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Introducao

Devido ao elevado valor comercial
dos oleos vegetais, a producao em
escala industrial nao pode
prescindir da extracao por
solvente, pois na prensagem
mecanica, mesmo sob alta
pressao, em torno de 5% do oleo
contido no material extraido ficam
retidos na torta, teores que podem
ser reduzidos a 0,5%, quando
solventes organicos sao utilizados
(MORETTO; FETT, 1998). Segundo
Christie (1993), varios solventes ou
combinacoes deles sao usuais
extratores de 6leo (Tabela 1).

Hoseney (1991) atribui tal
propriedade a variedade e a
complexidade das substancias que
a denominacao 6leo abrange,
desde acidos graxos livres até
lipoproteinas. O autor destaca, por
exemplo, que lipidios nao polares,
como acidos graxos livres e
trigliceridios, compoéem a fracao
soluvel em cloroféormio, enquanto
os polares, como fosfolipidios e
glicolipidios, dissolvem-se em
metanol. O hexano é o solvente
organico preferido no processo de
extracao, por ser o mais seletivo,
possuir estreita faixa de ebulicao e
ser imiscivel com a agua (Tabela 1),
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0 que evita misturas azeotropicas
(MORETTO; FETT, 1998). No
entanto, sua inflamabilidade, custo
e potencial poluidor, justificam o
estudo de alternativas ao seu uso.

Para trabalhos em escala
laboratorial, Mendham et al. (2002)
afirmam que a escolha da técnica
analitica, além de seguranca e
custo, deve considerar outros
critérios, como o tempo de
execucao do ensaio, o volume de
testes que serao realizados, a
natureza e a quantidade de
amostra. Segundo os autores,
métodos destrutivos, cujo
processo de preparo de amostras
ou a propria determinacao

envolvem a dissolucao e/ou
fragmentacao do material em
estudo, implicam, portanto, em
transformacao da matriz para
melhorar a deteccao do analito.
Isto consome tempo, exige
investimento e gera fonte de erros,
como a diluicao. Os autores
afirmam, ainda, que métodos
instrumentais, baseados em
propriedades fisicas, como
absorcao ou emissao de energia,
condutividade elétrica, rotacao
Optica, sao capazes de fornecer
informacoes quantitativas de um
analito, preservando as
caracteristicas das amostras e
gerando resultado.

Tabela 1. Detalhes técnicos de métodos de extracao de odleo.

Méiodo Aplicagao Yantagem Limitagao
) Baixo consumo de energia,
Prensa_gem [ndustrial ) gt Elevado teor de dleo na torta.
mecanica Baixo custo.

oeletividade do solvente;
Estreita faixa de ebuligdo,;
[miscibilidade com agua;
Recuperagio do solvente.

Extragdo com Laboratorial

1.2 .
hexano Industrial

Alto consumo de energia
laguec mertol;

Inflarmahbilidade do solvente;
Alto custo do sohvents;
[mpacto ambiental.

Baixo ponto de ebulicdo do

Extragio com ater

solvent e
(Soxhlet) '

Laboratarial

Recuperagio do solvente.

Alto consumo de energia
laguec merto);

aolvente inflamawvel e explosivo;
Alto custo do sohvente;
[mpacto ambiental.

Baixo consumo de energia (sem

Extragio com
clorafarmiofmetanol
(Bligh-Dyer) *

Laborataorial

lipldios.

aguecimenta);
Extragdo detodas as classes de

solventes taxicos,;
[mpacto ambiental.

'Citado por Moretto e Fett (1998); “!Citado por Paquot (1979); *Citado por Pregnolatto e

Pregnolatto (1985); “Citado por Vicenzi (2004).

Para Colnago (1996), laboratoérios
podem dispensar a extracao por
solvente para a determinacao
rotineira do teor de dleo,
especialmente quando grandes

quantidades de amostras precisam
ser avaliadas, por se tratar de um
processo demorado e destrutivo.
De acordo com o autor, a
ressonancia magnética nuclear
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(RMN) é um método alternativo
para a determinacao do teor de
oleo e apresenta vantagens como
a rapidez, a preservacao da matriz,
simplicidade no preparo da
amostra e a possibilidade de uso
de sistemas in vivo para a
determinacao.

A espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) mede a
absorcao de radiacao
eletromagnética de até 750MHz
pelos nucleos dos atomos,
presentes na amostra. O uso da
técnica no estado soélido € um
campo especializado que abrange
desde o estudo de polimeros até a
producao de imagens (MENDHAM
et al., 2002).

Analisar uma mesma amostra
usando diferentes técnicas pode
servir para verificar a ordem de
grandeza de um resultado ou para
confirmar a existéncia de um

analito, obtido pela técnica original.

