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RESUMO

A proteina texturizada de soja possui alto contetdo protéico e é usualmente utilizada como
alternativa na substituicdo de uma porcdo de carne. O objetivo deste trabalho foi avaliar trés
procedimentos de decomposi¢cdo Umida, visando determinacdo multielementar (Ca, K, Mg,
P, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn) em amostras de proteina texturizada de soja por espectrometria
de emissdo ¢ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). Nos procedimentos
usando chapa aquecedora (PC) e bloco digestor (PB) foi utilizada a mistura de HNO; e
H.O,, enquanto que para o procedimento com forno de microondas focalizadas (PF) foi
necessaria a introdugdo também de H.SO.. As figuras analiticas de mérito, tais como
precisdo, limites de detec¢do (LOD) e quantificagdo (LOQ) e efeito de matriz, foram
avaliadas para os procedimentos propostos. As concentragbes de Al, Cd, Co e Pb,
encontraram-se abaixo do LOQ dos procedimentos para as amostras. A exatidao foi
verificada com material de referéncia certificado e por comparacdo com método de
referéncia da AOAC. Além disso, foi otimizado um sistema miniaturizado de andlise por
injecdo em fluxo visando a determinacdo de ferro nos digeridos com o reagente 1,10-

fenantrolina e os resultados foram concordantes com o método de referéncia.

Palavras-Chave: proteina texturizada de soja; preparo de amostras; espectrometria
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ABSTRACT

The texturized soy protein is a good source of protein and is usually used as an alternative to
meat. The aim of this study was the evaluation of three wet decomposition procedures for
multi-element analytical determination (Ca, K, Mg, P, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn) in texturized
soy protein samples using inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP
OES). In procedures using hot plate (PC) and heating block (PB), a mixture of HNOs; and
H2.O> was used, whereas for decomposition in a focused-microwave-oven (PF), the use of
H.SO, was necessary. The analytical figures of merit of the developed analytical procedures
such as precision, accuracy and matrix effect, were statistically assessed. The
concentrations of Al, Cd, Co and Pb were found below oh the LOQ. The accuracy of the
results was demonstrated using one certified reference material (spinach leaves NIST
1570a) and comparison with recommended AOAC official method. Moreover, a flow injection
analysis microsystem for determination of iron with 1,10-phenantroline was optimized and

the results were concordant with those obtained with the reference method.

Keywords: texturized soy protein, sample preparation, spectrometry
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1.0 INTRODUCAO

A instrumentag&o analitica para analise de alimentos tem avangado significativamente
na ultima década com destaque para técnicas como espectrometria de massas (MS),
espectrometria de emissdo Otica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES),
ressonéncia magnética nuclear (RMN) e técnicas de espectrometria de absorcdo atdmica
com atomizacdo eletrotérmica e com chama [1]. Destas técnicas, a espectrometria de
emissdo Otica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) vem sendo constantemente
aplicada devido a vantagens como alta sensibilidade e precisdo, bem como analise
multielementar simultanea.

A importancia da quantificacdo de macro e micro nutrientes, assim como a de
elementos tragos em alimentos, esta associada a evidente necessidade de implementacéo
de nutrientes essenciais na dieta, além do controle da composi¢cdo mineral dos alimentos e
prevencdo de quaisquer disturbios no organismo causados pela ingestdo excessiva de
determinados elementos.

No presente trabalho sera apresentada uma discussdo sobre procedimentos de
decomposi¢cdo de amostras de proteina texturizada de soja em diferentes granulometrias.

1.1 A Soja

A soja (Glycine Max (L.) Merril) é uma planta herbacea originada de espécies de
plantas rasteiras que se desenvolviam no oeste da Asia, especificamente na China. A sua
evolugdo teve inicio com cruzamentos de espécies de soja selvagem, e sua importancia na
dieta alimentar daquela época era impar, a tal ponto de se realizar rituais sagrados nas
vésperas da semeadura e colheita [2].

A soja é pertencente a familia das leguminosas, assim como o feijao, lentilha, grédo de
bico, ervilha, destacando-se por sua riqueza nutricional com destaque para as proteinas,
lipideos, fibras, vitaminas A, C, E e do complexo B, além de
elementos como calcio, fésforo, ferro e potassio. Em adicdo ao expressivo teor protéico, o
referido vegetal € rico em substancias antioxidantes pertencentes a classe dos
isoflavonéides, que, entre outros beneficios, previnem o surgimento de tumores nas
glandulas mamarias e atenuam os efeitos da menopausa, atuando também na prevencao
contra complicag6es cardiovasculares [3].

Somente a partir de 1920, o ocidente iniciou o cultivo da soja, sendo os EUA os
pioneiros em termos de exploracdo comercial. Desde 1941, a producdo de grdos vem

crescendo exponencialmente [4].



No Brasil, a soja foi introduzida em 1882 e os primeiros estudos de avaliagdo foram
desenvolvidos pelo professor Gustavo Dutra da Escola de Agronomia da Bahia. O primeiro
registro de cultivo de soja no pais data de 1914, no municipio de Santa Rosa-RS.
Entretanto, foi somente em 1949 que o Brasil, com 25.000 toneladas de gréos, ja se
colocava no cenario internacional como um grande produtor de soja [5].

A partir da década de 60 o cultivo de soja consolidava-se como uma das principais
culturas do agronegdcio brasileiro, atingindo a produgcdo de 130 milhdes de toneladas de
graos na safra 2006/2007 [6], que corresponde hoje por 20% da producdo mundial de soja.
A Regido Centro-Oeste produz cerca de 50% da producdo nacional e estima-se que nos
proximos dez anos terd que aumentar sua produgcdo em 63% para atender a atual demanda
nacional e internacional [7].

No Estado da Bahia, a produgéo de soja concentra-se na regido oeste, com producéo
estimada de 59,6 milhdes de toneladas para o ano de 2008 [8], destacando-se 0 municipio

de S&o Desidério, classificado como um dos dez municipios de maior producéo de soja [9].
1.2 A Proteina Texturizada de Soja

Os graos da soja sao ricos em proteinas, carboidratos e elementos essenciais, e
destes gréos derivam-se o farelo, o 6leo, o missé e 0 extrato, que por sua vez originam
produtos como leite de soja, alimentos infantis a base de soja, farinha de soja, biscoitos, to-
fus e proteina texturizada de soja.

As proteinas constituem um componente essencial das células e do processo biolégico
de uma forma geral. Dentre suas multiplas funcdes, sdo responsaveis pelo controle das
condigOes intra e extracelular, além de fornecerem aminoacidos responsaveis pela formacéo
dos mdasculos e de outros constituintes essenciais como enzimas, imunoglobulinas e
hormdnios.

As proteinas vegetais sédo entre si diferentes no que diz respeito ao aspecto nutricional,
sendo as proteinas de soja as Unicas a apresentar qualidade protéica muito semelhante a
da carne. A proteina de soja é encontrada essencialmente sob a forma de proteina
texturizada, concentrada e isolada de soja, e, por isso, apresenta-se muito versatil nas
aplicagbes alimentares.

Os graos de soja contém cerca de 40% de proteina vegetal, e a importancia nutricional
deste item tem sido enfatizada na avaliacao dos iniumeros produtos derivados do grdo de
soja [10].

Devido a sua grande aplicabilidade na inddstria alimenticia, estes grdos foram
inicialmente processados na forma de proteina texturizada, concentrada e isolada de soja.

Atualmente, a proteina texturizada de soja (PTS) tem sido utilizada como substituto da carne
3



e subprodutos. A reducdo do colesterol e prevencdo de disturbios cardiacos tém sido
associadas ao consumo de proteina de soja, justificando o interesse de industrias no
desenvolvimento de produtos a base de soja como barras de cereais, biscoitos, chocolates e
bebidas. Dentre as principais caracteristicas da PTS, é conveniente inferir sobre o seu
elevado conteudo protéico e custo reduzido do produto quando comercializado.

A PTS é produzida a partir da farinha desengordurada de soja por um processo
chamado extrusdo termoplastica. O teor de proteinas presente nos produtos comerciais de
PTS é de 50% a 52%. Uma das etapas mais importantes na producdo da proteina
texturizada corresponde a secura, etapa esta necessaria para promover o decréscimo da
umidade até o nivel requerido. O objetivo da desidratacdo de alimentos consiste em se

promover a inibicdo da degradacédo causada pelo crescimento de bactérias e fungos [10].

1.3 Procedimentos para decomposicdo de amostras de soja e derivados.

A manutencdo dos padrbes de qualidade da soja e derivados requer,
obrigatoriamente, o monitoramento da composicdo quimica mediante a implantagdo de
metodologias analiticas adequadas. A necessidade de adoc¢éo de tais procedimentos esta
vinculada ao alcance dos niveis internacionais de qualidade necessarios para garantir o
controle da saude alimentar da populacdo, no que se refere a presenca de nutrientes e/ou
de espécies potencialmente téxicas para 0 consumo humano.

No campo da avaliacdo nutricional da soja e de seus sub-produtos, deve-se ressaltar a
relevancia de investigacOes acerca da composicdo inorgénica, visto que a maior parte das
informacgdes j& existentes refere-se ao contetdo de constituintes organicos. Os elementos
calcio, cobalto, cobre, cromo, ferro, fésforo, magnésio, manganés, molibdénio, niquel e zinco
estao incluidos no grupo dos nutrientes essenciais a diversos processos bioquimicos, sejam
como constituintes estruturais de macromoléculas, como cofatores enzimaticos ou como
participantes de complexos mecanismos de defesa imunoldgica [11]. Portanto, a
quantificag@o dos referidos elementos na constituicdo dos itens alimentares a base de soja,
produzidos e/ou comercializados na Bahia, compreende uma importante fonte de
informacg0fes para pesquisadores e 6rgaos de combate a fome e desnutricdo. Por outro lado,
0 consumo de produtos contaminados com ions metalicos toxicos constitui uma séria
ameaca a saude publica no tocante ao efeito de bioacumulacéo tréfica e ao consequente
aparecimento de enfermidades diversas incluindo perdas de fertilidade, faléncia multipla dos
orgaos, disfuncdes psiquicas e formacgéo de tumores [12].

No que se refere a quantificacdo de nutrientes inorganicos em amostras de alimentos, as
técnicas analiticas que relacionam espectroscopia atbmica sdo sem ddvida as mais

apropriadas [13].



Para a determinacdo das espécies quimicas de interesse se faz necesséria a oxidagéo
da matéria organica presente nas amostras, huma etapa de tratamento prévio da amostra,
sendo esta etapa essencial para a aplicagdo das técnicas de espectrometria de absor¢céo
atbmica com chama (FAAS) e a espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES), as quais sdo as mais empregadas na quantificacdo de
macro e micro nutrientes em alimentos [14].

Matrizes como a soja e/ou derivados devem passar por etapas de decomposicio
agressivas no intuito de eliminar a expressiva fracdo organica. Deve-se salientar que
dissolugdes mal sucedidas implicam sérios erros pelo fato dos analitos ndo serem
totalmente disponibilizados para posteriores deteccoes.

A etapa de pré-tratamento da amostra é a fase na qual maior nimero de erros é
cometido e mais tempo é consumido. A escolha apropriada de reagentes e do procedimento
adequado para a decomposicao e dissolucdo € um aspecto decisivo para 0 sucesso de uma
analise, e para tanto, sao utilizados comumente dois tipos de procedimentos para
decomposigéo: via seca e via umida.

O procedimento de decomposicdo por via seca € considerado simples e ainda muito
utilizado por apresentar vantagens, tais como: utilizagdo de maior massa de amostras,
controle de contaminacdes advindas dos reagentes empregados e elevada eficiéncia de
decomposicdo de matrizes organicas como os alimentos. Entretanto, existem sérias
limitacdes com relagdo a perda de elementos volateis como selénio, enxofre, mercurio e
chumbo, maior risco de contaminagédo promovida pelas correntes de convecgédo geradas no
interior aquecido das muflas e tempo de andlise longo, o que configura a necessidade da
busca de alternativas mais vidveis para a etapa de preparo da amostra [15].

Os procedimentos de decomposicdo de via Umida apresentam-se como uma
interessante alternativa de decomposicao de amostras na qual sdo empregados acidos para
a destruicdo da matéria organica sob temperaturas elevadas, embora exigindo temperaturas
inferiores aquelas usadas na via seca, uma vez que a oxidacdo da fragdo orgéanica das
amostras se efetua pela adicdo de agentes oxidantes diversos. Este procedimento é muito
eficiente, permitindo a combinacdo de acidos oxidantes com outros agentes oxidantes
similarmente eficazes para degradacdo completa ou parcial da matéria organica presente
nas amostras. Quanto a forma de operagdo, os procedimentos por via Umida sao
classificados como convencionais e assistidos por radiacdo microondas. Os primeiros
fundamentam-se no uso de superficies eletricamente aquecidas, notadamente as chapas
aguecedoras e os blocos digestores, ao passo que as microondas podem ser utilizadas em
fornos focalizados ou de alta pressdo. O modo convencional (ou convectivo) de
aguecimento, embora apresente custos reduzidos, ndo possui eficiéncias aceitaveis para

amostras contendo altos teores de gordura e de moléculas mais complexas. Tal
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comportamento é devido ao fato das decomposi¢cdes ocorrerem em ambientes submetidos a
pressdo atmosférica e das temperaturas de operacao se encontrarem limitadas aos pontos
de ebulicdo dos reagentes. Ademais, os frascos reacionais séo confeccionados de vidro ou
teflon com mé conducgé&o térmica, o que confere morosidade e elevado consumo de acidos
[16].

A utilizacdo de microondas promove o movimento acelerado e quantizado das
moléculas de dgua em torno de seu eixo (cerca de 4,9 bilh8es de vezes por segundo, na
freqUéncia de 2450 MHz) [14], assim como a migracdo ibnica no seio da solucéo reacional
como resultado da aplicagdo do campo eletromagnético. Ambos os fendmenos induzem a
liberacdo de grandes quantidades de energia calorifica, caracterizando um aquecimento na
direcdo do meio reacional para 0 meio externo em oposicdo ao perfil de aquecimento
convencional. Os principais resultados englobam excepcional diminuicdo do tempo de

decomposicéo, economia de reagentes e decomposi¢cdes completas.

1.4 Utilizacdo de Microssistemas para a Determinacao de Ferro

A andlise por injecdo em fluxo (FIA) tem sido exaustivamente investigada nos ultimos
30 anos representando um consideravel avanco quando o contexto se refere a automacgéao
em quimica analitica. O sistema de analise por injecdo em fluxo é facilmente adaptavel a
maioria das técnicas espectrométricas empregadas para deteccdo de diversos metais como
Cu, Al, Zn e Fe [17,18].

O método mais popular empregado para a determinacdo de ferro em matrizes diversas
consiste na medicdo da absorvancia do complexo Fe(ll) — 1,10-fenantrolina, em 512 nm. O
complexo estavel é formado na faixa de pH de 2 — 9 e, quando é necessaria a determinagéo
do ferro total, faz-se o uso de cloridrato de hidroxilamina ou acido ascorbico como redutores
para o ferro (lll) presente na amostra [19].

