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RESUMO

O queijo é o derivado lacteo mais consumido e sua popularidade é atribuida ao seu
sabor, versatilidade de uso, preco, ampla variedade e valor nutritivo. Recentemente,
0s consumidores estao preferindo os queijos brancos em vez dos amarelos, devido
ao menor teor calorico, no entanto, estudos sobre determinacdo de seus elementos
essenciais sao ainda escassos no Brasil. Nesse sentido, este trabalho tem-se por
objetivo propor estratégias analiticas para determinacdo do teor total de Ca, Cu, K,
P, Na e Zn em amostras de queijos brancos empregando espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), afim de contribuir para o
estabelecimento de seus teores nutricionais. Foram propostos 0s seguintes
procedimentos de decomposicdo acida: i) por aquecimento condutivo em bloco
digestor com sistema fechado; ii) assistida por radiagdo micro-ondas. Em ambos, os
parametros de decomposicdo, a concentracdo de HNOs, tempo e temperatura de
decomposicéo foram otimizados, empregando planejamentos fatoriais completos de
dois niveis, para assegurar a maxima eficiéncia de digestdo. Para tanto, 6 mL de
HNO3s foram adicionados as amostras de queijo branco (m = 0,250 g) na presenga
de 2 mL de H202 30% (m m). A eficiéncia da decomposicédo foi avaliada pelo
aspecto visual e teor de carbono dissolvido, além do uso da resposta multipla. Foi
estabelecida como condicdo oOtima de decomposicdo no bloco digestor:
concentracdo de HNOs de 2,0 mol L' e aquecimento na temperatura de 180 °C por
80 minutos. Para o procedimento no forno de micro-ondas foi: concentragdo de
HNOs de 2,0 mol L e irradiacdo por 30 minutos na temperatura de 140 °C. Sob as
condi¢cbes otimizadas, os teores de DOC determinados nos digeridos com o bloco
digestor e forno de micro-ondas foram, respectivamente, 1,35 + 0,11 e 1,04 + 0,06 g
L1. Os procedimentos propostos foram validados pela determinacéo dos parametros
de desempenho de acordo com guia validacdo ANVISA. Eles apresentaram boa
exatiddo com resultados concordantes (p<0,05) com os certificados no material
certificado de referéncia (NIST 1549a). Ademais, foi constatada boa precisao (RSD <
10%), com faixas lineares de trabalho adequadas e boa linearidade (R = 0,999) e
auséncia de efeito matriz. Os limites de deteccdo variaram entre 2 (P) a 16 ug g*
(Ca) (forno micro-ondas) e 0,3 (Cu) a 14 pg g*' (Na) (bloco fechado). Os
procedimentos validados foram aplicados na analise de 9 amostras queijos brancos
de distintos tipos (mussarela de bufala, minas frescal, ricota, coalho e cottage).
Observou-se que as maiores concentracdes foram para Ca, seguido por P, Na e K.
As menores concentracdes foram observadas para o microelemento Cu, seguido por
Zn. Foi verificado que o tipo de queijo influenciou na variacdo dos teores de
nutrientes. Ademais, para todos os tipos de queijos, observou-se uma discrepancia
(p<0,05) entre as concentracfes para pelo menos um analito, constatando a falta de
uniformidade na composicdo nutricional. A avaliacdo da ingestdo diaria
recomendada (IDR), demonstrou que todas as amostras de queijos mussarela de
bufala e minas frescal analisadas, podem ser consideradas tanto como fontes de Ca,
P e Zn. Em relacdo ao sodio, apenas a ricota da marca F apresentaram
concentragbes abaixo do recomendado pela legislagédo (>80 g 30 g1), além disso, os
maiores desses teores foram significativamente superiores aos declarados nos
rétulos.

Palavras-chaves: Queijos brancos, bloco digestor fechado, decomposicao assistida

por micro-onda, &cido diluido, andlise elementar, preparo de amostras, ICP OES
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ABSTRACT

Cheese is the most consumed dairy product, and its popularity is attributed to its
flavor, versatility of use, price, wide variety, and nutritional value. Recently,
consumers have preferred white cheeses over yellow ones because of the lower
caloric content. However, studies on determining its essential elements are still
scarce in Brazil. In this sense, this work aims to propose analytical strategies for
determining the total content of Ca, Cu, K, P, Na, and Zn in white cheese samples
using inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES) in order
to contribute to the establishment of their nutritional contents. The following acid
decomposition procedures were proposed: i) by conductive heating in a closed
digester block; ii) assisted by microwave radiation. In both, the decomposition
parameters, HNOsz concentration, decomposition time, and temperature were
optimized, employing two-level full factorial designs, ensuring maximum digestion
efficiency. For this purpose, 6 mL of HNO3 was added to samples of white cheese (m
=~ 0.250 g) in the presence of 2 mL of 30% H202 (w w?). The decomposition
efficiency was evaluated by visual appearance and dissolved carbon content, in
addition to using multiple responses. The optimal condition for decomposition in the
digester block was established: HNOz concentration of 2.0 mol L and heating at a
temperature of 180 °C for 80 minutes. For the microwave oven procedure, the
optimal condition was: HNOs concentration of 2.0 mol L and irradiation for 30
minutes at a temperature of 140 °C. Under the optimized conditions, the DOC
contents determined in digested with the digester block and microwave oven were
1.35 + 0.11 and 1.04 + 0.06 g L. The proposed procedures were validated by
determining the figures of merit as recommended by ANVISA. They showed good
accuracy with concordant results (p<0.05) with the certificates in the certified
reference material (SRM NIST 1549a — Powdered milk). Furthermore, good precision
was found (RSD < 10%), with acceptable linear working ranges and good linearity (R
2 0.999), and no matrix effect. Limits of detection ranged from 2 (P) to 16 ug g* (Ca)
(MW procedure) and 0,3 (Cu) to 14 pg g* (Na) (closed block). The validated
procedures were applied to analyze nine white cheese samples of different types
(buffalo mozzarella, minas fresh cheese, ricotta, curd, and cottage cheese). It was
observed that the highest concentrations were for Ca, followed by P, Na, and K. The
lowest concentrations were observed for the microelement Cu, followed by Zn. It was
found that the type of cheese influenced the variation in nutrient content.
Furthermore, for all types of cheese, a discrepancy (p<0.05) was observed between
concentrations for at least one analyte, confirming the lack of uniformity in nutritional
composition. The recommended daily intake (RDI) evaluation showed that all
samples of buffalo mozzarella cheese and Minas fresh cheese analyzed could be
considered sources of Ca, P, and Zn. Regarding sodium, only the ricotta of F brand
had concentrations below the recommended by law (>80 g 30 g*). Additionally, these
contents were significantly higher than those declared on the labels.

Keywords: White cheeses, closed digester block, microwave-assisted digestion,

dilute acid, elemental analysis, sample preparation, ICP OES
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1. INTRODUCAO

1.1 QUEIJO

O queijo é um derivado lacteo amplamente consumido mundialmente e que
ocupa um espaco cada vez maior no mercado brasileiro, alcancando em 2020 um
consumo de cerca de 5,5 quilos por habitante por ano, e estima-se que a demanda
em 2021 aumentou aproximadamente 2,6% em comparagdo com o ano anterior. O
Brasil € o quinto maior fornecedor do derivado e Minas Gerais é 0 maior estado
brasileiro produtor, visto que, representa 25% da producdo nacional (EMBRAPA,
2021; SOARES; RODRIGO, 2019).

A producéo de queijo é uma préatica bem antiga, tendo relatos que o consumo
vem desde de 7000 a.C. e achados arqueologicos mostram que a fabricacdo existe
ha mais de 6000 a.C. (PERRY, 2004). Alguns historiadores alegam que o
surgimento desse derivado lacteo adveio do contato do leite com enzimas
coagulantes presentes no tecido animal. Isto ocorreu devido a utilizacdo de bolsas
de pele ou estbmago de animais para a estocagem do liquido, provocando a
coagulacdo e posteriormente a liberacdo do soro, resultando em uma massa
(PAULA; CARVALHO; FURTADO, 2009).

Atualmente, o procedimento de obtencdo desse derivado lacteo € normalmente
mecanizado e com alta tecnologia, sendo que as etapas do processo envolvem a
coagulacdo do leite através da separacdo da colhada e do soro, e em seguida
ocorre a maturacao durante tempos variados de acordo com o tipo. H4 também uma
adicdo de aditivos como o sal de cozinha para aperfeicoar o sabor e o cloreto de
célcio para melhorar a disposi¢cédo da coagulacdo (FOX et al., 2017).

Por dispor de uma extensa variedade, chegando em torno de mil, em que a
diferenciacdo dos tipos, em sua maioria, € baseada em detalhes regionais,
climaticos, habitos alimentares e outros, € dificil classificar os queijos (LEANDRO,
2012). Contudo, normalmente sdo subdivididos em termos do teor de &cidos graxos
como: extragordo (minimo de 60% de teor de gordura); gordo (45 a 59,9%);
semigordo (25 a 44,9%); magro (10 a 24,9%) e desnatado (menos de 10%), ou
relacdo ao conteudo de umidade em massa dura (até 35,9% de teor de umidade);
massa semidura (36 a 45,9%); massa semibranda ou macios (46 a 54,9%) e massa
branda ou moles (n&o inferior a 55%) (ARAUJO et al., 2008).
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Apesar das propriedades nutritivas variarem dependendo do tipo do queijo,
todos possuem bons teores de nutrientes inorganicos, proteinas, vitaminas e
gordura (LEANDRO, 2012). As concentracdes de elementos essenciais e/ou
potencialmente toxicos contidos no derivado lacteo provém do tipo de leite utilizado
na sua producdo, sendo que os nutrientes inorganicos no liquido dependem da
caracteristicas genéticas e alimentacdo do animal, estagio de lactacdo e outros
(MANUELIAN et al., 2017; OZBEK; AKMAN, 2016; HERMAN-LARA et al., 2019). Em
alguns casos, a porcentagem de alguns elementos no queijo é muito superior ao
detectado no leite, por exemplo, os teores de calcio e fésforo sdo 6 vezes maiores
(ARAUJO et al., 2008). Entretanto, elementos como potassio e magnésio tem as
concentracdes reduzidas durante a etapa de maturacéo do derivado em comparacgao
com as constatadas no leite de origem (MANUELIAN, 2017).

Outros fatores podem influenciar na concentragdo, como no caso do teor do
sédio que é alterado com a adicdo de sal (cloreto de sédio), durante a producao do
gueijo, com o objetivo de salgar o alimento deixando-o mais saboroso. Ademais,
esse elemento atua interferindo nas reagdes bioquimicas e no desenvolvimento da
flora lactica e também pode inibir microrganismos indesejaveis no alimento (HAHN et
al., 2016; HERMAN-LARA et al., 2019). Além disso, a composi¢cdo elementar do
gueijo também € dependente das condicbes de armazenagem, embalagem e
fabricacdo, como por exemplo, a presenca de Cr que pode advir da utilizacdo de
materiais de aco inoxidavel na producdo (HERMAN-LARA et al.,2019; MORENO-
ROJAS et al., 2010).

Em relacdo a outros elementos presentes no queijo, cerca de 60 a 70% do
célcio ingerido pela populacdo advém do leite e seus derivados devido a presenca
de altas concentragbes desse elemento nesses alimentos (CORMICK; BELIZAN,
2019; RIZZOLI, 2021). Vale ressaltar que, desde 2006, o Guia Alimentar para a
Populacdo Brasileira, em sua diretriz 5, aconselha aos profissionais de saude que
recomendem o consumo diario de trés porcdes de leite e derivados, haja visto que
esses alimentos sao a principal fonte de célcio na alimentacdo (BRASIL, 2006).

Em busca de uma alimentacdo mais saudavel, estudos recentes tém mostrado
uma mudanga no comportamento alimentar da populagdo que esta preferindo
alimentos com menor teor de gordura e menos caléricos, e devido a isso, 0S
nutricionistas estdo recomendando a substituicdo dos queijos amarelos pelos
brancos (CORTES, 2019; EURIDICE et al., 2020).
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Dentre as variedades de queijos brancos, destaca-se a mussarela produzida a
partir de leite de bufala e que apresenta grande expansédo de mercado no Brasil,
sendo o sabor caracteristico e os altos teores de proteinas, célcio e fosforo, alguns
dos motivos para esse crescimento do setor (FARIAS, 2014; MARTINI et al., 2016).
Outro presente nas dietas alimentares, € a ricota. A sua massa € resultante do soro
lacteo acidificado e é rica em proteinas, lactose, vitaminas e nutrientes inorganicos,
podendo ter ou ndo a adicdo de uma parte de leite desnatado (REIS; CURZI, 2017;
TEIXEIRA; FONSECA, 2008).

E fundamental destacar alguns queijos brancos brasileiros amplamente
consumidos, como 0 queijo coalho que é produzido principalmente na regiao
Nordeste do pais, tendo Pernambuco, Rio Grande do Norte e Paraiba como maiores
estados produtores (KAMIMURA et al, 2019; SILVA et al., 2021). Outro exemplo é o
minas frescal, derivado lacteo originério das queijarias caseiras em Minas Gerais,
que apresenta um alto teor de umidade, proteico entre 12 e 18%, e de gordura entre
16 e 18%, e por ndo ser padronizado, tem uma composicdo variavel (LIMA,;
CARDOSO, 2019; MATERA et al., 2018).

Infelizmente, apesar do alto consumo de queijos no Brasil, trabalhos visando a
determinacdo dos nutrientes inorganicos dos derivados lacteos produzidos no pais
ainda sdo exiguos e, ainda mais escassos sao estudos em amostras de queijos
brancos, como mussarela de bufala, queijo coalho e minas frescal. Portanto, ha uma
necessidade de captacdo maior de informacdes sobre a composicdo elementar
nesses alimentos devido a diversos fatores que podem influenciar esses teores e por
ser fundamental para a elucidacdo do valor nutricional e a sua contribuicdo na
ingestdo diaria recomendada (IDR), podendo assim auxiliar em uma dieta mais
saudavel para o consumidor (KIRA; MAIHARA, 2007; MATERA et al., 2018).

