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RESUMO

A aplicacdo da radiacdo de microondas no preparo de amostras tem se expandido cada vez
mais em areas que envolvem decomposicOes por vias seca e Umida, fusdo, extracdes,
aceleracOes de reacGes quimicas, por exemplo. Atualmente, a utilizacdo dos fornos de
microondas para fins analiticos sdo reconhecidos por possuirem excelentes desempenhos para
amostras orgéanicas e inorganicas. Existem no mercado internacional diversos fornos de
microondas que se adaptam a variadas finalidades, entretanto ainda com precos elevados que
impossibilitam seu uso como equipamento de rotina em laboratorio. Desse modo, muitos
pesquisadores tém escolhido por desenvolver projetos proprios de fabricacdo de fornos de
microondas ou empregar fornos domésticos para fins laboratoriais, com ou sem adaptacdes.
Para a avaliacdo do método proposto foi utilizado a metodologia de Kjeldahl para a
determinacdo de nitrogénio total em amostras de proteina bruta, utilizando um forno de
microondas doméstico adaptado e um vaso digestor confeccionado de Teflon™ e destilacéo
de arraste de vapor. Foram efetuadas a adaptacdo e caracterizagdo do forno de microondas
doméstico adaptado, a confeccdo do vaso digestor e do suporte metalico para o vaso. A
precisdo da metodologia proposta foi confirmada pela comparacéo de dois métodos, o0 método
padrdo, por aquecimento convencional e pelo método proposto, com aquecimento por
radiacdo de microondas, atraves dos valores calculados de desvio padréo relativo das anélises.

Palavras-chaves: digestdo de Kjeldahl, vaso digestor, microondas, nitrogénio total, proteina

bruta.



ABSTRACT

The application of microwave radiation on the sample preparation has been expanding
increasingly in areas involving decomposition by wet and dry roads, fusion, extraction,
acceleration of chemical reactions, for example. Currently, the use of microwave ovens for
analytical purposes are recognized for having excellent performance for organic and inorganic
samples. In the international market there are several kinds of microwaves oven which adapt
the varied purposes, however yet with elevated prices which incapacitate your use as routine
equipment in laboratory. Thus, many researchers have been choosing for developing own
projects of microwaves oven production or to use domestic oven for the laboratory, with or
without adaptations. For the evaluation of the proposed method was used in the Kjeldahl
methodology for determining total nitrogen in samples of crude protein, using a domestic
microwave oven and a digester pot made up in Teflon™ and distillation by steam. Were made
to adapt and characterization of a domestic microwave oven, the confeccion vessel digester
and the metal support for the vessel. The accuracy of the proposed method was confirmed by
comparison of two methods, the standard method for conventional heating and by the
proposed method, with heating by microwave radiation through the calculated values of
relative standard deviation analysis.

Key-words: Kjeldahl digestion, digester vessel, microwave, total nitrogen, crude protein.
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1 INTRODUCAO

1.1  Acriagdo do forno de microondas

No periodo da Segunda Guerra Mundial, na Gra-Bretanha, foi desenvolvido um
dispositivo que gerava microondas chamado de magnétron, este dispositivo era o principal
componente do RADAR (“Radio Detection And Ranging”) utilizado para encontrar
aeronaves inimigas. O funcionamento desse sistema é simples, a detec¢do do objeto € feita
atraves do sinal refletido nele pelo sinal emitido (microondas) e o sistema de RADAR capta o
eco deste sinal, determinando sua possivel posicdo, forma, velocidade e direcdo do

movimento do objeto (SANSEVERINO, 2002).

Segundo Krug (2004) o magnétron consiste da combinacdo de um anodo, um cétodo e
uma série de cavidades de ressonancia, todos arrumados em uma geometria cilindrica, rente
ao catodo deste tubo existe um campo magnético. Quando se aplica uma alta voltagem através
dos eletrodos, geram-se elétrons que entram em ressonancia sob a influéncia do campo
magnético. Isso produz oscilagdo do magnétron, nessas condicfes, os elétrons cedem a
energia com frequéncia variavel ou fixa a qual é irradiada. A eficiéncia na producdo de
microondas de um magnétron € afetada principalmente pelo superaquecimento do mesmo. A
causa principal do superaquecimento é consequéncia as ondas que retornam por reflexdo ao

seu ponto de origem.

Devido a grande necessidade da producdo de magnétron na Inglaterra o governo
britanico contatou os Estados Unidos para utilizarem o parque industrial norte americano para

a producdo em massa desse aparelho (SANSEVERINO, 2002 e GALLAWA, 2009).



Com a sugestdo do laboratério de Radiacdo do M.I.T. (Massachusetts Institute of
Technology) de um encontro de cientistas britanicos e com o engenheiro Percy L. Spencer da
companhia Raytheon, foi proposto, por Spencer, que 0 método de producdo do magnétron
usado pelos cientistas britanicos era improprio e pouco préatico. Depois disso, Spencer
convenceu os cientistas britanicos a levar o magnétron, um segredo militar, a sua casa. Onde
fez diversas mudancas radicais no aparelho, que tornaram o processo de fabricagdo mais

vidvel e uma melhoria na eficiéncia (SANSEVERINO, 2002).

