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A teoria é que todo mundo tem 100 pontos.
100 é a soma dos pontos das caracteristicas que vocé tem.
Por exemplo: 8 em alegria, 7 em disciplina, 10 em inteligéncia, e assim por

diante.

Se vocé tem menos pontos no item experiéncia, é porque deve ter mais
pontos no item capacidade de se surpreender. Se vocé tem menos no
quesito falar, com certeza vai ter mais no quesito ouvir. E por ai vai.

E isso que faz a sua personalidade ser Unica e especial. E é isso que faz
todas as pessoas ter a sua beleza propria.

Segundo os direitos humanos, todo mundo é igual. S6 que na verdade, todo

mundo é também muito diferente.

Mas todo mundo tem 100 pontos.

(autor desconhecido)

Ser feliz ndo é ter uma vida perfeita. Mas usar as ldgrimas para irrigar a
tolerdncia. Usar as perdas para refinar a paciéncia. Usar as falhas para
esculpir a serenidade. Usar a dor para lapidar o prazer. Usar os

obstdculos para a abrir as janelas da inteligéncia. (Augusto Cury)
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RESUMO

Entre as diferentes formas empregadas para o preparo de amostras organicas
visando a determinacdo de elementos inorganicos, uma alternativa que foi avaliada
neste trabalho foi a digestdo assistida por radiacado microondas empregando &cidos
diluidos. Estudos recentes demonstram ser essa uma alternativa eficiente no tocante
a solubilizacdo de elementos minerais para determinagcdo por técnicas
espectroscopicas. No entanto, a eficiéncia deste procedimento depende das
caracteristicas originais da amostra. Neste enfoque, a eficiéncia da decomposicao foi
avaliada, considerando-se as caracteristicas originais das amostras e a
caracterizacdo dos produtos finais presentes na solucdo apdés a decomposicéo.
Amostras de tecido vegetal (soja em gaos e Paspalum) e de tecido animal (sangue e
visceras de bovino), utilizando misturas oxidantes em diferentes concentracdes
acidas foram digeridas em forno por radiagdo microondas com cavidade.

A eficiéncia das decomposi¢cOes foi avaliada a partir da determinacdo dos
teores de carbono organico residual e da recuperagcédo de minerais. A caracterizagéo
original das amostras, realizada a partir da determinacdo dos teores de proteina
bruta (PB), gordura (EE) e carbono original (CHN-S), foi efetuada com o intuito de
correlacionar essas caracteristicas com 0sS compostos remanescentes apos as
digestdes.

As solugbes residuais foram caracterizadas inicialmente por técnica
espectroscopica (RMN de 'H) para identificar os principais compostos organicos
remanescentes. Apds 0s primeiros resultados, estudos para separacdo foram
realizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo por ultravioleta.
Em seguida os produtos de reacdo foram, correlacionados com a composi¢cao

guimica inicial das amostras.
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ABSTRACT

Microwave-assisted with diluted acids is an alternative to sample preparation of
organic samples owing inorganic elements solubilization for spectroscopic techniques
determination. The efficiency of this procedure depends on the sample’s original
characteristics. In this way, the decomposition efficiency was evaluated considering
the sample’s original characteristics and the final products presents in the solution
after decomposition. Grains of soybean and samples of forage, bovine blood, and
bovine viscera were digested in cavity-microwave oven using oxidants mixtures in
different acid concentrations. The decomposition efficiency was evaluated from
residual organic carbon determination and mineral recovery by inductively coupled
plasma optical emission spectrometry. The original sample characterization was
performed from crude protein amount, fatty, and original carbon. In order to identify
the main remaining organic compounds, the residual solutions were firstly
characterized by spectroscopy technique (*H NMR), with the identification of typical
nitro-, aliphatic- and aromatic- compounds. Studies concerning separation of
nitrobenzoic acids isomers were performed by HPLC-UV, by using reversal phase
chromatography with C,g3 as stationary phase and H,O:acetonitrile:methanol
(75:20:5) + 0.05% TFA as mobile phase. The use of diluted acids proved to be useful
and recommended alternative, reducing the reagents volume and consequently the
variability of the residues provided by the decomposition process. Comparing the
digested solutions with the original sample composition, biological matrix with
structural amino acids, proteins and lipids produced nitrobenzoic acid isomers and

other organic compounds provided from the cleavage in chemical bonds.



INTRODUCAO 1

1. INTRODUCAO

Experimentos que envolvem a quantificacdo de elementos inorganicos
freqientemente necessitam de uma etapa de preparo da amostra. Todavia, essa
etapa apresenta um limitado desenvolvimento e pode ser considerada a etapa mais
lenta em uma metodologia analitica, ndo acompanhando a velocidade e a eficiéncia
da instrumentacdo em andlises quimicas®.

No final da década de 70, a utilizacdo da radiagdo microondas (MW) surgiu
como uma alternativa para a decomposicao de amostras por via umida. O emprego
de fornos sob radiacdo microondas ganhou popularidade quando foi associado a
digestdo &cida, reduzindo o tempo de preparo das amostras e minimizando a

quantidade de reagentes e de residuos gerados 2°.

A utilizacdo da radiacdo
microondas em procedimentos de fusdo, extracdo, catdlise e sinteses organicas,
também é cada vez mais estudada.

Na decomposicdo por via Umida, a combinacdo de um ou mais acidos
geralmente é utilizada. As caracteristicas fisicas e quimicas de cada &cido sé&o
unidas para melhorar a eficiéncia da decomposicdo. Outra forma de melhorar o
desempenho da decomposicdo é a utilizacdo de frascos fechados sob altas
pressfes. O consequente aumento do ponto de ebulicdo dos acidos, possibilita a
obtencdo de temperaturas mais elevadas e decomposi¢cdes mais efetivas, além
disso a perda de analitos volateis é evitada.*

Frascos fechados tém sido empregados para o preparo de amostras e um
grande numero de publicacdes descreve os procedimentos experimentais, sendo 0s

equipamentos comerciais compostos por esse tipo de frasco, dotados de diferentes

dispositivos de seguranca. Em relacdo ao emprego de diferentes acidos para
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digestdo de amostra, HNO3 é freqlientemente empregado devido a simplicidade de
manipulacdo, facilidade de purificacdo e sua eficiéncia na oxidacdo de compostos
organicos de amostras biolégicas *°°.

Porém, a eficiéncia da decomposicdo das amostras, relacionada a sua
composicdo original e a obtencdo de resultados necessita maiores investigacoes,
com o objetivo de adequar o uso de diferentes misturas extratoras e avaliar
parametros tais como reducdo de volume de reagentes e tempo de submissao a
radiacdo microondas. Dependendo da técnica de determinacdo empregada, esses
parametros podem influenciar os resultados analiticos.

Em funcdo das caracteristicas e das potencialidades do uso da radiacéo
microondas para a decomposicdo de amostras, o emprego de acidos diluidos é
recomendavel. Essa alternativa ja se mostrou bastante efetiva na diminuicdo da
guantidade de residuos gerados, reducdo de custos, obtencdo de branco e desvios
padrdo menores, além disso propicia digeridos mais apropriados para introducao por
nebulizadores em analises espectroscoépicas.

Uma analise quimica envolve normalmente as seguintes etapas: coleta da
amostra, secagem, estocagem (acondicionamento), digestdo, diluicdo volumétrica,
remocao das particulas, determinacdo dos analitos de interesse e acao a ser tomada
. O procedimento a ser seguido depende da matriz da qual o soluto sera isolado.
Observa-se que nao ha continuidade apdés a obtencdo dos resultados analiticos
desejados, sendo importante considerar a etapa do tratamento dos residuos gerados
durante o desenvolvimento do método analitico.

A quimica exerce papel preponderante no meio ambiente. E comum atribuir
as substancias quimicas os principais problemas de poluicdo. Mesmo entre os

cientistas, ainda ndo existe um consenso a respeito dos niveis de concentracdo das
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substancias que podem oferecer efeitos adversos a saude dos seres humanos e de
outros organismos vivos. Torna-se cada vez mais clara a necessidade de estudos
relacionados ao meio ambiente e ao impacto que diferentes compostos causam
quando descartados sem tratamento prévio °.

Varios compostos sdo persistentes (muito resistentes a degradacdo no meio
ambiente), bioacumulativos (acumulam-se nos tecidos de organismos vivos) e
toxicos. Devido a essas trés caracteristicas, pode-se dizer que esses compostos sdo
poluentes problematicos, aos quais 0s sistemas naturais podem estar expostos.

Consequientemente, a quantificacdo dos efeitos dos contaminantes deve ser
feita. O conhecimento dos niveis de poluentes pode ajudar a tracar a origem dos
contaminantes, além de permitir averiguar sua degradac&o no meio ambiente °.

A crescente preocupacdo com o desenvolvimento de uma “quimica limpa” tem
por objetivo a minimizacdo da producdo de residuos toxicos, aliada a geracao de
resultados representativos. E necessario o conhecimento da composi¢cdo dos
residuos de produtos organicos de origem reacional que sdo gerados apds as
decomposi¢cbes quimicas em meio acido que, na maioria dos laboratérios, sdo
descartados sem tratamento prévio. Devido ao desconhecimento da composicéo
organica dos residuos de digestdo, os tratamentos convencionais limitam-se a
neutralizacdo da acidez residual e, em casos de maior vigor, realiza-se a
precipitacdo de ions metélicos remanescentes que possuam potencial téxico.

Outra importante razdo para se conhecer a composicdo dos residuos é a
possibilidade de se fazer estudos relacionados ao preparo das amostras de maneira
"mais seletiva”, sem a necessidade de se destruir totalmente 0 composto organico

original.
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Um grande numero de trabalhos descreve o &cido nitrobenzéico e seus
isdBmeros como 0s principais produtos de decomposicdo de matrizes biolégicas
guando se emprega solucédo de acido nitrico a altas pressao e temperatura. Neste
trabalho foi realizada uma tentativa de separacéo e identificacdo desses isébmeros

apos digestao de tecido animal e vegetal empregando acido nitrico diluido.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Preparo de Amostras Empregando Radiacdo Microo ndas com Acidos

Diluidos.