A contribuicdo do ferro, no que diz respeito ao desenvolvimento do corpo humano é
notavel. Este elemento é essencial na sintese da hemoglobina e muito importante como
ativador metdlico para inUmeras enzimas, constatando-se, neste contexto, a existéncia de
numerosos trabalhos publicados sobre a determinagdo deste metal. Entre as técnicas
analiticas mais empregadas na determinagdo de ferro, aquelas fundamentadas em
espectrometria atbmica e espectrofotometria de absorcdo molecular merecem destaque,
notadamente quando acopladas a sistemas de analise em fluxo. Este acoplamento confere
uma série de vantagens analiticas, tais como: facilidade de automatizagao inerente a prépria
concepcdo do processo, economia de reagentes, minimizacdo de contaminacfes, alta

freqléncia analitica, além da facilidade de adaptacdo com diversos modelos de detectores



[20,21]. Além das vantagens anteriormente descritas, os sistemas de analise em fluxo
continuo devem oferecer caracteristicas de compacticidade e portabilidade.

A técnica analitica denominada de “micro total analytical system”, uTAS (também
conhecida como lab on a chip) é explorada desde a década de 90 e define-se como um
procedimento rapido, de alta sensibilidade e com pequena quantidade de residuos gerada.
Isto implica a miniaturizagdo de todos os parametros envolvidos na analise quimica, como
exemplo a amostragem, minimizagdo do consumo de reagentes e reducdo do tamanho de
canais de mistura e de reacéao [22].

Sob esta perspectiva, o presente trabalho contempla o desenvolvimento de um
sistema miniaturizado de analise por injecdo em fluxo para a determinacdo de ferro em

amostras de proteina texturizada de soja.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo Geral

Avaliar o teor de elementos essenciais e ndo essenciais em amostras de proteina

texturizada de soja comercializadas no Estado da Bahia.

1.5.2 Objetivos Especificos

1) Comparar diferentes procedimentos de preparo de amostras de soja e derivados: via
seca; decomposigdo por via umida convencional e aquecimento por via imida assistida por
microondas;

2) Acompanhar a eficiéncia de decomposicéo dos diferentes procedimentos acima descritos
via andlises dos digeridos por espectrometria de emisséo Optica por plasma indutivamente
acoplado (ICP OES), quanto a presenca dos nutrientes Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na,
Ni, P e Zn e dos elementos Al, Cd e Pb, potencialmente toxicos.

3) Validar o método selecionado através do estabelecimento das figuras de mérito: limites
de deteccdo e de quantificacdo, faixa dindmica linear, efeito de matriz, precisdo e exatidao.
4) Determinar os teores de elementos essenciais e ndo essenciais nas amostras coletadas
utilizando a metodologia analitica previamente selecionada.

5) Determinar o teor de ferro presente em amostras de proteina texturizada de soja apos
decomposicdo em forno de microondas com radiacdo focalizada, empregando, para tanto,

sistemas miniaturizados de analise por injecao em fluxo.
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Procedimentos para avaliacdo da composicdao de amostras de soja e

derivados

Na literatura sdo encontrados alguns trabalhos cientificos que relatam procedimentos
para a determinacdo da composicdo de amostras de soja e derivados. Estes trabalhos sé&o
descritos a seguir.

Um estudo sobre a avaliacdo de 26 elementos quimicos em amostras de formulacées
infantis a base de leite e de soja, nos Estados Unidos, Reino Unido e Nigéria, foi executado
por IKEMA et al. (2002) [23], os quais empregaram radiagdo microondas para a
decomposi¢cdo das amostras e, posteriormente, a técnica ICP OES para a deteccdo dos
analitos. Elementos essenciais como Ca, Fe, Na e Zn e n&o essenciais como As, Cd, Pb e
Sn foram determinados por ICP OES apds decomposi¢cao em forno de microondas (com
cavidade) de aproximadamente 0,5 a 1,0 g de massa de amostra. Para tanto, foram
utiizados 7 mL de acido nitrico e 3 mL de &agua deionizada, o0 que proporcionou
temperaturas de até 170°C. Quando amostras do NIST foram analisadas, os valores
encontrados para a concentragdo dos analitos investigados, em sua maioria, apresentaram-
se concordantes com as tabelas de certificagdo.

FOSTER et al. (1996) [24] determinaram o conteldo de selénio disponivel em leite de
soja e formulagdes infantis & base de soja, no Reino Unido, por espectrometria de absorcao
atdbmica com geracdo de hidreto. Massas de amostra de 0,25 g e volumes de 1,0 mL foram
colocados em tubos de decomposicdo de vidro juntamente com 10 mL de acido nitrico em
temperatura ambiente para decomposicdo overnight. Em seguida, foram efetuados
procedimentos que utilizaram &cido perclérico e nitrico para a completa decomposicao das
amostras. Para o leite de soja, foram encontrados niveis de Se entre 0,011 e 0,040 ug g* e,
entre 0,023 e 0,089 ug g?, para férmulas infantis a base de soja. Ndo foram encontradas
interferéncias de matriz e a média de recuperacao encontrada foi em torno de 100,1%.

A composicao quimica e a qualidade de proteinas em grdos de soja e subprodutos
comercializados em cinco paises produtores foram devidamente avaliadas por KARR-
LILIENTHAL et al. (2004) [25]. O conteudo mineral foi avaliado de acordo com o método
recomendado pela AOAC, com deteccao por ICP OES. A composicdo mineral das amostras
de soja e derivados foi efetuada na Argentina, Brasil, China, india e Estados Unidos, de
modo que 0s macro nutrientes avaliados como caélcio, fésforo, magnésio e sodio
apresentaram valores similares dentre os paises, demonstrando concordancia com valores

recomendados. Entretanto, os valores encontrados para os micronutrientes como aluminio,



cobre, ferro e zinco nas amostras ndo apresentaram uniformidade dentre os paises
selecionados. Provavelmente, o motivo de tal discrepancia esta relacionado ao conteudo
mineral presente no solo ou a questdes de biodisponibilidade dos analitos.

Produtos de soja comercialmente disponiveis como leite de soja, farinha de soja,
proteina texturizada e férmulas infantis a base de soja foram avaliados por GARCIA et al.
(1998) [26] e o conteudo protéico, assim como a quantidade de alguns ions metélicos a
exemplo de calcio, cobre, ferro e zinco, foram determinados. Para a decomposicao das
amostras foram utilizadas metodologias analiticas dentre as sugeridas pela AOAC de modo
gue, para a maioria das amostras, foi utilizado o método recomendado para a farinha de
soja. Para a determinagdo dos ions metalicos uma massa de aproximadamente 1 g de
amostra foi pesada e submetida a decomposicdo utilizando &cido nitrico e perdxido de
hidrogénio 30% (m/v) para posterior determinacdo dos analitos por FAAS e FAES. A
concentracdo de cobre encontrada foi minima para todas as amostras, ao passo que a
concentrac@o de potassio constatada foi a maior dentre os ions metalicos avaliados, com
destaque para o leite de soja que apresentou 0s maiores teores para 0s ions metalicos em
estudo. Os valores encontrados sugerem que a ingestdo de subprodutos de soja satisfaz as
necessidades diarias para os elementos: Ca, Cu, Fe, K e Zn.

FERNANDEZ e colaboradores (2002) [27] realizaram a andlise de cinco amostras de
alimentos para bebés em fase de lactagcéo, dentre estes, alimentos a base soja, para a
determinacédo de acidos graxos, aminoacidos e os elementos Ca, Cu, Fe, K, Mg, P e Zn. O
procedimento de decomposicdo das amostras para a determinacdo dos referidos elementos
quimicos envolveu a pesagem de aproximadamente 0,1 g das amostras e posterior adicao
de 20 mL de &cido nitrico concentrado e 1 mL de &cido percldrico concentrado, submetendo
o sistema a chapa aquecedora, até a temperatura de 150°C, sob refluxo durante a noite. Os
resultados para as concentragfes dos elementos foram estabelecidos com destaque para 0s
valores obtidos para Ca, K, Mg e P, que se mostraram muito acima das concentracdes dos
outros analitos.

Em estudo realizado por HSEU (2004) [28], foram avaliados quatro procedimentos de
decomposicdo para quantificacdo de Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn em diversos tipos de
amostra com destaque para gréos de soja com posterior quantificacdo por espectrometria
de absorcéo atdbmica. Dentre os procedimentos avaliados, trés deles foram executados em
bloco digestor utilizando HNO3; HNO3/HCIO., e H2SO4/H,O, como estratégia para cada um
dos trés procedimentos, respectivamente. O volume de HNOs utilizado nos procedimentos
correspondeu a 10 mL, enquanto que os volumes empregados de HCIOs e H;SO.
corresponderam a 5 e 3,5 mL, respectivamente. O acido sulfurico foi empregado em mistura
com peroxido de hidrogénio, utilizando um volume de 4,5 mL para este ultimo. As

temperaturas atingidas no bloco digestor variaram entre 150 e 250°C. O procedimento que
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emprega somente o acido nitrico para a decomposi¢cdo das amostras foi o recomendado
devido a recuperacao obtida, custo e tempo de execuc¢ao.

KEVIN et al. (2004) [29] investigaram o conteudo de Mn em bebidas a base de soja,
objetivando posterior comparacdo ao teor deste elemento encontrado em formulacdes
infantis a base de soja. As amostras foram submetidas a incineracdo a 450°C utilizando
HNO3z; como agente oxidante, e a concentracdo de Mn foi determinada por espectrometria de
absorgéo atdmica com chama. Materiais certificados da NIST foram utilizados para avaliar a
exatiddo do método. A concentracdo de Mn em bebidas a base de soja encontrada
correspondeu a 16,5 + 8,6 ug g* para 36 amostras, valor este muito superior ao valor
encontrado para a concentracdo de Mn em formulagbes infantis & base de soja que
correspondeu a 2,4 + 0,7 ug g*. As bebidas a base de soja investigadas ndo devem ser
administradas para criangas, uma vez que sdo nutricionalmente inadequadas apresentando
teores de Mn em um nivel que pode proporcionar efeitos neuroldgicos graves.

O conteudo de Se em amostras de leite materno e formulac¢des infantis & base de
soja foi avaliado por TORRES e colaboradores (1999) [30]. As amostras foram digeridas em
forno de microondas com cavidade utilizando 2 mL ou 0,3 g de amostra, utilizando 1,5 mL
de HNO3 e 0,25 mL de H,0.. Os digeridos foram transferidos para tubos de decomposicéo e
submetidos ao aquecimento até a temperatura de 140°C, em bloco digestor por trés horas
até a reducao de volume para 1 mL. Apos resfriamento, e objetivando a reducédo de Se (VI)
a Se (IV), 2 mL de &cido cloridrico foram adicionados para que, entdo, o volume fosse
ajustado para 10 mL com &gua deionizada. A concentracdo de Se foi determinada por
espectrometria de absorcdo atdbmica com geracdo de hidreto. A concentracdo encontrada
para Se, em formulagées infantis a base de soja, variou de 2,7 a 9,6 ng mL* em contraste
com a concentracdo encontrada em amostras de leite materno que correspondeu a 11,4 +
3,7 ng mL*. A administracdo de formulacdes infantis a base de soja na dieta de criancas de
até 6 meses de idade corresponde a uma deficiéncia diaria de cerca de 10 g de selénio
com relacéo ao nivel recomendado.

PLESSI e colaboradores (1997) [31] determinaram Al e Zn em férmulas infantis a
base de soja por ETAAS e por FAAS, respectivamente. As amostras solidas foram
submetidas & decomposi¢édo em forno de microondas com cavidade. Aproximadamente, 0,3
g de amostra foram digeridos em 3,0 mL de HNO3z 70 % (v/v). O programa de aquecimento
foi implementado em um tempo total de 9 min e os digeridos foram diluidos para 25,0 mL
com agua ultrapura. O método foi validado com material de referéncia certificado NIST SRM
1549 e NIST SRM 1548 e os resultados obtidos foram concordantes ao nivel de confianca
de 95 %, aplicando-se o teste t -Student.

Um método para a determinacdo de Al em alimentos comercializados na China,

dentre estes grdos de soja e molho de soja, por espectrometria de absorcdo atdmica com
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forno de grafite é descrito por WANG et al. (1991) [32]. As amostras foram digeridas
mediante utilizacdo de uma mistura de HNO3z e HCIO, (5:1) com aquecimento em chapa
agquecedora. A faixa linear de calibracdo foi definida entre 0,24 e 250 ng. O limite de
deteccdo encontrado para o Al correspondeu a 0,24 ng. A exatiddo do método foi avaliada
pela utilizacdo de material de referéncia certificado, e testes de recuperagdo foram
efetuados, de modo que a recuperacdo média obtida assumiu valores entre 86 e 111%. A
concentracdo de Al encontrada em gréos de soja correspondeu a 24,1 ug g+, de modo que
o consumo diario de 500 g deste produto corresponde a ingestdo diaria de cerca de 10 ug

de aluminio.

2.2 O emprego de microssistemas para a determinacdo de metais

Em funcdo das vantagens das analises em fluxo conduzidas em sistemas
miniaturizados, a busca pelo desenvolvimento e/ou aperfeicoamento de novos sistemas
assumem posicdo estratégica na Quimica Analitica. Nos paragrafos seguintes, encontra-se
uma revisao de literatura sobre o uso de sistemas miniaturizados na quantificacdo de metais
em diferentes matrizes.

Um microssistema de andlise por injecao em fluxo com deteccao fotométrica é descrito
por FONSECA et al. (2007) [33]. Canais medindo 205-295 um de profundidade e 265-290
um de largura foram construidos empregando a técnica de fotolitografia profunda em resina
a base dos oligbmeros uretana e acrilato. Fibras Opticas foram acopladas nas extremidades
de uma cela integrada com 5,0 mm de comprimento, a qual foi utilizada como caminho
optico, e adaptadas ao sistema no intuito de conduzir a radiacdo emitida por um LED com
maximo de emissdo em 500 nm até a cela integrada, e desta até o detector de um fotbmetro
“‘home-made”. O microssistema foi configurado em linha Unica e foi avaliado para a
determinacdo de cloreto em amostras de agua, e Cr (VI) em amostras de agua residual e
cromo total em ligas metdlicas. Para a determinacdo de cloreto foram empregadas micro-
bombas, enquanto que para a determinacdo de cromo foi empregada uma bomba
peristéltica convencional para a propulsdo dos liquidos. Os resultados obtidos para todas as
determinagcbes nado diferiram significativamente, ao nivel de 95% de confianca, quando
comparados aos métodos de referéncia.

KRUANETR et al. [22] implementaram um sistema miniaturizado de andlise por injecao
em fluxo num chip de polimetil metacrilato (PMMA). Os micro canais foram construidos por
ablacdo a laser e selados com um molde de polidimetilsiloxano (PDMS). O micro sistema
fabricado foi acoplado a um sistema Optico de deteccdo e posteriormente aplicado para a
determinacédo de ferro em amostras de agua. A detecc¢édo foi baseada na reacao entre Fe(lll)

e o sal nitroso-R em tampao acetato (pH 5). O sistema em miniatura proposto consome
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pequena quantidade de reagente, num fluxo de geracdo de descarte estimado em 2,0 mL h-
1. O valor obtido para o desvio padrdo relativo (RSD%) foi menor que 2% (n=11) com
recuperacao de 98,7 £ 0,12 (n=5). Os valores para o limite de deteccéo e de quantificacédo
corresponderam a 0,021 pug mL™ e 0,081 pug mL™, respectivamente, com uma freqiiéncia
analitica de 40 h.

