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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos métodos para a quantificacdao de Co, Mo, Mn,
Cu Fe, Zn, Mg, Na, Ca e K por espectrometria de emissao éptica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) em amostras de soro de leite integral e leite
desnatado, obtidas por coagulacdo enzimatica e por coagulagdo acida. As
condi¢des instrumentais foram previamente estabelecidas pela avaliagdo da
robustez do plasma. O método desenvolvido por digestdo acida em chapa de
aquecimento foi utilizado como referéncia, cujos resultados mostraram Co, Mo, Mn,
Cu e Fe abaixo dos seus LOQs, desvios padrao relativos (RSDs) abaixo de 10 % e
recuperacdes entre 90 e 110 % para a maioria dos elementos. Os resultados
obtidos através do método de introdugéo direta apresentaram recuperagdes entre
90 e 110 % para os elementos estudados e RSDs inferiores a 10 %. Porém, quando
comparados com método de referéncia (teste F e £, 95 % de confianga), revelaram
diferencas significativas entre as concentragbes, sendo observadas também
interferéncias de matriz. A fim de minimizar esses efeitos, foi feita a sonicacao
prévia das amostras. As concentracées obtidas com o uso do banho de ultrassom
foram similares as obtidas pelo método de referéncia (teste F e t, com 95 % de
confianca), mostrando que o método € simples, rapido e eficiente para a
quantificacdo dos elementos estudados em amostras de soro de leite. O método
utilizando o banho de ultrassom foi utilizado para quantificacdo dos elementos em
diferentes amostras de soro de leite, apresentando RSDs abaixo de 10 % e
recuperacdes entre 90 e 110 % € que as concentracdes para o Mg, Na, Ca e K nao
apresentam diferencas significativas (ANOVA, 95 % de confianca) entre as
diferentes amostras, independente da coagulacdo empregada no preparo do soro
de leite e do tipo de leite utilizado. Estudos relacionados a disponibilidade dos
elementos também foram conduzidos, revelando as fragdes disponiveis nas
amostras de soro de leite na faixa de 4,2 a 5,5 % para o Mg, 3,0 a 7,4 % para o Na,
12,3 a 14,7 % parao Ca e 5,1 a 5,8 % para o K. Além disso, as fragcoes disponiveis
determinadas para o Ca e para o K em todas as amostras, independentemente das
suas concentragées no soro de leite e do tipo de coagulagdo empregada no seu
preparo, ndao mostraram diferengas significativas (ANOVA, 95 % de confianga).
Através desse estudo, espera-se contribuir para o entendimento da composicao
inorganica e desses elementos no soro de leite para o organismo humano.

Palavras - chave: soro de leite, metais, introducdo direta, ultrassom, disponibilidade.



ABSTRACT

Methods for quantification of the elements of Co, Mo, Mn, Cu, Fe, Zn, Mg, Na, Ca
and K by inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES) in
whey samples were developed. Instrumental conditions were previously established
by evaluation of plasma robustness. The method of acidic digestion using a hot plate
was employed as a reference method, in which Co, Mo, Mn, Cu and Fe were not
detected. The relative standard deviation, RSD, was lower than 10 % and the
recoveries were between 90-110 % for the most elements. The results obtained by
direct introduction have presented recoveries between 90-110% for the studied
elements and the values of RSD were lower than 10 %. However, when compared
with the reference method (test F and t at 95 % confidence level) showed significant
differences between their concentrations and it was also observed matrix
interferences. In order to minimize these effects, the samples were previously
submitted to an ultrasound treatment. The concentration values obtained with this
treatment were similar to the concentration values obtained by reference method
(test F and t at 95 % confidence level), showing that the method is simple, fast and
efficient for the quantification of the elements studied in samples of whey. The
method using ultrasound was applied to quantify the elements in different samples of
whey, featuring RSD lower than 10 % and recoveries between 90-110%. The results
showed that the concentration of Mg, Na, Ca and K are independent of both, the kind
of coagulation and the type of milk used in the preparation of whey (ANOVA, 95 %
confidence level) for all the samples. The bioacessibility studies of minerals present
in whey samples were also carried out and it was verified that the bioaccessibility
fractions of whey were between 4.2-5.5 % for Mg, 3.0-7.4 % for Na, 12.3-14.7 % for
Ca and 5.1-5.8 % for K. Ca and K did not show significant differences (ANOVA, 95
% confidence level) for all the samples independent of the kind of preparation or milk
used. Through this study, it was expected to contribute to understanding the
inorganic composition of these elements in whey for the human.

Key words: whey, metals, direct introduction, ultrasound, available.
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1 INTRODUGCAO

O soro de leite pode ser definido como a parte liquida do leite obtida, apos a
precipitacdo da caseina (proteina do tipo fosfoproteina), seja para obtencao desta
proteina, seja na producdo de queijos. A composicdo do soro varia em funcao do
leite que lhe deu origem e do processo de fabricagdo do queijo, sendo classificado
em dois tipos béasicos: soro acido e soro doce (MELO NETO et al., 2006).

De uma maneira geral, pode-se considerar que o soro representa 85 a 95 %
do volume do leite e retém aproximadamente 55 % dos seus nutrientes, dentre os
quais, destacam-se a lactose (4 a 5 %), as proteinas soluveis (0,6 a 0,8 %), os
lipidios (0,4 a 0,5 %) e os constituintes inorganicos (8 a 10 % do extrato seco). O
sédio e o potassio representam mais da metade dos constituintes inorganicos
presentes no soro de leite. Existem também compostos organicos como o &cido
lactico, acido citrico, compostos nitrogenados nao-protéicos (uréia e acido urico) e
vitaminas do complexo B (LEITE, 2006).

O soro foi considerado durante muito tempo como um residuo sem qualquer
valor comercial, sendo descartado como efluente ou incorporado em racbes para
animais. Porém, esse procedimento estd sendo revisto em funcdo de suas
propriedades funcionais e nutricionais. Nas industrias alimenticias, o soro de leite
vem sendo empregado como matéria-prima em inimeros produtos, desde bebidas
lacteas até sorvetes e bolos (TREMARIN, 2007).

Observando o crescente emprego do soro de leite, é apresentado um estudo
para determinacdo de alguns dos seus nutrientes inorganicos, bem como das suas
fracbes nutricionais disponiveis, visto que sdo poucos os trabalhos publicados que
tratam destes aspectos.

Além disso, a resolugcado n® 360 de 23 de dezembro de 2003 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) exige das industrias a indicacao apenas
do teor Na nos rétulos dos alimentos. Mesmo assim, os teores de Ca, Fe, Zn, |, P,
Cu, Se, Mo, Cr e Mg sao dados como declaracdes voluntarias pelos fabricantes.
Logo, essas espécies inorganicas também devem ser monitoradas.

As técnicas instrumentais mais utilizadas para a determinacao dos elementos
metdlicos em amostras organicas sao a espectrometria de absorcdo atbmica por

chama (FAAS), espectrometria de absor¢do atdmica com atomizacao eletrotérmica
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(ETAAS), espectrometria de emissdo éptica com plasma acoplado indutivamente
(ICP OES) e a espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-
MS). Estas técnicas requerem o tratamento da amostra, necessario para evitar
problemas relacionados as concentra¢des elevadas de matéria orgéanica.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um método analitico
simples e rapido sem a necessidade da digestdo acida para a determinagdo de
constituintes inorganicos no soro de leite, empregando-se para tal propédsito a
técnica de ICP OES. Nesse estudo, foram avaliados diferentes tipos de soro de
leite, provenientes de leite integral e do leite desnatado.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um método analitico simples e rapido sem a necessidade da
digestdo acida para determinacdo dos macros (Mg, Na, K e Ca) e micro-
constituintes (Co, Mo, Mn, Cu, Fe e Zn) em soro de leite por ICP OES.

2.2 Objetivos Especificos

Otimizar as condi¢gbes instrumentais de vazdo do gas de nebulizagéo,
poténcia do plasma, vazao do gas auxiliar, uso do padrao interno e configuracao de
tocha do ICP OES, visando a determinacdo das espécies metdlicas sem
necessidade de digestao acida da amostra.

Comparar o desempenho analitico do nebulizador cross-flow acoplado a uma
camara de nebulizacdo duplo passo (CF-DP) com o nebulizador conespray
acoplado a uma camara de nebulizagao ciclénica (CS-CC).

Comparar a eficiéncia analitica do procedimento por introducao direta das
amostras e do procedimento com o uso prévio do banho de ultrassom com o
método de digestdo acida em chapa de aquecimento como pré-tratamento de
referéncia.

Confrontar as concentragdes dos elementos estudados nas amostras de
soros de leite integral obtidos por coagulacdo enzimatica (CEl) e acida (CAl) e dos
soros de leite desnatado obtidos por coagulacao enzimatica (CED) e acida (CAD).

Determinar as fragbes disponiveis dos elementos em estudo na amostras de
soro de leite: CEl, CAl, CED e CAD.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Soro de leite

O soro de leite é definido como um subproduto da fabricagdo de queijo e que
representa aproximadamente 85 a 95 % do volume total do leite, dependendo do
tipo de queijo produzido (TEIXEIRA; FONSECA, 2008).

Durante algum tempo o soro foi considerado um residuo pelas industrias de
lacticinios, sendo descartado nos efluentes. Isto representava um importante
problema ambiental, pois dependendo do processo utilizado na fabricagdo de
queijos, sdo obtidos valores de 30.000 a 60.000 mg L' em Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBOs). Porém, este subproduto vem sendo aproveitado como matéria-
prima na fabricacdo de diversos produtos, devido as suas caracteristicas
nutricionais, cujo consumo e utilizacao atenuam problemas relacionados a polui¢ao
ambiental (REVILLION; BRANDELLI; AYUB, 2000; MELO NETO et al., 2006).

Os principais tipos de preparo/obtencdo do soro sdo através dos processos
(SGARBIERI, 2004; ROMAN; SGARBIERI, 2005):

a) enzimatico (enzima quimosina ou pepsina), resultando no soro doce e em
coagulos de caseina, matéria-prima para a producao de queijos;

b) &cido, resultando no soro acido e em caseina isoelétrica que €
transformada em caseinatos;

c) separacao fisica das micelas de caseina (microfiltracdo ou ultrafiltracdo),
obtendo-se o soro e um concentrado em micelas e proteinas.

As principais proteinas do soro sdo a B-lactoglobulina e a a-lactoalbumina
que representam de 70 a 80 % das proteinas do soro; outras proteinas também sao
abundantes como a albumina, imunoglobulinas, lactoperoxidase e lactoferrina
(WALZEM; DILLARD; GERMAN, 2002).

Sao inimeros os artigos que destacam os efeitos positivos das propriedades
das proteinas do soro de leite como suplemento alimentar. O soro de leite na forma
de concentrado protéico representa uma mistura de proteinas que desempenha um
papel relevante na nutricdo (fonte de aminoacidos essenciais), sendo favoravel a

saude humana e na prevengao de doencas infecciosas, cronicas e/ou degenerativas



19

(SMITHERS et al., 1996; MCINTOSH; LE LEU, 2001; WALZEM; DILLARD;
GERMAN, 2002; ROSANELI et al., 2004).

Sgarbieri (2004) discutiu as vantagens e os beneficios do consumo das
proteinas do soro de leite como um suplemento alimentar para atletas e esportistas
em geral, concluindo que essas proteinas e os peptideos, delas derivados, podem
desempenhar um papel importante na prevencdo de doengas crOnicas e
degenerativas, além de serem valiosas aliadas dietoterapicas no tratamento de
véarias doencgas.

Haraguchi, Abreu e De Paula (2006) fizeram uma avaliagdo das propriedades
das proteinas do soro, tanto em humanos como em animais. Os autores
propuseram um enriquecido de alimentos (por exemplo, bebidas) com as proteinas
do soro, com o intuito de facilitar seu consumo por grandes grupos populacionais,

para verificar sua real eficacia.

3.1.1 Constituintes Inorganicos no Soro de Leite

De modo geral, o soro é rico em proteinas, lactose e vitaminas. Os principais
minerais presentes sao o calcio, ferro, magnésio, sédio e zinco, cuja composicao
varia em fungdo do tipo de queijo produzido, dos processos tecnoldgicos
empregados e do leite utilizado (KOSKOWSKI, 1979; MELO NETO et al., 2006;
TEIXEIRA; FONSECA, 2008).

Apesar de existir diferengcas entre as suas composi¢cdes medias, o0
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) apresenta as
composi¢coes meédias dos soros de leite acido e doce, obtidos do leite em pé e do
leite fluido, as quais estéo transcritas na Tabela 3.1.

Diante destes aspectos, alguns pesquisadores vém avaliando a composi¢ao
inorganica do soro de leite. Pereira Jr. e Fernandes (2011) estudaram a associagao
do Se as moléculas organicas do soro de leite de bufala e bovino por ETAAS. O
soro de leite foi obtido por centrifugacdo das amostras a 5000 rpm por 60 min a 4
C. As fragdes do soro de leite obtidas foram submetidas a andlise por cromatografia
de exclusdo de tamanho com deteccdo on-line ultravioleta; para determinacédo do
Se, as amostras foram liofilizadas e diluidas em 200 pL de HNOs a 0,028 mol L™,

usando 5 ug de paladio como modificador quimico. As concentragées totais de Se
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determinadas para o soro de leite de bufala e bovino foram 254,4 e 250,8 ug L™,
respectivamente. O método apresentou recuperacoes de 101,7 % para soro de leite
de bufala e de 81,4% para o soro de leite bovino. Segundo os autores, o Se no leite
de bufala esta associado as moléculas de massas moleculares altas e baixas,
enquanto no leite bovino, estd predominantemente associado as moléculas de
massas moleculares altas, sendo sua distribuicdo nos dois tipos de soro de leite
significativamente diferentes, devido as diferengas de composigcao dos leites.

