fenilalanina) e vitamina
(&cido nicotinico), usando como resposta do planejamento a porcentagem de carbono residual
(% RCC), em todos os experimentos utilizou-se massas de 250 mg. As varidveis do

planejamento experimental estdo descritas na tabela 5.

Tabela 5 - Niveis e variaveis do planejamento fatorial completo em 2 niveis para avaliacdo das
variaveis significativa na decomposicdo de aminoacidos por radiacao IR.

Variavel Minimo Ponto Central Maximo
Volume de HNOs 4,0 6,0 8,0
(mL)
Tempo de 5 10 15
aquecimento (min)
Poténcia da lampada 500 750 1000
(W)

Fonte: O Autor

A porcentagem de carbono residual foi avaliada pela quantificacdo por ICP
OES.

Os padrdes de glicina, fenilalanina e &acido nicotinico também foram
decompostos em bloco digestor empregando o mesmo procedimento aplicado as amostras
de material de referéncia certificado (NIST 1566b), descrito na secdo 4.9. A %RCC nos
digeridos desses padrdes foram analisados e comparados com a %RCC obtida pelo sistema
de preparo de amostras assistido por IR.

A influéncia da presenca de carboidrato na eficiéncia de digestdo do método de
preparo usando IV como fonte de aquecimento foi estudada. Para isso, os padrdes de
glicina, fenilalanina e acido nicotinico foram digeridos no sistema proposto usando a
condicdo 6tima de 250 mg de amostra, 8 mL de HNO3 8 min de aquecimento com poténcia
da lampada de IR de 1000 W . Nessas condi¢fes experimentais, em cada frasco contendo
amostra-padrdo foi adicionado glicose em concentra¢des de 50, 100 e 150 mg a cada
amostra individualmente, todas as soluc¢des foram diluidas com &gua ultrapura para 25 mL.

A eficiéncia de digestdo foi avaliada pela analise de %RCC.
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4.11. Modelo de superficie de resposta: funcdo desejabilidade

Para a otimizacao dos dois planejamentos experimentais utilizou-se metodologia de
superficie de resposta funcdo desejabilidade, que é capaz de avaliar maltiplas respostas. A
funcdo desejabilidade foi proposta por HARRINGTON, 1965 e modificada por DERRINGER,;
SUICH, 1980. Essa func¢é@o propde uma relacdo entre respostas e variaveis dependentes com
suas respostas desejaveis, com isso é possivel encontrar a melhor condicdo para todas as
variaveis resposta convertendo-as para uma faixa entre 0 (representa um valor indesejavel) e 1
(representando um valor de resposta ideal).

Diferentes funcbes podem ser obtidas dependendo do critério adotado pelo analista.
Um limite aceitavel de valores de resposta pode ser expresso por (Ui — L), onde: Ui € 0 maximo
valor de resposta e Lj 0 mais baixo. Entdo a resposta pode ser dada pela equacdo em funcdo de
di(y) (VERA CANDIOTI et al., 2014):

Equacéo 1 -
[0seyi(x) <Li

yi(x) — Li *seli< yi(x) < Ui

Ui—Li

di(yi(x)) = 1 yi(x) =Ti
. N

—L

(%) seTi < yi(x) < Ui

0seyi(x) < Ui

Naequacdo 1, s é o peso determinado pelo analista que determina o qudo importante
é a variavel para se aproximar ao valor maximo, t esta relacionado ao valor minimo e Ti é o
valor desejavel.

Cada valor individual de desejabilidade é agrupado em uma nova equacao chamada
de desejabilidade global, onde as desejabilidades individuais sdo utilizadas para encontrar a

melhor resposta. A equacéo 2 descreve esse processo:
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Equacdo 2 -

1
VAR
D= (d1™ d2™ % ..+ dn™)En = (ﬂ d1”)>
i=1

Onde D ¢ a desejabilidade global do sistema, d as desejabilidades individuais de
cada resposta, n 0 numero de respostas submetidas ao design da superficie de resposta e r a

resposta de cada desejabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacao do planejamento experimental para amostra de linhaca

Para a otimizagédo do processo de preparo de amostra por infravermelho na amostra
de linhaca, realizou-se um planejamento fatorial completo em dois niveis com ponto central
utilizando massa de amostra, volume de &cido cloridrico e tempo de aguecimento como
variaveis. A concentragdo de Cu, Fe, Mn e Zn nos digeridos foram usados como resposta.

A massa da amostra mostrou-se importante como variavel devido a
heterogeneidade da amostra de linhaca, massas pequenas provocam desvios maiores entre as
replicatas. Além disso, os minerais estudados nessas amostras encontram-se em teores traco,
portanto, massas pequenas poderiam produzir um extrato com concentra¢fes dos analitos
abaixo do limite de detec¢do da técnica FAAS. Em contrapartida, massas elevadas necessitam
de maior quantidade de acido, o que geraria mais residuos.

O tempo de aquecimento implica no tempo em que a amostra ficara em contato com
a solucdo extratora na temperatura maxima alcancada pelo sistema, que é de 120°C. Curto
periodo de extracdo pode significar ineficiéncia de extracdo, enquanto que maior tempo de
extracdo pode causar carbonizagdo da amostra, necessidade de maior volume de &cido, além de
perdas de elementos volateis.

Em geral, usa-se acidos oxidantes fortes para total solubilizacdo de amostras
organicas, sendo HNO3 o mais amplamente utilizado (KRUG; ROCHA, 2016). Contudo, para
0 preparo de amostra de linhaca, optou-se pela utilizacdo de um é&cido de caracteristicas
complexantes, na tentativa de extrair os analitos na forma de complexos soltveis. Além disso,
0 HCI é empregado em métodos padrdo de decomposicdo/extracdo de amostras de alimentos
(LUTZ, 2008). O volume final de acido foi de 8,0 mL completando-se o volume com HNO3
sempre que necessario.