Em outro trabalho, AL-GAILANE et al. [34] construiram um sistema miniaturizado numa
base de vidro e polidimetilsiloxano (PDMS) para aplicagdo na determinacdo de ferro em
aguas fluviais. Foram estudadas duas configuracbes no que diz respeito a propulsdo dos
fluidos e a reagdo quimioluminescente altamente sensivel entre luminol e perdéxido de
hidrogénio, na presenca de ferro. Uma fotomultiplicadora foi utilizada para a detec¢do da luz
azul emitida em 440 nm e, para ambas as configuragfes, foram obtidos valores de precisdo
adequados, além de repetibilidade e exatiddo consideraveis (limites de detec¢éo entre 5,1 e
28 ng mL1).

RAINELLI et al. [35] desenvolveram um sistema miniaturizado com canais em cross-
section, profundidade de 150 um, largura entre 180 e 360 um e volume de inje¢édo de 3,75
pL, o qual foi aplicado para determinagéo de Fe(ll) e comparado com o desempenho de um
sistema FIA convencional. Fibras Opticas foram usadas para detecc¢édo, e foi constatado um
consumo de reagente de 10 pL min™. A reprodutibilidade relativa obtida foi de 1,1% (n=6).
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Capitule 5

Parte Experimental

14



3.0 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Limpeza do material

Toda a vidraria utilizada para os experimentos foi descontaminada em banho de HNOs
10% (v/v) por, no minimo 24 h, e, em seguida, lavadas com &gua deionizada e
posteriormente com agua ultrapura com resistividade especifica de 18,2 MQ cm?, obtida

mediante o emprego de um sistema de purificacdo Milli-Q ® (Millipore, Bedford, MA, USA).
3.2 Amostras e reagentes

3.2.1 Amostras e reagentes para avaliacdo dos procedimentos de

decomposicéao

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. Os digeridos das
amostras foram obtidos utilizando os seguintes reagentes: acido sulftrico (Merck), acido
nitrico (Merck), peréxido de hidrogénio (Merck).

A solucdo multielementar contendo 50,0 mg L* de Al, Cd, Cr, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e
Zn foi preparada por diluicdo adequada, em agua, das solu¢cbes estoques de cada um dos
elementos a 1000,0 mg L (todas da marca Qhemis).

A solucdo multielementar contendo 100,0 mg L* de Ca, K, Mg, Na e P foi preparada
por diluicdo em agua da solucédo estoque de 1000,0 mg L* de Ca (Qhemis), K (Merck), Mg
(Merck), Na (Merck) e P (Merck).

Para a determinacédo de carbono residual foram preparadas solucdes de trabalho a
partir de uma solucédo estoque de uréia (500,0 mg L1).

As amostras de proteina texturizada de soja foram adquiridas em supermercados

locais.
3.2.2 Amostras e reagentes para estudos com microssistemas

Todos os reagentes utilizados neste estudo foram de grau analitico. Os reagentes
empregados foram: Acido ascoérbico (Merck), Acido Acético (Merck), Citrato de Sédio
(Merck), Sulfato de Sédio (Merck), 1-10-fenantrolina (Merck).

A solucdo multielementar contendo 500,0 mg L* de ferro (Il) foi preparada pela

adequada dissolugdo de sulfato ferroso amoniacal hexahidratado ((NH4)Fe(SO4)2.6H20)

(Vetec) para o preparo das posteriores solucdes de trabalho. Semelhantemente, a solucao
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multielementar contendo 500 mg L de ferro (IIl) foi preparada pela adequada dissolucéo de

sulfato férrico amoniacal (FeNH4 (SO4)2.12H20) (Vetec) para o preparo das posteriores

solugdes de trabalho.

Foi utilizada uma resina foto-sensivel a base dos oligdmeros uretana e acrilato para a
construcdo dos microssistemas, sendo esta adquirida através da Carimbo Medeiros Ltda
(Macdermid, trademark Flexlight M050).

3.3 Instrumentacao
3.3.1ICP OES

O equipamento empregado para determinagdo dos analitos de interesse neste trabalho
€ descrito a seguir:

Espectrébmetro de emissdo Optica com plasma de argbnio indutivamente acoplado
(VARIAN, Mulgrave, Austrdlia) simultaneo, com arranjo axial e detector do estado soélido
(Figura 1). O sistema Optico do ICP OES foi calibrado com solu¢do estoque multielementar
enguanto que para o alinhamento éptico utilizou-se uma solugédo contendo Mn 5,0 mg L. As
linhas espectrais foram selecionadas de acordo com a auséncia de interferéncias espectrais
e sensibilidade adequada para a determinacdo de elementos em baixas e altas
concentragdes, mediante estudo de linhas de emissdo dos elementos a serem investigados.

A Tabela 1 mostra as condi¢cdes experimentais utilizadas nos experimentos.

Tabela 1. Condi¢des experimentais utilizadas no equipamento de ICP OES com configuracéo

axial

Poténcia RF (kW) 1,3
Vazéo do gas de nebulizacéo (L min) 0,70
Vazao do gas auxiliar (L min-t) 1,5
Vazéo do gas do plasma (L mint) 15
Tempo de integracgéo (s) 1,0
Tempo de estabilizacdo (min) 15
Tempo de leitura (min) 1
Replicatas 3
Nebulizador Conceéntrico
Camara de Nebulizacao Ciclénica
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Linhas Espectrais (nm) Al (I C 0] Ca

396,152 193,024 396,847
Cd (I Co (I Cu

226,502 238,892 327,398
Cr (1 Fe (D) K

267,716 238,203 766,468
Mg (II) Mn () Na

280,267 257,611 589,592
Ni (I P () Pb

231,604 177,434 220,354
Zn Q) Y@ (1)

213,858 371,029

(In

(0

0]

0]

(In

@ elemento utilizado com padrédo interno (1,0 mg L) em todas as andlises no ICP
OES.
(D linha de emissao atbmica

(I linha de emissao ibnica

Figura 1. ICP OES (Vista Pro, Varian) e tocha na configuracéo axial

3.3.2 Equipamento para decomposi¢cao por via seca

Um forno mufla Quimis modelo Q318S, microprocessado com rampa e patamar
(Figura 2) foi utilizado para a decomposicdo de amostras de proteina texturizada de soja por
incineracao, fazendo o uso de cadinhos de porcelana como recipiente de amostra para a
utilizacdo no forno.
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Figura 2. Forno Mufla Q318S

3.3.3 Equipamentos para a decomposi¢cdo de amostras por aquecimento
condutivo

Os equipamentos empregados para a decomposicdo de amostras de proteina
texturizada de soja por aquecimento condutivo foram: chapa aguecedora Quimis modelo
Q313A (Figura 3), fazendo uso de erlenmeyers como recipiente de amostra e bloco digestor
Quimis TE-040/25 com controlador de temperatura analégico e capacidade para 40
microtubos em borossilicato, com dimensdes de 25 x 250 mm (Figura 4).

Figura 3. Chapa Aquecedora Q313A
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Figura 4. Bloco digestor TE-040/25

3.3.4 Equipamento para decomposicdo de amostras por radiacao

microondas

Um forno de microondas com radiacdo focalizada (Figura 5), com duas cavidades e
operando a pressao atmosférica (STAR 2, CEM, Matthews, N.C., EUA) foi empregado para
decomposi¢éo de amostras de proteina texturizada de soja. Como recipiente para a amostra
foram utilizados tubos de quartzo adequados, devidamente acoplados a condensadores

também de quartzo, promovendo o refluxo dos vapores acidos durante a decomposicao.

' i
|
Yy

s =S ”.
*?,H

Sas é cooc

g7/ 4

Figura 5. Forno de microondas com radiagdo focalizada STAR 2, CEM, Matthews, N.C., EUA
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3.3.5 Microssistemas

Uma fotoexpositora comercial (Fotolight-MD2-A4, Carimbos Medeiros Ltda, Brasil)
contendo dois conjuntos de quatro lampadas de mercurio (black light F15W T12 Sylvania) foi
empregada para a exposicao da resina a radiacdo UV (Figura 6), visando a construcao do
microssistema para determinagdo de ferro, de acordo com o procedimento descrito na
Figura 8.

O desenho da fotomascara, o qual define a configuragéo em fluxo do microssistema,
construido mediante uso do software AutoCad (2002), foi devidamente impresso na
resolucdo de 1200 dpi em transparéncia adequada, utilizando uma impressora a laser (HP
LaserJet 1300). Na etapa de revelacdo do substrato foi utilizado um banho ultrasénico
(Branson model 2210).

Os reagentes foram propulsionados para o microssistema através de uma bomba
peristaltica (Ismatec model ISM 931). O software utilizado para a aquisicdo dos dados,
através de uma interface paralela PCI-9111DG/HR (Adlink Tech. Inc.), foi escrito em
Microsoft Visual Basic 5.0.

A deteccdo do ferro foi obtida mediante detector (fotodiodo RS 308-067) de um
fotdmetro “home-made”.

A figura 7 ilustra a fotografia de funcionamento do microssistema, considerando a

propulséo dos fluidos por bomba peristaltica e detec¢cdo com fotdbmetro “home-made”.

Figura 6. Fotoexpositora utilizada para a exposi¢ao do substrato a radiagcao UV
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Figura 7. Fotografia de funcionamento do sistema miniaturizado para anélise por injecdo em
fluxo

3.4 Construcédo do microssistema para determinacao de ferro

O microssistema para aplicagdo em andlise por injecdo em fluxo foi construido
empregando-se a técnica de fotolitografia profunda no ultravioleta sobre a resina polimérica
foto-sensivel baseada nos oligdmeros uretana e acrilato (UA) [36]. O processo fotolitografico
de construcdo descrito por Fonseca et al. [33] foi empregado para o desenvolvimento do
microssistema empregado neste trabalho para a determinacdo de ferro em amostras de
proteina texturizada de soja (Fig. 8a).

De acordo com o procedimento descrito, inicialmente, a resina foto-sensivel foi
espalhada sobre um molde de acrilico contendo a fotomascara construida em transparéncia
laser (Fig. 8b), a qual contém a configuragdo de fluxo para o microssistema, definindo a
espessura de 2,0 mm para cada camada construida. Uma outra placa de acrilico foi
disposta sobre a anterior (Fig. 8c) e a utilizacdo de grampos adequados promoveu a
vedacao entre as placas.

Na sequéncia, a resina foto-sensivel foi submetida a radiacdo ultravioleta em duas
etapas. A etapa inicial (Fig. 8d) consistiu na incidéncia de radiacdo UV sobre o lado onde
ndo existe a sombra da méscara no polimero. A exposicao nesta etapa foi realizada por 75 s
(360 mJ cm), sendo esta necesséria para a criacdo do fundo dos canais. A segunda etapa
(Fig. 8e) consistiu na exposicdo do conjunto a radiacdo UV por 85 s (410 mJ cm 2) para que
a configuracdo disposta na mascara fosse impressa na resina. Apés esta etapa, o conjunto
foi imerso numa solucao aquosa comercial de detergente (5%, v/v) e submetido a sonicacao

em banho ultrasénico por 10 min. para a remocédo da regido nao polimerizada da resina. A
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proxima etapa consistiu na construcdo de uma cobertura superior para a formagédo dos
canais e selagem do sistema, cobertura esta construida de acordo com o procedimento
anteriormente descrito, a excecdo que, desta vez, ndo se utilizou uma mascara em
transparéncia. A exposicdo a radiacdo UV durou 135 s (dose de 650 mJ cm?). Na
sequéncia, a camada superior foi colocada em contato com a camada contendo os canais
para que, apés a exposicdo a radiagdo UV por 20 min (5,8 J cm 2) sob fluxo continuo de
nitrogénio, a selagem entre as camadas ocorresse de maneira irreversivel.

O acesso ao interior do microssistema pelos canais foi obtido com a utilizacdo de
agulhas de seringa hipodérmica (305111 — BD™), com diametro de 0,45 mm. Fibras épticas
plasticas com 250 um de diametro (Toray, UK) foram acopladas nas extremidades de uma
cela integrada com 5,0 mm de comprimento, a qual foi utilizada como caminho Optico, e
adaptadas ao sistema no intuito de conduzir a radiagdo emitida por um LED com maximo de
emissdo em 500 nm até a cela integrada e desta até o detector (fotodiodo RS 308-067) de

um fotdmetro “home-made” [36].
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A) Para receber a resina, uma base é
construida unindo-se uma guarnicdo de
borracha, uma transparéncia contendo o
“layout” do sistema e uma placa de
acrilico.

Guarnicéo de borracha

Transparéncia Laser

: Placa de Acrilico

B) A resina é espalhada sobre a base e
as bolhas, quando presentes, séo
eliminadas com o auxilio de uma agulha.

C) Outra placa de acrilico é colocada sobre a
base contendo a resina, e 0 excesso de
mondémero é eliminado com ajuda de um
algodao umedecido em éalcool.

D) A exposigdo a radiagdo UV é realizada inicialmente
por cima, de modo que a transparéncia ndo faga
sombras sobre o polimero.

E) Em seguida, expde-se o conjunto pelo lado
oposto, de modo que 0s canais possam ser
gravados.

Figura 8. Procedimento detalhado da construcdo do microssistema utilizando a resina foto-
sensivel a base dos oligbmeros uretana e acrilato. (A) esquema do molde e da transparéncia a

Laser, (B) deposicdo da resina foto-sensivel sobre o molde, (C) fechamento do conjunto, (D)
exposicéo durante 75 s, (E) exposicéo durante 85 s
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3.5 Estudo de linhas de emissé&o e avaliacdo da utilizacao de padrao interno
nas medidas por ICP OES

A selecdo das linhas espectrais foi efetuada de forma a se obter a sensibilidade
adequada e auséncia de interferéncias espectrais visando a determinacdo dos elementos
por ICP OES. A referida técnica possui como uma das principais caracteristicas a
possibilidade de determinacdo multielementar, devido a sua ampla faixa dindmica linear de
concentracao. LimitacBes associadas a esta técnica podem ser descritas como os limites de
detecgdo obtidos para elementos trago e a possibilidade de interferéncias espectrais [37].
Alguns procedimentos podem ser aplicados visando a melhoria da exatiddo do ICP OES
como a utilizagédo de padrdo interno e externo nas medicdes.

No presente trabalho foi efetuado o estudo das linhas de emisséo para os analitos Ca,
Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P e Zn. A solucdo de trabalho utilizada foi preparada em meio
acido, contendo os analitos a serem avaliados na faixa de concentracao linear: 0; 1; 2,5; 5,0;
7,5; 10; 15 e 25 (ug mL?) para Ca, K, Mg, Na e P e na faixa linear de concentragdo: 0; 0,1;
0,25; 0,5;0,8; 1; 1,5; 2, 3 e 5 (ug mL?) para Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn. As linhas espectrais
estudadas de cada analito sdo evidenciadas na Tabela 2.