Tabela 3.1: Composi¢do inorganica do soro de leite acido e doce (mg/100 mL de
soro) obtida do leite em p6 e do leite fluido (USDA, 2010).

Elementos , Leite em P6 , Fluido

Acido Doce Acido Doce
Ca 2054 796 103 47
Fe 1,24 0,88 0,08 0,06
Mg 199 176 10 8
P 1349 932 78 46
K 2289 2080 143 161
Na 968 1079 48 54
Zn 6,31 1,97 0,43 0,13
Cu 0,050 0,070 0,003 0,004
Mn 0,015 0,009 0,002 0,001
Se 27,3 27,2 1,8 1,9

Ylzbasi et al. (2009) quantificaram Pb e Cd por ETAAS e Fe, Cu e Zn por
FAAS em amostras de leite, coalhada, coalhada prensada, queijo fresco, requeijao,
soro de leite e 4gua de escaldagem do queijo Kasar procedentes de duas fabricas
(denominadas A e B), em Ankara na Turquia, com 0 objetivo de investigar a
influéncia de cada etapa dos processos de fabricagdo dos queijos. Os autores
observaram que concentracdo de Pb apresentou um aumento durante o
processamento do leite para coalhada em ambas as fabricas, indicando
contaminagdo nesta etapa do processo por este analito. Além disso, durante as
transigdes entre as etapas da coalhada para a coalhada prensada e da coalhada
prensada para o queijo fresco, quase todos os elementos apresentaram uma

diminuicdo em suas concentragdes, devido as perdas para o soro de leite e para a
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agua de escaldagem. Entre todas as etapas, o soro de leite foi o produto que
apresentou as menores concentragdes dos elementos estudados nas duas fabricas.
Os autores concluiram que a coagulagdo do leite é a parte mais sujeita a
contaminagao e que os diferentes equipamentos e etapas dos processos utilizados
nas duas fabricas mostraram efeitos significativos sobre os teores dos elementos
estudados.

Ayar, Sert e Akin (2009) quantificaram Al, Pb, Cd, Se e As com o uso da
técnica de ICP OES em amostras de leite, manteiga, sorvete, leite em po, soro de
leite em po, iogurte, iogurte escoado, ayran (iogurte liquido tipico da regido) e queijo
(Branco, Kasar, Tulum e Lor). O pré-tratamento das amostras consistiu na
mineralizagao assistida por microondas, utilizando 5 mL de HNO3; a 65 % (v/v), 2 mL
de HO, a 30 % (v/v) e 0,5 a 1,0 g de amostras. Os autores observaram a
ocorréncia da contaminacao por Al nas amostras, a qual poderia ser proveniente
dos equipamentos utilizados no processo de fabricacdo dos produtos a base de
leite. Além disso, as amostras de todos os tipos de queijo apresentaram
concentragées em Pb superiores aos limites estabelecidos pelo Codex Alimentarius
e pela regulagdo da Comunidade Européia e que as amostras do queijo Tulum
apresentaram as maiores concentragdes em Cd.

Garcia et al. (2006) determinaram Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn por FAAS e Se
por fluorimetria em produtos a base de leite de cabras (leite, soro de leite, queijo
fresco e queijo meia-cura), produzidos na ilha de Tenerife, avaliando a época, a
quantidade de fibras na dieta alimentar das cabras e a regidao geogréfica, em que as
amostras foram produzidas. Os autores observaram que, entre as amostras
estudadas, o soro de leite apresentou as menores concentragbes para todos os
elementos, exceto para o Na e que os elementos determinados entre os produtos
estudados apresentaram diferengas significativas entre as concentragbes. A andlise
estatistica indicou que a época de producdo teve uma maior influéncia sobre as
concentragdes dos elementos nas amostras, sendo possivel diferenciar as amostras
de leite e soro das de queijo, ocorrendo apenas uma pequena sobreposicao entre
as amostras de leite e de soro nos dois tipos de queijo estudados.

Johansen, Vegarud e Skeie (2002) observaram a variagdo da composicao em
amostras de soros de leite noruegués, provenientes da fabricacdo dos queijos do
tipo Cheddar e Dutch, através dos parametros solidos totais, lactose, proteinas (B-
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lactoglobulina e a-lactoalbumina), gordura, uréia, K, P, Ca, Na e Mg, determinados
por ICP OES. Os resultados obtidos foram avaliados de acordo com o tipo de queijo,
a regiao geografica e a época de producédo, mostrando que a composi¢cao dos soros
estudados varia de acordo com tipo de queijo produzido; os teores de proteinas,
gordura, uréia e constituintes inorganicos variaram significativamente com as
estacdes do ano; a comparagao entre as composi¢coes do soro de leite do queijo tipo
Duth, produzidos em diferentes regides da Noruega, revelou que o soro procedente
da regido Norte difere significativamente das demais regides. Quando comparadas
as composicbes dos soros noruegueses com as de soros produzidos em outros
paises, foram observadas diferencas quanto aos teores de proteinas e pH.

Martino, Sanchez e Medel (2002) utilizou a técnica de cromatografia liquida
de alta resolucao associada ao ICP-MS para estudar os padrdes de fracionamento
de Fe, Cu, Zn, Mn, Sr, |, Br, Ca e Mg em soros obtidos a partir dos diferentes tipos
de leite: humano, bovino, UHT-bovino e leite em p6. Os soros foram obtidos por
ultra-centrifugacéo dos diferentes tipos de amostras de leite e a separacao das
diferentes fracbes foi realizada por uma coluna de alta pressédo, baseada na
cromatografia de exclusdo por tamanho (coluna TSKgel G 2000 SWy,) acoplada em
linha com o ICP-MS para a deteccdao multielementar. Os autores verificaram que as
concentracées dos elementos presentes no soro de leite humano diferem das
daquelas observadas nas amostras de soro de leite bovino e concluiram que as
diferencas estdo relacionadas com as diferentes formas pelas quais os elementos
estao ligados as moléculas que constituem os soros e que a biodisponibilidade dos
elementos pode ser diferente no soro de leite humano. Os autores sugeriram um
estudo mais cuidadoso quanto as caracteristicas das formulagdes a base de leite
bovino utilizadas para a alimentagdo humana, especialmente para criangas e recém-

nascidos.
3.2 Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente
A técnica de ICP OES baseia-se na quantificacdo da radiagao

eletromagnética emitida, nas regides do visivel e do ultravioleta, por atomos neutros

ou ions excitados.
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O plasma é um gas parcialmente ionizado onde co-existem elétrons livres e
ions positivos em movimento, em um processo continuo de transferéncia de
energia. As principais vantagens do plasma acoplado indutivamente s&o as
elevadas temperaturas (6000 a 10000 K), bem como a sua densidade de elétrons e
ions. As altas temperaturas promovem a dissociacdo € a ionizacdo das moléculas,
diminuindo os efeitos de interferéncia de matriz (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 1998;
GINE-ROSIAS, 1998).

O plasma de arg6nio é formado e mantido por um fluxo de gas argbnio em
um campo magnético de alta frequéncia em uma tocha de quartzo. Deste modo, o
sistema usado para gerar o plasma é formado pelos componentes principais: o fluxo
de argbnio, a tocha de quartzo e a bobina de indugdo magnética, conectada a uma
fonte de radio-frequéncia.

A Figura 3.1 apresenta a segao transversal de uma tocha de quartzo e do
plasma formado usado em ICP OES, em que o fluxo do gés principal de argbnio (12
- 17 L min™) passa no tubo externo da tocha, sendo responsavel pela manutengao
do plasma e protecdo das paredes da tocha contra a fusdo; o fluxo do gas auxiliar
no tubo intermediario da tocha tem a funcéo de direcionar o aerossol da amostra
para dentro do plasma; o fluxo de gas do nebulizador, introduz a amostra no plasma
pelo tubo central da tocha, com o auxilio de um sistema de nebulizagdo (SKOOG,
HOLLER; NIEMAN, 1998).

— PFPlasma

> Bobina de

radiofrequliéncia

Gas principal =g 1
Gas auxiliar  ——jpgu—)

T

Fluxo de gas do
nebulizador

-d— Tubo injetor

Figura 3.1: Secao transversal de uma tocha de quartzo e do plasma formado usado
em ICP OES (BOSS; FREDEEN, 1999).
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O sistema de nebulizacao é composto, em geral, por um nebulizador e uma
camara de nebulizacédo, sendo o nebulizador acoplado a camara de nebulizagdo. A
funcdo basica do nebulizador é de transformar a amostra em solugdo em um
aerossol, constituido por goticulas que variam de 1 a 10 ym de didmetro, operando
a uma vazao de 0,5 a 2 mL min™, considerando o tempo necessario para realizagédo
de uma leitura completa do sinal analitico que varia de 1 a 5 min e depende do
sistema de deteccdo e do numero de elementos a serem determinados. Deste
modo, o volume de amostra gasto em uma determinagdo varia de 1 a 10 mL
(TODOLI; MERMET, 2006).

Os nebulizadores comumente empregados em ICP OES séo os que operam
de modo pneumatico e ultrassénico. Em geral, a escolha do nebulizador depende do
tipo de amostra a ser analisada, pois apenas as pequenas goticulas sao
transportadas para o plasma. Deste modo, a capacidade de produzir pequenas
goticulas determina em grande parte na escolha do nebulizador. Os nebulizadores
pneumaticos sdo os mais utilizados em ICP OES por apresentarem um diametro
maior do capilar da amostra, quando comparado com o0s nebulizadores ultrasénicos
e, portanto, sdo menos suscetiveis a entupimentos (BOSS; FREDEEN, 1999).

Neste trabalho foram utilizados os nebulizadores pneumaticos do tipo cross-
flow e conespray. O funcionamento do nebulizador cross-flow ou de fluxo cruzado,
consiste na passagem de um fluxo de gas argdnio na direcao perpendicular ao fluxo
da amostra, cujo impacto produz o aerossol. Quando comparado ao nebulizador de
vidro concéntrico, o cross-flow ndo é tao eficiente. Porém, o maior didmetro do tubo
capilar e maior distancia entre os injetores (liquido e gasoso) minimizam os
problemas de entupimento, sendo também mais robusto e resistente a corrosdo. O
nebulizador conespray € uma versao melhorada do nebulizador V-Groove. Este tipo
de nebulizador é mais tolerante as solugdes com altos teores de sdlidos dissolvidos,
sendo mais adequado para a maioria das amostras (BOSS; FREDEEN, 1999). Os
esquemas dos nebulizadores cross-flow e conespray sao apresentados na Figura
3.2.
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Figura 3.2: Esquema dos nebulizadores: (a) cross-flow; (b) conespray (BOSS;
FREDEEN, 1999).

A cémara de nebulizacdo é responsavel pelo transporte e selecao das
goticulas do aerossol, sendo as maiores descartadas e as menores, conduzidas ao
plasma (GINE-ROSIAS, 1998). A presenca de acidos pode alterar esses processos,
visto que sdo alteradas a viscosidade e a tensdo superficial, podendo alterar
também a intensidade do sinal de emissdo (TODOLI; MERMET, 20086).

Neste trabalho foram empregadas as camaras de nebuliza¢des do tipo duplo-
passo e ciclnica, cujos esquemas sao apresentados na Figura 3.3. A camara de
nebulizacdo duplo-passo tem um volume de 100 cm®, onde o aerossol formado no
nebulizador passa por um tubo e, em seguida, € forcado a mudar sua trajetéria em
180° nessa mudanca de trajetéria, apenas o aerossol terciario € transportado para
o plasma. A camara de nebulizagdo cicldnica tem um volume interno de 40 cm®,
sendo uma camara de impacto, com relagdo ao comportamento de deposicao de
aerossol, ou seja, o aerossol primario € tangencialmente introduzido na camara, em
que uma fracao do aerossol € perdida, devido os impactos nas paredes da camara e
as gotas restantes entram na saida superior da camara, a qual esta conectada com
a tocha (BOSS; FREDEEN, 1999; TODOLI; MERMET, 2006).
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Figura 3.3: Esquema das camaras de nebulizacao: (a) duplo-passo; (b) ciclénica
(TODOLI; MERMET, 2006)

Existem dois modos de observacdo da tocha: radial e axial. Alguns
equipamentos operam em apenas uma configuracao (radial ou axial) e outros que
combinam os dois modos (double vision). Na configuragdo radial da tocha, o
sistema optico capta as emissdes que ocorrem no raio do plasma, sendo necessario
0 ajuste da altura de observac¢do. Na configuracao axial da tocha, o sistema o6ptico
capta as emissdes que ocorre ao longo do eixo longitudinal do plasma. Nos
equipamentos que apresentam os dois modos de observacdo, a radiacdo emitida
incide em lentes controladas por computador, mediante a escolha do modo de
observacao da tocha, cujo mecanismo de funcionamento é ilustrado na Figura 3.4.
(BOSS; FREDEEN, 1999).