Os graficos de superficie de resposta (figura 4) obtidos do planejamento
experimental para extracdo de Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de linhaga, foram plotados usando
funcdo desejabilidade, uma vez que foram utilizadas multiplas respostas para a otimizagédo do

método.
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Figura 4 - Graficos de desejabilidade obtidos do planejamento experimental para extracdo de Cu, Fe,

Mn e Zn assistida por radiacdo infravermelha em amostras de linhaca. (4A: Volume de HCI X Massa;
4B: Tempo X Volume de HCI; 4C: Tempo X Massa)
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Fonte: O Autor

Observando os gréaficos na figura 4, pode-se notar a influéncia do tempo sobre o
preparo da amostra. Os resultados mostram a necessidade de tempos intermediarios de
exposicdo da amostra a radiacdo IV em relacdo a quantidade de massa utilizada. Assim, optou-
se pelo uso de 2,0 g de amostra e tempo de aquecimento de 8 min, 0 que representa a parte
central do grafico da figura 5C. A utilizacao de elevadas massas de amostra é importante quando
deseja-se analisar elementos que estdo em baixas concentragcbes na matriz estudada, que € o
caso do elemento Cu em matrizes de cereais.

Em relagdo ao volume de HCI, pode-se notar que em todos 0s casos a auséncia do
reagente mostrou melhores resultados, o que demonstra de forma indireta a necessidade de uso

de volume maior de acido oxidante, nesse caso HNO3. Assim, a oxidacdo da matéria organica
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se mostra mais importante do que a possivel complexacdo dos analitos pelo ion CI.

De acordo com os dados da funcdo desejabilidade, as melhores condicGes para
extracdo de Cu, Fe, Mn e Zn assistida por radiacédo infravermelha em amostras de linhaga foram:
massa de amostra de 2,0 g, volume de HCI de 0,0 mL (8,0 mL de HNO3), tempo de aquecimento
de 8 min.

5.2. Aplicacdo do método de preparo de amostras assistido por radiacdo infravermelha
para amostras de linhaca

Amostras de duas variedades de linhaca foram submetidas ao método proposto e

seus valores, assim como seus desvio-padrdes podem ser observados na tabela 6.

Tabela 6 - Concentracdo de Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de linhaca marrom e dourada
quantificados por FAAS em mg kg (média + sd, n=3).

Elementos
Amostras Cu Fe Mn Zn
Linhaca 10,55 + 47,60 + 20,75 £ 52,89 +
Dourada 0,14 0,74 0,12 0,32
Linhaca 12,73 £ 38,94 + 18,31 + 49,92 +
Marrom 0,68 1,06 0,23 4,08

Fonte: O Autor

A linhaca contém cerca de 31% de proteina, das quais cerca de 60% sdo compostas
por moléculas de alto peso molecular e 20% de baixo peso molecular(OOMAH; MAZZA,
1993). Como a maioria dos ions metalicos esta presente ligados a proteinas ou enzimas em
organismos vivos (BITTENCOURT et al., 2014), supde-se que seja necessario a quebra das
ligacGes entre 0s metais e as proteinas para a disponibilizacdo desses metais em solucdo. A
temperatura atingida em sistemas abertos € limitada a temperatura de ebulicdo do acido ou
mistura acida, o que se torna improvavel a total decomposicao de proteinas em sistemas abertos
utilizando apenas HNO3 (T.E.: 120°C), pois de acordo com a literatura, temperaturas superiores
a150°C sdo necesséarias para a decomposicéo de proteinas (WURFELS; JACKWERTH, 1989).
Contudo, com os resultados de recuperacgdo dos analitos extraidos da linhaga com radiagéo IV
em sistema aberto, supde-se que alteragcdes na conformacdo da molécula proteica podem ter

liberado os metais em solucdo.
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5.3. Validacdo do método proposto para a amostra de linhaca

Para a validacdo do método de extracdo de elementos inorganicos usando radiacao
infravermelha em amostra de linhaca, empregou-se material de referéncia (MR) de farelo de
soja, por ndo haver material de referéncia certificado para linhaga disponivel comercialmente.
O MR foi decomposto seguindo os mesmos procedimentos da amostra de linhaca e os analitos
foram quantificados por FAAS. As concentracdes dos analitos estudados no MR, assim como
o intervalo de confianca estdo descritos na tabela 7.

O uso de intervalo de confianca (IC) é o ideal ao se avaliar as recuperacdes
utilizando materiais de referéncia (RUKHIN, 2014). O IC foi calculado usando a equacéo 3:

Equacdo 3- X +

ts
Vn
Onde X é a média das replicatas, t o valor de t tabelado para a incerteza desejada, s
0 desvio padrdo das replicatas e n o nimero de replicatas. Em todos os casos admitiu-se uma
distribuicdo normal de dados, assim a incerteza da medida € igual ao desvio-padrao.

Tabela 7 - Teores de Cu, Fe, Mn e Zn (mg kg) quantificados por FAAS em material de
referéncia 15: Farelo de Soja ap6s digestdo em sistema utilizando IR como fonte de
aquecimento (média + IC; n=3, 95 % de confianca).

