UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

Programa de Pds-Graduagdo em Quimica

Dissertacao

Determinacao de Na, K, Ca e Mg em amostra de requeijdo por técnicas de
espectrometria atbmica apos digestdo acida com sistema de refluxo e

solubilizagdo em TMAH

Leila Maria Neves Diniz

Pelotas, fevereiro 2016



Leila Maria Neves Diniz

Determinacao de Na, K, Ca e Mg em amostra de requeijao por técnicas de
espectrometria atbmica ap6s decomposi¢cdo acida com sistema de refluxo

e solubilizacdo em TMAH

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo em Quimica da Universidade
Federal de Pelotas, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Mestre em Quimica

(énfase em Quimica Analitica).

Orientadora: Profa. Dra. Adriane Medeiros Nunes
Co-Orientador: Prof. Dr. Anderson Schwingel Ribeiro

Pelotas, fevereiro 2016



A banca examinadora, abaixo assinada, aprova a Dissertacdo de Mestrado
intitulada “Determinagédo de Na, K, Ca e Mg em amostra de requeijao por
técnicas de espectrometria atbmica apos decomposicao acida com sistema de

refluxo e solubilizacdo em TMAH”, de autoria de Leila Maria Neves Diniz.

Banca examinadora:

Profa. Dra. Adriane Medeiros Nunes (Orientadora - UFPel)

Profa. Dra. Daiane Dias (FURG)

Profa. Dra. Mariana Antunes Vieira (UFPel)



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela serenidade e forca em mais essa conquista. Aos
meus pais, Antdnio e Amélia, e irmaos, Glauce e Estévao, que mesmo distantes
se fizeram presentes pelo amor que nos une. Aos meus sogros Marcio e Soraia,
e minha avo Lia, pelas oracdes e carinho. Meus cunhados Erika, Michelle, Felipe
e Diego pela torcida e presenca (online).

Em especial agradeco ao meu amado companheiro Fabricio, por estar
sempre ao meu lado, me incentivar e fazer com que eu acredite mais em mim.

Ao Programa de Poés-graduacao em Quimica por possibilitar a execucéo
desse trabalho e a FAPERGS pelo apoio financeiro.

A professora Adriane e ao professor Anderson pela oportunidade e por
compartilharem seus conhecimentos e experiéncias.

A amiga Aline Medina pela ajuda e dedicacdo, que com seu imenso
conhecimento me incentivou e mostrou a importancia de estudar sempre e tornar
possivel mais essa vitoria.

Aos inesqueciveis amigos do LABMEQUI Eliete, Marcelo, Jana, Manu,
Camila Oliz, Ane e Natiele, pelos maravilhosos e memoraveis momentos de
descontracédo e troca de conhecimentos dentro e fora do laboratério.

Aos colegas do LABMEQUI Richard, Eliézer, Alexander, Camila Pereira,
Ana Clara, Daisa, Thaiane, Patricia e Paulo pelas ajudas e trocas de
experiéncias e conhecimentos.

As grandes amigas Silvia, Priscila, Meibel, Lara e Marilice que tornaram
Pelotas um Lar.

A todos que tiveram comigo, MUITO OBRIGADA!



Titulo: Determinacao de Na, K, Ca e Mg em amostra de requeijao por técnicas
de espectrometria atbmica apdés decomposicdo acida com sistema de refluxo e
solubilizacdo em TMAH

Autora: Leila Maria Neves Diniz

Orientador: Profa. Dra. Adriane Medeiros Nunes

Co-orientador: Prof. Dr. Anderson Schwingel Ribeiro

RESUMO

Neste trabalho foram propostos dois procedimentos de preparo de
amostras a fim de determinar Na e K por F AES e Ca e Mg por F AAS em
amostras de requeijao. O primeiro procedimento foi realizado através da
decomposicdo acida (mistura de HNOs e H2S0O4) com sistema de refluxo e o
segundo a solubilizacdo alcalina com o uso de hidroxido de tetrametilamonio
(TMAH). Os procedimentos foram otimizados utilizando o delineamento
composto central rotacional (DCCR) para avaliar a significancia das variaveis.
As condicfes otimizadas foram, para a decomposicdo acida 875 mg de amostra,
3 mL de H2S04, 325 °C e 3 h, e para a solubilizacao alcalina 300 mg de amostra
e 100 puL de TMAH. A exatidao foi avaliada por testes de adicao e recuperacao,
sendo obtidas recuperacdes entre 80 e 102 % para o procedimento 1 e 80 a 104
% para o procedimento 2. A exatiddo foi comprovada ao comparar as
concentracbes dos elementos obtidas apds a realizacdo dos procedimentos
propostos com o procedimento de referéncia (decomposi¢do por via seca) ao
aplicar o teste Tukey a 95 % de confianca ndo houve diferenca significativa. A
titulo de comparacao as concentracdes dos elementos foram determinadas pela
técnica de MP AES. Os resultados mostraram a simplicidade e eficiéncia dos
procedimentos no preparo de amostras de requeijao, apresentando como
alternativas viaveis para o controle de Na e para a determinacdo dos elementos
K, Ca e Mg.

Palavras-chave: requeijdo; preparo de amostra; decomposicdo &cida,
solubilizacéo alcalina, F AAS/AES, MP AES.



Titulo: Determination of Na, K, Ca e Mg in brazilian cheam cheese by atomic
spectrometry techniques after acid decomposition with refluxing system and
solubilization TMAH
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ABSTRACT

In this work there were evaluated two sample preparation procedures for
subsequent determination of Na, K, Ca and Mg in brazilian cream cheese (locally
know as “requeijao”) samples by atomic spectrometry techniques. The first
procedure was realized by acidic decomposition (HNO3/H2SOa4) in a reflux
system, and the second used the alkaline solubilization with
tetramethylammonium hydroxide (TMAH). The procedures were optimized using
central composite design (CCD) to assess the significance of the variables and
thus establish the best working conditions. The optimized conditions was for the
first procedure was 875 mg of sample, 3 mL of H2SO4, 325 °C on the digester
block and 180 min of decomposition time. For the second procedure was 300 mg
of sample mass and 100 puL of TMAH. The accuracy was verified by recovery
tests and the results were between 80 and 104 % for both procedures. A
comparison with a reference procedure was also performed and applying the
Tukey test at 95 % confidence level, and no significant differences have been
observed. The MP AES was used for comparison of the analyte results. The
results showed the simplicity and efficiency of procedures in the preparation of
brazilian cream cheese samples , presenting as viable alternatives for the control

of Na and for the determination of elements K, Ca and Mg .

Keywords: brazilian cream cheese, sample preparation, acid decomposition,
alkaline solubilization, F AAS/AES, MP AES
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1. Introducao

O requeijdo é um produto legitimamente brasileiro, definido como um
produto obtido pela fusdo da massa coalhada, cozida ou ndo, dessorada e
lavada, obtida por coagulacdo acida e/ou enzimatica do leite, opcionalmente
adicionada de creme de leite e/ou manteiga e/ou gordura anidra de leite ou butter
oil. Ao produto podem ser adicionados condimentos, especiarias e/ou outras
substancias alimenticias. O requeijdo cremoso € um queijo pertencente ao grupo
denominado fundidos, processados e pasteurizados (BRASIL, 1997).

Recentemente cresce a discussdo acerca da necessidade de alguns
laticinios como, bebidas lacteas, mussarela e requeijao, se adaptarem a
producao reduzindo os teores de sodio (ZACARCHENCO, 2009). A necessidade
nutricional de sédio para humanos é pequena, 500 mg (cerca de 1,2 g de sal).
Ao analisar o consumo per capita, as Pesquisas de Orcamentos Familiares
(POF) de 2002-03 e 2008-09 mostraram que mais de 70 % da populacdo
brasileira consome Na em excesso, estimando uma ingestdo média diaria de 12
g de sal/pessoa (BRASIL, 2011). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define
como limite maximo para ingestéo diéaria, 5 g de sal de cozinha (que corresponde
a 2 g de Na) (NAKASATO, 2004).

Dentro desse contexto foi firmado um acordo voluntario, em 2010, entre 0
Governo do Brasil e a Associacao Brasileira de Industrias de Alimentacéo (ABIA)
para reduzir o teor de sédio em dezesseis categorias de alimentos, sendo o
requeijdo um integrante desta relagdo. Esse acordo visa reduzir o consumo
excessivo de sal, que esta associado a uma série de doencgas crbnicas, como
hipertenséo arterial, doencas cardiovasculares, problemas renais e canceres
(FORMENTI, 2011).

Os minerais (Na, K, Ca e Mg) presentes em alimentos processados, como
0 requeijao, podem ser determinados por técnicas analiticas de espectrometria
atbmica. De La Fuente e colaboradores (1997) determinaram Ca, Mg, Na e K
pela técnica de espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (F AAS) em
produtos laticos. Nunes e colaboradores (2011) utilizaram a técnica de F AAS na
determinacao de Ca, Fe e Mg, e a técnica de espectrometria absorgcéo atémica



com forno de grafite (GF AAS) na determinacao de Cu, em amostras de carne
fresca e processada.

Nos ultimos anos, a instrumentacdo analitica, para determinacdo de
metais tem sofrido avancos consideraveis. A técnica de espectrometria de
emissao atbmica com plasma excitado por micro-ondas (MP AES) é nova e cada
vez mais utilizada na determinagdo de metais em amostras diversas. Amais e
colaboradores (2013) utilizaram a técnica para determinar Si em diesel e
biodiesel, Ozbek e colaboradores (2015) determinaram B em aco e vinho e
Ozbek e colaboradores (2016) determinaram Ca, K e Mg em diversas amostras
de queijos da Turquia. A técnica possui vantagens que a torna atrativa, como a
analise multielementar simultanea, altas sensibilidade e precisdes, rapidez, bem
como ampla faixa linear de trabalho.

O uso dessas técnicas analiticas requer um pré-tratamento das amostras
visando a sua preparagdo para posterior determinacdo dos elementos. O
requeijdo, por ser uma matriz complexa, com elevados teores de compostos
organicos, necessita desse preparo prévio da amostra (SILVA, 2001).

De maneira geral, o preparo de amostras pode envolver aquecimento na
presenca de diferentes acidos oxidantes fortes, tais como, o nitrico (HNOs3),
sulfarico (H2S0a4) e perclorico (HCIO4), ou a combinacgéo deles, além de agentes
oxidantes, tais como peroxido de hidrogénio (H202) (KRUG, 2010). Os métodos
convencionais de preparo mais utilizados para determinacdo de minerais em
amostras organicas, por técnicas espectrométricas, sdo 0s que se baseiam no
uso de decomposicdes acidas por via seca ou por via Umida em sistema aberto
(AOAC, 1995; IAL, 2008). A decomposi¢cdo umida também pode ser realizada
em sistema semi-fechado (FERREIRA, 2013; ORESTE, 2013) ou por radiacdo
micro-ondas (KORN, 2008; KRUG, 2010). No entanto, a decomposicao acida a
altas temperaturas em sistemas abertos nao € viavel devido a possiveis perdas
de elemento e evaporacdo do solvente, e o uso de sistema fechado em altas
temperaturas e sob presséo, possui riscos se ndo forem tomados os devidos
cuidados (KRUG, 2010).

Uma alternativa promissora que visa contornar tal problematica, utiliza a
decomposicao acida com sistema de refluxo (dedo frio), que foi desenvolvida e
testada por Ferreira e colaboradores (2013). Oreste e colaboradores (2013)

acoplaram a esse sistema a recirculacéo de agua para resfriamento dos dedos
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e utilizaram essa técnica no preparo de amostras bioldgicas a fim de determinar
Hg por CV AAS. O mesmo sistema foi utilizado por Pinheiro e colaboradores
(2014) para determinacéo de Cu, Fe, Mn e Zn pela técnica F AAS em amostras
de arroz e por Souza e colaboradores (2015) no preparo de amostras de goma
xantana e posterior determinacdo de Cu e Pb pela técnica GF AAS. Oliveira e
colaboradores (2016) utilizaram o sistema para preparar amostras de arroz
branco, parboilizado e integral e posterior determinacéo de As, Cd, Pb e Se por
GF AAS.

Uma outra alternativa simples utilizada para o preparo de amostras
organicas € o uso do hidroxido de tetrametilamdnio (TMAH), principalmente para
solubilizar amostras biolégicas. Amostras tratadas com TMAH fornecem uma
solucdo com caracteristicas de suspensdo, apresentando um baixo fator de
diluicho e permanecendo estaveis por meses em temperatura ambiente
(NOBREGA, 2006). Trabalhos como de Ribeiro e colaboradores (2003)
utilizaram a solubilizagdo com TMAH em amostras de leite e café em pd para
determinacao de diferentes elementos pela técnica de ICP OES.

Considerando a falta de informagéo na literatura a respeito de um preparo
de amostra que seja comprovadamente adequado para requeijdo e prezando
praticidade, rapidez e eficiéncia, o trabalho tem como objetivo desenvolver dois
procedimentos de preparo de amostras de requeijdo: decomposi¢do acida,
utilizando mistura de HNOs e H2SO4 em sistema de refluxo e solubilizagéo
alcalina com TMAH, para posterior determinacéo das concentracdes de Na e K
por espectrometria de emissdo atbmica com chama (F AES) e Ca e Mg por
espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (F AAS). A técnica MP AES
também foi utilizada na determinacdo dos quatro elementos a titulo de
comparacao dos resultados, ao aplicar os procedimentos propostos as amostras

comerciais.



