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Resumo

Titulo: Avaliacdo de métodos de preparo de amostras para determinacdo de
metais em goma xantana

Autor: Michele Barboza da Rosa

Orientadora: Profé. Dra. Adriane Medeiros Nunes

Co-orientador: Prof®. Dr. Anderson S. Ribeiro

A goma xantana € um polissacarideo natural, sintetizado por bactérias do
género Xanthomonas. Devido suas propriedades reologicas como elevada
viscosidade e estabilidade, essa goma vem apresentando inumeras
aplicabilidades industriais, e sendo assim, consequentemente substitui muitos
polissacarideos que séo tradicionalmente utilizados. Para a producdo desta,
sdo adicionados ao meio de cultivo das bactérias sais contendo metais, os
quais influenciam diretamente nas propriedades reoldgicas da goma. Neste
trabalho, foram avaliados trés diferentes métodos de preparo de amostras
baseados na decomposicdo &acida de goma xantana para posterior
quantificacdo de Na, K, Ca e Mg por técnicas espectrométricas. Os métodos
avaliados foram a decomposicdo acida em sistema aberto (utilizando mistura
de HNO3/HCIO,4), com sistema de refluxo (utilizando apenas HNO3) e fechado
por micro-ondas (utilizando mistura de HNO3/H,0,). A decomposicao acida das
amostras utilizando um sistema de refluxo apresentou-se como uma estratégia
analitica simples e econdmica, permitindo uma eficiéncia no preparo das
amostras. Sendo assim, a exatiddo do método utilizando o sistema de refluxo
foi avaliada através da comparacédo dos resultados obtidos entre os métodos
de digestdo, bem como através de testes de adi¢cdo e recuperacdo, 0s quais
variaram entre 90 a 102%. Os Limites de deteccao foram de 0,04, 0,02, 0,02 e
0,001mg g'l para Na, K, Ca e Mg, respectivamente.

Palavras-chave: Goma xantana, preparo de amostras, metais, Espectrometria

atomica.



ABSTRACT

Title: Evaluation of methods of sample preparation for determination of metals
in xanthan gum.

Author: Michele Barboza da Rosa

Mastermind: Prof2. Dra. Adriane N. Medeiros

Co-mastermind: Prof®. Dr. Anderson S. Ribeiro

Xanthan gum is a natural polysaccharide, synthesized by bacteria of the genus
Xanthomonas. Due to its rheological properties such as viscosity and high
stability has shown that gum numerous industrial applicability, and thus,
consequently replaces many polysaccharides which are traditionally used. For
the production of this, are added to the culture medium of bacteria containing
metal salts, which directly influence the rheological properties of the gum. In this
study, we evaluated three different methods of preparation of samples based on
acid decomposition of xanthan gum for later quantification of Na, K, Ca and Mg
by spectrometric techniques. The methods evaluated were the acidic
decomposition open system (using mixture of HNO3 / HCIO,), with the reflux
system (using only HNO3) and closed by microwave (using mixture of HNO3 /
H.O,). The acid decomposition of the samples using a reflux system was
presented as a simple and economical analytical strategy, enabling efficient
sample preparation. Thus, the accuracy of the method using the reflux system
was evaluated by comparing the results obtained from the methods of digestion,
as well as through addition and recovery test, which varied from 90 to 102 %.
The detection limits were 0.04, 0.02, 0.02 and 0,001mg g™ for Na, K, Ca and
Mg, respectively.

Keywords : Xanthan gum, sample preparation, metals, atomic spectrometry.
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1. Introducao

A goma xantana é um polissacarideo natural de cadeia longa e alto peso
molecular, a qual é sintetizada por diversas espécies de bactérias
xanthomonas. E sollivel em 4gua e com isso apresenta a capacidade de tornar
uma solugao altamente viscosa mesmo em baixas concentragdes. Por se tratar
de um biopolimero e possuir propriedades como elevada viscosidade,
pseudoplasticidade e estabilidade em uma ampla faixa de pH e temperatura,
este vem apresentando elevado interesse industrial em diversas areas como:
industria de alimentos, petroquimica, agro-quimica, quimica, bem como nas
areas médicas, de farmacos, de cosméticos, entre outras [1, 2].

Por apresentar propriedades reolégicas importantes industrialmente e,
também nao ser toxica a saude humana, a xantana vem sendo amplamente
empregada na industria de alimentos no Brasil e em outros paises [2]. Em 1965
no Brasil, através do decreto de lei n° 55.871%, o emprego de aditivos em
alimentos foi regulamentado [3], enquanto nos Estados Unidos (EUA) foi em
1969 que a Food and Drug Administration (FDA) liberou a utilizacdo desta em
varios setores industriais, como por exemplo, na industria de alimentos,
farmacos e cosméticos, sem estabelecer limites quantitativos especificos [2].

Para a producdo da goma xantana € necessario a adicdo de nutrientes
ao meio de cultivo, que servem como substrato para as bactérias e influenciam
diretamente no rendimento da produgéo. Fontes de macronutrientes, como C e
N, sdo adicionados, sendo o C proveniente da adicdo de acglUcares como
glicose e sacarose e o N provém do glutamato ou de sais de aménio (NH,") [4].

Também sao adicionados, no meio de producdo ou pos-fermentacéao,
micronutrientes como sais de Ca, Mg, K, Na entre outros, 0s quais séo
necessarios para o desenvolvimento das bactérias [4,5].

As concentracdes desses sais influenciam diretamente nas propriedades
reologicas da xantana, assim como também em sua producéo [6]. Deste modo,
uma quantificacdo desses metais se faz necessaria, uma vez que 0 acréscimo
desses cations na goma pode interferir na sua aplicacdo industrial [7]. Para
isso, € importante desenvolver e/ou melhorar os métodos analiticos ja
existentes, a fim de se obter simplicidade, seguranca e rapidez para o controle

de qualidade desse polissacarideo.



Dentre as técnicas analiticas disponiveis para a determinacdo de Na e
K, a Espectrometria de Emissdo Atdbmica em Chama (F AES, do inglés Flame
Atomic Emission Spectrometry), € a mais utilizada por se tratar de uma técnica
simples, onde a amostra é inserida em uma chama e a concentracdo dos
analitos sdo determinadas pela quantidade de energia emitida [8]. Para a
determinacao de Ca e Mg, a espectroscopia de absor¢céo atbmica em chama
(F AAS, do inglés Flame Atomic Absorption Spectrometry) se destaca por ser
uma técnica bem consolidada, a qual vem sendo utilizada para determinacdo
de elementos em baixas concentracdes e em diferentes tipos de amostras [9].

Independentemente do método analitico a ser adotado para a
determinacdo das espécies quimicas, fica subentendido que o método de
preparo da amostra deve ser compativel. Dentre os métodos de preparo de
amostras, € valido destacar a decomposi¢cao da amostra por via Umida, onde a
matéria organica € decomposta através da utilizacdo de reagentes oxidantes,
como &cidos, mistura de acidos ou mistura de acido com H,O, e aguecimento
por tempo adequado. Através desse procedimento, € possivel obter em
solucédo os elementos a serem determinados na forma de ions, 0 que torna a
amostra apropriada para uma analise instrumental [10].

Recentemente, como alternativa ao método de calcinagdo para o
preparo de amostras de goma xantana, o qual & descrito como método oficial,
foi proposto um procedimento que baseia-se na decomposicdo acida
empregando uma mistura de &acidos inorganicos oxidantes, como HNO; e
HCIO,4, em sistema aberto a uma temperatura abaixo do ponto de ebulicdo dos
acidos empregados [11].

Cabe salientar que, em sistemas abertos de decomposi¢cdo de amostras,
é dificil obter uma oxidagdo completa da amostra utilizando apenas HNO3 para
amostras com matrizes mais complexas, por isso a utilizagdo da mistura nitro-
perclérica, se faz necessaria para a decomposicao destes tipos de amostras,
como a goma xantana. No entanto, a utilizacdo deste meio oxidante merece
especial atencdo devido aos riscos de exploséo, provocada pela formacao de
percloratos instaveis [10].

Sendo assim, o desenvolvimento de metodologias simples e seguras de

decomposicdo acida de amostras de goma xantana torna-se atrativas, a fim de



se obter resultados satisfatérios para determinagdes quantitativas de metais

utilizando técnicas de espectrometria atbmica.



2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo principal avaliar trés diferentes métodos
de preparo de amostras utilizando decomposicdo acida para posterior
determinacdo de Na, K, Ca e Mg em goma xantana por técnicas

espectrométricas.

2.2. Obijetivos especificos

v' Decompor as amostras de goma xantana apenas utilizando HNO3
e bloco digestor com sistema de refluxo;

v' Comparar a decomposicao utilizando o sistema de refluxo com as
decomposi¢cdes em sistema aberto e fechado por micro-ondas;

v Verificar a exatiddo do método desenvolvido, através de ensaios
de adicao e recuperacao;

v" Comparar os resultados obtidos dos trés métodos de preparo de
amostra atraves de teste estatistico, a fim de verifica a exatiddo do método;

v' Aplicar o método de decomposicao acida com sistema de refluxo
em amostras de goma xantana produzidas pelo Laboratorio de Biotecnologia,
do Centro de Desenvolvimento Tecnologico (CDTec) da Universidade Federal
de Pelotas (UFPel).



3. Revisao da Literatura

3.1. Histérico da Goma Xantana

A goma xantana € sintetizada pelas bactérias xanthomonas, as quais a
produzem com a funcdo de defesa contra o ataque de amebas, fagdcitos e
bacteriofagos, além de atuar também como protecdo contra dessecamento.
Para os humanos, essa goma tem a funcdo de tornar as solu¢cdes mais
viscosas, uma vez que trata-se de um polissacarideo de origem microbiana,
apresentando-se como uma alternativa aos polissacarideos existentes que séao
de origem vegetal [5].

Foi descoberta na década de 50, por pesquisadores norte-americanos
no Northern Regional Research Laboratory (NRRL) do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos, os quais estudavam microrganismos que
sintetizassem gomas solUveis em agua para aplicagdo comercial [12—-14]. Foi o
primeiro polissacarideo a possuir significado comercial, devido as suas
inUmeras propriedades que sao importantes na aplicacéo industrial [15].

A partir de 1960, algumas industrias fizeram estudos em seus
laboratérios visando a produgcédo semi-comercial da goma Kelzan pela empresa
Kelco (EUA) [14]. Em 1961, houve a caracterizacao e isolamento da mesma, e
a primeira publicacdo importante foi feita [16]. Estudos continuaram sendo
desenvolvidos e alguns anos apo0s, em 1964, foi viabilizada a producéo
comercial com propésito industrial do biopolimero, sendo entdo aplicada em
produtos ndo alimenticios [14].

Em 1967, teve inicio a producdo de xantana no comeércio norte
americano e, logo apds, foi produzida comercialmente na Europa, tornando-se
assim um modelo para producdo de diferentes biopolimeros [16]. Como ja
citado anteriormente, em 1965 foi quando o Brasil liberou a utilizacdo de
aditivos em alimentos, sendo que ndo ha especificacdo para o uso da xantana
[3], enquanto que nos EUA em 1969 a goma foi aprovada para ser utilizada
como aditivo alimentar pela FDA [2, 13, 15,16].

Segundo Palanira e Jayaraman [12], estudos sobre a producédo, a
matéria-prima empregada na fermentacédo e aplicacdes industriais ainda estado

sendo realizadas, uma vez que essa goma trata-se de um polissacarideo que
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apresenta uma vasta gama de aplicacbes comerciais. Atualmente, no Brasil, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tem em vigor um
compéndio da legislacdo brasileira de aditivos alimentares que informa o limite
maximo deste em alimentos, o qual incluiu a quantidade maxima permitida de

xantana em alguns alimentos, que varia de 0,05 a 1,0 g/100g de produto [17].

3.2. Goma Xantana

3.2.1. Xanthomonas

As bactérias do género xanthomonas de diferentes espécies sao
utilizadas para a producdo da goma xantana. Dentre essas € possivel citar:
Xanthomonas melonis, Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis [1],
Xanthomonas arboricola pv pruni [6], Xanthomonas phaseoli, Xanthomonas
juglandis [18] entre outras. Porém, a que apresenta destaque na producdo
comercial sdo as xanthomonas campestres [18].

