Determinacao de elementos essenciais maiores e traco em queijos por espectrometria
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Resumo

Concentragoes de Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn foram determinadas em amostras de quatro tipos de queijo (mussarela, minas, prato
€ parmesao) por espectrometria de emissao atomica com plasma de argonio acoplado indutivamente apés dissolucao parcial (hidrélise com
HCI) e total da matéria organica (digestao por via seca). As concentracoes da maioria dos elementos essenciais maiores e traco, usando o
método de dissolugao parcial, foram consideradas estatisticamente iguais as obtidas com o método de dissolucio total da matéria organica,
demonstrando a potencialidade da digestao parcial em analises de rotina.
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Abstract

Concentrations of Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P and Zn in four different types of cheese (mozzarella, white cheese, prato and parmesan)
were analyzed by inductively-coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES) after partial digestion (HCI hydrolysis) and total
digestion of organic matter (dry ashing). The results obtained for most of the elements analyzed here by the partial digestion (HC] hydrolysis)
and dry ashing methods were found to be statistically congruent, demonstrating the promising potential of the partial digestion method in

routine analyses.
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1 Introducao

Para que nosso organismo possa crescer € se manter é
necessario que a alimentagdo seja balanceada. Leite e seus
derivados sdo alimentos que se destacam pelo seu valor nu-
tricional e dentre estes, os queijos estdo ocupando um espaco
cada vez maior no mercado brasileiro, porém as informacoes
referentes ao seu conteido mineral sao restritas. Dados da
ABIA (Associacdo Brasileira das Industrias de Alimentacio)
em relacao aos alimentos industrializados mostraram que o
queijo sofreu uma variagao de consumo de mais de 51% entre
os anos de 1994 e 1997,

Queijo é basicamente uma fonte concentrada de nutrientes
presentes no leite do qual ele é feito!*'5. E extremamente dificil
apresentar valores médios de nutrientes para queijos como
um todo devido as diferencas nos processos de fabricacao
e padrdes de identidade. Mesmo dentro de uma variedade
de queijo, variagcoes no tipo e composicao de leite, processo,
estacao do ano e localidade podem levar a intensas flutuacoes
na composicao nutricional®710-1417,

Além de ser uma boa fonte de célcio, o queijo também
contém outros minerais, tais como magnésio e fésforo em
quantidades apreciaveis, contribuindo assim significativamente
para a ingestao diaria recomendada para esses elementos®.

Recebido para publicacdo em 3/3/2006
Aceito para publicagdo em 19/7/2007 (001683)
! Instituto Adolfo Lutz, Divisao de Bromatologia e Quimica,
Av. Dr. Arnaldo, 355, CEP 01246-902, Sdo Paulo - SF, Brasil,
E-mail: carmkira@ial.sp.gov.br
2 Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN,
Laboratério de Andlise por Ativagdo, CEP 05508-000, Sdo Paulo - SP, Brasil,
E-mail: vmaihara@ipen.br
*A quem a correspondéncia deve ser enviada

Ha muitas categorias de queijos, desde frescos a maturados
e aqueles classificados segundo o conteiildo de matéria gorda
e umidade®.

Minerais ou elementos essenciais maiores siao elementos
inorganicos amplamente distribuidos na natureza e que rea-
lizam uma variedade expressiva de fung¢dées metabdlicas no
organismo humano; estes sao necessarios em quantidades
variaveis, por causa da quantidade relativamente grande dos
principais minerais (Ca, Mg, Na, K, P) e da quantidade exces-
sivamente pequena dos elementos traco nos alimentos?®2.
Dessa maneira, torna-se fundamental o desenvolvimento de
metodologias que permitam verificar a qualidade da compo-
sicao mineral desse alimento (queijo), sob o ponto de vista
nutricional e toxicolégico.

A técnica de espectrometria de emissao atébmica com
plasma de argonio acoplado indutivamente (ICP OES) tem sido
largamente empregada na determinacao de elementos traco em
alimentos, como o leite, pois se conseguem baixos limites de
deteccao, faixa linear de trabalho ampla e a possibilidade de se
fazer determinacoes simultaneas multielementares®57.