As microondas sdo ondas eletromagnéticas e, como tal, sdo portadoras de
energia. Cobrem uma faixa de freqiéncia do espectro eletromagnético que varia de

300 a 300.000 MHz, como mostra a figura 1.

vishvel
reio x ubravioleta I' | Infravermelho microondas
j L ) L 1 F. b i |
! ko . . \
i LW L | I L [V I I L)
4010 o8 1rS k= 102 1 Metros)
L | 1 1 1 1
S 1072 T 1072 T 108 Sx 108 3x 109 Bx 10% MWikz)
|
- >l : ) -l |
Elétrons da Eétrons da Vibraocdes Fotacdes
Camada Camada Miolecuares MNoeculares
Interna de Valéncia

Figura 1. Espectro Eletromagnético®

Quando um material ndo transparente a radiacdo microondas absorve este
tipo de radiacdo, o material pode sofrer um aumento consideravel na sua
temperatura, devido principalmente a interacdo da radiacao eletromagnética com os
ions dissolvidos e com o solvente, provocando a elevagdo da temperatura devido a

dois principais mecanismos: migracdo ionica e rotacdo de dipolos. Esses dois
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mecanismos ocorrem quando a radiacdo microondas interage com a solucédo usada

para oxidacdo da amostra de interesse, como demonstrado na figura 2.

Figura 2. (A) Migracao Ionica e (B) Rotacdo de Dipolo devido a presenca do campo
eletromagnética oscilante’.

A interacdo da radiacdo microondas com o solvente € um dos principais
fatores responsaveis pelo aguecimento e, consequentemente, pelo aumento da
temperatura nos frascos reacionais. A tabela 1 mostra as temperaturas obtidas
quando &cidos inorganicos em diferentes concentracoes sdo empregados para a
decomposicdo de matrizes biologicas, tendo a agua como referéncia. Observa-se
que solucdes de acidos diluidos apresentam temperaturas superiores quando
comparadas com seus respectivos acidos concentrados. Isso indica que solugdes
diluidas podem ser empregadas sem que se comprometa a temperatura do meio

reacional *.
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Tabela 1. Poténcia absorvida por diferentes volumes de acidos minerais concentrados
comparados com agua destilada *.

Reagente e Concentragoes 50 mL 100 mL 200 mL
H.O 344 +9 408 +3 468 +5
HNO3 (14 mol L) 184+2  234+5 313 +4
HNO3 (1 mol L) 212+3  269+6 332+3
HF (29 mol L) 167 +3 238 +12 315 +15
H,SO, (18 mol L) 231+6  331+4 396 + 8
HCI (12 mol L} 148 + 3 173 +6 251 + 2
HCI (6 mol L) 138+ 3 190 + 4 253 + 4
HCI (1 mol LY 227+4 287 +7 340 +5

* Todas as poténcias calculadas sdo em watts  * desvio padrdo; n=5

O HNO3; concentrado sofre decomposicéo térmica, podendo gerar diferentes
oxidos, sendo todos sollveis em agua e com caracteristicas oxidantes reconhecidas.
Alguns desses 6xidos foram descritos por Cotton e Wilkinson (1996)*° s&o eles: NO,
NO,, NO3', N2O, N2O3, N2Oy4, N2Os, N2Og, HNO, e HNO,

Solucdes de HNO3; concentrado quando aquecidas em sistemas fechados,
tém como principal produto de decomposi¢cdo o NO,. Quando se emprega solucdes
de HNO;3 diluidas, o principal produto de reacdo € o NO.

O NO reage em atmosfera oxidante, levando a formacéo de NO,, que reage
com agua formando como produtos o HNO3; e o HNO,. Esses &cidos nitrosos se
decompdem, levando a formagdo de NO novamente, proporcionando uma reacao

em cadeia, como demonstra a equacdo 1 ''*2. Essa pode ser uma possivel
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explicacéo para o fato de se obter resultados satisfatérios quando se emprega HNO;

diluido em decomposicfes de materiais bioldgicos.

Equacédo 1 - 2NOyg + O — 2 NOyy
2N02(g) + H20(|) — HNO3 + HNO»

HNO, — HO + NO; + NO

Carrilho et al. (2002)*® recomendam uma proporcéo das misturas oxidantes
de 2,0 mL de HNO3; concentrado combinados com 1,0 mL de H;O, 30 % (v/v),
suficientes para digestdo de 300 mg de amostras bioldgicas.

Kotz et al. (2002)** e Stoeppler et al. (1979)* recomendam o uso de 0,4 a 2,0
mL de HNOgj para digestdo de 200 mg de amostra. Wiirfels e Jackwerth (1985 -
1989-a) >°, empregaram eficientemente um volume de 2,0 ml de HNO; para a
digestdo de 100 mg de amostras de padrdes de compostos organicos, controlando
somente a temperatura.

Myazawa et al. (1984)* empregaram solucdes de HNOs;, HCI, HCLO, e
H,S0,4 em diferentes concentracées (0,5; 1 e 2 mol L™) para extracdo de Ca, Mg, K,
P, Mn, Zn, Cu, e Fe de amostras de folhas de café, soja e Panicum maximum com
determinacdo por espectrometria de absorcdo atbmica com chama (FAAS). Neste
estudo, as solucées de HCl e HNO; 1 mol L™ apresentaram-se eficientes para
procedimentos de extracdo, com o objetivo de determinar os elementos analisados,
eliminando riscos de explosdo e problemas com a precipitacdo de KCLO4, que
podem ocorrer quando HCLO, é empregado. Os autores obtiveram resultados

eficientes para todos os elementos estudados, com excecao do Fe e P.
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Chao et al. (1996)'" realizaram o estudo de &cidos diluidos associado &
radiacdo microondas para extracdo de metais a niveis traco em amostras biolégicas
e determinacdo por espectrometria de absorcdo atbmica com atomizacao
eletrotérmica em forno de grafite (GFAAS). Massa equivalente a 300mg de material
de referéncia certificado de folha de maca (NIST 1515) foi digerida com 5,0 mL de
HNO; diluido. Solucées 10 e 14% v v'* de HNO3 apresentaram recuperacées acima
de 95% para Mn, Fe, Mg e Cu.

Crow et al. (1995)* empregaram acidos diluidos para extracdo de Cu, Pb e
Hg em amostras medicinais e em materiais de referéncia certificados (CRM’s) e
determinados por espectrometria de absorcdo atdmica com chama (FAAS). O
método mostrou-se eficiente e simples, com pouca geracdo de gases e solucbes
finais com acidez inferior a 4% v v!, minimizando interferéncia da solucdo na anélise

e reducédo da corrosao no queimador do equipamento.

A comparacao de metodos convencionais para digestado acida de residuos de
incineracdo com a digestdo com acidos diluidos em microondas foi estudada por
Dugenest et al. (1998)* O método empregando radiacdo microondas mostrou-se

rapido, simples, econdmico e eficaz para a determinacéo de Zn, Pb, As, Ca, Na e K.

O emprego de peroxido de hidrogénio (H.O,) € requerido como agente oxidante
auxiliar quando pequenos volumes de acidos ou acidos diluidos sdo empregados.
Wu et al. (1997)% observaram um decréscimo dos teores de carbono residual e de
espécies residuais remanescentes, quando o volume de H,O, foi aumentado. Uma
elevacdo da pressao interna em sistemas fechados foi estudada por Veschetti et al.
(2000)*, mostrando uma maior eficiéncia de oxidacdo da matéria organica a baixas

temperaturas.
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Gouveia et al. (2001)?? argumentam que a eficiéncia da digestdo com uso de
solucbes de acidos diluidos e a reducdo dos volumes de H,O, séo fatores
possibilitados pelo uso de altas pressdes e temperaturas em digestdo de amostras
em sistemas fechados, que proporcionam uma destruicdo mais eficiente da matriz

da amostra, melhorando a confiabilidade nos resultados.

2.2. Investigacdo da Composicdo Quimica das Amostra s

A maioria das técnicas analiticas para analise multielementar requer que as
amostras sejam convertidas na forma de solucdo. Esses procedimentos envolvem
uma decomposicdo total ou parcial da amostra, visando a destruicdo da matéria
organica presente. Sendo assim, € importante se conhecer as caracteristicas

originais dos compostos organicos das amostras biologicas.

Os lipideos constituem o grupo de compostos que, apesar de gquimicamente
diferentes entre si, exibem como caracteristica definidora e comum a insolubilidade
em agua. Fosfolipidios e esterbis sdo 0s principais elementos estruturais de
membranas biolégicas®. O acido linoléico é um &cido graxo insaturado e é mostrado

na figura 3, juntamente com a estrutura de um triglicérideo.
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(A)

CH3CH,CH=CHCH,CH=CHCH,;CH=CH(CH,);COOH

H 0
I I
H—-C—-0—C—R
‘ o

I
H—C—0—C—R'
| 0

I
H—(f —0 —C —R"
H

(B)
Figura 3. Moléculas: (A) acido linoléico e (B) molécula de triglicerideo?.

As proteinas correspondem a um largo grupo de substancias, incluindo
diferentes aminoacidos e algumas estruturas ndo aromaticas. A eficiéncia de
decomposicdo para amostras com alto teor de proteina, depende dos tipos de
aminoécidos presentes nas amostras. Fenilalanina e histidina sdo exemplos de

aminoécidos de dificil decomposicéo (figura 4).

O

(A) ®) "

Figura 4. Moléculas: (A) Fenilalanina e (B) Histidina®*.
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Temperaturas especificas foram determinadas para a decomposicdo de trés
componentes basicos de matrizes biologicas e botanicas com HNOs3;. Matrizes que
contém em sua estrutura basicamente carboidratos sdo decompostas a 140 °C,
proteinas a 150 °C e moléculas lipidicas a aproximadamente 160 °C. Enquanto as
matrizes organicas sao convertidas a CO, e 0 HNOg3 é convertido a NO,, esses
gases, produtos de decomposicéo, produzem aumento da pressdao, com mudancgas na

temperatura. Esse aumento é uma boa indicacdo da ocorréncia da decomposicéo 2*.

Carrilho et al (2001)?® apresentaram uma tentativa de correlacionar os teores de
gordura e proteina bruta de amostras biolégicas com o carbono residual apos
decomposicdes assistidas por radiagcdo microondas. O coeficiente de correlacdo entre
a gordura nas amostras e o carbono residual foi de 0,9173. Entretanto, ndo foi

observada uma correlacdo entre os teores de proteina bruta com e carbono residual.