Os cientistas que trabalhavam com o magnétron sabiam que além da emissdo de
microondas havia também geracdo de calor. Entretanto, foi Spencer que teve a ideia de
utilizar essa radiagdo eletromagnética para aquecer alimentos. Em 1945, Spencer ao acaso
percebeu que um doce que se encontrava em seu bolso comecou a derreter quando ele ficou
em frente a um tubo de magnetron que estava ligado, por causa deste fato conduziu alguns
experimentos simples, como preparar pipoca, espalhando alguns gréos de milho em frente ao

tubo (SANSEVERINO, 2002 e GALLAWA, 2009).

Depois de algum tempo a Raytheon solicitou a primeira patente sobre a utilizacdo de
microondas para aquecimento de alimentos. A Raytheon, em 1947, apresentou 0 primeiro
forno de microondas chamado “Radarange” que pesava cerca de 340 kg, com 1,5m de altura e
com um sistema de refrigeracdo interna, com um custo de US$ 2.000 e 3.000. Foi um sucesso
a comercializacdo do forno de microondas no final da década de 60, esses fornos tinham
dimensdes parecidas com os fornos atuais e sem a necessidade de refrigeracdo, com precos
em torno de US$ 500. Nas décadas de 70 e 80 o forno de microondas tornou-se popular em
escala mundial (SANSEVERINO, 2002 e GALLAWA, 2009). A frequéncia de operacao

destes fornos é de 2450 MHz (SANSEVERINO, 2002 e ZLOTORZYNSKI, 1995).

1.2  Radiacao de Microondas, Migracéo Ionica e Rotacéo de Dipolo.



As microondas sdo radiacGes eletromagnéticas ndo-ionizantes que abrangem
comprimentos de onda de 0,001 a 1 m e frequéncias que variam de 300 a 300.000 MHz.
Segundo o regulamento da Comissdo Federal de Comunicacdes e das Leis Internacionais de
Radio, apenas quatro freqliéncias sdo permitidas para uso industrial, cientifico e doméstico,
sdo eles: 915 + 25; 2450 £ 13; 5800 + 74 e 22135 + 125, em MHz (KRUG, 2004 e SENISE,
1985).

Os fornos de microondas comercializados para uso doméstico e laboratorial trabalham
na faixa de freqliéncia de 2450 MHz. A faixa do espectro eletromagnético em que se encontra
a radiacdo de microondas esta ilustrada na Figura 1. Essa radiacdo ndo tem energia suficiente
para romper ligagdes quimicas por causa disso ndo ha alteragdo em sua estrutura molecular,
mas provocam a movimentacdo das moléculas em solugdo por meio de migracGes de elétrons

e rotacOes de dipolo (COELHO, 2002 e KRUG, 2004).
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Figura 1 - Espectro Eletromagnético. (Adaptado de http://www.if.ufrgs.br/oei/stars/espectro.htm)
O mecanismo de aquecimento envolvido na radiacdo de microondas esta no rearranjo
das cargas de moléculas polares e dos ions livres de materiais dielétricos. O rearranjo se da
pela orientacdo criada pelo campo elétrico proveniente da radiacdo de microondas, o

deslocamento dos ions gera um fluxo de corrente (Migracdo I6nica, Figura 2) que sofre uma



resisténcia causada por outras espécies com o fluxo oposto ao deslocamento. (KRUG, 2004 e

FORTUNY, 2008)
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Figura 2 — Esquema da migracgao ionica. (Adaptado de KRUG, 2004)

A energia dissipada nessa resisténcia, gerada pela oposi¢do de fluxos de ions, geram
calor e conseqlientemente aumenta-se a temperatura do sistema. A capacidade de transformar
a energia de microondas em calor e o tipo de deslocamento das cargas € determinada pela
natureza do material e seu estado fisico (liquido ou sélido) (KRUG, 2004).

A rotacdo de dipolo esta relacionada com o efeito que o campo elétrico oscilante das
microondas causa as moléculas que possuem momento dipolar permanente ou induzido.
Ocorre um alinhamento das moléculas dipolares com os p6los do campo elétrico. A geragédo
de campos elétricos por ondas eletromagnéticas provocam a alternacdo dos p6los positivos e
negativos do mesmo, causando uma agitacdo e desordem das moléculas dipolares,
transformando em calor a energia absorvida para o realinhamento das moléculas. O efeito
causado pelas microondas é denominado aquecimento dielétrico. A Figura 3 esquematiza o
movimento de uma molécula de dgua com um campo elétrico (KRUG, 2004; STUERGA,

2002; SABADINI, 2001; GABRIEL, 1998 e THUERY, 1989.)
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Figura 3 - Esquema da rotacao de uma molécula de agua induzida por um campo elétrico. (adaptado de KRUG,
2004)

1.3 “Efeito microondas”