Geralmente as analises por métodos espectroscépicos ne-
cessitam uma preparacao de amostra, que é considerado um
passo critico ja que é responsavel pela possivel contribuiciao de
erros sistematicos, além de ser a etapa mais demorada numa
analise!!'. Assim, ha a necessidade em se estudar métodos de
dissolucao para amostras de leite e derivados, que sejam mais
simples e rapidos para a determinacao de elementos essenciais
maiores e traco.

A escolha do procedimento de digestao depende da nature-
za da matriz, dos elementos a serem determinados e dos méto-
dos instrumentais a serem usados em sua determinagao'2.
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Segundo ALEIXO e NOBREGA!, a determinacio de ele-
mentos essenciais tragco em leite ndo €é uma tarefa facil devido a
complexidade desta matriz. Na literatura, encontramos relatos
sobre o uso de diferentes procedimentos de tratamento de amos-
tra, tais como digestao por via seca, digestao por microondas,
digestao a alta pressao e até procedimentos de analise direta do
leite. Alguns desses procedimentos possuem a desvantagem de
necessitar longos periodos de digestdo ou apresentar algumas
dificuldades na determinacao devido a presenca de gordura na
composicao do leite, que pode afetar a nebulizacio pneumaética no
ICP OES ou entio afetar as condicdes de excitagdo no plasma (ICP
OES) devido a formacao de carbono residual, quando a amostra
de leite € introduzida sem prévia digestao. Um método baseado
na hidroélise da amostra com uso de HCI nao apresentou essas
desvantagens e foi utilizado com sucesso na determinacao de
minerais e elementos essenciais traco em amostras de leite!s.

Uma vez que queijos sdo derivados lacteos cuja matriz
apresenta gordura em sua constitui¢ao, a determinacao de mi-
nerais e elementos essenciais trago torna-se bastante demorada
utilizando-se o procedimento de digestao por via seca, podendo
levar a perdas e/ou contaminag¢des da amostra. Assim, foi apli-
cado o procedimento de digestdo parcial, com hidroélise de HCI,
como pré-tratamento da amostra para queijos de diferentes
tipos (mussarela, minas, prato e parmesao) para a determi-
nacao de elementos essenciais maiores e traco e os resultados
comparados aos obtidos com a digestao por via seca.

2 Material e métodos

2.1 Equipamentos

Instrumentacdo para a técnica de ICP OES

Forno mufla; chapa elétrica; balanca analitica; es-
pectrometro de emissao atdmica com plasma de argdnio
acoplado indutivamente, modelo Optima 3000 DV, marca
Perkin Elmer. As analises dos elementos essenciais maiores
e traco em amostras de queijo foram realizadas neste equi-
pamento; e os comprimentos de onda selecionados foram os
seguintes: Ca 422,673 nm; Cr 267,716 nm; Cu 327,396 nm;
Fe 259,940 nm; K 766,491 nm; Mg 280,270 nm; Mn
257,610 nm; Na 589,59nm; P 213,618 nm; Zn 213,856 nm.

2.2 Vidraria

Toda a vidraria utilizada foi descontaminada quimicamente
em banho de 4cido nitrico a 20% (v.v !). Primeiramente a vi-
draria foi lavada com sabdo neutro e agua. Depois do enxagiie,
a vidraria foi colocada em banho de 4cido nitrico a 20% (v.v ')
por 24 horas. Este procedimento foi repetido mais duas vezes
e, em seguida, a vidraria foi enxaguada com agua destilada e
desionizada e seca em estufa.