2.3. Analise Quimiométrica

A quimiometria é uma ferramenta matematica e estatistica freqiientemente
utilizada para maximizar as informacdes que podem ser extraidas de um conjunto de
dados. Usando seus recursos, os meétodos de desenvolvimento de produtos
alimenticios e analise de alimentos em geral sdo simplificados. Como exemplo de
aplicacdes, pode-se citar: controle e monitoramento de processos, classificacdo de
alimentos e determinacdo da origem geografica, avaliacdo sensorial e determinacao
e fraude em alimentos, entre outras. Nesses casos, 0 uso da quimiometria ajuda a
decidir quais determinacfes sdo importantes e, assim, algumas delas podem ser
suprimidas. Isso pode ser facilmente visualizado em gréaficos bidimensionais,

contendo grande parte das informacdes estatisticas pelo uso da técnica de Analise
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por Componentes Principais. Pode-se também agrupar as amostras por similaridade
e representar essa informacao na forma de um diagrama bidimensional, denominado

dendograma, Anélise por Agrupamento Hierarquico, (MORGANO,1999 %)

2.3.1 Pré-processamento dos dados

Para garantir o sucesso da analise multivariada € necessario um tratamento
dos dados originais. Freglientemente é necessario um ajuste do conjunto de dados
antes de utilizar o algoritmo multivariado. Quando uma variavel tem uma magnitude
acentuadamente maior que as outras, esta variavel isolada pode dominar os dados
subseqientes baseado na variancia ou na distancia. Em outras palavras, o0s
elementos que estdo em maiores concentragcdes podem ser mais significantes para
o modelo. O pré-processamento dos dados usado nesta dissertacdo foi o
autoescalamento, em que cada variavel (cada coluna da matriz de dados) é

centrado na média e entdo dividido pelo seu desvio padrao.

2.3.2 Reconhecimento de padrbes

As ferramentas de reconhecimento de padrfes aplicadas aos conjuntos de
dados incluem analise por componentes principais (PCA) como um método de
visualizacdo e analise por agrupamentos hierarquicos (HCA) como um meétodo néo
supervisionado de reconhecimento (MASSART,1997%). Na andlise por
componentes principais a matriz de dados é decomposta em scores e loadings. Os
vetores de scores descrevem a relacéo entre as amostras no subespaco do modelo
e o0s vetores de loadings descrevem a importancia de cada descritor dentro do

modelo. Ele pode representar graficamente a relacdo inter amostras e inter variaveis
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e fornecer uma maneira de reduzir a dimensionalidade dos dados. Semelhante ao
PCA, o agrupamento de amostras revela similaridades entre as amostras enquanto o
agrupamento de variaveis define com precisdo correlagdo entre variaveis
(SMOLINSKI,2002%%). A finalidade preliminar de técnicas de agrupamento é
apresentar os dados em uma aproximagdo que demonstre o agrupamento em um
espaco multidimensional de tal maneira que todos os objetos de um simples grupo
tenha alguma relacéo natural a um outro, e 0s objetos de diferentes grupos sejam
diferentes de cada outro. Os resultados de HCA apresentados na forma de um

dendograma facilitam o reconhecimento visual de tais grupos.

Kokot et al. (1992)*° estudaram a aplicacdo de diversos procedimentos
quimiomeétricos para a selecdo de um método apropriado para digestdo de amostras
de sedimentos por radiagcdo microondas. Os quatros métodos quimiomeétricos
aplicados, PCA, MDM, SIMCA e FC, nos dados analiticos para metais em
sedimentos e materiais de rochas, se mostraram adequados e forneceram
informacgdes consistentes sobre outliers, agrupamentos e tendéncias. Foi possivel
selecionar um meétodo apropriado para a decomposicdo das amostras estudadas

empregando radiacao microondas.
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2.4. Investigacdo dos Principais Produtos de Reacao Obtidos Apoés

Decomposicéo Acida Empregando Radiacdo Microondas

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Ela esta
fundamentada na migracéo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre
devido a diferentes interacdes entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase
estacionaria. A grande variedade de combinagcbes entre duas fases moveis e
estacionarias torna-a uma técnica extremamente versatil e de grande aplicacao.

A migracao diferencial resulta da diferenca de equilibrio dos analitos entre as
duas fases imisciveis e € determinada pelos fatores que afetam esse equilibrio:
composicdo da fase movel, composicdo da fase estacionaria e temperatura de
separacdo. Mudancas em um ou mais destes parametros levam a alteracdes na
migracéao diferencial.

A separacdo de uma mistura por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) se da por uma ou mais interacdo entre o soluto, a fase estacionaria e a fase
movel, as quais podem ser pontes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas e
hidrofobicas ou forcas de Van der Waals, entre outras. Os modos de separacao
podem ser classificados de acordo com a natureza destas interacdes. S&o eles:
cromatografia em fase reversa, em fase normal, por pareamento de ions ou troca
idnica e exclusao.

A cromatografia em fase reversa € mais utilizada em HPLC, uma vez que
permite a separacdo de uma grande variedade de solutos e o uso de fases méveis
aquosas. A fase modvel mais comumente empregada € uma mistura de
acetonitrila/agua, sendo a acetonitrila, quando necessario, substituida por metanol

ou tetraidrofurano. O principio de separacdo em fase reversa € a hidrofobia. A
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separacao em fase reversa se deve principalmente a interacdes entre a parte nao-
polar do soluto e a fase estacionaria, isto €, repulsdo desta parte do soluto pela fase
mével aquosa *°.

Vérias técnicas analiticas podem ser hifenadas com HPLC para averiguacao
dos contaminantes orgéanicos e para sua quantificacdo. Técnicas espectroscopicas
podem ser aplicadas para a identificacdo de compostos orgéanicos a partir de
informacOes obtidas dos espectros. Esses quatro tipos de espectrometria se
completam: massas (MS), infravermelho (IR), ressonancia magnética nuclear (RMN)
e ultravioleta (UV). Essencialmente a molécula a ser analisada é testada por
diferentes feixes de energia e as respostas sao registradas como espectros.

Morner et. al. (1915-1918 apud PRATT, K., W., KINGSTON, H.M.,
MACCREHEN, 1989, p.2024-2027) realizaram estudos sistematicos, entre 1915 e
1918, em decomposi¢cdes de amostras de proteinas em aquecimento convencional
com HNOs. Acidos benzoico, oxalico, picrico, tereftalico, succinico e p-acidos
nitrobenzdicos foram os produtos identificados apos as decomposicdes.

Erlenmeyer e Lipp. (1939)% relataram estudos sobre a nitracdo branda em
amostras de proteinas em sistemas de aquecimento convencional, evidenciando,
espécies de p-nitrofenilalanina como produto majoritario. Essa hipotese foi

confirmada por Takayama e Tsubuku (1942)*.

MORNER, C.T. et al. Z. Physiol. Chem, v. 95,98,101, p.263,89,93,98,15, 1915-1917.
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Pratt et al. (1988)* realizaram estudos de identificacdo por cromatografia
liguida e voltametria dos produtos organicos de decomposicdes de amostras
biolégicas com o emprego de acido nitrico. Encontraram como principais espécies 0s
isbmeros o-, m-, e p- acidos nitrobenzodicos. Esses isdbmeros podem ser eliminados
através do refluxo com HCIO,4. Segundo os autores, dependendo do tipo de reacao
inicial, nitracdo ou oxidacdo, espécies distintas dessa mistura de isdbmeros vao
prevalecer.

Wiirfels e Jackwerth (1989) ° descreveram os processos de decomposicado de
amostras biolégicas com o inicio de uma hidrélise 4cida nas seguintes ligacdes: a)
peptideos ligados a proteinas: b) éster ligado a gordura: c) glicosideos ligados a
carboidratos, e d) nucleosideos e amidas ligadas a aminoacidos. Os autores
salientaram a importancia do NO, nos processos de clivagem de ligacdo e listaram
varias substancias que sdo decompostas por HNO3 a altas pressoes.

Na segunda parte do trabalho, onde Wirfels et al. (1989)* realizaram a
identificacdo dos produtos de reacdo, concluiram que, durante a degradacao de
materiais biologicos, a maioria dos constituintes da matéria organica é
completamente mineralizada, com poucas excec¢des. Padrdes de fenilalanina tém os
isbmeros de acidos nitrobenzoicos (NBA’s), padrbes de &acido linoléico tém o
ciclopropano-1,2-acidos dicarboxilicos e padrdes de triptofano tém uma mistura de
compostos aromaticos como produtos majoritarios apos digestéo acida.

Os residuos nado volateis remanescentes em digestbes assistidas por
radiacdo microondas em frascos fechados, de diferentes amostras usando HNOs3,
com e sem tratamento poés-digestdo com H,0O, foram estudados por Reid et
al.(1995)%*. Com o uso de técnicas como infravermelho, cromatografia, voltametria e

a medida do carbono organico residual, avaliou-se a eficiéncia de decomposicdo. As
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conclusdes referem-se a necessidade do emprego de diferentes métodos de
decomposicdo, de acordo com a matriz da amostra e da técnica analitica a ser
usada.

O efeito da temperatura nas decomposicdes de amostras de folhas de
péssego e de carvdo foi avaliado por Daniel et al. (1998)*. O monitoramento dos
produtos de reacdo foi feito por HPLC em uma faixa de 180-300°C. As conclusfes
sdo que com um aumento da temperatura, ha um decréscimo na concentracdo dos
NBA’s para a amostra de folhas de péssego. Ja para o carvao, alguns problemas
foram relatados em relacédo ao processo de decomposicdo. Nao foram observados
problemas relacionados a recuperacao de minerais.

A oxidacdo de compostos organicos por acido nitrico de padrbes de
aminoécidos e proteinas foi averiguada por Kubrakova et al. (1999)%*. Além do CO;
e H,O, nitro derivados de acidos aromaticos foram os maiores produtos de oxidacao
em quase todos 0s casos.

Aralijo et al. (2002)*" estudaram a eficiéncia da digestéo acida assistida por
radiacdo microondas em plantas utilizando diferentes concentra¢des acidas (2,0, 3,0,
5,0, 7,0, e 14 mol L de HNOs3), avaliando o carbono organico residual e a
recuperacdo de minerais em amostras certificadas. O emprego de solucdo 2 mol L™
de HNO3; mostrou-se eficiente para a recuperacao de Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P e
Zn, apresentando menor variedade de residuos quando comparado com acido

concentrado, observado por espectros de RMN de protons.