2. Revisdo Bibliografica

2.1. O requeijao

O requeijao € um queijo tipicamente brasileiro, originado como uma forma
de aproveitamento do leite coagulado espontaneamente devido a acdo da
microbiota lactica natural do leite. Produzido pela utilizacdo do leite desnatado,
uma prética proveniente da época em que a manteiga era o derivado do leite
mais valorizado (VAN DENDER, 2006). E definido como um produto obtido pela
fusdo da massa coalhada, cozida ou ndo, dessorada e lavada, obtida por
coagulacao acida e/ou enzimatica do leite, opcionalmente adicionada de creme
de leite e/ou manteiga e/ou gordura anidra de leite ou butter oil. Ao produto
podem ser adicionados condimentos, especiarias e/ou outras substancias
alimenticias (BRASIL, 1997).

O requeijao cremoso € um queijo pertencente ao grupo denominado
fundidos, processados e pasteurizados. E consumido normalmente logo ap6s a
fabricacdo e deve apresentar sabor ligeiramente acido, opcionalmente salgado,
agradavel ao paladar, aroma caracteristico e consisténcia untavel (BRASIL,
1997).

O principio de fabricacao de queijos fundidos consiste em fundir os dois
elementos principais do queijo, a proteina e a gordura. A fus@o ocorre quando a
matéria-prima € submetida ao calor e a agitacdo mecanica. Durante 0 processo
€ necessario o emprego de produtos emulsificantes conhecidos como sais
fundentes (citratos, monofosfatos e polifosfatos de sédio), com o propésito de
evitar a separacdo da gordura e da agua. Os sais fundentes promovem a
emulsificacdo da mistura (gordura, proteina e agua), fornecendo um produto final
homogéneo e estavel (VAN DENDER, 2006). No mercado existem queijos,
chamados requeijao, com diferentes teores de umidade e, com isso, consisténcia
especifica, com cremosidade e propriedade de espalhabilidade, como o
requeijao cremoso, até produtos firmes e até mesmo fatidveis como o requeijao
do norte. O mesmo ocorre com relagdo ao teor de gordura, que pode variar
desde elevado até praticamente sem gordura. O sabor também possui variacao,
seja por meio da combinacao de diferentes queijos para compor a mistura, ou

ainda e, principalmente, mediante a utilizacdo de condimentos ou outros

4



ingredientes alimenticios de sabor caracteristico. Portanto, ndo existe um padréo
tipico para os produtos comercializados com a denominagdo de requeijao
(OLIVEIRA, 1986; CAVALCANTE, 1991; VAN DENDER, 2009).

2.2. Composicao de leite e derivados

O leite bovino é composto por agua, lactose, gordura, proteinas e
minerais. Juntos formam uma mistura homogénea de grande numero de
substancias, das quais algumas estdo em emulsdo (gordura e substancias
associadas), suspensao (caseinas ligadas e sais minerais) e outras em solucao
(lactose, vitaminas hidrossolaveis, proteinas do soro, sais, etc.) (OLIVEIRA,
2012).

Os minerais essenciais constituintes no leite estdo presentes, muitas
vezes, como sais, principalmente de cloretos, fosfatos, citratos, bem como,
bicarbonato de sdédio, potédssio, calcio e magnésio. Os ions Na*, K* e CI,
presentes nesses sais, estdo quase totalmente como ions livres, os ions Ca?* e
Mg?* ocorrem principalmente como complexos. Esses Ultimos se ligam as
proteinas do leite, tanto como ions individuais quanto como estruturas
complexas, nas micelas de caseina. Essas interagfes afetam a estabilidade e a
funcionalidade das proteinas do leite, por isso, os sais do leite desempenham
um papel importante nas propriedades dos produtos lacteos (CAROLI, 2007,
DAMODARAN, 2010).

Os derivados do leite fornecem alguns dos principais constituintes como,
gordura, proteinas, vitaminas e minerais, 0S quais Sa0 necessarios para o
crescimento saudavel de diferentes tecidos, o bom desempenho das funcdes
organicas, assim como o funcionamento de muitos sistemas enziméaticos
(BIEGO, 1998; WILLIAMS, 1997). Esses componentes estao presentes de forma
variavel nos derivados do leite, assim como conservantes, aditivos e sal (NacCl),

0S quais sdo adicionados durante o processamento (SA, 1978).



2.3. Sédio nos alimentos processados

O sbdio é um mineral presente em diversos alimentos, sendo o
constituinte principal do sal de cozinha (cloreto de sddio - NaCl). O uso mais
antigo e reconhecido do sal é na preservacdo dos alimentos, incluindo carnes,
peixes, legumes e frutas. A salga impede a deterioracao, extraindo a agua, o que
diminui a umidade necessaria para proliferacdo de bactérias. Hoje, o sal ainda &
muito utilizado para tal finalidade, sendo o uso maior para fins industriais no
processamento dos alimentos, promovendo o sabor e aumentando a vida de
prateleira dos mesmos (IFIC, 2010).

A rotina conturbada e a praticidade contribuem para o aumento no
consumo dos produtos industrializados dentro e fora das residéncias, o que
acarreta na reducao da ingestao de alimentos naturais. Esse padrédo alimentar
pode ocasionar efeitos nocivos a saude, sendo que a ingestdo excessiva de
sodio (Na) esta diretamente relacionada com a elevacao da presséo arterial (PA).
A causa da hipertensdo arterial € desconhecida, porém, varios sdo os fatores
gue podem estar associados a elevacao da PA, tais como, idade, género e etnia,
excesso de peso e obesidade, ingestdo de alcool, sedentarismo, fatores
socioecondmicos, genética e a ingestao excessiva de sal (SBC, 2006).

A necessidade nutricional de sodio para os seres humanos € pequena,
500 mg (cerca de 1,2 g de sal), porém ao analisar o0 consumo alimentar pessoal,
as Pesquisas de Orcamentos Familiares (POF) de 2002-03 e 2008-09
mostraram que mais de 70% da populacdo brasileira consumiam Na em
excesso, estimando uma ingestdo média diaria de 12 g de sal (BRASIL, 2011).
Devido a esse consumo excessivo, a Organizacdo Mundial de Saude definiu em
5 g de sal de cozinha (que corresponde a 2 g de Na) a quantidade considerada
maéaxima saudavel para ingestéo alimentar diaria (NAKASATO, 2004).

Mundialmente, programas de reducdo gradual de sédio nas diversas
categorias de alimentos tém sido estabelecidos pelos 6rgdos publicos e
autoridades. Estes programas sao formados em conjunto com as industrias de
alimentos e formadores de opinido em diversos paises como, a lItalia (Gaining
Health), Bélgica (Federal Nutrition Plan for Nutrition & Health), Suécia,
Dinamarca, Polbnia (National Strategy for Sodium Reduction), Hungria
(Hungarian Salt Reduction Program), Canada (Health Canada Multi Stakeholder



Working Group on Sodium Reduction), Turquia e Africa do Sul (Use Salt
Sparingly), todos esses com planos de reducdo de sodio estruturados
(BANNWART, 2014).

No Brasil, um acordo voluntario denominado ‘Plano de reducéo do sodio
em alimentos processados’, que é parte do plano de reducdo do consumo de sal
pela populacdo brasileira, foi firmado pela Associacéo Brasileira das Industrias
da Alimentacédo (ABIA) e o Ministério da Saude (MS), com o objetivo de reduzir
o conteudo maximo de soédio em diferentes categorias de alimentos, de forma
gradual e sustentavel, até 2020. Dentre essas categorias estdo os produtos
lacteos, e entre esses o0 requeijao, que deve ter o contetdo de sodio reduzido
(BRASIL, 2011).

A diminuicdo da quantidade de Na é possivel de forma gradual, com um
intervalo de 8 a 12 semanas para que o paladar se habitue, sendo que nao sao
perceptiveis diminuigcdes da ordem dos 10 a 20% (VIEGAS, 2009). Esse espaco
de tempo é necessario para que o organismo se adapte de forma progressiva o
nivel de deteccédo de sodio, de acordo com as alteracdes alimentares efetuadas
(IFIC, 2010).

A reducéo do teor de sal nos alimentos, é um grande desafio do ponto de
vista tecnoldgico e sensorial, uma vez que resulta ndo apenas em reducao do
gosto salgado e aceitabilidade, mas também pode impactar as importantes
funcdes que este ingrediente desempenha na producdo e conservacdo de
muitos alimentos. Diversos compostos tém sido estudados a fim de compensar
0s impactos sensoriais causados ao reduzir o teor de sal em diferentes produtos.
Esses estudos estdo em torno do uso de realcadores de sabor, compostos
proteicos, ervas, especiarias e aromas, gue auxiliem no balanco das formulacées
reduzidas em sodio, de maneira a manter a aceitacdo dos consumidores. Até o
momento, entretanto, ndo se alcangou uma solucéo ideal para todos os tipos de
alimentos, devido a exclusividade do s6dio como estimulo para o gosto salgado,
além das implicacdes de custo em produtos finais (DOTSCH, 2009; DOYLE,
2010; COBCROFT, 2008; REDDY, 1991; LIEM, 2011).

Segundo Johnson e colaboradores (2009) o cloreto de potassio (KCI) é o
composto que mais se assemelha quimicamente ao NaCl. Pesquisas que
estudam as possiveis substituicdes do NaCl mostram que a substituicdo parcial

por KC| é aceitavel pelo consumidor, para muitos alimentos, desde que nao
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ultrapasse 30% a 40% de KCI (LINDSAY, 1982; GUARDIA, 2006). Pollonio
(2009) afirma que em teores de substituicdo acima de 40% de KCI, dependendo
do produto, resulta em aumento significativo do gosto amargo e perda de gosto
salgado.

A busca por substituicbes em queijos tem sido estudada por varios
pesquisadores. Katsiari e colaboradores (1997) avaliaram a qualidade do queijo
feta ao substituir de 50 e 75 % da quantidade de NaCl por KCI. De acordo com
0s autores, o0s produtos finais mostraram-se viaveis sem efeito adverso na
qualidade final do queijo. Rodrigues e colaboradores (2013) estudaram as
caracteristicas sensoriais ao substituir 30 e 54 % de Na por um mix de NaCl, KClI
e glutamato monossodico na producdo de queijo mussarela. Os resultados dos
testes apresentaram perfil de sabor salgado semelhante ao queijo sem
substituicdo, porém com menos intensidade. Gomes e colaboradores (2011)
avaliaram o efeito da substituicdo parcial do NaCl pelo KCI (0 %, 25 %, 50 % e
75 %) na producédo de queijo Minas Frescal. Ao fim observaram que a reducédo
do teor de sédio em até 50 %, o0 queijo apresentou boa aceitacdo sensorial.
Martins (2015) estudou a substituicdo de 50 % de NaCl por 50 % de KCl e 30 %
NaCl por 70 % de KCI em queijo Minas padrao e avaliou o efeito da reducao de
sédio nas caracteristicas fisico-quimicas do queijo. Os queijos com substituicédo
de sddio apresentaram menor teor de umidade, com elevado teor de acidez
titulavel e menor atividade proteolitica quando comparado ao queijo controle. O
estudo mostrou que a substituicdo de sodio pelo potassio na propor¢éao de 50%
e 70% nao causou grandes alteracdes na composicdo centesimal e ndo afetou
as caracteristicas microbiolégicas das formulacdes de queijos.

Na producdo dos queijos processados ou fundidos, por exemplo o
requeijao, as fontes de sodio séo o cloreto de sédio (NaCl), com a finalidade de
enriquecer o sabor, melhorar a textura e a aparéncia do queijo, controlar a
fermentacdo lactica, determinando o nivel ideal de acidez, inibir o
desenvolvimento de micro-organismos indesejaveis e auxiliar na retirada do
soro, e os sais fundentes (citratos, monofosfatos e polifosfatos de sédio) que
possuem como funcédo sequestrar o Ca e ajustar o pH, o que ajuda a hidratar a
caseina, facilitando a interacdo entre a agua e a gordura, produzindo uma
emulsdo homogénea, esses sais utilizados em quantidades corretas séo

capazes de desenvolver todas as caracteristicas necessarias como troca de
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ions, peptizacdo da proteina, estabilizacdo da emulséo, regulacdo do pH, acdo
tampao e cremificacdo (VAN DENDER, 2006; BORZANI, 2001).

A diminuicdo da quantidade Na em requeijdo tem sido estudada pelo
grupo da TECNOLAT/ITAL ao desenvolver e otimizar tecnologia de fabricacéo e
formulacbes de requeijdes sem gordura e com teor reduzido de Na, com
substituicdo tanto do NaCl como dos sais fundentes a base de Na. O grupo
ressalta que para cada formulacéo de requeijdo € importante avaliar as melhores
solucdes tecnologicas para reducao da quantidade de sddio. Estas solucdes séo
alcancadas através da realizacao de estudos de desenvolvimento e avaliacdo
fisico-quimica, microbiol6gica e sensorial, durante a fabricacdo e estocagem
refrigerada de formulacdes de requeijdo ou outros queijos fundidos (VAN
DENDER, 2015).

Van Dender e colaboradores (2012) desenvolveram um requeijao sem
adicdo de gordura e com teor reduzido de sodio. A gordura foi substituida por
concentrado de proteina do soro e a reducéo do teor de sodio pela substituicdo
de 40% do cloreto de sédio (NaCl) por cloreto de potassio (KCI) e de parte do sal
fundente tradicional, com teor de sodio de 30,5 %, por um sal fundente com teor
de sodio de 8,2 %. Os resultados foram positivos para os parametros fisico-
quimicos (teor de sbédio e de gordura no extrato seco) e sensoriais.