As bactérias do género xanthomonas e da espécie campestres dao
origem a goma xantana por processo fermentativo. Essas bactérias séo
comumente utilizadas em escala industrial para a producdo da goma [4,
5,19,20]. Sao fitopatogénicas, ou seja, causam doencas em plantas, além de
tratar-se de um micro-organismo aerobio e gram-negativo. Como descricao,
essas caracterizam-se por apresentarem hastes retas, medindo de 0,4 + 0,7
um de largura por 0,7 £ 1,8 um de comprimento. As células sdo modveis
possuindo um unico flagelo e as colonias sdo em geral de pigmentacdo
amarela, lisa e viscosa. A Figura 1 demonstra as xanthomonas campestris [4,
21].

Xanthomonas campestres € uma bactéria que infecta uma variedade de
plantas, podendo afetar a produtividade agricola causando prejuizo as
lavouras, pois quando o micro-organismo entra em contato com o vegetal pode
causar lesdes, caracterizadas por veias amarelas e negras, nas raizes, folhas,
frutos, ramos causando a morte do vegetal [5, 19, 22]. Ao infectar a planta, a
bactéria produz um polissacarideo de alto peso molecular, caracterizado como

sendo a goma xantana [5].



Figura 1 — Bactérias do género Xanthomonas campestris (A) visualizada pela
microscopia de transmissao eletronica; (B) desenvolvimento da bactéria em

meio de cultura. Adaptado de Garcia-ochoa e Vicente [4, 22].

Os meios de cultivo para o crescimento das bactérias xanthomonas séo
complexos ou semi-complexos [4], ou seja, 0 meio complexo caracteriza-se por
conter produtos cujo a composi¢ao quimica ndo € corretamente definida [23]. O
crescimento do micro-organismo em ambos 0S meios é muito semelhante,

assim como o rendimento da biomassa séo proximos [4].

3.2.2. Producgao da Goma Xantana

Para a producédo da goma xantana, primeiramente € necessario propiciar
uma reproducdo bacteriana, ou seja, criar um inoculo sob condicdes
apropriadas para se obter uma quantidade capaz de ser utilizada em um
processo fermentativo. Para essa fermentacdo e produgdo, a bactéria
necessita de nutrientes, macronutrientes (como C e N) e de micronutrientes
(como K, Fe e Ca) [5,12]. A Figura 2 mostra um esquema de formacao do

in6culo tanto em fase laboratorial como industrial.
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Figura 2 — Esquema de preparo do inéculo. Adaptado de Schmidell e

colaboradores [24].

Considerando os macronutrientes, as fontes de C mais frequentemente
utilizadas no meio de cultivo sdo a glicose e a sacarose, servindo também
como fonte de energia aos microrganismos. Ja para o N, podem ser utilizados
o glutamato, nitrato de sédio e nitrato de amdnio como as principais fontes.
Contudo, o glutamato destaca-se das demais fontes por apresentar resultados
experimentais satisfatorios. Essa relacdo entre a quantidade de C e N é um
fator muito importante e que deve ser avaliada durante todo o processo, uma
vez que a elevada concentracdo de N reflete em um r4pido crescimento celular,
mas, em contrapartida, também pode influenciar inadequadamente nas

propriedades reoldgicas da goma [4, 5, 19].



Além das fontes de macronutrientes citadas, a literatura reporta o uso de
inUmeras outras fontes possiveis para esse processo fermentativo. Kumara e
colaboradores [2] desenvolveram um estudo para avaliar diferentes fontes de C
e N para a producdo de goma xantana. Neste estudo foi utilizado glicose,
sacarose, maltose e lactose como fontes de C e, para N, os autores fizeram o
uso de extrato de carne, peptona, triptona e extrato de leveduras. De acordo
com o0s resultados experimentais, os autores concluiram que sacarose e
extrato de leveduras foram as principais fontes de C e N, respectivamente,
apresentando um maior percentual de goma no final do processo.

Devido a grande demanda de goma xantana anualmente, a producgéo
utilizando glicose ou sacarose como fontes de carbono, pode tornar-se
economicamente inviavel [13]. Com isso, a literatura informa diferentes fontes
alternativas e de baixo custo, capazes de gerar bons rendimentos e garantir a
gualidade da goma, tais como: arroz hidrolisado, cevada, farinha de milho, soro
de leite, soro de queijo, melaco de cana, polpa de beterraba, polpa de péssego,
amido de mandioca, entre outros [12, 13].

As condicdes operacionais empregadas no processo de producao
também sdo extremamente importantes, pois essas podem influenciar
diretamente no rendimento e na qualidade da goma xantana. A temperatura
empregada na producdo pode variar dentro da faixa de 25 a 34 C, mas a
comumente utilizada, por apresentar maiores rendimentos, € a de 28 € [4, 5,
12]. Outro fator que exige atencao € o pH, uma vez que durante a producéo da
goma xantana tem-se a formacao de grupos &cidos, o que decresce o valor de
pH para préximo de 5. Para alcancar a condicdo de neutralidade, a qual é dita
como oOtima, o pH pode ser ajustado com adi¢cdes de KOH, NaOH ou NH,OH
[5].

A agitacédo dos reatores durante o processo também pode influenciar no
rendimento da producdo, pois esta diretamente ligada com a taxa de
transferéncia de oxigénio durante a fermentacdo. A agitacdo em meédia
recomendada € de 500 rpm, uma vez que, segundo Garcia-Ochoa e
colaboradores [4], valores inferiores podem registrar limitagcbes de oxigénio e
valores superiores levam ao baixo crescimento celular, o que caracteriza-se em

uma situacdo de rendimento desfavoravel. Todo o processo fermentativo pode



levar um tempo que varia de 48 a 96 horas, o que sera definido a partir da
disponibilidade de nutrientes no meio [4].

A etapa de recuperacao da goma a partir do caldo fermentado, em geral
€ um processo difici e de alto custo. Neste processo € obtido
aproximadamente 10 a 30 g L™ de goma xantana, 1 a 10 g L™ de células e 3 a
10 g L™ de nutrientes residuais e outros metabdlitos [4, 5, 13]. Devido a alta
viscosidade, ou seja, elevada concentracdo de goma no caldo, a retirada da
biomassa torna-se dificil, sendo assim, uma diluicio em algum dos processos
normalmente é feita, facilitando entdo a remocéo da goma [5].

As principais etapas de recuperagcdo da goma envolvem a desativagao
da atividade celular microbiana para posterior remoc¢ao da mesma, precipitagéo
do biopolimero, lavagem, secagem, moagem e empacotamento [4, 5, 12]. O
tratamento de purificacdo da goma dependera da utilizacdo do polissacarideo,
ou seja, para uma aplicagdo farmacéutica é necesséaria uma purificacdo mais
criteriosa do que quando comparada com uma aplicagdo em industria
petrolifero.

A pasteurizacdo do caldo (tratamento térmico) é utlizada para a
desativacdo das células, pois a alta temperatura leva a degradagdo do
microrganismo, aumenta a remocéo de xantana das células e também promove
a diminuicdo da viscosidade do meio. Essa mudanca na viscosidade favorece a
retirada de particulas insoliveis e células indesejaveis por centrifugacdo ou
filtragcdo [4, 5, 12, 13]. A utilizac&o de tratamento em condi¢cdes apropriadas (80
— 130 €, 10 — 20 min, pH 6,3 — 6,9) proporciona a dissolugédo da goma sem
ocorrer degradacédo térmica, mas, em contrapartida, ocorre o rompimento das
células [5].

Apés a eliminacdo das células, o biopolimero é precipitado através de
métodos que utilizam adi¢cdes de sais e/ou solventes organico. Contudo, a
técnica normalmente empregada € a precipitagdo com alcool, podendo ser
utilizado neste processo metanol, etanol ou isopropanol. Apds essa etapa, a
goma xantana é purificada com adicbes de agua, seca em estufa até peso
constante (remocdo da umidade), triturada e acondicionada. A Figura 3
apresenta um esquema da producao desse biopolimero.

10



:Meiu de Cultura ” g ‘\' /‘ , ” Base |

C, N,F, Ca, Mg, Fe,Zn ' ! NaOH, KOH
N Tratamento Térmico
X. Campestris jl
[ Precipitacdo e Lavagem
j = El = = ]
Secagem (~56C/24h)
Preparodo '
inéeculo ﬂ
Moagem
Ar Estéril
Preparodo 11
Indculo: 1dust
Etapa Empacotamento
Industrial I
| 1
Controle de pH(neutro),

Temperatura (* 28°C) e Rotacio (*rpm);
Tempo agitacio: 48 a 96h.

Figura 3 — Esquema da producdo da goma xantana. Adaptado de Lima e
colaboradores [25].

Em termos de estrutura molecular, a xantana € composta por repetidas
unidades pentassacaridicas, contendo D-glicose, D-manose, D-&cido
glicurénico, &acido pirdvico e grupos acetato [14, 21]. A Figura 4 mostra a

estrutura da goma xantana.
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Figura 4 — Estrutura molecular da goma xantana. Adaptado de Garcia-Ochoa e

colaboradores [4].

A determinacdo exata da massa molar da goma xantana € um processo
dificil, o que deve-se a complexidade da estrutura molecular, bem como a
tendéncia desse polissacarideo formar agregados em solucdo. Além disso,
essa grandeza também pode ser influenciada pelo microrganismo produtor e
pelas condicbes operacionais aplicadas durante a fermentagédo. A literatura
reporta uma ampla faixa de valores propostos para a massa molar, a qual varia
de 1,1 a 47 x 10° g mol™ [14].

A Tabela 1 mostra algumas das propriedades fisicas desse

polissacarideo.
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Tabela 1 — Propriedades fisicas de goma xantana comercial. Adaptada de

Garcia-Ochoa e colaboradores [4].

Propriedades Valor

Estado fisico Seco, em p6 com coloracdo creme

Umidade (%) 8-15

Cinza (%) 7-12

Nitrogénio (%) 0,3-1

Acetato (%) 19-6

Piruvato (%) 1-57

Sal monovalente (g L™) 3,6—14,3
Sal divalente (g L™) 0,085-0,17
Viscosidade a temperatura ambiente (mPa.s) 13-35

Em termos de exposicdo humana a esse biopolimero, a literatura reporta
que trata-se de um material sem riscos toxicolégicos para a saude. Segundo
um estudo de caso relatado por Fiume e colaboradores [26], cinco pessoas do
sexo masculino consumiram 150 mg Kg™* diarios de goma xantana durante 23
dias, e ndo apresentaram efeitos adversos significativos sobre a hematologia,
quimica clinica ou sistema urinério. Apesar disso, a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) estabeleceu uma dose aceitavel diaria para ingestdo humana de

até 10 mg Kg* de goma [27].

3.2.3 Propriedades Reoldgicas

A reologia consiste basicamente em uma ciéncia que estuda a
mobilidade dos fluidos, a qual pode ser avaliada -correlacionando o
comportamento mecéanico com a estrutura do material em questdo. Para
verificar a qualidade de um polimero, um dos parametros que deve se levado
em consideracao € a reologia, para qual se utiliza andlises de viscosidade e
viscoelasticidade [14].

A goma xantana possui alta solubilidade tanto em agua fria como
quente, apresentando elevada viscosidade até mesmo em solucdes de baixas

concentracfes. Essa viscosidade tende a aumentar conforme as solucdes se
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tornem mais concentradas, devido as interacbes intermoleculares e
entrelagamentos que ocorrem no acréscimo da macromolécula e no peso
molecular [4, 14, 28]. A reologia dessas solu¢ges pode variar de acordo com as
diferentes cepas, bem como o0s processos utilizados para obtencdo do
biopolimero [28]. Em termos de variagbes no pH, a viscosidade nédo €
fortemente afetada pela mudancga de pH entre 1-2 a 11-13 [4, 14].

A composicdo quimica influéncia diretamente no comportamento
reologico desse polissacarideo, como por exemplo, uma alta concentracao de
piruvato (> 4 %) apresenta uma viscosidade superior do que aquelas com
conteudo inferior (0,5 a 3 %). Isso se deve, pois 0 piruvato € capaz de
promover a formacdo de macroestrutura pelo aumento na afinidade polimero-
polimero. Além desse, variacbes na proporcao entre glicose, manose e acido
glicurdnico, as quais sao decorrentes de cepas de diferentes espécies, também
influenciam na reologia de solu¢cdes de xantana [14, 28]. Segundo Borges e
Vendruscolo [14] uma maior quantidade de manose e &acido glicurdnico
aumentam a viscosidade das solu¢cdes. Outro parametro que merece atencéo é
a concentracdo de sais no meio, 0s quais também sdo responsaveis por

mudancas nessa propriedade fisica [28].