Os nitroaromaticos sao constituidos de um anel benzénico, mono ou
polisubstituidos por grupos nitro (-NOy). O acido nitrobenzéico (NBA) € um
nitroaromatico e possui 3 isdbmeros de posi¢cdo, 0-, m-, p-NBA. Sao substancias

sélidas a temperatura ambiente, com férmula molecular C;HsNO4, massa molecular
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de 167,12. Os pontos de ebulicdo séo: 146-148°C para 2-acido nitrobenzdico, 139-
141°C para o 3-acido nitrobenzoéico e 237-240°C para o 4-acido nitobenzoico. As

estruturas dos trés isémeros estdo representadas na figura 5 *°.

NO,
0-NBA m-NBA p-NBA

Figura 5. Estruturas dos Isdmeros do &cido nitrobenzéico®.
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3. OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi avaliar procedimentos de decomposicao
conduzida em forno de microondas com cavidade, empregando solu¢cdes de acidos
diluidos em amostras com diferentes composi¢cdes quimicas, visando a
determinacao elementar, averiguar a eficiéncia de decomposicao e caracterizar as

solucdes residuais
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Reagentes e Solugdes

Todos os frascos, ponteiras e vidrarias utilizados foram previamente
descontaminados em banhos contendo 10 % (v/v) de HNO3 por 24 horas.

Os reagentes empregados nesse trabalho foram de grau analitico, e quando
necessario, de grau HPLC.

Para o preparo das solu¢cdes acidas empregadas, foi utilizado HNOs3
concentrado J. T. Baker (Mallinckrodt®, Alemanha), e 4gua destilada-desionizada
purificada em sistema Milli-Q® (18Q cm, Millipore, EUA). Como agente oxidante
auxiliar, foi utilizado H.0, 30 % v v* Synth (LabSynth, S&o Paulo).

Os padrdes para construcdo das curvas analiticas e as solucbes de
calibracdo necessarias para analise dos elementos quimicos por ICP OES foram
preparados a partir de diluicdes de solucdes estoque 1000 mg L™ (Tritisol® Merck®,
Alemanha). As curvas analiticas para determinacdo de carbono organico residual
foram preparadas a partir de uréia, CHsN2O, Synth (LabSynth, Sdo Paulo) em meio
HNO:s.

Os solventes éter etilico, metanol, acetonitrila e cloroformio, utilizados para as
extracdes liquido-liquido, foram de grau HPLC J. T. Baker (Mallinckrodt®,
Alemanha).

Os padrdes de isbmeros 0,-m,-p- acido nitrobenzdico (NBA's) utilizados foram
obtidos da Acros Organics (New Jersey, USA), apresentam grau analitico HPLC e

pureza na faixa de 99%.
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4.2. Instrumentacéo

A determinacdo do carbono original total nas amostras foi realizada em
analisador elementar EA 1108 CHNS-O (Fisons Instruments, Italia).

As analises de proteina bruta foram realizadas empregando analisador
automatico Kjeltec Auto Sampler System 1035 Analyzer (Tecator, Suécia).

Os teores de gordura foram determinados empregando-se o equipamento

Ankon XT2016 (Ankon, EUA).

Nesse trabalho, as amostras foram digeridas em fornos de radiagao
microondas com cavidade Multiwave (Anton-Paar-Perkin Elmer, Austria) contendo
frascos de TFM (PTFE quimicamente modificado) de 50 mL.

A determinagdo do carbono residual foi efetuada em espectrometro de
emissao optica com plasma indutivamente acoplado, ICP OES, (VISTA RL, Varian,
Austria) que opera com visdo radial e sistema simultineo de deteccdo. A
quantificacdo dos analitos de interesse (Al, Ba, Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, S,
Sn, V e Zn) foi realizada pelo mesmo equipamento.

Andlises por ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H foram realizadas
por um espectrometro Varian, modelo Inova 400, campo de 9,4 T (INOVA, Varian,

Austria).

O cromatdgrafo liquido empregado nas separagdes dos isbmeros € da marca

ShimAdzu, Japéo.

Todas as medidas e procedimentos foram realizados em triplicata.
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4.3. Amostras e padrao de referéncia certificado.

As amostras estudadas de tecido vegetal foram: P notatum (paspalum) e soja
em graos. Sangue e visceras de bovinos foram as amostras de origem animal. A
amostra de visceras € uma mistura de figado, rins, coracdo, pulméo, baco e outros
orgaos do aparelho digestivo bovino.

Para avaliar a eficiéncia de digestdo, medida pela recuperacdo de minerais e
carbono organico residual, empregou-se amostra de referéncia certificada de

musculo bovino (NIST 8433, National Institute of Standards and Technology, EUA).

4.4. Procedimento Experimental

4.4.1. Analise Elementar (C,H,N e S)

O carbono original foi determinado por analise elementar. Os instrumentos
para analise elementar se baseiam na oxidacdo a altas temperaturas dos compostos
organicos, que convertem os elementos de interesse em moléculas gasosas. Na
maioria dos instrumentos, a deteccdo da condutividade térmica serve para completar

as determinacdes *.

4.4.2. Andlise de Proteina Bruta (PB) e Extrato Eté reo (EE)

Proteina bruta foi determinada pelo método Kjeldahl. Este procedimento
baseia-se na decomposi¢cdo da matriz organica por acido sulfdrico e o nitrogénio na

forma de amoénia é coletado usando um sistema de destilacdo. A proteina contida é
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calculada pela multiplicagdo do valor de N por 6,25. Esse valor refere-se a uma
estimativa para a porcentagem de nitrogénio (em torno de 16%), que estaria
presente na maioria das proteinas destes tipos de amostras “°.

O extrato etéreo, incluindo triglicerideos e outros compostos soluveis em éter
foram determinados pela solubilizacdo dessas substancias, por sistema de extracéo
acelerado por solventes (EAS), que opera a altas pressoes, realizando as extracdes

em menor tempo e com reducdo de até 90% dos solventes utilizados.

4.4.3. Preparo de Amostras Empregando Radiacdo Micr oondas com Acidos

Diluidos

Otimizou-se o desempenho das digestfes considerando aspectos como massa
de amostra, periculosidade, eficiéncia de decomposicdo, velocidade do processo e
avaliacao da utilizacédo de diferentes composi¢cdes de misturas oxidantes com variacao

das concentracdes acidas.

As amostras foram submetidas a decomposicdo por radiagcdo microondas em
frascos de alta presséo (75 bar) de TFM (PTFE quimicamente modificado), de 50 mL.
O equipamento utilizado permite o monitoramento da temperatura em cada frasco,
sendo a pressao determinada a partir da média do conjunto de frascos.

Massas equivalentes a 0,200 g de amostras foram decompostas no forno
microondas com cavidade usando 2,0 mL de solu¢cdo de HNO3 nas concentracfes

2,0; 7,0 e 14,0 mol L e 1,0 mL de H,0, (30% V/v).
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O programa de decomposicdo utilizado foi otimizado e é mostrado na tabela
2. Depois de submetidas a decomposicdo, as amostras foram transferidas para

frascos volumétricos e diluidas para 25,0 mL com agua destilada e desionizada.

Tabela 2. Programa de Aquecimento Utilizado no Forno Microondas

POTENCIA (W) TEMPO (min)
ETAPA

250
0
650
850
1000

0 15

oo 01 A W DN P
a o b~ W N

4.4.4. Determinagao dos minerais e teores de carbon o residual

Andlise multielementar e a determinacdo do carbono organico residual foram
realizadas por ICP OES com configuracao radial. A tabela 3 sumariza as condi¢cbes

de operacdo empregadas.
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Tabela 3. Parametros Instrumentais do ICP OES utilizado nas determinagodes.

Parametros Instrumentais

Viséo Radial
Sistema Otico Echelle
Detector Solido CCD (167-785 nm)
Poténcia (W) 1,3
Fluxo do gas plasma (L min ™) 15,0
Fluxo gas auxiliar (L min ™) 1,5
Fluxo gas nebulizacdo (L min ™) 0,90
Camara de Nebulizacéo Tipo Ciclone
Nebulizador Concentrico
Fluxo de amostra (L min ™) 0,80

Linhas analiticas (nm)

Al (I1) 167,019
Ba (Il) 455,409
C (I) 193,025
Ca (Il) 396,847
Fe (Il) 279,553

K (1) 766,491
Mg (1) 280,275
Na (1) 588,995

P (1) 213,618
Zn (1) 202,275

(D) linhas atébmicas
() linhas idnicas
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4.4.5. Caracterizacgao inicial dos digeridos por RMN 'H

Para os espectros de RMN *'H, em solucdo, foram obtidos 256 transientes,
com pulso 12 de 10 ps, tempo de repeticdo de 2s, tempo de aquisicdo de 1 s
(Figura 6) e janela espectral de 6,4 KHz. Os espectros em solugéo foram realizados

em solventes, como cloroférmio (CDCls) e agua (D,0).

/2

canal dos *H Ta=2s

‘ Tac=1s

s

Figura 6. Sequéncia de pulsos para aquisicao dos espectros de RMN de hidrogénio
em solucdo. T4 € 0 tempo de repeticdo e T, € 0 tempo de aquisi¢do. A largura do
pulso é 2.

4.45.1. Preparo das amostras para obtencdo dos esp  ectros

Extracdes liquido-liquido (ELL) foram realizadas para a separacdo dos
compostos mais apolares. Eter etilico e cloroférmio foram empregados, cujos
indices polares (k') sdo 2,9 e 4,3 respectivamente e densidade de 0,706 g mL™ a
25°C para o éter etilico e 1,489 g mL™ para o cloroférmio.

Outros métodos como secagem em estufa a 105°C e liofilizacdo foram
empregados. Nao foi possivel liofilizar os extratos, pois estes ndo se mantinham

congelados durante o processo.
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Optou-se pelo uso do éter etilico para todas as outras extracdes e como
método de preparo da amostra para analise por RMN *H.

4.4.6. Separacao dos compostos por HPLC

As condi¢cdes cromatograficas para separacdo dos isbmeros e amostras

estudadas sao descritas na tabela 4.

Tabela 4. Condi¢cbes cromatograficas para os isbmeros e amostras estudadas.