Como dito, o requeijdo é um dos produtos derivados do leite que
necessitam controlar a adicdo de Na em sua formulacéo. Aliando a necessidade
de quantificacdo desse elemento a obtencdo de informacBes dos minerais
essenciais como, K, Ca e Mg, presentes nesse produto, informacdes essas
escassas na literatura, esta a quimica analitica com técnicas espectrométricas

capazes de determinar elementos minerais presentes no requeijao.

2.4. Espectrometria atdbmica na determinagao de minerais

As técnicas de espectrometria atbmica utilizam a radiagdo magnética
absorvida ou emitida por atomos no estado gasoso, a fim de determinar, de
forma qualitativa ou quantitativa, os metais presentes em uma determinada
amostra. As técnicas espectrométricas sdo rapidas e geralmente seletivas
(KRUG, 2004; SKOOG, 2002).



Para as determinacfes, as espécies atdbmicas devem estar na forma
gasosa, na qual os atomos individuais ou ions elementares se encontram
separados uns dos outros. Com isso, a etapa mais importante dessas técnicas
€ a atomizacao, processo este onde a amostra € volatilizada e decomposta de
forma a produzir uma fase gasosa de atomos e ions. Os atomizadores mais
utilizados sao: plasmas indutivamente acoplados, chamas, fornos de grafite,
atomizadores eletrotérmicos (SKOOG, 2002).

A escolha da técnica ir4 depender principalmente da concentracdo dos
elementos presentes na amostra (mg, Hg, ng), promovendo a exatidao e a
precisdo requeridas, bem como do numero de elementos a ser determinado
(CAROLI, 2007). Os elementos que estdo presentes em altas concentracdes
(mg), como Na, K, Ca e Mg em requeijao, podem ser facilmente determinados
por técnicas monoelementares (F AAS ou F AES) ou multielementares (MP AES,
ICP AES).

2.4.1. Espectrometria de absorcédo atdémica (AAS)

A espectrometria de absor¢do atdmica é uma técnica analitica baseada
na absorcdo da radiacdo. Os atomos no estado fundamental sédo capazes de
absorver energia luminosa em um comprimento de onda especifico, alcancando
um estado excitado. Com o aumento do numero de &tomos presentes, ocorre
um aumento na quantidade de radiacdo absorvida. A quantidade do elemento
presente na amostra € determinada pela variacdo da quantidade de luz
transmitida e absorvida. Nessa técnica, fontes especiais de luz conjugadas com
sistemas eficientes de selecdo de comprimentos de onda permitem a
determinacdo especifica dos elementos (PROJAHN, 2004; SKOOG, 2002;
WELZ, 1999). A quantificacdo dos elementos obedece aos principios das leis de

Lambert e Beer (SKOOG, 2002):

A=logwl/i=abC equacéao 1

Sendo: A = absorvancia, lo = intensidade da radiagéo incidente emitida
pela fonte de luz, It = intensidade da radiagéo transmitida (ndo absorvida), a =

coeficiente de absor¢cédo do meio ou absortividade, b = espessura do volume de
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observacéo ou volume de absor¢do, C = concentragdo de atomos no estado

fundamental.

Um espectrdmetro de absorcédo atdbmica € constituido basicamente por:
uma fonte de radiacao primaria, sendo as mais utilizadas as lampadas de catodo
oco (HCL), com o objetivo de fornecer as raias de emissao do elemento; uma
cela de atomizacdo, geralmente uma chama, forno de grafite, plasma, vapor
eletrotérmico, sendo esta a etapa critica, onde ocorre a formacao de vapor da
solucdo que contém os atomos do elemento no estado fundamental, estando
estes aptos a absorver a radiacao proveniente da fonte de radiagcdo; um conjunto
de monocromador, onde ocorre a selecdo das linhas dos elementos a serem
determinados (comprimento de onda); um detector, que transforma o sinal de
radiacdo em sinal elétrico; um amplificador e um sistema de leitura (SKOOG,
2002; WELZ, 1999). A Figura 1 apresenta de forma esquematica a configuragédo

de um espectrometro de absorcao atbmica (KRUG, 2004).

Fonte de radiagdo | I, Sistema de I Conjunto
— atomizacao |, | Monocromador
ho .
M+ho - M l
Amostra com teor Detector
C do analito M (transdutor)
A= |Og19 lo/l¢

Figura 1. Representacdo esquematica de um espectrébmetro de absorcao

atbmica

2.4.1.1. Espectrometria de absor¢éo atdbmica com chama (F AAS)

A Espectrometria de Absor¢cdo Atémica com Chama (F AAS) é uma
técnica monoelementar, sendo a chama a fonte de atomizacdo dos elementos
presentes na amostra. Os elementos chegam ao atomizador através de um
sistema de nebulizacdo pneumatica, assim ocorre a producédo de um aerossol
constituido de microgoticulas de solucdo da amostra, que € introduzida na

chama de ar/acetileno ou N2O/acetileno. Na chama o solvente é evaporado e os
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sélidos remanescentes se separam em atomos. A F AAS é uma técnica muito
utilizada, apresentando robustez, precisdo, baixo custo de aquisicdo e
manutencdo do espectrdmetro, além de proporcionar adequada seletividade
com poucas interferéncias (WELZ, 1999; KRUG, 2004).

A atomizacgédo pela chama é a mais antiga dentre as técnicas de AAS. Foi
desenvolvida em 1955 por Sir Allan Wash e sua disponibilizacdo comercial
iniciou a partir de 1962. Desde entdo, a FAAS tornou-se uma técnica analitica
bem estabelecida que pode ser aplicada para a determinacéo de 70 elementos
em uma variedade de matrizes, estando estes com concentra¢cdes em nivel de
ppm (mg L1). Por sua simplicidade de operacdo e custos, operacional e
instrumental, relativamente baixos, esta técnica € popular e adequada para
analises de rotina (PROJAHN, 2004; SKOOG, 2002; WELZ, 1999).

Na literatura sdo encontrados trabalhos que utilizam essa técnica na
determinacdo de minerais em leite e derivados, como Sousa e colaboradores
(2015) que avaliaram os teores de Fe e Zn em queijos Petit Suisse empregando
a F AAS apos a mineralizacdo das amostras por via seca e Umida. Juarez e
colaboradores (1995) e De La Fuente e colaboradores (1996) determinaram Ca
e Mg em amostras de leite desnatado, semi-desnatado e integral, e de queijos,
caseinato e leite em po0, respectivamente, por F AAS apés decomposicao acida
com HNOs e H202 em forno micro-ondas. Junior e colaboradores (1999)
utilizaram a técnica na determinacdo de Ca, Mg, Mn e Zn em leite de bufala,
sendo avaliados os procedimentos de decomposicdo da amostra por
solubilizacdo em aminas terciarias e decomposi¢cdo acida com HNOs e H20:2.
Kaya e colaboradores (2008) determinaram Cu, Mn e Pb em iogurte por FAAS
ap0s decompor a amostra por via seca em mufla, decomposicdo acida em

sistema aberto e micro-ondas.

2.4.2. Espectrometria de emisséo atdmica (AES)

Na espectrometria de emissdo atbmica os atomos dos elementos
presentes na amostra, no estado fundamental de energia, sdo excitados por uma
energia externa (plasma, chama, descarga a baixa pressao ou laser). Os atomos
sdo excitados momentaneamente e apds alguns segundos (10°s), relaxam e

voltam ao estado fundamental, fornecendo suas energias como fotons de
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radiagdo visivel ou ultravioleta. Os comprimentos de onda dos fétons emitidos
sdo especificos para cada elemento e desta forma, podem ser utilizados para
identificar a presenca dos mesmos na amostra (SKOOG, 2002).

A fotometria de chama € uma técnica antiga, sendo a mais simples das
técnicas analiticas baseadas em espectrometria de emissao atdmica. Nessa
técnica os atomos, na fase gasosa, sao excitados pela chama, e ao retornarem
para o estado fundamental, liberam a energia na forma de radiacao
eletromagnética, em comprimento de onda caracteristico para cada elemento.
No entanto, a fotometria de chama é restrita a determinacdo de poucos
elementos como Na, K, Ca e Li.

Os metais alcalinos e alcalinos-terrosos emitem radiacao eletromagnética
na regido do visivel em uma chama composta por ar comprimido (oxidante) e
gas butano (gés liquefeito de petréleo — GLP), que opera em uma temperatura
entre 1700 e 1900 °C. Essa temperatura é relativamente baixa, mas proporciona
a temperatura necessaria para excitar os quatro elementos, sendo com isso,
limitada a eles. Mesmo antiga, a técnica ainda é utilizada em analises de rotina
(OKUMURA, 2004). Chen e colaboradores (2005) utilizaram a fotometria de
chama para determinar sédio a fim de estimar a salinidade de alimentos
processados. Oliz e colaboradores (2013) utilizaram a fotometria de chama na
determinacao de Na e K em carnes processadas ap0s o preparo das amostras
em microescala com TMAH e HCOOH. Os resultados mostram boas exatidéo e
precisao.

Temperaturas mais altas, em torno de 2100 e 2400 °C, podem ser
conseguidas ao compor a chama com ar comprimido/gas acetileno e utilizar o
espectrometro de absorcédo atbmica no modo emisséo, o que restringe o uso de
apenas um equipamento, além de abranger os elementos a serem analisados
em diferentes tipos de amostras.

A Espectrometria de Emissdo Atdmica possui grande potencial para
analisar elementos em determina¢des multielementares, sendo o espectrometro
de emissdo atbmica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) muito
usado em determinacdes de metais em uma diversidade de amostras. Uma outra
alternativa de fonte de excitacdo usada para determinacdes multielementares é
o plasma por micro-ondas, onde o plasma € produzido através da transferéncia

indutiva de energia a partir de ondas estacionarias em um ressonador adequado
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e sustentado em um quartzo ou tubo ceramico, que esta localizado dentro de
uma cavidade ressonante. Este sistema de eletrodo € comumente referido como
plasma de micro-ondas (MP). Uma caracteristica atraente dos equipamentos
baseados no MP é a possibilidade de utilizacdo de diferentes gases, Ar, He, N2,
ou mistura deles, Ar/He e N2/O2, para gerar o plasma. No MP-AES que utiliza a
combinacdo N2/Oz, o nitrogénio é fornecido através de um gerador de ar, o que
reduz drasticamente o custo de operacdo em comparacdo com qualquer outra
técnica de espectrometria atdomica. O plasma € sustentado por nitrogénio a
pressdo atmosférica e a amostra € introduzida em forma de aerossol a partir de

um nebulizador pneumético convencional (LI, 2013; JANKOWSKI, 2010).

2.5. Preparo de amostra

A escolha do preparo de amostra ira depender do tipo de técnica a ser
utilizada para determinar os elementos. Apenas algumas técnicas como por
exemplo, a fluorescéncia de raios X, permitem a introducdo direta da amostra
sem preparo prévio. O mesmo ndo ocorre com a analise elementar por técnicas
de espectrometria atdbmica que possuem a introducdo da amostra via capilar com
uso de nebulizacdo pneumatica.

O procedimento de preparo de amostra deve ser compativel com a técnica
analitica escolhida para determinacdo dos elementos, ou seja, se a técnica
permite a andlise direta de sélidos, o preparo ira depender da moagem e
homogeneizac¢éo; se a técnica permite determinacdes em solucdo, o preparo
devera transformar a amostra em solucdo (KRUG, 2010). Assim, vé-se a
importancia de primeiro escolher a técnica a ser utilizada na determinacdo dos
elementos para que o preparo da amostra ideal seja selecionado, a fim de obter
os melhores resultados analiticos.

A analise elementar de matrizes complexas como as de alimentos, por F
AAS/AES e MP AES, requer um preparo da amostra. Nos preparos
convencionais, a amostra € decomposta por acidos com aquecimento, seja por
via umida, com uso de chapa de aquecimento, bloco digestor, micro-ondas ou
por via seca em mufla. Preparos alternativos tém sido utilizados, como a
formacado de suspensdes, apds a solubilizacdo parcial ou completa da amostra
com reagentes alcalinos (KORN, 2008; NOBREGA, 2006). No primeiro
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procedimento, geralmente h& eliminacdo da matriz, a fim de obter a espécie de
interesse o0 mais livre possivel em solucdo. No segundo, a amostra € dissolvida
com reagentes adequados e pode ou ndo envolver reacfes quimicas (PAES,
2007).

2.5.1. Decomposic¢do acida por via Umida

A decomposicéo acida de amostras orgéanicas e bioldgicas por via umida
geralmente implica no aquecimento da amostra na presenca de um acido mineral
oxidante concentrado, de misturas desses &cidos ou a mistura de um &cido
oxidante com peroxido de hidrogénio (H202). Os acidos minerais oxidantes mais
utilizados séo o &cido nitrico (HNO3), acido sulfurico (H2SO4) e acido perclorico
(HCIO4). Para garantir a oxidacdo completa da matéria organica, em formas
inorganicas simples e apropriadas para analise, algumas consideracfes sdo
relevantes, como o poder oxidante do acido utilizado e se o aquecimento sera
em temperaturas elevadas em um periodo de tempo adequado. Nesse método
de decomposi¢cdo muitos elementos de interesse sdo convertidos em cétions
inorganicos simples ndo volateis, que permanecem no meio acido, propiciando
a determinacao de elementos em baixas concentracdes (KRUG, 2010).