Espelho controlador por computador

Observagio Axial

Observagio Radial

Figura 3.4: Mecanismo de observacdo da radiacdo emitida do plasma em
instrumentos que permitem a dupla viséo, axial e radial (BOSS; FREDEEN, 1999).
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A Zona Analitica Normal (NAZ) é definida como a regido de plasma onde as
emissdes sao detectadas para as determinacdes espectrométricas. A NAZ é
observada lateralmente na configuracao radial, no entanto na configuragao axial, a
NAZ é prolongada, pois o canal inteiro do plasma é observado. Portanto a
heterogeneidade espacial dos elementos tem menor influéncia na configuragéo
axial, pois 0 campo de observacao é maior (TREVIZAN; NOBREGA, 2007).

Considerando que a regidao externa do plasma (cauda) tem menor densidade
eletrbnica e temperatura, em comparac¢ao com a regido radial, € comum a utilizagao
de um fluxo gasoso para remover a extremidade do plasma. O uso desse fluxo
gasoso é fundamental para evitar efeitos de auto-absorcdo, proteger a interface
Optica de dano térmico, prevenir a deposi¢ao de sais na entrada das lentes épticas e
espelhos, reduzir os efeitos de matriz e estender a faixa linear de calibracao
(BRENNER; ZANDER, 2000; TREVIZAN; NOBREGA, 2007).

De modo geral, as determinagbes realizadas na configuracdo axial
proporcionam melhores limites de deteccdo (LOD). Mas, é necessario avaliar a
melhor configuragé@o da tocha, de acordo com o tipo de amostra e com os elementos
a serem determinados, sendo que essa avaliacao deve ser realizada nas melhores
condicdes de operacao do plasma.

O termo "robustez" em ICP OES foi introduzido para indicar as condi¢des em
que o sinal de um analito, em uma dada concentracdo, ndo é significativamente
afetado por mudangas na composi¢cdo da matriz. Neste contexto, matriz consiste
nas espécies quimicas principais da amostra e os reagentes utilizados, tanto acidos
inorganicos como solventes organicos (TOGNONI et al., 2007).

A razao entre as intensidades de emissao do magnésio ibnico a 280,2 nm e 0
magnésio atbmico a 285,2 nm (Mg II/Mg 1) véem sendo utilizada para monitorar as
condi¢des do plasma. A literatura relata que o plasma se encontra em condi¢des
robustas quando essa razao for igual ou acima de 8. No plasma de argdnio puro na
razdo Mg Il/Mg | igual a 8 corresponde a uma temperatura de cerca de 5500 K, por
isso que em condicoes robustas, o plasma é capaz de decompor a matriz
independente da sua natureza e concentracao (DENNAUD et al., 2001; GROTTI et
al., 2008)

As espécies Mg (II) e Mg (I) sdo adotadas para avaliar a robustez do plasma

uma vez que: (a) os dois comprimentos de onda sao relativamente proximos, (b) as
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intensidades das linhas ibnicas e atdmicas sdo da mesma magnitude, e (c) suas
emissdes podem ser quantificadas (DENNAUD et al., 2001).

A razao entre as intensidades Mg IlI/Mg | pode ser usada para estudar os
efeitos dos seguintes parametros: poténcia de radio-frequéncia, vazao do gas de
nebulizagdo, configuracdo da tocha, eficiéncia dos micronebulizadores e o uso de
solventes organicos. Essa razdo também tem sido usada para estudar as
interferéncias, pois um plasma operando em condi¢gdes robustas n&o suprime
totalmente os efeitos de matriz, mas esses efeitos ndo sdo mais provenientes do
plasma (DENNAUD et al., 2001). Condigcbes robustas tém sido associadas a alta
poténcia (1,4 kW), baixa vazao do gas de nebulizagdo (0,6 L min™') e um diametro
interno do tubo do tubo injetor grande (2 mm) (TOGNONI et al, 2007; GROTTI et al.,
2008).

3.3. Uso do Banho de Ultrassom

As ondas de ultrassom apresentam freqiéncias superiores a 16 kHz e se
propagam como onda mecanica por processo de ciclos sucessivos de compressao
e expansao, através de qualquer meio material e ndo sao sentidas pelo homem
(KORN et al, 2003; BARBOZA; SERRA; 1992).

As ondas do ultrassom, podem ser divididas em duas faixas: alta e baixa
frequéncia. As ondas de alta frequéncia (maior que 2 MHz) sdo comumente usadas
na medicina e engenharia para obtencédo de imagens. As ondas de baixa frequéncia
(20 e 100 kHz) apresentam maior poténcia e pode alterar o meio exposto a radiagao
por mudancas fisicas e quimicas (BARBOZA; SERRA, 1992; KRUG, 2008).

Quando liquidos sédo expostos as ondas de ultrassom, ocorre o processo de
cavitacdo que é a formacao, crescimento e colapso implosivo e rapido de
microbolhas cheia de vapor. A répida implosdo das bolhas é devido as suas
condicdes localizadas extremas de temperatura e pressao, estimadas em cerca de
5000 K e 0,1 GPa (KRUG, 2008; VIROT, 2010).

A cavitacdo € o processo que interessa a quimica analitica, visto que
favorece a extracdo de espécies quimicas ou a dissolucdo de amostras sélidas.

(KORN, et al, 2003). Entre as principais vantagens do uso do banho de ultrassom,
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destacam-se: reducdo do tempo de reacao, reducao da quantidade de reagente,
seletividade, favorecimento de reagcdées que ndao ocorrem em condicoes normais e
simplificacdo de alguns sistemas reacionais (reducdo de custos) (BARBOZA;
SERRA, 1992). Entretanto, € necessario um rigoroso controle das condi¢des
experimentais

Neste sentido, Nascentes et al. (2001) propbés algumas condi¢coes de
otimizacdo do ultrassom (Neytech e Cole-Parmer) para a obtengdo de maxima
intensidade de cavitagdo, as quais foram: o uso de uma solugédo aquosa a 0,2 %
(v/v) de detergente a temperatura ambiente; posicionamento central e ao fundo para
os tubos contendo as amostras, em que devem ser processados somente um tubo
por vez por um periodo de até 10 minutos com a substituicAo da solugdo de
detergente, apds o processamento de até 6 amostras consecutivas.

Batista et al. (2011) propuseram um método para especiacdo de Hg em
amostras de frutos do mar, em que a parte comestivel foi moida, homogeneizada e
liofilizada. Aproximadamente, 0,2 g da amostra foi misturada em 10 mL de uma
solugado contendo 0,10 % (v/v) de HCI, 0,05 % (m/v) de L-cisteina e 0,10 % (v/v) de
2-mercaptoetanol e sonicada por 15 min. As fracbes do Hg foram separadas por
cromatografia liquida de fase reversa e analisadas por ICP-MS. O método foi
validado utilizando amostras certificadas (CRMs DOLT-3 e DORM-3), apresentando
uma boa concordancia com os valores declarados. Os autores aplicaram o método
em 19 amostras de frutos do mar (peixe, atum, mexilh&o, polvo, camaréao e lula), e
verificaram que o metilmercurio é a espécie predominante em todas as amostras.

Padilha et al. (2011) desenvolveram um método para determinar Cu, Mg e Se
em hortali¢cas (folhas de abdbora, beterraba, cenoura e couve) através da extracao
dos analitos por sonicagao e posterior quantificagdo em ETAAS. As amostras foram
desidratadas a 50 °C em estufa de circulacdo forgcada até peso constante e
trituradas até granulométrica inferior a 60 ym. Foram misturados 100 mg de amostra
em 10 mL de HCl a 0,10 mol L™ e sonicadas, sendo avaliado o tempo e a poténcia
do banho. O sobrenadante foi analisado, apds centrifugacdo a 13.000 rpm. Os
autores verificaram que apés 5 ciclos de 40 s (3,33 min) na poténcia de 136 W, o
sinal do ETAAS permaneceu praticamente constante. Os resultados foram
comparados com os resultados obtidos através da mineralizagdo das amostras em

forno de microondas, os quais foram estatisticamente similares. Portanto, os autores
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concluiram que o método proposto é equivalente ao método de mineralizacdo em
forno de microondas, apresentando menor consumo de reagente e menor o tempo
de analise.

Santos et al. (2010) avaliaram o efeito do banho de ultrassom e da
centrifugacao na extracdo de Ca, Cd, Cu, K, Mn, Na, Mg, Sr e Zn, por ICP OES em
amostras de ostras, moluscos e mexilhdes, coletadas na Baia de Todos os Santos,
na Bahia. A otimizacdo do método foi feita utilizando tecido de ostra certificada
(NIST 1556b). O procedimento consistiu em misturar 0,25 g de amostra em 10 mL
de uma solugdo contendo HCI, HNO3; e H4C202 a 1,0 mol L, seguido por uma
sonicacdo por 15 min e centrifugacdo a 9000 rpm por 15 min. Os autores
observaram que o efeito da sonicagdo antes da centrifugagao foi muito variavel, mas
promoveu um aumento significativo das extracbes (12 a 44 %) para alguns
elementos essenciais. Além disso, a combinacao sonicacao/centrifugacao ofereceu
uma melhor precisdo e exatiddao. Os resultados mostraram as concentragdes de Cd
e Cu nas amostras de ostras e Zn nas amostras de mexilhdes e moluscos acima
das recomendacgdes para o consumo, sugerindo que sua ingestao pode impor riscos
a saude.

Pontes et al. (2010) desenvolveram um método para determinar Co, Cr, Cu,
Fe, Mn, Ni, Ti, V e Zn em cinzas de carvao por ICP OES. O procedimento consistiu
na sonicacao por 30 min da mistura de 0,4 g da amostra desidratada com 10 mL de
agua régia e 2 mL de HF. A mistura foi centrifugada a 3200 rpm e o sobrenadante
transferido para um frasco de teflon. Ao residuo foram adicionados 5 mL de HNO; a
10 % (v/v), homogeneizado e misturado com o sobrenadante. A mistura foi secada
em chapa de aquecimento por 1 hora, seguida pela adicdo de 5 mL de HNO; e
avolumada para 50 mL. O tempo da sonicagéo foi avaliado para cada elemento.
Para Co, Fe, Mn, Ti e V, 10 min de sonicagao foi suficiente para obter recuperagdes
na faixa de 90 a 110 %, para o Cu e Zn foram necessarios 30 min e para o Cr, 30 a
240 min foram obtidas recuperacgdes entre 85 e 89 %. Os autores também avaliaram
o efeito da agitacdo manual entre as digestdes e verificaram que nao existe

diferenca significativa entre a agitacao e a auséncia da mesma.
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3.4 Disponibilidade dos Constituintes Inorganicos

A composicdo dos alimentos € uma indicagdo do seu valor nutritivo, no
entanto, ndo é suficiente para uma caracterizagdo completa, sob o ponto de vista
nutritivo, porque sao raros os nutrientes que se tornam totalmente disponiveis apés
a ingestédo. A porgao disponivel € aquela que esta em uma forma que pode ser
absorvida pelo organismo, enquanto a porgéo biodisponivel de qualquer nutriente é
aquela que é absorvida pelo organismo em seu metabolismo celular (SGARBIERI,
1987).

Uma maior atencado tem sido dada a composi¢cao qualitativa e quantitativa
(analise) de proteinas, lipidios, carboidratos e vitaminas, enquanto que para
elementos essenciais, apenas os valores de referéncia diarios de ingestdo de
nutrientes sao considerados (SLATER, MARCHIONI, FISBERG, 2004).

A importancia da determinacao da disponibilidade de elementos minerais em
dietas esta centralizada no estabelecimento das recomendacdes de ingestao
desses elementos em fungdo das necessidades dos individuos. Assim, os estudos
da disponibilidade de nutrientes devem ser especificos para cada pais, tendo em
vista a grande diversidade de dietas e de individuos (COZZOLINO, 2007).

Perales et al. (2005) avaliaram a eficiéncia do transporte e da absorgéo pelas
células Caco-2 em alimento infantil (formulas infantis a base de leite e sucos de
frutas com leite e cereais), com base na digestao in vitro, solubilidade do calcio e os
valores da didlise. Apdés a quantificagcdo por FAAS, os autores concluiram que a
classificagdo das amostras de acordo com a biodisponibilidade de célcio depende
do critério utilizado (solubilidade ou dialisabilidade). Para a solubilidade, os valores
mais elevados corresponderam as formulas a base de leite e os menores, para 0s
sucos de frutas. No entanto, ao se utilizar a dialise, foi observado o contrario, os
valores percentuais mais elevados corresponderam aos sucos de frutas e os
menores para as formulas a base de leite. Isto é, as maiores percentagens em
transporte e absorcao pelas células Caco-2 foram observadas para os sucos de
frutas, seguido pelas férmulas lacteas. Os ensaios com as células Caco-2
ofereceram uma estimativa do processo de absorcdo e podem ser considerados
como um indicador melhor do que a solubilidade para a determinacdo da

biodisponibilidade do célcio.
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Laparra et al. (2005) estudaram as concentracdes do arsénio total (AsT) e
arsénio inorganico (Asl) no arroz cozido com agua contaminada por As, verificando
a retencao e o transporte de arsénio por células Caco-2. Os autores observaram
que, apds o cozimento, ocorreu um aumento significativo no teor de Asl e que, apos
a digestao in vitro, a sua biodisponibilidade se mostrou entre 63 a 99 %, sendo o As
(V) a principal espécie encontrada. Em células Caco-2, a retencdo do arsénio foi
entre 0,6 e 6,4 %, o transporte entre 3,3 a 11,4 % e a absorgao total (retengéo
somado ao transporte) variou entre 3,9 a 17,8 %. Neste caso, o arroz cozido com
agua contaminada por arsénio apresenta niveis elevados de As.