A forma de aquecimento dielétrico é diferente da convencional. Na convencional, a
forma de aquecimento depende da condutividade térmica do material, das correntes
convectivas, a taxa de aquecimento é mais lenta e o sentido da transferéncia de calor é da
superficie até o seio, ja 0 aquecimento dielétrico as radiacbes adentram no material da forma
que a transferéncia de calor ocorre do seio a superficie, causando um aquecimento em massa
do material e um répido aumento da temperatura do sistema (FORTUNY, 2008; KU, 2002;
BERLAN, 1995; e THUERY, 1989). A grande seletividade de aquecimento dielétrico é uma

caracteristica marcante. Em um caso especifico de mistura, esse aquecimento preferencial de



certos elementos pode resultar nas formagcbes de pontos quentes no interior da amostra
(FORTUNY, 2008; STUERGA, 1996 e BERLAN, 1995). Esse fato é responsavel por
diversos fenémenos observados, tais como o aumento do ponto de ebulicdo de alguns liquidos
(FORTUNY, 2008; DE LA HOZ, 2005 e FINI, 1999), velocidades de reacGes aumentadas em
certas sinteses (FORTUNY, 2008; DE LA HOZ, 2005 e PERREOUX, 2004) e 0 aumento da
regiosseletividade em reagdes organicas (FORTUNY, 2008; SANSEVERINO, 2002 e
LOUPY, 2001).

Existem relatos na literatura da existéncia de efeito ndo completamente térmicos
quando um sistema € irradiado por microondas. De acordo com essa consideracao, a radiacao
por microondas altera as propriedades termodinamicas de sistemas reacionais reduzindo a
energia livre de Gibbs da ativacdo de reacOes, seja pelo alinhamento das moléculas, efeito
entrdpico, ou pelo armazenamento de energia vibracional derivada da energia de microondas
de uma molécula ou um grupo funcional, efeito entalpico, ou de beneficiar a eficacia das
colisdes moleculares, por causa da orientacdo que o campo elétrico causa nas moléculas
polares envolvidas na reacdo. (FORTUNY, 2008; PERREUX, 2004 LOUPY, 2001,
MIKLVAC, 2001 e FINI, 1999)

Os efeitos de aquecimento por irradiacdo de microondas sdo multifacetados e néo
foram plenamente esclarecidos. Entretanto, independentemente da natureza do efeito pode-se
afirmar a existéncia do “efeito de microondas”, sendo aplicada em diversas analises com

resultados que podem ser vantajosos (FORTUNY, 2008).

1.4 Metodologia de Kjeldhal

A digestdo de Kjeldhal para determinacdo de nitrogénio total, proposta em 1883, é

uma técnica muito utilizada, por ser confiavel. Ao longo do tempo essa técnica sofreu apenas



algumas modificacdes permanecendo praticamente a mesma (GAERTNER, 2006 e VOGEL,

1992).

O processo de Kjeldhal é fundamentado na digestdo da matéria organica a 400°C com
uma solucdo de acido sulfurico concentrado, em presenca de uma mistura catalisadora de
sulfato de cobre, penta hidratado ou néo, e sulfato de dipotassio para acelerar a oxidacdo da
matéria organica. Compostos de mercurio, cobre e selénio catalisam o processo de digestéo.
Para acelerar a velocidade da reacdo, eleva-se o ponto de ebulicdo do &cido sulfurico
concentrado pela adicdo de Sulfato de Potassio (HARRIS, 2005). O nitrogénio presente na
solucdo final da digestdo é determinado por destilagdo de arraste de vapor, em seguida
titulado com acido diluido. As reacdes que ocorrem no processo de digestdo da matéria

organica estdo esquematizadas a seguir (GAERTNER, 2006 e SILVA, 1990):

H,SO,
Matéria Orgéanica T SO, +CO, + H,O+ R—NH,
H,SO,
R—NH, + H),O R—OH + NH,
O O
+.
H
R% +Ho _HI o /< +NH,
NH, A\ on

2NH,+ H,SO, ———= (NH,),SO,

Ocorre a oxidacdo do carbono contido na matéria organica e o diéxido de carbono se
desprende da solucdo. Ao decorrer da etapa de digestdo a coloracdo da substancia muda de
uma coloracdo escura para um verde claro. A coloracdo da solugdo ao final do processo
depende da mistura catalisadora, no caso foi verde porque se utilizou Sulfato de cobre penta-
hidratado, caso utilize Sulfato de cobre a coloracdo final seria azul. Além do nitrogénio

contido nas proteinas existem o nitrogénio na forma de amina, amida e nitrila que é



transformada em aménia com a qual reage com o acido sulfurico concentrado formando o
sulfato de aménio (GAERTNER, 2006).

O nitrogénio presente na solucdo &cida resultante € determinado por destilagdo com
arraste de vapor e posterior titulagio com acido diluido (acido cloridrico). A solucéo
resultante da digestdo € tratada com excesso de hidréxido de s6dio ocorrendo a liberacdo de

amonia. As reagdes envolvidas na destilacéo estdo descritas abaixo (GAERTNER, 2006).

(NH,),SO, + 2 NaOH

2 NH,0H+ Na,SO,

A\

NH,OH NH, + H,0

/N

A amoénia formada na reacdo é colhida em um frasco, adaptado ao aparato da
destilagdo, contendo acido borico e o indicador vermelho de metila. A am6nia reage com o
acido Dborico formando o borato de amoénio, como representado na reagdo abaixo
(GAERTNER, 2006).