A garantia de uma boa decomposicdo dependera dos componentes
presentes na amostra, sendo esse conhecimento de fundamental importancia,
pois € através dessa informacao que séo escolhidos, por exemplo, o acido a ser
utilizado, se sozinho ou na forma de misturas, temperatura e tempo de
decomposicdo. Amostras ricas em carboidratos sdo facilmente decompostas
com HNOs a 120 °C, enquanto que as ricas em gorduras, proteinas e
aminoacidos necessitam de temperaturas em torno de 300 °C. O HNO3s possui
ponto de ebulicdo (PE) de 120 °C e acima dessa temperatura seu potencial de
oxidacdo é relativamente baixo. Com isso, sdo sugeridos o uso de misturas de
acidos para uma decomposicao eficiente, como a mistura de HNOz e 0 H2SO4
(PE 339 °C) e/ou H202, em amostras que possuem esses constituintes (KRUG,
2010; KORN, 2008). O uso de H2SO4 é de grande relevancia na oxidagao, pois
0 acido concentrado a quente é capaz de destruir parcial ou mesmo totalmente

compostos organicos (KRUG, 2010).
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Estudos sobre decomposic¢des utilizando misturas variadas entre HNOs3,
H2SO4 e H202 em leite sdo encontrados na literatura. Santos e colaboradores
(2005) determinaram, por ICP OES, Ba, Ca, Cu, K, Mg, Na, P e Zn em amostras
de leite, integral e desnatado, apés decomposicdo em HNOs e em mistura de
HNOs e H2SOa4. Os autores afirmam um aumento na eficiéncia ao utilizar a
mistura dos acidos. Oreste e colaboradores (2015) determinaram Ca, Cu, Fe, K
e Na em amostras de leite em po6 por ICP OES. A amostra foi decomposta
utilizando mistura de HNO3z e H2SO4, em sistema de refluxo, HNO3 e H202 em
forno micro-ondas e HNO3 em sistema aberto com bloco digestor. O uso da
primeira mistura apresentou recuperagoes entre 91 e 95 %, mostrando boa
exatidao e o teor de carbono organico residual em 6 %, sendo este concordante

com o procedimento realizado em micro-ondas.

2.5.1.1. Decomposicéo acida em sistema aberto

A decomposicdo em sistema aberto (a pressao atmosférica) € o método
mais antigo, sendo utilizado para a decomposicdo da matéria organica e
inorganica, sob aquecimento em chapa ou bloco digestor. O método permite a
analise de um grande nimero de amostras, empregando um sistema simples e
de baixo custo (KRUG, 2010). No entanto, o método estd suscetivel a erros
sisteméticos em virtude da possibilidade de perdas ou contaminagdo. Apresenta
algumas limitacdes relacionadas a eficiéncia de decomposi¢éo, aos niveis dos
brancos e, ainda, com a concentracdo de acido remanescente nos digeridos
(VASSILEVA, 2001). Demirel e colaboradores (2008) prepararam amostras de
figado bovino em sistema aberto em chapa de aquecimento utilizando HNO3
para posterior determinacao de Cu, Fe, Mn e Zn por F AAS e Al e Se por GF
AAS. A decomposicdo apresentou boa recuperacao, entre 92 e 96 %, com
excecdo de Se, possivelmente devido a perdas. Ferreira e colaboradores (2005)
desenvolveram um procedimento utilizando a mistura de HNO3 e HCIO4, com
aguecimento em chapa, para determinar Cu em amostras de origem animal e
vegetal por F AAS. Kira e colaboradores (2007) prepararam amostras de queijos
(mussarela, minas, prato e parmesao) em chapa aguecedora com HCI afim de
determinar Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn por ICP OES. Os resultados
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foram comparados estatisticamente com os obtidos ap6s a decomposi¢cdo por

via seca.

2.5.1.2. Decomposicdo acida por radiacdo de micro-ondas

O uso de micro-ondas para decomposicao de amostras data de 1975, com
emprego inicial de fornos de micro-ondas doméstico. Embora esses fornos néo
fossem apropriados para este tipo de trabalho, possuiam a vantagem de um
gasto menor de tempo, ao comparar com 0s procedimentos convencionais em
sistema aberto com chapa ou bloco digestor (KORN, 2008). De La Fuente e
colaboradores (1995) preparam amostras de leite desnatado, semi-desnatado e
integral em forno micro-ondas convencional para posterior determinacao de Ca,
Mg, K e Na pelas técnicas FAAS e FAES, respectivamente. As recuperacdes
foram para Ca, 99,3 %, Mg, 100,0 %, K, 100,3 % e Na, 100,5 %, mostrando boa
exatiddo. Recentemente, Oliz e colaboradores (2013) utilizaram um micro-ondas
convencional no preparo de amostras em microescala para determinacgéo de K,
Mg, Na e Zn em carnes por F AAS e F AES. Os resultados obtidos foram
concordantes com o material de referéncia certificado.

A decomposicdo &cida assistida por micro-ondas se baseia no
aguecimento da amostra pela energia das micro-ondas, sendo estas ondas
eletromagnéticas com frequéncia entre 300 e 300.000 MHz. A radia¢éo na faixa
das micro-ondas possui energia ndo ionizante que causa a movimentacao de
ions e a rotacdo de dipolos, mas ndo afeta a estrutura molecular, 0 que nao
significa que nao ocorram outros efeitos ou interagdes desta radiagdo com a
matéria (KINGSTON, 1988; KRUG, 2010). A técnica possui como vantagens,
além da reducdo no tempo, o aumento na velocidade das reacdes como
resultado das altas temperaturas e pressoes, e 0 uso de frascos fechados que
torna o tratamento da amostra menos susceptivel a contaminagfes pelo
ambiente, evitando perdas de elementos volateis, bem como proporcionam total
seguranca ao analista. Atualmente, a mineralizacdo acida assistida por micro-
ondas € uma técnica bem estabelecida, usada para diversos tipos de amostras
(PAES, 2007). Gaze e colaboradores (2015) utilizaram a radiacdo micro-ondas

na determinacdo de Na, Ca, K e P em amostras de doce de leite por ICP OES.
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Os resultados obtidos foram concordantes com material de referéncia certificado,
mostrando a eficiéncia do preparo.

2.5.1.3. Decomposicédo acida com sistema de refluxo

Os primeiros métodos de preparo de amostras em sistema de refluxo
foram com condensadores convencionais. O sistema mostrou eficiéncia ao
preparar amostras com espeécies volateis, mas o mesmo ndo foi pratico ao
preparar grandes numeros de amostras. Com base na ideia e nas vantagens do
uso do sistema de refluxo para analise de volateis, Ferreira e colaboradores
(2013) utilizaram um método de preparo de amostras chamado de "sistema de
dedo frio", como mostra a Figura 2. Esse sistema decompde a amostra sem que
ocorra perda por volatilizacdo. Isso ocorre devido a condensacdo dos vapores
das espécies volateis, ao atingir a superficie fria do dedo. Este método mostra-
se vantajoso pois a massa de amostra e 0 volume de reagente ndo sao
parametros criticos, o risco de explosao € minimo, e ha possibilidade do uso de

varios tipos de amostras, incluindo matrizes organicas e inorganicas.

W'z
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~ N’ e
a: dedo frio; b: tubo digestor; c: dedo frio acoplado ao tubo digestor.

Figura 2. Modelo esquematico do sistema de dedo frio adaptado por

Ferreira e colaboradores (2013).

O sistema de "dedo frio" consiste em acoplar um tubo de vidro com agua,
em um tubo digestor, que ira conter a amostra e os acidos. O conjunto é colocado

em um bloco digestor com aquecimento. O “dedo frio” é acoplado de forma a

18



arrefecer a parte superior do tubo digestor, causando refluxo e condensacao de
espécies volateis, 0 que evita a perda desses elementos por evaporacao.

Os acidos usados na decomposicdo também sdo condensados, néo
sendo necessaria a reposicao deles no decorrer da decomposicao, o que diminui
0 consumo dos mesmos e os riscos de contaminacgao (Ferreira, 2013). O sistema
foi utilizado em varios trabalhos e aplicado na decomposicdo de diversas
amostras para a determinacéo de elementos por diferentes técnicas, como Nano
e colaboradores (2009) ao decompor amostras de ostras afim de determinar As,
Cd, Ba, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn por ICP OES; Ferreira e colaboradores (2009)
decompds vinho e determinou Cd por ET AAS; Macedo e colaboradores (2009)
preparou amostra de fertilizante para determinar As por HG AAS. Os trabalhos
que utilizaram o sistema de dedo frio obtiveram bons resultados, seja na
determinacdo de elementos com caracteristicas volateis, seja no retorno do
acido ao meio reacional, evitando a secura. No entanto, foram observados
inconvenientes como o alto teor de acido residual, além do aquecimento da agua
de resfriamento durante o periodo da decomposicdo, com consequente
diminuicdo da eficiéncia de condensacdo no dedo frio (FERREIRA, 2013;
ORESTE, 2013).

Com base nesse sistema, Oreste e colaboradores (2013) propuseram a
introducdo de uma tampa de teflon para encaixe do dedo frio no tudo digestor,
com uma ranhura lateral para alivio de pressdo, formando um sistema semi-
fechado. Foi também implantada a recirculacdo de agua em tal sistema. A agua
recirculada é mantida a 15 °C por um banho termostatizado. A Figura 3 mostra
0 esquema do sistema proposto pelos autores. Com esse sistema o autor
determinou Hg em amostra biolégica por CV AAS. O material de referéncia
certificado (MRC) foi analisado comprovando assim a exatiddo e precisdo do
método proposto.
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1: entrada de agua; 2: saida de 4gua; 3: tampa de teflon; 4: ranhura lateral (alivio de pressédo); 5:

tubo digestor

Figura 3. Esquema do sistema de dedo frio acoplado ao tubo digestor

confeccionado por Orestes e colaboradores (2013).

Apbés a confeccdo desse sistema, muitos outros trabalhos foram
publicados pelo grupo de pesquisa, como o de Pinheiro e colaboradores (2014)
gue avaliaram a aplicacao do sistema de refluxo com dedo frio, ao comparar com
o sistema convencional em bloco digestor em sistema aberto, no preparo de
amostras de arroz, para posterior determinacéo de Cu, Fe, Mn e Zn por F AAS.
Nesse trabalho o acido utilizado na decomposic¢éo foi 0 HNOs. O uso do sistema
de refluxo permitiu trabalhar em temperaturas de 210 °C, acima do PE do HNOs.
Os resultados dos diferentes procedimentos de preparo das amostras nao
mostraram diferencga significativa a 95 % de confianca. Souza e colaboradores
(2015) desenvolveram um método para determinar Cd e Pb por GF AAS em
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amostras de goma xantana, previamente preparadas utilizando a decomposicao
com HNOs com sistema de refluxo. A exatidao foi verificada com testes de
adicao, obtendo recuperacdes entre 83 e 100 %. Oreste e colaboradores (2015)
compararam trés métodos de tratamentos de amostra de leite em po, o sistema
de refluxo no qual utilizou a mistura de HNO3s e H2SO4 com temperatura de 350
°C; a decomposicao convencional com HNO3s em sistema aberto e temperatura
de 120 °C e o terceiro foi o0 uso de micro-ondas em que empregou HNO3 e H20:2
com temperatura de 80 °C. Ao final foram determinados Ca, Cu, Fe, K, e Na por
ICP OES. Os resultados mostraram que o uso do sistema de refluxo apresentou-
se vantajoso quando comparado aos demais sistemas, apresentando
recuperacbes entre 91 e 95 %, mostrando boa exatiddo ao comparar 0s

métodos, ndo havendo diferenca significativa a 95 % de confianca.

2.5.2. Decomposicéo por via seca em forno mufla

A decomposicao por via seca € o método mais simples utilizado para a
decomposicao de amostras bioldgicas e orgéanicas. Consiste na eliminacdo da
matéria organica por decomposicao térmica e oxidacdo, com oxigénio do ar,
usando um forno mufla. Os residuos inorganicos formados, em forma de cinzas,
sdo solubilizados com acidos apropriados os quais dependerdo da técnica
analitica a ser utilizada (KORN, 2008; KRUG, 2010, IAL, 2008). A temperatura é
um parametro importante nesse método, pois é ela que ird garantir a completa
decomposicdo da amostra sem perda de elementos por volatilizagdo ou
incorporacao com residuos insoluveis (KIRA, 2002). Na literatura encontram-se
trabalhos que discutem a aplicacéo de diferentes temperaturas na decomposicao
de amostras. Amaro-Lépez e colaboradores (1996) relatam que a temperatura
comumente empregada em decomposicao por via seca fica em torno de 450 °C
a 500 °C, sendo que acima desta temperatura comegavam a ocorrer perdas de
elementos tragco em amostras de leite e derivados.

O grau de perdas por volatilizagao é o fator limitante do método, sendo o
tempo de decomposicdo e a propensdo a contaminag¢des outros inconvenientes
(SPELLMER, 2011). Em vista dos problemas de perdas por volatilizacdo o
meétodo é aplicavel somente para elementos metalicos, visto que a maioria dos

nao metais € oxidada a produtos volateis (KRUG, 2010). No entanto, o método
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possui vantagens como a simplicidade, ampla aplicagdo, capacidade de
manipular grandes quantidades de amostra, utilizagdo de instrumentagéo
geralmente disponivel em laboratoérios e possibilidade do tratamento de varias
amostras ao mesmo tempo sem requerer a presenca continua do operador. Além
disso, as cinzas resultantes sdo livres de matéria organica, o que é pré-requisito
para algumas técnicas analiticas sensiveis como ICP MS e ICP OES, cujas
determinacdes podem ser afetadas pela presenca de matéria organica (KORN,
2008). E devido a essas vantagens que o uso da decomposicdo em forno mufla
continua em grande uso, sendo o método de referéncia utilizado na
determinacao de elementos em uma variedade de matriz.