1.2 PROCEDIMENTOS DE PREPARO DE AMOSTRAS PARA QUEIJOS

A determinacdo dos constituintes em amostras de queijos pode apresentar
alguns desafios devido a complexidade da matriz (CHRISTOPHORIDIS et al.,2019).
Portanto, para viabilizar a quantificagdo dos analitos, as amostras devem ser
previamente submetidas a procedimentos de preparo de amostras. Essa etapa é
considerada critica e consiste em processos fisicos e quimicos que visam converter

a amostra em uma forma adequada para introduc&o no instrumento de medida, com
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o intuito de minimizar interferéncias na quantificacdo dos elementos de interesse.
Dois procedimentos comumente utilizados para a decomposicdo de matrizes
organicas e inorganicas, sdo por via seca ou via umida (KRUG; ROCHA, 2016;
PINHEIRO et al., 2019).

A decomposicéo por via seca envolve a oxidagdo de compostos organicos sob
altas temperaturas, normalmente 500 °C, utilizando ar atmosférico ou oxigénio,
ocasionando na conversao de espécies quimicas em substancias mais simples
como, principalmente, dioxido de carbono e &gua. Essa estratégia de preparo de
amostra apresenta vantagens como a capacidade de decompor quantidades
relativamente grandes de amostra, proporcionando um ganho na sensibilidade, além
do fator diluicdo ser baixo, visto que o residuo da combustédo pode ser solubilizado
em um pequeno volume de &acido diluido, resultando em um menor limite de
guantificacdo (KRUG; ROCHA, 2016; SIRGRIST et al., 2016).

Diversos trabalhos tém sido reportados na literatura propondo a decomposicao
dos queijos por via seca. Em 2019, Herman-Lara e colaboradores desenvolveram
uma metodologia que consistiu em decompor cerca de 2 g de queijos mexicanos
artesanais de cabra empregando um forno mufla na temperatura de 550 °C por 5 h,
sendo as cinzas resultantes dissolvidas em 4 mL de HCI 3 mol L' com diluicéo final
em 25 mL com HNO3 1% v v1.

Visando a determinacdo de arsénio e tendo o conhecimento de que
normalmente os organoarsénios requerem uma temperatura acima de 300 °C para
serem decompostos, Sigrist e colaboradores (2016) propuseram um método para a
determinacdo desse elemento em cinco tipos de queijo utilizando a decomposicao
por via seca. O procedimento consistiu na adicdo de 4 mL de suspensao auxiliar de
incineragdo, preparada a partir de 50 g de sal hidratado de nitrato de magnésio em
100 mL de agua destilada, em 5 g de queijo, para prevenir a perda de compostos
volateis de arsénio. Em seguida, ocorreu o0 aguecimento, em uma mufla, até 500 °C
por 12 h com uma taxa de 100 °C/h. O residuo foi solubilizado com 2 mL de HNOz
50% v vi,

Apesar das vantagens da decomposicao por via seca, esse meio de preparo de
amostra tem algumas desvantagens, como o longo tempo de aquecimento, como
evidenciado nos trabalhos citados, maior risco de perda de volateis, contaminagéo e
alto gasto de energia (KRUG; ROCHA, 2016).
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A decomposicdo por via Umida implica no aquecimento da amostra,
normalmente na presenca de um acido mineral oxidante (HNOs, H2SO4 ou HCIO4),
de uma mistura de acido ou uma mistura de acido com peroxido de hidrogénio
atuando como agente oxidante auxiliar. Devido a utilizacdo de &cidos oxidantes, o
preparo de amostra por via Umida pode ser empregado temperaturas mais baixas,
em comparacdo com a via seca, para decompor matrizes organicas, portanto ha
uma diminuicho na perda de volateis. Ademais, geralmente o tempo de
decomposicdo € menor (KRUG; ROCHA, 2016).

Além de poder serem utilizadas diferentes fontes de energia (micro-ondas,
aguecimento condutivo, infravermelho e outros), a decomposi¢ao por via imida pode
ser realizada em sistemas abertos ou fechados. Em sistemas abertos, normalmente
emprega-se aquecimento condutivo em placa de aquecimento ou em bloco digestor.

Vérios trabalhos encontrados na literatura utilizam esse tipo de sistema para o
preparo de amostras de queijos. Dentre eles, Barone e colaboradores (2018)
determinaram Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Pb e Zn em queijos italianos produzidos em duas
regides do sul do pais. As amostras foram decompostas utilizando 11 mL de uma
mistura de HNO3—HCIO4 (8:3) em uma placa de aquecimento para determinacao dos
analitos, exceto Hg. Para a determinacdo de Hg foi empregado 10 mL de uma
mistura acida H2S0O4-HNOs (1:1). Os derivados lacteos foram digeridos sob
condicdes de refluxo e os elementos Fe e Zn foram determinados por espectrometria
de absorcdo atdbmica com chama (F AAS), Cd, Cu, Cr e Pb por espectrometria de
absorcdo atomica em forno de grafite (GF AAS) e Hg por espectrometria de
absorcédo atdmica com geracdo de hidreto (HG AAS), apds reducdo com NaBH4. O
método foi validado utilizando material de referéncia certificado (MRC) de leite em po
desnatado e também por ensaios de adicdo e recuperacdo com solucbes padrées
agquosas, sendo obtidas recuperagdes na faixa de 96,0 a 99,0% com desvios
padrdes relativos (RSD) inferiores a 2% para todas as determinagdes.

Diferentes alimentos, incluindo dois queijos brancos, foram analisados
empregando um método proposto por Khouzam, Pohl e Lobinski (2011). O
procedimento consistiu na decomposicao de 0,250 g da amostra em uma placa de
aguecimento na temperatura de 85 °C com o auxilio de uma mistura (10:3) de HNOs
e H202, ambos concentrados, para posterior determinacao de Cu, Fe, Mo, Mn e Zn

na espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).
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Dentre os sistemas fechados, destaca-se o0 emprego de aquecimento por
radiacdo micro-ondas. Muitas vantagens sao decorrentes do uso dessa estratégia de
preparo de amostra, como a reducdo no tempo de decomposic¢édo, reducdo da perda
de volateis e riscos de contaminacdo e melhoria na preciséo, limite de deteccao e
reprodutibilidade quando comparados com procedimentos de decomposi¢céo por via
Umida em sistemas abertos (BARELA et al.,, 2017; KRUG; ROCHA, 2016;
WATHUDURA et al., 2020). Devido a isso, diversos autores propuseram o uso de
decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas no preparo de amostra de
derivados lacteos.

Com o intuito de verificar os possiveis riscos que o consumo diario de queijos
pode ocasionar para a saude da populacdo grega, o trabalho de Christophoridis e
colaboradores (2019) analisou diversas amostras de queijos produzidos na Grécia.
Foram decompostos cerca de 0,5 g de cada amostra dos laticinios empregando
forno de micro-ondas por 15 minutos a 200 °C utilizando 5 mL de acido nitrico 50%
m v1. Os autores quantificaram Cd, Cr, Cu, Mn, Ni e Pb por GF AAS, Zn e Fe por F
AAS e Hg HGAAS- e constataram que 0s queijos consumidos no pais nao
apresentam teores desses metais que podem provocar algum dano a saude
humana, mas que é necessario estudos futuros sobre a bioacumulacdo na cadeia
alimentar de elementos como Pb, Hg e Cd.

Manuelian e colaboradores (2017) determinaram o teor mineral, além do
proteico, colesterol e &cido graxo, em queijos italianos produzidos a partir de
diferentes tipos de leite (bovino, caprino, de bufala e de ovelha). O preparo das
amostras foi realizado em forno de micro-ondas utilizando &cido nitrico e o0s
elementos (Ca, K, P, S, Na, Mg, Zn, Fe, Cu, Se e Cr) foram determinados por ICP
OES. No tocante a composicao elementar, os autores notaram que em todos 0s
gueijos, exceto o derivado de leite de cabra, as maiores concentragfes foram de
célcio, sodio e fésforo. No caso do laticinio produzido com leite caprino, os maiores
teores foram de sodio, potassio e fésforo.

Osoris, Koidis e Papademas (2015) descreveram um procedimento analitico
para determinacdo de 17 elementos majoritarios e tracos em 3 queijos haloumi que
se diferenciam pela regido de fabricagdo em Chipre. As decomposi¢cbes das
amostras foram efetuadas com aquecimento por radiacdo micro-ondas na
temperatura de 210 °C por 37 minutos utilizando 4 mL de HNO3 65% m m?* e 2 mL

de H202 30% m m*. O método apresentou percentual de concordancia com os



21

valores encontrados para os certificados do material certificado de referéncia (MRC)
de leite em po entre 80,4 (Zn) e 126,3 % (Na).

Em 2015, Bilandzic e colabodadores propuseram um método com o intuito de
determinarem a concentracdo de macro e microelementos em diversos lacteos,
incluindo queijos fabricados na Croacia, que consistiu em decompor cerca de 2 g
das amostras utilizando 6 mL de acido nitrico concentrado e 2 mL de peroxido de
hidrogénio 30% m m* em um forno de micro-ondas aberto por 30 minutos e poténcia
méxima de 800 W. Em relacdo a validagdo do método, os valores obtidos foram
consoantes com os valores do MRC de leite desnatado em po utilizado para
avaliacao da exatiddo, com os percentuais de concordancia entre 96,1 (Na) e 99,2 %
(Se).

A Tabela 1 resume informacfes a respeito de alguns trabalhos que foram
publicados nos dltimos 7 anos na literatura, envolvendo os procedimentos de
preparo de amostras apresentados para derivados lacteos. Nota-se que na maior
parte deles foi empregado o aquecimento por radiacdo micro-ondas.

Contudo, apesar dos procedimentos de decomposicéo utilizando essa fonte de
energia apresentarem amplas vantagens, os trabalhos publicados na literatura em
relacdo a digestdo de queijos utilizando esse sistema, demandam o consumo de
guantidades consideraveis de reagentes concentrados, resultando em um alto
volume de residuos (MULLAPUDI et al., 2019; SILVA et al, 2020). Diante disso,
torna-se fundamental o desenvolvimento de procedimentos de preparo de amostras
gue sigam os principios preconizados pela quimica verde, como 0 minimo consumo
de reagentes. Além disso, o uso de &cidos diluidos resulta em uma diminuicdo nos
valores dos limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) e causa menos
danos ao sistema de nebulizacdo, quando sdo empregadas as técnicas de
espectrometria atdbmica para a determinacdo elementar (KRUG; ROCHA, 2016;
SANTOS et al., 2019; SILVA et al, 2020).

Ademais, na base literaria ndo sao reportados trabalhos que envolvem a
digestdo de queijos em bloco digestor com sistema fechado, sendo que esse
equipamento tem despertado o interesse de pesquisadores em virtude de apresentar
um menor custo de aquisicao e ndo necessitar de treinamento especializado para a
sua utilizacdo, quando comparado ao forno de micro-ondas (FERREIRA et al.,
2019).
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Analito Amostra Preparo de Temperatura de Acido e agentes Referéncia
amostra decomposicao auxiliares
(tempo)
Ca, Cu, K, Mg, Mn, Queijos artesanais Vla:cgrr:(ljdgepor n. d. 5mL HNOz 14 mol Lt  ANDRADE, B. M. et
Na e Zn brasileiros . (18 min) 2 mL H20:2 al, 2022
micro-ondas
CANOZER; KOSE
Ca, Cu, Fe, K, Mg, . , 550 °C ; ’
Mn, Na e Zn Orgu (Queijo turco) Via seca (16 h) n.a. 2022
Queijo coalho, minas
Ca, Fe, K, Mg, Mn, padréao e frescal, queijo Via seca 450 °C na MESSIAS et al.,
Nae Zn manteiga e ricota fresca (n.d.) o 2022
As, Cd, Co, Cr, Vla:cgrr:(l)dgepor
Cu, Fe, Hg, I, Mn, Queijos espanhéis micro-ondas n.d. 5 mL HNOz 69% m m* OLIVEIRA FILHO et
Mo, Ni, Pb, Se e 10S €SP (n.d.) e 2 mL H20233% m m'. al. 2022
Zn
Via Umida por
. forno de o 1 . )
As, Cd, Cu, Hg e Queijos turcos e micro-ondas 200 °C 7 mL HNO3 65% m m DAGCILAR;
Pb brancos (30 min) e 1 mL H20230% m m GEZER, 2021
Ba, Ca, Fe, K, Mn, Pecorino romano V'igrrg(')dgepor 180 °C 5mL HNOs 14 mol L?  DONATO, F. Di. et
Na, P e Zn (Queijo italiano) . (40 min) 5 mL H20:2 al., 2021
micro-ondas
N , 550 °C YASAR; KOSE;
Ca, K, Mg, Pe Na Malatya (Queijo turco) Via seca (16 h) n.a. KOSE, 2021

Fonte: Autoria prépria
n.a: nao se aplica
n.d: ndo declarado
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Analito Amostra Preparo de amostra Temperatura de Acido e agentes Referéncia
decomposicao auxiliares
(tempo)
Cd, Cu, Pbe Zn Queijos Via umida por forno 210°C 10 mL HNOs SUJKA et al., 2019
polonés de micro-ondas (n.d.) concentrado
. 0 0 -1
Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Queijos V'ﬁe“m:‘gf:) f’gr:(jgrsno (igomiﬁ) S ML HNOsS0% MV™ o ipisToPHORIDIS
Mn, Ni, Pb e Zn gregos et al., 2019
Ca, Cr, Cu, Fe, K, Queijo prato,  Via umida por forno n.d 3 mL HNOs MATERA et al., 2018
Mg, Mn, Na e Zn coalho, minas de micro-ondas (32 min) concentrado e 3 mL
padrao e H2S04 concentrado
frescal
Cd, Cr,Cu, Fe,Pbe Queijos Via Umida por placa n.d 11 mL HNOs3 - HCIO4 BARONE, 2018
Zn italianos de aquecimento (n.d) (8:3)
Ag, Al, As, Ba, Ca, Queijo branco  Via umida por forno 180 °C 7 mL HNOsz e 2 mL LEVKOV et al., 2017
Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, de micro-ondas (15 min) H202
Mg, Mn, Na, Ni, P,
Pb, Sr,e Zn
, . Via umida por forno o CASTRO-
As, Cr, Cu, Ni, Pb e Qu_euos de micro-ondas 200 C 10 mL HNO3 65% v v GONZALEZ et al.,
Zn mexicanos (30 min)
2017
Ag, Al, Ba, Ca, Co, Halloumi  Via Gmida por forno 210 °C 4 mL HNO3 65% v vie OSORIO etal., 2015
Fe, K, Mg, Mn, Na, P, (Queijo de micro-ondas . 4
(37 min) 2 mL H20230% m m
Se, Sr,YeZn grego)

Fonte: Autoria propria
n.d: ndo declarado
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1.3 FERRAMENTAS QUIMIOMETRICAS E OTIMIZACAO DE PROCEDIMENTOS
ANALITICOS

As técnicas de planejamento experimental sdo utilizadas na otimizacdo e
validagdo de estratégias analiticas, e ao serem associadas com a etapa de preparo
de amostra, contribui para a reducéo do trabalho ocasionando menor tempo e custo,
e melhoria na qualidade dos resultados obtidos ao definir os efeitos determinantes
no dado final, assim proporcionando condi¢cdes de maior sensibilidade, precisao e
exatidao, bem como baixos LOD e LOQ. (BEZERRA et al., 2019; FERREIRA, 2015;
NASCIMENTO, 2017).