Coluna C18 (25x0,46cm), Thermo Electron Corporation.
Detector UV-vis, ( 2254 nm), SPD-10 AV vp;
Bomba Shimadzu, Mod. LC-10 AD vp.
Auto Injetor Mod. Sil, 10 AD vp
Software LCsolutions
Controladora SCL-10Avp
Fluxo 1,0 mL/min
Volume Injetado 20 pL

Para identificacdo por HPLC-UV dos residuos remanescentes apés a
decomposicdo acida nas amostras estudadas, optou-se pela extracao liquido-liqudo
com éter etilico destilado devido a sua polaridade, proxima a dos isdbmeros

estudados, e por sua imiscibilidade com agua. O procedimento € descrito na figura 7.
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-y

L
4,0 mL extrato 4,0 mL solvente Agitador Vortex
organico (1:1) 1 minuto

Etér etilico destilado

Reconstituicao dos Rotaevaporag¢ao
extratos em metanol (T ambiente)

Figura 7. Procedimento experimental para extracdo dos NBA’s nas amostras
estudadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Analise da Composicdo Quimica das Amostras
5.1.1 Anélise Elementar (C,H,N e S)

A tabela 5, mostra os valores em porcentagem encontrados para C, H, N e

S nas amostras estudadas.

Tabela 5. Teores de C, H, N, e S em diferentes amostras.

N (%) C (%) H (%) S (%)
PASPALUM 0,9 41,4 6,2
SOJA 7,1 50,9 7,8 0,42
SANGUE 13,6 47,2 7,2 0,75
VISCERAS 3,2 65,6 10,2
MUSCULO 13,2 50,1 7,6 0,81

Os teores iniciais de carbono variaram entre 41e 65%, sendo as visceras a
amostra com 0s maiores teores. Sangue e musculo bovino apresentaram os maiores

teores de nitrogénio, ambas na faixa de 13%.

5.1.2. Andlise de Proteina Bruta (PB) e Extrato Eté reo (EE)

Os valores encontrados de PB e EE nas diversas amostras estdo na tabela 6.

Tabela 6. Valores de PB e EE nas diferentes amostras (n=3).

PB (%) EE(%)
PASPALUM 8,5+0,27 2,3+0,83
SOJA 41,4 +£0,01 20,4 +0,74
SANGUE 80,5+0,4 1,6 £ 0,29
VISCERAS 18,9 + 0,67 63,7 +0,31

MUSCULO 80,1+0,43 10,8 £0,14
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As visceras apresentaram 0s maiores teores de gordura, seguida pela soja
em graos, que também apresentou um valor intermediario no teor de proteina, em
torno de 42%.

O sangue e 0 musculo bovino apresentam maiores teores de proteina bruta,
em torno de 81%, confirmado também pelos teores de nitrogénio na analise

elementar.

5.2 Avaliacéo do Procedimento de Decomposicdo por R adiacdo Microondas

Dois importantes fatores na avaliacdo de procedimentos de decomposicao
sdo: o tempo gasto e a decomposicdo completa da matriz original.

Uma forma de avaliar a eficiéncia da decomposicdo pode ser realizada
através da medida do carbono organico residual. O objetivo desse estudo foi avaliar
a eficiéncia de decomposicdo empregando radiacdo microondas com dois diferentes
programas de decomposicdo, um operando a poténcia nominal de 1000W e outra a
750W, em cada um dos seis frascos do rotor reacional.

Massas equivalentes a 0,200 g das diferentes amostras foram decompostas
em forno microondas com cavidade usando 2,0 mL de solu¢do de HNO; (14,0 e 7,0
mol L) e 1,0 mL de H,0, (30% v/v). O programa de aquecimento utilizado é

descrito na tabela 7.
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Tabela 7. Programa Utilizado no forno de radiagdo microondas

ETAPA PROGRAMA 1 PROGRAMA 2
POTENCIA(W) TEMPO POTENCIA(W) TEMPO
(min) (min)
1 250 2 250 2
2 0 3 0 3
3 550 4 650 4
4 650 5 850 5
5 750 5 1000 5
6 0 15 0 15

Na figura 8, sdo apresentados os resultados obtidos em relacdo ao carbono
residual para amostras de musculo bovino em cada um dos 6 frascos de reacao

empregando 750W e solucdes 7 e 14 mol L™.

Digestédo 7 mol/L - 750W Digest&o 14 mol/l - 750W

25,00 26,00
@ Masculo -

20,00 - 25,00

OMdsculo -
24,00 + BEMasculo -
23,00 - OMdsculo -
22,00 OMuasculo -

21,00 B Mdsculo -

B Mdsculo -
15,00 4 O Mdsculo -
10,00 1 O Masculo -

% de C residual
% de C residual

Musculo -
5,00 - .

o g b w N R

o a0 B~ W N P

@ Mdsculo - 20,00 4 OMusculo -

0,00 - 19,00 A

Frascos Frascos

Figura 8. (%) de Carbono Organico Residual nos diferentes frascos, programas e

com solucdes de HNO3; 7 e 14 mol L™

O emprego de HNO3 7 mol L™ apresentou teores de carbono residual entre 15
e 24 %, com diferentes valores nos seis frascos do equipamento. Para o HNO; 14
mol L™?, os teores de carbono ficaram entre 21 e 25%, sendo o frasco nimero 1 a
posicao do rotor que apresentou os menores valores de carbono residual em ambos

0S casos. Isso provavelmente se deva ao desgaste dos frascos, uma vez que a
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radiacdo é distribuida igualmente dentro da cavidade do forno microondas e o rotor
esta em constante movimento, o que implica huma homogeneidade na absorcéo das
microondas para todos os frascos.

Essa hipotese pode ser confirmada com o emprego de maior poténcia,

conforme pode ser observado na figura 9.

% de C residual

Digestéo 7 mol/L. - 1000W Digest&o 14 mol/L - 1000W
20,00

O Mdasculo -1 25,00 :

15,00 - B Masculo - 2 'S 20,00 O Masculo -1
e , }
10.00 OMdsculo -3 'g 15,00 - IMllisculo 2
' OMsculo - 4 0 10,00 1 I:IMl'JSCuIO -3
5,00 - HE Mdsculo -5 3 500 | OMdasculo -4
EMdsculo - 6 s 7 EMusculo -5
0:00° 0,00 - EMdsculo -6
Frascos Frascos

Figura 9. (%) de Carbono Organico Residual nos diferentes frascos, programas e

com solucdes de HNO3; 7 e 14 mol L™,

Nesse caso, verificou-se teores de 13 a 16 % de carbono residual
empregando acido 7 mol L* com 1000W, e valores entre 16 e 21% com solucéo
concentrada, mostrando maior eficiéncia de decomposi¢cdo quando comparado ao
programa com 750W. Sabe-se que, quanto maior poténcia usada em fornos com
radiagdo microondas, maior sera a temperatura no frasco reacional, aumentando a
assim a eficiéncia na decomposigao.

Deve ser enfatizado que os resultados apresentados referem-se ao
equipamento utilizado nesse estudo (Multiwave Anton-Paar-Perkin Elmer, Austria). No
entanto, essa discussdo pode ser generalizada para outros equipamentos. Uma das
caracteristicas dos atuais fornos de microondas comercializados para serem utilizados

em laboratérios analiticos é a possibilidade de reproducdo das caracteristicas

relacionadas a temperatura e pressao.
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Visando essa universalizacao, fez-se a calibracdo do forno de microondas para
se ter a certeza da poténcia incidida sobre as amostras. Neste caso, foi observada uma
diminuicdo da poténcia nominal do equipamento, de aproximadamente 25%. Assim,
nas tabelas 1 e 2, a poténcia de 750W na realidade se refere a aproximadamente 560

W e a poténcia de 1000W corresponde a aproximadamente 750W.

5.3. Carbono Residual

Os valores de carbono organico residual obtidos para os diferentes grupos de

amostras estéo representados no grafico da figura 10.

Porcentagem de Carbono Residual

100

-1
90 D 14 mol L
80 . 7 mol L™

. 2mol L*

70 A

60 1

50 -

% C

40 -

30 -

20

10

Musculo Sangue Visceras Soja Paspalum

Amostras

Figura 10. (%) de Carbono Organico Residual nas diferentes amostras apos

decomposi¢cdes com HNO3; em diferentes concentragoes.
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Observa-se para as visceras, com 64% de EE, que conforme se diminui a
concentracdo acida, ha um aumento no teor de carbono residual, sendo que quando
solugdes de HNO3z 2 mol L™ sdo empregados, os valores de carbono residual s&o
da ordem de 90%, o que indica que ndo ocorrem decomposicdes efetivas,
prejudicando as recuperacédo e determinacédo de minerais.

Pode-se verificar 0 mesmo efeito para a amostra de soja em graos, com
aproximadamente 21% de EE, s6 que o efeito nesse caso ndo é tdo pronunciado
quando comparado com as visceras. Uma possivel explicacdo pode ser dada pela
diferenca de lipidios estruturais entre amostras de tecido animal e de tecido vegetal.
Observa-se também desvios padrdo maiores quando se emprega solucdes acidas
diluidas.

Dependendo da técnica analitica a ser empregada, os teores de carbono
residual podem interferir significativamente nos resultados, e para essa técnicas,
seria necessario o emprego de decomposi¢cdes com solucdes acidas concentradas.

No caso das amostras com altos teores de proteina, observa-se o inverso.
Quando se diminui a concentracdo acida observa-se um decréscimo nos valores de
carbono residual.

Para o musculo bovino, quando se emprega solucdes de HNO3; 7 mol L, os
valores de carbono residual obtidos se encontram na faixa de 16%. Ja com solucoes
2 mol L™, os valores sdo na faixa de 22%, bem préximos aos valores encontrados
para a solucdo concentrada.

Isso pode ser observado para a amostra de sangue bovino, que apresentou
um decréscimo significativo nos teores de carbono residual conforme se diminui a

concentracdo acida.
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Para o paspalum, a variacdo nos teores de carbono residual ndo foram téao
significativas quando se diminuiu a concentracdo acida. Pode se verificar teores na
faixa de 7-4% de carbono residual, demonstrando que ocorre uma destruicao efetiva
da matéria organica. Observa-se também um aumento dos desvios padrdo com a

diminuicdo da concentracéo acida. No entanto, essa diminuicdo nao é significativa.

5.4. Recuperacao de Minerais

Os valores encontrados para a recuperacdo de minerais nas diferentes

concentracdes acidas, para as amostras de musculo, sangue, paspalum, graos de

soja e visceras, sdo mostrados na tabela 8.