Na literatura sdo encontrados trabalhos que apresentam as vantagens e
as desvantagens obtidas ao utilizar a decomposicdo por via seca. Kira e
colaboradores (2002) determinaram Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn em
amostras de queijos mussarela, minas, prato e parmesédo por ICP OES. As
amostras foram preparadas por decomposicdo via seca em mufla e por
dissolucéo parcial com HCl em chapa aquecedora. Para a realiza¢do do primeiro
procedimento foram gastas 24 h, enquanto que para o segundo foi necessario
um tempo de 2 h. Os resultados mostraram diferenga significativa na
determinacao de Cr, Cu e P para o queijo mussarela, Mn para o queijo minas e
Cu para o queijo prato. Esse fato foi atribuido a incompleta eliminacdo da matéria
organica pela dissolucao parcial com HCI, ressaltando a vantagem da completa
decomposicdo da matéria organica pela decomposicao por via seca. Tuzen e
colaboradores (2007) preparam amostras de mel por decomposicéo via seca e
via imida, em sistema aberto e fechado assistido por micro-ondas. Os elementos
Al, Cd, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Se e Zn foram determinados por F AAS e GF AAS.
Os resultados mostraram diferencgas significativas em relacdo a decomposicéo
por via seca e os demais métodos, sendo a decomposicao assistida por micro-
ondas a que apresentou maiores recuperacdes dos elementos. Sousa e
colaboradores (2015) determinaram Fe e Zn em amostras de queijo Petit Suisse
por FAAS apods decomposicao da amostra por via seca em mufla e por via Umida
com HNOs em chapa aquecedora. Os resultados ndo mostraram diferencas
significativas, o que evidenciou a eficiéncia do método proposto para o objetivo

da andlise.
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2.5.3. Solubilizacéo alcalina com TMAH

O hidroxido de tetrametilaménio (TMAH), com formula molecular
(CH3)NOH, apresenta-se na forma de uma solucéo alcalina com pH entre 13,4 e
14,7. O reagente € encontrado comercialmente disponivel na concentracao de
25 e 10 % (m/v) em solucao aquosa e 25 % (m/v) em metanol, sendo a pureza
dependente do fabricante. E uma base organica forte solivel em agua ou alcoois,
capaz de se complexar e estabilizar os elementos volateis. A solucdo formada &
incolor com odor de amina (NOBREGA, 2006).

O tratamento da amostra por solubilizacdo com TMAH € simples, rapido,
requer pequenas quantidades do reagente e geralmente ndo necessita
aguecimento. A solubilizacdo, completa ou ndo, ird depender do tipo de amostra
(NOBREGA, 2006). O reagente promove a clivagem de proteinas em fragmentos
menores, facilitando a dissolu¢do da amostra (SPELLMER, 2011). O TMAH é
capaz de dissociar espécies quimicas e de complexar efetivamente com
elementos metalicos. Com isso, ele tem se mostrado adequado para o
tratamento de amostras biolégicas, como alternativa aos procedimentos de
decomposicao convencional, e posterior determinacdo de ions metélicos por
técnicas de espectrometria atdbmica (NOBREGA, 2006). Muitos estudos foram e
estdo sendo desenvolvidos com base nas diferentes formas de uso do TMAH.
Em uma reviséo a esse respeito, Nobrega e colaboradores (2006) relatam que
em grande parte dos trabalhos, o uso de TMAH proporcionou satisfatoria
precisao, exatiddo e bom desempenho instrumental.

Como método alternativo a decomposicdo acida, Silva e colaboradores
(1999) prepararam amostras biolégicas de origem marinha utilizando o TMAH na
solubilizacdo das amostras para posterior determinacéo de Cu, Cd, Ni, Pb e Cr
por GF AAS. Diversas formas de solubilizacdo foram avaliadas, em temperatura
ambiente, com aquecimento e uso de agitacao ultrassonica. Como resultado, as
concentracfes dos elementos foram concordantes ao comparar com material de
referéncia certificado. Os autores relataram também a possibilidade de
armazenar a solucéo preparada por até trés anos.

Ribeiro e colaboradores (2003) mostraram como a solubilizagdo com
TMAH de amostras de leite e café em po, para determinacdo de Ca, Cu, Fe, K,

Mg, Mn, Na, P, Se, Sn e Zn pela técnica ICP OES, foi uma metodologia
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reprodutivel, sendo o procedimento comparado com a decomposicao 4cida em
micro-ondas e a exatiddo confirmada com os resultados obtidos para o material
de referéncia certificado.

Nobrega e colaboradores (1997) determinaram minerais majoritarios (Ca,
K, Mg, Na e P) e tracgos (Al, Ba, Cu, I, Mn, Mo, Pb, Rb, Se, Sr e Zn) pelas técnicas
ICP OES e ICP MS, respectivamente, em amostras de leite em p6 desnatado e
integral, ap6s solubilizacdo das mesmas em TMAH. Martin-Hernandez e
colaboradores (1988) e Juarez e colaboradores (1992) utilizaram TMAH na
solubilizac&o de queijos. O primeiro autor obteve recuperacdes entre 87 e 106
% e o segundo entre 91 e 103 %. Mostraram assim 0 vantajoso uso do reagente
alcalino na solubilizacdo de amostras bioldgicas que possuem alto teor de

gordura.
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3. Parte Experimental

3.1. Instrumentos e parametros instrumentais

As andlises foram feitas utilizando um espectrémetro de
absorcao/emissédo atomica (F AAS/AES) modelo AAnalyst 200 (Perkin Elmer,
Connecticut, EUA) com chama composta por ar comprimido com vazéo de 10 L
min~' e gas acetileno 99, 7% (Linde, S&o Paulo, Brasil) em uma vazéo de 2,5 L
min-1. O equipamento operou em modo emisséo para a determinagdo de Na e K
e em modo absorcao para a determinagéo de Ca e Mg, que requerem o uso de
lampada de catodo oco (Perkin Elmer, Singapura). Corretor de fundo com
lampada de arco de deutério foi utilizado na determinacdo de Mg.

A titulo de comparacao, ao aplicar os procedimentos desenvolvidos, além
do F AAS/AES, foi utilizado um espectrémetro de emissao atdmica com plasma
excitado por micro-ondas (MP AES) modelo Agilent 4200 (Agilent Technologies,
Melbourne, Australia) equipado com uma camara de pulverizacao cicldénica de
vidro de dupla passagem (Agilent Technologies, Melbourne, Australia). O
nitrogénio utilizado é extraido do ar atmosférico usando um gerador de nitrogénio
(4107 Nitrogen Generator - Agilent Technologies, Melbourne, Australia). O
alinhamento da tocha e a sele¢cdo da melhor linha espectral foram realizadas
utilizando uma solucéo de calibracdo para cada meio (HNO3/H2SO4 e TMAH) e
otimizados automaticamente pelo instrumento com o MP Expert Software
(versado 1.5.1.0, Agilent Technologies, Melbourne, Australia).

Os parametros instrumentais utilizados nas determinacdes dos elementos

sdo mostrados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Parametros operacionais para determinacéo de Na, K, Ca e Mg em

amostras de requeijao por F AAS/AES

Parametros Elementos
Na K Ca Mg
Comprimento de onda (nm) 589,00 766,49 422,67 285,21
Corrente da lampada (mA) - - 10 8
Fenda espectral (nm) 1,8 2,7 2,7 2,7
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Tabela 2. Parametros operacionais para determinagéo de Na, K, Ca e Mg em
amostras de requeijao por MP AES

Elementos
Parametros
Na K Ca Mg
Comprimento de onda (nm) 588,995 766,491 393,366 285,995
Posicéo de observacao 0 10 10 0
Fluxo do nebulizador (L/min) 1 1 0,65 0,8
Tempo de leitura (s) 3
NuUmero de replicatas 3
Tempo de captagcédo da amostra (S) 15
Tempo de estabilizacdo (s) 15
Velocidade da bomba (rpm) 15
Nebulizador Ciclonico de vidro de dupla passagem
Acionamento rapido da bomba ligado
Corretor de fundo Auto
Introducéo de amostra Manual

As amostras foram pesadas em uma balanca analitica modelo AR 2140
(Ohaus Adventurer, Nova Jersey, EUA.) com resolucao de 0,1 mg e tara maxima
de 210 g. A umidade foi determinada em uma estufa modelo 1.2 (Odontobras,
Séao Paulo, Brasil). Para o preparo das amostras por decomposicdo em meio
acido com sistema de refluxo foi utilizado um bloco digestor modelo MA-4025
(Marconi, Sao Paulo, Brasil). Em cada tubo de decomposicao foi introduzido um
segundo tubo com sistema de refluxo (dedo frio) a fim de possibilitar a circulacéo
de agua, sendo a temperatura da mesma controlada em 15 °C por um banho
termostatizado modelo Q-214M2 (Quimis, S&o Paulo, Brasil). Na decomposicao
por via seca (metodologia de referéncia) foi utilizado um forno mufla modelo Q-
318.24 (Quimis, Sao Paulo, Brasil) e as cinzas finais foram solubilizadas em uma

chapa aquecedora modelo 752A (Fisatom, S&o Paulo, Brasil).
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3.2. Reagentes e solugdes

Os reagentes utilizados foram de grau analitico: acido nitrico 65% (m/m)
(Synth, Sdo Paulo, Brasil), acido sulfarico 98% (m/m) (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil), acido cloridrico 36,5% (m/m) (Synth, Sdo Paulo, Brasil) e hidroxido de
tetrametilaménio 25%(m/v) em agua (Sigma Aldrich, Seelze, Alemanha). As
amostras e padrdes foram preparados com agua deionizada obtida por meio de
um sistema de purificacdo com resina de troca iénica. O acido nitrico foi duas
vezes purificado em sistema de sub-ebulicAo de quartzo modelo MA-075
(Marconi, Sao Paulo, Brasil). As vidrarias e recipientes plasticos foram lavados
e imersos em banho de acido nitrico 10% (v/v) por 48 horas, apos foram
enxaguados com agua deionizada e secos.

As solucdes padrdo dos elementos analisados foram diluidas com agua
deionizada a partir de solucdes estoque (Fluka, Buchs, Germany) contendo
10000 mg L1de Na, K e Mg e 1000 mg L de Ca. As curvas de calibracéo foram
construidas a partir desses padrées em concentracdes que variaram entre 0,25
el5mgLtparaNaeK,1e4mgL?!paraCae0,1e0,4mgL?paraMg, sendo

0 meio o0 mesmo das amostras.

3.3. Amostras

As amostras utilizadas durante o trabalho foram: requeijao tipo cheddar
marca A (amostra 1), requeijao tradicional marca A e B (amostra 2 e amostra 3),
requeijao light (teor reduzido de gordura) marca A e B (amostra 4 e amostra 5) e
requeijdo light (teor reduzido de gordura e sédio) marca B (amostra 6),
totalizando 6 amostras, todas adquiridas no comércio da cidade de Pelotas-RS.
As mesmas foram mantidas sob congelamento (-18 °C) durante todo o periodo

da pesquisa e submetidas a uma etapa de homogeneizacéo prévia as analises.

3.4. Preparo das amostras

O teor de umidade das seis amostras foi determinado com o objetivo de
definir a amostra com maior quantidade de massa seca (menor teor de umidade)

para desenvolvimento dos procedimentos. Para essa determinacdo foram
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pesados aproximadamente 2 g de amostra em cadinhos de porcelana
previamente tarados. O conjunto foi levado a estufa por 3 h a 105 °C. Apos o
resfriamento, em dessecador até temperatura ambiente, os cadinhos foram
pesados. A operacado foi repetida 3 vezes, até obtencdo de peso constante
(AOAC, 1995; IAL, 2008).

3.4.1. Planejamento fatorial DCCR — Otimizacao dos procedimentos

O planejamento experimental é uma ferramenta utilizada para minimizar
0 numero de experimentos e otimizar 0os processos, tendo como base a analise
estatistica. Quando o interesse € investigar o efeito provocado nas respostas dos
experimentos por duas ou mais variaveis, cada uma delas com dois ou mais
niveis, € recomendado o0 uso de técnicas classicas de planejamento, como por
exemplo, a técnicas de planejamento fatorial completo. Essa técnica pode ser
utilizada na avaliacdo da eficiéncia da decomposicdo de amostras com alto teor
de gordura e proteinas, através do estudo de variaveis como, massa da amostra,
volume de reagente, temperatura e tempo de decomposi¢cdo (MOURA, 2008).