Os procedimentos para otimizacdo podem ser univariados ou multivariado,
sendo que o primeiro consiste no estudo de uma Unica condi¢cdo por vez enquanto
as demais sdo mantidas constantes. Por outro lado, a otimizagdo multivariada, se
sobressai porque permite avaliacdo simultanea de mais de um fator e analisa as
interacbes entre os fatores que podem ser significativas para o0 resultado
(CARVALHO, 2015; SILVA, 2014). Dentre as otimizagbes multivariada, destaca-se
algumas ferramentas quimiométricas como o planejamento fatorial, matriz de
Doehlert e Box Behnken.

Ao realizar uma busca na base literaria, Web of Science, em setembro de
2022, na categoria de quimica analitica, por artigos envolvendo preparo de amostra
(em inglés sample preparation), publicados nos ultimos 5 anos. Para a avaliagéo do
perfil de publicagbes nesse periodo foram calculadas as porcentagens de trabalhos
gue utilizam as ferramentas citadas anteriormente (em inglés factorial design,
doehlert matrix e box behnken) em relacéo ao total de publicacdes na area. Nota-se

gue esses percentuais se mantém constantes com passar dos anos (Figura 1).
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Figura 1 — Percentual de artigos da area de quimica analitica nos Ultimos 5 anos aplicando
técnicas multivariadas no preparo de amostra.
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Fonte: Autoria prépria

Essas técnicas sdo empregadas, principalmente, na otimizacao das condi¢des
de decomposicdo de alimentos para posterior andlise. Em alguns trabalhos, essas
ferramentas foram aplicadas para otimizar variaveis dos procedimentos de digestédo
de leite, de diversas fontes, para determinacdo elementar. Por exemplo, Khajeh
(2012) utilizou um planejamento fatorial completo 24 para otimizacéo de digestdo em
forno micro-ondas de amostras de leite para a determinagéo de zinco e cobre. As
variaveis estudadas foram a poténcia da irradiacdo, o volume de &cido nitrico, a
temperatura e o tempo de digestdo. Como todos os fatores independentes foram
significativos, os pesquisadores também usaram o Box Behnken para avaliar os
efeitos dos parametros.

Em estudo realizado por Souza e colaboradores (2018) foram investigadas as
variaveis concentracdo de acido nitrico e de peroxido de hidrogénio, através de um
planejamento fatorial completo 22 com pontos centrais, para a decomposicéo de leite
de vaca e iogurte para a quantificacao de Ca, K, Mg, Na e Zn no ICP OES.

Santos, D. e colaboradores (2014) empregaram um planejamento fatorial
completo 24 com pontos centrais para a otimizagdo dos parametros concentracdo de

acido nitrico, tempo de sonicacédo, tempo e velocidade de centrifugacdo para o
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preparo de amostra de leite de coco através da extracdo assistida de ultrassom,
visando a determinacgao Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, P e Zn por ICP OES.

Em relacdo a matrix de Doehlert, ndo foram encontrados na literatura artigos
gue aplicam a ferramenta para otimizar uma decomposi¢cdo de leite ou derivado
lacteo para determinacdo elementar. Contudo, existem trabalhos como dos
pesquisadores Merib, Nardini e Carasek (2014) que utilizam essa ferramenta para
otimizar as condicdes de extracdo de inseticidas organoclorados em leite bovino por
microextracdo em fase soélida por headspace (HS-SPME). No trabalho, as variaveis
estudadas foram tempo e temperatura de extracéo.

Em outro artigo de extracdo, os autores Souza e colaboradores (2017)
empregaram Box Behnken para otimizar o pH, volume do complexante, do solvente
extrator e do solvente dispersor em uma microextragcdo liquido-liquido dispersiva
para determinacéo de uranio em leite materno por absor¢cdo molecular no UV-Vis.

Apesar de ter trabalhos que utilizam essas ferramentas de planejamento para a
otimizacdo das condicGes de decomposicao de leite, ndo € reportado na literatura o
emprego delas no preparo de amostras envolvendo a digestdo de queijos para a
determinacao elementar.

Como pode ser evidenciado pelos trabalhos citados e pela Figura 1, percebe-
se que uma das principais técnicas de planejamento multivariavel € o planejamento
fatorial. Em um planejamento fatorial de dois niveis (2¥), onde o k é o nimero de
variaveis investigadas, o efeito de cada fator € avaliado em dois niveis, o inferior (-)
e 0 superior (+), delimitando o dominio experimental. Ao realizar o calculo que
analisa os efeitos dos fatores, € possivel descobrir quais sdo 0s mais relevantes no
processo analitico, ou seja, aquelas variaveis que afetardo significativamente a
resposta analitica. Esse efeito do fator pode ter um carater positivo ou negativo,
indicando o aumento ou diminui¢cdo, respectivamente, da resposta analitica, a
medida que aumenta o valor da varidvel dentro do dominio experimental
(FERREIRA et al., 2019a; SANTOS, 2017).

Para a determinacdo do erro experimental, a fim de evitar um aumento do
tempo operacional e no gasto de reagente, que seria decorrente da duplicagcdo dos
experimentos, sdo utilizados pontos centrais, também chamados de nivel zero (0),
gue se referem aos experimentos com valores médios dos fatores. A quantidade de
pontos centrais tem que ser em torno de 25 a 30% do total de experimentos
(FERREIRA, 2015; SILVA, 2014).
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A avaliacdo dos resultados pode ser realizada de diversas formas, sendo uma
das alternativas a utilizacdo de grafico de Pareto. Neste grafico, os efeitos
padronizados, que € determinado pela relacéo entre o efeito do fator e o erro padréao
associado, sdo exibidos na forma de barras. Ele é estabelecido por programas
estatisticos, como o STATISTICAL SOFTWARE, e é capaz de mostrar a existéncia
ou nao de significancia dos fatores principais e suas interagdes (FERREIRA, 2015).

Durante a otimizacdo multivariada de procedimentos analiticos envolvendo
muitas respostas, normalmente € realizada a determinacdo da resposta mdltipla
(RM). Ela deve ser compativel com os objetivos da otimizagcdo e se baseia no
somatorio das respostas normalizadas, calculada conforme mostrado na Equacéo 1,
em que o valor do denominador corresponde a maior concentracao encontrada para

aquele analito no planejamento experimental (FERREIRA, 2015).

resposta a resposta b
RM = + +(.)

resposta maxima de a resposta maximade b Equag&o 1
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como finalidade desenvolver dois novos
procedimentos analiticos de preparo de amostras de queijos brancos, em sistemas
fechados com diferentes fontes de aquecimento, visando determinacdo

multielementar por ICP OES.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Obter através de planejamento fatorial de dois niveis quais as melhores
condicdes de decomposicao assistida por radiagdo de micro-ondas e por
aquecimento condutivo no bloco fechado, para a digestdo de amostras de
gueijo branco;

* Validar os procedimentos propostos através dos parametros analiticos:
efeito de matriz, linearidade, faixa linear de trabalho, limite de deteccéo e de
quantificacao, precisdo e exatidao;

* Comparar o procedimento de decomposicdo assistida por radiacdo de
micro-ondas com o procedimento de aquecimento condutivo no bloco
fechado

* Aplicar os procedimentos propostos em amostras de queijos brancos
comercializadas em Salvador, Bahia;

+ Discutir sobre os teores de Ca, Cu, K, Na, P, e Zn determinados nas

amostras e suas contribuicées na Ingestdo Diaria Recomendada (IDR).
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3. EXPERIMENTAL

3.1. REAGENTES E SOLUCOES

Nesse trabalho todas as solu¢gbes empregadas foram preparadas com reagente
analiticos de alto grau de pureza e as diluicbes feitas com agua ultrapura com
resistividade especifica de 18,2 MQ cm obtida em um sistema de purificacdo Milli-
Q® (Millipore, Bedford, MA, USA). Todas as vidrarias, frascos plasticos e materiais
em geral, para que ocorresse a descontaminacao, foram lavados com detergente
neutro e enxaguados com agua e depois com agua deionizada para entdo serem
submersos em um banho acido contendo acido nitrico 10% v v* por no minimo 24
horas. Em seguida, foram lavados com &agua deionizada e secos em temperatura
ambiente.

Para a realizacdo dos procedimentos de decomposicdo foi empregado acido
nitrico (65% v v1) (Merck, Alemanha) para o preparo das solu¢des de trabalho, nas
concentragdes de 2,0; 6,0; 8,0 e 14 mol L. Utilizou-se também uma solugdo de
peroxido de hidrogénio (30% m m?) (Merck, Alemanha) no procedimento de
decomposicdo das amostras e solucdo de NaOH (0,093 + 0,003 mol L) para
determinacdo da acidez residual dos digeridos. Para o método de referéncia do
Instituto Adolfo Lutz, foi usado o &cido cloridrico 37% v v (Synth, Brasil).

Para determinar a concentracdo dos analitos nas amostras, foram preparadas
solugcdes multielementares na concentracdo de 10 mg L* para Cr, Cu, Mn e Zn, a
partir da diluicdo de solucdes padrées de 1000 mg L* (Specsol, Brasil) de cada
elemento. Além disso, as solugdes multielementares apresentavam a concentracéo
de 700 mg L? para Ca, de 500 mg L' para Na e P e de 100 mg L* para K,
preparadas a partir da diluicdo de solucdes padrdes de 10000 mg L (Specsol,
Brasil) de cada elemento. As solucdes foram utilizadas na preparacdo das curvas
analiticas de calibracédo. As solucbes de referéncia empregadas nas calibracdes dos
procedimentos foram preparadas usando solucdo de acido nitrico com concentracéao
0,50 mol L?, de forma a resultar em concentracdo &cida préxima as obtidas nos
digeridos na decomposicdo assistida por micro-ondas (0,40 + 0,03 mol L) e no
bloco digestor fechado (0,66 + 0,04 mol L1).
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A calibracdo dos eletrodos de membrana de vidro foi realizada com os tampdes
de padrbes aquosos com pH igual a 4,0; 7,0 e 9,0 (Metrohm, Suica). Para a
determinacao da concentracao de carbono organico dissolvido, houve a preparacéo
de solucéo de referéncia na concentragédo de 50.000 mg L' em carbono a partir da
dissolugdo de massa apropriada do reagente acido citrico (Merck, Alemanha) e uma
curva de calibracdo foi preparada a partir de diluicbes apropriadas da solucédo de

referéncia de carbono.

3.2 AMOSTRAS

As amostras de queijo foram adquiridas em estabelecimentos comerciais em
Salvador, Bahia. O conjunto de 9 amostras abrangeu 8 marcas diferentes (A a H)
sendo que 2 amostras foram de queijo mussarela de bufala (MB), 2 amostras de
minas frescal (MF), 2 de ricota (RIl), 2 de coalho (CO) e 1 de cottage (CT), sendo
elas identificadas como MBA, MBB, MFC, MFD, RID, RIF, COD, COG, CTH,
respectivamente.

Os queijos foram selecionados de forma aleatéria nos estabelecimentos, sendo
gue as mussarelas foram adquiridas em torno de 100 g a granel e as demais em
porcdes inteiras nas embalagens com massas variadas. Foram realizadas moagens
grosseiras utilizando um liquidificador (MONDIAL, Brasil), modelo L20, com faca de
aco inox, por 10 segundos na menor velocidade, sendo que antes e apds esse
processo, o equipamento foi lavado trés vezes com agua deionizada. As amostras

foram mantidas em refrigeracéo até o processo de decomposicao.