Tabela 8. Concentracdo de minerais nas amostras decompostas com 2 mL of HNO3; com 1 mL of H,O, (30%v/v), n=3.

mol L™ Al Ba C Ca Fe K Mg Na P Zn
(mg kg ™) (mq)kg' (mg kg ™) (mg kg ™) (mg kg ™) (mg kg ™) (mg kg ™) (mg kg ™) (mg kg™ (mg kg ™)
Msculo 14 87512 +15984,, | 131+ 4, 50+7, | 10609 +238, | 1089+ 14, | 1491 +42, | 10640 + 204,
Bovino 7 80157+1409, 155 + 10, 75+ 7. 11587+ 87, | 1213+97, | 1657 +30, | 11703 + 192,
2 128351+ 34503, | 143+ 11, 69+6, | 12145+41, | 1731+17, | 1731+17, | 12655 + 162,
Sangue 14 48365 +10462 , 174+4, | 1692+57, | 745+22, 56+2, |5899+222,| 860+130, | 198+ 3,
Bovino 7 30105 +8565, 196 +4, | 1867+19, | 683 +11, 64+2, |6414+127,| 896+73, 236 + 8,
2 43139 + 7413, 199 + 8, 1942 +4, | 69320, 66+3, |6624+110,| 907+77. 249 + 4,
Visceras 14 164591 + 53152, | 2510 +281, | 99 +2, 1810 + 76, 134+9, 1021+ 30, | 3646+185, | 11+3,
Bovina 7 204700 + 25841, | 2382 +762, | 117+2, | 1644+72, | 133+17, | 1030+4, | 3638+377, | 18+2,
2 502752 + 12732, | 2437 + 189, 1508 207, | 140+14, | 868+156, | 3689 377, | 21+4,
Soja em 14 16 1, 26575 + 8261, | 1874 +44, | 113+10, | 10870389, | 2629 +37, | 116+24, | 6207+231, | 19+4,
Graos 7 17+4, | 6+05, | 65757 +10381, | 1960+40, | 133+5, | 11286 +136,, | 2847 +55, 78+4, | 6351+103, | 46+4,
2 26+9, | 4+0,3, | 106530 +9832, | 2005+44, | 129+4, | 11694 +196, | 2981 +43, | 100+2., | 6889 +254, | 53+5,
Paspalum | 14 | 622+51, | 7+1, | 18997 +4178, | 7938166, | 586+ 23, | 8504+ 137, | 11277277, | 47+5, 1087 + 45, 21+2,
7 729+55, | 5+0,2, | 23607 +1776, | 8109 +355, | 678+58, | 8694 +507, | 11863 +576, | 48+5, 104339, | 24+1,
2 772+33, | 7+0,1, | 25179+3169, | 8880+85, | 670+5, | 0498+68, | 12960+ 291, | 268, 1189 + 35, 29 + 6,
Corn 14 32198 + 1008, | 475 +33, 17+1, 445 + 32, 899 + 19, | 325+22, | 20464, 29+7,
Bran 7 — | 23242+2155, | 508+ 5, 19+3, 295 + 13, 980 + 13, 353 +5, 178 +85, | 40+2,
2 20381 + 7826, | 515 +32, 25+ 10, 258 + 30, 1015 +74, | 295+30, | 126+72, 34+4,

- Letras significativamente diferentes, teste td

e Stuart
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5.4.1 Estudos Quimiométricos

Devido ao grande destaque que esses métodos tém recebido e visando
encontrar diferencas quimicas que pudessem ser um indicativo para o0
estabelecimento de protocolos de preparo de amostras, foram realizados estudos
quimiomeétricos das andlises de amostras avaliadas neste trabalho, masculo, sangue
e visceras de bovinos, graos de soja e paspalum. Para tais amostras, as variaveis
utilizadas foram as concentracées dos constituintes inorganicos determinados por
ICP OES ap0s digestdo por radiacdo microondas empregando acidos diluidos em

diferentes concentracdes.

Cada amostra foi considerada como um conjunto de variaveis (isto é, a
quantidade dos metais determinados), que constituem seus descritores quimicos.
Para as amostras de musculo bovino, uma matriz de dados composta de 9 colunas e
9 linhas foi construida, sendo cada triplicata considerada como uma amostra. Outras
duas matrizes de dados de 8 colunas e 9 linhas foram construidas para amostras de
sangue e visceras bovinas. Para as amostras de graos de soja foi construida uma
matriz de 10 colunas e 10 linhas, cada triplicata sendo considerada como uma
amostra e outra matriz de 9 colunas e 9 linhas composta apenas pelas amostras de
paspalum, sendo também cada triplicata considerada como uma amostra. Essas
matrizes foram usadas nos calculos quimiométricos.

A andlise de dados foi executada usando o software Pirouette 2.1
(Infometrix, Seattle, WA)*’. Os métodos de reconhecimento de padrdes foram
aplicados para os conjuntos de dados de acordo com a seguinte discussao:

A HCA tem o objetivo de agrupar os dados em “clusters” com

caracteristicas semelhantes, sendo os resultados apresentados na forma de
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dendogramas. Dessa forma, por meio do dendograma obtido pela HCA
apresentado na figura 11, pode-se observar 0 agrupamento entre as amostras
decompostas com diferentes concentracdes acidas, uma proximidade entre as
amostras com a mesma caracteristica quimica, visceras e soja em graos (V e SO)

e musculo e sangue bovino (M e S).

e - ¥ ¥
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Figura 11. Dendograma da HCA para as amostras visceras (v), soja em graos
(SO), musculo (M), sangue (S) e paspalum (P) nas diferentes concentracdes acidas
2,7e 14 mol L™,

O tipo de pré-processamento empregado para Analise de Componentes
Principais (PCA) foi o autoescalado. Este método de pré-processamento fornece
pesos iguais para as variaveis estudadas e possibilita agrupar as amostras

considerando as semelhancas entre variaveis (recuperacéo dos analitos).
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Através do grafico da PCA das amostras (figura 12), pode-se observar o
agrupamento entre as amostras estudadas e a separacado entre elas empregando
solugcbes com diferentes concentracfes, sendo que musculo, visceras e sangue
bovino apresentaram scores negativos na PC; e soja e paspalum apresentaram

scores positivos nessa PC.

L

2.8

+ 7 « P2
+ P14

PC 2

LE:E
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. + 507
Sl .

—rad - M2

~38 -4 a2 1.3 )
PC 1

Figura 12. Scores para visceras (v), soja em graos (SO), musculo (M), sangue (S) e

paspalum (P) nas diferentes concentracdes &cidas 2, 7 e 14 mol L™.

Os loadings para esse grupo de amostras € mostrado na figura 13. Com
loading negativo na PC; estdo as amostras de sangue, musculo e visceras bovina.
As amostras de sangue sdo bem caracterizadas por maiores concentracdes de Fe,
Na e Zn, enquanto as amostras de musculo estdo separadas por teores elevados de
P e as amostras de visceras caracterizadas por apresentarem os maiores teores de

C residual. Com loadings positivos na PC; estdo as amostras de soja e paspalum,
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sendo a primeira com maiores teores de K e o paspalum com as maiores

concentracdes de Al, Ba, Ca e Mg.

EELE + Ha

A.181 +Zn I

PC 2

N
=56

Figura 13 . Loadings para visceras (v), soja em graos (SO), musculo (M), sangue (S)

e paspalum (P) nas diferentes concentracées &cidas 2, 7 e 14 mol L™.

5.4.2 Andlise da Exatid&o e Precisdo das Decomposic  des Acidas

Para verificar a exatiddo dos procedimentos de decomposicéao foi empregado
material de referencia certificado. Uma das propriedades mais importantes de um
método analitico é que ele deve ser isento de erros sistematicos, isto €, o valor
calculado pelo método deve ser o valor real.

Gréficos de bolas foram adquiridos para analisar a exatidao e precisdo dos
valores encontrados utilizando as médias e seus respectivos desvios padréo (figura

14).
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1 M
HNOs mol L Média & DP Média 4 DP
2 143,19 + 11,2 1085,28 + 0,70
7 145,11 =+ 3,6 1022,70 % 1,77
14 128,63 + 1,9 909,40 + 20,1
Certificado 145,00 + 20,00 960,00 + 95,00
Intervalo 125 a 165 865 a 1055
Ca 396,847 1150 - Mg 279,553

@ 1085,28
1055

145,11
4 4 O 143,19 o B 102277
12863 960 [esE TS TS e IS TS TN T eSS NS ST S S S S EEEE TN TN SR RN
o o 9094

125 ~
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

mollL -1

Figura 14 . Grafico de bolas para amostras de musculo bovino certificado (CRM)

para os macronutrientes Ca e Mg nas diferentes concentracdes acidas.

Para os macronutrientes Ca e Mg em musculo bovino, pode ser verificado que
a melhor recuperacdo ocorre quando se emprega solucées de HNOs 7 mol L™ para
ambos elementos, com menores dispersdes encontradas entre os valores obtidos e

os valores de referéncia. Uma maior exatiddo também pode ser observada nos dois

casos, como pode ser observado na figura 14.

Observa-se que para o Fe e Zn, solucbes mais diluidas (7 e 2 mol L)
apresentaram resultados mais proximos do valor real, sendo que solucdes 2 mol L™
apresentaram valores mais precisos e exatos, diferentemente de solugbes

concentradas, que mostraram bem diferentes do valor real (figura 15).
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HNO, Fe Zn
mol L _ )
Média + DP Média + DP
2 66,1 = 5,7 136,9 £+ 9,6
7 71,2 + 9,7 148,8 + 8,9
14 498 + 9.1 1747 +82
Certificado 71,2+9,2 142+ 14
Intervalo 80,4 a 62 156 a 128
Fe 238,204 Zn 202,548

85,0
80,0

200,0
75,04
70,01
< 65,01

v'w

180,01 o
2 16001
£ 60,04 £ 140,01
55,04
& 2] . N 120,01 k>
45,01 100,04
40,01
350 v v 80,0

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
HNO3 mollL mollL

Figura 15. Grafico de bolas para amostras de musculo bovino certificado (CRM) para

0s micronutrientes Fe e Zn nas diferentes concentracdes acidas.

5.5 Caracterizaco Inicial dos Digeridos por RMN  *H

Nos primeiros espectros obtidos para os brancos analiticos foi possivel
verificar que o melhor extrator foi o éter etilico. Os espectros obtidos com o
cloroférmio ndo apresentavam picos e nem resolucdes suficientes.