Remondetto, Beyassac e Subirade (2004) verificaram a influéncia da
microestrutura hidrogel (filamentos e particulas) das proteinas do soro de leite na
liberacdo de ferro em diferentes condi¢oes, inclusive condigdes simuladas do trato
gastrointestinal. Os experimentos foram inicialmente conduzidos para determinar o
impacto do pH sobre a proteinas na liberacdo do ferro. Os autores concluiram que
as proteinas na forma de particulas liberam mais ferro do que na forma de
filamentos em meio acido. Na presenca de pepsina em pH 1,2 ou pancreatina em
pH 7,5, as microestruturas dos dois tipos proteinas mostraram aumento por
hidrélise, mas apenas as filamentosas apresentaram um aumento da liberagao de
ferro, sugerindo que a estrutura da matriz desempenha um papel importante no
fornecimento de ferro. Testes de biodisponibilidade foram realizados simulando a
digestdo gastrointestinal para imitar o processo de dissolugcao in vivo, sendo
observado que as proteinas filamentosas liberam mais ferro durante a digestao
intestinal, portanto, o ferro € protegido durante a digestdo gastrica. A absorcao de
ferro pelas células Caco-2, utilizadas para estimar a absorgéo intestinal, revelou que
as proteinas filamentosas favoreceram a absorc¢ao do ferro intracelular e, segundo
0s autores, deveria ser de interesse principal o desenvolvimento novos alimentos
funcionais.

Laparra et al. (2003) determinaram a bioacessibilidade (maxima
concentracao soluvel em meio gastrointestinal) do contetudo de AsT e Asl, presentes
em algas comestiveis cozidas, utilizando a técnica de espectrometria de absor¢éao
atbmica com geracdo de hidreto (HG-AAS). Uma mistura para digestao
gastrointestinal in vitro, constituida por pepsina em pH 2 e extrato de pancreatina-

bile em pH 7, foi feita para obteng¢édo da fragdo mineral solivel em trés algas: Hizikia
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fusiforme, Porphyra sp. e Enteromorpha sp. O AsT foi determinado apés calcinacao
e o Asl, apos digestao acida e extracdao com solventes. A bioacessibilidade do Asl
aumentou significativamente ap6s o cozimento, alcangando 73 % em Porphyra sp. €
88 % em H. fusiforme, cuja concentragdo biodisponivel foi de 26 ug g™'; indicando o
risco toxico deste alimento.

Glahn et al. (1998) adaptaram o método de digestao in vivo com as células
Caco-2, para a formagao de ferritina e, assim, avaliar a sua disponibilidade nos
alimentos. O objetivo dos autores foi verificar se a formagdo de ferritina era
proporcional a absorgcdo de Fe e se o método proposto era suficientemente sensivel
para ser um indicador da disponibilidade do Fe digerido nos alimentos. Os autores
observaram que houve uma maior formacao de ferritina nas células expostas ao
digerido contendo acido ascérbico (um forte potenciador de absorcdo do ferro
disponivel) do que no digerido contendo &cido citrico. Comparacdes
complementares em digeridos de carne, peixe, milho e feijao verde demonstram
uma maior disponibilidade de Fe nas amostras de carne e peixe do que no digerido
a partir de milho e feijao verde. Portanto, a utilizagdo de células Caco-2 para a
formacdo de ferritina se mostrou como um marcador altamente sensivel para a
captacao de Fe, permitindo a determinacao da sua biodisponibilidade a partir das
digestbes in vitro. O baixo custo, facilidade de uso e aceitagdo generalizada das
células Caco-2 tornam o modelo uma alternativa atraente para estudos com animais
e uma ferramenta valiosa para uso em conjunto com testes em humanos.

Mais e mais interesse tem sido dado a funcdo dos elementos na nutricdo
humana, pois a constituintes inorganicos dos alimentos desempenham importantes
funcoes bioldgicas. No entanto, o comportamento biologico
(disponibilidade/biodisponibilidade e toxicidade) de um determinado elemento
depende fortemente da forma quimica em que ocorrem em sistemas biolégicos. Por
isso, estudos de disponibilidade sdo necessarios, a fim de obter mais informacdes

sobre os nutrientes inorganicos em soro de leite bovino para fins nutricionais.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais e Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau de pureza analitica e a agua
desionizada utilizada foi produzida por um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
USA), apresentando condutividade de 18 MQ cm. O argdnio (White Martins, SP, BR)
empregado para as analises foi de pureza 99,996 %.

Todos os materiais utilizados, frascos de polietileno e vidrarias, foram
previamente deixados em banho de HNO3z 10 % (v/v) por 24 horas, enxaguados e
Secos.

As solugbes-padrao utilizadas para quantificar os elementos foram obtidas de
suas respectivas solugdes estoque (1000 mg L™ para: Co, Cu, Mo, Mn, Zn, Fee Y e

4000 mg L para: Na, Ca, K e Mg) preparadas em meio de HNOz a 1 % (V/v).

4.2 Instrumentacao

Para o procedimento de pré-tratamento das amostras, foram utilizados os
seguintes equipamentos: banho-maria, Quimis, modelo Q226M1; banho de
ultrassom, Uniqui, modelo USC 1400; chapa de aquecimento, Pemem, modelo
PAM-18; centrifuga, Quimis, modelo Q222T204.

Para a quantificagdo do teor de carbono orgéanico total (TOC) em amostra de
soro de leite foi empregado o equipamento Total TOC-5000, Shimadzu (TK, JP).

Para a determinagdo simultdnea dos elementos metdlicos foi utilizado um
espectrometro de emissao Optica em plasma indutivamente acoplado (ICP OES,
Perkin Elmer, Optima 3000DV, Norwalk, CT, USA). As condigdes de operacao sao
apresentadas na Tabela 4.1.

Os comprimentos de onda usados neste trabalho para os micro-constituintes
Co, Cu, Mo, Mn, Zn e Fe e para os macro-constituintes Na, Ca, K e Mg séao
mostrados na Tabela 4.2.



Tabela 4.1: Condicdes de operacao do ICP OES.
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Parametros Condicoes
Poténcia aplicada (kW) 1,1-1,5

Auxiliar: 0,5

Vazéo do argénio (L min™) Principal: 15

Nebulizagdo: 0,3 - 1,0

Vazao do bombeamento (mL min™) 1,00u 1,5
Altura da visao radial (mm) 15
Diametro do tubo injetor (mm) 2
Tempo de integracao (s) 5
Tempo de leitura (s) 30

Tabela 4.2: Linhas espectrais e comprimentos de onda

determinagdes das espécies metdlicas.

utilizados para as

Elementos Linha especitral A (nm)
Co Il 228.,6
Mo Il 202,0
Mn Il 257,6
Cu I 324,7
Fe Il 238,2
Zn Il 213,9
Mg | 285,2
Mg Il 280,2
Na I 330,2
Ca I 317,9

K I 766,5
Y* Il 371,0
C I 193,0

I: corresponde a linha atémica; Il: corresponde a linha idnica;

* Padrao interno
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4.3 Amostras Estudadas

As amostras de soro de leite estudadas foram previamente preparadas por
coagulagdo enzimatica e por coagulagdo acida a partir de leites fluidos, integral e
desnatado, adquiridos no comércio, para as quais sao dadas as seguintes
denominacgdes:

- Soro de leite integral, obtido por coagulagdo enzimatica (CEl, CEly);

- Soro de leite integral, obtido por coagulacdo acida (CAl);

- Soro de leite desnatado, obtido por coagulagéao enzimatica (CED);

- Soro de leite desnatado, obtido por coagulagéo acida (CED).

4.4 Preparo das Amostras de Soro de Leite
4.4.1 Coagulacao Enzimatica

Aproximadamente 1 L de leite foi colocado em banho-maria e a variagcao da
sua temperatura foi monitorada até atingir 35 £ 3 °C. A seguir, iniciou-se o0
procedimento de coagulacao pela adicdo de 1,00 mL de cultura meséfila (iogurte
natural), para obter uma concentracao de 1 % da cultura na solugcédo resultante.
Foram também adicionados ao leite aquecido 62 mL de CaCl, a 4000 mg L™,
obtendo-se uma concentracgdo final de aproximadamente 250 mg L™ de CaCl,. A
solugcdo resultante foi agitada levemente, adicionando-se em seguida 1,00 mL de
coalho (marca Estrela), volume necessario para coagular 1 L de leite. A quantidade
do coalho necessaria varia de acordo com sua capacidade de coalhar o leite, que
pode variar de fabricante para fabricante. Ap6s agitacdo, o leite coagulado foi
deixado em repouso por 24 horas (ROMAN; SGARBIERI, 2005).

Finalizada a etapa de coagulacdo, o coagulado foi cortado em cubos e
agitado levemente para que ocorresse o desprendimento de seu soro. Em seguida,
a parte coagulada foi retirada e colocada em uma peneira comum para separacao
do seu soro. O soro de leite obtido foi armazenado em frascos de polietileno e

acondicionado sob refrigeragdo a 5 + 3 °C.
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4.4.2 Coagulacio Acida

Para a coagulacdo acida, aproximadamente 1 L de leite foi aquecido em
banho-maria a 80 + 2 °C, quando foram adicionados 3,50 mL de &cido lactico a 85
% (v/v), sob vigorosa agitacao, verificando-se a sua coagulacao. O leite coagulado
foi deixado em repouso por aproximadamente 24 horas (CUNHA et al., 2002). Ap6s
este periodo, o coagulado foi cortado em cubos e agitado levemente para que
ocorresse o desprendimento do soro. Em seguida, a mistura foi colocada em uma
peneira comum para separacdo do soro residual. O soro de leite obtido foi

armazenado em frascos de polietileno e acondicionado sob refrigeracéo a 5 + 3 °C.

4.5 Tratamento das Amostras de Soro de Leite

No desenvolvimento dos métodos apresentados a seguir, foi utilizada a
amostra soro de leite CEl. Para as determina¢des dos macro-constituintes Na, Ca,
K, e Mg, a amostra foi diluida a 30 % (v/v), devido ao alto teor desses elementos na

matriz.
4.5.1 Digestiao Acida em Chapa de Aquecimento (CH)

O procedimento consistiu em quatro etapas, descritas a seguir, empregando-
se a digestdo acida em chapa de aquecimento, devido ao alto teor de matéria
organica presente na amostra.

12 etapa: 25,00 mL de soro de leite foram aquecidos a uma temperatura de
80 °C, durante duas horas para a redugédo do seu volume em aproximadamente 20
%, seguido pelo seu resfriamento a temperatura ambiente;

22 etapa: foram adicionados 20,00 mL de HNOs3 a 65 % (v/v), mantendo-se o
aquecimento a 80 °C por quatro horas. A mistura resultante foi resfriada a
temperatura ambiente, verificando-se visualmente que nao estava totalmente
digerida, devido a uma grande quantidade de material particulado em suspenséo;

32 etapa: foram adicionados 3,0 mL de HNOs a 65 % (v/v) e 3,0 mL de H,O, a

30 % (v/v), mantendo o aquecimento a 80 °C por duas horas. Apds o resfriamento, a
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temperatura ambiente, observou-se visualmente que ainda havia uma quantidade
razoavel de material particulado em suspensao;

42 gtapa: foram adicionados 2,0 mL de HNO3 a 65 % (v/v) e 2,0 mL de H.O» a
30 % (v/v), submetendo-se a mistura ao aquecimento a 80 °C por mais uma hora,
verificando-se que apds 0s sucessivos ataques acidos a amostra se apresentava
completamente limpida. Assim, o digerido obtido foi diluido para 25,00 mL com &gua
desionizada, apresentando um pH na faixa de 5 a 6,5.

O tempo total da digestdao &cida em chapa de aquecimento foi de nove horas.
As digestdes foram conduzidas de forma branda para evitar o superaquecimento
das solucbes e, consequientemente, perdas de amostras por projecao. Os frascos
foram cobertos com vidro de reldgio para manter o refluxo e evitar a contaminagéao
das solucgoes.

A avaliacdo da exatiddao dos resultados foi realizada por experimentos de

adicao e recuperacao de analitos em dois niveis de concentragdes.

4.5.2 Introducao Direta (ID)

A quantificacao dos elementos foi feita pelo método via introdugéo direta de
amostras de soro de leite por ICP OES contra uma curva analitica em meio aquoso
para os elementos estudados.

Os efeitos de interferéncia de matriz foram avaliados por comparacao entre
as sensibilidades obtidas por curvas analiticas em meio aquoso e por curvas de
adicdo de analitos e a avaliagdo da exatiddo por experimentos de adigdo e

recuperacao de analitos em dois niveis de concentragdes.

