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RESUMO

No presente estudo foi desenvolvido um método para a determinacdo dos macrominerais
Na, K, Ca e Mg em diferentes tipos de leite (cru, UHT, pasteurizado e em p0), provenientes de
manejo organico e convencional, empregando as técnicas de Espectrometria de Emisséo
Atdmica com Chama (F AES) e Espectrometria de Absor¢do Atdmica com Chama (F AAS). O
método foi otimizado para a analise dos analitos em amostras liquidas e em p06, demonstrando
desvios padrfes abaixo de 4% e alta exatiddo, com recuperacdes entre 95% e 103%, ou seja,
ndo apresentou efeitos significativos de matriz. Além disso, foram obtidos limites de
quantificacdo inferiores as concentracbes minerais presentes nas amostras, situando-se entre
306 e 782 mg kg para Na e K (determinados por F AES), e entre 2 e 246 mg kg™ para Ca e
Mg (determinados por F AAS). Posteriormente, o método desenvolvido foi aplicado na analise
desses minerais em leite cru organico de diversas fazendas certificadas na regido sudeste do
Brasil, assim como em leite convencional proveniente de fazendas convencionais situadas em
Minas Gerais. As concentracdes médias encontradas para o leite organico foram de 390 mg kg~
! para Na, 1.099 mg kg* para K, 1.076 mg kg™ para Ca e 76 mg kg™* para Mg, enquanto para o
leite convencional foram de 420 mg kg para Na, 1.161 mg kg™ para K, 888 mg kg™ para Ca e
79 mg kg para Mg. Esses valores variaram de acordo com os diferentes sistemas de manejo,
influenciados por fatores intrinsecos e extrinsecos associados a producao de leite nas fazendas.
Entretanto, em ambos 0s casos, as concentracfes estdo em conformidade com os dados
encontrados na literatura. Portanto, conclui-se que o método estabelecido é adequado para a
monitorizacdo dos macrominerais Na, K, Ca e Mg em leite convencional e organico. Além
disso, demonstrou-se eficaz na determinagdo desses minerais em diferentes formas de leite
comercializado (cru, UHT, pasteurizado e em p0). Essa capacidade de analise permite sua
utilizacdo em estudos voltados para a caracterizacdo mineral do leite organico no Brasil, bem

como na avaliacdo da composicao mineral do leite convencional e organico.

Palavras-chave: Chapa de aquecimento. Digestdo acida. Leite organico. Minerais.



ABSTRACT

In this study a method was developed for the determination of the macrominerals Na,
K, Ca and Mg in different types of milk (raw, UHT, pasteurized and powdered), from organic
and conventional management, using the techniques of Flame Atomic Emission Spectrometry
(F AES) and Flame Atomic Absorption Spectrometry (F AAS). The analytical method was
optimized for the analysis of the analytes in liquid and powder samples, presenting a precision
better than 4% and high accuracy, with recoveries between 95 and 103%. This latter indicated
there is no significant matrix effects under established conditions. In addition, lower
quantification limits were obtained in relation to the mineral concentrations in the samples: 306
and 782 mg kg for Na and K (analyzed by F AES), and 2 and 246 mg kg™ for Ca and Mg
(determined via F AAS). The method was applied to the analysis of these minerals in organic
raw milk from various certified farms in the southeast of Brazil, as well as in conventional milk
from conventional farms located in Minas Gerais. The average concentrations found for organic
milk were 390 mg kg™ for Na, 1,099 mg kg for K, 1,076 mg kg™ for Ca and 76 mg kg™ for
Mg, while for conventional milk they were 420 mg kg for Na, 1,161 mg kg™* for K, 888 mg
kgt for Caand 79 mg kg™ for Mg. These values varied according to the different management
systems, influenced by intrinsic and extrinsic factors associated with milk production on the
farms. However, in both cases the concentrations are in agreement with data found in the
literature. Therefore, it can be concluded that the established method is suitable for monitoring
the macrominerals Na, K, Ca and Mg in conventional and organic milk. In addition, it proved
to be effective in determining these minerals in different forms of marketed milk (raw, UHT,
pasteurized and powdered). These analytical characteristics allow the method to be used to

evaluate the mineral composition of conventional and organic milk produced in Brazil.

Keywords: Heating plate. Acid digestion. Minerals. Organic milk.
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1 INTRODUCAO

O leite € um importante produto para economia brasileira, pois sua producao gera renda
para a agricultura familiar e também para pequenos, médios e grandes produtores, além de
colaborar significativamente com o produto interno bruto (PIB) nacional (Brasil, 2022). Ele é
um alimento derivado da combinacdo de cerca de 87% de agua e 13% de elementos sélidos,
sendo os principais: lipidios (gordura), carboidratos, proteinas, vitaminas e sais minerais
(Gonzalez; Campos, 2003), os quais sdo essenciais para saude humana (Amancio et al., 2015).