O planejamento fatorial tem sido muito aplicado e é classificado como um
método do tipo simultaneo, cujo as varidveis de interesse que apresentam
influéncias significativas nas respostas séo avaliadas ao mesmo tempo. Afim de
avaliar a influéncia das variaveis sobre a determinacéo dos sinais de emissao
para Na e K e absorvancia para Ca e Mg, foi realizado um delineamento
composto central rotacional (DCCR) com metodologia de superficie de resposta
(MSR) para a decomposicao acida com sistema de refluxo (procedimentos 1) e
solubilizag&o alcalina com hidréxido de tetrametilaménio (procedimento 2). Essa
influéncia foi avaliada através do programa Statistica versdo 8.0 para Windows
(Tulsa, OK, USA). As variaveis independentes para o procedimento 1 foram
massa da amostra, volume de H2SOa4, temperatura do bloco digestor e tempo de
decomposicdo, totalizando 27 ensaios (2% com 3 pontos centrais e 8 pontos
axiais) e para o procedimento 2, massa de amostra e volume de TMAH,
totalizando 11 ensaios (22 com 3 pontos centrais e 4 pontos axiais). Os ensaios
foram realizados em triplicata. As Tabelas 3 e 4 apresentam as combinac¢des
obtidas para os dois procedimentos e as respostas dos sinais de emissao e

absorvancia para os quatro elementos por F AES (Na e K) e F AAS (Ca e Mg).
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Tabela 3. Matriz DCCR para determinacao de Na e K por F AES e Ca e Mg por F AAS na amostra 1 apés decomposicdo acida
com sistema de refluxo

Variaveis Sinais
Ensaios Massa Volume de Temperatura bloco Tempo Qe~ Emissdo Absorvancia
amostra H>SO4 digestor decomposicao

(mg) (mL) (°C) (h) Na K Ca Mg
1 625 1,5 295 1,5 2071667 165175 0,579 1,108
2 875 1,5 295 1,5 2626467 233590 0,710 1,282
3 625 2,5 295 1,5 2097800 164985 0,645 1,047
4 875 2,5 295 1,5 2725867 234060 0,692 1,263
5 625 1,5 295 2,5 2070067 169275 0,721 1,083
6 875 1,5 295 2,5 2607333 235405 0,699 1,271
7 625 2,5 295 2,5 2068867 166415 0,629 1,067
8 875 2,5 295 2,5 2549067 230155 0,693 1,269
9 625 1,5 325 1,5 2055133 173995 0,638 1,069
10 875 1,5 325 1,5 2595667 240030 0,678 1,286
11 625 2,5 325 1,5 1893800 172175 0,648 1,076
12 875 2,5 325 1,5 2350000 235395 0,689 1,275
13 625 1,5 325 2,5 2043533 170880 0,727 1,094
14 875 1,5 325 2,5 2515733 236395 0,708 1,307
15 625 2,5 325 2,5 2025733 175680 0,632 1,060
16 875 2,5 325 2,5 2612067 236945 0,702 1,282
17 500 2,0 310 2,0 1624133 132710 0,591 0,954
18 1000 2,0 310 2,0 3043533 262250 0,756 1,357
19 750 1,0 310 2,0 2295200 194975 0,687 1,208
20 750 3,0 310 2,0 2715000 208520 0,658 1,222
21 750 2,0 310 1,0 2440800 203325 0,611 1,191
22 750 2,0 310 3,0 2304800 197077 0,766 1,224
23 750 2,0 280 2,0 2173133 203085 0,609 1,171
24 750 2,0 340 2,0 2090933 207760 0,792 1,187
25 750 2,0 310 2,0 2403200 211215 0,654 1,211
26 750 2,0 310 2,0 2389300 203895 0,659 1,211

27 750 2,0 310 2,0 2342000 200145 0,613 1,206




Tabela 4. Matriz DCCR para determinagéo de Na e K por F AES e Ca e Mg por

F AAS na amostra 1 apos solubilizagdo em TMAH

Variaveis Sinais

Ensaios Massa Volume de TMAH Na K Ca Mg
(mg) (ML) Emiss&o Absorvancia

1 85 160 291909,667 455442,000 0,160 0,196
2 265 160 457286,667 830612,000 0,368 0,360
3 85 440 304107,333 459740,667 0,131 0,190
4 265 440 470893,000 859429,000 0,314 0,353
5 50 300 245049,333 359873,667 0,100 0,162
6 300 300 488353,000 8989913,667 0,337 0,369
7 175 100 404649,000 702303,333 0,247 0,283
8 175 500 407580,000 697333,667 0,212 0,281
9 175 300 406746,667 703159,333 0,212 0,270
10 175 300 405201,333 677741,334 0,193 0,257
11 175 300 407749,000 689217,333 0,191 0,259

As Tabelas 5 e 6 apresentam as variaveis e os niveis utilizados nos
planejamentos fatoriais. Os ensaios foram realizados em triplicata. Testes
preliminares, bem como o levantamento bibliografico, foram fundamentais para

a selecdo das variaveis investigadas.

Tabela 5. Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial para

decomposicdo acida com sistema de refluxo da amostra 1

L Niveis
Variaveis
-2 -1 0 1 2
Massa (mg) 500 625 750 875 1000
Volume H2SO4 (mL) 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Temperatura bloco (°C) 280 295 310 325 340
Tempo digestéo (h) 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Tabela 6. Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial para solubilizacao
da amostra 1 em TMAH

Variaveis Niveis
-1,41 -1 0 1 1,41
Massa (mg) 50 85 175 265 300
Volume TMAH (uL) 100 160 300 440 500
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3.4.1.1. Decomposicédo acida com sistema de refluxo — Procedimento 1

A massa de amostra (500 a 1000 mg), o volume de H2SO4 (1 a3 mL), a
temperatura do bloco digestor (280 a 340 °C) e o tempo de digestdo (1 a 3 h)
foram avaliados com o objetivo de alcancar as condi¢des ideais para as quatro
variaveis, que fornegam os maiores sinais de emissdo na determinacdo de Na e
K por F AES e absorvéancia para Ca e Mg por F AAS. Os ensaios foram realizados
de acordo com as combinacdes fornecidas pelo DCCR, como mostrado na
Tabela 3. A amostra foi pesada diretamente em tubos de digestdo, em seguida
foram adicionados os volumes de HNOs3 (fixo em 5 mL) e de H2SO4. O sistema
de refluxo foi acoplado aos tubos de digestéao, que foram aquecidos em um bloco
digestor com temperatura e tempo estabelecidos de acordo com o planejamento
estatistico. Apés o resfriamento, as amostras decompostas foram transferidas

para frascos de polipropileno e avolumados a 50 mL com agua deionizada.

3.4.1.2. Solubilizacéo alcalina com TMAH — Procedimento 2

A solubilizagdo em meio alcalino foi realizada com TMAH 25 % (m/v) em
agua. Foram avaliados a massa de amostra (50 a 300 mg) e o volume de TMAH
(100 a 500 pL) com o objetivo de alcancar as condi¢des ideais para as duas
variaveis, que fornecam os maiores sinais de emissao na determinacao de Na e
K por F AES e absorvancia para Ca e Mg por F AAS. As amostras foram pesadas
diretamente em frascos de polipropileno, seguidas da adicdo do TMAH. O
conjunto permaneceu em repouso over-night (aproximadamente 12 horas) a
temperatura ambiente. Apds, os frascos foram avolumados a 50 mL com agua

deionizada.

3.4.2. Decomposicao acida por via seca (método de referéncia) —

Procedimento 3

O procedimento utilizado foi o descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL,
2008). Nesse, foram pesados aproximadamente 2 gramas de amostra em
cadinhos de porcelana e levados a estufa a 150 °C até secura. Em seguida os

cadinhos foram levados a mufla com aquecimento gradual até 500 °C,
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permanecendo nessa temperatura por 4 horas. Ao resfriar, as cinzas foram
umedecidas com 1 mL de HNO3 concentrado e o conjunto foi levado a chapa
aguecedora até secura. Apos, os cadinhos retornaram a mufla por mais 4 horas.
Foram obtidas cinzas claras, 0 que representa a completa carbonizacdo da
matéria organica. Em seguida as cinzas foram dissolvidas em 5,8 mL de HCI
concentrado, transferidas para frascos de polipropileno de 50 mL e avolumados

a 25 mL, de modo que ao final a concentracdo do acido seja de 10%.

3.4.3. Aplicacao das condigdes otimizadas

ApoOs a otimizacao das condicdes, os dois procedimentos de preparo de
amostras foram aplicados a cinco amostras de requeijao: amostra 2, amostra 3,
amostra 4, amostra 5 e amostra 6. As concentracdes foram determinadas
através das técnicas F AES (Na e K) e F AAS (Ca e Mg). As concentracfes
também foram determinadas por MP AES a fim de comparar os resultados
obtidos e mostrar a viabilidade dos procedimentos propostos frente a diferentes

técnicas de analise.
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4. Resultados e discussdes

4.1. Planejamento fatorial DCCR — otimizacédo dos procedimentos 1 e 2

As porcentagens média de umidade encontradas para as 6 amostras
foram, 65,0 % para a amostra 1, 67,0 % para as amostras 2 e 4, 75,0 % para as
amostras 3 e 5 e 70 % para amostra 6.

A amostra 1 foi a que apresentou a maior quantidade de massa seca,
além de possuir os maiores teores de gordura e proteinas, informacfes estas
obtidas pelo rotulo do produto. Por se tratar da matriz mais complexa esta
amostra foi escolhida para o desenvolvimento dos procedimentos propostos.
Todas as determinacdes para o estudo das variaveis foram realizadas por F AES
(Na e K) e F AAS (Ca e Mg).

4.1.1. Decomposicédo acida com sistema de refluxo — Procedimento 1

Os resultados obtidos pelo DCCR (Tab. 3) mostraram, através de
diagramas de Pareto (Fig. 4), quais foram as variaveis significativas na
determinacao dos sinais de Na, K, Ca e Mg ao nivel de 95 % de confianca, onde
o efeito é tdo significativo quanto mais a direita da linha p=0,05 ele estiver, além
de mostrar os efeitos das interacdes das variaveis duas a duas. A Figura 4
mostra os diagramas obtidos para os quatro elementos no procedimento 1.
Observa-se que as variaveis massa e temperatura sao as variaveis significativas,
ou seja, as que interferem significativamente na determinacdo de Na (Fig. 4A),
K (Fig. 4B) e Mg (Fig. 4D), enquanto na determinacdo de Ca (Fig. 4C) as

variaveis interferentes sdo massa e tempo.
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Figura 4. Diagrama de Pareto para a decomposi¢cdo acida com sistema de
refluxo na determinacéo de Na (A), K (B) e Ca (C) e Mg (D).

As andlises de variancia (ANOVA) foram feitas considerando apenas os

termos significativos. Os valores de F calculado para Na, K, Ca e Mg,

apresentados na Tabela 7, mostram que os modelos foram significativos e

adequados para descrever os resultados por meio de superficies de resposta.

Os graficos de superficies de resposta estao apresentados na Figura 5.
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Tabela 7. Andlise de variancia para a superficie de resposta do modelo

quadratico para a determinacdo de Na, K, Ca e Mg em requeijao por F AES/AAS
apos decomposicao acida

Elemento Fontede Somados Grausde Quadrados F F 2
variagdo quadrados liberdade médio calculado tabelado
Regressdo 2,218x10%? 2 2,992x10% 90,93 3,40 0,883
Na Residuos  2,927x10%! 24 3,295x107
Total 2,511x10%? 26
Regressdo 2,562x10%° 2 1,281x10° 888,45 3,40 0,987
K Residuos  3,460x108 24 1,442x107
Total 2,597x10%° 26
Regressao 0,0316 2 0,0158 8,891 3,40 0,426
Ca Residuos 0,043 24 1,778x1073
Total 0,074 26
Regressao 0,254 3 0,085 8,891 3,03 0,978
Mg Residuos  5,655x10°° 23 2,459x10*
Total 0,259 26
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Figura 5. Superficies de respostas para decomposi¢cdo 4cida com sistema de

refluxo na determinacéo de Na (A), K (B), Ca (C) e Mg (D) em funcao da massa,

temperatura e tempo
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A Figura 5 mostra, através das superficies de resposta, a influéncia das
variaveis duas a duas, na determinacdo dos sinais dos quatro elementos apos a
decomposicdo acida. A superficie da Figura 5A mostra que, 0s maiores sinais
para o Na foram obtidos quando foi utilizada a massa no intervalo de 625 a 875
mg. Para os demais elementos, as maiores massas forneceram 0s maiores
sinais. A decomposigéo acida com sistema de refluxo néo foi eficiente quando
foram utilizadas massas menores (abaixo de 625 mg). As massas maiores na
faixa estudada permitiram a determinacao de todos os elementos avaliados com
boa precisao e exatiddo. Por esse motivo foi escolhida a massa de 875 mg de
amostra, garantindo a eficiente decomposicédo e determinacdo dos elementos
estudados.

Para a variavel temperatura, as superficies da Figura 5A e 5D mostram
gue os maiores sinais de Na e Mg, respectivamente, estdo compreendidos entre
295 e 325 °C, no entanto, para o K (Fig. 5B) a maior temperatura resulta em
maiores sinais. A decomposicao acida de amostras que possuem gordura e
proteina como constituintes principais, necessitam de temperaturas em torno de
300 °C (WURFLES, 1988), o que possibilita maior eficiéncia no rompimento das
ligacBes carbono-carbono de moléculas organicas (KRUG, 2010). Spellmeier
(2011) mostrou em seu trabalho que o uso da temperatura de 280 °C na
decomposicdo de produtos carneos em forno micro-ondas foi eficiente,
destacando as vantagens e melhores resultados obtidos ao comparar com 0 uso
de temperaturas mais baixas. De forma semelhante, a amostra de requeijao
utilizada é constituida tanto de gordura (12 % de acordo com o rétulo) quanto
proteinas (2 % de acordo com o rétulo), justificando, portanto, o uso de altas
temperaturas que proporcione eficiéncia ao processo.

A variavel tempo foi estatisticamente significativa apenas na determinacao
de Ca. A superficie da Figura 5C mostra que foi necessario o maior tempo de
decomposicdo na determinacdo desse elemento. O célcio no requeijdao é
proveniente do leite e de aditivos (BRASIL,1997). Cerca de 70 a 80 % do Ca no
leite esta ligado a micela de caseina (DAMODARAN, 2010). De La Fuente e
Juarez (1995) relataram que o célcio associado com as micelas da caseina na
presenca de gordura causa dificuldades na determinagdo deste elemento em
amostras de leite. Wirfles e colaboradores (1988) descreveram em seus

trabalhos que para oxidar completamente amostras bioldgicas, independente da
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composicdo quimica, recomenda-se a decomposi¢do acida a 300 °C. Nesta
temperatura apos 2 h de decomposicéo, as solugdes resultantes praticamente
nao contém carbono (99,9 % do conteudo original em carbono da amostra sao
oxidados). Possivelmente, devido a complexa estrutura da micela de caseina
s&0 necessarios maiores temperatura e tempo de decomposi¢cdo dessa amostra.