NH, + H,BO, NH,HBO,

A etapa correspondente a titulacdo, o borato de aménia é titulado com uma solucao de
acido cloridrico padronizado até a viragem do indicador, conforme a reacdo abaixo

(GAERTNER, 2006).
HCL + NH,HBO, ——= H,BO, + NH,CI

O nitrogénio total é determinado pela equacédo descrita por GAERTNER, 2006:

N (9 = SHap (X Nur (mol.L™*)x MM (ing)

x 100 (1)

Mamostra(9)
Onde: Nt corresponde porcentagem de nitrogénio total na amostra, Ve p.0 volume de acido
cloridrico padronizado em mililitros, N @ normalidade do &cido cloridrico padronizado em

mol.L" e MMy a massa molecular de nitrogénio em miligramas (GAERTNER, 2006).



Segundo, Gaertner (2006), em amostras de alimentos, por convencdo, a proteina bruta (PB) é
expressa pelo fator (Fn) 6,25, considerando que a maioria das proteinas contém na suas
moléculas aproximadamente 16% de nitrogénio. A expresséo abaixo determina a porcentagem

(%) da proteina bruta na amostra.

PB = N, x Fy (I)

1.5 A utilizacdo do forno de microondas para anélises em laboratérios

A digestdo de amostras mais tradicionais foi proposta por Kjeldhal em 1883,
conduzida tanto em meio acido quanto béasico, € uma metodologia lenta e requer muitas horas
de aquecimento quando utilizada em blocos de aquecimento. A aceleracdo da etapa de pré-
tratamento com a utilizagdo da energia de microondas para a preparacdo de diversos tipos de
amostras organicas e inorganicas proporcionou o desenvolvimento de métodos tdo precisos e
exatos quantos 0s meios convencionais. Passou muito tempo utilizando o forno microondas
com aplicacbes exclusivamente culinérias até a sua primeira utilizacdo para fins de analise.
Abu-Samra et. al. (1975), modificaram um forno doméstico para digestdo de amostras
bioldgicas visando a identificacdo de alimentos (MOURA, 2006 e ABU-SAMRA, 1975).

Ao longo do tempo, os fornos de microondas foram modificados para serem utilizados
em laboratérios quimicos, criando-se dispositivos de seguranca que permitissem o trabalho
com solugdes agressivas aquecidas e 0 desenvolvimento de “softwares” e sistemas que
possibilitassem o controle da quantidade de energia irradiada e 0 monitoramento preciso da
temperatura e pressdo dentro do sistema. Basicamente, existem dois tipos de fornos de
microondas para uso laboratorial disponiveis no mercado: o sistema fechado ou pressurizado

e o sistema focalizado (MOURA, 2006).
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O uso da radiacdo de microondas pode ser aplicado em diversos outros campos da
quimica, como sintese de compostos organometalicos, sintese organica, compostos
inorganicos, catalise, etc. A aplicacdo da radiacdo de microondas no preparo de amostras tem
se expandido cada vez mais em areas que envolvem decomposic¢des por vias seca e Umida,
fusdo, extracOes, aceleracdes de reacOes quimicas, por exemplo. Ha pesquisas que vem
avaliando o efeito da radiacdo microondas na formacdo de complexos, compostos coloridos,
processos cromatogréaficos, entre outros. Atualmente, a utilizacdo dos fornos de microondas
para fins analiticos sdo reconhecidos por possuirem excelentes desempenhos para amostras
organicas e inorganicas. Destacando-se também aos sistemas que exploram microondas

focalizadas em frascos fechados e aos sistemas em fluxo continuo (KRUG, 2004).

Existem no mercado internacional diversos fornos de microondas que se adaptam a
variadas finalidades, entretanto ainda com precos elevados que impossibilitam seu uso como
equipamento de rotina em laboratério. Desse modo, muitos pesquisadores tém escolhido por
desenvolver projetos proprios de fabricacdo de fornos de microondas ou empregar fornos
domésticos para fins laboratoriais, com ou sem adaptacGes (FERREIRA, 2006; ARRUDA,

1997 e PECORARO, 1997).

1.6  Fator de dissipagao

Um material qualquer quando irradiado com microondas podem ocorrer trés
possibilidades: reflexdo das microondas pelo material sem ser afetado pelas mesmas; as
microondas atravessam o material sem causar nenhuma mudanga no material (transparéncia);
ou a absorcdo da radiacdo total ou parcial (KRUG, 2004).

Cada material tem a sua habilidade de conversdo de energia eletromagnética das

microondas em calor medida pelo fator de dissipagdao (tgo). Este fator ¢ definido como a



11

capacidade que cada material tem em absorver energia de microondas, ou seja, a razao entre 0
fator de perdas (¢'"), capacidade do material em converter energia eletromagnética
armazenada em calor, ¢ a constante dielétrica (¢”) que quantifica a capacidade do material em
armazenar a energia eletromagnética. A Tabela 1 mostra fatores de dissipacdo para alguns

materiais (FORTUNY, 2008 e KRUG, 2004).

Tabela 1 — Fator de dissipacdo de alguns materiais (medidas realizadas em 3000MHz).