Elementos Embrapa Pecuéaria Sudeste MR 15: Farelo de soja
Valor experimental Valor referéncia
(mg kg™) (mg kg™)
Cu 20,30 + 3,28 21,00 £1,22
Fe 253,53 + 27,82 274,06 + 22,30
Mn 30,22 + 0,57 31,37 +2,38
Zn 56,39 £1,17 58,81 + 2,88

Fonte: O Autor
Os teores de Cu, Fe, Mn e Zn obtidos na amostra de MR submetida ao método de
preparo de amostra desenvolvido séo estatisticamente semelhantes aos valores de referéncia,

de acordo com teste t de Student com 95% de confianca. Esses dados comprovam a exatiddo
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do método de extracdo utilizando radiacdo infravermelha desenvolvido para determinagédo

desses elementos em amostras de linhaga por FAAS.

4.5. Avaliacdo da remocdo da fase lipidica na extracdo de Cu, Fe, Mn e Zn em

amostras de linhaca submetidas a decomposicao utilizando IR

As amostras de linhaca foram submetidas a uma extracdo da fase lipidica e a
amostra desengordurada foi entdo submetida a decomposicdo auxiliada por IR. Os teores de

Cu, Fe, Mn e Zn, assim como seus respectivos desvio-padrdo sdo descritos na tabela 8.

Tabela 8 - Teores de Cu, Fe, Mn e Zn (mg kg) em amostra de linhaca desengordurada apds
decomposic¢do em sistema utilizando IR como fonte de aquecimento (média + sd; n=3).

Linhacga dourada desengordurada

Elementos Concentracéao Concentracao
Amostra desengordurada Amostra sem extracao de lipideos
(mg kg™) (mg kg™)
Cu 185+0,8 11,7+£0,6
Fe 805+7,1 50,7+2,3
Mn 48,7+2,0 20,7+1,1
Zn 595+2,.2 395+0,5

Em trabalho recente, MARTHE; AUGUSTI; COSTA, 2015 descreve a influéncia da
remocao da fase lipidica na quantificacdo de elementos traco ligados a proteina, observando um
aumento da concentracdo de Cu, Fe e Zn ao se retirar a fase lipidica o que pode significar a
efetiva ligagcdo desses metais a fase proteica (BITTENCOURT et al, 2014; LOPES et al, 2016).

Apos a remocdo da fase lipidica, um aumento na concentragéo dos elementos em
estudo é observado. Em recente estudo, LOPES et al., 2016, reporta pré-concentracdo de
elementos tracos em amostras de nozes submetidas a solubilizacdo com acido férmico apos a

extracdo da fase lipidica indicando uma pré-concentracdo desses elementos na fase proteica.
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De acordo com NAOZUKA; OLIVEIRA, 2007, os ions metalicos tém alta
afinidade com aminoécidos que contenham enxofre ou grupos carregados como metionina,
cisteina, acido glutdmico, arginina, &cido aspartico e lisina. OOMAH, B. D.; MAZZA, 1993,
reporta altas concentracdes desses constituintes na linhaca o que pode ser o indicativo de que
esses elementos estdo ligados a fase proteica.

Apos realizado o balango de massa percebeu-se que para Cu, Fe e Mn as
concentracdes sdo similares a amostra total, contudo houve perda de Zn durante o processo de
extracdo. NAOZUKA; MARANA; OLIVEIRA, 2010; SANTOS, FELIPE A. et al., 2011
determinaram zinco em amostras de castanha do brasil, coco babacu e plasma de tilapia do Nilo
e correlacionaram com a fracdo proteica. Nesse trabalho. Zn foi encontrado em seis fragoes
proteicas de alto peso molecular, sendo a fracdo de 43 kDA sollvel em &gua. Portanto, durante
0 processo de extracdo lipidica, pode ter ocorrido a perda dessa fracdo. Além disso, MARTHE;
AUGUSTI; COSTA, 2015, conseguiram determinar uma pequena gquantidade de Zn (cerca de

10% da concentracéo inicial) na fase lipidica.

4.6.  Avaliacdo dos limites de quantificacdo do método proposto para amostras de linhaca

O limite de quantificagdo do método proposto foi realizado utilizando a equacéo 4, de
acordo com a IUPAC (da sigla em inglés de Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada),

onde obteve-se a medida de 10 brancos independentes.

Equacdo 4: - LQ=10x RSD /s
Onde LQ é o limite de quantificacdo, RSD é o desvio relativo dos brancos e s é 0
coeficiente angular da curva analitica.

Os valores de LQ sdo mostrados na tabela 9 abaixo.
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Tabela 9 - Limites de quantificacdo para Cu, Fe, Mn e Zn analisados em amostras de linhaca
por FAAS apds extragdo assistida por radiacdo infravermelha.

Elemento Limite de Quantificacéo
(mg kg)
Cu 0,28
Fe 1,4
Mn 0,35
Zn 3,4

Fonte: O Autor

Os limites de quantificacdo encontrados sdo bem inferiores as concentragdes de
Cu, Fe, Mn e Zn determinadas em amostras de linhaca pelo método de preparo de amostra
proposto. Isso demonstra que o método de preparo de amostra foi adequado para a

determinacao desses minerais em amostras de linhaca por FAAS.

4.7. Analise dos espectros de infravermelho nas amostras de linhaca

O espectro de infravermelho da amostra de linhaca dourada desengordurada apds a
extracdo dos minerais assistida por IR foi obtido na tentativa de elucidar as mudancas que
ocorrem na matriz apds o processo de preparo de amostras usando IR como fonte de
aquecimento. O espectro obtido foi comparado com o espectro da amostra antes do processo de

extracdo. Os espectros podem ser observados na figura 5.
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Figura 5 - Espectro de infravermelho para a amostra de linhaca dourada desengordura antes e

depois do preparo de amostras usando IR como fonte de aquecimento.
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Fonte: O Autor

Podemos observar que os dois espectros apresentam bandas semelhantes, contudo,
para a amostra submetida a radiacdo infravermelha tem-se a diminuicdo da absorbancia no
infravermelho. Observa-se uma banda intensa em 3250 cm™ que teve sua intensidade reduzida
na amostra apds extracdo. Bandas nesse comprimento de onda estdo relacionados com
deformacbes axiais de NH presentes em aminoécidos, as estruturas basicas de proteinas
(BARTH, 2007; SARVER; KRUEGER, 1991). A deformacdo observada pode ser atribuida as
cadeias laterais de arginina e residuos de aspargina e glutamina (CHUNG, 2005). Esses
aminoacidos sdo os principais constituintes da fracdo maior de proteinas em linhaca (CHUNG,
2005; OOMAH; MAZZA, 1993). Os comprimentos de onda entre 2800-2900 cm
demonstraram um estiramento C-H. O estiramento C-S é observada entre 500 e 770 cm™, que
inclui proteinas com pontes de enxofre (CHUNG, 2005).