3.2.3.1. Influéncia do teor de sais na reologiada goma

As solucdes de goma xantana podem apresentar alteracbes na sua
reologia com adicdes de sais, tais como NaCl e KC| [28]. Esses sais sao
frequentemente adicionados na etapa de precipitacdo da goma, uma vez que
sao responsaveis por proporcionar uma diminuicdo da viscosidade da solucéo
[12]. Isso se deve, pois a adicdo de sais aumenta a forca idnica, alterando a
conformacao da molécula, a qual passa para uma forma mais compactada [29].

Outros reagentes também podem ser adicionados tanto na etapa de
producdo como na precipitacdo da goma, os quais contém fons de Fe*3, zn*?,
Mg*?, Ca*? entre outros influenciando diretamente no comportamento reolégico
[4, 5, 11]. Contudo, as amostras comerciais devem apresentar um teor de sais
monovalentes total de 3,6 a 14,3 % (m/m) e de sais bivalentes entre 0,085 e
0,17 % (m/m) [4].
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Bergmann e colaboradores [7] desenvolveram um estudo para avaliar o
comportamento da goma xantana ap0s a interagdo com diferentes cations
bivalentes. Neste estudo foi apresentado um grafico que relaciona a
concentracdo de fons Ca™ e a viscosidade de uma solucdo de goma xantana,
com o qual foi possivel concluir uma diminuicado na viscosidade a medida que a
concentragdo do ion foi aumentada. Ainda sobre esse mesmo estudo, os
autores relatam que esse comportamento descrito para Ca™ é semelhante
para os ions bivalentes avaliados (Mg, Mn, Fe, Cu, Zn, Cd e Pb).

Considerando o uso de goma xantana industrialmente, cerca de 65 % do
total produzido é destinado em industria de alimentos, 15 % em industria
petrolifera e 20 % em areas diversas [30]. Com isso, as industrias alimenticias
buscam xantanas com alta viscosidade, uma vez que quanto menor o
percentual utilizado para atingir a textura, viscosidade ou estabilidade
desejada, menor sera a interferéncia na cor do produto final. Da mesma forma,
0 uso de um polissacarideo com essa caracteristica também € desejado na
area petrolifera, pois a utilizacdo de pequenas quantidades interfere pouco no
volume final dos fluidos de perfuracéo [31, 32].

Com base nisso, € evidente a importancia de conhecer as caracteristicas
reolégicas desse biopolimero para as suas devidas aplicagdes. Além dos varios
parametros citados que influenciam na viscosidade das solu¢cdes de goma
xantana, a determinacdo da concentracdo de metais como Na, K, Ca e Mg se
tornam de extrema importancia para o seu controle de qualidade, uma vez que
isso reflete diretamente nas caracteristicas do polissacarideo e

consequentemente na sua finalidade industrial.

3.3. Técnicas analiticas para determinacdo de metai s

A analise quimica tem como principal meta a determinacéo de diferentes
tipos de espécies quimicas em diversos tipos de amostras. Para isso, deve-se
levar em consideracdo algumas etapas essenciais para a realizacdo da analise
desejada. Essas etapas constituem uma sequéncia analitica, e esta organizada
como definicdo do problema, escolha do método, amostragem, preparo das

amostras, calibracdo, medida, avaliacdo e acédo [10].
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Para a determinacdo de analitos, de uma forma geral, é necessaria
extrema atencdo principalmente na etapa de amostragem e preparo das
amostras, pois uma vez mal conduzidas essas etapas, pode haver uma grande
probabilidade de erro nas analises, por perdas do analito por volatilizacdo e/ou
adsorcao. Além disso, quando se realiza uma analise de qualquer natureza, é
indispensavel a prevencao de qualquer tipo de contaminagéo, seja na amostra
ou no material a ser utilizado [33, 34].

Outra etapa fundamental € a escolha da técnica para a determinacao de
metais, pois dependendo da concentracdo do elemento presente na amostra,
essa técnica deve apresentar sensibilidade adequada para andlise. Além disso,
€ importante também levar em consideragdo a natureza e a quantidade de
amostra disponivel para proceder as analises [35, 36].

De acordo com a literatura, diversas técnicas instrumentais analiticas
podem ser utilizadas para a determinacdo de metais, tais como: Espectrometria
de Absorcéo Atdomica em Chama (F AAS) ou em Forno de Grafite (GF AAS),
Espectrometria de Emissao Atdbmica em Chama (F AES), Espectrometria de
Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES) e a
Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS), as
quais se destacam por serem as mais empregadas para esse tipo de analise,
tanto em pesquisa como em rotina industrial [35, 37].

As técnicas citadas anteriormente, podem ser diferenciadas em termos
de sensibilidade e limites de detecc¢éo (LD), ou seja, capacidade de deteccgéo
da menor quantidade de analito. Das técnicas de plasma indutivamente
acoplado, a espectrometria de massas apresenta uma maior sensibilidade,
quando comparada a espectrometria de emissao Optica. Como vantagens de
ambas as técnicas € a capacidade de deteccdo multielementar, o que
caracteriza uma maior rapidez para a obtencdo das informacdes de interesse.
Entretanto, um alto custo esta associado a esta técnica, podendo tornar-se
inviavel para algumas analises quimicas [38, 39].

A técnica de AAS é bastante difundida dentro da quimica analitica, a
qual é caracterizada por apresentar um baixo custo de operagdo quando
comparada com as técnicas de plasma citadas anteriormente. Além disso,
pode operar em dois principais modos de atomizacdo, com as quais é possivel

a quantificacdo de diversos elementos com sensibilidades distintas [38, 40].
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Para a determinacéo de Ca, K, Mg e Na, as técnicas de F AAS e F AES
apresentam sensibilidade e seletividade adequada de andlise, podendo serem
empregadas para analises de diversos tipos de amostras.

3.4. Espectrometria Atbmica

3.4.1. Histérico de AAS

O nascimento da AAS surgiu a partir da observacdo de um espectro
solar, no qual foi possivel perceber a existéncia de algumas linhas pretas
devido ao processo de absor¢do na atmosfera solar. Contudo, o principio da
espectrometria atbmica comecou a ser melhor entendido com um experimento
realizado por Kirchhoff e Bunsen em 1860, o qual baseava-se na utilizacdo de
um sal de sédio que era aquecido sobre uma chama e o espectro gerado era
entdo avaliado. Este estudo ficou conhecido como “reversao de linhas”, o qual
a partir dele foi possivel concluir que todos os corpos podem absorver radiacéo
na mesma intensidade emitida [40].

Alguns anos depois, por volta de 1952, Alan Walsh apresentou as
condi¢cdes experimentais necessarias para aplicacdo da AAS, o que rendeu a
ele um grande reconhecimento na comunidade cientifica, pois passou a ser
considerado o “pai” da AAS moderna [40, 41].

Essa técnica geralmente € monoelementar e baseia-se na medida da
intensidade de absor¢cdo de energia por atomos no estado fundamental e
gasoso. Consequentemente, ap0s a absorcdo de energia, tais atomos
passaram para um estado excitado de maior energia [40, 42].

Em AAS, o processo de absor¢cdo de atomos se da ap0s esses serem
atomizados no estado fundamental, formando uma nuvem atomica no caminho
otico. A quantificacdo pode ser realizada por F AAS, GF AAS ou em tubos (ex.
quartzo) para as técnicas de geracao quimica de vapor (CVG AAS). A Figura 5
mostra 0s componentes basicos de um espectrébmetro com destaque para os

tipos de atomizadores que podem ser empregados comercialmente.
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Figura 5 — Componentes basicos de um espectrometro de absorcéo atébmica.

Com base nos componentes basicos de um espectrémetro, apresentado
na Figura 5, as fontes de radiacdo mais utilizadas sédo as lampadas de catodo
oco (HCL) e ou lampadas de descarga sem eletrodo (EDL), as quais emitem
radiacdo especifica de mesmo comprimento de onda do elemento a ser
determinado [42].

3.4.2. Espectrometria de absor¢cdo atbmica em chama  (F AAS)
Em um atomizador por chama, a solu¢do da amostra é aspirada atraves
do uso de um nebulizador pneumatico, o qual é operado por meio de fluxo de

ar a alta pressao [42]. A Figura 6 apresenta um esquema para atomizacao em

chama.
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Figura 6 — Sistema de nebulizacdo e atomizacdo em chama. Adaptado de
Shimadzu [43].

Conforme visualizado na Figura 6, na camara de nebulizacdo o liquido
aspirado é transformado em um aerossol, o qual € entdo conduzido até o
atomizador. Na chama, o solvente é evaporado produzindo particulas
finamente divididas (processo chamado de dessolvatacdo), seguido da
volatilizacdo dessas particulas para a formacdo de moléculas gasosas, as
quais sdo subsequentemente dissociadas a atomos, que irdo absorver a
energia proveniente da fonte de radiagao [42].

A Figura 7 mostra um esquema dos processos que ocorrem durante a
atomizacdo por F AAS, desde a introducdo da amostra até a etapa de

atomizacao.
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Figura 7 — Processos que ocorrem durante a atomizacao por F AAS. Adaptado

de Skoog e colaboradores [42].

Com esses nebulizadores pneumaticos, a taxa de aspiracdo da solucéo
da amostra varia de 4 a 7 mL min™, porém no méximo 10 % da solucdo da
amostra introduzida é transformada em aerossol Gtil, sendo sua maior parte
(acima de 90 %), portanto, descartada [40].

Considerando a chama, um grande numero de combina¢gfes de gases
combustivel e oxidante pode ser utilizado para a sua produgdo. As mistura
mais comumente empregadas sao: ar e acetileno (atinge temperaturas na faixa
de 2100 a 2400 ) ou oxido nitroso e acetileno (atinge temperaturas na faixa
de 2600 a 2800 C). A temperatura da chama e as raz 6es entre 0s gases sao
considerados parametros importantes, uma vez que esses estado diretamente

ligados a eficiéncia de atomizacéao [40].

3.4.2.1. Interferéncias em F AAS

Em absorgéo atdomica, de um modo geral, as interferéncias podem ser
classificadas em dois tipos: as interferéncias espectrais e ndo espectrais. As
espectrais aparecem quando a absorcdo ou emissdo de uma espécie
interferente se sobrep8e ou fica muito proxima ao sinal do analito. J& as néo
espectrais resultam de varios processos que ocorrem durante a atomizagao e

que alteram as caracteristicas de absorcéo do analito [42].
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Para contornar os problemas causados devido as interferéncias
espectrais, uma alternativa € o uso de sistemas corretores, 0s quais S&o
responsaveis por medir a intensidade do fundo separadamente do sinal de
absorvancia total, que por subtracdo de ambos os valores, se obtem um sinal
analitico livre de interferéncias. Para tal procedimento, existem quatro sistemas
corretores disponiveis: fonte continua, utilizacdo do efeito Zeeman, utilizagéo
de corrente pulsada e medicdo proxima a linha analitica. Cada um desses
corretores apresenta suas caracteristicas para medir e corrigir o sinal de fundo
em AAS, a fim de gerar um sinal analitico mais limpo possivel para as analises
quimicas [40].

A interferéncia de ionizacdo € um exemplo ndo espectral, que ocorre
quando a temperatura da chama é muito alta para a determinacao do analito de
interesse, 0 que acaba levando a formacédo de uma quantidade significativa de
ions. Esse fato reflete diretamente em um menor sinal de absorvancia, pois o
namero de atomos no estado fundamental e gasoso é afetado. Os metais
alcalinos e alcalinos terrosos, como o Na, K, Ca e Mg sao considerados 0s
elementos mais suscetiveis a interferéncias desta natureza, devido a seus
baixos potenciais de ionizagdao em relacao aos demais elementos [40, 42]. Para
a minimizagdo dessa interferéncia, € possivel adicionar junto as amostras e
solucdes de calibracéo, outro elemento mais facilmente ionizavel (litio, césio ou
rubidio) que o analito de interesse. Solu¢des desses elementos sdo conhecidas
como supressores de ionizagdo, as quais funcionam de forma a aumentar a
guantidade de elétrons na chama, deslocando o equilibrio em favor dos atomos
no estado fundamental, ou seja, minimizando a ionizacdo do analito a ser
quantificado [40].