No entanto, devido ao ponto de ebulicdo relativamente baixo do HNO3
(120 °C) é recomendada a decomposicdo na presenca de uma mistura acida de
HNOs e H2S04 (ponto de ebulicdo de 339 °C), o que permite trabalhar com altas
temperaturas e acarreta em um aumento na eficiéncia do procedimento de
decomposicéo, principalmente em amostras com alto teor de gordura (MOMEN,
2007).

A variavel volume de H2SO4 néo foi significativa, no entanto, em testes
preliminares foi observado que a decomposicdo realizada com a mistura dos
acidos (HNOs e H2S04) possui melhores sinais de emissao na determinacao de
Na e K e absorvancia na determinacao de Ca e Mg ao comparar com 0 uso de
apenas HNOs como meio reacional. Esse fato pode ser explicado por a amostra
ser composta praticamente por matéria organica, sendo essa parcialmente, ou
mesmo completamente, destruida na presenca de H2SOs4 a quente (KRUG,
2010).

Na literatura sdo encontrados trabalhos que utilizaram a mistura desses
dois &cidos, como Noébrega e colaboradores (2002) e Santos e colaboradores
(2005) que prepararam amostras de leite integral e desnatado com a mistura de
HNOs e H2SO4 e decomposigdo em micro-ondas para posterior determinacdes
de Ba, Ca, Fe, K, Mg, Na, P e Zn por ICP OES, cujos resultados evidenciaram a
diminuicdo de carbono organico. Momen e colaboradores (2006) prepararam
amostras de nozes por decomposicdo acida em sistema aberto com chapa de
aquecimento utilizando a mistura dos acidos para posterior determinacéo de Cr,
Cu, Fe, Mg, Mn, Zn, Al, Ba, Cd e Pb por ICP OES. Os resultados mostraram boa
exatiddo, com recuperacoes entre 86 e 101 %, e precisdo satisfatoria, com RSD
< 10 %. Oreste e colaboradores (2015) determinaram Ca, Cu, Fe, K e Na em
amostras de leite em po integral por ICP OES. As amostras foram decompostas
em meio acido (mistura de HNOs e H2S04) utilizando o sistema de refluxo (dedo
frio), com a temperatura do bloco em 350 °C e 4 h de decomposi¢cdo. Os

resultados foram comparados com os obtidos ap0s a decomposicao por via
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Uumida em micro-ondas (mistura de HNOs e H202, temperatura de 180 °C e 45
min decomposicéo). A exatidao foi avaliada por analise de MRC e os resultados
foram satisfatorios. Os LD e LQ para ambos procedimentos foram baixos e o
estudo do carbono orgéanico residual mostrou que os dois procedimentos
continham valores de carbono em torno de 6 %, o que indica que o procedimento
1, utilizando a mistura HNOs e H2SO4 em sistema de refluxo, apresentou boa
eficiéncia na decomposicdo de amostras de leite em poé.

No decorrer da realizacéo dos ensaios foi observado que a decomposicao
com a mistura &cida utilizando os volumes de 1 e 2 mL de H2SO4 apresentaram
um residuo untuoso apos a decomposicdo, o que nao foi observado ao utilizar 3
mL do &cido. Assim, o volume de 3 mL foi escolhido a fim de evitar interferéncias
durante as andlises, principalmente na nebulizacdo no F AAS e MP AES.

Com base nos resultados obtidos, a condigdo otimizada para o
procedimento 1 foi: aproximadamente 875 mg de amostra, 3 mL de H2SO4, 5 mL
de HNOs (fixo), temperatura do bloco a 325 °C e tempo de digestéo de 3 h.

4.1.2. Solubilizagao alcalina com TMAH - Procedimento 2

Os resultados obtidos pelo DCCR (Tab. 4) mostraram, através de
diagramas de Pareto (Fig. 6), as variaveis significativas na determinacdo dos
sinais de Na, K, Ca e Mg ao nivel de 95 % de confianca. A Figura 6 mostra,
através dos diagramas, a massa e o volume como variaveis significativas na
determinacao de Ca (Fig. 6C) e Mg (Fig. 6D) e apenas a massa ha determinacéo
de Na (Fig. 6A). Para a determinacéo de K nenhuma das variaveis foi significativa

ao nivel de 95% de confianca.
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Figura 6. Diagrama de Pareto para a solubilizagdo com TMAH na determinacao
de Na (A), K (B) e Ca (C) e Mg (D).

As analises de variancia (ANOVA) foram feitas considerando apenas 0s
termos significativos. Os valores de F calculado para Na, K, Ca e Mg,
apresentados na Tabela 8, mostram que os modelos foram significativos e
adequados para descrever os resultados por meio de superficies de resposta.

Os gréficos de superficies de resposta estdo apresentados na Figura 7.
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Tabela 8. Andlise de variancia para a superficie de resposta do modelo

quadratico para a determinacdo de Na, K, Ca e Mg em requeijao por F AES/AAS
apos solubilizacdo com TMAH

Elemento Fonte de  Somados Graus de Quadrados F F 5
variacdo  quadrados liberdade médio calculado tabelado
Regressdo 5,984x10%° 2 2,992x10%° 908,14 4,46 0,996

Na Residuos  2,635x108 8 3,295x107
Total 6,0105x101° 10
Regressdo  0,06978 3 0,023 54,89 4,35 0,959
Ca Residuos  2,966x103 7 4,237x104
Total 0,073 10
Regressao 0,049 2 0,024 645,39 4,46 0,994
Mg Residuos  3,020x10* 8 3,775x10°
Total 0,049 10
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Figura 7. Superficies de respostas para solubilizacgdo com TMAH na

determinacao de Na (A), Ca (B) e Mg (C) em funcdo da massa e volume de
TMAH

As superficies de resposta mostram que para a solubilizagcdo com TMAH
houve influéncia do aumento de massa na obtencdo de maiores sinais de

emissao para Na e de absorvancia para Ca e Mg, assim como no procedimento
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1. Para Na (Fig. 7A), as maiores massas forneceram 0s maiores sinais,
independente do volume de TMAH utilizado. Para Ca (Fig. 7B) e Mg (Fig. 7C),
0s menores volumes do reagente apresentaram maiores sinais. Por esse estudo
foi possivel mostrar que poucas quantidades de TMAH s&o necesséarias na
solubilizacdo da amostra, o que condiz com o predito por Matusiewicz e
colaboradores (2004) e Nobrega e colaboradores (2006). Com isso, foi utilizado
o volume de 100 uL visando o uso de uma menor quantidade de reagente, o que
diminui os custos, bem como menor geracédo de residuo. Portanto, a condicéo
otimizada para a solubilizagdo com TMAH foi: 300 mg de amostra e 100 pL de
TMAH.

Amostras com alto teor de gordura, como o requeijao, sdo de dificil
dissolucédo. No entanto Martin-Hernandez e colaboradores (1988) e Juarez e
colaboradores (1992) utilizaram TMAH na solubilizacdo de queijos obtendo
recuperacoes entre 87 e 106 % para o primeiro e 91 e 103 % para 0 segundo,
mostrando o uso eficiente do reagente alcalino frente a amostras de dificil
solubilizacdo, como as que apresentam alto teor de gordura. Uma das vantagens
do TMAH é a eficiente solubilizagio em temperatura ambiente (NOBREGA,
2006), como comprovado por Silva e colaboradores (2012) ao solubilizar
amostras de carne com TMAH para posterior determinacdo de Na e K por F
AAS/AES. Os resultados deste trabalho foram comparados com as
decomposicdes &cidas (CH202 e HNOs/H202) utilizando bloco digestor, ndo
havendo diferencas entre os métodos, obtendo entre 90 e 100 % de
recuperacoes.

Duarte e colaboradores (1998) estudaram o efeito do pH, entre 3 e 8,
sobre a solubilizacdo da caseina. Como pode ser observado na Fig. 8 (dados e
figuras obtidos pelos autores), na faixa de pH de 3,0 a 5,0 a caseina apresentou
solubilidade minima. Quando o pH passou de 5,0 para 6,0, houve um aumento
acentuado da solubilidade. A partir dai, notaram apenas uma pequena variacao

nos valores obtidos, sendo que o valor maximo foi atingido entre pH 7,0 e 8,0.
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Figura 8. Efeito do pH sobre a solubilizacdo da caseina

Pode-se explicar, com base neste estudo, o vantajoso uso do reagente
alcalino, TMAH, na solubilizacao de requeijao, visto que tal amostra possui como

principal constituinte a caseina.

4.3. Resultados analiticos

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia
aceito como verdadeiro (RIBANI, 2004). O processo mais empregado para
avaliar a exatiddo de métodos é o uso de material de referéncia certificado
(MRC), no entanto, para o desenvolvimento desse trabalho outros processos,
aceitos e empregados quando nao possui MRC, foram realizados, sendo eles,
testes de recuperacao de elementos, a comparacdo de métodos, bem como o
uso de diferentes técnicas de andlise.

O processo de adicdo e recuperacao dos elementos foi realizado para os
dois procedimentos propostos. Com as variaveis otimizadas, as massas da
amostra foram pesadas, seguida da adicédo das solu¢des contendo os elementos

Na, K, Ca e Mg em trés concentracdes distintas, como mostram as Tabelas 9 e
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10. Em seguida, a decomposicdo acida e a solubilizagdo alcalina foram
realizadas como descrito nos itens 3.4.1.1 e 3.4.1.2, respectivamente.

As porcentagens de recuperacao ficaram em faixas satisfatorias, entre 80
e 102 %, para o procedimento 1, e 80 e 104 % para o procedimento 2, como
mostram as Tabelas 9 e 10, respectivamente, o que confirma também a exatiddo
de ambos procedimentos. Esses resultados estdo em conformidade com a FDA
(Food and Drug Administration, 2014) que estabelece o intervalo de 80 a 120 %

como aceitaveis para testes de recuperacao.

Tabela 9. Concentra¢cfes de Na, K, Ca e Mg (mg g) antes e ap0s as adi¢gbes de
diferentes concentracdes dos elementos na amostra 1 por decomposicéo acida com

sistema de refluxo

Concentracbes Concentracbes Recuperacéo
Elemento adicionadas encontradas* (%)
0,00 7,39+ 0,29 -
Na 3,43 10,60 + 0,19 97,9
9,14 15,92 + 0,16 96,3
17,13 21,24 + 0,35 86,6
0,00 0,76 £ 0,01 -
K 0,46 1,15+ 0,01 94,3
0,86 1,50+ 0,01 92,6
1,37 1,86 + 0,01 87,3
0,00 2,22 £ 0,07 -
Ca 1,71 3,84 £ 0,03 97,7
3,08 4,84 + 0,16 91,3
4,28 5,68 £ 0,03 87,7
0,00 0,108 + 0,002 -
Mg 0,19 0,304 + 0,003 102,0
0,32 0,427 £ 0,005 99,8
0,43 0,540 £ 0,013 100,4

*Valores expressos como média + desvio padréo (n=3).
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Tabela 10. Concentracfes de Na, K, Ca e Mg (mg g) antes e ap0s as adi¢cdes de

diferentes concentragdes dos elementos na amostra 1 por solubilizagdo com TMAH

Concentractes Concentragao Recuperacao
Elemento adicionadas encontrada* (%)
0,00 7,18 £ 0,08 -
Na 2,50 9,78 + 0,06 101,0
6,67 13,29 +£0,11 95,9
10,00 16,15 + 0,09 94,0
0,00 0,75+ 0,03 -
K 0,75 1,49 £ 0,04 99,3
2,00 2,82 +£0,06 102,5
3,67 3,69 + 0,02 83,5
0,00 1,98 + 0,01 -
Ca 5,00 6,68 = 0,03 95,7
8,30 9,08 + 0,01 88,3
11,70 13,88 £ 0,08 1015
0,00 0,11 +0,01 -
Mg 0,13 0,24 £0,01 100,0
0,21 0,320 + 0,001 100,0
0,29 0,40+ 0,01 100,0

*Valores expressos como média + desvio padréo (n=3).

A exatiddo dos métodos propostos também foi confirmada por
comparacdo com a metodologia de referéncia. Essa comparacdo entre
resultados obtidos empregando o método em desenvolvimento e os resultados
adquiridos a partir de um método de referéncia avalia o grau de proximidade
entre os resultados obtidos pelos diferentes métodos, ou seja, o grau de exatidao
do método proposto em relacdo ao método de referéncia (RIBANI, 2004). A
Tabela 11 mostra as concentracfes dos elementos Na, K, Ca e Mg obtidas na
amostra 1, em mg g e o RSD %, apds o preparo dos trés procedimentos e
determinacao por F AAS/AES.
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Tabela 11. Concentracdo média dos elementos (mg g*) e RSD % para Na e K
por F AES e Ca e Mg por F AAS apos os trés preparos de amostra

Elemento Procedimento Concentracdo (mg g*) + DP * RSD %
1 7,35+0,15 2,04
Na 2 7,00 £ 0,15 2,14
3 8,00 £ 0,03 0,38
1 0,76 + 0,01 1,32
K 2 0,75+ 0,02 2,67
3 0,80+ 0,01 1,25
1 2,23+0,01 0,45
Ca 2 1,98 + 0,05 2,53
3 2,03+£0,13 6,40
1 0,108 + 0,002 1,85
Mg 2 0,110 + 0,002 1,82
3 0,107 £ 0,004 3,74

*Valores expressos como média + desvio padréo (n=9).