Uma banda intensa perto de 1000 cm™ sugere um agregado natural de proteinas
provavelmente determinado por estiramentos entre C-C e C-N que s&o tipicos esqueletos de
proteinas e vibracGes intermoleculares (BARTH, 2007). Depois do procedimento de

decomposi¢do na lampada de infravermelho pode-se observar que todas essas bandas
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mostraram diminuicdo na intensidade da absorcdo, provavelmente, devido a solubilizacdo da
proteina das amostras de linhaca.

A linhaca é composta principalmente por proteinas de alto peso molecular, que
apresentam temperaturas de desnaturacédo inferiores a 115 °C (OOMAH; DER; GODFREY,
2006). Como o presente sistema de decomposicdo atinge temperaturas acima de 120 °C, essas
proteinas estdo sendo desnaturadas e possivelmente estdo liberando os ions metalicos ligados
as suas estruturas em solugdo. Isso conduziu a recuperacdes totais na extracdo de Cu, Fe, Mn e
Zn pelo método de extracdo proposto, a temperaturas mais baixas do que a necessaria para a

decomposicdo completa das proteinas.

4.8. Avaliacédo do planejamento experimental para a amostra de camaréo

Para a otimizacdo das condicGes de extracdo de As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, V
e Zn assistida por radiacdo infravermelha em amostras de camardo, realizou-se um
planejamento experimental utilizando massa de amostra, tempo de aquecimento e poténcia da
lampada de infravermelho como variaveis, e a concentracdo dos analitos como resposta.

O volume de HNO3z n&o foi estudado no sistema uma vez que um volume minimo
era necessario guando se empregava massas maiores de amostra para evitar a carbonizacao. Por
esse motivo, fixou-se o volume do acido em 8 mL para todos os experimentos.

Variou-se a poténcia da lampada com o objetivo de investigar se 0 aumento da
poténcia e, consequentemente, da energia transferida para o sistema, afetaria a recuperacéo dos
analitos.

Utilizou-se a fungé@o desejabilidade para avaliar a melhor condicdo experimental
para a extracdo de todos os analitos da amostra de camardo. Os graficos obtidos podem ser

observados na figura 6.
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Figura 6 - Graficos de desejabilidade obtidos no planejamento experimental para a extracao de
As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, V e Zn assistida por radiacdo infravermelha em amostras de
camarao. (6A: Massa X Tempo; 6B: Tempo X Poténcia; 6C: Poténcia X Massa)
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Fonte: O Autor

Na figura 6, pode-se observar a obtencdo de valores de desejabilidade bem
proximos de 1. Vé-se que grandes massas de amostras prejudicam a eficiéncia de
decomposicdo. E, mesmo com o aumento da poténcia da lampada e tempo de aguecimento,
guando massas superiores a 1,0 g foram utilizadas, ndo se obteve boas recuperacdes dos
analitos. Muito provavelmente isso se deve a limitacdo da quantidade de acido o qual manteve-
se constante.

Outra variavel importante para ser examinada é a poténcia da lampada. Podemos
observar pelos graficos da figura 6, principalmente no grafico 6B que relaciona a poténcia e o
tempo, que com maior poténcia aplicada a lampada de infravermelho menores tempos de
extracdo sdo necessarios. O aumento da poténcia da lampada de infravermelho promove uma
maior transferéncia de energia para a amostra, uma vez que o0 aquecimento da amostra pela

radiacdo infravermelha é realizado de forma direta, ou seja, pela interacdo da radiagdo
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diretamente com as moléculas da amostra. De acordo com os valores de desejabilidade
alcancados, poténcias de 500 W jé séo suficientes para uma efetiva disponibilizacéo dos analitos
em solucdo (~0,9 de desejabilidade). Assim, visando aumentar a vida util da lampada, poténcias
menores podem ser utilizadas.

Considerando os gréaficos de desejabilidade, escolheu-se como ponto 6timo desse

planejamento o uso de 1,0 g de amostra, 8 min de aquecimento e 500 W de poténcia.

4.9.  Aplicacdo do método de preparo de amostra assistido por radiacao infravermelha

para amostras de camaréo

A amostra de camardo foi submetida ao método otimizado de preparo de amostra
e os teores de As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, V e Zn foram quantificados por ICP OES. As
amostras, apos o processo de digestdo, apresentaram coloracdo amarelada, possivelmente
devido aos 6xidos de nitrogénio dissolvidos durante a extracdo. Terminada a etapa de digestao,
as amostras foram filtradas e o solido remanescente da amostra foi inferior a 5 % da amostra
original, ou seja, a amostra foi solubilizada quase que completamente. As concentracdes em

mg kg encontradas dos analitos na analise por ICP OES estdo apresentadas na tabela 10.
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Tabela 10 - Determinacdo de As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, V e Zn em amostra de camarao
por ICP OES apds digestao assistida por radiacdo infravermelha. (média £ sd, n=3)

Elemento Concentracéo (mg kg?)
As 484+1,73
Cd 0,80+ 0,01
Co 1,05+0,18
Cu 67,14 + 4,70
Fe 209,39 £ 11,22
Mn 24,11 +1,90
Ni 1,11 +£0,13
Se 3,05+0,38
\Y 1,40 £ 0,07
Zn 76,14 + 4,33

Fonte: O Autor

Observando os dados da tabela 10, pode-se notar que a maioria dos elementos em
estudo tiveram desvios-padréo abaixo de 10%, com excegédo para Co (17,14%), Ni (11,71%)
e Se (12,45%) que pode estar relacionado a interferéncias nas linhas de emissao escolhidas e
a baixa concentracdo do analito na amostra.