Material Temperatura(°C) Fator de dissipagdo (tgd x 10%)

Agua 25 1570,0
Quartzo fundido 25 0,6
Silica 25 0,6

Nylon 66 25 128,0
Polietileno 25 3,1
Polipropileno 25 2,0
Poliestireno 25 3,3
Teflon PTFE 25 15
Teflon PFA 25 15

(adaptado de Kingstone & Haswell, 1997)

A absorcdo de energia eletromagnética esta diretamente relacionada com o grau de
penetracdo da radiacdo no material. Sendo nula em materiais como os metais que refletem
microondas e infinita nos meios transparentes, como quartzo e Teflon™ (considerados

praticamente transparentes) (KRUG, 2004).

1.7  Os vasos de digestdo para microondas

Os recipientes para digestdo tém que ser transparentes a radiacao de microondas para
que sejam absorvidas pela solu¢cdo do meio reacional. Os materiais mais utilizados para a

confeccdo dos vasos de reacdo sdo o PTFE (Teflon™, marca registrada da DuPont), PFA
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(perfluoroalcoxi) e o TFM™ (marca registrada da Hoeschst para PTFE quimicamente
modificado). O Teflon™ pode sofrer deformacdes a temperatura ambiente, mas a deformacéo
dos vasos das bombas de digestdo é considerada desprezivel em temperaturas menores que
150 °C. Em maiores temperaturas a deformagdo aumenta com a temperatura, dificultando a
vedacdo eficaz dos frascos vedados, diminuindo sua vida util. O ponto de fusdo do PFA
encontra-se entre 300 e 310 °C, sua estabilidade térmica limita a sua utilizagédo para condicdes
em que a temperatura néo ultrapasse 260°C. O ponto de fusdo do TFM™ situa-se entre 320 e
340°C e sua temperatura maxima operacional é de 300°C. Para trabalhar em temperaturas
mais altas 0 TFM™ é recomendado, entretanto diminui muito a vida atil utilizando em longos
periodos (KRUG, 2004).

Existem diversos tipos de frascos de digestdo para fins analiticos com volumes que
variam de 25 a 120 mL, podendo ser equipados com sensores de pressao e temperatura
individuais ou coletivos. Entre estes tipos estdo os com membrana de ruptura (Figura 4),
pistdo (Figura 5), pistdo com refrigeracdo (Figura 6) e com valvula de alivio (Figura 7). A
classificagdo dos tipos de vasos de digestdo baseia-se na possibilidade de continuar ou ndo a
digestdo ap6s um aumento subito de pressdo. O frasco com membrana de ruptura seria
denominado “sem fechamento”, pois permanece aberto apds a ruptura da membrana. Assim,
um vaso com abertura momentanea da valvula denomina-se “com fechamento” (KRUG,
2004).

Os vasos de digestdo fechados para microondas sdo recomendados nos casos onde é
preciso aproveitar o efeito das altas temperaturas para dissolver amostras de dificil
decomposicdo. Nesse sistema had uma maior eficiéncia na dissolucdo em altas temperaturas,
riscos reduzidos de perdas de analitos por volatilizacéo, riscos reduzidos de contaminacdes

devidas ao ambiente de trabalho e menor consumo de reagentes (KRUG, 2004).



——Valvula

Membrana de ruptura
Tampa do vaso de reacao

Tampa externa

Vaso de reacao

Corpo externo

.................................

Figura 4 — Vaso de digestdo com membrana de ruptura (Adaptado de KRUG, 2004)
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Figura 5 — Vaso de digestdo com pistdo (Adaptado de KRUG, 2004)
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Figura 6 — Corte transversal de rotor de forno de microondas com duas bombas de digestao tipo pistdo com
refrigeracdo: 1 = rotor; 2 = vaso de reacéo; 3 = copo externo de protecdo; 4 = macho de PTFE; 5 = pistdo; 6
= 6leo de silicone; 7 = transdutor de pressao; 8 = ar frio / 9 = transmissor de infravermelho para dados de
pressao e temperatura. (Adaptado de KRUG, 2004 e cortesia Perkin Elmer/ Anton Paar)
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Figura 7 — Frasco de digestao com valvula de alivio. (Adaptado de KRUG, 2004 e cortesia MILESTONE)
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2 OBJETIVOS

O objetivo desta Monografia de Concluséo de Curso € a de confeccionar um vaso ou
frasco de digestdo para um forno de microondas doméstico com a finalidade de determinar o
nitrogénio total em amostras de proteina bruta e avaliar a pressdo e a temperatura durante o

processo de digestéo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais: Reagentes e Equipamentos

Os reagentes e equipamentos utilizados para a pratica foram: solucdo de hidréxido de
sodio (NaOH) 40%(v/v); éacido sulfurico concentrado (H,SO,); mistura catalisadora na
proporcdo de 20g de sulfato de cobre pentaidratado (CuSO,4.5H,0) para 1g de sulfato de s6dio
(Na;S0,); solugéo padronizada de 4cido cloridrico 0,1 mol.L™ (HCL); solucdo de peréxido de
hidrogénio (H,0,); solucédo de acido Badrico 2%(v/v); indicador vermelho de metila; bloco
microdigestor de Kjeldahl Microprocessado para 8 tubos; tubos de digestdo de Kjeldhal,;
Forno de Microondas Doméstico Continental AW — 30; Destilador de arraste de vapor; forno
de microondas doméstico com um mandémetro acoplado para avaliacdo de pressao; frasco de