2.3 Reagentes

Agua destilada e deionizada com resistividade especifica
de 18,2 MQ.cm™; acido cloridrico 37% com teor reduzido de
metais (Merck, Darmstadt, Germany); acido cloridrico diluido
na propor¢ao 1:1 (foram misturados volumes iguais de HC137%

e agua destilada e deionizada); acido nitrico 65% P. A. (Merck,
Darmstadt, Germany); solucao-padrao estoque de Ca, Fe, K,
Na, Mg, Pe Zn - 10,00 + 0,03 mg mL" (High Purity Standards);
solucao-padrao estoque de Cr, Cu e Mn - 1,000 + 0,002 g.L™!
(Merck, Titrisol). As solu¢oes-padrao multielementares foram
feitas em HCl 10% (v.v 7). A curva de calibracao consistiu de
cinco pontos mais o branco e as concentragoes compreenderam
as seguintes faixas: 2,5 a 100,0 mg.L* para Ca, K, Na e P; 0,25
a 10,0 mg L™ para Fe e Zn; 0,025 a 1,0 mg.L" para Cr; 0,125
a 5,0 mg.L™! para Cu; 0,625 a 25,0 mg.L™! para Mg e 0,0125 a
0,5 mg.L! para Mn.

2.4 Amostras

Foram analisados quatro tipos de queijo: mussarela, mi-
nas, prato e parmesao. Cerca de 1 kg de cada tipo foi adquirido
em supermercados da cidade de Sao Paulo.

2.5 Liofilizacao das amostras

Para a liofilizacdo, as amostras de queijo mussarela,
minas, prato e parmesio foram previamente trituradas em
multiprocessador cujas laminas eram de titanio; em seguida,
foram colocadas em bandejas e espalhadas em finas camadas,
congeladas por 24 horas e levadas ao liofilizador, modelo 30P2
— Edwards, por cerca de 40 horas. Depois da liofilizacdo, as
amostras foram trituradas e acondicionadas em sacos plas-
ticos, previamente descontaminados com solucao diluida de
acido nitrico e enxaguados com 4gua destilada e desionizada.

2.6. Pré-tratamento das amostras
Hidroélise com HCI

Acercade 1 g da amostra liofilizada, pesado em erlemmeyer
de 125 mL, foram adicionados 10,0 mL de uma mistura de
acido cloridrico e agua (1:1), que foi tampada com vidro de
relégio pequeno. As amostras foram levadas a chapa elétrica
a 100-150 °C e deixadas por 2 horas contadas apés o inicio
do refluxo. Ao final deste tempo, o digerido foi filtrado com
papel de filtro quantitativo e o volume foi completado com dgua
destilada e desionizada para balao volumétrico de 25,0 mL. A
seguir, a amostra foi submetida a leitura no ICP OES e fez-se
um branco dos reagentes em paralelo.

Digestao por via seca

Pesaram-se cerca de 2 g da amostra liofilizada em capsu-
las de porcelana que foram queimadas em bico de Bunsen e
levadas a mufla a 450 °C para calcinar. Repetiu-se o processo
até a destruicao total da matéria organica. As cinzas das amos-
tras foram entao dissolvidas com 2,5 mL de HCI concentrado
e transferidas quantitativamente para balao volumétrico de
25,0 mL com ajuda de agua Milli-Q, para posterior leitura dos
elementos de interesse no ICP OES.

Andlises estatisticas

Para verificar se as médias obtidas entre os diferentes
procedimentos de tratamento de amostra poderiam ser
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consideradas estatisticamente iguais, foi aplicado o teste de
comparacoes multiplas de Tukey-Kramer!#2!.

Para aplicacao dos testes estatisticos, foi utilizado o pro-
grama GraphPad Instat —-versao 2.01, 1990-1993.

3 Resultados e discussao

Nas Tabelas 1 e 2, sdo apresentados os resultados das
concentracoes dos elementos determinados nas amostras
liofilizadas dos queijos mussarela, minas, prato e parmesao,
por ICP OES apés a digestao total por via seca e hidrélise com
HCI. Os valores de concentragoes referem-se as amostras de
queijo in natura.

Com a hidrolise com HCI, a amostra de queijo nao foi
levada a secura, uma vez que o erlemmeyer foi tampado com
vidro de relégio, permitindo assim o refluxo; ap6s as 2 horas de
refluxo a dissolugao da matéria organica obtida foi parcial.