Pode-se observar gque foi possivel a determinacdo de elementos de caracteristicas
volateis (As, Cd, Cu e Se) mesmo sem o auxilio de um sistema de refluxo. Ressalta-se que em
geral elementos como As e Se estdo ligados em amostras de frutos do mar nas suas formas
organicas as quais podem ser menos volateis que suas formas inorganicas (ALTUNAY;
GURKAN, 2016; YANG et al., 2009). WANG; BRINDLE, 2014a também relatam a
recuperacdo de elementos de caracteristicas volateis (As, Sb e Se) em amostras ambientais
submetidas a decomposicdo em sistema aberto utilizando radiacéo infravermelha como fonte

de aquecimento.

4.10. Validacéo do método proposto para a decomposi¢do de amostras de camarao.

Para avaliar a exatiddo do metodo de digestdo de camardo proposto, optou-se pela
decomposicdo do material de referéncia certificado (SRM) NIST 1566b Oyster Tissue por ter
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a matriz que mais se aproxima da amostra de camarao. Os teores certificados e experimentais

podem ser observados na tabela 11 com seus respectivos intervalos de confianca.

Tabela 11 - Determinacéo de As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, V e Zn por ICP OES em material
de referéncia certificado NIST 1566b Oyster Tissue ap0s preparo de amostra assistido por

radiacdo infravermelha. (média + IC, n=3, 95 % de confianca)

NIST SRM 1566b: Oyster Tissue

Elementos Valor experimental Valor referéncia
(mg kg) (mg kg™)
As 6,16 + 2,73 7,65+0,16
Cd 2,91 +0,45 2,48 +0,08
Co 0,380 + 0,01 0,371 + 0,002
Cu 73,4+188 716+1,6
Fe 2179+ 435 205,8 +6,8
Mn 18,2+ 0,7 185+0,2
Ni 1,02 £ 0,07 1,04 +0,9
Se 1,95+0,35 2,06 £ 0,14
\Y 0,580 £ 0,198 0,577 £ 0,022
Zn 1408 + 119,2 1424 + 92

Fonte: O Autor

Podemos verificar na tabela 10 que os valores experimentais obtidos dos elementos
estudados no material de referéncia certificado sdo estatisticamente semelhantes aos valores
certificados, segundo o teste t de Student com 95 % de confianca.

Como as recuperagdes dos elementos volateis também foram alcancadas, podemos
inferir que os compostos organicos com 0s quais esses elementos estdo ligados possuem baixa
volatilidade sendo possivel a determinacéo desses elementos mesmo com a digestdo da amostra

empregando radiacdo infravermelha em sistema aberto.
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4.11. Avaliacdo dos limites de quantificacdo do método de preparo de amostra proposto

para camarao

Os limites de quantificacdo para amostra de camarao submetida a digestdo assistida
por infravermelho foram calculados seguindo a equacao 5, seus valores podem ser observados

na tabela 12.

Equacédo 5 - BEC = lpranco/s
LQ =10 x BEC x RSD/s

Onde: BEC ¢ a sigla em inglés para concentracdo de fundo equivalente, Ipranco €
média de intensidade de 10 brancos independentes, s é o coeficiente angular da curva de
calibracdo, LQ € o Limite de quantificacdo e RSD é o desvio padrdo relativo de 10 amostras

em branco independentes.
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Tabela 12 - Limites de quantificacdo para determinacao de As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, V
e Zn por ICP OES em camardo, apds preparo de amostra assistido por radiacdo infravermelha.

Elementos Limites de Quantificacdo
(mg kg™*)
As 2,50
Cd 0,20
Co 0,17
Cu 0,59
Fe 0,30
Mn 0,80
Ni 0,33
Se 0,35
V 0,30
Zn 0,17

Fonte: O Autor

Pode-se observar que o método apresentou baixos limites de quantificacédo para
0s elementos estudados, com valores inferiores aos teores obtidos na amostra real. Os
resultados mostram que o método tem limites de quantificacdo adequados para anélise

desses elementos na amostra real.
4.12. Analise dos espectros de infravermelho nas amostras de camarao
O espectro de infravermelho da amostra de camardo depois da digestdo assistida

por IR foi obtido na tentativa de elucidar os compostos presentes na solugéo final da amostra,

uma vez que o residuo solido resultante apds a filtracdo foi praticamente inexistente (~0,05g).
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O espectro foi comparado com a amostra antes do processo de digestdo. Os espectros podem

ser observados na figura 7.

Figura 7 - Espectro de infravermelho da amostra de camarao antes e depois da digestao assistida
por radiacdo infravermelha
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Fonte: O Autor

Cerca de 45 a 50% da massa seca de camardo é composto por proteinas (DA
SILVA, CRISTIANE PEREIRA et al, 2017; GAO et al, 2016) €, como ja discutido, a maior
parte dos elementos inorganicos estdo ligadas a essas estruturas em sistemas bioldgicos.