Tabela 2. Linhas de Emisséo Estudadas para cada Elemento

Elementos Linhas de Emissé&o (nm) ‘ Elementos Linhas de Emissé&o (hm)
257,610 (I1); 259,372 (11);
317,933 (11); 393,366 (l1); 396,847
Ca Mn 260,568 (11); 279,482 (1);
(I1); 422,673 (1)
293,931 (11); 294,921 (11)
205,560 (I1); 206,158 (I1); 267,716
330,237 (1); 588,995 (1);
Cr (11); 283,563 (ll); 276,653 (lI); Na
589,602 (1)
205,560 (1)
213,598 (l1); 222,778 (1); 223,009 216,555 (I1); 221,648 (Il);
Cu (1); 224,700 (11); 324,754 (1); Ni 222,486 (ll); 227,021 (Il);
327,395 (1) 230,299 (11); 231,604 (II)
234,350 (I1); 238,204 (I1); 239,563
177,434 (1); 213,618 (I);
Fe (11); 259,940 (11); 260,709 (11); P
214,914 (1); 253,561 (1)
261,382 (1)
K 404,414 (1); 766,468 (l); 769,897
0] . 202,548 (I1); 206,200 (11);
n
M 202,582 (1); 279,553 (ll); 280,270 213,857 (1)
9 (I1); 285,213 (1)

() linha de emisséo atbmica
(1) linha de emisséo idnica
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Um padréo interno € uma espécie de referéncia, quimica ou fisicamente similar ao
analito, que é adicionada a amostras, padrdes e brancos. O sinal de resposta, entdo, ndo é
aquele considerado para o analito, mas a razdo entre o sinal do analito e o da espécie de
referéncia [16].

A utilizacdo de padréo interno em ICP OES possui como principal objetivo a corre¢céo
de erros instrumentais, erros relacionados a propria execug¢do do experimento e aos efeitos
promovidos pela matriz. A padronizacdo interna possui como principio a comparagao de um
sinal (is) analitco com um sinal (is) de referéncia fornecido por um elemento
adequadamente selecionado descrito como o padrao interno. Quando este procedimento é
utilizado, supde-se que o padrao interno, bem como o analito, sofrem influéncias similares
da matriz da amostra e que ambos sdo alterados igualmente pelas modificacdes nas
condigbes instrumentais ou operacionais [38,16,39]. O elemento itrio (Y) foi utilizado como
padréo interno nas medidas efetuadas.

Uma solucéo estoque 100 mg L de Y foi preparada a partir de uma solucéo de 1000
mg L de Y (Merck) para a execucédo dos experimentos. Uma aliquota da solugdo estoque
foi adicionada nas amostras previamente digeridas e também nas solu¢des de calibragéo,

de modo que a concentragdo de itrio resultante nestes correspondesse a 1 mg L.

3.6 Avaliagéo do Efeito de Matriz nas medidas por ICP OES

O estudo do efeito de matriz foi efetuado apds a otimizagdo dos procedimentos de
decomposicdo estudados, de forma a avaliar a influéncia da solucdo final dos digeridos
sobre a intensidade de emissdo dos analitos. Para a execucdo deste estudo foram
construidas curvas analiticas de calibracdo nos meios: &cido (HNOs ou H»SOs) diluido,
branco digerido e o digerido de proteina texturizada de soja utilizando os procedimentos de
decomposi¢do em chapa aquecedora (PC), bloco digestor (PB) e forno de microondas com
radiacdo focalizada (PF):

1. Acido diluido: a curva analitica de calibra¢do (0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 ug mL™?) foi
preparada tomando-se aliquotas da solucdo estoque 50 ug mL* de Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn
e o volume foi completado com agua Milli-Q® para 5,0 mL em frasco de polipropileno;

2. Branco digerido: a curva analitica de calibracdo (0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 ug mL?) foi
preparada tomando-se aliquotas da solucéo estoque 50 ug mL* de Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn
e o volume foi completado com a solucdo resultante do branco digerido até 5,0 mL em
frasco de polipropileno;

3. Proteina Texturizada de Soja digerida: a curva analitica de calibracdo (0,1; 0,25; 0,5; 1,0;

2,0; 5,0 ug mL?) foi preparada tomando-se aliquotas da solucdo estoque 50 pg mL* de Cr,
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Cu, Fe, Mn, Ni e Zn e o volume foi completado com as solucdes resultantes do diferentes
tipos de proteina digeridos até 5,0 mL em frasco de polipropileno.
Os coeficientes angulares das curvas analiticas construidas nos diferentes meios

foram comparados, utilizando o teste t-pareado para 95% de confianca.

3.7 Procedimentos experimentais para decomposicdo das amostras de

proteina texturizada de soja

S&o relatados a seguir os quatro procedimentos utilizados para decomposicdo das
amostras de proteina texturizada de soja, antes da quantificacdo por ICP OES axial. Os
procedimentos de decomposicao acida foram realizados em forno mufla, em placa com
aguecimento condutivo, em bloco digestor e em forno de microondas com radiacdo

focalizada.

3.7.1 Procedimento de decomposic¢ao por via seca.

O procedimento de incineragdo das amostras de proteina texturizada de soja foi
realizado de acordo com o método oficial de referéncia (AOAC) 999.11, recomendado para
amostras de alimentos. As amostras foram devidamente pesadas (~1,5 g) em cadinhos de
porcelana e posteriormente submetidas a incineragdo em forno mufla. A mufla foi ajustada
para atingir a temperatura de 450°C numa taxa de 50°C/h, permanecendo nesta
temperatura durante aproximadamente 12 horas. As cinzas brancas obtidas foram
solubilizadas em HCI 6 mol L** numa chapa aquecedora até evaporacdo. Os residuos foram
dissolvidos em 5 mL de HNO3 0,1 mol L, deixando-os em contato com o &cido por 2 horas

para posterior ajuste de volume com 0 mesmo &cido até 20 mL em tubos de polipropileno.

3.7.2 Otimizacdo do procedimento de decomposicdo em placa com

aguecimento condutivo.

As amostras de proteina texturizada de soja foram submetidas ao mesmo programa de
decomposicdo em chapa aquecedora independentes de sua granulometria. Apos
decomposicéo, os analitos foram determinados por ICP OES com visao axial.

Na realizacdo de testes iniciais, o procedimento utilizado foi: pesagem de 500,0 mg de
amostra, transferéncia de 5,0 mL de HNOs concentrado para o erlenmyer e aquecimento
gradual até a temperatura de 150° C, em placa de aquecimento. A mistura foi mantida em

aguecimento durante 40 min. Entdo, foram adicionadas aliquotas de 1,0 mL por minuto de
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peroxido de hidrogénio 30% (v/v) até constatacdo da decomposicao total das amostras.
ApOs este estagio, a solugdo permaneceu em aquecimento por mais 10 minutos até reducéo
de volume (~ 5 mL). O volume total de peréxido adicionado correspondeu a 5 mL. Os
digeridos &cidos foram filtrados em papel de filtro quantitativo de filtracdo rapida e levados
para medida no ICP OES com viséo axial, nas condicbes experimentais descritas na Tabela
1. Ap6s a decomposicao, as solugbes dos digeridos foram diluidas para 15,0 mL com agua
Milli-Q ©® e armazenadas em frascos de polipropileno.

3.7.3 Otimizacao do procedimento de decomposi¢cdo em bloco digestor.

Foi utilizado o mesmo procedimento descrito no item 3.7.2, adotando-se, agora, o

aguecimento em bloco digestor.

3.7.4 Otimizacdo do procedimento de decomposicdao em forno de

microondas com radiacéo focalizada.

Foram pesados 500,0 mg da amostra no frasco reacional de quartzo. Este frasco foi
colocado em uma das duas cavidades do forno e o programa de aquecimento efetuado é
descrito da Tabela 3. Antes de iniciar o aquecimento, adicionaram-se 1,0 mL de H,SO. e 5,0
mL de HNOs; concentrados sobre as amostras. Os digeridos foram transferidos para tubos

de polipropileno, completando o volume para 15 mL com agua Milli-Q ©.

Tabela 3. Programa de aquecimento para decomposicdo de amostras de proteina texturizada

de sojaem forno de microondas focalizadas

Rampa de
. _ Temperatura Patamar i
Estagio Aquecimento ) Reagente Aliquota
_ (°C) (min.)
(min.)

1 3 110 0

2 4 180 3

3 0 180 10 H202 (8 ml) 1ml

3.8 Determinacgéo da acidez final dos digeridos

Para a determinacéo da acidez final dos digeridos, uma aliquota de 100 pL foi tomada

e titulada com uma solucdo de NaOH 0,09972 mol L%, usando solucdo de fenolftaleina
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(1,0% m/v em etanol) como indicador. Os padrdes da curva analitica de calibracdo foram
preparados com a mesma concentracdo acida dos digeridos.

3.9 Determinagéo do carbono residual

Muitos procedimentos de decomposicdo por via Umida sdo empregados para a
dissolucdo de amostras de alimentos, sejam eles baseados no aquecimento térmico ou
radiacdo microondas. A eficiéncia de decomposicdo associada a estes procedimentos esti
relacionada com o tempo requerido para a decomposi¢do e o quanto esta foi completa [40].
No entanto, devido a elevada estabilidade de alguns compostos organicos presentes nas
amostras ou ainda, formados durante a decomposicdo, a oxidacdo incompleta destes é
comumente constatada [41]. A determinacdo do teor de carbono residual, portanto, & um
importante parametro para se avaliar a eficacia do procedimento utilizado para a
decomposicdo da amostra. O teor de carbono residual (RCC, do inglés Residual Carbon
Content) corresponde a fracdo do carbono original remanescente apds a decomposicdo da
amostra e subseqiiente pré-concentracdo da solucao por evaporacdo [42]. Este teor de
carbono pode ser investigado através de analise elementar, de modo que a técnica de
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado é largamente
utilizada para este fim [41,43,44].

No presente estudo, a determinacdo do RCC presente nos digeridos foi determinada
por ICP OES, utilizando a linha de emisséo do carbono 193.091 nm.

3.10 Caracteristicas analiticas do método

As caracteristicas analiticas dos métodos propostos foram avaliadas através dos
limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ). Para a determinagdo do LOD e do
LOQ, foram realizados 10 ensaios, ou seja, dez solucdes correspondentes ao branco foram
submetidas ao processo de decomposicdo e os sinais (intensidade de emissdo) foram
medidos por ICP OES.

3.11 Material de Referéncia Certificado

No mercado ndo sdo encontrados materiais de referéncia certificados de proteina
texturizada de soja ou similar e, portanto, o material de referéncia certificado do NIST
(Gaithersburg, Maryland, USA) de espinafre 1570a foi utilizado para a avaliagdo da exatidao

dos procedimentos de decomposi¢éo propostos.
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3.12 Aplicagao Analitica

Apdés a otimizacdo das condi¢cbes experimentais, quatro amostras de proteina
texturizada de soja disponiveis comercialmente, em granulometrias diferentes (Figura 9),
foram submetidas aos procedimentos de decomposi¢cdo. As caracteristicas das amostras,
encontradas nos rétulos das embalagens, estdo descritas a seguir. Para a amostra 1, tipo
fino, quantidade de carboidratos (200 mg g), proteinas (500 mg g*), isoflavonas (2,8 mg g
1), Ca (3,0 mg g?') e Fe (90 pug g?). Para as amostras 2 (natural médio), 3 (médio) e 4
(grande), quantidade de carboidratos (200 mg g?), proteinas (500 mg g*) e isoflavonas (2,8
mg g*?).

Figura 9. Amostras de proteina texturizada de soja submetidas & decomposi¢cdo mediante
procedimentos sugeridos
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4.0 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A seguir estdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para a otimizagdo dos
procedimentos de decomposicdo das amostras de proteina texturizada de soja, visando

determinacdo de elementos essenciais e ndo essenciais por ICP OES.
4.1 Estudo de linhas de emisséo dos analitos

As linhas de emissado de cada analito foram estudadas (Tabela 2) e foram construidas
curvas de calibragdo em &cido nitrico 2,5 mol L e sulfrico 1 mol L? para avaliagdo da
sensibilidade, de forma a selecionar adequadamente o comprimento de onda a ser utilizado
na determinacdo dos elementos de interesse pela técnica ICP OES. As curvas analiticas de
calibracdo nos diferentes meios estdo mostradas nas Figuras 10 e 11 (H.SO, 1 mol L?) e
nas Figura 12 e 13 (HNO32,5 mol L?).

Como se pode constatar, os coeficientes angulares obtidos para as curvas analiticas
preparadas em meio nitrico e sulfurico, para cada linha de emisséo dos analitos estudados,
diferiram entre si sendo que, para a maioria dos elementos, os valores obtidos em meio
sulftrico foram inferiores aqueles para o meio nitrico, provavelmente em decorréncia da
maior viscosidade associada a este &cido. Considerando solugbes &acidas, algumas
propriedades fisicas sdo diferentes em comparacdo a solugBes aquosas. Alteracdes na
viscosidade e tensdo superficial promovem alteragcbes na aspiragdo e nebulizacdo das
solucdes, enquanto que propriedades como densidade e volatilidade afetam o transporte do
aerossol através da camara de nebulizagdo. Estes resultados estdo concordantes com
dados da literatura [45,46]. Os coeficientes de determinagdo obtidos para as linhas
investigadas foram maiores que 0,9991. As linhas selecionadas para os elementos Ca, Cr,

Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P e Zn,estdo mostradas na Tabela 1.
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Figura 10. Curvas de calibracdo construidas em H,SO. para as intensidades das linhas espectrais para os analitos Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn
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4.2 Sistemas por aquecimento condutivo

Os procedimentos de decomposicdo &cida para amostras de alimentos requerem a
utilizacdo de &cidos com caracteristicas oxidantes ou, ainda, a combinagédo destes com
outros reagentes que definam um potencial oxidante eficiente. Muitos procedimentos séo
descritos, contudo, quatro combinacdes de reagentes sdo mais comumente utilizadas:
(HNO3/H2S0.4); (H2S04/H202); (HNO3s/H205); (H2SO4/HNOs/H20,), sob diferentes proporcdes
[47]. Estes procedimentos utilizando acidos ou mistura destes podem ser conduzidos em
sistema aberto utilizando chapa aquecedora ou bloco digestor, como também em sistemas
fechados sob alta pressdo com aquecimento térmico ou por microondas [48].

Os procedimentos de decomposicdo acida séo frequentemente utilizados devido as
suas simplicidades caracteristicas. S&o0 métodos muito versateis e de execugdo
relativamente rapida, de modo que as condi¢bes do processo de decomposicdo e a massa
de amostra utilizada sdo parametros que podem ser alterados sem maiores dificuldades. A
principal desvantagem associada a estes métodos estd relacionada a formacgdo de
compostos pouco sollveis e a incompleta decomposi¢do de matéria organica, o que define
a necessidade de utilizacao de acidos oxidantes como HNOs; e/ou H,SO4, essencialmente
gquando sdo avaliadas amostras de alimentos com elevado teor de gorduras e carboidratos,
e quando o objetivo é a completa decomposicdo da amostra [49].

Os procedimentos analiticos utilizados para a decomposicdo de amostras devem
envolver a menor manipulagdo possivel das mesmas, minimizando a possibilidade de
contaminacdo durante a etapa de preparo. Similarmente, é necessario que a técnica
analitica empregada na deteccdo dos elementos de interesse apresente parametros
analiticos adequados como sensibilidade, baixos valores de limites de detecgdo, e ampla
faixa dindmica linear [50,51]. O emprego da técnica ICP OES oferece vantagens como
analise multielementar simulténea, precisao e sensibilidade elevadas, rapidez e ampla faixa
dindmica linear, atendendo, portanto, aos requerimentos previamente considerados
[52,53,54].