Os resultados obtidos pela técnica de ICP OES nas amos-
tras tratadas pelo método de dissolugdo parcial em chapa
elétrica foram comparados com os resultados obtidos pelo
meétodo de digestao via seca, que € o método oficial para di-
gestao de alimentos?.

Com a digestao por via seca, conseguiu-se a destruicao total
da matéria organica, que consumiu cerca de 24 horas.

Na digestao parcial em chapa elétrica, observou-se que a
solucgéo obtida ap6s a filtracdo apresentava coloracdo marrom.
Se a leitura nao fosse realizada imediatamente apés o preparo,
ocorria decantacao de um precipitado fino, contudo isso nao
afetou o resultado final. O método é bastante versatil, pois as
leituras nao precisaram ser feitas necessariamente no dia da
preparacao.

Na Tabela 3, sao apresentados os resultados do teste es-
tatistico para comparacoes entre as médias das amostras de
queijo (mussarela, minas, prato e parmesao) pelos diferentes
métodos de digestao (parcial e total).

Para as amostras de queijo, as concentracoes dos elemen-
tos obtidas apés a hidroélise com HCI foram concordantes com
as concentragoes determinadas apdés a digestao por via seca,
para praticamente todos os elementos analisados. Excecao foi
verificada para a amostra de queijo mussarela com relacao
ao cromo, cobre e fésforo, cujos teores determinados pelos
diferentes tratamentos de amostra foram considerados esta-
tisticamente diferentes. Excecdo também foi verificada para a

Tabela 1. Resultados dos elementos determinados em amostras de queijo mussarela e minas por ICP OES, pelos métodos de digestao total e parcial

(em mgkg ).
Ele/o Queijo mussarela Queijo minas
Método A Método B Método A Método B
Via seca Hidrolise Via seca Hidrolise
(Média + DP) (Média + DP) (Média + DP) (Média + DP)
Ca 7004 + 169 6477 £ 273 4483 + 96 4454 + 60
Cr 0,17 £ 0,04 0,10+ 0,01 0,14 + 0,02 0,17 + 0,07
Cu 0,43 £ 0,02 0,35+ 0,01 0,32 + 0,02 0,27 £ 0,05
Fe 2,37 £ 0,21 2,25 + 0,01 7,74 + 0,09 7,31 + 0,60
K 746 £ 67 754+ 8 994+ 6 895+ 20
Mg 220+ 2 222 +2 668 + 45 599+ 8
Mn 0,29 £ 0,03 0,30 £ 0,01 0,30 £ 0,03 0,35+ 0,01
Na 4462 + 332 4180 £ 194 3121 £ 94 3124 + 36
P 4711 + 26 4414 + 133 2536 + 49 2457 £ 53
Zn 37,1+1,4 369+1,1 6,90 + 0,18 7,52+ 0,76

Numero de determinacoes individuais: 3; e DP: desvio-padrao.

Tabela 2. Resultados dos elementos determinados em amostras de queijo prato e parmesao por ICP OES, pelos métodos de digestao total e parcial

(em mg.kg ).
Ele/o Queijo prato Queijo parmesao
Método A Método B Método A Método B
Via seca Hidrodlise Via seca Hidrdlise
(Média + DP) (Média + DP) (Média + DP) (Média + DP)
Ca 7794 + 150 7671 £ 266 10551 + 226 10509 £ 151
Cr 0,19 £ 0,03 0,21 £ 0,02 0,29 £ 0,04 0,29 + 0,02
Cu 0,45 £ 0,03 0,52 £ 0,04 0,31 £0,03 0,29 £ 0,03
Fe 2,331+0,17 2,30 £ 0,10 2,29 + 0,89 2,43 + 0,48
K 878 £ 50 839 £ 43 989 + 38 881+5
Mg 282 +7 268+ 11 385+9 395+ 10
Mn 0,24 £ 0,02 0,24 £ 0,01 0,26 £ 0,07 0,28 £ 0,01
Na 5173 £ 120 5238 £ 174 10362 £ 519 10486 + 126
P 4835 + 96 4663 + 182 6732 £ 153 6657 £ 85
Zn 32,2+1,6 33,2+2,1 48,4+ 1,2 49,6 + 1,8

Numero de determinagoes individuais: 3; e DP: desvio-padrao.
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Tabela 3. Comparacao entre as médias obtidas para as amostras de
queijo mussarela, minas, prato e parmesao pela técnica de ICP OES,
com diferentes métodos de digestao, aplicando o teste de Tukey-Kra-
mer.