Pode-se observar que os dois espectros apresentam perfis bem semelhantes, antes e
apos a digestdo assistida por radiacdo infravermelha. Observa-se uma banda em
aproximadamente 3250 cm™ que esta relacionada a estiramentos da ligagdo N-H que constituem
0s aminodcidos, ndo é observado uma diminui¢do da banda depois do processo de extracao.
Isso indica que ndo ha uma completa destruicdo da proteina, mas uma solubilizacdo dos
aminoacidos em solucdo. Uma banda a 1630 cm™ préxima a outra em 1690 cm™ no espectro
antes da digestdo por IR esta relacionada as bandas | de amidas vindo do estiramento C=0. Essa

banda pode corresponder a estrutura secundaria das proteinas, e ndo sofrem grandes variagdes



57

das cadeias laterais, dependendo apenas da estrutura da proteina original (BARTH, 2007). Essa
banda sofre uma diminuigéo de intensidade, o que pode estar relacionado a uma quebra dessa
estrutura pela acdo das condi¢des de digestdo, ndo havendo mais um esqueleto de proteina, mas
0 aminoacido solubilizado em solucéo.

Uma banda préxima a 1250 cm™* sofre um aumento no sinal apds a digest&o por IR.
Nessa regido, encontram-se as bandas de amida Ill em proteinas, que estdo relacionadas as
interacdes NH com CN e possuem pouca contribuicdo dos estiramentos C=0.

Discutiu-se anteriormente que a temperatura atingida pelo sistema de decomposicao
utilizando IR (120°C) é insuficiente para uma decomposicdo completa de proteina. Porém, em
trabalho recente, GAO et al., 2016 descrevem a mudanca nas propriedades das proteinas de
camardo branco submetidas a desnaturacdo termal. Nesse trabalho, as amostras de camardao
foram submetidas a tempos de aquecimento entre 10 e 30 min a temperatura de 50° C e espectros
RAMAN foram obtidos em cada caso. Observou-se uma diminuicdo das estruturas de o-hélices
das proteinas com consequente aumento de estruturas B-hélices. Essa mudanca esta relacionada
a uma desnaturacdo da proteina com consequente rearranjo para uma nova conformacgédo 3D.
Assim, mesmo que a temperatura do sistema ndo consiga a decomposicao completa da amostra,
a desnaturacdo proteica e a sua nova conformacdo podem liberar os metais em solucdo. Além
disso, o0s experimentos realizados por Gao, 2016, utilizaram apenas agua, 0 uso do HNO3z e
temperaturas superiores podem acelerar esse processo e a possivel quebra de proteinas mais
suscetiveis.

Estudos dos aminoacidos presentes em camardo estimam uma grande concentracédo
de leucina, lisina, arginina e fenilalanina (DA SILVA, CRISTIANE PEREIRA et al., 2017;
PINTO; HIRDES; SANCHES FILHO, 2013; SANTOS, MARIA DO CARMO FERRAO et
al., 2016). No espectro da figura 8 pode-se observar um pico proximo de 1000 cm™ que ndo
sofre variacdo ap6s o uso de radiacdo infravermelha, essa banda pode estar relacionada com a
fenilalanina (GAO et al., 2016) que nédo sofre desnaturacdo com a temperatura, além de ser de
dificil decomposigdo. A p-nitrofenilalanina é também um composto comumente encontrado em
residuos de decomposicéo de proteinas utilizando HNO3 (WURFELS; JACKWERTH, 1989).

Mais estudos devem ser realizados para compreender o efeito da interacdo da
radiacdo infravermelha com a matriz de amostras organicas. A determinacdo de carbono
residual e de nitrogénio orgéanico na solucdo pode ajudar a comprovar a suposicdo de

solubilizacdo dos aminoacidos na solug&o final.
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4.13.  Andlise de C dissolvido e carbono residual em amostras NIST 1566b — Oyster Tissue

As amostras de tecido de ostra, decompostas em bloco digestor, foram analisadas por
ICP OES. Os teores de As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, V e Zn obtidos experimentalmente e os
teores de referéncia, podem ser vistos na tabela 13.

Tabela 13 - Determinacao de As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, V e Zn por ICP OES em amostra
de referéncia certificado NIST 1566b Oyster Tissue, apos digestdo em bloco digestor. (média
+ 1C, n=3; 95% de confianca)

NIST SRM 1566b: Oyster Tissue

Elementos Bloco Digestor (mg kg) Valor referéncia (mg kg™)
As 7,84 + 1,88 7,65+0,16
Cd 2,77 £ 0,55 2,48 +0,08
Co <LD 0,371 + 0,002
Cu 80,0 = 10,22 716+16
Fe 200,9+73 205,8 +6,8
Mn 18,0+0,2 18,5+0,2
Ni <LD 1,04+0,9
Se <LD 2,06 £ 0,14
\Y <LD 0,577 £ 0,022
Zn 1380 + 122 1424 + 92

Fonte: O Autor
Como podemos observar alguns elementos encontraram-se em valores abaixo do
limite de deteccdo da técnica, sendo que esses mesmos elementos puderam ser quantificados
quando utilizou-se o sistema de preparo de amostra IR (Tabela 11), uma vez que a quantidade
de amostra era superior (1,0 g no método de IR e 250 mg no método de bloco digestor).
O carbono organico dissolvido e o nitrogénio dissolvido do material de referéncia

certificado apos decomposicdo em bloco digestor e apds digestdo usando sistema IR, e da
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amostra de camardo apos digestdo pelo sistema IR foram quantificados por analise elementar.

Os resultados da analise elementar estdo descritos na tabela 14.

Tabela 14 - Determinacdo de C e N em amostras de NIST 1566b e camardo apos decomposicao

em bloco digestor e pelo sistema IR.