Teflon™,

3.2 Métodos

Para a comprovagdo da funcionalidade do vaso foi necessario adaptacdes no forno de
microondas doméstico com a instalacdo de um manémetro para monitorar a pressao dentro do
vaso digestor e a caracterizacdo do forno. Além da confeccdo e o processo de validagdo do
vaso digestor com a construcdo de um suporte metélico, devidamente aterrado, para o0 vaso
digestor para garantir a seguranca de trabalho, a confecgdo de uma camisa externa para 0 vaso
de resina epoxi e fibra de vidro e a comparacdo dos resultados obtidos na determinacédo de
nitrogénio total em proteina bruta utilizando a metodologia padrdao (MP) e a metodologia da

digestdo de amostras com o forno de microondas doméstico (MM) para a prova de sua
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funcionalidade. Na Tabela 2 encontra-se o resumo das quantidades de amostra e reagentes

utilizadas para as duas metodologias de digestdo, a MP e a MM.

Tabela 2 — Resumo das quantidades de amostra e reagentes utilizados em ambas as metodologias. (Adaptado de

GAERTNER, 2006)

Componente MP MM
Amostra (g) 0,2 0,2
Mistura Catalisadora (g) 2,0 1,5
Acido sulfarico concentrado (mL) 5,0 5,0
Agua destilada (ap6s a digestao) (mL) 20 20
Hidroxido de Sodio 40%(v/v) 30 30
Per6xido de Hidrogénio (mL) 10
[HCL] (mol.L™Y) 01 01

MP = Método Padrdo e MM = Método do Microondas.

3.2.1 Adaptacdo do forno de microondas doméstico

Na adaptacdo do manémetro no forno de microondas doméstico foi efetuado um

orificio em sua parte superior, como mostra a Figura 8, nesse orificio foi colocado um tubo de

aproximadamente 10 cm do mesmo material do vaso, com um didmetro de aproximadamente

1cm, o suficiente para passar o fio terra e o capilar de aco que conecta no manémetro preso

por um suporte universal adaptado na parte de trds do microondas, como mostra a Figura 9. A

posicao do vaso dentro do microondas foi determinado por tentativa e erro.



Figura 8 — Parte superior do forno de microondas doméstico

Figura 9- Parte de tras do microondas.
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3.2.2 Confeccéo do vaso digestor de Teflon™ e o suporte metélico para o vaso

O vaso digestor foi confeccionado em Teflon™ | na oficina de tornearia do
departamento de fisica, medindo 50 mm de diametro externo, 30 mm diametro interno,
comprimento de 150 mm e volume interno de 13 mL. O corpo externo, que compde este vaso
foi confeccionado com fibra de vidro e resina epoxi. Por medidas de seguranca, desenvolveu-
se um suporte metalico, em aco inox, para fixacdo do referido vaso, como pode ser observado

na Figura 10.

Tampado
Corpo
Externo do

vaso K Fio terra

Tampado
vaso de
TEACHD

de
reacdo

Figura 11 — Aparato do vaso de digestdo desmontado. Da esquerda para direita tem-se, suporte metalico
aterrado, a tampa do vaso digestor e a tampa do frasco de reagdo, o frasco de reacéo, o corpo do vaso digestor
e a camisa externa de reina epoxi e fibra de vidro
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3.2.3 Caracterizacédo do forno de microondas

Utilizou o vaso digestor com 6 mL de agua destilada, aquecendo a agua destila por 1
minuto, aproximadamente, em potencia méxima até alcancar a presséo de 15 kgf/ cm?, em
seguida, com uma potencia de 10% aqueceu por 3, 6 e 12 minutos, avaliando a pressao
minima (Pmin.), pressao maxima (Pmax.) € a variagdo de pressdo (AP) com o intuito de manter a
pressdo dentro do frasco de 15 kgf / cm®. Em seguida foi feito 0 mesmo procedimento descrito

acima, mas com um volume de agua destilada de 10 mL.

3.2.4 Meétodo de Kjeldahl (Metodologia Padrdo, MP)

Para essa metodologia padrdo foram feitas triplicatas de cada amostra de alimentos,
farelo de abacate sem 6leo, salsicha e leite integral. Para isso pesaram-se, aproximadamente,
0,2 g de cada amostra e 2,0 g da mistura catalisadora. Em seguida, colocou-se a amostra e a
mistura catalisadora no tubo de digestdo e adicionou-se 5 mL de &cido sulfurico concentrado.
Deixando o tubo de digestdo com um funil de vidro para fazer o refluxo, no bloco de
aquecimento (Figura 3.2.4.1), 0 aguecimento ocorreu em quatro etapas. A primeira deixou-se
a amostra atingir 100°C, ao atingir essa temperatura 0 aquecimento foi constante nessa
temperatura durante uma hora. Na segunda, terceira e Gltima etapa foi andloga a primeira com
um acréscimo acumulativo de 100°C para cada etapa, ou seja, na segunda etapa a temperatura
a atingir é de 200°C, na terceira 300°C e na Ultima 400°C. No final desse processo a amostra
tem que apresentar uma solucdo limpida azul. Para cada amostra foi feita a destilacdo por

arraste de vapor descrita na segdo 1.4.
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Figura 12 — Bloco microdigestor de Kjeldahl Microprocessado para 8 tubos.