Ele/o Q. mussarela Q. minas Q. prato Q. parmesao
Métodos Métodos Métodos Métodos
AxB AxB AxB AxB
Ca + + + +
Cr - + + +
Cu - + - +
Fe + + + +
K + + + +
Mg + + + +
Mn + - + +
Na + + + +
P - + + +
Zn + + + +

A: Digestao via seca; B: Hidrélise com HCI; +: aceita (as médias podem ser consideradas
iguais com o nivel de significincia de 95% considerados); e —: rejeita (as médias nao siao
consideradas iguais com o nivel de significancia de 95% considerados).

amostra de queijo minas, cujo teor de manganés diferiu esta-
tisticamente entre os procedimentos de digestao da amostra.
Para o queijo prato, verificou-se uma diferenca estatisticamente
significante para o cobre determinado utilizando-se os diferen-
tes tratamentos de amostra.

As concentragoes médias de cobre podem ser afetadas pe-
los diferentes contetidos de gordura presentes na matriz, uma
vez que o cobre esta ligado aos glébulos de gordura®. Segundo
o Regulamento Técnico Geral para a fixacdo de Identidade e
Qualidade dos Queijos, o queijo mussarela pode ser classifi-
cado como extragordo (contetido minimo de matéria gorda de
60%), gordo (contetido de matéria gorda entre 45,0 e 59,9%)
e semigordo (contetido de matéria gorda entre 25,0 a 44,9%);
0 queijo minas como semigordo, o queijo prato como gordo
€ o queijo parmesao como semigordo*. Isto pode explicar as
diferencas nas concentragoes de cobre obtidas para os queijos
mussarela e prato, os quais sao constituidos por uma quanti-
dade maior de matéria gorda em relacao aos demais tipos de
queijo analisados.

Segundo a literatura, a associacao do f6sforo com a case-
ina na presenga de gordura pode dificultar sua liberagao da
matriz818. Isto pode ser verificado pela menor concentragao de
fésforo obtida ap6s a hidroélise com HCl em relagao a concen-
tracao do elemento obtida apos a digestao por via seca para a
amostra de queijo mussarela.

Pode-se supor uma relacao entre o teor de gordura e a
associacido de um elemento, como o célcio, com a caseina, de
forma mais intensa, dificultando a liberacdo do elemento da
matriz, levando conseqiientemente a baixas recuperacoes.

Comparando-se os resultados obtidos para calcio entre as
diferentes matrizes analisadas, verifica-se que a maior variacao
na concentracgao deste elemento determinado por digestdo via
umida em relacdo a concentracao obtida por digestao via seca
foi mais pronunciada para a amostra de queijo mussarela.
Para as demais amostras, a variacdo nas concentragoes de
calcio nao foi superior a 2% pela digestao via seca e hidrélise

com HCI. A explicacdo para este fato pode ser devida a forte
associacdo do calcio com a caseina, pelo maior conteido de
gordura presente na amostra de queijo mussarela em relagao
as demais amostras analisadas. Isso foi verificado no trabalho
de De LA FUENTE e JUAREZ? que relataram que 2/3 do calcio
estao associados com as micelas da caseina, que, na presenca
de gordura, causa dificuldades na determinacao deste elemento
em amostras de leite.

Os valores de desvios-padrao obtidos pelo método de diges-
tao parcial em chapa elétrica foram comparativamente iguais
e até menores para alguns elementos, como Ca, K, Mn, Na e P
nas amostras de queijo parmesao (Tabelas 1 e 2).