Elementos NIST 1566b: Oyster Tissue Camarao
Método Bloco Meétodo IR Metodo IR
Digestor
1,6+0,5 2,0+03 1,5+0,2
C (%RCC)
N (%RNC) 411+0,3 50,2 +£0,2 38,1 £0,3

*0%RCC = Porcentagem de carbono residual; % NC = Porcentagem de Nitrogénio Residual
Fonte: O Autor

Podemos notar pelos valores de %RCC que os dois métodos apresentam valores
semelhantes, o que representa boa eficiéncia de digestdo para os dois métodos. Contudo, o
método que utiliza radiacdo infravermelha é bem mais rapido (8 min) comparado ao tempo
requerido para a decomposic¢ao das amostras em bloco digestor (3 h). Mesmo o bloco digestor
tendo uma alta frequéncia analitica em relacdo ao método de infravermelho, a rapidez com que
a decomposicdo é realizada com IR compensa o0 nimero de amostras que podem ser digeridas
simultaneamente em bloco digestor.

Os teores de nitrogénio apresentaram-se elevados nos digeridos dos dois métodos,
isso corrobora as bandas observadas no espectro de infravermelho na regido de aminoacidos
(estiramentos NH), e podem estar relacionados a proteinas de mais dificil decomposicdo. A
diferenca entre os teores de nitrogénio e carbono pode ser relacionado a proteinas de dificil
decomposi¢do como a histidina e a cistina, por exemplo, possuirem mais de 1 mol de nitrogénio
na sua estrutura, representando assim maiores contribuicbes em massa desse elemento.

Com os resultados da analise elementar podemos inferir que mesmo a radiagéo
infravermelha ndo conseguindo decompor completamente amostras de proteina, suas solugdes
apresentam baixos teores de carbono residual, comparavel ao obtido pelo bloco digestor que €
um método classico de digestdo na literatura. Além disso, o teor alto de nitrogénio explica

algumas bandas encontradas no espectro de infravermelho.
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4.14. Avaliacdo dos parametros de influéncia na digestdo utilizando radiagdo infravermelha

como fonte de aquecimento

Para avaliar a eficiéncia de digestdo empregando o sistema IR, foram digeridas
diferentes substancias organicas com estruturas e dificuldades de decomposigdo variadas:
glicina, fenilalanina e acido nicotinico (LINHARES MARQUES et al, 2015; WURFELS;
JACKWERTH; STOEPPLER, 1989).

Os compostos organicos estudados apresentam diferentes estruturas organicas, o
que faz com que a sua reagdo com o acido nitrico seja diferente. Nao ha qualquer trabalho na
literatura que estude o comportamento dessas substancia em digestdo assistida por radiacéo
infravermelha. Na figura 8 pode ser visto as estruturas organicas desses compostos:

Figura 8 - Estruturas dos compostos organicos utilizados nos experimentos

HO o — o
D X
0 2 = Z

Glicina Fenilalanina

ZHNH

Acido Nicotinico

Fonte: O Autor

As amostras foram submetidas a um planejamento fatorial completo em dois niveis
e aplicou-se a funcéo desejabilidade para determinar o ponto 6timo para o0s trés compostos em
conjunto.

Os gréficos podem ser observados na figura 9.

Figura 9 - Gréaficos de desejabilidade obtidos no planejamento experimental para analise do teor
de carbono residual em amostras de glicina, fenilalanina e acido nicotinico ap6s digestdo usando
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sistema IR (8A: Poténcia X Volume de HNOs3; 8B: Tempo X Volume de HNOs3; 8C: Massa X
Poténcia)

Desejabilidade

oS
o3 9B
CJo2s
oz
| XL

Desejabilidade

Fonte: O Autor

Podemos observar a necessidade de um alto volume de HNO3 assim como elevadas
poténcias em tempos medianos de aquecimento. As condi¢Ges experimentais requeridas para a
decomposicdo desses compostos foram semelhantes aquelas requeridas para as amostras de
linhaca e camardo. Um meio oxidante forte € importante na decomposi¢cdo de compostos
organicos, mesmo que ndo se alcance temperaturas elevadas, limitando-se a 120°C. Alta
poténcia da fonte de radiacdo corresponde a maior quantidade de energia transmitida a amostra
em menor tempo. Assim, escolheu-se como ponto 6timo: 8 mL de HNO3, 1000 W de poténcia
da lampada e 8 min de aquecimento.

Aplicou-se 0 método 6timo novamente nas amostras e avaliou-se o teor de carbono
residual comparando-se com a digestdo em bloco digestor descrito acima para as amostras de

material certificado de tecido de ostra.

Os teores de carbono residual (%RCC) para amostras de glicina, fenilalanina e
acido nicotinico nos dois metodos sdo descritos na tabela 15.
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Tabela 15 - Determinacdo do teor de carbono residual (%RCC) em amostras de glicina,

fenilalanina e acido nicotinico apos digestdo no sistema IR e bloco digestor. (média + sd, n=2)

Amostra %RCC
Decomposigédo usando IR Decomposi¢do em bloco
digestor
Glicina 62,4+1,0 50,7+0,2
Fenilalanina 68,5+0,2 82,9+0,1
Acido Nicotinico 77,8+0,6 95,0 +0,3

Fonte: O Autor

O teor de carbono residual apresentados pelos compostos estudados apos digestao
em bloco digestor foi coerente com os dados da literatura. De acordo com alguns trabalhos, a
fenilalanina e o acido nicotinico sdo compostos de dificil decomposicdo (LINHARES
MARQUES et al., 2015; WURFELS; JACKWERTH; STOEPPLER, 1989), portanto ja era
esperado que maiores valores de carbono residual seriam encontrados nos digeridos desses
compostos comparados a glicina. Contudo, ndo foi isso que ocorreu com as digestdes usando o
sistema IR. No sistema de preparo utilizando-se a radiacéo infravermelha observou-se valores
de carbono residual menores nas amostras de fenilalanina e &cido nicotinico do que os valores
obtidos no bloco digestor.