O teste estatistico utilizado para avaliar a concordancia entres os
resultados obtidos, apos os trés procedimentos de preparo de amostra, foi o teste
Tukey. Os resultados mostraram que ndo houve diferenca significativa, a 95%
de confianc¢a, na determinacéo dos elementos Na, K, Ca e Mg entre os métodos
propostos e o procedimento convencional.

Os parametros de mérito para as curvas de calibracdo de todos os
elementos por F AAS/AES estao dispostos na Tabela 12. Observou-se que as
curvas de calibracédo apresentaram boa linearidade com R?> 0,99, independente
do procedimento de preparo das amostras. Este parametro permite uma
estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo de 1,0, menor
a disperséo do conjunto de pontos experimentais (RIBANI, 2004). Ao analisar 0s
limites de detecc¢do (LD) do equipamento e dos procedimentos, respectivamente,
0S mesmos se apresentaram baixos, com valores maximos de 0,10 mg L1 e 0,81
ngtparaNa, 0,02mgLte0,74pugtparak, 0,18 mgL?te 33,07 ug?paraCa
e 0,02mgL?e 0,83 ug?para Mg. Isso mostra que as concentracdes obtidas no
decorrer do trabalho sdo passiveis de detecgdo, visto que as mesmas se

encontram acima dos LDs.

45



As precisfes dos procedimentos propostos foram avaliadas através dos
valores de RSD obtidos de nove replicatas das amostras (Tab. 11). Pode-se
observar que os valores de RSD estdo entre 0,45 e 2,67 %, 0 que mostra boa
repetibilidade dos procedimentos, visto que os valores estdo abaixo de 5%.

Os parametros de mérito para MP AES foram apresentados na Tabela 12,
juntamente com os parametros de meérito apresentadas para as demais técnicas
de analise. Nota-se que as curvas de calibracdo para MP AES apresentaram boa
linearidade com R2?> 0,997, independente do procedimento de preparo das
amostras. Com relacao a sensibilidade, avaliada pelos valores da inclinacao das
curvas de calibracdo (a), a técnica MP AES mostrou-se mais sensivel na
determinacao dos elementos, com maiores valores de ‘a’. Ao analisar os limites
de deteccdo (LD) do equipamento e do método, respectivamente, os valores
maximos obtidos foram, 0,01 mg L e 0,27 pug g* para Na, 0,003 mg L e 0,29
ug gtparakK,0,01mgLte0,27 ugg!paraCae 0,003 mgL?te0,06ugg?para
Mg. Comparando com os LD obtidos por F AAS/AES, o MP AES possui menores
LD o que comprova sua sensibilidade.

Os RSDs % médios obtidos por MP AES foram em média de 1,98 % para
Na, 4,81 % para K, 4,27 % para Ca e 7,17 % para Mg. Os valores de RSDs

obtidos foram satisfatorios ficando todos abaixo de 10 %.
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Tabela 12. Parametros de mérito das técnicas F AAS/AES e MP AES para decomposicéo acida com sistema de refluxo, solubilizac&o
alcalina com TMAH e decomposicao via seca

Elemento Técnica Procedimento Faixa de trabalho a* R2* LD* equipamento LD* método
analitica (mg LY (L mg?) (mg LY (ng g
1 14.703,49 0,991 0,01 0,43
FAES 2 0.25-15 16.063,86 0,992 0,002 0,81
Na 3 12.373,81 0,994 0,10 0,55
MP AES 1 0.25-15 672.308,67 0,999 0,01 0,27
2 668.683,26 0,999 0,003 0,24
1 14.567,46 0,999 0,003 0,36
F AES 2 0,25-1,5 15.122,71 0,999 0,003 0,74
K 3 14.411,35 0,998 0,02 0,18
MP AES 1 0.25-15 138.374,93 0,999 0,002 0,08
2 115.606,64 0,998 0,003 0,29
1 0,06 0,991 0,02 2,69
FAAS 2 1,0-4,0 0,06 0,999 0,03 33,07
Ca 3 0,03 0,999 0,18 2,03
MP AES 1 1.0-40 53.2036,32 0,998 0,01 0,23
2 55.2129,78 0,999 0,01 0,27
1 0,97 0,999 0,003 0,18
F AAS 2 0,1-04 0,90 0,999 0,003 0,83
Mg 3 0,79 0,999 0,02 0,26
MP AES 1 0.1-04 380.869,89 0,997 0,001 0,03
2 353.678,66 0,998 0,003 0,06

* a: coeficiente angular da curva, LD: limite de detecgdo; R?: coeficiente de correlacao linear



4.4. Aplicagéo dos procedimentos propostos

Apos a obtencéo das condi¢cBes otimizadas para o procedimento 1 (~ 875
mg amostra, 3 mL de H2SOa4, temperatura do bloco de 325 °C e 3 h de digestao)
e para o procedimento 2 (~ 300 mg de amostra e 100 pL de TMAH) e avaliagéo
da exatiddo e precisdo dos mesmos, as condicbes foram aplicadas a cinco
amostras de requeijao: amostra 2, amostra 3, amostra 4, amostra 5 e amostra 6.
As determinacdes das concentracfes dos elementos Na, K, Ca e Mg foram
obtidas por F AES (Na e K), F AAS (Ca e Mg) e, a titulo de comparacéo, a fim
de verificar a precisdo dos procedimentos, as analises também foram feitas por
MP AES (Na, K, Ca e Mg).

A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos das concentragées (mg g?)
em ambas as técnicas. Ao aplicar o teste Tukey, a 99 % de confianca, para as
concentracbes obtidas de Na e K pelas técnicas, ndo houve diferenca
significativa. Ao avaliar as concentracdes de Na das amostras 2 e 4 (tradicional
marcas A e B) e 3 e 5 (light marcas A e B), aplicando o teste Tukey a 95 % de
confianca ndo possuem diferenca significativa. Ja a avaliagdo para K pelo teste
Takey a 95 % de confianca, apresentou diferenca significativa. Esse fato pode
ser por a composicao de alguns sais light (NaCl) virem com substituicdo de NaCl
por KCI, o que acarreta em um aumento da concentracao de K.

Ao analisar as concentracbes obtidas de Na para as amostras 4
(tradicional marca B) e 6 (light com teor de sddio reduzido marca B), aplicando o
teste Tuckey, ndo houve diferenca significativa a 95 % de confianca, o que nao
era esperado, pois no rétulo da amostra 6 € informado que o produto € light com
teor de sodio reduzido, de acordo com Brasil (2012), para se aplicar a
denominacdo em requeijdo com teor reduzido de sédio, o produto deve
apresentar diminuicdo minima de 25% em relacdo ao produto tradicional da
mesma marca.

As concentracoes de Ca obtidas para as amostras 2 e 4 (tradicional
marcas A e B) e 3 e 5 (light marcas A e B) também foram avaliadas aplicando o
teste Tukey, a 95 % de confianca houve diferenca significativa entre as amostras.
Esse fato pode ser explicado pela adicdo de paracaseinato de célcio a massa

para a producdo de requeijao light, jA que o0 mesmo apresenta alta porcentagem
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de umidade, sendo essa adicdo necesséria para ajudar a conseguir a
consisténcia necessaria ao produto final (BOSI, 2008).

A avaliacdo das concentracfes de Mg pelo teste Tukey a 95 % de
confianga, ndo houve diferenca significava entre as amostras 2 e 4 (tradicional
marcas A e B) e 3 e 5 (light marcas A e B).

A eficiéncia, precisdo e exatiddo dos procedimentos propostos para
determinacdo dos elementos Na, K, Ca e Mg, foram comprovadas através da
obtencéo das concentracdes por MP AES, mostrando assim a versatilidade dos
procedimentos frente a uma segunda técnica de analise.

Devido a preocupacao acerca da possibilidade do aumento da ingestao
de Na esta ligada a doencas cardiovasculares, o controle diario deste elemento
no processamento desses alimentos se faz necessario. No rétulo dos produtos
analisados, Tabela 13, é informado a quantidade de Na (mg g*) presente nos

cinco produtos analisados, bem como a média das concentra¢des determinadas.

Tabela 13. Concentracfes de Na (mg/30g de requeijado) informadas no rétulo e
a média das concentracdes (mg/30 g requeijao) determinadas para as cinco
amostras analisadas

AMostras Concentracao de Na (rétulo Concentrag_éo de Na
produto) (determinada)
2* 160 186
Chid 175 203
fFrx 183 167
ko 199 204
o kit 120 179

*requeijdo tradicional marca A; **requeijdo light marca A; ***requeijdo tradicional marca B; ****requeijao
light marca B; *****requeijdo light com teor de sédio reduzido marca B

Pode-se observar que, de modo geral, os valores encontrados ndo sao
concordantes com os valores informados nos rétulos, o que comprova a
importancia do controle das quantidades presentes deste elemento pelas
industrias participantes do acordo assinado com o Ministério da Saude do Brasil.
Além disso, vé-se a importancia na determinacdo e quantificacdo dos minerais
essenciais, como K, Ca e Mg, em derivados do leite, visto que esses produtos

sao consumidos como fonte de nutrientes.
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Tabela 14. Concentracdo de Na, K, Ca e Mg (mg g), nas amostras 2, 3, 4, 5 e 6, obtidas por F AAS/AES e MP AES apés os

procedimentos 1 e 2

Elemento Técnica Procedimento Amostras
Analitica amostra 2* amostra 3** amostra 4*** amostra 5**** amostra 6*****
1 6,30 £ 0,34 6,97 £ 0,58 5,82 + 0,46 7,77 £0,11 6,76 = 0,26
F AES
Na 2 6,85+ 0,16 7,23 £ 0,04 6,20 + 0,06 7,82 +£0,15 6,81 +£ 0,04
1 5,28 £ 0,07 5,84 + 0,02 4,98 + 0,09 5,51+ 0,05 5,13+ 0,04
MP AES
2 6,42 + 0,13 7,07 £ 0,09 5,30 £ 0,02 6,07 £ 0,06 5,22 £0,01
1 0,84 + 0,01 0,31 +0,01 0,858 + 0,001 1,07 + 0,04 4,61+ 0,07
F AES
K 2 0,83+ 0,01 0,289 + 0,002 0,85+ 0,01 1,096 + 0,004 4,48 + 0,03
1 0,65 + 0,02 0,30+ 0,01 0,86 £ 0,02 1,02 £ 0,01 450+0,1
MP AES
2 0,84 £ 0,01 0,35+ 0,02 0,89 £ 0,02 1,08 + 0,03 4,48 + 0,04
EAAS 1 2,15+ 0,01 3,39+0,10 3,23+ 0,09 3,69 + 0,03 3,26 £ 0,02
2 2,129 + 0,004 3,03+0,12 3,13+ 0,01 3,61 £ 0,03 3,24 £ 0,02
Ca 1 2,16 £ 0,02 2,87 £ 0,03 3,07+0,14 3,71+ 0,09 3,71 £ 0,09
MP AES
2 2,10+0,1 3,15+ 0,02 3,27 £ 0,05 3,58 £ 0,06 3,58 £ 0,06
1 0,10 £ 0,01 0,101 + 0,002 0,167 + 0,002 0,226 + 0,002 0,228 + 0,004
FAAS ) 0,107 £ 0,001 0,107 + 0,001 0,17 + 0,01 0,224 + 0,002 0,229 + 0,002
Mg
1 0,10+ 0,01 0,101 + 0,003 0,16 £ 0,01 0,214 + 0,007 0,22 £0,01
MP AES
2 0,105 + 0,001 0,099 + 0,004 0,17 £ 0,01 0,23 +0,01 0,22 £0,01

*requeijao tradicional marca A; **requeijao light marca A; *requeijao tradicional marca B; ****requeijao light marca B; ***requeijao light com

teor de sédio reduzido marca B.



5. Conclusao

O uso do planejamento fatorial avaliou de forma eficiente as variaveis
significativas dos procedimentos de preparo das amostras para subsequente
determinacao dos elementos. A decomposicéo acida com sistema de refluxo e a
solubilizac&o alcalina com TMAH foram eficientes no preparo das amostras de
requeijao permitindo a determinag&o do elemento controle, Na, bem como dos
principais elementos essenciais, K, Ca e Mg, presentes no requeijao, pelas
técnicas F AAS (Ca, Mg), F AES (Na, K) e MP AES (Na, K, Ca e Mg). As
principais vantagens dos procedimentos propostos, quando comparados com a
metodologia de referéncia, foram o uso de poucas quantidades de amostra, uma
menor manipulacdo das amostras, o que diminuiu de forma significativa o
namero de etapas envolvidas, minimizando possiveis contaminacdes e perdas
durante a execuc¢do, além de propiciar uma maior simplicidade as analises,
caracteristicas essenciais para a analise de rotina.

Sendo assim, o presente trabalho avaliou o uso de dois procedimentos
simples e eficientes para o preparo de amostras de requeijdo, 0s quais se
mostraram exatos e precisos para o objetivo proposto, apresentando-se como
alternativas viaveis para o controle de Na e para a determinacéo dos elementos
K, Ca e Mg, presentes de forma majoritaria, em amostras de requeijao, bem
como versateis, visto que houve respostas significativas ao utilizar a nova
técnica analitica, no caso o MP AES, sendo essa de grande interesse em
determinacdes analiticas, por sua abrangéncia na caracterizacdo elementar por
se tratar de uma técnica multielementar, pela alta sensibilidade e baixo custo de
analise.

Os resultados obtidos para as concentracdes dos quatro elementos nas
diferentes amostras mostram a importancia de um controle de qualidade rigoroso

nas industrias de alimentos, principalmente nos alimentos ditos light.
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