Outro tipo de interferéncia ndo espectral € a formacdo de compostos
refratdrios com o analito, os quais sdo caracterizados por serem de dificil
volatilizacdo na chama. Esses compostos podem ser formados a partir da
reacdo dos analitos com os gases da chama, formando, como por exemplo,
oxido e carbonatos. Além disso, também podem ocorrer reacbes com outras
espécies quimicas, proveniente da matriz da amostra [40, 44].

Para a determinacdo de célcio utilizando chama Ar/Acetileno,

interferéncias podem ser registradas com a presenca de fosfato, sulfato,
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aluminio, silicio e entre outros. J4 para a determinacdo de magnésio, as
interferéncias mais comuns ocorrem na presenca de aluminio e silicio [40].
Esse tipo de interferéncia pode ser eliminado com o uso de uma chama
mais quente, pelo uso de agentes complexantes, os quais impedirdo a
precipitacdo de compostos refratarios, ou pelo uso de outro elemento capaz de
formar com o interferente um composto mais estavel. O elemento mais utilizado
para esses casos € o lantanio, o qual € conhecido como “agente liberador”,
justamente pelo fato de competir pelos compostos interferentes e liberando o

analito de interesse para ser atomizado [40, 44].

3.4.3. Espectrometria de emisséo atbmica em chama ( F AES)

A FAES, também conhecida como fotometria de chama, € a mais
simples das técnicas analiticas baseadas em espectrometria atdmica. Seu
funcionamento consiste na introducdo da amostra, de forma semelhante ao
descrito para F AAS, até chegar na chama. Os analitos, ao receberem energia
proveniente da chama, geram espécies excitadas que, ao retornarem para seu
estado fundamental, liberam essa energia em forma de radiacdo, a qual possui
como caracteristica um comprimento de onda Unico para cada elemento. Com
isso, a andlise é realizada com o registro da quantidade de radiacdo emitida
pelos ions excitados [8].

A Figura 8 mostra um esquema do processo de emissédo atdomica e seu

espectro, bem como uma comparacao com a absor¢ao atomica.
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Figura 8 — Processos de emissao e absorcdo atdbmica. Adaptado de Sousa, R.
A. [45].

A chama pode ser composta de ar (como oxidante) e gas butano - GLP

(como combustivel), alcancando assim, temperaturas entre 1700 e 1900 <.

Também ¢é possivel utilizar a mesma combinacdo de gases do F AAS

(ar/acetileno) para analises de emissdo atbmica [8]. Subsequentemente, a

radiacdo produzida passa por uma lente e um filtro Optico, que permite a

passagem apenas da radiacdo caracteristica do analito de interesse para o

fotodetector, o qual é responsavel em converter energia luminosa em sinal

elétrico [46]. A Figura 9 mostra um esquema dos componentes basicos

relacionados a técnica de fotometria em chama.

Céamara de Mistura \—L

Descarte

Ar

Amostra

Figura 9 — Componentes basicos de um F AES. Adaptado de Sousa, R. A.

[45].
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Considerando a chama composta por ar/GLP, a temperatura alcancada
€ menor do que aquelas atingidas em chamas de F AAS. Apesar disso, ja é
suficiente para excitar metais alcalinos e alcalinos terrosos, como: Na, K, Ca e
Li, gerando, consequentemente, a emissao de linhas atdmicas caracteristicas
para cada elemento. Sendo assim, o fotdmetro de chama caracteriza-se por ser
um equipamento de baixo custo, simples, rapido e eficiente, com iniUmeras
aplicacbes em diversos ramos, tais como andlises clinicas, controle de

qualidade de alimentos, entre outras [8].

3.5. Preparo de Amostras

A etapa de preparo de amostras possui uma extrema importancia dentro
de um protocolo analitico, pois € a partir dela que a amostra é convertida a uma
forma adequada para analise, ou seja, € possivel garantir que a espécie
quimica de interesse seja determinada [10, 47].

Considerando as etapas de uma sequéncia analitica, o preparo das
amostras é responsavel por 61 % do tempo total e 30 % dos erros de uma
analise. A esses erros podem ser atribuidas as possiveis perdas de analitos
por volatilizagdo ou adsorcdo, dissolugcdo incompleta do analito e
contaminacgao, a qual pode advir do ar, reagentes ou materiais em geral. Além
disso, a falta de treinamento e desqualificacdo do analista também pode
contribuir com erros associados a essa etapa [10].

Como objetivos dessa etapa, busca-se obter sempre os melhores
resultados, no mais curto espaco de tempo, com a minima contaminacao, baixo
custo, baixo consumo de reagente e geracao de pouco residuo [10]. Para isso,
a literatura reporta diferentes métodos que podem ser seguidos para o preparo
de diferentes tipos de amostras, os quais vdo desde uma simples diluicdo até
uma total decomposicdo da amostra, seja por via seca ou umida [10, 47-49].
Para a escolha do melhor método a ser empregado, alguns fatores devem ser
levados em consideracao, tais como conhecer as caracteristicas do elemento
que se quer determinar, as faixas de concentracdo desse elemento, a
guantidade de amostra disponivel, a qualidade do local em que sera feito as
analises, o custo relacionado, o tempo gasto e a qualificacdo e/ou experiéncia

do analista que ira manusear as amostras [10].
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3.5.1. Métodos para o preparo de amostras de goma x antana

Devido ao seu comportamento reologico, uma simples solubilizacdo da
amostra de goma xantana em meio aquoso levaria a uma solucéo final com
elevada viscosidade [4, 14]. Sendo assim, solugbes com essa caracteristica
apresentam dificuldade em serem nebulizadas, o que acaba prejudicando a
sua introducdo em um equipamento de analise, uma vez que podem causar
entupimento do capilar e baixa reprodutibilidade entre as medidas [50]. Desta
forma, as atencdes sdo voltadas para a etapa de preparo de amostras, a qual
tem o papel de converter a amostra em uma forma apropriada.

Dentre os métodos disponiveis na literatura, os mais indicados sao
agueles responsaveis por destruir parcial ou totalmente a matriz da amostra,
resultando em uma solugdo contendo os analitos de forma apropriada para
serem quantificados [11]. O método oficial para o preparo de amostras de
xantana € a calcinacdo, o qual é reportado tanto pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC) [51] como pela American Society for Testing and
Materials (ASTM) [52].

3.5.2. Decomposicéo via seca (calcinagao)

O método de calcinagdo pode ser considerado um dos mais simples
para decomposicdo de diferentes tipos de amostras, o qual baseia-se na
queima da fracdo organica da amostra, obtendo um residuo inorgéanico na
forma de cinza, soluvel em agua ou acido diluido. O aquecimento é realizado
em forno tipo mufla, empregando temperaturas que podem variar de 300 a
1000 € dependendo da necessidade de decomposicao d a matriz. Durante o
aguecimento, o oxigénio atmosférico atua como agente oxidante e o residuo
proveniente da queima consistem de Oxidos de metais, além de fosfatos,
sulfatos, silicatos, entre outros. Para acelerar o processo de oxidacdo, muitos
estudos envolvem a adicdo de reagentes auxiliares, tais como o nitrato de
magnésio [10, 47, 48].

Conforme mencionado anteriormente, para o preparo de amostras de

goma xantana é indicado o uso de calcinacdo, o qual vem sendo recentemente
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empregado em muitos trabalhos para a determinacdo de metais por
espectrometria atbmica [6, 53-56]. Este método oficial consiste na calcinagéo
de 0,4 g de amostra a 550 € em forno mufla, durante um periodo de tempo
que pode variar de 5 a 8 horas. ApOs esse processo, as cinzas resultantes séo
tratadas com 12 mL de agua régia (3HCI:1HNO3) e, posteriormente, o volume
final de 100 mL foi completado com uma solugao de HCI 1 % v/v [52]. De um
modo geral, a decomposicao por via seca apresenta vantagens como 0 uso de
acidos diluidos, requer pouca atencdo do operador e ndo necessita de capelas
especiais. Além disso, trata-se de um método de baixo custo e tem capacidade
de decompor grandes quantidades de amostras (> 10 g) [10].

Apesar da aplicabilidade desse método, uma desvantagem pode ser
considerada como a mais evidente, a qual trata-se da perda de analitos por
volatilizacdo devido as altas temperaturas empregadas durante o processo.
Além disso, o recipiente utilizado para decomposicdo das amostras também
pode apresentar alguns inconvenientes, pois se for utilizado cadinhos de
porcelana, a matriz da amostra pode reagir e formar compostos que
comprometam a disponibilidade do analito para a sua posterior quantificacéo.
Outro exemplo € o uso de cadinhos de platina, sendo possivel a formacao de
ligas metalicas com o0 elemento de interesse. A alta suscetibilidade de
contaminagdo também caracteriza um ponto negativo desse método, a qual
pode advir tanto do ar atmosférico, uma vez que trata-se de um sistema de
decomposicdo aberto, como das paredes internas da mufla, que podem
acumular resquicios de elementos metalicos [10, 47].

Com base nisso, é importante buscar outros métodos para o preparo de
amostras de goma xantana, uma vez que é recomendado evitar o uso de

decomposicdes em mufla devido aos erros sisteméticos listados [10].

3.5.3. Decomposicdo acida em sistema aberto

Os processos de decomposicdo geralmente envolvem a adicdo de
reagentes e energia, sendo estas suficientes para romper algumas ligagdes
quimicas. Dentre esses procedimentos, a decomposi¢do por via Umida é muito
empregada para diversos tipos de amostras, a qual pode se dar tanto em

sistema aberto como em sistema fechado. Para ambos os casos, o reagente
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adicionado as amostras trata-se de um acido mineral oxidante, uma mistura de
diferentes acidos ou uma mistura entre um 4cido e outro reagente (como por
exemplo, peréxido de hidrogénio). Com isso, a matéria organica presente é
entdo oxidada a CO, e H,O, permanecendo os analitos de interesse em
solucéo acida, na forma de cétions inorganicos simples [10, 48].

Na decomposicdo por via Umida em sistema aberto, 0 aguecimento
pode ser realizado por meio de um bloco digestor, chapa de aquecimento ou
bico de Bunsen. Contudo, o grande inconveniente de se utilizar sistemas
abertos € o risco de perdas do analito e/ou acido por volatilizacédo, bem como a
contaminagdo da solu¢cdo da amostra. Além disso, outros pontos negativos
também podem ser listados, tais como o longo tempo necessario para a
decomposicdo e o uso de grandes volumes de acidos. Isso se da,
principalmente, quando se necessita a reposicdo desses reagentes devido a
sua volatilizacdo em temperaturas elevadas, implicando em altos valores de
brancos analiticos e, desta forma, comprometendo o LD da analise [10, 48].

Um fator importante para o processo de decomposicdo em sistemas
abertos € a temperatura empregada, a qual vai depender do tipo de amostra a
ser mineralizada. Entretanto, o fator limitante na escolha da temperatura ideal é
a ebulicdo dos acidos envolvidos [10].

Para o preparo de amostras biologicas, a escolha do acido e a
temperatura de aquecimento sdo fatores fundamentais, uma vez que trata-se
de uma matriz relativamente de dificil mineralizacéo. Gonzalez e colaboradores
[57] informam que para a decomposicdo rapida e completa de amostras com
alto teor de carboidratos, precisa-se de uma temperatura de 140 T, enquanto
que para altos teores de proteinas e lipidios sao necessarios 150 e 160 T,
respectivamente. JA no estudo realizado por Pichler e colaboradores, [58] os
autores afirmam que para completa oxidacdo de materiais organicos utilizando
acido nitrico como meio oxidante, é necessaria temperaturas superiores a
200 °C.

As condicoes de decomposicdo, tais como tempo, temperatura e
qguantidade de acido oxidante, sdo de extrema importancia, uma vez que
podem levar a obten¢&o de solugbes das amostras com baixo teor de carbono

residual, o que é o indicativo de um eficiente processo de eliminacdo da matriz
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da amostra. Além disso, um baixo teor de carbono residual também é desejavel
para evitar interferéncias durante o processo de leitura instrumental [59, 60].