4.5.3 Uso do Banho de Ultrassom (US)

A técnica do ultrassom foi empregada com o objetivo de favorecer a extragao
dos analitos de interesse nas amostras de soro de leite. Para isto, as amostras
foram submetidas a um banho ultrasbnico durante cinco minutos, em que o0s
recipientes contendo a amostra foram colocadas um a um no centro da cuba do

instrumento, para permitir a intensidade maxima de cavitacdo, como sugerido por
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Nascentes et al. (2001). Em seguida, os elementos foram determinados por ICP
OES.

Os efeitos de interferéncia de matriz, assim como no item anterior, foram
avaliados através da comparagdo entre as sensibilidades obtidas por curvas
analiticas em meio aquoso e por curvas de adicdo de analitos e a avaliacao da
exatidao por experimentos de adigdo e recuperacao de analitos em dois niveis de
concentragoes.

Como aplicagdo do método, foram estudadas outras amostras de soro de
leite obtidas por coagulagcéo enzimatica e acida (CEl,, CAl, CED e CAD).

4.6 Otimizacao Instrumental

4.6.1 Otimizacao das Condicoes Robustas

Nesse estudo, utilizou-se o soro de leite ndo mineralizado, obtido pela
coagulacdo enzimatica do leite integral (CEIl). Deste modo, a otimizagao
instrumental foi feita usando o método ID, cujas condigdes instrumentais foram
empregadas nos métodos CH e US.

Néo foi adicionada solucdo de Mg a amostra, uma vez que esta contém
elevado teor de Mg em sua composigdo. Sendo assim, as intensidades
determinadas para o Mg foram as provenientes da prépria matriz em estudo.

As condigbes robustas foram determinadas observando o efeito sobre a
razao entre as intensidades do Mg II/Mg | quando variada, em ordem, a vazao de
nebulizagédo, a poténcia da radio-frequéncia e a vazao do gas auxiliar para cada um
dos sistemas de nebulizacdo estudados (CF-DP e CS-CC), em ambas as
configuracdes da tocha.

O procedimento consistiu em determinar a melhor vazdo do gas de
nebulizagcao, fixando-se a poténcia de radio-frequéncia em 1,3 kW e variando a
vazdo do gas de nebulizagdo na faixa de 0,3 a 1,0 L min™. Na vazdo do gas de
nebulizacdo otimizada, foi determinada a melhor poténcia da radio-frequéncia por

sua variagao no intervalo de 1,1 a 1,5 kW. Com a vazédo do gas de nebulizagéo e
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poténcia da radio-frequéncia otimizadas, foi determinada a melhor vazao do gas

auxiliar por sua variagdo no intervalo de 0,2 a 1,0 L min™.

4.6.2 Escolha dos Sistemas de Nebulizacao

A escolha do sistema de nebulizagdo, CF-DP ou CS-CC, a ser empregado foi
feita mediante pela comparagdo entre as sensibilidades obtidas por curvas de
adicdo de analito para cada elemento estudado, utilizando a amostra CEIl nao
mineralizada e empregando os métodos CH e US.

4.7 Estudos da Disponibilidade dos Constituintes Inorganicos em Soro de
Leite

O procedimento utilizado para a determinacdo dos elementos disponiveis foi
feito de acordo com a metodologia descrita por Glahn et al. (1998) que simula in
vitro o processo de digestdao em duas etapas seqlenciais: digestdo acida, para
simular a digestdao gastrica; digestdo em pH alcalino, para simular a digestao
intestinal (no trato gastrintestinal).

Para a simulacao da digestao gastrica, uma solugcao de pepsina foi preparada
pela mistura de 0,20 g de pepsina em 8,0 mL de solucdo de HCl a 0,1 mol L™,
seguido por e agitacao até completa dissolu¢ao da pepsina.

Para a simulacdo da digestdo intestinal, uma solugdo foi preparada pela
mistura de 0,05 g de pancreatina e 0,30 g de extrato de bile e 25,00 mL de NaHCO3;
a 0,1 mol L' e agitada até completa dissolucéo.

Foram empregados 10,00 mL de cada amostra de soro de leite (CEl, CAl,
CED, CAD). Inicialmente, na etapa de digestdo gastrica, o pH das amostras foi
ajustado para préximo a 2 pela adicdo de HCl a 5,0 mol L. Em seguida,
acrescentou-se 0,50 mL da solugdo de pepsina (0,0125 g de pepsina por mL da
amostra). As misturas foram entdo colocadas em banho-maria, a uma temperatura
de 37 + 3 °C, durante 60 minutos, sob agitacdo constante.

Em seguida, a mistura foi submetida ao processo de simulacdo da digestao

intestinal, em que o pH do digerido gastrico foi ajustado para aproximadamente 6
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pela adicdo de NaHCO; 1,00 mol L. Em seguida, foram adicionados 2,50 mL da
solucao de extrato de bile-pancreatina (0,005 g de pancreatina e 0,03 g de bile/mL
da amostra) e submetidos ao aquecimento em banho-maria a 37 + 3 °C por 2 horas,
sob agitacao constante. O digerido obtido foi submetido a um banho de gelo por 10
minutos para cessar a acao enzimatica. O pH foi ajustado para aproximadamente
7,2 com a adicdo de solucdo de NaOH 0,5 mol L' e centrifugado a 3500 rpm por 30
minutos, a 4 °C. Ao término da centrifugacdo a parte soluvel foi separada do
precipitado e seus 0s elementos, considerados disponiveis, foram determinados por
ICP OES.

4.8 Figuras de Mérito

Sensibilidade da calibragao é também conhecida como a inclinagéo da curva
analitica ou coeficiente angular da curva analitica. Sua determinacao foi feita pela
média de 3 determinacOes, através da expressao (1), onde m é o coeficiente
angular da curva analitica, A, é a variacdo da resposta e A, € a variagdo da
concentracao (SKOOG et al., 2007).

e
m= 2 (1)

A concentracdo equivalente de fundo (BEC) é, geralmente, definida como a
concentracdo que produz um sinal equivalente a intensidade do sinal do branco,
portanto fornece uma estimativa da quantidade de radiacdo de fundo. Sua
determinacgéao foi feita a partir da curva analitica (intensidade versus concentracao),
isto é através da expressao (2), dada a seguir, em que [, corresponde a intensidade
média de 11 determinacdes do sinal do branco (THOMSEN, ROBERTS, BURGESS,
2000).

_ Db
BEC = 2 (2)

O limite de deteccado (LOD) é a menor concentragdo do analito, em que
podemos distinguir o sinal do analito do sinal do fundo, ou seja, a menor quantidade
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de analito que é “significativamente” diferente do branco. Sua determinacao foi feita
através da expressao (3), dada a seguir. Nessa expressdao o RSD, corresponde ao
desvio padrao relativo ao branco (n = 11) (THOMSEN, ROBERTS, BURGESS,
2000).

3XRSDp X BEC

LOD = ——2— (3)

O limite de quantificacao (LOQ) é a menor concentracao do analito que pode
ser determinada com exatidao, sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas. Sua
determinagdo foi feita através da expressdo (4), dada a seguir (THOMSEN,
SCHATZLEIN, MERCURO; 2003).

LOQ= 3,3 LOD (4)

As determinagbes das concentragcdes dos elementos estudados nas
amostras foram feitas em ftriplicatas e nas condicbes robustas determinadas,
utiizando o sistema de nebulizacdo que apresentou as melhores respostas
analiticas.

Na auséncia de material de referéncia certificado para o soro de leite, a
avaliacao da exatidao para cada método foi feita através de experimentos de adigao
e recuperacdo dos analitos nas amostras em dois niveis de concentracdo. As
concentracdes adicionadas foram: 1,0 e 5,0 mg L™ para Co, Mo, Mn, Cu, Fe e Zn e
25,0 e 80,0 mg L' para Mg, Na, Ca e K.

4.9 Comparacao Entre os Resultados

Com o objetivo de verificar a existéncia de diferencas significativas entre os
resultados obtidos pelos métodos ID e US com o método CH, utilizado como
referéncia, foram aplicados os testes estatisticos F e t (a 95 % de confianca) para
comparar as precisées e os valores das concentracdées médias, de acordo com a

expressdes (5) e (6), em que S? e S? sdo as variancias, X; e X, Sd0 as
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concentragcées médias e n; e n, 0 numero de determinagdes dos métodos 71 e 2,
respectivamente (SKOOG et al., 2007).

Para avaliar as diferencas menos significativas (DMS) entre as
concentragdes dos analitos em diferentes amostras, obtidas por US, foi empregado
o teste estatistico Analise de Variancia (ANOVA, com 95 % de confianca), de acordo
com Skoog et al. (2007).

4.10 Tratamento dos Residuos

Os residuos das amostras enriquecidas e das solucbes-padroes foram
estocados em galdes de polipropileno para que fossem tratados e descartados.

Ao término do trabalho os residuos aquosos foram tratados por precipitagao
fracionada em pH controlado com o uso de NaOH a 1,0 mol L' (Committee on
Hazardous Substances in the Laboratory, 1983). Os precipitados foram separados
da fase aquosa, empregando papel de filtro qualitativo. Os residuos solidos obtidos
foram mantidos nos papéis de filtro utilizados, acondicionados em sacos plasticos,
rotulados e enviados para o deposito de residuos do Instituto de Quimica da
UNICAMP.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacao Instrumental

5.1.1 Condicoes Robustas

Na Figura 5.1 sdo mostrados os efeitos da variacdo da vazdo do gas de
nebulizagdo sobre a razdo Mg II/Mg | quando fixada a poténcia da radio-frequéncia
em 1,3 kW, usando os sistemas de nebulizagcdo CS-CC e CF-CD, as configuracoes

axial e radial e a amostra CEl nao mineralizada.
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(a) (b)
Figura 5.1: Efeito da variacdo da vazéo do gas de nebulizagdo sobre a razdo Mg
[I/Mg | na poténcia da radio-frequéncia de 1,3 kW nos sistemas CF-DP e CS-CC: (a)
configuracao axial, (b) configuragéo radial.

Em ambas as configuracdes estudadas foram verificadas que o emprego do
sistema CS-CC resultou em RSDs préximos de 0,6 %, os quais foram
numericamente menores quando comparados com o sistema CF-DP que se
mostraram proximos a 3,2 %. Os valores baixos de RSDs obtidos para o sistema
CS-CC se devem ao fato de que este sistema foi desenvolvido para suportar
solugcdes com valores elevados em viscosidade e em sélidos dissolvidos com
menores riscos de entupimento (MAESTRE, MORA; TODOLI, 2002).
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Observa-se na Figura 5.1a que sao obtidos valores acima de 8 para as
razdes Mg II/Mg | na configuracao axial, utilizando vazdes do gas de nebulizagcdo na
faixa de 0,4 a 0,7 L min"'. Enquanto que para o sistema CS-CC, as vazdes do gas
de nebulizacdo estdo entre 0,5a 0,7 L min™.

Na Figura 5.1b é verificado que na configuracao radial as razées Mg |I/Mg |
para os dois sistemas de nebulizacdo investigados foram praticamente constantes
quando em vazdes inferiores a 0,7 L min™. Por outro lado, para vazdes do gas de
nebulizagdo superiores a 0,7 L min”, ocorre uma diminuicdo das razées Mg II/Mg |
nos dois sistemas (CF-DP variou de 9,0 a 6,1 e CS-CC variou de 8,7 a 4,3). Isso se
deve, provavelmente, ao fato da diminuicado do tempo de residéncia do analito no
plasma.

O maior valor para a razao Mg II/Mg | obtida na configuracdo radial foi de
11,0 para o sistema CF-DP e de 9,8 para o sistema CS-CC, sendo esses valores
préximos aqueles observados na configuracao axial, isto é, de 10,8 para o sistema
CF-DP e de 10,1 para sistema CS-CC, quando empregadas as vazdes do gas de
nebulizagdo de 0,6 L min™ para o sistema CF-DP e de 0,7 L min™ para o sistema
CS-CC.

Para o sistema CF-DP em ambas as configuragdes a maior razao Mg II/Mg |
foi obtida na vazao do gas de nebulizagéo a 0,5 L min™'. Entretanto, quando utilizado
esse valor de vazao foram observados problemas fisicos como o entupimento do
sistema de nebulizagcdo e do tubo injetor, ndo sendo pratico trabalhar em rotina
nesta condi¢cdo. Assim, optou-se por utilizar a vazdo do gas de nebulizagdo a 0,6 L
min™', na qual ndo foram observados problemas fisicos e nesta condicdo, o plasma
continua operando em condi¢des robustas.

Com as vazdes do gas de nebulizacdo otimizadas para os dois sistemas de
nebulizagdo estudados, foi avaliado o efeito da variagdo poténcia da radio-
frequéncia no intervalo de 1,1 a 1,5 kW sobre a razdao Mg II/Mg |, nas configuracdes
axial e radial, cujos resultados sdo apresentados na Figura 5.2.