Mediante consideracdo dos aspectos relacionados a decomposicdo de amostras por
aquecimento condutivo, anteriormente citados, sdo evidenciados, em sequéncia, 0S
resultados obtidos para as concentracdes dos analitos estudados apds procedimento de
decomposicdo das amostras em chapa aquecedora e bloco digestor (Sistema Condutivo) e

forno de microondas com radia¢éo focalizada.
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4.2.1 Validagéo dos procedimentos no sistema condutivo

4.2.1.1 Efeito de matriz

O efeito de matriz, conhecido também como efeito interelementos, € um tipo de
interferéncia causada basicamente por fenbmenos de absorcéo ou intensificacdo do sinal de
emissao, por parte dos outros elementos constituintes da matriz analisada [55]. O efeito de
matriz foi avaliado a partir dos coeficientes angulares obtidos através das curvas analiticas
preparadas em meio acido diluido, comparados com aqueles obtidos para as curvas
preparadas com as solucdes digeridas das amostras e da solugcdo branco para chapa
agquecedora (PC) e bloco digestor (PB). Os resultados estdo mostrados na Tabela 4 e nas
Figuras 14 e 15.

Tabela 4. InclinagcBes das curvas analiticas para Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn para o efeito de matriz
com ICP OES nos meios Cl (meio &cido diluido), C2 (meio do branco submetido a
decomposicdo em chapa aquecedora), C3 (proteina texturizada de soja submetida a
decomposicdo em chapa aquecedora), B2 (meio do branco submetido a decomposicdo em

bloco digestor) e B3 (proteina texturizada de soja submetida a decomposi¢cdo em bloco

digestor)
Meios Investigados
Elementos

C1 C2 C3 B2 B3
Cr 3395 3338 3046 3228 2938
Cu 1000 978 919 988 902
Fe 12539 12305 11374 12568 11179
Mn 56109 55017 48654 55601 46795
Ni 4012 3844 3580 3934 3418
Zn 29355 28307 26027 28134 28141

Para os elementos investigados, as inclinagbes das curvas analiticas construidas
empregando PC em meio acido diluido (C1), branco submetido aos procedimentos de
decomposicao (C2 para PC e B2 para PB) e proteina texturizada de soja digerida (C3 para
PC e B3 para PB) néo diferem significativamente, para um nivel de confianca de 95% [16].
Para os elementos Ca, K, Mg, Na e P nao foi estudado o efeito de matriz, em virtude da
diluicdo realizada para a determinacdo destes analitos. Estes resultados sugerem que o
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efeito de matriz ndo é significativo para as medidas em ICP OES, nas condi¢cdes
operacionais selecionadas para este trabalho. Deste modo, é possivel construir as curvas
analiticas de calibracdo em meio de HNO3 diluido para a determinacao.

4.2.1.2 Precisao

A precisdo foi estimada através da repetibilidade, pela avaliacdo do desvio padréo
relativo (RSD) do método referente a cada procedimento de decomposicao utilizado para as
amostras de proteina de soja, para seis determinagfes. Para PC, foram obtidos valores de
RSD inferiores a 5%, para os macro elementos, enquanto que os valores obtidos para os
micro elementos foram inferiores a 5% para Cu, Fe e Mn e inferiores a 13% para Cr, Ni e Zn
respectivamente. Para PB, os valores de RSD referente aos macro elementos foram
inferiores a 5%, com excecdo para o Na (21%), enquanto que os valores obtidos para os
micro elementos e elementos traco foram inferiores a 7% para Cu, Fe, Mn e Zn e
apresentando os valores de 27 e 13% para Cr e Ni respectivamente. Estes valores elevados
para Cr e Ni podem ser creditados ao fato das concentracbes determinadas destes
elementos estarem proximas ao LOQ. Os resultados obtidos para RSD associado aos
procedimentos PC e PB indicaram valores relativamente baixos e néo diferindo

significativamente para ambos os procedimentos.
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Figura 14. Curvas analiticas de calibracdo para avaliacdo do efeito de matriz para os elementos Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn para os diferentes meios

considerando o procedimento de decomposi¢cao em chapa aquecedora
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Figura 15. Curvas analiticas de calibracdo para avaliacdo do efeito de matriz para os elementos Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn para os diferentes meios

considerando o procedimento de decomposi¢cdo em bloco digestor
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4.2.1.3 Limites de Deteccéo e Quantificacéo

O limite de detecgcédo corresponde a menor quantidade do analito presente numa
amostra passivel de ser detectado embora ndo necessariamente quantificado nas condi¢des
de trabalho estabelecidas. O céalculo do limite de detec¢do pode ser efetuado como descrito
abaixo [56]:

LOD=3s/S
Onde:
s = desvio padrao correspondente as intensidades de sinal de 10 brancos
S = coeficiente angular da curva analitica de calibracao

O limite de quantificagdo corresponde a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicdes
experimentais estabelecidas. O calculo do limite de quantificacdo pode ser efetuado como
descrito a seguir [56]:

LOQ=10s/S
Onde:
s = desvio padrao correspondente as intensidades de sinal de 10 brancos

S = coeficiente angular da curva analitica de calibracdo

Os limites de deteccao obtidos para os macro elementos utilizando o procedimento PC
foram, em mg L*: Ca (0,48), K (0,062), Mg (0,083), Na (0,18), P (0,10), e para 0s micro
elementos, em ug L*: Al (0,46), Cd (0,10), Co (0,14), Cr (0,20), Cu (0,62), Fe (0,059), Mn
(0,019), Ni (0,32), Pb (0,40), Zn (0,059). Para o PB os valores encontrados, em mg L2, para
0s macro elementos foram: Ca (0,34), K (0,12), Mg (0,018), Na (0,23), P (0,21) e para os
micro elementos, em pug L*: Al (0,12), Cd (0,03), Co (0,023), Cr (0,11), Cu (0,42), Fe (0,053),
Mn (0,0052), Ni (0,12), Pb (0,36), Zn (0,046).

Os valores obtidos para os limites de quantificacdo para PC e PB, sdo descritos na
Tabela 5.
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Tabela 5. Limites de Quantificacao obtidos para decomposicdo acida em chapa aquecedora e

bloco digestor

Elementos Chapa Aquecedora Bloco Digestor

LOQemmgL?
Ca 1,59 1,13
K 0,21 0,39
Mg 0,28 0,061
Na 0,6 0,72
P 0,34 4,99

LOQemupugL?
Al 1,53 0,41
Cd 0,34 0,10
Co 0,47 0,075
Cr 0,66 0,37
Cu 2,08 1,40
Fe 0,20 0,18
Mn 0,062 0,017
Ni 1,06 0,39
Pb 1,32 1,19
Zn 0,20 0,15

Avaliando os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos, para os dois procedimentos é
permitido inferir gue os menores valores de LOD e LOQ foram obtidos quando empregada
decomposi¢éo em bloco digestor, para maioria dos elementos, o que pode ser explicado por
vantagens associadas a este procedimento, a exemplo de um aquecimento mais uniforme e

melhor controle da temperatura.

4.2.1.4 Exatidao

Para a avaliacdo da exatiddo dos procedimentos em placa aquecedora e bloco
digestor utilizou-se material de referéncia certificado de espinafre NIST 1570a em virtude da
auséncia de material certificado para proteina de soja. As amostras do CRM foram
submetidas aos procedimentos de decomposicdo em chapa aquecedora e bloco digestor e
0s resultados obtidos séao evidenciados na Tabela 6. Para os elementos Cd, Cu, Mn, Ni e Zn
ndo foi encontrada diferenga significativa entre os valores certificados e aqueles obtidos

para os procedimentos de decomposi¢do sugeridos apds aplicagdo do t-teste pareado, ao
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nivel de 95% de confianga. Os elementos Ca, P e Mg foram também estudados, entretanto,
os valores obtidos e certificados n&o foram concordantes ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 6. Comparacao dos teores (n = 3) de macro, micro e elementos traco obtidos por

decomposicdo em placa aqguecedora e bloco digestor para o material de referéncia NIST 1570a

Elemento Chapa Bloco digestor Valores certificados

Aquecedora

Concentracdo, mg g*

Ca 2,077 £ 0,061 1,697 £ 0,043 1,527 £ 0,041
P 1,137 £ 0,035 0,776 £ 0,009 0,518 £ 0,011
Mg 1,65 1,11 0,89

Concentracao, ug g*

Cd 241+ 0,14 2,56 + 0,08 2,89 +£ 0,07
Cu 133+ 1,7 125+1,2 12,2+ 0,6
Mn 70,4+ 3,8 75,0+24 759+19
Ni 2,36+ 0,2 228+£04 2,14+0,1
Zn 83+ 5 82+5 82+3

4.2.2 Aplicagédo do procedimento em placa aquecedora

A decomposicdo de amostras por via Umida sugere o aquecimento da amostra na
presenca de A&cidos minerais concentrados com elevado potencial oxidante, seja
individualmente ou em misturas. A decomposicdo de amostras mediante via Umida é
largamente empregada para a determinacdo de metais e dentre os ndo-metais podem ser
citados nitrogénio, fosforo e enxofre em diversas amostras. A principal vantagem deste tipo
de decomposigdo esté relacionada ao uso de menores temperaturas o que define a redugéo
do risco de perdas de elementos-traco [57,58]. A chapa aquecedora tem sido utilizada em
métodos de decomposicao de amostras para a quantificacdo de analitos para diversos tipos
de amostras, considerando as vantagens de baixo custo e ser possivel a utilizacdo de
maiores massas de amostras. Os resultados obtidos para as concentracdes dos analitos
determinados na amostra de proteina texturizada de soja sé@o evidenciados nas tabelas 7 e
8. Foi possivel a quantificagdo dos elementos Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Ni, P e Zn por ICP
OES. As concentracdes de Al, Cd, Co e Pb encontraram-se abaixo dos valores de LOQ

calculados para este método.
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A acidez residual dos digeridos obtidos para este método correspondeu a 2,5 mol L.
A eficiéncia de decomposicdo para este procedimento foi estimada pela determinacdo do
teor de carbono residual (%) [41] e o valor obtido correspondeu a 8,4%.

4.2.3 Aplicagédo do procedimento em bloco digestor

Nos procedimentos de decomposicdo de amostras por via Umida, o aquecimento
térmico pode ser também realizado por um bloco digestor. A decomposicdo em bloco
digestor pode levar de 3 a 12 horas a depender da matriz, apresentando alta frequéncia
analitica (40 — 100 amostras /decomposi¢éo), sendo que em muitos casos a utilizagdo de
peroxido de hidrogénio € necesséria, em adicdo aos &cidos oxidantes empregados no
procedimento, objetivando a aceleracdo da decomposicdo de amostras organicas. As
concentracdes obtidas para este procedimento sdo evidenciadas nas Tabelas 9 e 10. Foi
possivel a quantificacdo de Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Ni, P e Zn por ICP OES. As
concentragdes de Al, Cd, Co e Pb encontraram-se abaixo do LOQ calculado para este
método. A acidez residual dos digeridos obtidos para este procedimento correspondeu a 2,5
mol L A eficiéncia de decomposicdo para este procedimento foi estimada pela
determinacgédo do teor de carbono residual (%) [41] e o valor obtido correspondeu a 2,7%.

Avaliando-se os procedimentos de decomposi¢éo via imida empregando aquecimento
condutivo, utilizados neste trabalho, é possivel constatar que para a decomposicao de 500
mg de amostras de proteina texturizada de soja mediante utilizacdo de chapa aquecedora e
bloco digestor, foram obtidos resultados mais satisfatérios quando utilizado bloco digestor
em comparacgdo a chapa aquecedora, quando avaliadas as figuras de mérito LOD e LOQ,
bem como o teor de carbono residual, o qual avalia a eficAcia dos procedimentos de
decomposi¢cédo de amostras. O procedimento demonstrou caracteristicas interessantes como
simplicidade, baixo custo, precisédo e exatidao.

De modo geral, a composicdo mineral determinada para as amostras de proteina
texturizada de soja com diferentes granulometrias foi similar. As pequenas diferencas
constatadas podem ser creditadas a composicao da matéria prima utilizada para a producgéo

deste derivado, ao processamento ou a heterogeneidade das amostras.
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Tabela 7. Teor médio (mg g?) + desvio padréo (n = 3) de Ca, K, Mg, Na e P quantificados por ICP OES em amostras de proteina texturizada de soja

para decomposi¢cdo em chapa aquecedora

Amostras Ca K Mg Na P
1 2,45+ 0,10 17,73+ 0,78 3,10+0,11 0,53 £ 0,05 6,99 £ 0,22
2 2,02+0,13 15,88 + 0,69 2,68 £ 0,15 0,55 + 0,06 6,49 £ 0,25
3 2,26 +0,12 17,43 + 0,99 3,00 £ 0,17 0,59 £+ 0,05 7,57 £ 0,55
4 1,82+ 0,24 14,29 + 1,60 2,42+ 0,29 0,33 + 0,06 6,02 + 0,64

Tabela 8. Teor médio (ug g™*) + desvio padrdo (n = 3) de Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn quantificados por ICP OES em amostras de proteina texturizada de

soja para decomposi¢cdo em chapa aquecedora

Amostras Cr Cu Fe Mn Ni Zn
1 0,47 + 0,06 6,64 + 0,04 86,60 + 0,55 24,84 + 1,10 1,01+0,11 33,83 +4,82
2 0,83 + 0,05 8,10+ 0,28 78,67 £ 9,94 24,03 £ 0,69 1,59+0,21 30,52 + 3,99
3 1,03+0,12 6,52 + 0,13 77,49 +471 22,29 + 1,26 1,20 =+ 0,07 37,91 +431
4 0,76 + 0,17 4,58 + 0,64 53,14 + 0,99 16,53+ 1,41 0,75+ 0,07 14,40 + 2,22




Tabela 9. Teor médio (mg g?) + desvio padréo (n = 3) de Ca, K, Mg, Na e P quantificados por ICP OES em amostras de proteina texturizada de soja

para decomposicdo em bloco digestor

Amostras Ca K Mg Na P
1 2,06 +0,11 18,79+ 1,03 253+0,14 1,27 + 0,28 5,51+0,34
2 2,27 £ 0,07 21,40+ 0,21 2,90 £ 0,02 <LOQ 6,40 + 0,04
3 2,58 +0,24 23,39+ 2,15 3,17 £ 0,29 <LOQ 7,04 £ 0,75
4 2,13+ 0,07 20,08 + 0,81 2,68 £ 0,10 0,30 + 0,07 6,05 + 0,27

Tabela 10. Teor médio (ug g?) + desvio padréo (n = 3) de Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn quantificados por ICP OES em amostras de proteina texturizada de

soja para decomposicdo em bloco digestor

Amostras
1 0,19 £ 0,06 6,19 £ 0,35 68,71+ 2,44 20,61 £ 0,36 0,75+0,10 52,36 £ 1,26
2 <LOQ 10,18 + 0,56 90,56 £ 6,12 27,23+0,84 1,75+ 0,09 43,39 +1,43
3 <LOQ 8,55 + 1,07 85,18 + 7,55 25,99 + 2,66 1,48 +£0,28 53,84 + 0,85
4 0,31+ 0,07 6,90 £ 0,35 71,48 + 0,56 21,76 + 0,97 1,03+0,19 41,97 + 1,49




4.3 Sistemas assistidos por radiacdo microondas

4.3.1 Validacdo do procedimento de decomposicdo por forno de

microondas focalizadas

4.3.1.1 Efeito de matriz

O efeito de matriz para o procedimento de decomposi¢cdo utilizando forno de
microondas com radiacdo focalizada (PF) foi avaliado de forma similar, a partir dos
coeficientes angulares obtidos através das curvas analiticas preparadas em meio de acido
sulfarico diluido (F1), comparados com aqueles obtidos para as curvas analiticas
preparadas com a solucdo contendo os reagentes submetidos ao procedimento de
decomposicédo (F2) e com as solugdes digeridas das amostras de proteina texturizada de

soja (F3). Os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 11 e Figura 16.