3.2.5 Metodologia de digestdo da amostra por microondas (Metodologia do

microondas, MM)

Como na metodologia de Kjeldahl foram efetuadas triplicatas de cada amostra de
alimentos, com uma diferenca na massa da mistura catalisadora e no procedimento de
aquecimento. A amostra pesada foi de 0,2 g, aproximadamente, a mistura catalisadora de
1,5g. Colocou-se a amostra e a mistura catalisadora no vaso digestor de Teflon™ adicionando
5,0 mL de &cido sulfurico concentrado. Aqueceu a amostra por 1 minuto em potencia maxima
até atingir a pressdo de 15 kgf/cm?. Depois, em potencia de 10%, aqueceu-se por mais 2
minutos. Apés o resfriamento da amostra adicionou-se lentamente 1 mL de peroxido de
hidrogénio (H,0,). Repetiu 0 processo de aquecimento e a adi¢do de perdxido de hidrogénio
até que a solucdo ficasse limpida e azul. Para cada amostra foi feita a destilacdo por arraste de

vapor descrita na se¢éo 1.4.

3.2.6 Destilacédo por arraste de vapor e titulacéo

Para cada amostra foi efetuada a destilagcdo de arraste de vapor, a figura 3.2.6.1 mostra

o sistema de destilagdo. No baldo de fundo redondo colocou-se dgua destilada, aquecida pela
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manta, no funil de decantacdo colocou-se uma solugdo hidréxido de sédio 40% (v/v) e no
erlenmeyer uma solugdo 2% (v/v) de &cido bdrico e no baldo de Kjeldahl a amostra digerida.
Na titulacdo a solucdo resultante do erlenmeyer adicionou-se algumas gotas do
indicador vermelho de metila, com o auxilio de uma bureta de 50 mL colocou-se a solucgdo de
HCI padronizada 0,1IN. A Figura 13 apresenta as quantidades de amostra e reagentes

utilizados em ambas as metodologias.

Figura 13 — Aparato para a destilacdo de arraste de vapor. Consistem em um baldo de fundo redondo de 1L,
manta aquecedora, tubos de vidros retorcidos para conexdes necessarias, funil de separacdo de 50 mL, baldo de
Kjeldahl de 250 mL, um sistema de refluxo, condensador, tubos de silicone e um erlenmeyer.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Confeccgdo do vaso digestor, corpo externo e suporte metalico.

Considerando que o ponto de fusdo do Teflon™ situa-se entre 300 a 340 °C (secéo
1.6) e sob pressdo o mesmo pode estourar, foi-se necessario o desenvolvimento de um corpo
externo, confeccionado de fibra de vidro e resina epOxi, 0s quais sdo considerados
transparentes a radiacdo de microondas, resistentes a temperatura e oferece resisténcia
mecanica.

De acordo com Krug (2004), a penetracao é nula nos materiais que refletem a radiacao
de microondas, como 0s metais, portanto o emprego do suporte metalico, bem como o tubo de
aco inox, foram aterrados na carcaca do aparelno de microondas, que foi devidamente
conectado ao fio terra da rede elétrica do laboratdrio. Com este procedimento, observou-se
que ndo houve a reflexdo de microondas nos metais empregados, quando estes foram

submetidos a radiacéo.

4.2 Caracterizacao do Microondas

Na etapa de caracterizacdo do forno de microondas observou-se, nas Tabelas 3 e 4 que
0 aquecimento da agua destilada foi suficientemente estavel, pois de acordo com a Tabela 7, a
temperatura maxima atingida nos dois testes de caracterizacdo foi de 241°C (temperatura
correspondente a Py, de 32 kgf.cm™) para cada tempo de aquecimento a 10% da potencia do
forno. Assim, a utilizacdo do vaso digestor a frio mantém sua estabilidade de aquecimento por

mais tempo.



24

Tabela 3 — Caracterizacdo do forno de microondas doméstico com aquecimento de 6 mL de agua destilada,
poténcia do microondas 10%.

Tempo (min) AP (kgf.cm?®)  Ppin (kgf.cm™?)  Prs (kgf.cm™?)

3 7 13 20
6 5 17 22
12 12 20 32

Tabela 4 — Replicata para a caracterizacéo do forno de microondas doméstico com aquecimento de 6 mL de
agua destilada, poténcia do microondas 10%.