Através da Figura 5.2, observa-se que as razdées Mg II/Mg | variaram muito
pouco na faixa de 1,1 a 1,5 kW, em ambas configuracdes para os dois sistemas de
nebulizacdo utilizados, mostrando que o plasma apresenta uma boa transferéncia
de energia para a amostra nestas condicdes (BRENNER; ZANDER, 2000).
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Figura 5.2: Efeito da variacdo da poténcia da radio-frequéncia sobre a razao Mg
II/Mg |, utilizando vazdo do gas de nebulizacdo a 0,6 L min" e 0,7 L min™' nos
sistemas CF-DP e CS-CC, respectivamente: (a) configuracao axial, (b) configuracao

radial.

Utilizando a poténcia de 1,35 kW, nas vazbes do gas de nebulizagao
estabelecidas, os valores obtidos das razées Mg II/Mg | na configuracao axial, para
os dois sistemas estudados, ndo se mostraram muito diferentes. Isto €, nestas
condicdes, utilizando o sistema CF-DP a razdo Mg II/Mg | € de 10,1 e para o
sistema CS-CC de 8,7. Enquanto que para a configuragdo radial, os valores das
razdes Mg II/Mgl foram de 11,8 para o sistema CF-DP e de 10,1 para o sistema CS-
CC. Assim, para ambas as configuracbes da tocha e nos dois sistemas de
nebulizagdo o plasma opera em condi¢des robustas na poténcia da radio-frequéncia
em 1,35 kW.

Com as vazbes do gas de nebulizacdo e da poténcia da radio-frequéncia
otimizadas para os dois sistemas de nebulizagdo estudados, foi avaliado o efeito da
vazdo do gas auxiliar no intervalo de 0,2 a 1,0 L min" sobre a razdo Mg II/Mg |,
cujos resultados séo apresentados na Figura 5.3.

Através da Figura 5.3, pode-se observar que as razbes Mg II/Mg |
permanecem praticamente constantes com o aumento da vazao do gas auxiliar,
para ambas as configuragcbes nos dois sistemas de nebulizagdo estudados. Na
configuracdo axial, as razées Mg II/Mg | se mostram préximas a 9,8 para o sistema
CF-DP e para o sistema CS-CC, proximas a 8,7. Por outro lado, na configuragdo
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radial as razdes Mg II/Mg | ficaram proximas a 10,7 para o sistema CF-DP e para o

sistema CS-CC préximas a 9,8.

[Jcs-cc [cs-cc
25 [CJcF-DP 29— cF-pP

Mg Il / Mg |
Mg Il / Mg

0.2 0.4 0.6 08 1.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0

Vazao do gas auxiliar (L min™) Vazzo do gas auxiliar (L min™)
(a) (b)
Figura 5.3: Efeito da variacdo vazao do gas auxiliar sobre as razdes Mg II/Mg |
usando a poténcia da radio-frequéncia em 1,35 kW e as vazbes do gas de
nebulizacdo em 0,6 L min' e 0,7 L min" para os sistemas CF-DP e CS-CC,

respectivamente: (a) configuragédo axial, (b) configuracao radial.

Assim, péde-se verificar que a variacao da vazao do gas auxiliar pouco afeta
a razao Mg llI/Mgl. Isto indica que, provavelmente, a temperatura do plasma nao é
alterada com a variagdo da vazao do gas auxiliar nas condi¢ées observadas.

Portanto, para ambas as configuracbes o plasma opera em condi¢coes
robustas: para o sistema CS-CC na vazdo do gas de nebulizagdo em 0,7 L min™,
poténcia da radio-frequéncia em 1,35 kW e vazdo do gas auxiliar em 0,5 L min™;
para o sistema CF-DP na vazdo do gas de nebulizagdo de 0,6 L min™, poténcia da
radio-frequéncia de 1,35 kW e vazdo do gas auxiliar em 0,5 L min’. Essas
condi¢des foram aplicadas aos métodos de CH, ID e US.
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5.1.2 Avaliacao do Desempenho dos Sistemas de Nebulizacao Estudados

O desempenho analitico dos sistemas de nebulizagéo investigados (CF-DP e
CS-CC) foi avaliado pela comparagao entre as sensibilidades obtidas por curvas de
adicdo de analito para os elementos estudados, utilizando a amostra CEl nas
condi¢des robustas estabelecidas e nas configuragdes axial e radial.

Os testes estatisticos F e t com 95 % de confianga foram empregados com o
objetivo de verificar a existéncia de diferencas significativas entre os resultados
obtidos para as sensibilidades, usando um F critico igual a 19,0 (para dois graus de
liberdade) e um tcritico igual a 2,8 (para quatro graus de liberdade).

Na Tabela 5.1 sdo apresentados os valores das sensibilidades obtidas com
seus respectivos RSDs (%) e coeficientes de correlagdo (R?) para os dois sistemas
de nebulizagéo e os valores de F e t calculados.

Tabela 5.1: Sensibilidades, RSDs (%), R? do método ID, obtidos por curvas de
adicao de analito na amostra CEI, usando os sistemas CF-DP e CS-CC e os valores
de F e tcalculados entre as sensibilidades (n = 3).

Configuracdo Axial Configuracéo Radial
Flementos %Z-f'DsFi’bi"iazde((:F?ég(): F | T %Z-nDsli:biliJFl{gdec(gsC;) FI|T
o | Ty | e w07 ea | BE) | BV lw a7
wo | BEU0 [ FUS0D [ [ar] 2008 | 4200 [is]es
| PR [5G0 a0 (o0 | GG | GAED 1o
[P [ SRS g s | OREN| PRALI [1 o7
Fo | "0sors | osesr | 25129 | “oeots” | “0asei 29|37
o | ALY | BEAO 1w FS0T | FLED g o
v | PG [POEES [ 72 [FL00 TEALT oz
v | RS Y e ee] 00 | BEET [
R R R e e R
| | Sl e GELY | RIEY onas

* Resultados que nao diferem significativamente a 95 % de confianca
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Os resultados obtidos pelo teste F indicam que nao existem diferencas entre
as precisdes das sensibilidades obtidas, exceto para o Ca na configuracao axial.
Porém, o teste t mostra que existem diferengas entre as sensibilidades médias
obtidas através dos sistemas de nebulizagcdo estudados, exceto para o Zn nas
configuracdes axial e radial e para o K na configuracao radial.

Quando comparados os valores das sensibilidades médias obtidas entre os
dois sistemas verificam-se que o sistema CS-CC apresenta valores maiores para
todos os analitos, nas duas configuracdes estudadas, exceto apenas para o Zn e K.
Este comportamento comprova que este sistema €é mais indicado para
determinagdes em solugdes com concentracdes altas em sélidos dissolvidos, tal
como a amostra estudada, conforme Brenner e Zander (2000) e Maestre, Mora e
Todoli (2002). Por essa razdo os experimentos subsequentes foram realizados
utilizando o sistema CS-CC.

A influéncia da configuracao da tocha e do uso de padrao interno (itrio a 1,0
mg L") foram avaliados através dos parametros BEC, LOD e LOQ para a
determinagéo dos elementos estudados utilizando o sistema de nebulizagdo CS-CC,
cujos resultados sao apresentados na Tabela 5.2.

Pode-se verificar que na configuracdo axial, os micro-constituintes
apresentaram os valores menores de BECs e LODs, enquanto que para os macro-
constituintes, valores menores de BECs e LODs foram observados na configuracao
radial. Além disso, uso de itrio a 1,0 mg L' como padrao internou ndo apresentou
uma melhora expressiva nos resultados, principalmente para os macro-constituintes.

Assim, de acordo com as figuras de mérito estudadas, as melhores
condi¢des para as determinagbes das espécies metélicas estudadas para o método
ID sdo: utilizagdo do sistema de nebulizagdo CS-CC; configuracdo da tocha axial
para a Co, Mo, Mn, Cu, Fe e Zn sem o uso de 1,0 mg L™ de itrio como padrao
interno; configuracdo de tocha radial para a Mg, Na, Ca e K e sem o uso de 1,0 mg
L™ de itrio como padrdo interno. Essas condicées também foram aplicadas nos
métodos CH e US.
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Tabela 5.2: BECs, LODs e LOQs (mg L") do método ID para as espécies estudadas

usando a amostra CEl e o sistema CS-CC.

Elementos Sem ltrio Com ltrio (1,0 mg L)

BEC LOD LOQ BEC LOD LOQ

Co 0,16 0,04 0,13 0,14 0,04 0,13

Mo 0,12 0,05 0,17 0,10 0,04 0,12

Conf. | Mn 0,05 0,02 0,05 0,09 0,03 0,10

Cu 0,11 0,04 0,14 0,15 0,05 0,18

Q Fe 0,83 0,33 1,10 0,85 0,31 1,03

| Zn 4,88 0,95 3,14 4,58 0,54 1,77
A Mg | 38,58 10,46 34,52 40,05 14,18 46,79
L Na | 266,27 77,16 254,63 | 271,39 83,14 274,37
Ca | 375,53 | 122,91 | 405,60 39,95 9,41 31,06
K 612,60 | 219,97 | 725,89 | 579,80 | 169,95 | 560,85

Co 0,14 0,05 0,18 0,21 0,08 0,27

Conf. |_Mo 0,24 0,07 0,22 0,33 0,12 0,39

Mn 0,08 0,03 0,10 0,08 0,03 0,10

R Cu 0,15 0,05 0,17 0,27 0,11 0,37

A Fe 0,87 0,30 1,00 0,87 0,30 1,00

D Zn 5,24 1,01 3,32 4,69 0,86 2,83

I Mg | 39,27 10,48 34,58 40,50 14,70 48,51
A Na | 264,75 69,13 228,12 | 269,85 81,20 267,95
L Ca 36,89 7,93 26,18 37,57 8,53 28,15
K 577,97 | 140,68 | 464,26 | 588,52 | 161,54 | 533,09

5.2 Digestdo Acida em Chapa de Aquecimento (CH)

No desenvolvimento deste método, o TOC foi avaliado a fim de verificar o

melhor volume de HNOj3; para a obtencao de um digerido com menores teores de

matéria organica na amostra CEl, em que foi variado o volume de HNO3 de 15 a 30

mL. Na Figura 5.4 sdo apresentados os valores dos TOC obtidos do em fungéo do

volume de HNOj; adicionado na digestdo da amostra CEI.



51

30000

[ CIcEl

25000

20000

o
2 15000 -|
£

6]
]
=

10000 ~

5000

Volume de HNO, (mL)

Figura 5.4: Variagdo do TOC com o volume de HNO3 adicionado na amostra CEl no

desenvolvimento do método CH (n=3).

Através da Figura 5.4, observa-se que ocorre o decréscimo do TOC com o
aumento do volume de HNOs, até 25 mL. Acima deste volume, o TOC varia muito
pouco, mostrando que o melhor fator para a digestdo acida € na relagcao de 1:1 em
volume de amostras de soro de leite e de HNOs.

Na Tabela 5.3 sdo apresentadas as figuras de mérito obtidas para os
elementos estudados empregando as condicdes estabelecidas no item 5.1 e na
Tabela 5.4, os resultados das concentracdes (mg L") e das recuperacdes (%) com
os seus RSDs para os elementos estudados na amostra CEI.

Os resultados mostram que as espécies Co, Mo, Mn, Cu e Fe se encontram
abaixo dos seus respectivos LOQs, os RSDs para todas as determinagdes sao
inferiores a 10 % e as recuperacdes para a maioria dos elementos estudados estao
na faixa de 90 a 110 %.

De uma forma geral, 0 método de digestdo acida em chapa de aquecimento
em amostras de soro de leite mostrou ser de preparo relativamente simples, mas é
um processo lento e susceptivel a erros analiticos, como possiveis perdas e/ou

contaminagbes da amostra.
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Tabela 5.3: BECs, LODs e LOQs (mg L") do método CH para as espécies

estudadas usando a amostra CEl e o sistema CS-CC.

Elementos BEC LOD LOQ
Co 0,27 0,05 0,16
Mo 0,34 0,11 0,36
Mn 0,06 0,01 0,05
Cu 0,22 0,07 0,22
Fe 0,26 0,08 0,27
Zn 0,07 0,01 0,03
Mg 0,06 0,01 0,04
Na 72,92 14,65 48,33
Ca 0,38 0,06 0,21

K 8,10 1,52 5,01

Tabela 5.4: Concentragdes (mg L") e recuperagdes (%) com os seus RSDs (%),
obtidos pelo uso do método CH na amostra CEl (n = 3).

~ » Recuperacao % (RSD)
. Concentracao mg L , ~ . .
Espécies (RSD) Nivel de concentracao adicionada

1,0 mg/L 5,0 mg/L
Co < LOQ 100,8 (7,9) 93,2 (4,9)
Mo < LOQ 106,1 (9,9) 109,1 (9,7)
Mn < LOQ 102,6 (9,8) 99,5 (4,4)
Cu <LOQ 108,3 (6,1) 106,2 (4,4)
Fe <LOQ 97,3 (4,6) 98,4 (1,6)
Zn 3,8 (3,1) 109,3 (2,5) 104,8 (4,5)
25,0 mg/L 80,0 mg/L
Mg 94,2 (1,3) 99,9 (1,2) 98,8 (1,4)
Na 373,2 (3,8) 98,3 (4,2) 105,3 (3,4)
Ca 682,9 (8,8) 105,3 (8,0) 98,7 (7,6)
K 1385,7 (1,1) 110,7 (1,1) 102,5 (1,1)
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5.3 Introducao Direta (ID)

As figuras de mérito para o método ID sdo aquelas apresentadas na Tabela
5. 2, nas condig¢des previamente estabelecidas.