Comparar resultados € uma pratica
comum a quimica analitica para
verificar a precisao de técnicas
distintas e determinar se conjuntos
diferentes de dados sao coerentes
e, portanto, confiaveis (LEITE,
1998). Além disso, Ellison et al.
(2002) destacam que a atual
preferéncia pelos métodos
analiticos oficiais, para a
determinacao dos mais variados
analitos, tem origem na
necessidade de apresentar dados
com rastreabilidade e precisao.
Contudo, a exigéncia formal de
confiabilidade consiste na
rastreabilidade do resultado a uma
referéncia que pode ser
representada por método
reconhecido ou empirico (ELLISON

sementes de mamona

et al.., 2002). O uso da
espectroscopia de RMN pressupoe,
portanto, a necessidade de
estabelecer previamente uma
referéncia para os resultados,
como forma de valida-los.

Validar um ensaio laboratorial é
comprovar, através de evidéncia
objetiva, que os requisitos para sua
aplicacao foram atendidos
(INMETRO, 2005). Embora a
validacao nao tenha sido
formalmente definida, o foco incide
sobre a confiabilidade analitica do
método, sem desprezar o critério
pessoal, quando o interessado
promove adaptacoes e ajusta as
recomendacoes técnicas as suas
necessidades (LEITE, 1998).

Leite (1998) destaca que a
validacao deve ser um processo
abrangente que avalie desde a
estrutura suporte e o ambiente
laboratorial até a capacitacao do
analista. Neste contexto, deve-se
ter especial interesse em
parametros basicos, como
exatidao, precisao, seguranca,
calibracao, respostas analiticas e
avaliacao estatistica.

Entendendo a necessidade de
agilidade na geracao de resultados,
preservacao de amostras, reducao
de riscos operacionais e
minimizacao do impacto ambiental,
mas, sobretudo, reconhecendo ser
imprescindivel a confiabilidade dos
resultados gerados em analises
laboratoriais, este trabalho objetiva
a validacao da técnica de
determinacao do teor de d6leo de
sementes de mamona, usando a
espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear.
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Material e métodos

O processo de validacao da técnica
de espectroscopia de RMN passa
pelas etapas de definicao da
precisao e da exatidao dos
resultados, neste caso pela
comparacao com o meétodo de
extracao do tipo Soxhlet, usando
hexano como solvente, por ser o
meétodo oficial de determinacao do
teor de 6leo, de acordo com a
IUPAC, International Union of Pure

and Applied Chemistry.
Sementes de mamona

As sementes utilizadas na
validacao da técnica de
espectroscopia de RMN foram
obtidas de cinco cultivares
comerciais de mamona cultivadas
na Embrapa Clima Temperado, em
Pelotas/RS, na safra 2005-2006
(Tabela 2).

Tabela 2. Procedéncia das cultivares comerciais de mamona cultivadas
em Pelotas, RS, na safra 2005-2006. Embrapa Clima Temperado, 2007

Cultivar Tipo Procedéncia Descrigao
Iriz Hibrid o Janadbal/MiG Sementes Armani
IAC 226 Yaried ade Campinas &F [AC (Instituto Agrondmico de Campinas)
Savans Hibrid o JanalibalMiG Sementes Armani
WVIME WA T Yaried ade CamaquaR5 YIMNEMA (Vilson Meumann Machado)
Cafalista Yaried ade 580 Paulo/aF CATl iCoordenadaria de Asgsisténcia Técnica Integral)

Ressonancia
(RMN)

Espectroscopia de
Magnética Nuclear

A determinacao do teor de 6leo em
sementes de mamona, utilizando-
se a técnica de RMN, foi conduzida
a partir de procedimentos descritos
por Colnago (1996), na Embrapa
Algodao, em trés repeticoes. A
primeira etapa desta técnica foi a
calibracao do espectrometro de
onda continua de 2,7MHz, usando-
se farinha e 6leo de mamona,
como os pontos zero e 100%,
respectivamente. Uma vez
realizada a calibracao, procedeu-se
a determinacao do teor de 6leo das
amostras. Ao final da leitura, o
peso de amostra usado no teste foi
inserido no sistema e o teor de
oleo fornecido automaticamente.

Método de Extracdo Soxhlet

A determinacao do teor de 6leo em
sementes de mamona utilizando-se
o método Soxhlet com hexano foi
realizada, em trés repeticoes, com
base nos procedimentos definidos
pela IUPAC (PAQUOQOT, 1979). A fim
de se obter a maior fracao de
extrato possivel (produto de peso
constante), foram adotados 40
refluxos, totalizando cerca de trés
horas e trinta minutos de extracao,
desde o primeiro refluxo. Ao final
da extracao, o solvente foi
recuperado e o teor de lipidios foi
determinado pela relacao
gravimétrica percentual entre o
oleo obtido e as sementes
submetidas a extracao.
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Avaliacao estatistica dos dados