3.3 INSTRUMENTACAO

A moagem das amostras foi realizada em um liquidificador (Modelo L20,
MONDIAL, Brasil), de duas velocidades mais pulsar, com faca de aco inox e copo
plastico translicido com capacidade de 1,5 L. Nas especificagées do liquidificador,
nao é informado o tipo de aco inox, contudo, normalmente o tipo de a¢o inox mais
empregado em equipamentos de cozinha € o aco inox 304 que apresenta na sua
composicdo quimica carbono (0,15%), silicio (1% max), magnésio (2,00% max),
cromo (20,00% max), niquel (10,00%), fésforo (0,045% max), enxofre (0,030% max)
e outros componentes (10% méx) (COSTA, 2018).
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Para a decomposicéo acida das amostras foi utilizado dois equipamentos. Para
a digestdo por aquecimento condutivo foi empregado um bloco digestor fechado
(Modelo TE-015-1, TECNAL, Sao Paulo, Brasil) com controlador de temperatura
analdgico e com capacidade para 15 tubos de politetrafluoretileno (PTFE) de 100 mL
com dimenséo de 25 x 60 mm. A decomposi¢cdo assistida por radiacdo de micro-
ondas foi realizada em forno de micro-ondas com cavidade (Modelo Start D,
Milestone, Bergamo, Italia), com rotor equipado para 10 frascos com volume interno
de 100 mL.

Para a determinagcédo da acidez residual dos digeridos utilizou-se o titulador
potenciométrico automatico com agitador magnético (Modelo 848 Titrino Plus,
Metrohm, Suica). Para a determinacdo dos analitos foi empregado um
espectrometro de emissdo oOptica com plasma acoplado indutivamente, simultaneo
com arranjo axial (Modelo iCAP Pro, Thermo Scientific, EUA), equipado com
detector de estado soélido com arranjo CID (Dispositivo de Injecdo de Carga)
operando nos comprimentos de onda entre 167 e 852 nm com interface end-on gas.
O sistema Optico do equipamento foi calibrado com solucdo de referéncia
multielementar e o alinhamento da tocha executado com uma solucdo de Mn 5,0 mg
L't. As linhas espectrais foram selecionadas considerando-se as intensidades dos
sinais de emissdo dos analitos e sensibilidade adequada para a determinacdo de
elementos em baixas e altas concentracdes. A Tabela 2 apresenta as caracteristicas

e condi¢des experimentais empregadas para as analises.



Tabela 2 - ParAmetros instrumentais para as determinacdes por ICP OES.

Caracteristicas e parametros

Radio-frequiéncia do gerador (MHz)
Detector

Diametro interno do tubo central da tocha
(mm)

Policromador

Faixa de comprimento de onda (nm)
Camara de nebulizacao
Nebulizador
Poténcia de medida (W)

Tempo de integracao do sinal (s)
Vazéao do gas do plasma (L min?)
Vazdao do gas auxiliar (L min1)
Vazéo gas de nebulizacéo (L min't)
Elementos e linhas espectrais de emissao

(D linha atémica (11) linha iénica

27,12
CID
2,3

Grade de difracao Echelle e
prisma de disperséo de CaF2
167— 852

Ciclonica Tracey
Concéntrico de quartzo
1252
3
13,5
0,50
0,60
C (1) 193,027; Ca (Il) 317,933; Cu
(1) 324,754; Cr (I1) 267,716; K (1)
766,491; Mn (Il) 257,610; Na (1)
568,821; P (I) 231,618; Zn (I)

213,857.

Fonte: Autoria propria

3.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.4.1 Procedimentos de otimizacdo dos parametros dos procedimentos

propostos

Para ambos os procedimentos propostos, foi pesado aproximadamente 250 mg
de gueijo em cada tubo de digestdo, e em seguida adicionou-se de 6 mL de HNOs

de concentragdo otimizada e 2 mL de H202 30% m m™. O derivado lacteo foi

decomposto em tempo e temperatura otimizados.

34
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Para estabelecer as condi¢des otimizadas dos procedimentos experimentais de
digestdo das amostras de queijos por radiacdo micro-ondas e por aguecimento
condutivo no bloco digestor fechado, realizou-se otimiza¢cées multivariadas utilizando
o planejamento fatorial de dois niveis. As andlises dos dados foram realizadas pelo
programa STASTISTICA 7.0 (Stasoft, EUA) que foi empregado para estabelecer o
modelo experimental.

Foram elaborados planejamentos fatoriais de dois niveis com 0s seguintes
fatores: concentracdo de acido nitrico, tempo e temperatura de decomposicao,
assim totalizando 8 experimentos para cada procedimento. Porém, devido a
determinacdo do erro experimental do planejamento necessitar de réplicas, foi
utilizada a alternativa de repeticées do ponto central (FERREIRA, 2015). Portanto,
além dos 8 experimentos, foi efetuado uma triplicada do ponto central resultando em
11 experimentos no total. Nesta etapa, a otimizacao foi empregada utilizando como
amostra o queijo mussarela de bufala (MBA). A avaliacdo da eficiéncia dos
procedimentos de decomposicdo propostos e escolha das condigcdes o6timas de
trabalho, foram tomados como parametros de resposta o aspecto visual, teor de
carbono orgéanico dissolvido (DOC) e a resposta mdltipla presente nos materiais
digeridos.

Na Tabela 3 mostra as condicdes avaliadas em cada frasco para a
decomposicdo no forno de micro-ondas fechado e na Tabela 4 a matriz do
planejamento de digestéo por aquecimento condutivo no bloco digestor fechado.
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Tabela 3 - Matriz do planejamento fatorial completo de dois niveis (23) para otimizacdo do
procedimento de decomposi¢do no forno de micro-ondas com cavidade.

Ensaio Concentracao de HNOs Tempo Temperatura
(mol/L) (min) (°C)
1 2,0 (-) 20 (-) 140 (-)
2 2,0 (-) 20 (-) 180 (+)
3 6,0 (+) 20 (-) 140 (-)
4 6,0 (+) 20 (-) 180 (+)
5 2,0 (-) 30 (+) 140 (-)
6 2,0 (-) 30 (+) 180 (+)
7 6,0 (+) 30 (+) 140 (-)
8 6,0 (+) 30 (+) 180 (+)
9 (PC) 4,0 (0) 25 (0) 160 (0)
10 (PC) 4,0 (0) 25 (0) 160 (0)
11 (PC) 4,0 (0) 25 (0) 160 (0)

Fonte: Autoria propria

Tabela 4 - Matriz do planejamento fatorial completo dois niveis (2%) para otimizacdo do
procedimento de decomposi¢éo no bloco digestor fechado.

Ensaio Concentracao de HNOs Tempo Temperatura
(mol/L) (min) (°C)
1 2,0 (-) 40 (-) 140 (-)
2 2,0 (-) 40 (-) 180 (+)
3 2,0 () 80 (+) 140 (-)
4 2,0 () 80 (+) 180 (+)
5 14,0 (+) 40 (-) 140 (-)
6 14,0 (+) 40 (-) 180 (+)
7 14,0 (+) 80 (+) 140 (-)
8 14,0 (+) 80 (+) 180 (+)
9 (PC) 8,0 (0) 60 (0) 160 (0)
10 (PC) 8,0 (0) 60 (0) 160 (0)
11 (PC) 8,0 (0) 60 (0) 160 (0)

Fonte: Autoria propria
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Na decomposicao por radiacdo micro-ondas, a amostra foi submetida a um
programa de aquecimento executado em duas etapas, com 0s parametros tempo e

temperatura do patamar otimizados, conforme ilustrado na Tabela 5.

Tabela 5 - Programa de aquecimento da decomposicdo das amostras de queijo em forno de
micro-ondas com cavidade.

Programa de Aquecimento

Etapa Temperatura (°C) Tempo (min)  Poténcia (W)
Rampa 140 10 1000
Patamar 140 20 1000
Resfriamento - 20

Fonte: Autoria propria

Todas as amostras foram digeridas em triplicata. Os brancos analiticos
constituiram-se da mesma mistura, acido nitrico e peroxido de hidrogénio, usados
para decompor as amostras, sem a presenca da amostra. Ao final da digestéo,
ocorreu a transferéncia dos digeridos para frascos de polipropileno com volume
completado com agua deionizada para 25 mL, para as decomposi¢des realizadas no

forno micro-ondas e para 20 mL para as digeridas no bloco digestor fechado.

3.4.2. Determinacdo da acidez residual

A determinacgé&o da acidez residual foi realizada a partir de 500 pL dos digeridos
obtidos nas decomposicdes realizadas em condicdes O6timas de ambos os
procedimentos propostos. Esse procedimento foi efetuado por meio de titulacdes
acido-base com solugBes padronizadas de NaOH (0,093 + 0,003 mol L%Y),

empregando titulador automaético.

3.5 VALIDACAO DOS PROCEDIMENTOS

Apés a etapa de otimizacdo dos parametros de decomposi¢cdo acida, com a
finalidade de validar as estratégias analiticas propostas, foram determinados os
parametros de desempenho analitico, hnomeadamente: efeito de matriz, limites de
deteccdo e de quantificacdo, linearidade e faixa linear de trabalho, precisdo e

exatidao.
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Para avaliacdo do efeito matriz, duas curvas de calibracdo foram preparadas,
uma em meio do digerido e outra em meio acido, identificadas em cada nivel de
concentracdo e com triplicada para cada ponto. A investigacdo dessa interferéncia
foi feita o0 efeito de matriz foi estimado por meio da comparagao da razao entre os
coeficientes angulares das curvas de calibracdo externa e os coeficientes das curvas
de calibracdo obtidas por adicdo de analito (BRASIL, 2017; MELO et al., 2020;
SANTANA, 2019).

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados a partir do desvio
padrdo resultante da andlise de 10 solu¢des de brancos analiticos. O LOD e LOQ

podem ser calculados pelas Equacéo 2 e 3 respectivamente:

LOD = 33xs (Equacéo 2)
LOQ = 10; S (Equacéo 3)

Em que, s é o desvio padrdo das medidas repetidas da solucéo do branco e a &
a sensibilidade, indicada pelo coeficiente angular da curva de calibragdo (BRASIL,
2017). A conversdo dos valores de LOD e LOQ para ug g* foi realizada ao
multiplicar pelo volume em mL do digerido avolumado e dividir por 0,250 g, que é a
massa média decomposta do derivado lacteo.

As linearidades dos procedimentos foram avaliadas pelo coeficiente de
correlacdo (R) da curva analitica, seguindo as recomendacfes da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria). Para tal, foram feitas a andlise de, no minimo 5
concentracdes distintas da curva, sendo o coeficiente de determinacédo considerado
aceitavel quando resultados iguais ou superiores a 0,990 foram obtidos (BRASIL,
2017). A faixa linear de trabalho, por sua vez, foi especificada entre o limite de
guantificacdo do procedimento e a concentracdo na qual o sinal analitico desviou-se
da linearidade.

As precisdes das estratégias analiticas foram avaliadas com base no desvio
padrdo relativo (RSD), também conhecido como coeficiente de variacdo (CV), das
digestbes 8 réplicas de amostra de queijo mussarela de bufala (MBA). O CV foi
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calculado da seguinte maneira, expressa na Equacao 4, sendo x a média e s € 0
desvio padrédo (BRASIL, 2017).

CV=-x100 (Equacéo 4)

Kilw

Por fim, as exatidoes das estratégias analiticas desenvolvidas foram avaliadas
utilizando um CRM (material de referéncia certificado) de leite em p6 (NIST 1549a),
e 0s percentuais de concordancia entre os valores determinados e o certificado
foram calculados utilizando a Equacéao 5.

Valor determinado

Recuperacao (%) = Valor certificado x 100 (Equacéo 5)

Além disso, também foram comparados, estaticamente, os resultados obtidos
com os procedimentos propostos e com o método de referéncia, descrito no item
3.5.1.

3.5.1. Procedimento do método de referéncia

O método de referéncia utilizado foi uma adaptacdo do utilizado no Instituto
Adolfo Lutz. Ele consistiu em medir cerca de 250 mg da amostra de queijo em
erlenmeyer de 125 mL, e em seguida, adicionou 5 mL de HCI (6,0 mol L?). O
erlenmeyer foi aquecido em uma chapa aquecedora (IKA, Brasil) por 2 horas na
temperatura de 150 °C, com o cuidado de cobri-lo com um vidro de relégio. Foram
adicionados mais 5 mL da solucdo de HCI ao se notar a secura do filme acido até a
completa dissolugéo das amostras (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

Apoés a digestéo, o digerido foi filtrado ainda quente e transferido para um balédo
volumétrico de 25 mL e volumado com agua deionizada. A decomposicdo foi

realizada em triplicada contendo um branco analitico.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OTIMIZACAO DOS PROCEDIMENTOS DE DIGESTAO PROPOSTOS

A otimizacdo das variaveis da decomposi¢do acida das amostras de queijos,
assistidas por radiacdo de micro-ondas foi realizada a partir do estudo dos seguintes
parametros: temperatura de decomposicdo, tempo do patamar no programa de
aquecimento e concentracdo da solucdo de acido nitrico.

Nesta etapa, foi decomposta uma amostra de queijo mussarela de bufala
(MBA) e o programa de aquecimento adotado foi efetuado em duas etapas, a
primeira consistindo em uma rampa de aguecimento até a temperatura analisada
durante um intervalo de 10 min e a segunda, na manutencdo constante dessa
temperatura por tempo estudado.

A avaliacdo da eficiéncia da decomposicédo do queijo, foi realizada através dos
parametros: aspecto visual, teor de carbono orgéanico dissolvido (DOC) e resposta
multipla.

Analisando o aspecto visual dos digeridos, ndo foi visualizado material
particulado em nenhuma das condi¢des de digestao, indicando que pode ter ocorrido
uma decomposicdo completa da matriz. Se fosse constatada uma decomposicao
incompleta, implicaria na presenca de residuos organicos na solugdo, podendo
resultar em erros sistematicos negativos na determinagcdo dos analitos em queijos,
visto que, teores de calcio e fésforo discordantes do real seriam determinados, uma
vez que, os lipidios intensificam a associacdo desses elementos com a caseina,
impedindo a liberacdo na matriz (KIRA; MAIHARA, 2007; SOUZA, 2015).