Provavelmente a interacdo da radiacdo infravermelha com a amostra seja mais
efetiva para determinados compostos, uma vez que esse tipo de radiacdo interage diretamente
com as moléculas que compdem a amostra. O aquecimento com a radiacao infravermelha é
causada pela interacdo dessa radiacdo eletromagnética através da vibracdo e rotacdo das
ligacGes quimicas, diferente do aquecimento condutivo do bloco digestor. Mesmo sendo uma
radiacdo ndo-ionizante como a radiacdo micro-ondas, ela € bem mais energética. Estudos mais
detalhados da interacéo radiacdo infravermelha com a amostra deve ser melhor estudada.

Na tentativa de se entender o mecanismo de reacdo da radiacdo infravermelha,
amostras de glicina, fenilalanina e &cido nicotinico foram submetidas a decomposi¢do no
sistema IR com diferentes concentragdes de um carboidrato de facil decomposicdo, no caso,

glicose. Os dados de %RCC obtidos para cada adi¢do pode ser observado na tabela 16.
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Tabela 16 - Teores de %RCC em amostras de glicina, fenilalanina e &cido nicotinico utilizando

sistema de decomposicao IR na presenca de glicose. (média + sd, n=3)

Amostra
Glicose Glicina Fenilalanina Acido Nicotinico
(mg) %RCC %RCC %RCC
0 62,43 + 0,32 68,53 + 0,20 77,81 +0,61
50 64,60 £ 0,52 67,91 +£0,12 78,18 £ 0,77
100 61,83 +0,35 61,87 £ 0,55 63,77 2,0
150 61,51+1,1 58,60 +1)9 57,69+15

Fonte: O Autor

Pode-se observar através desses resultados que a adicdo de glicose ajuda na
eficiéncia de decomposicdo das amostras em estudo utilizando o sistema de decomposicao com
IR, esse mesmo fendmeno é observado e bem descrito por WURFELS; JACKWERTH;
STOEPPLER, 1989. Como a glicose € um composto de facil decomposicdo ele funciona como
um iniciador da reacdo fazendo com que ocorra a producdo de NOx, em sistemas fechados. A
formacdo desse gas aumenta a pressdo do sistema, aumentando a eficiéncia de decomposicéo,
além de renovar a concentracdo de HNO3 no frasco de reagdo. Em sistema aberto uma parte
desse gas é perdido, contudo a fracéo solubilizada pode ajudar na decomposicéo dos compostos
ja que os gases NOx possuem capacidades oxidantes. WURFELS; JACKWERTH;
STOEPPLER, 1989, determinaram que uma concentracao de 90 mg de glicose é suficiente para
garantir uma boa decomposicéo, no presente trabalho concentracdes de 150 mg apresentaram
resultados muito préximos daqueles encontrados para 100 mg seguindo a tendéncia proposta
por esses autores.

Esse fendmeno é muito importante, uma vez, que em amostras reais ha uma
concentracdo elevada de carboidratos de facil decomposicéo. Esses compostos servem como
iniciadores da reacéo fazendo com que a reacao ocorra com mais eficiéncia o que pode explicar

os valores de carbono residual baixos encontrados nas amostras reais em estudo nesse trabalho.
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6 CONCLUSOES

O sistema de extracdo de elementos inorganicos utilizando radiacdo infravermelha
como fonte de aquecimento desenvolvido mostrou-se viavel e uma alternativa de baixo custo
para o preparo de amostras de alimentos de origem vegetal e animal estudados para posterior
anélise elementar empregando FAAS e ICP OES.

A massa de amostra, 0 volume de acido e o tempo foram variaveis importantes no
sistema de extracdo usando IR. Foi possivel usar elevadas massas de amostra, 2 g de linhaca e
1 g de camaréo, pequenos volumes de mistura oxidante e apenas 8 min para a extracédo eficiente
dos analitos nas amostras de linhaga e camardo. Assim, foi possivel quantificar Cu, Fe, Mn e
Zn em amostras de linhaca usando FAAS e As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Se e V em amostras de
camarao usando ICP OES com boa precisdo e exatidao.

A eficiéncia de decomposicao do sistema IR foi avaliada pela digestdo de padrdes
de glicina, fenilalanina e &cido nicotinico. A %RCC da digestdo desses compostos foram
diferentes daqueles encontrados na literatura, sendo a fenilalanina e &cido nicotinico com
digestdes mais eficientes pelo sistema IR do que quando se empregou bloco digestor. Verificou-
se também que glicose apresenta uma influéncia positiva na decomposicdo dos compostos
submetidos a IR, principalmente para o &cido nicotinico e a fenilalanina.

Mais experimentos devem ser realizados a fim de se encontrar o real mecanismo de
interacdo entre a radiacdo eletromagnética e a amostra para se entender os produtos de oxidagédo
formados a fim de elucidar os mecanismos de decomposicao.

Preparo de amostras assistido por radiacdo infravermelha é uma alternativa simples,
rapida e de baixo custo, comparada a métodos tradicionais de decomposicdo completa de
amostras. Outra vantagem € a possibilidade de trabalhar com grandes massas de matrizes
organicas, 0 que garante boa precisdo e exatiddo para amostras heterogéneas, além de ser um
atrativo para andlises de traco, pois dispensa a necessidade de técnicas mais sensiveis de

deteccao.
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