Tabela 11. Inclina¢cdes das curvas analiticas para Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn para o estudado efeito
de matriz com ICP OES nos meios F1 (meio acido diluido), C2 (meio do branco submetido a
decomposicdo em chapa aquecedora), C3 (proteina texturizada de soja submetida a

decomposicdo em chapa aquecedora)

Meios Investigados
Elementos
F1 F2 F3
Cr 2926 2987 2433
Cu 909 934 1004
Fe 11500 11409 9333
Mn 51455 51890 47984
Ni 3451 3413 3162
Zn 26382 26010 23837

ApOs andlise dos resultados, aplicando-se o teste t pareado, concluiu-se que F1 e

F2, F2 e F3 e F1 e F3 nao diferem significativamente ao nivel de 95% de confianga. Deste

modo, é possivel construir as curvas analiticas de calibracdo em meio de H.SO, diluido.

Para os elementos Ca, K, Mg, Na e P ndo foi estudado o efeito de matriz, em virtude da
diluicdo realizada para a determinacéo destes analitos.
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Figura 16. Curvas analiticas de calibracdo para avaliacdo do efeito de matriz para os elementos Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn para os diferentes meios

considerando o procedimento de decomposicdo em forno de microondas com radiagéo focalizada
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4.3.1.2 Precisao

A precisédo foi estimada pela avaliacdo do desvio padrédo relativo (RSD) do método
referente ao procedimento de decomposicdo utilizando forno de microondas com radiagéo
focalizada, para seis determinacdes. Os valores de RSD referente aos macro elementos
foram inferiores a 5%, enquanto que os valores obtidos para os micro elementos foram
inferiores a 7% para Cu, Fe, Mn e Zn, exceto para Cr (13%) e Ni (16%). Os resultados
obtidos para o RSD associado ao procedimento de decomposicdo utilizando radiacdo
microondas como fonte de aquecimento indicaram valores relativamente baixos para os

analitos investigados.
4.3.1.3 Limites de Deteccéo e Quantificacao

Os valores obtidos para os limites de detec¢édo dos macro elementos foram, em mg L™
Ca (0,26), K (0,048), Mg (0,0063), Na (0,25), P (1,18) e, para os micro elementos, em pg L™
Al (0,17), Cd (0,037), Co (0,067), Cr (0,014), Cu (0,30), Fe (0,039), Mn (0,0050), Ni (0,23),
Pb (0,99), Zn (0,039). Os valores para os limites de quantificacdo obtidos referente aos

macro e micro elementos sao descritos na Tabela 12.

Tabela 12. Limites de quantificacdo obtidos para decomposi¢cdo acida em forno de microondas
com radiacéo focalizada

Elementos Limite de Quantificagcéo

LOQem mg L?

Ca 0,86
K 0,16
Mg 0,021
Na 0,83
3 3,95
LOQem pg L?
Al 0,55
cd 0,12
Co 0,22
Cr 0,048
Cu 0,99
Fe 0,13
Mn 0,017
Ni 0,76
Pb 3,31
Zn 0,13
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4.3.1.4 Exatidao

Para a avaliacdo da exatiddo do procedimento empregando forno de microondas com
radiacdo focalizada utilizou-se também o material de referéncia certificado NIST 1570a. Para
os elementos Cd, Cu, Mn, Ni e Zn nao foi encontrada diferenca significativa entre os valores
certificados e aqueles obtidos para os procedimentos de decomposicdo sugeridos apés
aplicacdo do t-teste pareado, ao nivel de 95% de confianca (Tabela 13). Os elementos Ca, P
e Mg foram também estudados, entretanto, os valores obtidos e certificados ndo foram

concordantes ao nivel de 95% de confianga.

Tabela 13. Teores (n = 3) de macro, micro e elementos trago obtidos por decomposicdo em

forno de microondas com radiacdo focalizada para o material de referéncia NIST 1570a

Elemento Forno de Microondas Focalizadas Valores Certificados
Concentragdo, mg g*

Ca 1,697 £ 0,042 1,527 £ 0,041
P 0,776 £ 0,009 0,518 + 0,011
Mg 1,11 0,89
Concentragdo, ug g*
Cd 2,56 + 0,08 2,89+ 0,07
Cu 11,8+ 0,7 12,2+ 0,6
Mn 70,8+ 1,3 75,9+19
Ni 2,29+0,3 2,14+ 0,1
Zn 84+ 3 82+ 3

4.3.2 Padréo interno

A necessidade de utilizacdo do elemento itrio como padrdo interno (Pl) foi avaliada
para este procedimento, considerando o uso de acido sulfirico no procedimento de
decomposicao, o qual pode promover problemas associados a eficiéncia de nebulizacdo e
transporte. A comparacao entre a concentracdo dos analitos na presenca ou ndo do PI é
ilustrada nas Figuras 17, 18, 19 e 20. Para as amostras 1 e 2, a diferenca foi significativa
para as concentracdes de Cr, na amostra 4 para os elementos Cu e Fe, nas amostras 3 e 4
para Mn, na amostra 4 para Ni e nas amostras 1 e 4 para 0 Zn, ao nivel de 95% de
confianga.

Considerando os macro elementos estudados, é possivel constatar que ao nivel de
95% de confianca, a diferenca foi significativa para o Ca na amostra 3, para o K nas

amostras 2 e 3, para 0 Mg na amostra 3, para o Na na amostra 2 e para o P nas amostras 1,
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2 e 3. A partir destes resultados, pode-se concluir que € necesséria a utilizacdo de padréo
interno para a quantificagdo destes analitos nas referidas amostras por ICP OES, apés
decomposicdo em forno de microondas com radiagéo focalizada.

4.3.3 Aplicacdo do procedimento em forno de microondas com radiagao

focalizada

O aquecimento de um material por radiacdo microondas se da devido a interacdo da
onda eletromagnética com o dipolo elétrico da molécula de 4gua e ions em solucdo. O
aquecimento por microondas € seletivo e dependera, principalmente, da constante dielétrica
e da freqiiéncia de relaxacdo do material [57]. Em laboratérios de andlise quimica séo
frequentemente utilizados equipamentos que promovem o0 aquecimento mediante emprego
de radiacdo microondas para a etapa de preparo de amostras, como por exemplo, os fornos
de microondas com radiacdo focalizada e com cavidade. As vantagens associadas a
utilizacdo de fornos de microondas para a decomposicédo de amostras estao relacionadas a
menor possibilidade de ocorréncia de contaminacdo, menor geracao de residuos, menores
tempos de execucgédo e a ndo existéncia de perda de elementos volateis como As, Hg e Se.
Especificamente, o forno de microondas com radiacdo focalizada trabalha sob presséo
atmosférica, havendo o controle de adicdo dos reagentes e amostras, tornando possivel a
automacdao e execugdo de multiplos procedimentos simultaneamente.

As concentragfes dos macro e micro elementos quantificados por ICP OES, apés
decomposicéo acida em forno de microondas com radiacéo focalizada séo evidenciadas nas
Tabelas 14 e 15. Foi possivel a quantificacdo de Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P e Zn
por ICP OES. As concentracbes de Al, Cd, Co e Pb encontraram-se abaixo do LOQ

calculado para este método.
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Tabela 14. Teor médio (mg g?) + desvio padrdo (n = 3) de Ca, K, Mg, Na e P por ICP OES em amostras de proteina texturizada de soja para

decomposicdo em forno de microondas com radiacéo focalizada

Amostras Ca K Mg Na P
1 0,48 £ 0,03 5,16 £ 0,26 0,64 + 0,03 0,12 + 0,01 1,44 +0,10
2 0,54 + 0,04 5,52 +0,21 0,67 £ 0,02 0,079 £ 0,011 1,72 + 0,06
3 0,45 £+ 0,02 5,04 + 0,09 0,62 + 0,01 0,15 £+ 0,02 1,67 £ 0,02
4 0,27 £ 0,04 3,67 +0,63 0,49 + 0,09 0,11 + 0,02 0,13 + 0,02

Tabela 15. Teor médio (ug g*) + desvio padrédo (n = 3) de Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn por ICP OES em amostras de proteina texturizada de soja para

decomposi¢cdo em forno de microondas com radiacéo focalizada

Amostras
1 1,76 £ 0,28 7,78 £ 0,60 104,30 + 1,99 24,46 £ 0,91 1,64 £ 0,19 44,11 £ 2,05
2 1,52+0,34 12,47 + 1,46 107,88 + 6,93 30,47 + 3,39 2,70 £ 0,65 51,65 + 3,80
3 1,82+ 0,28 8,71+ 0,80 96,75+ 0,14 26,30 £ 0,43 2,05+0,48 49,98 + 2,10
4 0,34 + 0,16 7,09 + 0,15 76,51 + 1,50 22,42 + 0,35 0,67 + 0,19 40,7 £ 0,29
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Avaliando o procedimento de decomposicdo via Umida empregando aquecimento por
microondas, é possivel constatar que para a decomposi¢do de 500 mg de amostras de
proteina texturizada de soja mediante utilizacdo de forno de microondas com radiacao
focalizada, foram obtidos resultados para Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn comparaveis aos obtidos
nas decomposi¢cdes em chapa aquecedora e bloco digestor. Quanto as figuras de mérito,
foram obtidos menores valores para LOD e LOQ, bem como o teor de carbono residual. O
procedimento demonstrou ser simples, e caracteristicas como precisdo e exatidao foram
obtidas quando aplicado material de referéncia certificado.

A acidez residual dos digeridos obtidos para este método correspondeu a 1,0 mol L.
A eficiéncia de decomposicdo para este procedimento foi estimada pela determinagéo do

teor de carbono residual (%) [41], e 0 valor obtido correspondeu a 0,084%.

4.4 Aplicacédo do procedimento de decomposicao por via seca

A decomposicdo de amostras por via seca assistida por forno mufla € um dos
procedimentos mais simples para a decomposicdo de amostras organicas e bioldgicas.
Limitacbes associadas a este procedimento podem ser descritas como: perda parcial ou
completa de elementos que podem ser convertidos em uma forma volatil; longo tempo de
execugcdo e alto risco de contaminagdo. No entanto, existem algumas vantagens
relacionadas a utilizacdo deste procedimento para a decomposicdo de amostras, tais como
possibilidade de utilizacdo de maior massa de amostra e simplicidade de execucédo, o que
define seu emprego como procedimento referéncia na determinagdo da exatiddo de outros
procedimentos de preparo de amostras [57]. No presente trabalho, o procedimento de
incineracdo das amostras de proteina texturizada de soja (PR) foi realizado de acordo com o
método oficial de referéncia (AOAC) 999.11 [59], e as concentrac¢des de Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e
Zn foram determinadas para os quatro diferentes tipos de amostra, visando posterior
comparagdo com os valores obtidos para os procedimentos de decomposicdo propostos
(Tabela 17).

Considerando o procedimento de incineragdo como referéncia, € possivel constatar
gue os resultados obtidos foram mais concordantes quando comparado aos procedimentos
em chapa aquecedora e bloco digestor, essencialmente para as amostras 2 e 4. Para a
amostra 1, os resultados foram concordantes apenas com o procedimento em chapa
aguecedora, enquanto que para a amostra 3 nao foram obtidos resultados concordantes, ao
nivel de 95% de confianca. Estes resultados podem ser creditados a possivel contaminacao,

a perdas durante o procedimento e/ou as diferentes granulometrias entre as amostras.
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45 Comparagdo entre os trés procedimentos de decomposicéo
estudados.

Nao existem informacfes sobre a composi¢cao mineral das amostras coletadas, o que
define a importancia da investigacdo acerca dos nutrientes, de forma a estabelecer um perfil
preliminar, dos quatro tipos de proteina texturizada de soja investigados no presente estudo.

As Tabelas 16 e 17 se referem a comparacao entre as concentracdes dos analitos
estudados para os 3 procedimentos analiticos de decomposicdo investigados. Para os
macro elementos ndo foi constatada diferenca significativa entre PC e PB. A tendéncia
negativa observada nos resultados obtidos para Ca e Mg nas decomposi¢cfes das amostras
utilizando PF, pode ser justificada pela provavel formacdo de sulfatos pouco sollveis, ou
ainda por problemas associados ao equipamento empregado para a digestao.

No que diz respeito aos micro elementos avaliados, comparando os resultados obtidos
quando se utilizou PB e PF, ndo foi encontrada diferenca significativa, ao nivel de 95% de
confianga.

De forma a fazer uma avaliacdo comparativa sobre a composicdo mineral das
amostras de proteina texturizada de soja investigadas neste trabalho, foi selecionado o
procedimento PB, e os resultados estdo mostrados nas Figuras 21 e 22. E possivel concluir
gue as concentracdes de Ca, Mg e P, séo similares para todas as amostras.