Outra resposta de interesse foi o teor de DOC porque indica a quantidade de
carbono que sera introduzida no equipamento usado para a determinagao
elementar, fornecendo uma previsdo das interferéncias por efeito de matriz ou
espectrais (KRUG; ROCHA, 2016). Os valores de DOC para cada ensaio podem ser

visualizados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Planejamento fatorial 22 com o valor de DOC e resposta mdltipla para cada
procedimento da decomposi¢céo assistida por micro-ondas.

Ensaio  [HNOg] Tempo Temperatura DOC Resposta
(mol L) (min) (°C) (% mm?t) mialtipla

1 (-1) 2,0 (-1) 20 (-1) 140 14,51 6,28

2 (-1) 2,0 (-1) 20 (+1) 180 11,13 6,09

3 (+1) 6,0 (-1) 20 (-1) 140 14,62 6,60

4 (+1) 6,0 (-1) 20 (+1) 180 14,70 5,51

5 (-1) 2,0 (+1) 30 (-1) 140 10,47 6,48

6 (-1) 2,0 (+1) 30 (+1) 180 14,70 5,97

7 (+1) 6,0 (+1) 30 (-1) 140 15,64 7,15

8 (+1) 6,0 (+1) 30 (+1) 180 16,84 7,09

9 (PC) (0) 4,0 (0) 25 (0) 160 16,89 6,09

10(PC) (0)4,0 (0) 25 (0) 160 15,64 6,51

11 (PC)  (0) 4,0 (0) 25 (0) 160 16,05 6,48

Fonte: Autoria Prépria

Ao realizar a analise dos dados, o menor teor de DOC encontrado
correspondeu a 10,47 % m m, sendo verificado no ensaio 5 que apresenta como
condicdes de decomposicdo o emprego de acido nitrico 2 mol L, decomposicéo por
30 minutos com a temperatura maxima de aquecimento de 140 °C. Ao gerar 0
Grafico de Pareto (Figura 2), observa-se que para o dominio experimental avaliado,
a variavel concentragcdo e a interacdo entre temperatura e o tempo foram
significativas, ambos negativos, sendo o efeito mais significativo a concentracdo. Os
resultados foram avaliados usando a analise de variancia (ANOVA) a 95% de
confiangca, demonstrando que o modelo ndo apresentou falta de ajuste (p>0,05),

tendo valor de p igual a 0,0512.
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Figura 2 - Gréfico de Pareto para DOC do planejamento fatorial 2 com ponto central para
decomposicéo assistida por micro-ondas

(F)Concentrag 4o !-ﬁ.ﬂg? 768
1by2 I-a,aaaaz

2by3 -2,0141
(2)Tempo -1.49254
{1)Tem peratura -1,18183
1by3 - 238585

p=.05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Fonte: Autoria prépria

Ao analisar a Figura 3(a) referente ao gréafico de superficie de resposta para
teor de DOC em funcédo da temperatura e do tempo, verificou-se que as maiores
eficiéncias de decomposicdo, ou seja, menores teores de DOC, foram alcancadas
para tempo maior de decomposigcdo em uma temperatura mais baixa ou quando é
utilizado um tempo menor em uma temperatura maior. Portanto, dentro do dominio
experimental avaliado, foi possivel obter um baixo percentual de carbono orgéanico
dissolvido empregando temperatura inferior & 160 °C, que de acordo com a literatura
€ a temperatura tipica de degradacdo de proteinas, a depender da duracdo da
decomposicao utilizando radiacéo micro-ondas (GONZALEZ et al, 2009).

Ao observar as Figuras 3(b) e 3(c) nota-se que a concentracdo do acido tem
uma alta influéncia na resposta analitica, visto que, as regides com menores teores
de DOC se encontra nas condicbes de decomposicdo com 0 emprego de acido
diluido. Esses dados ratificam a andlise feita do grafico de Pareto (Figura 2) que
mostra que o fator que apresenta maior significancia, dentro do dominio
experimental avaliado, foi a concentracéo do acido.

Na literatura, h& diversos trabalhos que corroboram que o emprego de acido

diluido em decomposicdes em forno de micro-ondas ndo afeta a eficiéncia da
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digestdo como o de Peixoto e colaboradores (2019) que utilizou 6 mL de &cido
nitrico 3,5 mol L! e 1,5 mL de peréxido de hidrogénio 30% m m para decompor
amostras de leite materno e de Lee e colaboradores (2022) que empregou 6 mL de
acido nitrico 0,1 mol L'* e 2 mL de peréxido de hidrogénio 30% m m* para decompor

amostras de leite.

Figura 3 - Grafico de superficie de resposta para o DOC para decomposi¢do assistida por
micro-ondas em funcdo de (a) temperatura e tempo (b) concentracdo e tempo e (c)
concentracgao e temperatura.

(a) (b)
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. . v
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B =-1725
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13,75
-14,75
-16,75
-16,75

Fonte: Autoria prépria
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Além do DOC, foi avaliada a resposta multipla dos elementos determinados
como variavel dependente. Para tanto, os resultados foram tratados segundo a
Equacéo 1, a partir da qual se obteve a resposta multipla (RM) para os analitos, que
se encontram sumarizadas na Tabela 6. Posteriormente, com base na andlise do
grafico de Pareto (Figura 4), foi observado que para o dominio experimental
avaliado, os efeitos para os fatores foram menores para o nivel de 95% de
confianca, 0 que indica estaticamente a auséncia de significancia. Os resultados
também foram avaliados usando a ANOVA a 95% de confianca e o modelo nao
apresentou falta de ajuste (p>0,05), visto que, o valor de p foi igual a 0,8370.

Figura 4 - Gréfico de Pareto para resposta mdltipla do planejamento fatorial 22 com ponto
central para decomposi¢éo assistida por micro-ondas.
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Fonte: Autoria prépria

O experimento que obteve maior resposta multipla foi o 7 que apresenta como
condic6es de decomposicdo o emprego de acido nitrico 6 mol L%, tempo de 30
minutos e a temperatura maxima de aquecimento de 140 °C. Como 0 ensaio que
teve a maior resposta multipla foi diferente do que obteve o menor valor de DOC,
empregou-se uma abordagem matematica baseada nas funcbes desejabilidade
(Figura 5) que € uma técnica de otimizacdo simultdnea proposta por Derringer e

Suich (1980). Essa abordagem consiste em converter cada resposta em uma funcgéo



46

individual de desejabilidade, na qual varia de 0 a 1, onde o valor O (zero) representa
a condicao totalmente indesejada e 1 (um) € o valor maximo desejavel, ou seja, a
condicdo 6tima. Essas variaveis independentes sdo escolhidas com o objetivo de
maximizar a desejabilidade global (CARVALHO, 2015; FERREIRA, 2015;
SANTANA, 2020).

Figura 5 - Perfis para valores previstos e desejabilidade para o planejamento fatorial 2° com
DOC e RM para decomposicao assistida por micro-ondas.
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Fonte: Autoria prépria

Sabendo que os graficos na Uultima linha representam os perfis de
desejabilidade global e as linhas verticais indicam a condicdo que proporciona a
desejabilidade global maxima, ao analisar a Figura 5, observou-se que os valores
desejaveis que satisfazem as duas respostas (DOC% e RM) foram: acido nitrico 3
mol L, temperatura 140 °C e tempo de 30 minutos. Nenhum dos ensaios estudados
satisfez ambos os valores simultaneamente, visto que, em nenhum dos
experimentos foi empregado o acido nitrico nessa concentracdo. O ensaio que teve
a concentracdo mais proxima, e 0s outros valores dos fatores iguais, foi o

experimento 5 que apresentou como condicdes de decomposicdo o emprego de
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acido nitrico 2 mol L, tempo de 30 minutos e a temperatura maxima de
aguecimento de 140 °C. Como discutido anteriormente, esse ensaio obteve o menor
teor de DOC, além de ter uma concentragéo acida final de 0,40 + 0,03 mol L, sendo
adequada para andlise por ICP OES (KRUG; ROCHA, 2016).

A partir da otimizagéo, foi possivel adotar o uso de &cido nitrico diluido na
decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas de uma matriz proteica e
gordurosa. A possibilidade de empregar solucbes diluidas sem comprometer a
eficiéncia da digestdo no preparo de amostras por radiagdo micro-ondas em sistema
fechado se deve a uma série de reagfes que ocorrem durante a oxidagdo da matéria
organica, as quais resultam na regeneracéo in situ do acido nitrico. Essas reacoes
dependem de dois fatores: o gradiente de temperatura ao longo do frasco reacional
e a presenca de O2 na atmosfera interna dele, sendo que, uma fonte alternativa de
O2 pode ser obtida pelo emprego de peroxido de hidrogénio, como visualizado no
trabalho, e que também atua como oxidante auxiliar (BARELA et al., 2017; BIZZI,
NOBREGA; BARIN, 2014; KRUG; ROCHA, 2016). Apesar de ser reportado na base
literaria trabalho que envolvem a decomposicao de leite empregando acido diluidos,
nao é reportado nenhum compreende a digestdo de queijos nessas condicdes.

Portanto, diante do exposto, foi definido como condi¢cdes experimentais para o
procedimento de decomposicdo assistida por micro-ondas, a utilizacdo de 6 mL de
acido nitrico 2,0 mol L, 2 mL peréxido de hidrogénio 30%, adotando o programa de
aqguecimento que consiste em uma rampa de aquecimento até a temperatura de 140
°C durante um intervalo de 10 minutos e a manutengao constante dessa temperatura
por 20 minutos, totalizando 30 minutos de decomposicéao.

Os mesmos parametros concentracdo de acido nitrico, temperatura e tempo de
decomposicdo foram analisados para a decomposicdo das amostras de queijo por
aquecimento condutivo no bloco digestor fechado. Analisando o aspecto visual dos
digeridos, em nenhuma das condi¢cdes avaliadas ocorreu a presenca de material
particulado nas solucbes resultantes, indicando pode ter ocorrido uma
decomposicdo completa da matriz. A outra resposta de interesse foi o percentual de

DOC, sendo que os valores para cada ensaio podem ser visualizados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Planejamento fatorial 22 com a valor de DOC e resposta multipla para cada
procedimento da decomposi¢do no bloco digestor fechado.

Ensaio  [HNOg] Tempo Temperatura DOC Resposta
(mol L) (min) (°C) (% mm?t) mialtipla

1 2,0 (-) 40 (-) 140 (-) 16,68 5,23

2 2,0 () 40 (-) 180 (+) 11,28 5,12

3 2,0 (-) 80 (+) 140 (-) 13,86 6,91

4 2,0 () 80 (+) 180 (+) 10,71 5,36

5 14,0 (+) 40 (-) 140 (-) 16,59 6,21

6 14,0 (+) 40 (-) 180 (+) 18,84 4,76

7 14,0 (+) 80 (+) 140 (-) 18,17 4,24

8 14,0 (+) 80 (+) 180 (+) 18,83 5,15

9 (PC) 8,0 (0) 60 (0) 160 (0) 17,30 5,48

10 (PC) 8,0 (0) 60 (0) 160 (0) 17,42 6,74

11 (PC) 8,0 (0) 60 (0) 160 (0) 16,06 6,50

Fonte: Autoria prépria

Ao analisar os teores de DOC, o menor percentual encontrado correspondeu a
10,71 % m m, sendo verificado no ensaio 4 que apresentou como condicdes de
decomposicdo na temperatura de 180 °C por 80 minutos com o emprego de acido
nitrico 2 mol L. Verificou-se pela andlise do grafico de Pareto (Figura 6) que para o
dominio experimental avaliado, a concentracdo e a interacao entre concentracao e
temperatura foram significativas, ambos negativos, sendo o efeito mais significativo
a concentracdo. Os resultados foram avaliados usando a ANOVA a 95% de
confianca, demonstrando que o modelo ndo apresentou falta de ajuste (p>0,05),

tendo valor de p igual a 0,1701.
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Figura 6 - Gréafico de Pareto para DOC do planejamento fatorial 2 com ponto central para
decomposicéo no bloco digestor fechado.
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Fonte: Autoria prépria

Ao analisar a Figura 7(a) observou-se que a regido que apresenta menores
percentuais de DOC, dentro do dominio experimental avaliado, foi quando a
temperatura esta acima de 170 °C, ou seja, superior a temperatura de degradacéao
da proteina (160 °C) relatada na literatura. No procedimento anterior foi possivel o
emprego de uma temperatura inferior, visto que, na aplicacdo da radiacdo micro-
ondas pode ocorrer a formacéo de pontos de superaguecimentos, denominados hot
spots, no meio reacional devido a ndo homogeneidade da absorcdo da radiacéo
pelas espécies quimicas (HOZ; DIAS-ORTIZ; MORENO, 2007; HU; MA, D.; MA, J.,
2021). Ademais, alguns autores defendem que efeitos ndo térmicos da radiacédo
micro-ondas ocasiona mudancas em parametros termodinamicos. Isto acontece
devido a oscilacdo do campo elétrico, ha sucessivas mudancas de orientacdo das
espécies quimicas polares, levando ao aumento da probabilidade de choques (HOZ;
DIAS-ORTIZ; MORENO, 2007; SOUZA; MIRANDA, 2011).