A medida da precisao da técnica
instrumental baseou-se na
avaliacao da variancia dos
resultados obtidos para cada
cultivar testada. Para fazé-lo, foram
comparados os dois conjuntos de
dados pelo teste F A exatidao foi
medida através da comparacao de
meédias (teste t) dos dados, obtidas
pela espectroscopia de RMN e pelo
método classico de extracao
(Soxhlet) de 6leo das sementes.

sementes de mamona

Resultados e Discussao

A determinacao do teor de 6leo em
sementes de mamona pelo método
Soxhlet de extracao por solvente
organico, usando hexano, forneceu
os resultados reunidos na Tabela 3,
considerados referéncia na
validacao da técnica instrumental
(RMN). Os valores de desvio
padrao entre 0,34 e 0,51, além de
coeficientes de variacao que
oscilaram entre 0,77 e 1,17%
indicam precisao elevada, requisito
intrinseco a um método analitico
oficial.

Tabela 3. Teor médio de 6leo (% p/p base seca) em sementes de
cultivares comerciais de mamona cultivadas pela Embrapa Clima
Temperado em Pelotas/RS, na safra 2005-2006, determinado pelo método
de extracao Soxhlet usando hexano e pela técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN). Embrapa Clima Temperado, 2007.

. Méodo Soxhlet RRMN
Cultivar
Teor de dleo Deswio padrio CV [56) Teor de dleo Desvio padrdo OV [S6)
iris L 0,51 106 491 2,04 4.15
|AC 226 45.0 0,40 nag 454 1,46 321
Savana 441 0,34 077 45,5 1,48 318
YINEMA T1 42,8 0,42 0,98 44.0 1,81 412
Cafelista 40,5 0,48 1,17 42,8 1,29 3,25

A técnica instrumental de
espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) gerou
valores de desvio padrao que
oscilaram entre 1,39 e 2,04, e
coeficientes de variacao, entre 3,21
e 4,24% (Tabela 3), que indicam
menor precisao, quando
comparada ao método classico
(Soxhlet). Entretanto, a avaliacao
dos resultados da analise de
variancia através do teste F permite
verificar que nao existe diferenca

significativa em um nivel de
confianca de 5%.

Ao avaliar a exatidao da técnica
proposta, usando-se o teste t para
comparacao das meédias, percebe-
se que também nao ha diferenca
significativa entre os valores em
nivel de confianca de 1%, conforme
dados expostos na Tabela 4.

Embora seja possivel observar que
os valores absolutos obtidos com o
uso da técnica de espectroscopia
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de RMN foram ligeiramente espectroscopia de RMN,
superiores, os coeficientes de respectivamente. As variedades
correlacao, ao redor de 1, indicam VINEMA-T1 e Cafelista,

que os teores de 6leo de cada apresentaram os menores teores
cultivar, em ambas as técnicas entre os materiais avaliados e,
analiticas, sao equivalentes, embora os valores absolutos de
ratificando a informacao gerada teor de oleo para a variedade IAC-
pelo teste t.A classificacao das 226 e para o hibrido Savana
cultivares, segundo o teor de o6leo, indiquem alternancia de posicao
obtida a partir dos resultados de como segunda e terceira cultivar
ambas as técnicas analiticas, foi com maior teor de odleo, tais
equivalente. O hibrido Iris € o resultados nao diferem

material de maior teor, 479 e 49,1%,  estatisticamente em um nivel de
no método Soxhlet e na significancia de 5%.

Tabela 4. Dados da avaliacao estatistica da precisao e da exatidao da
técnica de espectroscopia de RMN para a determinacao do teor de dleo
(% p/p b.s.) em sementes de cultivares comerciais de mamona, usando
como referéncia o método Soxhlet. Embrapa Clima Temperado, 2007

Soxhlat RMN F .
Cultivar F 19,00) Corred agao
Média & Media 5 5o T (11%=3,75)

iris 47.9 0,258 49,1 4157 16,12 1,35 1.0000
IAC 226 45,0 0,157 45 4 2,121 13,53 0,85 1,0000
Savara 44,1 0,115 45,5 2186 18,98 3,50 0,9973
VINEMA T1 42,6 0,174 44,0 3,287 18,86 1,69 0,9999
Cafalista 40,6 0,226 42,8 1,929 8,55 3,35 1,0000

Onde:

s2 é a variancia;

F & o valor de F, obtido pela razdo entre as variancias de cada técnica de determinacgao;
F5%= 19,00 é valor tabelado para + = 0,05;

t é valor t obtido da comparagcao das médias;

t1%= 3,75 é valor tabelado para + = 0,01.

Conclusoes A espectroscopia de RMN e o

O uso da espectroscopia de meétodo oficial, de extracao tipo
ressonancia magnética nuclear Soxhlet com hexano, produzem
(RMN) permite determinar, com resultados equivalentes na
precisao, o teor de 6leo em determinacao do teor de 6leo em
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