Para o preparo de amostras de goma xantana, Klaic e colaboradores
[11] desenvolveram um método de decomposicdo acida em sistema aberto
para posterior determinacédo de Na, K, Ca e Mg por espectrometria atémica.
Para esse procedimento, foram utilizados aproximadamente 100 mg de
amostra e 5 mL de HNOg3, sendo posteriormente submetido ao aguecimento em
bloco digestor a 100 °C durante um periodo de 2 horas. Apés o resfriamento
das solucbes, 2 mL de HCIO, foram adicionados e encaminhados novamente a
aguecimento por mais 1 hora na mesma temperatura. Este procedimento
proposto foi comparado com o método oficial de calcinacdo, e os resultados
apresentaram-se concordantes a um nivel de 95% de confianca pelo teste-t.
Ainda sobre este estudo, os autores relatam que a digestdo acida envolvendo
apenas acido nitrico como meio oxidante, ndo apresentou resultados
satisfatorios, fazendo com que fosse necessaria a adicdo de acido perclorico
para uma eficiente mineralizagao.

O HCIO,4 possui ponto de ebulicdo de 203 °C e quando aquecido torna-
se um forte agente oxidante. Contudo, esse acido destaca-se negativamente
pelo seu poder explosivo quando a quente entra em contato direto com
materiais facilmente oxidaveis [10]. Além disso, recentemente este reagente
passou a ser controlado pelo exército brasileiro, tornando sua aquisicdo mais
dificil e consequentemente com um maior custo [61]. Sendo assim, a busca de
métodos alternativos para o preparo de amostra sem a presenca de &cido
perclérico como meio oxidante, torna-se atraente, a fim de contornar alguns
inconvenientes relacionados aos meétodos ja descritos na literatura para

amostras de goma xantana.

3.5.4. Decomposicdo acida em sistema fechado (micro  -ondas)

Com o uso de sistemas fechados, € possivel minimizar erros referentes
a perdas de analito e/ou reagente por volatilizacdo, garantindo assim uma
maior eficiéncia na etapa de preparo de amostras. Outro fator importante que
também deve ser levado em consideracdo para o sucesso desse método é a

pressdo interna do sistema, a qual é aumentada proporcionalmente a medida
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que a temperatura eleva-se [10, 48]. Contudo, devido a esse aumento da
pressao interna, o risco de explosdes do sistema também aumenta, podendo
colocar em risco as analises, bem como o analista [62].

Recentemente, o uso de fornos micro-ondas vem ganhando destaque
entre os metodos que utilizam sistema fechado para o preparo amostras, uma
vez que este apresenta simplicidade, rapidez e aplicabilidade para diversos
tipos de matrizes [48, 49]. O uso da radiacdo micro-ondas para a
decomposicdo de amostras ja € bastante conhecido, tendo os primeiros relatos
em 1975, sendo esses estudos realizados em frascos aberto e em fornos
domeésticos. Com 0s avangos instrumentais, novos sistemas de micro-ondas
foram criados a fim de um maior aperfeicoamento dessa préatica, bem como
garantir maior seguranca ao operador, uma vez que € possivel obter
informacdes de pressdo e temperatura interna dos tubos durante o processo de
decomposicéo [10].

As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas portadoras de energia,
onde uma vez absorvidas provocam um aumento consideravel na temperatura
do material absorvente. Esse aquecimento tem como caracteristica a absorcéo
direta de energia pelo material, ou seja, ndo ocorre conforme observado no
aquecimento convencional (chapas de aquecimento, chamas, etc.) [10, 62]. A

Figura 10 mostra a diferenca entre os sistemas de aguecimento.

Formas de aquecimento

Aquecimento condutivo  Aquecimento por microondas

Corrente de
convecgio Super aquecimento
localizado

Figura 10 — Formas de aquecimento: condutivo e por micro-ondas. Adaptado
de Krug [10].
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Considerando a instrumentagcédo de forno micro-ondas, esses contém um
magnetron que produz as radiagdes, as quais sdo entdo conduzidas por meio
de um guia de onda e dispersadas para o interior do forno. As amostras que
estdo contidas nos tubos sdo expostas a radiacdo de forma homogénea, uma
vez que esses tubos sdo distribuidos em uma bandeja rotatoria [10]. A Figura
11 apresenta um esquema de um forno micro-ondas utilizado para o preparo

de amostras.

Guia de ondas

Frasco de
digestao

Rotor

Figura 11 — Esquema de um forno micro-ondas. Adaptado de Krug [10].

Apesar das grandes vantagens citadas em utilizar um sistema fechado
no preparo de amostras, uma desvantagem consideravel, e que esta
diretamente relacionada aos fornos micro-ondas € o alto custo instrumental,
fazendo com que nem todos os grupos de pesquisa e laboratorios que fazem
analises de rotina tenham acesso a esta instrumentacao [63].

Para o preparo de amostras de goma xantana, a literatura ndo reporta
estudos empregando o método de decomposicdo acida com radiacdo micro-
ondas. Isso impulsiona o desenvolvimento de estudos envolvendo essa
aplicabilidade, para a posterior determinacdo de metais em amostras de
polissacarideo. Além disso, o desenvolvimento de métodos alternativos para o
preparo dessas amostras torna-se atrativo, visando resultados tdo satisfatorios

guanto os alcancados em procedimentos ja bem estabelecidos na literatura.
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3.5.5. Decomposicao acida utilizando sistema de ref  luxo

Recentemente, o uso de sistemas de refluxo vem ganhando destaque na
literatura, sendo aplicado no preparo de diferentes tipos de amostras para a
posterior quantificacdo de metais. Esse sistema caracteriza-se por conter uma
superficie mais fria, a qual é resfriada com agua, garantindo assim uma
eficiente condensacéo dos vapores gerados no interior do tubo, que contém a
amostra e é aquecido externamente [64]. Contudo, essa aplicacdo ndo é téo
recente, pois em 1972, Tdélg [65] apresentou um estudo de revisdo mostrando
um sistema de refluxo para o processo de decomposi¢do 4cida de amostras. O
autor divulga em seu estudo o desenho do sistema para a combustdo de
amostras, o qual contém um “dedo frio” que apresenta orificios para entrada e
saida de agua fria, mantendo uma circulacdo de &gua e garantindo um
ambiente sempre frio, além de contar com uma abertura central para entrada
de oxigénio e outra para o vacuo, facilitando o processo de combustdo das
amostras depositadas no interior do tubo. Esse sistema foi entdo muito utilizado
para a determinacdo de elementos a nivel traco em diversas matrizes de
origem organica [65].

Ferreira e colaboradores [64] recentemente publicaram um estudo de
revisdo sobre o uso de sistemas de refluxo no preparo de amostras. Esses
autores divulgaram um desenho esquematico de um sistema que vem sendo
utilizado em varios trabalhos, o qual consiste em um tubo de vidro que fica
conectado na parte superior dos frascos digestores, caracterizando-se como
uma superficie fria devido a este conter agua para condensar oS vapores

internos gerados. A Figura 12 mostra esse sistema.
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Figura 12 — Desenho esquematico de (A) “dedo frio”, (B) tubo de digestao e (C)

sistema de digestdo com refluxo. Adaptado de Ferreira e colaboradores [64].

Em termos de aplicacbes, o sistema exposto na Figura 12 ja foi
empregado para a decomposicdo acida de diferentes tipos de amostras e
subsequente determinacdo de varios analitos. A Tabela 2 apresenta algumas

dessas aplicacoes.
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Tabela 2 — Aplicacdo do sistema de refluxo, desenvolvido por Ferreira e

colaboradores [64], para 0 preparo de amostras.

Amostras Analitos Técnica Ref.
_ Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cu, Fe,
Tecido de ostra ICP OES 66
Mg, Mn, V e Zn
Fertilizantes e
As HG AAS 67
rochas
Vinhos Cd GF AAS 68
Material particulado
. As HG AAS 69
atmosférico
Alimentos vegetais Pb GF AAS 70
Arroz Cd GF AAS 71
Gasolina As HG-GF AAS 72
Arroz Ca, K, Mg, Na, P, Fe, Mn, Sre Zn ICP OES 73
Vinagre Cd GF AAS 74
) Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P,V e
Caigua . ICP OES 75
n

Em todos os trabalhos citados na Tabela 2, os autores ressaltam a
eficiéncia do sistema de refluxo para a decomposicdo de amostras, obtendo
resultados concordantes para os analitos avaliados. Contudo, os sistemas
usados podem apresentar alguns pontos negativos, tais como: a falta de
circulacdo de agua no “dedo frio”, o que ao longo do tempo pode aumentar a
temperatura e se tornar um recipiente com agua em um estado indesejavel; a
possibilidade de acumulo de liquido nos contatos superiores, o que levaria a
escorrer parte dessa solugcédo pela lateral externa do tubo; e a dificuldade de
alivio de presséo interna do sistema, o que poderia acarretar em projecées do
“dedo frio” e, consequentemente, uma projecdo da agua para fora desse
recipiente [76].

Para contornar esses inconvenientes, Oreste e colaboradores [77]
desenvolveram um novo desenho para um sistema de refluxo para o preparo

de amostra. Esse sistema encontra-se representado na Figura 13.
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Figura 13 — (A) esquema do sistema de refluxo e (B) imagem real. Adaptado

de Oreste e colaboradores [77].

Os dois sistemas de refluxo apresentados na literatura e nas Figuras 12
e 13 assemelham-se por ambos conter um “dedo frio” conectado a tubos
digestores, o qual proporciona o refluxo de vapores gerados, aproveitando ao
méaximo a capacidade de decomposi¢cdo e minimizando as perdas de analito
e/ou acido utilizado no processo. Contudo, o diferencial do sistema de refluxo
desenvolvido [77] é a circulacdo de agua no interior do “dedo”, garantindo
sempre uma superficie fria, independente da temperatura de aquecimento do
bloco digestor, para condensacdo dos vapores gerados. Além disso, a conexao
entre as pecas € feita com um encaixe de PTFE, o qual possui uma profunda
ranhura lateral, o que garante trabalhar sempre a pressdo atmosférica,
evitando possiveis explosdes por acréscimo de pressao interna.

O sucesso do sistema de refluxo em reter quantitativamente os analitos
e evitar perdas por volatilizacdo se deve ao fato da superficie fria do “dedo frio”
permitir a formacdo de um filme liquido de uma solucéo absorvedora, rica em
vapores de agua e acidos utilizados durante a mineralizacdo das amostras.

Dessa forma, por exemplo, quando se utiliza uma quantidade adequada de
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HNO3 no frasco de decomposicao e aliada ao emprego de temperatura para o
aguecimento do bloco digestor superior a sua temperatura de ebulicdo, propicia
uma formacgdo da solucdo absorvedora (mistura azeotropica) na superficie do
frasco de refluxo, com elevada forca i6nica, o qual propicia a retencdo dos
analitos na forma de nitratos solliveis em agua e apOs condensacao e
gotejamento, retornam para 0 meio reacional no tubo digestor.

Através desse sistema, os mesmos autores desenvolveram um estudo
qgue consiste na determinacdo de Hg total em amostras biolégicas pela técnica
de CV AAS. Para este trabalho, aproximadamente 0,1 ou 0,25 g de material de
referéncia certificado (CRM) de peixe foram decompostos com 2 mL de HNOg,
utilizando sistema de refluxo por um tempo de 2 horas e aquecido a 120 <.
Para fins comparativos, também foi realizado uma decomposi¢cdo acida nas
mesmas condicbes de acido, tempo e temperatura, mas utilizando sistema
aberto. Segundo os autores, os resultados analiticos para a concentragdo de
Hg ndo foram concordantes com o valor certificado para a decomposi¢do em
sistema aberto, devido a perdas desse analito por volatilizagdo durante o
aguecimento. No entanto, esse fato ndo foi observado quando utilizado o
sistema de refluxo, o que mostra sua eficiéncia para a quantificacdo desse
elemento, o que apresenta sua aplicabilidade para a analise de elementos
volateis.