Ao observar a Figura 7(b) e 7(c) nota-se que os menores valores de DOC,
dentro do dominio experimental avaliado, ocorreram com o emprego de acido nitrico
diluido. Mas para que seja possivel alcancar esses valores, seria necessario que a

decomposicéo ocorresse acima de 170 °C por mais de 70 min.
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Figura 7 - Gréfico de superficie de resposta para o DOC para decomposicdo no bloco
digestor fechado em funcdo de (a) temperatura e tempo (b) tempo e concentracdo e (c)
temperatura e concentragao.
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Fonte: Autoria prépria

Ademais, foi avaliado a resposta multipla dos analitos, dessa forma, os
resultados foram tratados segundo a Equacdo 1. Os valores se encontram
sumarizadas na Tabela 7. Subsequentemente, com base na andlise do Grafico de
Pareto (Figura 8), foi observado que para o dominio experimental avaliado,
nenhumas das variaveis foram significativas para o nivel de 95% de confianca. Os
resultados foram avaliados usando a ANOVA a 95% de confianca e o modelo néo

apresentou falta de ajuste (p>0,05), visto que, o valor de p foi igual a 0,2062.
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Figura 8 - Grafico de Pareto para RM do planejamento fatorial 22 com ponto central para
decomposicéo no bloco digestor fechado.
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Fonte: Autoria prépria

O experimento que obteve maior resposta multipla foi o 3 que apresenta como
condigdes a digestdo na temperatura de 140 °C por 80 minutos com o auxilio de
acido nitrico 2 mol L't. Como as avaliagGes das variaveis dependentes (DOC e RM)
teve condicdes otimizadas diferentes, aplicou-se a fungéo de desejabilidade (Figura
9) para estabelecer quais sdo as condigbes 6timas de decomposicdo, das amostras

de queijo, por aguecimento condutivo no bloco digestor fechado.
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Figura 9 - Perfis para valores previstos e desejabilidade para o planejamento fatorial 23 com
DOC e RM para decomposi¢éo no bloco digestor fechado.
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Fonte: Autoria prépria

Ao analisar a Figura 9, observou-se que os valores desejaveis que satisfazem
as duas respostas (DOC% e RM) foram: acido nitrico 2 mol L, temperatura 180 °C
e tempo 80 minutos. Essa condicdo correspondeu ao ensaio 4 que teve 10,71% de
DOC e RM de 5,36. Esse experimento obteve o menor teor de DOC, além de ter
uma concentracdo acida final de 0,66 + 0,04 mol L, sendo adequada para andlise
no ICP OES (KRUG; ROCHA, 2016).

Devido a esse fato, optou-se pelas seguintes condicdes de decomposi¢cdo no
aguecimento condutivo por bloco digestor fechado: 250 mg de queijo decomposto
com o auxilio de 6 mL de HNOs 2 mol L* e 2 mL de peroxido de hidrogénio 30% m
m1, na temperatura de digestédo de 180 °C por 80 minutos.

Da mesma forma que ocorreu no procedimento de decomposicéo assistida por
micro-ondas, na digestdo por aquecimento condutivo no bloco digestor fechado foi
possivel a utilizagdo de acido diluido para decompor uma matriz proteica como

gueijo. Na literatura h& poucos trabalhos com empregando o &cido nitrico diluido no
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preparo de amostra no bloco digestor fechado (FERREIRA et al., 2019; SANTANA et
al., 2021, SANTOS et al., 2021).

Apesar desses trabalhos tratarem de preparos de amostra empregando acido
nitrico diluido, ndo ha relato na literatura da utilizacdo de &cido diluido na
decomposicdo, em bloco digestor fechado, de amostras com alto indice proteico
como queijos.

Comparando os dois procedimentos propostos, em ambos foi possivel o
emprego de acido nitrico diluido na concentracdo de 2 mol L, o que esta de acordo
com os principios da Quimica Verde, em virtude de proporcionar uma reducéo nos
volumes de residuos &cidos que sdo produzidos, do qual exige gerenciamento
adequado para evitar danos ao meio ambiente (AVILA et al., 2018). Além disso, é
benéfico para as estratégias analiticas, pois propicia menores valores de branco
analitico, e consequentemente, menores valores de limite de deteccdo e
quantificacao.

Em relacdo aos outros fatores otimizados, a temperatura e o tempo necessario
para a decomposicdo da amostra de queijo assistida por radiagdo micro-ondas
foram menores do que no aquecimento condutivo, sendo possivel a digestdo de
amostra com alto teor proteico em uma temperatura abaixo (140 °C) da reportada na
literatura para a degradacdo de proteina (160 °C) em 30 minutos. Contudo, o
equipamento de forno de micro-ondas apresenta um alto custo, ademais €
necessario maior grau de treinamento para a sua operacéao, portanto, o emprego do

bloco digestor fechado pode ser uma excelente alternativa.

4.2 VALIDACAO DO PROCEDIMENTO DE DECOMPOSICAO NO MICRO-ONDAS

Os procedimentos analiticos devem passar por uma avaliacdo denominada
validagdo. Esse processo tem aspecto vital na garantia da qualidade analitica, visto
gue, tem como objetivo garantir que a estratégia analitica € apropriada para a
finalidade a que se destina, assegurando que os valores obtidos na analise sejam
proximos o suficiente do valor verdadeiro desconhecido, indicando confiabilidade
dos resultados (BRASIL, 2017; RAPOSO; IBELLI-BIANCO; 2020; SANTOS, L. et al.,
2014).

No Brasil, um dos 6rgdos que regulamenta a validacdo das estratégias
analiticas é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (SANTANA, 2020).
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Neste trabalho, a validagdo ocorreu apos avaliagdo dos parametros de desempenho:
efeito matriz, limite de deteccéo, limite de quantificacdo, linearidade, faixa linear de

trabalho, precisao e exatidao.

4.2.1 Efeito matriz

Apesar da técnica de ICP OES ter capacidade de determinacdao multielementar
com a possibilidade de determinacdo simultdnea, € suscetivel a interferéncias do
tipo espectrais e ndo espectrais, sendo que a ultima é denominada efeito de matriz.
Essa interferéncia € causada por constituintes da matriz que compromete a
determinacdo do analito, podendo aumentar ou diminuir o sinal analitico,
ocasionando em um resultado errdbneo da concentragdo (CARTER et al., 2021,
CARVALHO, 2015).

Os efeitos de matriz dos procedimentos analiticos propostos foram estimados
por meio da comparacdo da razdo entre os coeficientes angulares (sensibilidade)
das curvas de calibracédo obtidas por adicdo de analito e os coeficientes das curvas
de calibragao externa (BRASIL, 2017; CARTER et al., 2019; MELO et al., 2020). A
Tabela 8 apresenta os valores dos coeficientes angulares obtidos para cada curva
analitica e a razao entre elas, referentes a decomposi¢cdo no forno micro-ondas e no
bloco digestor fechado.

As razdes encontradas para a decomposicdo assistida por radiagdo micro-
ondas variaram entre 0,81 e 1,17 sendo o menor valor para Ca e o maior para Cr.
Em relacdo ao procedimento proposto empregando a digestdo em bloco digestor
fechado, as razfes variaram entre 0,81 e 1,09 sendo o menor valor para Ca e o
maior para Cr. Como as razdes ficaram na faixa entre 0,80 — 1,20, ndo foi constato
efeito de matriz (CARTER et al., 2019; MELO et al., 2020).
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Tabela 8 - Coeficientes angulares das curvas analiticas de calibracdo para o estudo do efeito
de matriz dos procedimentos propostos usando solu¢des padrdao em acido diluido e no meio
da amostra

Forno de micro-ondas Bloco digestor

Coeficiente fechado
Linha angular em  Coeficiente Coeficiente
(nm) meio acido  angular em Razao angular em Razao
€) meio do (du+a) meio do (de+a)
digerido (dwm) digerido (ds)
Ca
41813 34032 0,81 33842 0,81
(317,933)
Cr
30868 36229 1,17 33800 1,09
(267,716)
Cu
57340 64953 1,13 61045 1,06
(324,754)
K
156191 165109 1,06 164664 1,05
(766,491)
Mn
353192 372805 1,06 373180 1,06
(257,610)
Na
823,28 806,67 0,98 825,05 1,00
(568,821)
P
1631,6 1639,5 1,00 1574,4 0,96
(213,618)
Zn
35978 36799 1,02 35424 0,98
(213,857)

Fonte: Autoria propria

4.2.2 Limite de deteccao e de quantificacao

Os resultados obtidos para os LOD e LOQ referentes ao procedimento de
digestdo empregando radiacdo assistida por micro-ondas, expressos em mg L e ug
gl, estdo apresentados na Tabela 9. Pode-se observar, com base nos valores
estimados, que os procedimentos propostos asseguraram limites de deteccéo e
guantificacdo adequados para a determinacdo de constituintes majoritarios e
minoritarios em matrizes de queijo.

Para o procedimento proposto empregando o forno de micro-ondas, o LOD
variou entre 0,06 (Mn) e 28 ug g* (Na) e o LOQ entre 0,2 (Mn) e 94 ug g* (Na). Em
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relacdo ao procedimento analitico de decomposicdo utilizando o bloco digestor
fechado, o LOD variou entre 0,07 (Cr) e 14 ug g* (Na) e o LOQ entre 0,24 (Cr) e 45
ug g?! (Na). Em ambos, os limites de deteccdo e de quantificacdo apresentaram
valores baixos, indicando que tém uma alta sensibilidade. Tal fato pode ser atribuido
ao uso de acido diluido para a decomposicdo da amostra (BlZZI; NOBREGA,;
BARIN, 2014). Adicionalmente, os valores de LOD e LOQ foram equiparaveis a

outros relatados em trabalhos prévios na literatura (Tabela 9).



57

Tabela 9 - Valores de Limite de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) dos procedimentos propostos de decomposicdo de queijos no forno
de micro-ondas e no bloco digestor fechado comparado com os declarados na literatura.

LOD (mg L) (ug g*)*

Fonte
Ca Cr Cu K Na Mn P Zn
Este trabalho. (Decomposicéo no 0,16 0,003 0,016 0,14 0,28 0,0006 0,02 0,04
forno de micro-ondas) (16%) (0,3%) (1,6%) (14%) (28%) (0,06%) (2% (4%
Este trabalho. (Decomposicéo no 0,12 0,0009 0,004 0,01 0,17 0,001 0,02 0,02
bloco digestor fechado) (10%) (0,07%) (0,3%) (0,8%) (14%) (0,08%) (2%) (1,6%)
DONATO et al., 2021 3,38* n.d. n.d. 1,43* 5,64* n.d. 2,80* 0,24*
CAPCAROVA et al., 2020 0,06 0,030 0.09 0,18 0,02 0,025 n.d. 0,09
PIMENTEL et al., 2018 0,84 n.d. 0,01 0,42 0,86 0,01 n.d. n.d.
GONZALEZ-MARTIN et al., 2011 10* n.d. n.d. 22* 36* n.d. 28* n.d.
Fonte LOQ (mg L™) (ug gh)*
Ca Cr Cu K Na Mn P Zn
Este trabalho. (Decomposicéo no 0,53 0,01 0,053 0,46 0,94 0,002 0,07 0,12
forno de micro-ondas) (53%) (0,9%) (5,3%) (46%) (94%) (0,2%) (7%) (12%)
Este trabalho. (Decomposicéo no 0,40 0,003 0,014 0,03 0,56 0,003 0,07 0,06
bloco digestor fechado) (32%) (0,24%) (1,1% (2,40%) (45%) (0,3%) (6%) (4,8%)
CAPCAROVA et al., 2020 0,12 0,050 0,09 0,28 0,03 0,030 n.d. 0,17
PIMENTEL et al., 2018 1,25 n.d. 0,02 0,62 1,27 0,01 n.d. n.d.

Fonte: Autoria propria
n.d: Valor ndo declarado
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4.2.3 Linearidade e faixa linear de trabalho

A linearidade pode ser avaliada pelo coeficiente de correlacdo (R) e coeficiente
de determinacdo (R?). A ANVISA (BRASIL, 2017) recomenda um coeficiente de
correlacdo acima de 0,990 a partir da determinacdo de no minimo cinco
concentracdes distintas, devido aos possiveis erros associados.

. Na Tabela 10, pode-se observar que para todos os analitos estudados, em
ambos os procedimentos propostos, os valores de correlagdo foram acima de 0,99,

0 que indica a boa linearidade dentro do intervalo de concentracdo avaliado.
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Tabela 10 - Curvas analiticas, faixa de trabalho e coeficiente de correlagdo apés decomposicéo assistida no micro-ondas e no bloco digestor

Forno de micro-ondas Bloco digestor fechado
_ Coeficiente ) Coeficiente _
Analito Faixa de Faixa de
Equacéo dareta de correlacédo Equacéo dareta de correlacao
trabalho (mg L) trabalho (mg L)
(R) (R)

Ca y = 40426x — 28603 0,9993 [0,53 - 175] y = 40005x — 22186 0,9995 [0,40 - 175]
Cr y = 30771x — 155,7 0,9998 [0,01 - 2,5] y = 31097x — 326,16 0,9996 [0,003 - 2,5]
Cu y = 39303x — 417,95 0,9993 [0,05 - 2,5] y = 57340x — 1270,3 0,9988 [0,014 - 2,5]
K y = 143257 x — 2064,2 0,9996 [0,46 - 25] y = 163119x — 45223 0,99985 [0,03 - 25]
Na y = 828,4x + 240,27 0,9995 [0,94 - 125] y = 826,38x + 175,48 0,9995 [0,56 - 125]
Mn y = 351641x — 4694,4 0,9996 [0,002 - 2,5] y = 350328x — 3908 0,9996 [0,003 - 2,5]
P y = 1622,9x — 1145 0,9997 [0,07 - 125] y = 1681,3x — 2668,1 0,9986 [0,07 - 125]
Zn y =36219x + 311,23 0,9998 [0,12 - 2,5] y = 36506x — 1197,7 0,9977 [0,06 - 2,5]

fechado para a amostra de queijo.

Fonte: Autoria prépria
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4.2.4 Precisao

A avaliacdo da precisao foi realizada em termos de repetitividade (preciséo
intracorrida) que expressa a precisdo nas mesmas condicdoes de operagcao
(equipamento, analista, reagentes, local e tempo) em pelo menos seis
determinacdes para uma unica concentragdo (BRASIL, 2017).

Os resultados do teste de repetitividade para os procedimentos propostos
estdo apresentados na Tabela 11. Nota-se que, para a estratégia analitica
empregando o forno micro-ondas, exceto para Cu, os demais analitos obtiveram
coeficientes de variagao (CV) < 5%.