A fim de verificar possiveis efeitos de matriz na quantificacao dos elementos
via introducao direta das amostras por ICP OES, foram aplicados os testes F e
entre os resultados das sensibilidades médias obtidas por curvas de adicdo de
analito e por curvas analiticas em meio aquoso.

Na Tabela 5.5 sdo apresentados os valores das sensibilidades, RSDs (%),
coeficientes de correlagdo (R?) obtidos através dos dois modos de calibracdo e os
valores de F (F critico igual a 19,0 para dois graus de liberdade) e t (t critico igual a

2,8 para quatro graus de liberdade) calculados a 95 % de confianca.

Tabela 5.5: Sensibilidades, RSDs (%) e R? no método ID obtidos por curvas de
adicao de analito na amostra CEl e curvas analiticas em meio aquoso e valores de

F e t calculados entre as sensibilidades (n = 3).

Sensibiliggde (RSD)
Elementos Curva de adicao de Curva analitica F t
Analito em meio aquoso
Co 7005,59(827,1 ) 6761’339(826,1 ) 1,1* 2,6%
o | e B’ | | w
C I T I I R
Cu 59251 ;,é)gg ,2) 574&3,539%0,5) 6,0* 4,0
3 I N I I IR
o | EEY TR e |
o | TR | TS || s
o e AT
Ca 1 023%,919%0,8) 1 9032,929(71 ,0) 6,0* 73.9
K 0,069 9690 31 | 380

* Resultados que nao diferem significativamente a 95 % de confianca
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Conforme observado na Tabela 5.5, verifica-se pelo teste F que ndo existem
diferencas significativas entre as precisbes das sensibilidades obtidas nos dois
modos de calibragdo. Entretanto, o teste t mostra que existem diferencas
significativas entre os valores das sensibilidades médias para todos os analitos,
exceto para o Co, indicando efeito de matriz.

Mesmo assim, foram realizadas as determinagées das concentragbes das
espécies metdlicas pelo método ID, utilizando calibragdo externa. A Tabela 5.6
apresenta as concentragdes (mg L") e as recuperacdes (%) com seu RSDs (%) na
amostra CEl para as espécies metalicas estudadas .

Tabela 5.6: Concentragdes (mg L), recuperacdes (%) e RSDs (%), obtidos pelo

uso do método ID na amostra CEI (n=3).

Espécies Concentragdo mg L™ , Recuperagao c:/° (RS.D.)
(RSD) Nivel de concentracao adicionada

1,0 mg/L 5,0 mg/L
Co <LOQ 99,3 (5,6) 102,3 (3,5)
Mo <LOQ 112,2 (10,6) 105,3 (9,5)
Mn <LOQ 95,6 (4,2) 106,2 (8,8)
Cu <LOQ 104,2 (6,2) 107,9 (8,4)
Fe <LOQ 104,0 (9,9) 104,0 (9,9)
Zn <LOQ 95,0 (8,8) 96,7 (3,1)

25,0 mg/L 80,0 mg/L
Mg 211,3 (9,0) 102,8 (7,3) 97,3 (4,8)
Na 775,1 (5,4) 97,3 (9,1) 116,1 (7,6)
Ca 337,1 (10,8) 98,7 (10,2) 108,9 (7,7)
K 1525,1 (3,9) 98,4 (4,5) 102,4 (6,2)

Verifica-se na Tabela 5.6 que o Co, Mo, Mn, Cu, Fe e Zn estdo abaixo do
LOQ, os RSDs sao inferiores a 10 % € as recuperacdes na faixa de 95,0 a 112,2 %
para todos os analitos, exceto para o Na, em que foi obtida uma recuperacao de
116,1 % na adicdo de 80,0 mg L.

Apesar das boas recuperagdes obtidas para o método ID os resultados das
concentragoes médias foram comparadas com as obtidas pelo método CH na
mesma amostra, através dos testes estatisticos F (F critico igual a 19,0 para dois
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graus de liberdade) e t (t critico igual a 2,8 para quatro graus de liberdade), uma vez
que o método CH é caracterizado pela mineralizacdo da amostra e que, portanto,
deve apresentar efeitos de matriz despreziveis. Estes resultados sdo apresentados
na Tabela 5.7.

Tabela 5.7: Valores de F e t calculados entre as concentracdes obtidos através dos

métodos CH e ID na amostra CEl (n=3).

Elementos F t
Mg 247 4 10,7
Na 8,7* 15,7
Ca 2,8* 8,5
K 16,8* 3,9

* Resultados que nao diferem significativamente a 95 % de confianca

Observa-se na Tabela 5.7 que os valores obtidos pelo teste F indicam que
nao existem diferencas significativas entre as precisdes das concentragdes obtidas
pelos métodos CH e ID, exceto para o Mg. Porém, o teste t indica que existem
diferengas significativas entre as concentracées médias obtidas.

Portanto, estes resultados comprovam os efeitos de matriz, demonstrando
que o método ID ndo é adequado para a quantificacdo de Mg, Na, Ca e K em

amostras de soro de leite.

5.4 Uso do Banho de Ultrassom (US)

Tendo em vista minimizar os efeitos de matriz na determinagdo dos
elementos estudados em soro de leite, foram realizados experimentos utilizando a
sonicacdo das amostras antes da determinacgéo dos elementos por ICP OES.

Na Tabela 5.8 sdo apresentadas as figuras de mérito para os elementos
estudados para o método US empregando as condi¢des estabelecidas no item 5.1.

Os valores obtidos para os BECs, os LODs e os LOQs para os micro-

constituintes sao préoximos dos valores obtidos no método ID, ou seja, o uso do
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ultrassom nao apresentou uma melhora expressiva nos valores das figuras de
mérito estudadas. Entretanto para os macros-constituintes, observa-se que o0s
valores obtidos para as figuras de mérito por US foram inferiores aos obtidos pelo
método ID, exceto para o Ca.

Tabela 5.8. BECs, LODs e LOQs (mg L") do método US para as espécies
estudadas usando a amostra CEl e o sistema CS-CC.

Elementos BEC LOD LOQ
Co 0,16 0,04 0,12
Mo 0,11 0,03 0,11
Mn 0,05 0,01 0,04
Cu 0,09 0,02 0,07
Fe 0,79 0,19 0,64
Zn 4,66 0,97 3,21
Mg 32,69 6,75 22,29
Na 214,53 50,12 165,41
Ca 325,98 67,34 222,22

K 491,46 108,29 357,35

Para verificar possiveis efeitos de matriz na quantificacao dos elementos por
US foi aplicado o teste F e t, a 95 % de confianca, entre as sensibilidades obtidas
por curvas de adi¢cao de analito e por curvas analiticas em meio aquoso.

Na Tabela 5.9 sdo apresentados os valores das sensibilidades e R? obtidos
através dos dois modos de calibragdo para os elementos estudados e os valores
calculados de F (F critico igual a 19,0 para dois graus de liberdade) e t (t critico
igual a 2,8 para quatro graus de liberdade), a 95 % de confianca.

Conforme observado na Tabela 5.9, os valores das sensibilidades obtidas
pelos dois métodos de calibragdo, para todas as espécies, nao diferem
significativamente a um nivel de 95 % de confianca. Assim, a utilizacao prévia do
banho de ultrassom favorece a determinacdo dos elementos estudados em
amostras de soro de leite, indicando que o efeito de matriz, nesse caso, é
desprezivel.



57

Tabela 5.9: Sensibilidades, RSD (%), R?® do método US obtidos por curvas de
adicao de analito na amostra CEl e curvas analiticas em meio aquoso e valores

calculados para os testes F e t (n = 3).

Curva de adicdo de | Curva analitica em
Elementos . gr_lalito m_ei.o_ aquoso F t

Sen3|blluqua2de (RSD) Sen3|b|I|<|j:{a2de (RSD)
o 63(;),,919247,2) 67(;59%261 ) 34t 2,5¢
Mo 2433)9(729,6) 263,;9(;61 ) 49" 2.7+
| TS g e | e
Cu 56101,2,958(62,1 ) 57401,3,59;0,5) 16,3* 1,8*
Fe 15450 (35) 1608 | igp | ga
G L R
o | R | TR we | ar
Na 11 359(5357) 11 g,;g(goég) 18,2* 1.2°
Ca 18105,2,5,6(53,4) 1 90(;3,3,929(71 ,0) 10,6* 2,5*
< 00045 55900 w | 2

* Resultados que nao diferem significativamente a 95 % de confianca

A Tabela 5.10 apresenta os resultados obtidos por US das concentragtes
(mg L") e recuperagdes (%) com seus RSDs (%) para a amostra CEl, em que é
observado que a maioria das determinagbes apresentam RSDs inferiores a 10 %,
recuperacdes na faixa de 90,0 a 110,0 % e que as espécies Co, Mo, Mn, Cu e Fe se
mostram abaixo do LOQ.

Apesar das boas recuperacbes e de nao terem sido constatadas
interferéncias de matriz, tanto para os macros como para 0s micro-constituintes, foi
feita uma comparacado entre as concentragdes obtidas utilizando o método CH,

através dos testes estatisticos F (F critico igual a 19,0 para dois graus de liberdade)
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e t (tcritico igual a 2,8 para quatro graus de liberdade), a 95 % de confianga, cujos

valores sdo apresentados na Tabela 5.11.

Tabela 5.10: Concentracdes (mg L), recuperacdes (%) e RSDs (%) obtidas pelo

uso do método US na amostra CEl (n = 3).

Concentragido mg L

Recuperacao % (RSD)

Espécies (RSD) Nivel de concentracao adicionada

1,0 mg/L 5,0 mg/L
Co <LOQ 99,9 (3,6) 99,7 (4,1)
Mo <LOQ 100,5 (10,0) 101,6 (7,1)
Mn <LOQ 101,6 (5,1) 106,9 (1,4)
Cu <LOQ 104,3 (6,1) 108,2 (3,8)
Fe <LOQ 99,8 (5,6) 98,6 (3,6)
Zn 4.1 (7,7) 107,6 (6,8) 98,7 (7,9)

25,0 mg/L 80,0 mg/L
Mg 100,4 (3, 108,9 (8,4) 105,2 (5,1)
Na 421,2 (9, 104,2 (8,8) 99,4 (8,2)
Ca 725,4 (9, 109,4 (9,9) 107,6 (7,9)
K 1363,3 (4,3) 97,1 (6,4) 11,7 (7,7)

Tabela 5.11: Valores de F e t calculados entre as concentracdes obtidos com o uso

dos métodos CH e US na amostra CEl (n=3)

Elementos F t
Zn 7,4 1,8
Mg 10,7 2,6
Na 7,4 2,0
Ca 1,4 0,8
K 16,4 0,6

Os resultados obtidos através dos testes F e tindicam que as precisdes e as

concentragées médias obtidas para a amostra CEl pelos métodos CH e US néao

diferem significativamente, indicando que o uso do banho de ultrassom favorece a

extracao dos analitos de interesse em amostras de soro de leite.
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Comparando o método CH com o US, observam-se que este ultimo
apresenta as vantagens de ser mais simples e rapido, isto é apresenta menor
consumo de reagente com poucas etapas de manipulagdo da amostra, além de
valores menores em BECs, LODs e LOQs para as espécies Co, Mo, Mn e Cu.

De modo geral, os dados obtidos revelam que o método US é eficiente para
quantificar Co, Mo, Mn, Cu, Fe, Zn, Mg, Na, Ca e K em amostras de soro de leite,
sendo promissor para determinagéo de outras espécies em soro de leite.

5.5 Aplicacao do Método US em Diferentes Amostras de Soro de Leite

O método US foi utilizado para quantificar os elementos estudados em
diferentes tipos de soro de leite (CEl,, CAl, CED e CAD), usando o ICP OES nas
condicbes robustas estabelecidas e o sistema de nebulizagdgo CS-CC. As
concentragdes obtidas foram comparadas utilizando o teste estatistico ANOVA a 95
% de confianga, a fim de verificar a variagdo da composi¢cao do soro de leite com o
tipo de leite utilizado e a coagulacdo empregada no seu preparo, cujos resultados
sao apresentados na Tabela 5.12.

Através da Tabela 5.12, observa-se que os RSDs para todas as
determinagdes estdo abaixo de 10 %, recuperacdes entre 90 e 110 % e que os
elementos Co, Mo, Mn, Cu e Fe se mostram abaixo dos seus respectivos LOQs.

Além destes aspectos, verificam-se também que entre as concentracdes dos
macro-constituintes estudados nas diferentes amostras, o K se apresenta em maior
concentragdo (1247,6 a 1513,8 mg L") e o Mg em menor concentragdo entre (87,8
a108,0 mg L.

Os resultados obtidos pelo teste ANOVA indicam que as concentragfes dos
macro-constituintes entre as diferentes amostras estudadas n&o diferem
significativamente e que somente para o Zn existem diferencas significativas entre
0s soros procedentes de diferentes tipos de coagulagao, independente do tipo de
leite utilizado, ou seja, a concentracdo de Zn depende do tipo de coagulagao
empregada no preparo do soro de leite. Conforme Garcia et al. (2006) e Martino,
Sanchez e Medel (2002), o Zn esta associado a albumina, citratos e outras
proteinas do soro de leite.
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Tabela 5.12: Concentracdes (mg L), recuperacdes (%) e RSDs (%) obtidas por US
em diferentes amostras de soro de leite (n = 3).