Outras aplicacbes recentes, também foram realizadas pelo mesmo
grupo de pesquisa utilizando este sistema de refluxo: em amostras comerciais
de carnes [78] e arroz [79] para a posterior quantificagdo de metais. Para
ambos os estudos, o0 meio oxidante utilizado foi apenas HNO3 e 0 aquecimento
do bloco digestor foi de 220 e 210 C, respectivame nte. Apesar da temperatura
empregada ser superior ao ponto de ebulicdo do acido utilizado (p.e. 120C),
nao foram registradas perdas desse reagente por volatilizacdo, bem como de
nenhum dos analitos avaliados, mostrando a eficiéncia de condensacao dos
vapores pelo “dedo frio”.

Com base nos resultados desses estudos, se torna atrativo a exploracao
desse sistema de refluxo para aplicagcbes em outros tipos de matrizes, a fim de
avaliar sua eficiéncia frente a métodos convencionais ja consolidados pela

literatura.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Instrumentacao

Para determinacdo de Na e K foi utilizado um fotdmetro de chama
modelo B462 da marca Micronal, (S&o Paulo/SP). Gas liquefeito de petroleo
(GLP) foi utilizado como combustivel e ar comprimido como oxidante para a
chama. As condicdes operacionais do fotbmetro de chama estdo apresentadas

na Tabela 3.

Tabela 3 — Condi¢des operacionais do fotometro de chama.

Condicdes de Analise

Taxa de aspiracéo da amostra (mL min™)
Ar comprimido (L min™)

Press&o (kgflcm?)

0 L O O

Tempo de estabilizacdo da leitura (segundos)

As medidas de Ca e Mg foram realizadas em um espectrometro de
absorcao atdbmica com chama (F AAS) modelo AA — 6300 da marca Shimadzu
(Japao), equipado com lampada de arco de deutério como corretor de fundo e
lampadas de catodo oco para cada elemento como fontes de linha. Para
compor a chama, foram utilizados ar comprimido e gas acetileno como oxidante
e combustivel, respectivamente. Os parametros foram ajustados para cada
elemento e mantidos para as proximas leituras instrumentais. Através desse
sistema, aproximadamente 2,5 mL de amostra sdo inseridos no nebulizador e
aspirados até a chama. As condicbes operacionais do espectrometro de
absorcao atbmica utilizadas seguiram as recomendacdes do fabricante e estéo
listadas na Tabela 4.
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Tabela 4 — CondicBes operacionais do espectrometro de absor¢cdo atdomica

com chama utilizadas para as determinagdes analiticas de Ca e Mg.

Analito
Parametros
Ca Mg
Comprimento de onda (nm) 422,7 285,2

Fenda espectral (nm) 0,7 0,5

Corrente da lampada (mA) 10 8

Altura do queimador (mm) 7 7
Vaz&o de gas combustivel (L min™) 2,0 1,8

As amostras de goma xantana foram pesadas em uma balanca analitica
Ohaus Adventurer modelo AR 2140 (PineBrook, NJ, EUA) com uma resolucéo
de 0,1 mg e maximo de tara de 210 g.

Para os processos de decomposicdo acida das amostras, um bloco
digestor modelo MA-4025 da marca Marconi (Piracicaba, SP, Brasil), o qual foi
utilizado para o sistema aberto de decomposicdo e também para o sistema
semi-fechado, ou seja, com adaptacdo de um sistema de refluxo para cada
tubo de digestédo, a fim de evitar perdas de analito e reagente por volatilizagéo
durante o aquecimento. O sistema de refluxo utilizado foi desenvolvido por
Oreste e colaboradores [77] e pertence ao grupo LabMeQui, conforme ja foi
demonstrado na Figura 13.

Para o preparo das amostras também foi utilizado, um micro-ondas
modelo ETHOS 1 (Milestone, Sorisole, Italy), equipado com frascos de PTFE.
Para avaliar a eficiéncia das decomposic¢des 4cidas, foi utilizado um analisador
de carbono orgéanico residual TOC-5000 da marca Shimadzu (TK, Japdo).
Esses instrumentos foram disponibilizados pela Universidade Estadual de

Campinas (UNICAMP) através do projeto casadinho.
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4.2. Reagentes e Materiais

Todos os reagentes utilizados no experimento foram de grau analitico.
No preparo das solucbes e nas diluicbes das amostras foram utilizadas agua
deionizada, obtida em um sistema de Direct—-Q 3 de purificacdo da marca
Millipore Corporation (Bedford, USA), com resistividade de 18,3 MQ cm a 25<C.
O HNOj3; 65 % (v/v) utilizado no preparo das amostras da marca Vetec (Brasil)
foi bidestilado abaixo do seu ponto de ebulicio em um destilador de quartzo
MA-075 da marca Marconi (Piracicaba, SP, Brasil). O HCIO, 70 % (v/v) da
marca Vetec (Brasil) foi utilizado no preparo das amostras a partir da
metodologia convencional, citada na literatura. Para as decomposicdes feitas
em micro-ondas foram utilizadas, além do HNO3, H,O, 35 % (v/v) da marca
Fluka (Alemanha).

Para a determinacdo do teor de carbono total, aliquotas das solugdes
resultantes da decomposicdo acida foram tituladas com uma solucéo
padronizada de NaOH 0,1 mol L™, que foi preparada a partir do sélido da
marca Synth (S&o Paulo, Brasil). Além desses reagentes, solu¢des de CsCl 1%
m/v e LaCl; 10 % m/v foram utilizadas como tampdes de ionizagdo e para
minimizagéo de formag&o de Oxidos, respectivamente, na determinagdo de Ca
e Mg. Para a calibracdo foram utilizadas solu¢cdes padrdao de Na, K, Ca e Mg
fazendo-se a diluicdo para cada elemento a partir das solugbes padréao
estoque de 1000 mg L™ da marca Fluka (Buchs, Alemanha). Essas diluicdes
para a calibracdo instrumental foram realizadas em meio acido (HNO3; e uma
mistura de HNO3/HCIO,4) e meio aquoso.

Todos os materiais de laboratério, como frascos de polipropileno (PP),
vidrarias e outros utilizados para o preparo das amostras e solu¢des padrao,
foram lavados com &gua corrente e sabdo liquido. Posteriormente, esses
materiais foram imersos em uma solucdo de HNO3; 10% (v/v) por 48 horas.
ApoOs esse periodo, foram enxaguados com agua deionizada e secos, para

futura utilizacao.
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4.3. Amostras

Foram utilizadas quatro amostras comercias (Farmaquimica, Kelgum,
Jungbunzlaver e Sigma Aldrich) e trés amostras produzidas por Xanthomonas
arboricola pv pruni (cepa 106 em pH 7,0, cepa 101 em pH 7,0 e pH 9,0)
desenvolvidas no Laboratorio de Biopolimeros, do Centro de Desenvolvimento
Tecnolégico (CDTec) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) [80].

4.4. Métodos de preparo das amostras

4.4.1. Método 1 — Decomposicéo acida em sistema abe rto (Convencional)

As amostras foram preparadas conforme foi descrito por Klaic e
colaboradores [11]. Para esse procedimento pesaram-se aproximadamente 0,1
g de amostra diretamente em tubos de digestdo, logo apds adicionaram-se 5
mL de HNO; bidestilado. Os tubos foram levados para aquecimento em bloco
digestor, com temperatura de 100 € por um periodo de 2 horas. Ap6s o
resfriamento da solucdo resultante, adicionaram-se 2 mL de HCIO, e levou-se
novamente ao aquecimento, com temperatura de 100 € por um periodo de 1
hora. A Figura 14 mostra o sistema convencional de preparo das amostras
utilizadas.

Figura 14 — Sistema de decomposi¢do convencional aberto.
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Apbs o periodo de 3 horas, tempo total da decomposicdo das amostras,
a solucédo resultante foi resfriada até temperatura ambiente e transferida para
frascos volumétricos de PP, sendo diluidas a 50 mL com &agua deionizada.
Para a etapa de leitura instrumental, essas soluc@es finais foram diluidas de
acordo com a faixa linear de cada elemento e com a concentracdo encontrada

em cada amostra.

4.4.2. Método 2 — Decomposicao acida com Sistema de  Refluxo

Para esse procedimento pesaram-se a aproximadamente 0,1 g de
amostra diretamente em tubos de digestéo, logo apés adicionaram-se 5 mL de
HNO3 bidestilado e acoplou-se o sistema de refluxo aos tubos. O sistema foi
aquecido em bloco digestor a 220 C por um periodo de 3 horas. A Figura 15

mostra o sistema de refluxo acoplado aos tubos de digestdo em aquecimento

no bloco digestor.

Figura 15 — (A) tubos contendo amostra e acido com o sistema de refluxo
acoplado e (B) decomposicdo em andamento.

A solucgéo resultante foi resfriada até temperatura ambiente e transferida

para frasco de PP, sendo diluidas a 50 mL com agua deionizada.
Para a etapa de leitura instrumental, essas soluc@es finais foram diluidas
de acordo com a faixa linear de cada elemento e com a concentragédo

encontrada em cada amostra.

40



4.4.3. Método 3 — Decomposicao acida em sistema fec  hado (micro-ondas)

Para esse procedimento pesaram-se aproximadamente 0,1 g de amostra
diretamente em frascos de politetrafluoretileno (PTFE), logo apds adicionaram-
se 3 mL de HNOg bidestilado, 1 mL H,0;, 35 % v/v e 4 mL de H,O deionizada,
sendo posteriormente os frascos fechados e colocados no interior do forno de
micro-ondas. O equipamento foi programado com uma poténcia de 1000 W,
pressdo de 45 bar e temperatura de 200 T em um per iodo total de 46 minutos.
A Tabela 5 apresenta o programa de temperatura e tempo do procedimento em

micro-ondas.

Tabela 5 — Programa de temperatura e tempo do micro-ondas.

Ndmero  Tempo (min.) Temperatura Pressao Poténcia

(C) (bar) (W)
1 3 80 45,0 1000
2 2 80 45,0 1000
3 4 120 45,0 1000
4 5 120 45,0 1000
5 7 200 45,0 1000
6 25 200 45,0 1000

A solucdao resultante foi resfriada até temperatura ambiente e transferida
para frasco de PP, sendo diluidas a 50 mL com agua deionizada.

Para a etapa de leitura instrumental, essas solu¢des finais foram diluidas
de acordo com a faixa linear de cada elemento e com a concentracédo
encontrada em cada amostra. Cabe salientar que todas as analises foram

realizadas em triplicata.
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4.5. Metodologia
4.5.1. Determinagéo do teor de acidez e carbono res idual

Considerando os procedimentos para decomposi¢cao acida utilizando o
sistema convencional aberto e de refluxo, uma avaliacdo sobre a acidez
residual péde ser realizada através de uma titulacdo acido/base. Através desse
estudo é possivel verificar o teor de acido perdido durante o processo de
aguecimento em ambos o0s sistemas. Contudo, apesar das condicdes
operacionais de cada método serem diferentes (quantidade de &acido e
temperatura), € possivel ter uma ideia da eficiéncia de cada sistema em
minimizar perdas de reagente por volatilizacao.

Para a decomposicao acida em micro-ondas, a determinacdo do teor de
acidez nao foi realizada, pois espera-se que ndo ocorra perda de acidos por
volatilizagéo, uma vez que trata-se de um sistema fechado.

Esse processo foi conduzido utilizando uma solucdo padronizada de
NaOH 0,1 mol L™* como reagente titulante e uma solucéo de fenolftaleina 1 %
(m/v) como indicador. Com isso, solu¢gBes acidas preparadas a temperatura
ambiente e submetidas ao aquecimento, conforme as condicbes dos
procedimentos de preparo de amostras em sistema aberto e refluxo, foram
tituladas para fins comparativos.

A determinagdo do teor de carbono total residual € uma forma de se
avaliar a eficiéncia de um procedimento de preparo de amostra envolvendo
meétodos de decomposicdo acida. Sendo assim, foram determinados esse teor
nas solucdes de trés diferentes amostras que foram submetidas aos métodos
de mineralizacéo.