Para os elementos Cu, Fe, Mn e Ni foram encontradas maiores concentracdes na

amostra 2, enguanto que o teor de Zn encontrado na amostra 1 foi 0 maior.
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Tabela 16. Teor médio (mg g*) + desvio padrdo (n = 3) de Ca, K, Mg, Na e P por ICP OES em amostras de proteina texturizada de soja para

diferentes procedimentos de decomposicéo

Amostras Procedimento
Chapa 2,45+0,1 17,73+ 0,78 3,10+ 0,11 0,53 £ 0,05 6,99 £ 0,22
Bloco 2,06+ 0,11 18,79+ 1,03 2,53+0,14 1,27 £ 0,28 551+0,34
Microondas 0,48+0,03 5,16+0,26 0,64+0,03 0,12+0,01 1,44+0,10
Chapa 2,02+0,13 15,88 + 0,69 2,68 £ 0,15 0,55 £ 0,06 6,49 £ 0,25
Bloco 2,27 £ 0,07 21,40+ 0,21 2,90 + 0,02 0,07 +0,11 6,40 + 0,04
Microondas 0,54+0,04 5,52+0,21 0,67+0,02 0,079+0,011 1,72+0,06
Chapa 2,26+ 0,12 17,43 £ 0,99 3,00 £ 0,17 0,59 + 0,05 7,57 £ 0,55
Bloco 2,58 +0,24 23,39+ 2,15 3,17 + 0,29 0,08 + 0,12 7,04 +0,75
Microondas 0,45+0,02 5,04+0,09 0,62+0,01 0,15+0,02 1,67+0,02
Chapa 1,82+0,24 14,29 + 1,60 2,42 + 0,29 0,33 + 0,06 6,02 + 0,64
Bloco 2,13+ 0,07 20,08 + 0,81 2,68 £0,10 0,30 £ 0,07 6,05 £ 0,27
Microondas 0,27+0,04 3,57+0,63 0,49+0,09 0,11+0,02 0,13+0,02
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Tabela 17. Teor médio (ug g?) £ desvio padréo (n = 3) de Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn por ICP OES em amostras de proteina texturizada de soja para

diferentes procedimentos de decomposicéo

Amostras Procedimento
Incineragéo 0,49 £ 0,07 7,31 £ 0,06 88,67 £ 7,11 2474 +£1,73 1,09 £ 0,10 44,11 +1,05
Chapa 0,47 £ 0,06 6,64 + 0,04 86,60 + 0,55 24,84+ 1,10 1,01+0,11 33,83+4,82
! Bloco 0,19 + 0,06 6,19 + 0,35 68,71 + 2,44 20,61 + 0,36 0,75+0,1 52,36 + 1,26
Focalizadas 1,76 £ 0,28 7,78 + 0,60 104,30 + 0,99 24,46 + 0,91 1,64 £ 0,19 44,11 + 2,05
Incineragéo 0,17 + 0,05 10,38 £ 1,13 92,75+ 1,11 24,63+ 1,89 1,06 = 0,09 47,70+ 1,80
Chapa 0,83 + 0,05 8,10 £ 0,28 78,67 + 9,94 24,03 + 0,69 1,59 + 0,21 30,52 + 3,99
? Bloco <LOQ 10,18 + 0,56 90,56 + 6,12 27,23 +0,84 1,75+ 0,09 43,39+1,43
Focalizadas 1,52+0,34 12,47 + 1,46 107,88 + 6,93 30,47 + 3,39 2,70 + 0,65 51,65 + 3,80
Incineragédo 0,45 + 0,09 7,35+ 0,13 70,42 + 8,94 19,97 + 0,43 0,55+ 0,05 43,32 £ 0,35
Chapa 1,03+0,12 6,52 + 0,13 77,49+ 471 22,29+ 1,26 1,20 =+ 0,07 37,91 +431
: Bloco <LOQ 8,55+ 1,07 85,18 + 7,55 25,99 + 2,66 1,48 £ 0,28 53,84 £ 0,85
MW 1,82 +£0,28 8,71+0,8 96,75+ 0,14 26,30 £ 0,43 2,05+0,48 49,98 £ 2,10
Incineragéo 0,37+ 0,11 7,60 + 0,30 79,14 + 1,63 22,10 + 0,67 0,49 + 0,04 47,02 +£1,62
Chapa 0,76 + 0,17 4,58 + 0,64 53,14 + 0,99 16,53+ 1,41 0,75 + 0,07 14,40 + 2,22
: Bloco 0,31 £ 0,07 6,90 £ 0,35 71,48 + 0,56 21,76 £ 0,97 1,03£0,19 41,97 £1,49
Focalizadas 0,34 + 0,16 7,09 + 0,15 76,51+ 1,5 22,42 + 0,35 0,67+ 0,19 40,7 £ 0,29
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Figura 21. Concentracbes de Ca, Mg e P para as amostras de proteina texturizada de soja em

diferentes granulometrias considerando a decomposi¢cdo em bloco digestor (PB)
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Figura 22. Concentrac8es de Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn para as amostras de proteina texturizada

de soja em diferentes granulometrias considerando a decomposi¢cdo em bloco digestor (PB)
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4.6 Resultados para a determinacdo de ferro em amostras de proteina

texturizada de soja empregando microssistemas

Com o objetivo de determinar a concentracdo de ferro em amostras de proteina
texturizada de soja, considerando a notavel importancia deste elemento como contribuicéo
ao desenvolvimento do corpo humano, sendo o mesmo essencial na sintese da
hemoglobina e fundamental como ativador metalico para indmeras enzimas, foram
construidos sistemas miniaturizados para utilizacdo em andlise por injecado em fluxo com
diferentes configuracdes, no que se refere ao “layout” do sistema, de acordo com a corrente
tendéncia de miniaturizagdo dos meétodos analiticos visando compacticidade para todo o
sistema, portabilidade e uma significante redu¢cdo no consumo de reagentes o que define
reducdo no custo e nos residuos quimicos descartados. As amostras foram digeridas
utiizando PF, pela constatacdo do menor valor para acidez residual associado a este
procedimento, conforme programa descrito no item 3.7.4. As amostras e as solucdes de
referéncia, bem como os reagentes utilizados no estudo, foram inseridos no microssistema
mediante injecédo hidrodinamica sob um fluxo continuo de 50 pL min*, usando uma bomba
peristaltica. As medidas de absorvancia foram obtidas através de um LED com maximo de

emissao definido em 500 nm.

4.6.1 Ensaios preliminares

De acordo com o procedimento descrito na Figura 8, um microssistema com canais
de 303 pm de largura e 271 um de profundidade foi devidamente construido para a
realizacdo dos primeiros estudos objetivando a quantificacdo de ferro nas referidas
amostras. Apds a construcdo do microssistema, um elastbmero ndo absorvente na regido
visivel do espectro eletromagnético foi entdo obtido [60]. As agulhas e as fibras Opticas
foram adaptadas ao microssistema e as conexdes foram entédo testadas mediante injecdo de
fluxo continuo de dgua numa vazédo de 3,0 mL mint. Nenhum vazamento foi constatado

apo6s 30 minutos de fluxo continuo (Figura 23).
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Figura 23. Adaptacdo das agulhas e fibras O&pticas para o devido funcionamento do

microssistema

O microssistema proposto, mostrado nas Figuras 24 e 25, com dimensdes de 5 cm X
2 cm x 0,4 cm, mantém caracteristicas imprescindiveis para um sistema FIA como al¢a de
amostragem (L.A.), canal de reacdo (C.R.) e cela de fluxo (0,5 cm de caminho 6ptico). As
operagbes basicas de um sistema de andlise por injecdo em fluxo com detecgéo
espectrofotométrica convencional podem, portanto, ser realizadas. Um volume de 7,0 pL foi
calculado para todo o sistema e um volume de 0,6 pL foi definido para o loop de

amostragem (ab), de acordo com as dimens&es dos canais.

LED
500 nm
SA.R. R2 ‘F.0.
CR.>
aLA.| [} § 4.
¢ L
CR.1
E.A. iF.O.
Fotodiodo

Figura 24. Microssistema proposto para determinacdo de ferro em derivados de soja. C,
carregador; E.A., Entrada de Amostra; S.A., Saida de Amostra; L.A., Loop de Amostragem (ab
= 0,6 pL); R1, Canal para insercdo de Reagente; R,, Canal para insercdo de Reagente; C.R.q,
Canal de reacdo (4 cm); C.R.,, Canal de reac&o (6 cm); F.O., Fibra Optica; C.F., Cela de Fluxo
(0,5 cm); D, Descarte
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Figura 25. Microssistema para determinacdo de ferro em digeridos de proteina texturizada de

soja

Este microssistema foi construido admitindo a utilizacdo de confluéncias para a
determinagédo de ferro, fundamentado no método tradicional empregado para este fim,
baseado na complexacdo do referido analito com 1-10 fenantrolina. Nos primeiros testes
efetuados, foi utilizado acido sulfirico na concentragdo de 0,05 mol L* como carregador (C),
acido ascérbico na concentracdo de 1% (m/v) em Ri, e 1-10 fenantrolina 0,3% (m/v) em
tampao citrato de sddio 10% (m/v) em Ra. Inicialmente, a amostra carreada pelo H.SO, se
mistura por confluéncia em C.R.1 com o0 acido ascérbico injetado em R; para que a reducéo
do Fe®* para Fe?" presente na amostra ocorra. O acido ascérbico foi escolhido como redutor,
preferencialmente ao cloreto de hidroxilamina, em virtude do seu maior poder redutor,
guando empregado em solu¢gBes muito acidas (pH<1) [20]. Por conseguinte, a complexa¢éo
entre o Fe?* e a 1-10 fenantrolina em pH adequado (2 — 9) ocorre em C.R., para posterior
deteccéo fotométrica.

Uma solucédo de 10 mg L de Fe®* em H,SO, 1,0 mol L foi entdo injetada em E.A.
para primeira avaliacdo. Os primeiros resultados obtidos indicam a existéncia de sinais
espurios causados pelo efeito Schilieren (Figura 26). Em sistemas de analise por inje¢cdo em
fluxo, a amostra é transportada por uma solucéo carregadora até o detector. Um gradiente
de concentracdo é formado quando a amostra é dispersa durante este transporte. Em
sistemas FIA, a formacéo de intensos gradientes de concentracdo promove a formacéo de
indices de refracdo na zona de amostra. Os indices de refragdo sdo formados em diferentes
interfaces promovendo a focalizacdo do feixe de radiacdo em direcdo ao detector ou ainda o
espalhamento da radiacdo, o que define a formacdo de picos distorcidos ou invertidos
[61,62]. No intuito de atingir a supressdo deste efeito, foram testadas diferentes
concentracdes dos reagentes H.SO., &cido ascorbico, citrato de sodio e 1-10 fenantrolina
nas respectivas faixas de concentracédo: 0,05 -1 mol L?; 0,1 — 1 % (m/v); 1 — 10 % (m/v) e
0,01 - 0,3 % (M/v).
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Figura 26. Grafico de Absorvancia x Tempo para a injecdo de 10 mg L* de Fe®*

Foram injetadas solucdes de Fe?* e Fe®* em meio acido (H.SO.), sob diferentes
concentracdes, variando entre os valores de 1 e 10 mg L™. Entretanto, ndo foram obtidos
resultados satisfatérios, consequentemente o problema relacionado ao efeito Schilieren ndo

foi resolvido.
4.6.2 Construcédo de um novo microssistema alterando a configuracao
De acordo com o procedimento descrito na Figura 8, um novo microssistema com

canais de 303 um de largura e 271 um de profundidade foi devidamente construido. Sua

configuracdo estd mostrada nas Figuras 27 e 28.
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Figura 27. Novo microssistema proposto para determinacéo de ferro em derivados de soja. C,
carregador; E.A., Entrada de Amostra; S.A., Saida de Amostra (dois canais possiveis); L.A,,
Loop de Amostragem (ab = 0,6 pL, ac = 1,0 pL); Ry, Canal para insercdo de Reagente; Ry, Canal
para insercdo de Reagente; C.R.;, Canal de reacdo (7 cm); C.R.,, Canal de reacéo (7 cm); F.O.,
Fibra Optica; C.F., Cela de Fluxo (0,5 cm); D, Descarte

Figura 28. Novo microssistema proposto para determinacgéo de ferro

Ap6s a adaptacdo das agulhas e das fibras opticas, os primeiros testes foram
realizados para 0 novo microssistema, com dimensfes de 5 cm x 2 cm x 0,4 cm. Um volume

de 9,0 uL foi calculado para todo o sistema e volumes de 0,6 e 1,0 puL foram definidos para
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os loops de amostragem ab e ac, respectivamente, de acordo com as dimensdes dos
canais.

Os primeiros ensaios efetuados neste microssistema foram desenvolvidos utilizando
acido sulfurico na concentragcdo de 0,01 mol L't como carregador (C), acido ascérbico na
concentracdo de 0,2% (m/v) em R; e 1-10 fenantrolina a 0,02% (m/v) em tampao citrato de
sédio 0,3% (m/v) em Rz. A amostra carregada pelo H,SO4 mistura-se, por confluéncia em
C.R.1, com o &acido ascérbico injetado em R; para que a reducéo do Fe®" para Fe?* presente
na amostra ocorra. Por conseguinte, a complexacdo entre o Fe?" e a 1-10 fenantrolina
ocorre em C. R., para posterior deteccao fotométrica.

Solucdes de Fe** em meio &cido (H.SO4) (0,01 — 1 mol L) nas concentragdes de 1 a
10 mg L* foram injetadas em E.A. para os estudos subseqlientes. Foram avaliadas duas
alcas de amostragem (ab e ac) passiveis de injecdo das solucbes de ferro. As
concentragdes dos reagentes H,SO., acido ascorbico, citrato de sodio e 1-10 fenantrolina
foram avaliadas nas respectivas faixas de concentracéo: 0,05 — 1 mol L%; 0,1 — 2 % (m/v);
0,3 -3 % (m/v) e 0,01 — 0,05 % (M/v).

Os resultados obtidos, utilizando esta configuracéo e as concentragdes dos reagentes
ja descritas, evidenciaram a existéncia do efeito Schilieren ainda pronunciado, ndo sendo
constatada, também, diferenca significativa entre os resultados obtidos para a injecdo da
solucdo do branco e das solucdes de Fe®*. Portanto, foi necessaria a alteracdo na
configuragao definida para a injecdo dos reagentes no microssistema.

Avaliou-se o efeito da utilizagdo de acido ascorbico como carregador (C) e da injecao
de 1-10 fenantrolina tamponada em citrato de sodio, no canal R:. Desse modo, a reducao de
Fe*" a Fe?* e a complexacgédo deste ultimo com a 1-10 fenantrolina em pH adequado ocorre
guase que simultaneamente nos canais de reagdo C.R.1 e C.R.2 (14 cm no total). O loop de
amostragem utilizado preferencialmente foi o ac (1,0 yL). Com um maior volume de amostra
e maior canal de reagéo, espera-se uma mistura mais efetiva, promovendo a supresséao do
efeito Schilieren e melhorando a resolugdo dos sinais obtidos, o que torna possivel a
quantificacé@o de ferro pelo método proposto.

Uma curva analitica para solu¢ées padrdo de Fe®* foi construida, nas concentracées
de 1 a 5 mg L?, em meio de H,SO4 0,01 mol L?, &cido ascérbico 0,2% (m/v) e 1-10
fenantrolina 0,02% (m/v), em citrato de sodio 0,3% (m/v). A curva analitica apresentou boa

relacéo linear (r = 0,9997) como pode ser observado na Figura 29.
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Figura 29. Fiagrama obtido para a curva analitica de calibragdo para Fe®* (1a5mgL?)

A acidez residual dos digeridos (obtidos apos decomposi¢cdo das amostras de proteina
texturizada de soja utilizando PF) apresentou valores de cerca de 1,0 mol L, o que torna
inviavel a utilizacdo da configuracdo utilizada até entdo para a quantificagcdo de ferro. Para
tanto, foi também avaliada a utilizacdo de sulfato de sodio objetivando o ajuste dos
gradientes de concentracdo formados na zona da amostra atenuando, consequentemente, o
efeito Schlieren, responsavel pela diminuicdo da sensibilidade analitica. Em outra etapa
experimental, o digerido da amostra foi injetado diretamente no microssistema (acidez de
1,0 mol L), sem a diluicdo prévia da mesma. Constatou-se a necessidade de otimizacédo
das concentragfes dos reagentes.

Utilizando &cido ascoérbico como carregador (C) e promovendo a injecdo de 1-10
fenantrolina tamponada em acido acético/acetato de sédio (HAcC/Ac) no canal R; e
mantendo o canal R; inativo, foram realizados novos testes no intuito de quantificar ferro nos
digeridos de proteina texturizada de soja. Assim, a reducéo de Fe*" a Fe?* e a complexacéo
deste ultimo com a 1-10 fenantrolina em pH adequado ocorrem novamente nos canais de
reacdo C.R.; e C.R.» (14 cm no total) fazendo uso preferencial do loop de amostragem ac
(1,0 pL). Em virtude do maior tamanho deste loop, a probabilidade do surgimento do efeito
Schlieren é menor.