- ~ A Recuperacéao % (RSD)
ng’(ﬁéefq) Concent(r;%%c; (mg L") ANOVA | Nivel de concentracao adicionada
1,0 mg/L 5,0 mg/L
CElz: <LOQ CEl: 98,5 (1,6) CEl: 101,2 (1,9)
Co CAl: <LOQ <LOQ CAl: 99,2 (1,1) CAl: 101,4 (3,7)
0,12 CED: <LOQ CED:101,7(1,5) |CED: 101,3 (2,6)
CAD: <LOQ CAD: 96,2 (5,6) CAD: 102,6 (2,9)
CEl,: <LOQ CEIl: 102,8 (5,3) CEIl: 104,2 (5,3)
Mo CAl: <LOQ <L0Q CAI: 103,4 (7,4) CAl: 99,9 (5,1)
0,11 CED: <LOQ CED:101,8 (4,3) |CED: 101,8(3,9)
CAD: <LOQ CAD: 99,8 (5,6) CAD: 98,7 (3,4)
CElz: <LOQ CEl: 104,9 (4,8) CEl: 101,4 (5,2)
Mn CAl: <LOQ <LOQ CAl: 100,7 (2,9) CAl: 97,2 (3,1)
0,04 CED: <LOQ CED:102,7 (2,2) |CED:99,4 (1,9)
CAD: <LOQ CAD: 104,8 (4,5) |CAD: 103,2 (3,8)
CEly: <LOQ CEl: 105,1 (1,8) CEI: 106,4 (1,1)
Cu CAl: <LOQ <LOQ CAl: 100,1 (3,6) CAl: 105,7 (2,7)
0,02 CED: <LOQ CED: 99,3 (2,3) CED: 103,4 (2,9)
CAD: <LOQ CAD: 101,1(2,1) |CAD: 106,7 (2,3)
CEl,: <LOQ CEl: 105,3 (4,1) CEl: 99,8 (2,5)
Fe CAl: <LOQ <LOQ CAl: 102,1 (6,3) CAl: 98,9 (4,2)
0,2 CED: <LOQ CED: 106,6 (4,8) |CED: 98,1 (1,5)
CAD: <LOQ CAD: 102,1 (6,0) |CAD:99,6 (1,7)
"CEl,: 4,3 (7,0) CEl: 101,4 (5,8) CEIl: 105,9 (3,4)
Zn SL‘AI: <LOQ 07 CAl: 108,9 (6,0) CAl: 102,2 (4,8)
3,2 CED: 3,9 (7,5) ’ CED: 97,7 (6,2) CED: 100,8 (4,3)
CAD: <LOQ CAD: 105,5(5,7) |CAD: 108,2 (4,2)
25,0 mg/L 80,0 mg/L
"CEl,: 99,4 (5,8) CEI: 108,9 (8,4) CEIl: 105,2 (5,1)
Mg :CAI: 108,0 (3,6) 01 CAl: 101,4 (3,1) CAl: 100,4 (2,9)
22,3 CED: 87,8 (8,1) ’ CED: 108,1 (6,5) |CED: 103,3(3,2)
"CAD: 101,3 (6,7) CAD: 107,7 (5,6) |CAD: 99,6 (2,8)
"CEl,: 420,9 (8,5) CEl: 101,4 (7,7) CEl: 98,3 (6,9)
Na :CAI: 585,6 (7,9) 07 CAI: 102,2 (7,3) CAl: 102,9 (5,9)
165,4 CED: 238,5 (9,1) ’ CED: 107,4 (8,0) |CED: 104,4 (6,6)
"CAD: 420,4 (9,1) CAD: 101,5(8,0) |CAD: 107,9 (5,9)
"CEl,: 731,7 (9,3) CEI: 102,2 (8,7) CEl: 94,0 (8,2)
Ca :CAI: 855,5 (9,7) 01 CAl: 101,7 (9,0) CAl: 97,8 (7,9)
222,2 CED: 697,0 (10,0) ’ CED: 105,4 (9,6) |CED: 104,9 (7,9)
"CAD: 726,7 (9,2) CAD: 99,5 (8,4) CAD: 96,6 (8,7)
"CEl,: 1415,6 (8,3) CEl: 98,7 (8,5) CEI: 105,2 (7,4)
K :CAI: 1513,8 (7,5) 01 CAl: 98,4 (7,7) CAl: 108,4 (6,5)
357,3 CED: 1247.6 (7,1) ’ CED: 105,9 (6,9) |CED:99,1(7,8)
"CAD: 1394,0 (7,8) CAD: 103,1 (7,6) |CAD: 105,1 (6,7)

Nao apresentam diferencas significativas (ANOVA, 95 % de confiancga).
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De acordo com as informacdes apresentadas nos rétulos das embalagens
dos leites utilizados (integral e desnatado) as concentracdo de Na e Ca sao 500 mg
L' e 1200 mg L', respectivamente. Assim, considerando estas informacdes,
observa-se que os soros de leite apresentaram aproximadamente 83 % de Na e 63
% de Ca do total presente no leite.

Uma comparagao da composi¢do do soro de leite com os dados da literatura
€ complexa, uma vez que as concentracdes dos elementos dependem da
composicao dos constituintes inorganicos presentes no leite, do tratamento e das
condicdes de processamento utilizadas durante a producdo de queijo, da
alimentacdo dos animais, do estagio de lactagdo do animal, entre outros fatores
(JOHANSEN; VEGARUD; SKEIE, 2002), mesmo assim na Tabela 5.13 é
confrontada a faixa de concentracdes obtidas neste estudo com alguns dados da

literatura.

Tabela 5.13: Comparacgdo entre as concentracdes (mg L") obtidas neste estudo

com os valores da literatura.

USDA Martino, Johansen,
Elom Neste trabalho (2010) Sanchez, Vegarud,
' _ _ Medel Skeie
Acido Doce Acido | Doce (2002) (2002)
Mn < 0,04 0,02 0,01 0,07-0,2 ND
Cu < 0,02 0,03 0,04 0,1-0,21 ND
Fe <0,2 0,8 0,6 0,6-1,3 ND
Zn <3,2 3,9 -4,3 4,3* 1,3 0,6-1,3 ND
Mg 87,8 -108,0 100* 80 48 - 60 81* - 87*
Na 238,5 - 585,6 480* 540* ND 381 - 395*
Ca 697,0 - 855,5 1030 470 320 - 427 400 - 432
K 1247,6 - 1513,8 1430* 1610 ND 1536 — 1636*

* Valores proximos aos obtidos neste trabalho; ND: Nao Detectado.

De um modo geral, observam-se que as concentragdes das espécies Zn, Mg,
Na e K nas amostras estudadas estao proximas dos valores reportados por USDA
(2010) e Mg, Na e K aos de Johansen, Vegarud, Skeie (2002).
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5.6 Disponibilidade dos Constituintes Inorganicos em Soro de Leite

Na Tabela 5.14 sao apresentadas as fragdes disponiveis (%) das espécies
determinadas nas amostras de soro de leite estudadas com respectivos RSDs (%),
cujos resultados foram obtidos com base nas concentragdes obtidas pelo método
Us.

Tabela 5.14: Fragbes disponiveis (%, m/m) de soro de leite com seus respectivos
RSDs (%) determinadas nas diferentes amostras (n=3).

Elementos CEl, CAl CED CAD
Fracao (RSD) | Fracao (RSD) | Fracao (RSD) | Fracao (RSD)

Mn ND ND ND ND
Cu ND ND ND ND
Fe ND ND ND ND
Zn ND ND ND ND
Mg 34,8 (6,0) 4,2 (4,4) 5,5 (9,3) 35,0 (6,9)
Na 5,0 (8,6) 7,4 (8,4) 3,0 (10,6) 4,2 (10,9)
Ca 12,3 (9,5) 14,7 (9,9) 12,7 (10,9) 13,3 (9,5)
K 45,8 (8,8) 5,7 (7,9) 45,1 (9,4) 45,6 (9,0)

? Nao diferem entre si pela ANOVA, 95 % de confianca; ND: ndo detectado.

Quando aplicado o teste ANOVA, com 95 % de confianga, nos resultados
apresentados na Tabela 5.15, verificam-se que nao existem diferengas significativas
entre as fracdes disponiveis nas diferentes amostras para Ca e K,
independentemente das suas concentracées no soro, do tipo de leite e da
coagulacdo empregada. Quanto a fracao disponivel do Mg, ndo existem diferencas
significativas entre as amostras CEl e CAD . Além disso, a amostra CAl é a que
apresenta maior fracao disponivel de Na, com 7,4 % de disponibilidade em relagcéao
a sua concentragao total.

Observa-se que durante o processo de digestao, apenas uma parte do total
do nutriente ingerido no soro de leite fica disponivel ao organismo humano. Assim,
comparando o teor disponivel médio das diferentes amostras para o Ca que é de
13,2 % com a porcentagem da concentragcdo média em de IDR para um homem

adulto (12,8 %) deste nutriente para este mesmo volume, verifica-se que,
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independente do tipo de leite utilizado e da coagulacdo empregada, este alimento é

boa fonte nutricional em Ca para o organismo humano.
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5 CONCLUSOES

As melhores condi¢cdes instrumentais empregadas foram aquelas em que se
obteve uma razéo entre as intensidade Mg II/Mg | maior que oito. Assim, para o
sistema CS-CC o plasma se apresentou robusto utilizando a vazao do gas de
nebulizacdo a 0,7 L min™, poténcia de radio-frequénciaa 1,35 kW e vazdo do gas
auxiliar a 0,5 L min™". Para o sistema CF-DP a robustez foi obtida com vazao do gas
de nebulizacdo a 0,6 L min™, poténcia de radio-frequénciaa 1,35 kW e vazao do gas
auxiliara 0,5 L min™".

O sistema de nebulizacdo escolhido foi o CS-CC, pois apresentou as
melhores sensibilidades. A avaliacdo das figuras de mérito (BEC, LOD e LOQ)
usando este sistema mostrou que as melhores configuracbes da tocha para a
determinagédo do Co, Mo, Mn, Cu, Fe e Zn foi na configuracao axial e para Mg, Na,
Ca e K foi na configuragéao radial.

O método de CH desenvolvido neste trabalho apresentou RSDs abaixo de 10
% e recuperacoes entre 90 a 110 % na amostra CEl para todos os elementos
estudados. Este método se mostrou de preparo relativamente simples, porém lento,
sendo susceptivel a erros analiticos, como possiveis perdas e/ou contaminacdes
das amostras.

Apesar do procedimento por ID apresentar RSDs abaixo de 10 % e
recuperacdes na faixa de 90 a 110 %, mostrou interferéncias de matriz quando
comparados os resultados das suas concentragdes medias com os obtidos com o
método CH, através do teste t (com 95% de confiancga), indicando nao ser adequado
para a quantificacdo dos elementos estudados em amostras de soro de leite.

O método US mostrou contornar as interferéncias de matriz, quando
comparados os resultados obtidos das sensibilidades por calibragdo em meio
aquoso e por adicdo de analitos. Este método também mostrou nao haver
diferengas significativas, através dos testes F e ta 95 % de confianga, entre as suas
concentracbes médias e as obtidas com o método CH para a mesma amostra.
Portanto, este método é eficiente, simples e rapido para quantificar Co, Mo, Mn, Cu,
Fe, Zn, Mg, Na, Ca e K em amostras de soro de leite, além de apresentar as

vantagens de baixo consumo de reagentes e pouca manipulagao da amostra.
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Sendo assim, os dois métodos desenvolvidos, CH e US, mostraram-se
eficientes nas determinagdes das espécies metalicas estudadas em soros de leite,
apresentando vantagens e desvantagens um em relagdo ao outro.

A aplicacdo do meétodo US em diferentes amostras de soro de leite
apresentou RSDs abaixo de 10 % e recuperacdes na faixa de 90 a 110 %. O teste
estatistico ANOVA (95 % de confianga) indicou que as concentra¢des obtidas para
0s macro-elementos sdo similares em todas as amostras estudadas, independente
da coagulagdo e do tipo de leite utilizado. Entretanto, foi observado que a
concentracao do Zn depende do tipo de coagulagdo empregada no preparo do soro
de leite. Além disso, as faixas de concentragdes obtidas para as espécies Zn, Mg,
Na e K nas amostras estudadas de soro de leite sdo proximas aos valores descritos
na literatura.

O estudo da disponibilidade dos elementos nas diferentes amostras de soro
de leite revelou que o Ca € o elemento mais disponivel em todas as amostras
estudadas, apresentando a fracao disponivel média de 13,2 %. Além disso, o teste
estatistico ANOVA (com 95 % de confianga), aplicado as fragdes disponiveis das
amostras para um mesmo analito, indicou ndo haver diferengas significativas para o
Ca e para o K em todas as amostras de soro de leite, independentemente da
concentracao no soro de leite.

Através desse estudo, espera-se contribuir para a identificacdo da

composicao inorganica e da disponibilidade desses elementos em soro de leite.
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