Para esse procedimento, as solu¢cdes das amostras foram diluidas
devido a elevada acidez, a fim de alcancar pH = 2, com um volume final de 10
mL. As leituras instrumentais foram realizadas em triplicata e a concentracdo

foi obtida em ppm.
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4.5.2. Definicdo dos parametros de meéritos

Estudos de curvas analiticas foram realizados para todos os analitos:
Na, K, Ca e Mg, a fim de verificar se ha interferéncia dos reagentes na
construcdo das mesmas. Foram construidas curvas em meio aquoso e em
meio &cido (HNOjz; e mistura entre HNO3/HCIO,4) nas mesmas concentracdes
das amostras preparadas a partir das decomposicdes

Dentre os parametros de mérito que devem ser avaliados destaca-se 0
limite de deteccdo (LD), o qual trata-se da menor quantidade de analito que
pode ser detectada em uma amostra, porém ndo necessariamente
quantificada. A equacéo para a determinacdo do LD € dada a partir de um fator
multiplicativo (k = 3) e a fracdo entre o desvio padrdo (SD) da leitura de dez
sinais do branco e a sensibilidade (S) [81-84]. A Equacdo 1 mostra a relacéo

para calcular o LD.

LD = %32 Eq. 1
S

O limite de quantificacdo (LQ) é definido como a menor quantidade do
analito que pode ser quantificada em uma amostra, com precisdo e exatidao
aceitaveis, sob as condicbes experimentais utilizadas. Para o calculo do LQ,
pode-se utilizar a mesma Equacdo 1 apresentada, uma vez que a Unica
diferenca é o fator multiplicativo, o qual trata-se de k = 10 [81-84].

Em relagdo aos parametros citados, ambos sao diferenciados entre
limite de deteccéo e quantificacdo instrumental (LD, e LQ)) e limite de deteccdo
e quantificacdo do método (LDy e LQu). O LD, e LQ, sé@o estabelecidos a partir
de um sinal instrumental produzido por uma certa concentracdo de analito. Ja
para o LDy e LQu a diferenca é que se leva em consideracdo a concentragédo
de analito na amostra, ou seja, todo processo analitico pelo qual passou a
amostra [84]. Para os resultados de LDy e LQy foram utilizados nos calculos a

massa de amostra e a diluicao final.
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4.5.3. Estudo para definicdo da faixa linear de Na  por F AES

Tendo como base as altas concentracdes de Na encontradas nas
amostras de goma xantana analisadas, 0o que necessitaria da diluicdo das
amostras para subsequente analise, estudos referente a faixa linear para este
elemento por F AES foram feitos com o intuito de aumentar a faixa linear de
trabalho e assim, evitar possiveis erros de quantificacdo. Esse estudo foi
realizado variando entre os trés modos de sensibilidade ajustaveis do

equipamento: sensibilidade minima, média e maxima.

4.5.4. Avaliacdo da exatidao

Devido a falta de material de referéncia certificado (CRM, do inglés Certified
Reference Material), a exatiddo do método de decomposicdo acida com
sistema de refluxo foi avaliada através de testes de adi¢cdo e recuperacao de
concentracdes conhecidas dos analitos. Esse teste foi realizado para apenas

uma das amostras estudas.
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5. Resultados e Discussodes

5.1. Avaliacéo da eficiéncia dos métodos de preparo de amostras

5.1.1. Teor de acidez e carbono total residual

A avaliacdo do teor de acidez foi realizada tanto para o sistema aberto
como para o sistema de refluxo. Isso é importante para fins comparativos entre
ambos o0s sistemas, uma vez mostra a eficiéncia no processo de
decomposicao.

Para o sistema convencional aberto, dois acidos foram utilizados em
temperatura de 100 T, obtendo perda de aproximadam ente 25 % da mistura
acida apos o processo de aquecimento.

Ja para o sistema de refluxo, o qual utiliza apenas HNO3 como meio
oxidante a uma temperatura de 220 C, o valor de perda do acido foi de
aproximadamente de 18 %. Esse menor valor mostra a eficiéncia do sistema de
refluxo em condensar os vapores gerados, mesmos quando 0s acidos sao
submetidos a temperaturas maiores, minimizando perdas do mesmo por
volatilizagdo. Se a decomposigcdo em sistema aberto fosse realizada nas
mesmas condi¢cdes de acido e temperatura descritas para o sistema de refluxo,
certamente haveria uma grande perda do acido adicionado, o que poderia
necessitar de reposicoes de reagente para uma completa decomposicao da
matriz da amostra.

De modo a avaliar a eficiéncia dos trés procedimentos de preparo de
amostras, foi determinado o teor de carbono total em apenas trés amostras de

goma xantana, o qual os resultados encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 6 — Teor de carbono total residual para os trés diferentes métodos de

preparo de amostras (n=3).

Carbono Total Residual, x +SD em % m/m (RSD, %)

Amostra
Sist. Convencional Sist. Refluxo Sist. Micro-ondas
Jungbunzlaver 21,2+0,5(2,4) 4,7 +0,3 (6,4) 9,5+£0,3(3,2)
Kelgum 18,2 +0,3 (1,6) 3,7+0,1(2,7) 6,3+0,1(1,6)
Farmaquimica 15,2+0,4 (2,6) 29+0,1(3,4) 4,6 + 0,3 (6,5)

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, percebe-se que
0 menor teor de carbono total residual foi obtido para a decomposi¢do acida
com sistema de refluxo. Observa-se que para o sistema aberto (convencional),
foi obtido um alto teor de carbono, o que possivelmente € devido a temperatura
empregada para esse procedimento, a qual foi a menor quando comparada
com os demais métodos, resultando em uma decomposi¢cdo menos eficiente.
Ja no sistema fechado (micro-ondas), os resultados de carbono total foram
superiores aos obtidos com o sistema de refluxo, mas inferiores aos obtidos por
sistema aberto.

O sistema de refluxo apresentou resultados inferiores quando
comparado com o sistema de micro-ondas, 0 que mostra sua grande eficiéncia
na decomposicdo acida de amostras com elevado teor de carbono. As
condicbes adotadas para esse procedimento permitiram uma elevacdo da
temperatura do bloco digestor até 220 C, ou seja, 100 € acima do ponto de
ebulicdo do &cido utilizado, o que garantiu uma maior turbuléncia da solucao e
aumento na taxa de refluxo durante o aquecimento. Esse comportamento da
solucdo, aliado ao tempo adotado de aquecimento foram os fatores
fundamentais para garantir uma 6tima decomposicdo e, consequentemente,
obter um baixo teor de carbono residual.

Cabe salientar que, o emprego de temperaturas elevadas do bloco
digestor, superiores ao ponto de ebulicdo dos respectivos acidos, s € possivel
utilizando o sistema de refluxo, uma vez que esse sistema minimiza perdas do
acido por volatilizagdo. Em contrapartida, se o sistema convencional aberto for
adotado com temperaturas elevadas, a tendéncia € chegar a secura do tubo

digestor, ou seja, volatilizar a solucéo acida presente.
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5.2. Parametros de mérito
Para todos os analitos, curvas de calibragdo foram construidas nos trés
diferentes meios (aquoso, HNO3 e HNO3/HCIO,4). Os parametros de mérito

obtidos para esse estudo estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Parametros de méritos para as curvas analiticas.

Faixa Linear Inclinacao 2 LDwm LQwm

Mieio mgly)  (Lmgl) - (mgg?y  (mgg™?
Na

Aquoso 2,055 0,999 0,003 0,010

HNO3 0,1-0,6 2,195 0,998 0,009 0,033

HNO3/HCIO,4 2,042 0,998 0,004 0,013
K

Aquoso 0,377 0,993 0,017 0,056

HNO3 02-1/4 0,392 0,998 0,020 0,066

HNO3/HCIO,4 0,325 0,995 0,022 0,074
Ca

Aquoso 0,044 0,999 0,015 0,050

HNO3 05-2,0 0,034 0,998 0,026 0,087

HNO3/HCIO,4 0,036 0,998 0,010 0,032
Mg

Aquoso 1,075 0,999 0,001 0,002

HNO; 0,1-0/4 1,047 0,998 0,002 0,006

HNO3/HCIO, 1,000 0,995 0,001 0,002

LDn= limite de deteccdo do método; LQw= limite de quantificacdo do método.

Conforme pode ser observado na Tabela 7, ndo houve diferenca entre
as inclinacbes das trés curvas analiticas para cada analito estudado.
Independente do meio e do analito, foram obtidos o6timos coeficientes de
correlacao linear (= 0,993). Em relacdo aos valores de LD e LQ, pode-se
verificar que os valores foram proximos entres 0os meios de calibracdo. De
acordo com esses estudos e observacdo dos resultados, o meio aquoso foi

escolhido para a construcéo das curvas analiticas.
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5.3. Estudos da faixa linear para Na em F AES

Para a determinagdo de Na em amostras de goma xantana por F AES,
um estudo para definir a faixa linear de calibracéo foi realizado. Os parametros

de mérito para esse estudo estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Parametros de mérito para os estudos da faixa linear para o

elemento Na em meio aquoso por F AES.

o Faixa Linear Inclinacao ) LDwm LQwm
Sensibilidade 1 1 R 1 1
(mgL™) (Lmg™) (mgg™) (mgg™)

Minima 0,1-10,0 0,031 0,999 0,155 0,518

Média 0,1-50 0,275 0,999 0,039 0,128

Maxima 0,1-0,5 2,629 0,992 0,001 0,016

LDu= limite de deteccdo do método; LQw= limite de quantificacdo do método.

Os valores relativos aos parametros de méritos encontrados para Na,
como faixa linear, coeficiente linear, LD e LQ apresentaram diferenca entre as
sensibilidades instrumentais. Entretanto, independente dessa sensibilidade
instrumental, foram obtidos 6timos coeficientes de correlacédo linear ( = 0,992).

A partir desses resultados a sensibilidade instrumental média foi
escolhida como faixa de trabalho para a calibracdo do equipamento, pois
apresentou uma menor oscilagcdo do sinal analitico em relacéo a sensibilidade
maxima. Sendo assim, 0s parametros de mérito para essa sensibilidade foram

definidos para a quantificacdo de Na para as amostras estudadas.

5.4. Resultados analiticos para determinacdo de Na, K, Ca e Mg para

amostras de goma xantana comercial

Conforme citado anteriormente, é de extrema importancia o
monitoramento de metais em amostras de goma xantana, uma vez que iSso
influencia diretamente em sua reologia e, consequentemente, na aplicacdo em

diversos setores industriais. Além disso, como a goma xantana € muito

utilizada em alimentos, o controle de metais também torna-se importante para
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uma seguranca alimentar para o consumidor. Sendo assim, quatro amostras
comerciais foram decompostas por trés diferentes métodos, a fim de comparar

os resultados. Os resultados de concentracdo dos analitos encontram-se na

Tabela 9.

Tabela 9 — Resultados analiticos para Na, K, Ca e Mg em amostras comerciais

de goma xantana apoés diferentes procedimentos de preparo e determinados
por F AAS e F AES, (n = 3).

Amostra

Valor Encontrado, ¥ +SD, mg g™ (RSD, %)

Sist. Aberto

Sist. Fechado

Convencional Sist. Refluxo Micro-ondas

Na
Farmaquimica 25,7+0,5(1,9) 26,7+0,2(0,7) 26,6+1,9(7,1)
Kelgum 3,5+0,2(5,7) 3,6+0,1(2,8) 4,1 +0,7(17,0)

Jungbunzlaver

18,6+0,1(0,5)

18,4+0,6(3,3)

17,4+1,0(5,7)

Sigma 18,5+1,7(9,2) 18,1+0,5(2,8) 16,8+0,7(4,2)
K
Farmaquimica 1,4+0,1(7,1) 1,6 +0,1(6,3) 1,4+0,1(7,1)

Kelgum

Jungbunzlaver

14,4 +0,9 (6,3)
27,8+1,7 (6,1)

14,2 +0,5 (3,5)
27,4 +0,9 (3,3)

13,6 + 0,4 (2,9)
26,0 + 1,8 (6,9)

Sigma 44,2 £0,5 (1,1) 42,5+1,6(3,8) 42,7 +£3,2 (7,5)
Ca
Farmaqguimica 9,5+0,6 (6,3) 8,4+0,3(3,6) 5,6 £0,2 (3,6)

Kelgum
Jungbunzlaver

Sigma

0,46 + 0,03 (6,5)
0,25 + 0,02 (8,0)
0,22 + 0,01 (4,5)

0,41 0,01 (2,4)
0,21 +0,01 (4,8)
0,22 +0,02 (9,1)

0,34 + 0,03 (8,8)
0,16 + 0,01 (6,3)
0,23 +0,01 (4,3)

Mg

Farmaquimica
Kelgum
Jungbunzlaver

Sigma

0,76 + 0,03 (3,9)
0,45 + 0,02 (4,4)
0,66 + 0,01 (1,5)
0,30 + 0,01 (3,3)

0,79 + 0,01 (1,3)
0,45 + 0,01 (2,2)
0,66 + 0,01 (1,5)
0,30 0,01 (3,3)

0,76 + 0,01 (1,3)
0,45 + 0,01 (2,2)
0,67 + 0,01 (1,5)
0,30 + 0,01 (3,3)
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 10, percebe-se
uma elevada concentracdo de Na e K para quase todas as amostras de goma
xantana analisadas. J4 para os demais analitos, apenas a amostra
Farmaquimica apresentou uma alta concentracdo de Ca. Estes resultados
provavelmente sdo decorrentes da adicdo de sais desses respectivos analitos
no meio de producdo ou pés-fermentacdo, os quais sdo necessarios para o
desenvolvimento das bactérias [4, 5].