Em relacéo os coeficientes de variacao obtidos para a decomposicéo utilizando
o bloco digestor fechado, variou entre 4,3, para o fésforo, e 8,1, para 0 manganés,

indicando também uma boa precisédo do procedimento.

Tabela 11 - Resultados do teste de repetitividade (média = desvio padrdo, n=8) apos
aplicacdo dos procedimentos propostos de decomposi¢cdo assistida por micro-ondas e por

aquecimento condutivo.

. Forno de micro-ondas Bloco digestor fechado
Analito Concentracédo (ugg?') CV (%) Concentragdo (ugg?l) CV (%)
Ca 8417 + 341* 4,1 8676 + 434* 5,0
Cr 0,98 = 0,04* 4,0 0,96 = 0,07* 6,9
Cu 2,8+0,3* 9,6 2,2+0,1* 4,4
K 312 £ 12* 3,4 347 £ 24* 7,0
Na 4039 + 166* 4,1 4403 + 294* 6,7
Mn 2,0+0,1* 4,0 1,4+0,1* 8,1
P 5462 + 216* 4,0 6131 + 262* 4,3
Zn 38 + 2* 4,3 43 + 3* 7,6

*Desvio padrao

Fonte: Autoria propria

4.2.5 Exatidao

As exatiddes dos procedimentos propostos foram avaliadas comparando os
resultados obtidos pelas estratégias analiticas propostas e pela de referéncia
preconizada pelo Instituto Adolf Lutz (2008) para amostras de queijo. As
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concentracbes de cada elemento da amostra de mussarela de bufala (MBB)

encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12 — Concentracdo dos analitos (ug g?) apdés decomposicdo pelo método de
referéncia e pelos procedimentos propostos (média + desvio padréo, n = 3).

Procedimento Procedimento
Analito Método de Referéncia proposto — Micro- proposto — Bloco
ondas digestor
Ca 7999 + 56 8601 = 224 8100 = 142
Cr n.d. 0,98 + 0,03 0,38 + 0,07
Cu 3,4+0,2 43+04 34+04
K 198 + 14 2354 220+ 3
Na 6769 £ 377 8114 = 242 8151 = 405
Mn 56+0,5 8,7+0,1 7,0+£0,1
P 4168 + 48 5359 + 112 5332 £ 165
Zn 50+9 44 + 2 45+ 3

n.d. ndo detectado

Fonte: Autoria propria

Com objetivo de comparar os valores obtidos em cada procedimento, foi
aplicado o teste t de comparacdo de médias, ao nivel de confianca de 95%, nao
sendo observado a ocorréncia de erro sistematico significativo (p>0,05) para o zinco,
em ambas as estratégias analiticas, e para calcio, cobre e potassio para o

procedimento de decomposi¢cdo empregando o bloco digestor fechado.

Um provavel motivo de nédo ter sido possivel validar os demais elementos pode
ter sido devido ao emprego do acido cloridrico na decomposicao do derivado lacteo,
uma vez que apresenta propriedades complexantes e ndo oxidantes (KRUG;
ROCHA, 2016). Portanto, pode nado ter sido possivel oxidar a matéria organica,
sendo que uma evidéncia desse fato é que a decomposicdo foi incompleta. Essa
auséncia na dissolucdo completa do lacteo pode ter resultado em valores de
concentracdo abaixo do real, para elementos como calcio e potassio que
apresentam uma fracdo associado a proteinas como a caseina (KIRA; MAIHARA,
2007; SOUZA, L. 2015).
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As exatidbes também foram avaliadas através de material certificado de
referéncia de leite em po integral (CRM NIST 1549a), tendo os valores de percentual
de concordancia indicados na Tabela 13. Para o procedimento empregando o forno
micro-ondas, os percentuais de concordancia, em %, entre o valor encontrado e o
valor certificado variaram entre 95 + 1 (K) e 1614 + 32 (Mn). Para a estratégia
analitica utilizando o bloco digestor fechado, os percentuais variaram entre 92 + 1
(Zn) e 1587 = 28 (Mn). Admitindo uma faixa de concordancia entre 90 — 115% como
a ideal para os procedimentos propostos, ambos nao apresentaram boa exatiddo
para determinacao de Mn.

Tabela 13 - Composicdo do material de referéncia certificado, em pg g, CRM NIST 1549a,
apos digestdo 4cida nos procedimentos propostos (média + intervalo de confianga,n=3).

Valor
Valor
_ Valor encontrado
Analito - encontrado - REC (%) REC (%)
certificado _ - Bloco
Micro-ondas _
digestor
Ca 8810 + 240 9606 + 77 109+1 9229 + 117 105+1
K 11920 £430 11372 +155 95+1 11462 + 47 9% +1
Na 3176 + 58 3543 + 41 111 +1 3482 + 74 109 £ 2
Mn 0,184 + 0.024 2,97 + 0,07 1614+32 2,92+0,05 1587 +28
P 7600 + 500 8327 + 14 110+1 7956 + 80 105+1
Zn 33,823 32,8+0,6 97 +2 31,1+0,1 92+1

Fonte: Autoria propria

4.3 APLICACAO DOS PROCEDIMENTOS PROPOSTOS NAS AMOSTRAS DE
QUEIJO BRANCO

Os procedimentos propostos empregando a decomposicao por radiagcdo micro-
ondas e por aguecimento condutivo foram aplicados para a determinagéo de Ca, Cu,
K, Na, P e Zn, no ICP OES, em 9 amostras de queijos brancos, abrangendo 8

marcas diferentes (A a H), comercializadas em supermercados de Salvador, Bahia.

As amostras analisadas foram 2 de queijo mussarela de bufala, 2 amostras de
minas frescal, 2 de ricota, 2 de coalho e 1 de cottage, MBA, MBB, MFC, MFD, RIE,
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RIF, COD, COG, CTH, respectivamente. As concentragbes dos analitos para cada

gueijo encontram-se na Tabela 14.
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Tabela 14 - Concentragéo (ug g) dos analitos nas amostras de queijo apés aplicacdo dos procedimentos propostos (média + desvio) (n=3).

Amostra Procedimento Ca Cu K Na P Zn

Micro-ondas 8417 + 341 312 +£12 4239+ 166 5462+ 216 38+2

MEA Bloco digestor 8676 + 434 2201 347 + 24 4403+ 294 6131+ 262 43+ 3

Micro-ondas 8601 + 224 2354 8114 + 242 5332+ 164 49 + 3

MEE Bloco digestor 8100 + 142 34+04 226 + 13 8151 + 405 5359+ 112 44 + 1

Micro-ondas 9054 + 190 752 +5 3798 £ 93 4869+ 136 40+1

e Bloco digestor 8753 + 188 3,5+0,6 713 + 28 3599 + 141 4587+ 141 381

Micro-ondas 10828 + 262 927 + 27 5457 + 139 6361+ 143 55+3

D Bloco digestor 10271 + 241 3,3+0,2 870+ 10 5868 + 60 6151+ 117 54+2
Micro-ondas 8702 + 488 1103 + 34 3386 + 59 3202 + 228 9,4+22
R Bloco digestor 8278 + 296 3,7+£0,8 1049 + 36 3107 £ 55 3228 £ 126 9,3+0,8
RIF Micro-ondas 2265+ 41 595+ 11 785 16 1736 + 130 8,1+0,9
Bloco digestor 2255+ 31 <LOQ 591 + 23 746 £ 10 1509 + 14 6,9+21

Micro-ondas 10365 + 274 831 + 28 6650 + 263 5334 + 189 43+ 3

ob Bloco digestor 9640 + 139 3,2+0,1 8327 6317 + 115 5450 £ 215 46+ 1

Fonte: Autoria propria



Tabela 14 - Concentragéo (ug g) dos analitos nas amostras de queijo apés aplicacdo dos procedimentos propostos (média + desvio) (n=3).

Amostra Procedimento Ca Cu K Na P Zn
Micro-ondas 4468 + 201 732+ 31 5 2731 + 163 15+1
c0e Bloco digestor 4086 + 167 <LOQ 679 + 23 4087 £ 168 2379+ 89 16+1
Micro-ondas 2895 + 54 556 + 8 4589 +41 1381 +174 17+£2
cH Bloco digestor 2936 + 137 3,1+0,1 562 + 29 4315+ 173 1436+ 154 15+1

Fonte: Autoria propria
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Pode-se observar que os macroelementos Ca, P e Na apresentaram o0s
maiores teores variando entre 1381 + 174 (P) a 10828 + 262 (Ca) ug g*. Por outro
lado, os menores foram encontrados para o microelemento Cu, com os valores

variando entre <1 e 3,7 + 0,8ug g*.

Na Tabela 15, pode-se verificar os intervalos determinados de concentracao
dos analitos nos tipos de queijos brancos analisados. Nota-se que as concentracoes
dos elementos essenciais podem se diferenciar bastante a depender dos derivados
lacteos comparados. Isso esta relacionado a etapa de producdo que difere em
alguns fatores, como a forma de coagulacao, pH, balanco de sal e temperatura, para
cada tipo com o propésito de proporcionar sabor, textura ou aroma particulares, no
entanto, isto também afeta a composicdo nutricional (FOX, 2017; OSORIO et al,
2015; MANUELIAN et al, 2017).

Tabela 15 - Intervalo de concentragdo (ug g?) de macros e microelemento nos queijos
analisados.

. Mussarela Minas ,
Analito Ricota Coalho Cottage
de bafala frescal
4086 — 2895 —
Ca 8100 — 8676 8753 —10828 2255 - 8702
10365 2936
Cu 2,2-4,3 3,3-35 <1-37 <1-32 3,1
K 226 — 312 713 -927 591 — 1103 679-832 556 —562
4087 — 4315 —
Na 4003 - 8115 3599 — 5868 746 — 3107
6317 4589
2379 - 1381 —
P 5332 -6131 4587 -6361 1509 — 3228
5450 1436
Zn 38 -49 38-55 7-9 15-46 15-17

Fonte: Autoria propria

Analisando os teores encontrados para o0 mesmo tipo de queijo, observou
diferenca significativa, a nivel de 95% de confianca, para todos os analitos ao

comparar 0s queijos coalhos. Em relacdo as amostras de minas frescal, teve
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diferenca significativa para todos os analitos, exceto para o Cu, e para as ricotas,
exceto para 0 Zn. Entre as mussarelas de bufala, foi observado diferenca

significativa para Na, Cu e K.

Também foram comparados os intervalos das concentragbes dos analitos
determinados com os valores encontrados na literatura para cada tipo de queijo,
como apresentado na Tabela 16. Ao analisa-la, nota-se a dificuldade de determinar
um valor médio para os elementos constituintes em um tipo queijo devido a diversos
fatores, como o leite utilizado na producdo, que podem interferir na composicéo
nutricional. Em um trabalho realizado por Vidu et al. (2015), ao analisarem o leite de
39 bufalos leiteiros na primeira, segunda ou terceira lactacdo, notaram que as
concentracdes de Ca, P, K, Cu e Fe diferem significativamente (p<0,05) a depender

de qual lactacao o animal est4 passando.
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Tabela 16 - Teores de nutrientes inorganicos (mg 100g1) em amostras dos queijos brancos analisadas e valores declarados na literatura

(Continuacéao).

Mussarela de buafala Fonte
Ca Cu P Na K Zn
810 — 868 02-04 533 -613 400 - 812 23-31 4-5 Este trabalho
575 0,02 412 415 75 2,46 IBGE, 2011
208 + 11 0,024 + 0,002 152+7 211+ 19 18+2 1,34+ 0,05 MANUELIAN et al., 2017
246 0,08 434 537 57,2 3,25 TBCA, 2022
Minas frescal
Ca Cu P Na K Zn Fonte
875 - 1083 0,3-04 459 - 636 360 — 587 71-93 3-6 Este trabalho
579 ND 123 31 105 0,3 TACO, 2011
529 0,03 829 1587 330 2,36 IBGE, 2011
568,5 + 55,6 0.67 £ 0.021 ND 274,9 £ 107,1 76,4+9,5 3,9+0,5 MATERA et al., 2018
611 ND 123 31,2 104 1,51 TBCA, 2022

Fonte: Autoria propria
ND: Valor ndo declarado



Tabela 16 - Teores de nutrientes inorganicos (mg 100g1) em amostras dos queijos brancos analisadas e valores declarados na literatura

(Continuacéao).

Coalho Fonte
Ca Cu P Na K Zn
409 — 1036 0,3 238 - 545 409 — 632 68 — 83 15-5 Este trabalho
746 0,03 444 536 81 3 IBGE, 2011
645 -911 0,06 ND 402 — 868 44 — 68 ND ANDRADE et al, 2022
654,8 + 50,9 0,59 + 0,037 ND 827,9 + 157,9 0,051 + 43+04 MATERA et al., 2018
0,010
731 0,07 423 526 126 2,86 TBCA, 2022
Ricota
Fonte
Ca Cu P Na K Zn
226 — 870 0,4 151 - 323 75 -311 59 -110 0,7-0,9 Este trabalho
253 ND 162 283 112 0,5 TACO, 2011
207 0,02 158 84 105 1,16 IBGE, 2011
260 — 446 ND ND 80 — 183 75 -114 0,35 -0,48 GAMBELLI et al., 1999
Cottage
Fonte
Ca Cu P Na K Zn
290 — 294 0,3 138 — 144 414 — 449 56 - 56 15-1,7 Este trabalho
529 ND 829 1587 330 2,36 IBGE, 2011

Fonte: Autoria propria

ND: Valor ndo declarado

69
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Um dos fatores que resulta nessas diferencas encontradas, € o fato de que néo
h& uma legislacédo que defina os valores minimos e maximos para 0s nutrientes nos
queijos (CANOZER; KOSE, 2022; RODRIGUES, 2016). Por causa disso, €
importante o consumidor ficar atento aos rétulos dos produtos, para que faca
escolhas conscientes na compra. Considerando que o teor de sédio por porcdo, que
para queijos é de 30 g (BRASIL, 2003a), € uma das informacfes obrigatorias nos
rétulos, a Tabela 17 apresenta a comparacdo do valor do nutriente informado na
embalagem com o quantificado no bloco digestor fechado. Para as amostras de
mussarela de budfala, no momento da compra ndo foi possivel o acesso as
embalagens porque os vendedores ja tinham descartado por se tratar de produtos

gue tem a possibilidade da compra de fatias em vez do produto lacteo inteiro.