Tempo (min)  AP(kgf.em®) P (kgf.cm™?) Py (kgf.cm™)

3 4 13 17
6 6 19 25
12 5 24 29

Entretanto, quando comegou a caracterizacdo do forno de microondas com 10 mL de
agua destilada (Tabelas 4.3 e 4.4) constatou que 0 aquecimento na replicata foi muito alto,
esse fato se deve pelo vaso ter sido aquecido por conducdo da solugéo (quente) para o vaso de
Teflon™ (frio). Deste modo, constatou um problema com a utilizacdo do vaso digestor de
Teflon™, a sua utilizacdo seguida pode comprometer a estabilidade do aquecimento desejado,
ja que o vaso demora muito para resfriar. Para o tempo de 12 minutos parou o teste por
medidas de seguranca, pois a pressdo comegou a passar dos 35 kgf.cm™.

Tabela 5 — Caracterizacdo do forno de microondas doméstico com aquecimento de 10 mL de agua destilada,

poténcia do microondas 10%.
Tempo (min)  AP(kgf.em?®)  Ppin. (kgf.cm?)  Prax (kgf.cm™)

3 2 10 12
6 2 13 15
12 4 21 25

Tabela 6 — Replicata para a caracterizacdo do forno de microondas doméstico com aquecimento de 10 mL de
agua destilada, poténcia do microondas 10%.

Tempo (min)  AP(kgf.em?®)  Ppin (kgf.cm™?)  Prsy (kgf.cm™?)
3 5 20 25

6 5 27 32
1125
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Optou-se por trabalhar na faixa de temperatura de 200°C a 240°C, pois o risco de
deformacdo do Teflon™ aumentaria muito.(KRUG, 2004) O fator de multiplicidade de

conversdo da unidade de presséo kgf.cm™ para kPa é de 98066,5 (LIDE, 2008).

Tabela 7 — Presséo de vapor da agua de 200 a 245 oC. (Adaptado de LIDE, 2008)

Temperatura Presséo
€9 (kPa)
200 1553,6
201 1586,4
202 1619,7
203 1653,6
204 1688,0
205 1722,9
206 1758,4
207 1794,5
208 1831,1
209 1868,4
210 1906,2
230 2795,1
235 3060,4
240 3344,7
245 3648,8

4.3 Validacao do Método de Microondas pelo método de Kjeldahl

Utilizando as equacdes | e Il (secdo 1.4) obteve-se os valores de PB(%) para cada
repeticdo de cada amostra para os dois métodos. Esses valores estdo dispostos nas Tabelas 8 e
9, com as médias e desvios padrdes relativos. A precisdo de um método analitico pode ser
expressa como desvio padrdo relativa (coeficiente de variacdo) de uma série de medidas. A
precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de
uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Na Tabela 8 os valores de Dpr (%) do MP
para cada uma das trés amostras afirmam a proximidade dos seus respectivos valores de

PB(%).
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Tabela 8 — Valores de PB (%) para cada repeticdo de cada amostra, a média dos valores e o desvio padréo
relativo do Método Padrédo (MP)

MP Farelo deéﬁ%a;cate (sem Salsicha Inligic;real
PB'(%) 7,62 13,50 5,78
PB' (%) 7,22 15,13 6,74
PB"(%) 8,10 14,32 6,26

Média 7,65 14,32 6,26
DPr(%) 4,70 4,65 6,30

Como na MP os valores de DPr(%) na MM também apresentam proximidade entre

seus valores de PB(%) como mostra a Tabela 9.

Tabela 9 — Valores de PB (%) para cada repeticdo de cada amostra, a média dos valores e o desvio padréo
relativo do Método Padrédo (MM)

MM Farelo deéﬁlgcate (sem Salsicha Inliggigtfal
PB'(%) 8,40 17,12 6,26
PB'(%) 7,94 15,52 5,78
PB"(%) 9,20 15,74 7,22

Média 8,51 16,13 6,42
DPr(%) 6,12 4,40 9,33

Comparando os valores dos dois métodos, obtiveram-se os valores de desvio padréo
relativo do farelo de abacate sem éleo, salsicha e do leite integral de 13,0%, 2,82% e 1,30%,
respectivamente. A Tabela 10 mostra esse resultado Desse modo, a avaliacdo do método com
a utilizacdo do vaso digestor para a digestdo de amostras com aquecimento de microondas €
valido.

Tabela 10 - Médias dos valores de PB(%) e os valores de DPr(%) e entre os métodos estudados.

Valores Farelo deéﬁt;a;cate (sem Salsicha Inlzggreal
Média de PB(%) MP 7,65 14,32 6,26
Média de PB(%) MM 8,51 16,13 6,42
Média dos dois métodos 8,07 4,53 6,34
DPr(%) 5,51 2,82 1,30
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5 CONCLUSAO

A utilizacdo do forno de microondas domestico possibilitou atingir os objetivos de
confirmar a eficiéncia do frasco ou vaso digestor confeccionado, monitorando sua pressao e,
consequientemente, sua temperatura através da comparacdo com o método tradicional.
Diminuicéo do tempo de digestdo de, aproximadamente, 240 para 90 minutos.

Os resultados deste trabalho permitem concluir que, a otimizacdo do método de
digestdo de amostras organicas complexas, empregando o forno de microondas doméstico
adaptado viabiliza o seu uso para o campo de pesquisas e também a utilizagdo do método

proposto para determinagdes de metais em diversas amostras que necessitem de digestéo.
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