Optou-se pelo uso do éter etilico para todas as outras extracdes como método

de preparo das solucdes residuarias para analise por RMN *H.
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5.5.1 Mdusculo Bovino

Assim como observado na analise de digeridos de amostras de tecido vegetal

37 em concentracdes superiores (14 e 7 mol L) os espectros mostram-se mais
complexos, ou seja, com maior numero de compostos formados apos a

decomposicao assistida por radiacdo microondas.

Musculo 14 mol L
Musculo 7 mol L1
Musculo 2 mol Lt agua

DSS
[ ! I ! I ! I T I T I T I T I T 1
1 10 8 6 4 2 0 " "
Deslocamento Quimico (ppm)
Figura 16. Espectros de RMN 'H para amostras de muisculo bovino

decompostos em diferentes concentracdes acidas.

Nos espectros de 14 e 7 mol L™, observou-se a presenca de residuos
organicos na regido tipica de alifaticos (6 0,5-3,0 ppm) com sinais mais intensos e
abundantes do que na regido tipica de aromaticos e nitrocompostos (6 7,0-10,5
ppm), figura 16. Uma possivel explicagdo é que em altas concentracfes, altas

pressdo e altas temperaturas, ha um incremento no poder oxidante da mistura
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reacional, que oxidam uma maior quantidade de compostos e ligacbes quimicas,

gerando uma maior diversidade de residuos.

Musculo 14 mol L1
Musculo 7 mol L1
Musculo 2 mol L1

10 9 8 7 6
deslocamento quimico (ppm)

Figura 17. Expansdo dos espectros de RMN 'H na regido de aromaticos

decompostos em diferentes concentracdes acidas.

A figura 17 mostra uma expansdo na regido dos aromaticos dos espectros
mostrados na figura 16. Pode se observar diferentes quantidades e menor
diversidade de compostos quando as diferentes concentragcdes acidas sao
comparadas.

Observou-se também sinais de baixa intensidade na regido de 6 4,0-4,7 ppm,
que pode ser um indicativo da presenca de hidrogénios carbindlicos. Na condicao
menos oxidante, 2 mol L™, houve uma drastica diminuicdo destes sinais, fato
também observado para decomposicdo de tecidos vegetais sob as mesmas

condicdes de oxidacdo®’.
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5.5.2 Sangue Bovino
Na figura 18, sdo apresentados 0s espectros obtidos nas trés concentracdes
acidas empregadas para amostras de sangue. E possivel verificar diferencas nos
espectros, sendo que o espectro referente a HNO3; 2 mol L™ apresenta uma menor
diversidade de picos e caracteristicas mais simples. Nos espectros referentes as
concentracbes de HNOsz; 14 e 7 mol L™, observou-se a presenca de residuos
organicos na regiao tipica de alifaticos (0 0,5-3,0 ppm) e na regido tipica de
aromaticos (6 7,0-10,5 ppm).
_____Sangue 14 mol L1

_____Sangue 7 mol L1
Sangue 2 mol Lt

._......-—--'-n.ld_ PP L.
o S
UL L L L L L B e e e e |
10 8 7 6 5 4 3 2 1 1 -2
ppm

Figura 18 . Espectros de RMN 'H para amostras de sangue bovino decompostas

em diferentes concentracfes &cidas.

A regido tipica de aromaticos e nitrocompostos (& 7,0-10,5 ppm) apresentou
picos mais intensos conforme o aumento da concentracdo acida. Uma possivel
explicacdo é que em altas concentracdes, ocorre um aumento da pressao e

temperatura, havendo um incremento no poder oxidante da mistura reacional.
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Nesse caso, uma maior quantidade de compostos e ligacbes quimicas seriam
oxidados, gerando uma maior diversidade de residuos, como pode ser observado
na figura 19.

Sangue 14 mol L1

Sangue 7 mol L1
Sangue 2 mol Lt

T T T T T T T T
11 10 9 8

ppm
Figura 19. Expansdo dos espectros de RMN 'H na regido de aromaticos

decompostos em diferentes concentragdes acidas.

5.5.3 Visceras Bovina

Para amostras de visceras, 0s espectros obtidos para as concentracdes de
HNO; 14, 7 e 2 mol L™ s&o apresentados na figura 20.

O espectro obtido referente a HNOz 14 mol L apresenta uma maior
diversidade na regido de aromaticos e um sinal na regido de & 5.9 ppm, que pode
ser indicativo da presenca de nitrocompostos. O residuo referente a HNO3; 7 mol L™,
estd na regido de 6 8,4 ppm. Isso mostra a presenca de diferentes nitrocompostos
nos residuos avaliados. A figura 21 demonstra a expansdo dos espectros na regiao

dos aromaticos.



RESULTADOS e DISCUSSOES 48

___Visceras 14 mol Lt
___ Visceras 7 mol L1
___Visceras 2 mol L1

:

ppm
Figura 20 . Espectros de RMN *H para amostras de visceras bovina decompostas

em diferentes concentracfes acidas.

___Visceras 14 mol L1
___Visceras 7 mol L1
___Visceras 2 mol L1

Figura 21. Expansdo dos espectros de RMN 'H na regido de aromaéticos

decompostos em diferentes concentragdes acidas.
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Sinais na regido de & 5,2 ppm, em solucdo 2 mol L de HNOs;, podem ser
atribuidos a presenca de agua na amostras (& 4,7 ppm), com sobreposicdo de outros
picos de compostos, como por exemplo lipideos com dupla ligacdo, que apresentaria
sinais tipicos em & 5,3 ppm*, (figura 22). Isso indica que concentracdes baixas de
HNO3; ndo sdo suficientes para oxidacdo de compostos lipidicos em amostras que

apresentam altos teores de gordura em sua composi¢éo quimica.

___Visceras 14 mol L1
__ Visceras 7 mol L
___ Visceras 2 mol L

ppm

Figura 22. Expansdo dos espectros de RMN 'H na regido de hidrogénios
carbindlicos para amostras de visceras decompostos em diferentes concentracdes

acidas.

5.5.4 Soja em Graos

Na figura 23 € possivel verificar que ndo ha diferencas nos espectros nas
diferentes concentracdes acidas na regido dos compostos alifaticos (o 0,5-3,0 ppm),
mas alguma diferenca pode ser observada na regido tipica dos compostos

aromaticos e nitrocompostos (o 7,0-10,5 ppm), como mostra a figura 24. Pode-se
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observar menores quantidades e diversidade de compostos entre as diferentes
concentracdes acidas.

Neste caso, foi possivel verificar que ndo ha indicios de residuos de lipideos
com dupla ligacdo com sinais tipicos em & 5,3 ppm, indicando que a decomposi¢ao

nessa matriz foi eficiente, mesmo com o decréscimo da concentracao acida.

Soja 14 mol L1
Soja 7 mol L1
Soja 2 mol L1

L (N

Figura 23. Espectros de RMN *H para amostras de soja em grdos decompostas

em diferentes concentracdes &cidas.
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Soja 14 mol L1
Soja 7 mol L1
Soja 2 mol L1

- Y WA .\__)L_

T T T T
10 9 8

ppm
Figura 24. Expansdo dos espectros de RMN 'H na regido de aromaéticos

decompostas em diferentes concentragfes acidas.

5.5.5 Paspalum

A figura 25 apresenta os espectros para as diferentes concentracdes acidas
na decomposicao de amostras de paspalum.

Observa-se que em concentracdes superiores de HNO3 (14 e 7 mol L™), os
espectros mostram-se mais complexos, ou seja, com maior niumero de compostos
formados apds a decomposicdo assistida por forno com radiacdo microondas.
Concluséo semelhante a previamente obtida em trabalho anterior que avaliou o

mesmo tipo de amostra®’.
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Paspalum 14 mol L1
Paspalum 14 mol L
Paspalum 14 mol L1

" _k J LJL_

J\m_‘_l_rb_llu__
I T T T T T T T T T T 1
10 9 8 7 6 5 4 2 1 0 -1

ppm

Figura 25. Espectros de RMN 'H para amostras de Paspalum em grdos

decompostas em diferentes concentracdes acidas.

5.6. Separacao dos Isébmeros de NBA's e Andlise das Amost  ras

Apoés a definicdo da coluna cromatogréafica a ser utilizada, estudos sobre a
forca da fase mével foram realizados.

Misturas em porcentagem de H,O:Metanol (70:30) e H,O:Metanol (70:30) +
0,05% de TFA, H,O:Acetonitrila:Metanol (80:15:5) + 0,05% de TFA e
H,O:Acetonitrila:Metanol (75:20:5) + 0,05% de TFA foram empregadas inicialmente
como fase movel. Observou-se uma melhor separacdo cromatografica quando do
emprego de acido trifluoracetico na fase mével. Segundo Chen e Zhang (1997)* os
NBA séo acidos organicos e quando dissociados em agua formam ions aniénicos. A
pequena diferenca de pK, faz com que os trés isdmeros eluam quase que ao mesmo
tempo, especialmente m- e p-NBA. A separacdo dos trés isémeros foi
significativamente maior com o uso de um supressor de ionizacdo, como o0 acido

acético, misturado na fase movel.
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Nesse caso, uma melhor resolucdo, que € uma medida quantitativa da
separacao de dois picos consecutivos, melhores separacdes e menores tempos de
analise, foram obtidos utilizando como fase movel H,O:Acetonitrila:Metanol (75:20:5)
e 0,05% de TFA como supressor de ionizacado dos grupos acidos dos NBA's.

O tempo de retencao (tr), que é o tempo transcorrido desde o0 momento da
injecdo da amostra até que se tenha o0 maximo do pico, foi utilizado como modelo de
comparacdo entre as diferentes amostras e o padrdo analitico **. Este tempo é
caracteristico do soluto, do fluxo da fase mével e da temperatura da coluna. O
mesmo pico, na mesma coluna, em idénticas condicbes de analise tera sempre o
mesmo tempo de retencdo. Esse fato permite utilizar os tempos de retencédo para
identificacdo dos picos ja que, em condicOes estritamente controladas, sao
reprodutiveis *°.

A figura 26 mostra o cromatograma obtido através da injecdo da mistura
padrdo dos isémeros o-, m- e p- do acido nitrobenzdico na concentracdo de 5 ug
mL™ para cada analito. As condic6es cromatograficas estdo descritas na tabela 4.

Os tempos de retencéo obtidos para os padrdes estdo descritos na tabela 9.

Tabela 9. Tempo de Retencéo Tipico dos Padrdes, (n=6).