As concentracfes dos reagentes acido ascoérbico, tampdo HAc/Ac™ e 1-10 fenantrolina
foram avaliadas nas respectivas faixas de concentracéo: 0,1 — 1%; 0,1 — 5 mol L?; 0,05 —
0,1 % (m/v), considerando a injecdo de solucdes de Fe®" nas concentraces de 1-10 mg L*
em meio 4cido (H2SO4: 0,05 — 1 mol LY).

A avaliacdo das concentracdes dos reagentes objetivando injecdo dos digeridos das
amostras de proteina texturizada de soja na concentracdo acida de 1,0 mol L ndo

demonstrou, até entdo, resultados satisfatérios no que diz respeito, essencialmente, a
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reducdo dos sinais espurios causados pelo efeito Schlieren e a boa resolu¢do dos sinais
obtidos.

4.6.3 Construgdo de um novo microssistema alterando as dimensdes

Por conseguinte, idealizou-se a construcdo de um novo microssistema com canais
maiores em largura e profundidade no intuito de obter uma mistura mais efetiva entre a
amostra e os reagentes, melhorando, desse modo, a resolucdo dos sinais obtidos. De
acordo com o procedimento descrito na Figura 8, um novo microssistema com canais de
529 um de largura e 505 um de profundidade foi devidamente construido. O “layout” deste
Novo microssistema € o mesmo anteriormente descrito. Apos a adaptagdo das agulhas e
das fibras Opticas, os primeiros testes foram realizados para 0 novo microssistema com
dimensdes de 5 cm x 2 cm x 0,4 cm. Um volume de 25,0 pL foi calculado para todo o
sistema e volumes de 1,6 uL e 2,4 uL foram definidos para os loops de amostragem ab e ac

respectivamente, de acordo com as dimensdes dos canais.

4.6.3.1 Estudos com configuracdo em linha Gnica

Os estudos prosseguiram com testes similares aos efetuados anteriormente para o
microssistema com canais de 303 um de largura e 271 um de profundidade (Figura 27).
Entretanto, os primeiros resultados satisfatorios foram obtidos quando utilizada configuracado
em linha Unica. Nesta ocasiao, foi utilizado acido ascorbico 0,1% (m/v) como carregador (C),
e a injecao de 1-10 fenantrolina 0,1% (m/v) em tamp&o HAc/Ac™ na concentragéo de 1,0 mol
L foi também efetuada em C, mantendo inativos os canais R: e R.. A configuracédo deste
sistema foi, portanto, definida como em linha Unica de modo que a reducéo do ferro e a
complexacéo deste com a 1-10 fenantrolina ocorrem ao longo dos canais de reacédo C.R.; e
C.R.2 (14 cm no total). O loop de amostragem utilizado foi o ab, por promover sinais com
menor ruido e pela constatacdo de maior diferenca entre o sinal do branco e o
correspondente a concentracdes reduzidas de Fe?".

As solucdes analiticas de calibracdo de Fe®** foram preparadas em meio &cido
(H2SO4 1,0 mol L) e injetadas no microssistema em E.A. na configuracdo descrita
previamente para obtencdo dos sinais analiticos. Posteriormente, os digeridos foram
injetados sem diluicdo prévia, na concentracédo acida de 1,0 mol L. O fiagrama obtido na
determinacdo espectrofotométrica de ferro em proteina texturizada de soja utilizando linha
Unica € mostrado na Figura 30. Nota-se que o aspecto do fiagrama obtido é similar aqueles

obtidos por um sistema FIA convencional. A precisdo das medidas foi avaliada de acordo
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com 0s sinais obtidos para as inje¢cdes das amostras numa avaliagdo média, apresentando
valor de 3,26% (RSD%).

O uso de uma vazdo de 50 pL min 1 promoveu uma freqiiéncia analitica de 36
injegbes h'. Este valor, no entanto, é inferior aos valores convencionalmente obtidos por
sistemas FIA convencionais (120 h?) [20]. Contudo, esta desvantagem aparente é
minimizada quando avaliada a quantidade de residuo produzida pelo sistema, cerca de 24
mL de solucéo para o correspondente a 8 horas de trabalho.
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Figura 30. Fiagrama obtido na determinacdo de ferro (n=3) em amostras de proteina

texturizada de soja utilizando configuragdo em linha Unica

A Quimica Verde é definida como sendo a utilizacdo da quimica como agente de
prevencdo da poluicdo, seja esta ao ser humano, como também ao meio ambiente. Uma
grande variedade de métodos analiticos promove a geracdo de grandes quantidades de
residuos, definindo causa de impacto ambiental. Os parametros mais importantes a serem
avaliados nas consideracdes sobre a Quimica Verde sao a toxicidade e a quantidade gerada
de residuos [63,64].

A Figura 30 evidencia o fiagrama obtido na andlise das amostras de proteina
texturizada de soja. Nele s&o ilustrados também os sinais obtidos quando injetadas as
solucbes de calibracdo de ferro (0,0 — 6,0 mg L1), para posterior construcdo da curva
analitica, que demonstrou boa correlacdo linear (r = 0,9988). Os limites de deteccédo e de

quantificacéo foram de 0,56 e 1,87 mg L%, respectivamente.
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A tabela 18 lista os resultados obtidos utilizando o microssistema FIA, bem como os
resultados obtidos mediante 0 emprego da técnica de espectrometria de emissao Optica por
plasma indutivamente acoplado para a determinacdo de ferro nas amostras de proteina de
soja. Ao nivel de 95% de confianga, ndo foram constatadas diferencas significativas, exceto

para a amostra 4.

Tabela 18. Determinac&do de Fe?* em amostras de proteina texturizada de soja (n=3), utilizando

configuracdo em linha Unica

Amostra ICP OES (ug g1 UFIA (ug gb)
1 104,30 + 1,99 117,30 + 6,30
2 107,88 + 6,93 127,16 = 3,57
3 96,75+ 0,14 119,44 = 8,07
4 76,51 + 1,50 111,82+ 1,35

4.6.3.2 Estudos admitindo configuragdo em confluéncia.

Conforme descricdo em paragrafos anteriores, a utilizacdo de sulfato de s6dio como
atenuador do efeito Schlieren, fenbmeno causado pela formagéo de intensos gradientes de
indice de refracéo, foi avaliada mediante estudos realizados no microssistema construido
com canais de 529 um de largura e 505 um de profundidade.

A adicdo de um soluto inerte, com o objetivo de adequar o indice de refracdo do
reagente aquele das amostras tem sido amplamente utilizada para a redugdo do efeito
Schlieren em sistemas de analise por injecdo em fluxo [62]. A utilizagdo de solucdes
carregadoras com caracteristicas fisico-quimicas similares & das amostras e a utilizacéo de
confluéncia para introducdo de reagentes [65] tém se mostrado eficaz na tentativa de
reducdo do efeito Schlieren pela prevencdo de formagdo de gradientes de indice de
refracéo.

Nos estudos subsequentes, foi utilizado o sulfato de sédio como sal inerte, e a
configuracdo do sistema foi definida em confluéncia. Acido ascorbico foi utilizado como
carregador (C), injetado juntamente com acido acético e sulfato de sodio. A 1-10 fenantrolina
foi injetada em R: juntamente com acido acético e sulfato de sédio. O canal R, permaneceu
inativo, de modo que a complexacdo do Fe?" com a 1-10 fenantrolina ocorre ao longo dos
canais de reacdo C.R.; e C.R.,. A alca de amostragem utilizada foi a ab, por esta
proporcionar sinais com menor ruido e pela constatacdo de maior diferenca entre o sinal do

branco e o correspondente a concentracdes reduzidas de Fe?". As solucdes de calibragéo,
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assim como os digeridos das amostras, foram injetadas em E.A. em adicdo a acetato de
sédio na proporcao de 1:1 e 4gua na propor¢ao de 1:2.

A utilizac@o de acido acético, acetato de sodio e sulfato de sédio foi implementada
objetivando o equilibrio entre as espécies ibnicas presentes no sistema, minimizando o
efeito Schlieren, bem como a implementacdo de tampéo para a adequacéo do pH para a
formacdo do complexo estavel entre o ferro (Il) e a 1-10 fenantrolina. As concentragées dos
reagentes: acido ascorbico, acido acético, 1-10 fenantrolina, sulfato de sodio e acetato de
sbdio foram avaliadas nas respectivas faixas de concentracdo: 0,1 — 1 % (m/v), 0,5 — 2 mol
L1, 0,05-0,3 % (m/v), 0,5 -2 mol L%, 0,5 -2 mol L. As concentracdes definidas para tais
reagentes corresponderam a 0,1 % (m/v), 1 mol L%, 0,1 % (m/v), 0,5 mol L, 2 mol L?,
respectivamente.

A precisdo das medidas foi avaliada de acordo com o0s sinais obtidos para as
injecBes das amostras numa avaliagdo média, apresentando valor de 4,8% (RSD%).

O uso de uma vazdo de 50 pL min 1 promoveu uma frequéncia analitica de 33
injecdes h. A quantidade de residuo gerada correspondeu a 48 mL para um equivalente a 8
horas de trabalho. A pequena quantidade gerada de residuos denota a notavel adequacao
dos sistemas p-FIA aos principios da Quimica Verde.

A curva analitica mostrou boa correlacao linear (r = 0,9995), ao passo que limites de
deteccdo e quantificacdo na ordem de 0,077 e 0,26 mg L™ foram respectivamente obtidos.

A Tabela 19 lista os resultados obtidos utilizando o microssistema FIA e resultados
obtidos quando utilizada a técnica de espectrometria de emissao Optica para a determinagéo
de ferro nas amostras de proteina de soja, ndo sendo constatadas diferencgas significativas

ao nivel de 95% de confianga.

Tabela 19. Determinacdo de Fe?*em amostras de proteina texturizada de soja (n=3), utilizando

configuracdo em confluéncia

Amostra ICP OES (ug g% UFIA (ug gb)
1 104,30 £ 1,99 102,00 + 1,87
2 107,88 + 6,93 118,17 + 8,68
3 96,75+ 0,14 98,19+ 1,88
4 76,51 =+ 1,50 73,84 = 3,07

Os resultados obtidos assumindo as configurages em linha Unica e confluéncia
caracterizam a eficiéncia destes microssistemas utilizados para a determinagéo do teor de

ferro em digeridos de proteina texturizada de soja, de acordo com os objetivos do trabalho.
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5.0 CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo principal deste trabalho consistiu no desenvolvimento de metodologias
analiticas para a determinacdo de macro e micro elementos em amostras de proteina
texturizada de soja. Trés procedimentos baseados no principio de aguecimento condutivo e
por radiacdo microondas foram otimizados objetivando a decomposicdo das amostras de
proteina texturizada de soja, e uma avaliagdo comparativa entre estes procedimentos é
evidenciada na Tabela 20.

Tabela 20. Comparacdo entre os procedimentos em chapa aquecedora (PC), bloco digestor

(PB) e forno de microondas com radiacédo focalizada (PF)

Parametros PC PB PF
Massa de Amostra
500 500 500
(mg)
Volume de HNO3 (mL) 5,0 5,0 5,0
Volume de H>SO4
- - 1,0
(mL)
Volume de H>O, (mL) 5,0 5,0 8
Volume Total de
10,0 10,0 14,0
Reagentes (mL)
Tempo de
_ _ 70 60 20
Decomposi¢ao (min)
Tempo Total de
. _ 190 240 50
Andlise (min)
RCC (%) 8,4 2,7 0,084
Acidez Residual (mol
2,5 2,5 1,0
L)

Os procedimentos propostos se mostraram simples, ndo requerendo grande
quantidade de acidos e amostras para a execugdo. O procedimento em bloco digestor
apresentou vantagens como menor volume de reagentes, o que define a menor geracéo de
residuos, e maior freqiéncia analitica em comparacdo aos procedimentos PC e PF, e
desvantagens como maior teor de carbono residual e maior acidez final dos digeridos,
quando comparado a PF embora os resultados obtidos sejam concordantes mediante

aplicacdo de testes estatisticos para este ultimo.
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Estudos para avaliacdo dos efeitos de matriz foram executados no intuito de se
constatar a possivel influéncia da solucéo final, obtida apés procedimento de decomposicgéo,
sobre a intensidade do sinal dos analitos avaliados, de modo que as inclinacbes obtidas
para as curvas analiticas de calibragdo construidas nos diferentes meios ndo apresentaram
diferengas significativas, o que define a possibilidade de determinagdo dos elementos de
interesse utilizando curvas analiticas preparadas em meio do &cido diluido.

A adicéo de padréo interno nos digeridos obtidos mediante utilizacao de acido sulfurico
€ indispensavel, visto que a auséncia deste pode influenciar positiva ou negativamente a
intensidade do sinal dos analitos. Testes estatisticos foram aplicados e indicaram diferenca
significativa para a intensidade do sinal de alguns analitos nas amostras de proteina
texturizada de soja.

A determinacdo de elementos como Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn constitui
importante fonte de informacdo nutricional considerando a relevancia destes nutrientes
guando associados a dieta alimentar. Estes elementos s&o imprescindiveis nas reagdes
metabdlicas, desempenhando func¢des vitais em nosso corpo como manutengdo do
equilibrio de fluidos, controle da contragdo muscular, condugdo do oxigénio para a
musculatura e regulagem do metabolismo energético [66]. A proteina texturizada de soja é
um alimento que apresenta elevado teor protéico como também de alguns elementos a
exemplo de Ca, Fe e Zn, destacando a importancia do consumo deste subproduto da soja,
tem sido administrada em substituicdo a carne bovina sem constatacdo de perdas
nutricionais e preservando o teor de fibras.

A utilizagdo de sistemas miniaturizados de andlise por injecdo em fluxo na
determinagdo de Fe?* foi avaliada segundo seu desempenho, mediante aplicacdo de duas
configuracdes de fluxo distintas. A primeira configuracdo admitiu a injecdo de todos os
reagentes e amostra a solucao carregadora (sistema de linha Unica). Na segunda proposta,
a solugcédo tamponada do complexante foi adicionada por confluéncia ao fluxo carregador
contendo a amostra. As duas configuracdes propostas apresentaram resultados satisfatorios
para a quantificacdo de ferro(ll) em PTS com boa sensibilidade e exatiddo, quando
devidamente comparados aqueles obtidos pela técnica de ICP OES.

Um sistema confidvel, com reprodutibilidade adequada para determinacédo de ferro(ll)
pelo método baseado na complexacdo do analito com 1-10 fenantrolina aplicando deteccao
espectrofotométrica, foi construido e sua aplicacdo promove reducgdo significativa do
consumo de reagentes e da geragdo de residuos. Em conseqiéncia, o impacto sobre o
meio ambiente é consideravelmente diminuido, considerando ambas as configuragbes de

fluxo propostas.
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O método proposto pode ser aplicado em outras matrizes, desde que sejam
consideradas as condicbes estabelecidas, o que pode ser concretizado para outros
derivados de soja em trabalhos subsequentes.

Como trabalhos futuros, pretende-se estabelecer o perfil da composigédo mineral de
outras amostras de produtos derivados da soja, bem como avaliar o teor de acidos graxos e
isoflavondides em amostras de soja e derivados sejam estes cultivares transgénicos ou nao,

distribuidos comercialmente em Salvador e Regido Metropolitana.
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