Com relacdo a comparacao entre os diferentes métodos de preparo de
amostras, para todos os valores foi aplicado o teste estatistico t pareado para
um limite de confianca de 95 %, pelo qual foi possivel verificar que ndo héa
diferencas significativas entre os métodos de decomposicdo acida utilizados
para o preparo das amostras de xantana e posterior quantificacdo de Na, K e
Mg em todas as amostras analisadas.

Para a determinacdo de Ca os diferentes métodos de preparo de
amostra mostraram-se adequados para a analise e os resultados foram
concordantes entre si. No entanto, aplicando o mesmo teste estatistico, foi
possivel verificar que ndo houve diferenca significativa entre os resultados
somente para a amostra Sigma. Contudo, quando avalia-se apenas o0s
sistemas convencional aberto e de refluxo, verifica-se uma concordancia a um
nivel de 95% entre os resultados para todas as amostras.

Para a amostra Kelgum, ndo houve diferencas significativas a um nivel
de 99 % de confianca, pelo teste estatistico t pareado, entre o0 método de
micro-ondas e os demais métodos na determinacdo de Ca. Entretanto, nota-se
valores muito discrepantes para as amostras Farmaquimica e Jungbunzlaver
para o procedimento envolvendo micro-ondas. Nessas duas amostras,
observa-se resultados de concentracdes inferiores aquelas encontradas para
os demais métodos de decomposicao acida. Esse erro pode estar associado a
perdas desse analito por adsorcdo aos frascos de PTFE utilizados durante a
decomposicdo por micro-ondas ou pela instabilidade do analito em solucéo
devido ao transporte, uma vez que 0 preparo dessas amostras foram
realizadas no laboratdrio do grupo de espectrometria atbmica (GEAtom do
IQ/UNICAMP) e as leituras instrumentais no laborat6rio de metrologia quimica
(LabMeQui do CCQFA/UFPel). Para contornar esses inconvenientes, a

decomposicdo por micro-ondas deve ser repetida com estudos de otimizacéo,
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a fim de encontrar as melhores condicbes (como: tempo, temperatura e
guantidade de acido) para esse processo.

Ainda com base na Tabela 10, é possivel perceber que o método que
utiliza a decomposicéo acida com sistema de refluxo mostra-se mais preciso do
que os demais métodos, uma vez que este apresenta uma média entre o RSD
para 0s quatros analitos e amostras de 3,4 %, enquanto que os demais
métodos apresentaram médias de 4,8 e 5,6 % para sistema convencional
aberto e fechado por micro-ondas, respectivamente.

Com relacdo ao teor desses metais em goma xantana, Garcia-Ochoa e
colaboradores [4] estabelecem uma faixa aceitavel para sais monovalentes e
bivalentes, conforme ja foi listada na Tabela 1. Contudo, varios sais podem ser
utilizados na producédo de goma xantana, mas os sais de Na, K, Ca e Mg sdo
0S que mais contribuem para o teor dos monovalentes e bivalentes que devem
ser controlados.

Considerando os resultados de concentragéo de Na, K, Ca e Mg (Tabela
10), foi possivel calcular o teor de sais monovalentes (Na + K) e bivalentes (Ca
+ Mg) para as amostras comerciais tratadas pelo método de refluxo proposto.

Esses valores estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Teor de sais monovalentes e bivalentes em amostras de goma

Xantana comerciais.

Teor de sais em % m/m

Amostra Aceitavel . Aceitavel
Monovalente Bivalente .

Monovalente* Bivalente*
Farmaquimica 2,9 0,88
Kelgum 1,7 0,09

3,6 -14;3 0,085-0,170

Jungbunzlaver 4,5 0,09
Sigma 6,1 0,05

*Valores apresentados por Garcia-Ochoa e colaboradores [4].
Com base na Tabela 10, para o teor de sais monovalentes, as amostras

Farmaquimica e Kelgum apresentaram valores inferiores a faixa aceitavel. As

demais amostras (Jungbunzlaver e Sigma) apresentaram teores dentro do
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esperado. Para os sais bivalentes, apenas a amostra Farmaquimica ficou fora
da faixa aceitavel, apresentando um teor muito superior ao limite maximo
esperado. JA4 para a amostra sigma, valores inferior a faixa aceitavel foi
encontrada para os sais bivalentes.

A variacao dos teores de ions presentes em amostras de goma xantana,
tanto os monovalentes como os bivalentes, é dependente das cepas e dos
processos fermentativos que ocorrem durante as produgdes. Contudo, altas
concentracbes de sais podem afetar negativamente as caracteristicas
estruturais e também as propriedades reologicas desse polissacarideo [54].

A fim de avaliar a exatiddo do método proposto para decomposi¢do acida
em sistema de refluxo, testes de adicdo e recuperacdo dos analitos foram
realizados em apenas uma amostra de goma xantana (Farmaquimica). A
Tabela 11 mostra as concentracfes adicionadas e obtidas apos a realizacéo

desse teste.

Tabela 11 — Valores de recuperacao para a amostra Farmaquimica utilizando

sistema de refluxo, (n = 3).

Analito Adicao *Valor Encontrado, x + Recuperacéo
(mgg™ SD, mg g™ (RSD, %) (%)
Na 15,0 14,8 + 0,9 (6,1) 98,3
K 2,5 2,6 +0,1(3,8) 102,0
Ca 10,0 9,0+0,28 (3,1) 90,1
Mg 0,8 0,8 £ 0,04 (5,0) 93,7

* Valor calculado a partir da diferenca entre a concentracao total com adicdo e

da concentracédo sem adicao.

Conforme os resultados obtidos e apresentados na Tabela 12, observa-
se uma Otima faixa de recuperacao, que foi de 90,1 a 102,4 %. Isso mostra que
esse meétodo de preparo de amostra proposto pode ser utilizado com a garantia
de uma boa exatiddo para o controle desses metais em amostras de goma

xantana.
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5.5. Aplicacdo da metodologia analitica

Foi realizada uma aplicacdo em amostras desenvolvidas pelo Laboratorio
de Biotecnologia, do Centro de Desenvolvimento Tecnologico (CDTec) da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

De acordo com a Tabela 12, o método proposto foi aplicado para a
determinacdo de Na, K, Ca e Mg em amostras de xantanas pruni produzidas

em diferentes condicdes.

Tabela 12 — Valores quantificados de Na, K, Ca e Mg em amostras de goma

xantana pruni apds decomposi¢do com sistema de refluxo (n=3).

Analito Amostra Valor Encontrado, X +SD, mg g™ (RSD, %)
Xp-106-pH7 20,2 +0,9 (4,5)
Na Xp-101-pH9 44,7 +0,5 (1,1)
Xp-101-pH7 28,0+ 0,4 (1,4)
Xp-106-pH7 20,1 +£0,6 (3,0)
K Xp-101-pH9 13,4 + 0,6 (4,5)
Xp-101-pH7 15,6 + 0,4 (2,9)
Xp-106-pH7 0,35+0,01 (2,9)
Ca Xp-101-pH9 0,36 + 0,02 (5,5)
Xp-101-pH7 0,30 + 0,01 (3,3)
Xp-106-pH7 1,19 + 0,02 (1,7)
Mg Xp-101-pH9 2,19 £ 0,08 (3,7)
Xp-101-pH7 1,88 + 0,05 (2,7)

As amostras de xantana pruni foram obtidas em pH controlado, pela
adicdo de NaOH 2 M, portanto, o contetdo de sais teve origem da solucéao de
producdo da goma. A baixa concentracdo de Mg encontrada, se deve a adicdo
de pequenas concentracdes de sais desse elemento no meio fermentativo. No
caso do Ca, ndo foram adicionados nenhum sal contendo esse cation, mas o
que justifica a sua concentracdo encontrada € uma possivel contaminacéo

durante o processo.
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Para Na, todas as amostras estudadas apresentaram uma elevada
concentracdo desse elemento. Isso € devido a adicdo de solucdo de NaOH
para controlar o pH, o que justifica os teores de Na encontrados em XP-106 a
pH 7 e Xp-101 pH 7 serem semelhantes, enquanto que teores mais elevados
desse analito foram encontrados em XP-101-pH 9. Ja para K, a variacdo de
sua concentracdo estd relacionada com os meios de producdo do
polissacarideo.

Considerando os resultados de concentracdo para todos os analitos, a
Tabela 13 mostra o teor de sais monovalentes e bivalentes para as amostras

de goma xantana pruni decompostas em sistema de refluxo.

Tabela 13- teor de sais monovalentes e bivalentes em amostras de goma

Xantana pruni.

Teor de sais em % m/m

Amostra Aceitavel . Aceitavel
Monovalente Bivalente .
Monovalente* Bivalente*
Xp-106-pH7 4,0 0,15
Xp-101-pH9 5,8 3,6 -14;3 0,26 0,085 -0,170
Xp-101-pH7 4,4 0,22

Todas as amostras de xantana pruni apresentaram valores de acordo
com a faixa verificada na literatura para sais monovalentes. No entanto,
levando em consideracdo os limites estabelecidos para gomas comerciais,
apenas a Xp-106 pH 7 esta de acordo com o0s valores para sais bivalentes.
Isso pode estar associado ao fato da xantana comercial ser normalmente
produzida em pH 7, o que necessita da adicdo de menor quantidade de
reagente (como exemplo a solugdo controladora de pH), diminuindo a

probabilidade de contaminacgéo por outros elementos.
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6. Consideracoes Finais

Neste trabalho foram avaliados trés métodos de preparo de amostras de
goma xantana, 0S quais consistem em decomposicdo acida em sistema
convencional aberto, em sistema de refluxo e em sistema fechado por micro-
ondas. Esses métodos foram aplicados em quatro amostras comerciais para a
posterior determinacdo de Na, K, Ca e Mg por técnicas de espectrometria
atdbmica.

Dentre os trés meétodos, a decomposicdo acida em sistema de refluxo
mostrou-se eficiente, simples e seguro, pois foi possivel obter 6timos
resultados tanto para o teste de adicdo e recuperagdo como para a
comparacao com os demais métodos avaliados.

O preparo de amostra empregado nesse trabalho conta com um sistema
de refluxo, com o qual foi possivel garantir uma eficiente decomposi¢éo acida,
uma vez que a temperatura no bloco digestor foi elevada a 100 € acima do
ponto de ebulicdo do Unico acido empregado, sem risco de haver perdas desse
reagente por volatilizacdo, o que foi possivel devido a condensacdo dos
vapores gerados internamente. Essa eficiéncia pode ainda ser concluida em
termos do teor de carbono residual total, o qual foi menor para o sistema
proposto, quando comparado com os demais métodos de preparo utilizados.

Esse sistema vem mostrando-se como uma o6tima alternativa para o
preparo de amostras por mineralizacdo acida, pois através dele é possivel
obter uma decomposicéo satisfatoria da matéria organica sem perder analito e
reagente por volatilizacdo, além de caracterizar-se como um sistema de baixo
custo, podendo ser empregado em qualquer laboratorio de pesquisa e/ou
andlises de rotina. Com isso, aplicagfes desse sistema podem ser estudadas
para a determinacdo de metais, ndo apenas somente para essas amostras de
goma xantana, mas também para os demais tipos de goma xantana e

diferentes analitos.
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