Isdmero Tempo de Retencéo (min)
0-NBA 10,9
m-NBA 18,2

p-NBA 19,9
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C
] Mixde NBA's
0.5
7 A B
mAbs
0.257
O_
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0 5 10 15 20 25
tempo (s)

Figura 26. Cromatograma dos padrbes de o-NBA (A), m-NBA (B) e p-NBA

(C),concentracdo de 5 ug mL™.

A ordem de eluicdo de cada analito presente na mistura padrao dos isémeros
foi determinada pela injecdo, nas mesmas condicfes cromatogréficas, de solucdes
com concentracdo 5 pg mL™* de cada isdmero individualmente.

Para verificar qualitativamente os produtos de decomposicdo &cida nas
amostras tratadas, os cromatogramas das amostras com as mesmas caracteristicas

quimicas foram comparados entre si.

5.6.1. Separacao dos Isbmeros de NBA's nas Amostras  de Musculo e Sangue

Bovino

A figura 27, demonstra os cromatogramas para musculo e sangue bovino
decompostos nas concentracdes de 14, 7 e 2 mol L. Verifica-se que com a
diminuicdo da concentracdo acida, ha um decréscimo das absorbéancias dos
isémeros do acido nitrobenzéico. Com o emprego de solu¢cdes mais diluidas, é
perceptivel o decréscimo dos isdbmeros formados nas solu¢ces resultantes apos a

decomposicédo acida.
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Figura 27. Cromatogramas das amostras de musculo e sangue bovino

decompostos com HNOs 14, 7 e 2 mol L™ nas condi¢cBes cromatogréficas descritas
na tabela 4. 0-NBA (A), m-NBA (B) e p-NBA (C).
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A tabela 10, mostra os tempos de retencdo para esse grupo de amostras. E
possivel perceber que os tempos de retencdo, sdo bem proximos ou exatamente 0s
mesmos dos isdbmeros estudados. Também se conclui, através das intensidades de
absorcdo de cada analito, que o isbmero m-NBA pode ser o mais representativo

nesse grupo de amostras.

Tabela 10. Tempo de Retencédo Tipico para as Amostras de musculo e sangue

bovino, (n=2).

Amostras Concentracéo Tempo de Retencao
(mol L™ (min)
Mdusculo Bovino 14 o- 10,8; m-18,2 e p-20,0
Mdusculo Bovino 7 o- 10,7, m-17,9 e p-19,6
Mdusculo Bovino 2 o- 10,8; m-18,1 e p-19,9
Sangue Bovino 14 0- 10,8; m-18,5 e p-20,2
Sangue Bovino 7 o- 10,7; m-18,6 e p-20,3
Sangue Bovino 2 o- 10,5; m-18,3 e p-20,0

5.6.2. Separacgédo dos Isbmeros de NBA’s nas Amostras  de Visceras e Soja em

gréos

Na figura 28, estdo representados os cromatogramas obtidos na analise de
visceras bovina e soja em grdos decompostos nas concentracdes de 14, 7 e 2 mol L
!, Observa-se a mesma diminuic&o nas intensidades de absorbancia dos compostos
com a diminuicdo da concentracdo acida, tanto para as amostras de visceras como
par as de soja. Verifica-se também, que o isbmero 0-NBA nao esta presente nas
visceras decompostas em 7 e 2 mol L™ e que somente o isdbmero p-NBA aparece

nas amostras decompostas com solugdo 2 mol L. Isso pode sugerir que uma

solucéo acida diluida n&o proporciona decomposicdes efetivas e torna-se necessario
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0 uso de concentracdes acidas mais elevadas para a solubilizacdo dos compostos

organicos contido nessa matriz..

. H -1
Visceras 14 mol L't —_Sojal4mollL
20 - B
50 7
15 - 1
mAbs, ; | mAbs E A C
b 2.5 A
A B i
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Figura 28. Cromatogramas das amostras de visceras bovina e soja em graos

decompostos com HNO3 14, 7 e 2 mol L™ nas condi¢ées cromatogréaficas descritas
na tabela 4. 0-NBA (A), m-NBA (B) e p-NBA (C).
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O tempo de retencao para esse grupo de amostras esta descrito na tabela 11.
Observa-se o0 mesmo efeito encontrado para amostras com altos teores de proteina
bruta, porém para as visceras alguns dos isdmeros ndo estdo presentes nas

solucbes mais diluidas.

Tabela 11. Tempo de Retencédo Tipico para as amostras de visceras bovina e soja

em graos, (n=2).

Amostras Concentracéo Tempo de Retencao
(mol L™ (min)

Visceras bovina 14 o- 10,1; m-18,4 e p-20,1
Visceras bovina 7 o- *; m-18,1 e p-19,8
Visceras bovina 2 0- *; m-* e p-19,0
Soja em gréos 14 0- 10,7; m-18,0 e p-19,8
Soja em gréos 7 o- 10,7; m-18,0 e p-19,7
Soja em gréos 2 o- 10,7; m-18,0 e p-19,8

5.6.3. Separacao dos Isbmeros de NBA's nas Amostras  de Paspalum

Para as amostras de paspalum, intensidades bem menores nas producao dos
acidos nitrobenzéicos foram observadas nas diferentes concentracdes acidas
utilizadas quando comparada com tecido animal, figura 29. Na tabela 12 os tempos

de retencédo para cada isbmero séo descritos.



RESULTADOS e DISCUSSOES

59

1.4+
1.2
1.0
0.8
mAbs o.e.—-
0.4

0.2

w7 __ Paspalum 14 mol L!

B

25 7
20
15 -

mAbs 4

0.5

__Paspalum 7 mol L

tempo (s) tempo (s)
0.3
Paspalum 2 mol L1
0.2 B
] C
Abs 0.1 A
0_
T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
tempo (s)

Figura 29. Cromatogramas da amostra de paspalum decomposta com HNO3 14, 7

e 2 mol L™ nas condicdes cromatograficas descritas na tabela 4. 0-NBA (A), m-NBA

(B) e p-NBA (C).

Tabela 12. Tempo de Retencgéo Tipico para as amostras de paspalum, (n=2).

Amostras Concentracéo Tempo de Retencéo

(mol L™ (min)
Paspalum 14 0- 10,4; m-18,2 e p-19,9
Paspalum 7 o- 10,9; m-18,2 e p-20,0
Paspalum 2 0- 10,9; m-18,2 e p-19,9
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Cromatogramas dos brancos analiticos foram também realizados para

verificar a auséncia de compostos interferentes e constatar que a presenca dos

produtos formados era inerente das diferentes composi¢cdes quimicas das amostras.

No tempo de analise dos analitos de interesse nao foram observados picos

interferentes. A figura 30 demonstra esses cromatogramas.

10.0

] __Branco 14 mol L1
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Figura 30. Cromatogramas dos brancos analiticos decomposto com HNO3; 14, 7 e 2

mol L™ nas condigBes cromatograficas descritas na tabela 4.

Pode-se perceber pela analise qualitativa das amostras estudadas que houve

uma predominancia do isbmero m-NBA foi superior. Essa preponderéancia de uma
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espécie de isdbmero foi verificada por Pratt et al.** em matrizes contendo
fenilalanina. Segundo os autores, uma oxidacdo da cadeia de —COOH seguida pela
nitracdo poderia resultar na formacado de m-NBA como produto de reac&o primario,
devido aos efeitos no grupo carboxilico. Nitragdo da fenilalanina seguida da
oxidacdo das cadeias de aminoacidos poderia resultar em espécies o- e p-NBA

como produtos majoritarios.
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6. CONCLUSOES

No estudo de avaliagdo das condi¢bes do forno de microondas os resultados
obtidos foram esperados e concordantes com os relatados na literatura, mostrando a
necessidade de poténcias elevadas levando a temperaturas maiores nos frascos
reacionais.

O emprego de &cidos diluidos comprovou ser uma alternativa viavel e
recomendavel, reduzindo o volume de reagentes e conseqientemente as

variedades de residuos advindos dos processos de decomposi¢éo.

Para andlise de tragos pode-se obter menores diluicdes, com &cidos diluidos,
aumentando a sensibilidade da técnica utilizada, além de introduzir menores

guantidades de contaminantes no processo de preparo de amostra.

O emprego da solugdo HNOs 7,0 mol L™ propiciou a recuperacéo de analitos
com quantidades de carbono orgéanico residual e desvios padrdo menores quando

comparado com HNOj3; concentrado.

O método de quimiometria empregado mostrou-se eficiente, pois possibilitou
agrupar as amostras em diferentes grupos. A caracterizagdo das amostras
empregando os métodos propostos foi Gtil para verificar qual solucdo extrai a maior
concentragdo de analitos e como essa distribuicdo é feita durante o processo de
decomposicéo.

As melhores extragbes para compostos polares foram obtidas quando se
utiliza éter etilico destilado como solvente.

Os espectros de RMN *H obtidos com as solu¢es mais diluidas mostram-se

mais simples e menos complexos do que os obtidos em maiores concentracoes.
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Solugbes mais concentradas tém uma maior variedade de compostos
organicos tais como nitrocompostos, compostos alifaticos e aromaticos, tendo uma
possivel explicacdo pelo alto poder oxidante dessas misturas em altas pressao e
temperatura, gerando dessa forma uma quantidade maior de residuos organicos.

Foi possivel verificar a presenca de compostos aromaticos e nitrocompostos
por RMN H*, ndo sendo possivel separar e identificar individualmente cada espécie.
Isso jA era esperado, pela diversidade de amostras avaliadas e suas diferentes
composic¢des quimicas.

As separacdes dos isbmeros de acido nitrobenzoico empregando HPLC-UV-
vis foram obtidas utizando fase estacionaria Cig cromatografia em fase reversa
empregando fase movel H,O:Acetonitrila:Metanol (70:25:5) + 0,05% de TFA.

A comparacédo entre os residuos produzidos e a composi¢cdo quimica original
das amostras, demonstra que as matrizes biolégicas contendo aminoéacidos,
proteinas e lipideos em sua estrutura, levam a producdo dos isdmeros de acido
nitrobenzdico e outros compostos organicos oriundos dos processos de clivagem de
ligacdes quimicas.

O m-NBA foi obtido na maioria dos residuos resultantes de decomposicao
acida assistida por radiacdo microondas de amostras bioldgicas, confirmando a

hipétese de trabalhos anteriores.
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