Tabela 17 - Comparacao dos teores de sédio do rétulo e o quantificado no bloco digestor
fechado e o percentual de diferenca entre eles.

Minas frescal

Marca Bloco digestor No rétulo Diferenca (%)
C 108* 153* -29%
D 176* 134* +31%
Ricota
Marca Bloco digestor No rotulo Diferenca (%)
E 93* 56* + 66%
F 22* 56* - 60%
Coalho
Marca Bloco digestor No rétulo Diferenca (%)
D 190* 183* + 4%
G 123* 115* + 7%
Cottage
Marca Bloco digestor No rétulo Diferenca (%)
H 216** 84,6** +155%
* teor em mg/30g ** teor em mg/50g

O sinal (+) indica que o valor quantificado € maior que o indicado no rétulo, ja o sinal (-) significa que

€ menor.
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A Resolugdo RDC 360 (BRASIL, 2003b) permite uma variagdo de 20% da
informacdo nutricional, porém até com essa margem, apenas um dos queijos
analisados conseguiu restringir a diferenca nessa faixa. A maioria das amostras
analisadas apresentaram uma variabilidade superior na concentragcdo de saédio,
chegando a 171%. Apenas as amostras de coalho tiveram variagbes no teor de

sédio na faixa permitida na legislacéo.

Infelizmente, estudos indicam que € comum os valores de concentracao
especificados nos rotulos ndo corresponderem aos reais. Rodrigues (2016)
comparou a concentracdo de sodio quantificado em andlise laboratorial de trés
marcas de queijo cheddar, minas frescal, mussarela, minas padrdo e parmesao
ralado e constatou que das 15 amostras analisadas, apenas 4 estavam de acordo
com a legislagéo. A maior diferenga encontrada pela autora foi em uma amostra de
cheddar que a embalagem indicava uma concentracdo de 333,3 mg/100g e foi
encontrado 1698,4 mg/100g. Outro trabalho foi a averiguacao realizada em 3100
rétulos de alimentos no Rio de Janeiro pela Subsecretaria de Vigilancia, Fiscalizacéo
Sanitaria e Controle de Zoonoses (SUBVISA), no periodo de trés anos, no qual 60%
dos produtos foram classificados como inadequados por faltarem informacdes na
embalagem ou os dados nao corresponderem com a realidade, e em alguns casos,
as duas situagdes ocorriam (CASEMIRO; LUQUES, 2018).

Também se avaliou a contribuicdo desses analitos para a ingestdo diaria
recomendada (IDR). De acordo com a ANVISA, o IDR pode ser definido como a
guantidade de proteinas, vitaminas e minerais que deve ser consumida diariamente
para atender as necessidades nutricionais da maior parte dos individuos e grupos de

pessoas de uma populacéao sadia (BRASIL, 2005).

Na Tabela 18, sdo apresentados os valores de IDR para Ca, Cr, Cu, P, Na, K,
Mn e Zn e suas contribuigcdes considerando um consumo regular de 30 gramas de

queijo por dia por adulto.
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Tabela 18 - Faixa de contribuicdo no IDR para os queijos analisados.

Contribuicao (%) **

Elemento IDR* ~Mussarela Minas
de bufala frescal

Ricota Coalho Cottage

Ca(mg) 1000  24-26 26 — 32 6,7-26 12-31 9
Cu(ug) 900 7-14 11-12 12 11 10
P(mg) 700 2326 20 — 27 6-14  10-23 6
Na (mg) 2000 6— 12 5-9 1-4 6-9 6-7
K(mg) 3500 02-03 06-08 05-09 07-08 05
Zn (mg) 7 15— 21 16 — 23 3-4 6 — 20 6-7

Fonte: Autoria prépria *BRASIL, 2005 **Por por¢ao — 309

De modo geral, o elemento predominante, nas amostras de derivado lacteo
analisadas, foi o Ca, sendo que j& era esperado, devido a alta concentracdo em leite
(SOUZA et al., 2018; BILANDZIC et al., 2015). Além disso, durante a fabricacdo do

queijo, para acelerar a coagulagéo, CaClz tem sido adicionado (FOX et al., 2017).

Além de conferir elasticidade a massa (SILVA, 2005), a alta concentracao de
calcio enquadra os queijos como fonte desse elemento, porque segundo a RDC N°
54 de 2012 (BRASIL, 2012), determinado alimento é tido como fonte de uma
vitamina ou elementos essenciais quando fornece ao menos 15% do IDR por porcéo
e para ser considerado rico sdo no minimo 30%. Portanto, dispondo de um IDR de
1000 mg/dia para adultos (BRASIL, 2005), o queijo mussarela de bufala e o coalho,
segundo o IBGE (2011), e o minas frescal, segundo a TACO (2011), séo
considerados fontes de Ca por contribuirem com valores maiores que 150 mg/30 g e
a mesma atribuicdo pode ser dada para as amostras queijos estudados, menos para
o de cottage, a ricota da marca F e o coalho da marca G. Ademais, o coalho e o
minas frescal, ambos da marca D, podem ser considerados ricos em Ca, pois

fornecem mais de 30%.

Em seguida, o elemento essencial de maior concentracdo foi P, sendo que as
mussarelas de bufala, minas frescal e coalho da marca D se enquadram como fonte
de P. As mussarelas de bufala apresentaram maior concentracdo em relacdo as
outras amostras, porque o leite de bufala tem sido rico nesse elemento essencial,

em comparacdo com o de vaca e ovelha. Além disso, como a maior parte do fésforo
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estd como fosfato inorgéanico coloidal em todos os tipos de leite, isso explica a ricota
ter menor concentracdo, uma vez que a porcentagem de fésforo inorganico soluvel é
de 30% (AHMAD et al., 2013; ARORA; KHETRA, 2017; DE LA FUENTE; JUAREZ,
2015).

Dentre os queijos analisados, a mussarela de buofala apresentou menor
concentracdo de K, explicado pela baixa concentracdo em leite de bufala em
comparacdo com de vaca, ovelha e cabra (DE LA FUENTE; JUAREZ, 2015). A
maior ingestdo de K atenua os efeitos adversos do Na sobre a pressao arterial,
portanto, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda IDR de potassio de
3500 mg/dia (SANTOS et al., 2018). Embora os leites sejam considerados fontes de
potassio (BILANDZIC et al., 2015; DE LA FUENTE; JUAREZ, 2015), 0 mesmo n&o
pode ser dito para os produtos lacteos analisados. Isto € causado pela adicdo de Na
em alimentos processados, como queijo, 0 que pode provocar uma reducéo da

concentracao de K nestes produtos (YANG et al., 2011).

O Ministério da Saude (BRASIL, 1965) regulamenta o Limite Maximo de
Tolerancia (LMT), em ug g?, para contaminantes inorganicos em alimentos e
determina que para Zn é de 50,0. Comparando os valores apresentados na Tabela
14, todas as amostras de queijos estiveram com valores abaixo do LMT.
Apresentando um IDR de 7 mg/dia, segundo a ANVISA (BRASIL, 2005), as
amostras de minas frescal, mussarela de bufala e coalho da marca D enquadram-se
como fonte de Zn. Observando a Tabela 14, percebe-se que a ricota obteve a menor
concentracdo do analito. Isto pode ter ocorrido em virtude de 90 — 95% do Zn esta
na fase micelar e o restante soluvel, e como a ricota tem sido produzida com o soro
remanescente da producdo do queijo, a concentracdo € baixa, justificando tanto os
valores pequenos no trabalho e os estipulados pelo IBGE (2011) em comparacao
com os outros derivados lacteos (DE LA FUENTE; JUAREZ, 2015).

Em relacdo ao cobre, que foi o analito que apresentou menor teor nas
amostras, uma parte da concentracdo dele é oriundo da contaminacdo durante a
fabricacdo do derivado, contudo, pode ser advinda do leite utilizado (DAGCILAR;
GEZER, 2021).

A OMS recomenda que o maximo de ingestéo diaria de sal seja em torno de 5
g, 0 que equivale a 2 g por dia de sodio (WHO, 2021). Porém, pesquisas recentes

relatam que o consumo pelos brasileiros chega a ser o dobro (NILSON et al., 2017).
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O alto conteudo de sédio em alimentos, como derivados lacteos, é um problema
mundial de saude, afetando outros paises, como Costa Rica (VEGA-SOLANO et al.,
2019), México (CAMPOS-NONATO et al., 2022) e China (HAO et al., 2022).

Alimentos com concentracdo de sédio acima de 80 mg/por¢cdo ndo podem
serem considerados com baixo teor de sédio (BRASIL, 2012) e portando 0 consumo
tem que ser reduzido. Das amostras analisadas, apenas a ricota da marca F
apresentou concentracao inferior. Alguns estudos estdo sendo realizados como o
objetivo de diminuir este teor, como o de Gomes et al (2011), que investigaram o
efeito da reducdo de sodio ao substituir parcial cloreto de sodio por cloreto de
potassio em queijos de minas frescal. No entanto, o cloreto de sddio contribui para
evitar a proliferacdo microbiana, dificultando a sobrevivéncia de patdgenos, como

salmonela, além de proporcionar mais sabor ao alimento (FOX et al., 2017).

Analisando a Tabela 14, nota-se que os valores de concentracdo de sédio
diferiram dependendo do tipo de amostra estudada. Isto € devido ao conteudo de sal
adicionado no alimento que muda a depender do gueijo, ficando na faixa entre 0,5 —
8%, sendo o comum de 0,5 a 2,5% m m (PAULA; CARVALHO; FURTADO, 2009).
A ricota foi quem apresentou menor concentracdo em razao da adig&o situar na faixa
de 0,14 — 1,27%, podendo as vezes nao ser acrescentado (ESPER; BONETS;
KUAYE, 2007).



CAPITULO 5 — CONCLUSOES

75




76

5. CONCLUSAO

Neste trabalho foram desenvolvidos dois procedimentos de preparo de
amostras, em sistemas fechados com diferentes fontes de aquecimento, para
decomposicéo de queijos brancos visando a determinagéo elementar por ICP OES.
Um dos procedimentos propostos foi a decomposicéo utilizando bloco digestor e no

outro foi empregando forno de radiacdo micro-ondas.

O uso da otimizagdo multivariada, como o planejamento fatorial completo de
dois niveis, foi uma ferramenta quimiométrica eficiente, pois, possibilitou a obtencao
das condi¢cbes adequadas para decomposi¢cdo dos derivados lacteos analisados. O
procedimento empregando o aquecimento condutivo teve como condicdes
otimizadas: temperatura de 180 °C, tempo de 80 minutos e concentracdo de HNO3 2
mol L1. Para o procedimento de decomposicédo assistida por radiacdo micro-ondas
foram estabelecidas as seguintes condicBes O6timas: temperatura maxima de
decomposicdo de 140 °C, tempo total de radiacdo de 30 min (com rampa de 10 e
patamar de 20 min) e concentracdo de HNOs de 2,0 mol L. Nas duas estratégias
analiticas foi utilizado peroxido de hidrogénio como agente oxidante auxiliar.

Sob as condi¢cbes oOtimas de trabalho, foi possivel o emprego de acido nitrico
diluido em ambos os procedimentos, 0 que esta de acordo com 0s principios da
Quimica Verde, sendo que ainda ndo ha relato na literatura da utilizacdo de acido
diluido na decomposicdo, em bloco digestor fechado, de amostras com alto indice
proteico, como queijos. Além disso, no preparo de amostra empregando o forno
micro-ondas, foi possivel a digestdo, em 30 minutos, de amostra com alto teor
proteico em uma temperatura abaixo da reportada na literatura para a degradacéo
de proteina (160 °C).

Ambos os procedimentos foram validados e apresentaram boa linearidade (R?
= 0,999), faixa linear de trabalho adequada, precisédo satisfatéria (RSD < 10 %),
adequados limites de deteccdo e quantificacdo e a auséncia de efeito matriz, assim
permitindo a determinacdo de Ca, Na, K, P e Zn para amostras de queijos brancos.
Ademais, tiveram boa exatiddo com resultados de percentual de concordancia dos
teores determinados para os certificados no material de referéncia de leite em po

situados na faixa de 90 — 115%. Apenas na estratégia analitica empregando o bloco
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digestor foi possivel a determinacédo de Cu, sendo que para esse analito a exatidao

foi validada por método de referéncia.

Comparando os dois procedimentos, apesar do maior tempo de decomposicao,
0 emprego do aquecimento em bloco digestor fechado torna-se uma alternativa
vidvel, visto que, apresenta um menor custo, é exigido um menor grau de
treinamento e, por ser menor, € mais facil acomoda-lo em um laboratério pequeno,

em comparacao com o forno de micro-ondas.

Adicionalmente, foi constatado que o tipo de queijo influenciou na variagdo dos
teores de nutrientes. Ademais, para todos os tipos de queijos, observou-se uma
discrepancia (p<0,05) entre as concentracbes para pelo menos um analito ao
analisar os valores para o mesmo tipo, constatando a falta de uniformidade na

composicao nutricional entre as diferentes marcas.

Como forma de complementacao do trabalho, é importante a investigacdo da
bioacessibilidade dos analitos, uma vez apenas uma fracdo dos nutrientes é de fato
absorvido pelo organismo, e 0s presentes procedimentos permitem acessar

informagé&o apenas sobre os teores totais.
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