Para verificar a exatidao e precisao dos métodos de digestao
parcial e total, foram utilizados dois materiais de referéncia
certificados (NIST 8435 Whole Milk Powder e NIST 1549 Non
Fat Milk Powder). Pelos resultados obtidos, apresentados
respectivamente nas Tabelas 4 e 5, verificou-se que as concen-
tragoes obtidas apés a digestio total e parcial foram bastante
concordantes com os valores de referéncia certificados para
os elementos analisados.

Tabela 4. Resultados dos elementos determinados no material de
referéncia certificado NIST8435 (Whole Milk Powder) por ICP OES,
pelos métodos de digestao (em mg.kg ).

Ele/o Métodos de digestao Valor certificado
Determinacao por ICP OES (Média + DP) (Média + DP)
Método A Método B
(Via seca) (Hidrolise com HCI)
Ca 9331 + 207 (6)? 9209 + 147 (6)° 9220 + 490
Cu 0,44 + 0,05 (6)° 0,40 + 0,04 (6)° 0,46 + 0,08
Fe 1,87 £ 0,13 (6)* 1,95 + 0,43 (6)? 1,8+1,1
K 13844 + 263(6)* 13484 + 288(6)* 13630 £ 470
Mg 813 + 27 (6)* 794 £ 17 (6)° 814+ 76
Mn 0,17 £ 0,02 (6)* 0,16 £ 0,01 (6)* 0,17+ 0,05
Na 3670 £ 98 (6)* 3555 + 54 (6)* 3560 * 400
P 7871 = 135 (6)° 7632 228 (6)* 7800 = 490
Zn 27,7+ 2,0 (6) 26,7 £ 2,0 (6)* 28,0+ 3,1

)

: nimeros de determinacées individuais; e DP: desvio-padrao.

Tabela 5. Resultados dos elementos determinados no material de
referéncia certificado NIST 1549 (Non Fat Milk Powder) por ICP OES,
pelos métodos de digestao (em mg.kg ).

Ele/o Métodos de digestao Valor certificado
Determinacao por ICP OES (Média + DP) (Média + DP)
Método A Método B
(Via seca) (Hidroélise com HCI)
Ca 13128 £ 355(4)2 13122 £ 373(5)? 13000 = 500
Cu 0,66 £ 0,07 (5)? 0,64 + 0,05 (6)? 0,7+0,1
Fe 1,84 £ 0,09 (4)* 1,75 £ 0,29 (5)? 1,78 £ 0,1
K 16881 * 495(5)* 16807 £ 721(6)? 16900 = 300
Mg 1149 + 48 (6)* 1103 £ 10 (6) 1200 = 30
Mn 0,21 + 0,02 (5)* 0,22 + 0,02 (6)? 0,26 £ 0,06
Na 5139 £ 232 (4)2 4990 + 242 (6)2 4970 + 100
P 10603 + 374(6)* 10117 + 138(4)* 10600 £+ 200
Zn 40,5+ 0,9 (6)* 40,4 £ 2,8 (6)? 46,1 £2,2

a: niameros de determinagoes individuais; e DP: desvio-padrao.
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4 Conclusoes

O método de digestdo parcial adotado realizado em
tempo relativamente curto (2 horas) foi adequado a andlise
multielementar simultanea de elementos essenciais maiores e
traco em amostras de queijo, com boa exatidao e precisao. As
concentracoes obtidas para os elementos analisados apés a
hidroélise com HCI foram consideradas estatisticamente iguais
as concentragoes obtidas ap6s a digestao total, com excecao de
Cr, Cu e P para o queijo mussarela, Mn para o queijo minas € Cu
para o queijo prato. A causa para este fato pode ser atribuida
a associacdo do elemento com a caseina, que, na presenca de
gordura, pode dificultar sua liberacdo da matriz. Em virtude
da nao necessidade de destruicao total da matéria organica da
amostra para a determinac¢ao de muitos elementos essenciais
maiores e traco para as matrizes estudadas, diminuiu-se o
tempo gasto no preparo de amostra e, portanto, o risco de
contaminacao.
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