Os nutrientes minerais representam cerca de 0,8% dos componentes do leite, dentre os
principais estdo ions de calcio, sodio, potassio e magnésio. Eles estdo associados a formacao e
manutencdo de 0ssos e dentes, comunicacdo entre as células nervosas, regulacdo das funcdes
nervosas; contracbes dos musculos, dentre vérias outras fungdes (Schieferdecker; Thieme;
Hauschild, 2016). Sua composicdo sofre influéncia de diversos fatores como espécie, raca,
individualidade bioguimica do animal, idade, estdgio e nimero de lactagdes, alimentacéo,
condicdes ambientais, estresse, estacdo do ano, tipo de manejo e muitos outros aspectos (Rosa
etal., 2017).

Dentre os principais tipos de manejos estdo o convencional e o organico. O manejo
convencional apresenta como principais caracteristicas a criacdo do gado em sistema aberto
e/ou fechado, a utilizacdo de agroguimicos na plantacdo para alimentacdo do gado, uso de
racdes industriais, medicamentos, dentre outros (Miranda; Diniz; Andreoli, 2008; Bratz, 2016).
Ja 0 manejo organico, por ser voltado para a sustentabilidade, ndo permite o uso de insumos
externos a alimentacdo do gado ou o uso de produtos industriais, busca a utilizacdo de
compostos que ndo causem danos a sadde do animal, ao ser humano e ao meio ambiente; além
do gado ter que ser criado em regime livre uma parte do dia (Brasil, 2021).

Cada vez mais o0 consumo de produtos organicos, assim como o de leite sob este tipo de
manejo tem aumentado, mesmo seu preco sendo maior do que o do leite convencional, isso
pode estar associado a uma combinacdo de preocupacdes com a saude pessoal, qualidade
nutricional, sabor auténtico e bem-estar animal (Aryal et al., 2009; Bloksma et al., 2008). Logo,
com o aumento do consumo de produtos organicos em todo mundo, € necessario entender se
realmente ha diferenca significativa entre a composicao destes alimentos e daqueles produzidos
de modo convencional.

Para isto, desenvolver um método para determinar e avaliar a composi¢do de minerais

como o sadio, potassio, calcio e magnésio em leite organico e também convencional se torna
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necessario e, até mesmo, estratégico, uma vez que na literatura ndo ha um consenso sobre um
método para determinacdo destes elementos em leite, principalmente no que se refere ao
preparo das amostras (Kira, 2002; Ribeiro et al., 2003; Rey Crespo; Miranda; Lopez- Alonso,
2013; Oreste et al., 2016; Zwierzchowski; Ametaj, 2019).
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2 REFERENCIAL TEORICO

Nesta secdo serdo apresentadas as principais informacGes técnico-cientificas que

contextualizam e embasam este trabalho.

2.1 LEITE: IMPORTANCIA SOCIAL E ECONOMICA

Um setor econémico e social significativo para o Brasil € o da producdo de leite e seus
derivados. A producéo do leite ocorre em 98% dos municipios do pais, em 1 milhdo de
propriedades, com predominéncia das pequenas e médias, que juntas, sao capazes de produzir
mais de 34 bilhdes de litros de leite por ano, o que faz do Brasil o terceiro maior produtor
mundial deste produto (Brasil, 2022).

Além disso, o leite esta entre os dez produtos mais importantes do agronegdcio para o
PIB do pais, gerando renda para milhdes de brasileiros em toda a cadeia produtiva, sendo
extremamente importante social e economicamente para o Brasil (Brasil, 2022). Esta
importancia se da, pois além de ser um alimento que pode ser consumido em sua forma propria,
ele também ¢é utilizado como matéria-prima de inimeros produtos que estdo no mercado, como:
queijos, iogurtes, bebidas lacteas, leite condensado, doce de leite, creme de leite, manteiga,
dentre vérios outros (Rossi et al., 2018).

Outro fator importante que colabora com seu consumo, relevancia econémica e social é
gue sua ingestdo é recomendada como forma de auxiliar no cumprimento das necessidades
diarias de calcio e proteinas, visando contribuir para a manutenc¢do da sadde (Amancio, 2015).
Isso porque ele é composto por hormdnios, imunoglobulinas, citocinas, poliaminas, enzimas e
peptideos que apresentam beneficios a satde (Pereira, 2014), além de ter impacto positivo no

crescimento e manutencdo da matriz 6ssea (FAO, 2013).

2.2 A BIOSSINTESE DO LEITE

A secrecdo do leite na vaca é um processo controlado por varios horménios e estimulos
fisicos. Apds o parto, a prolactina (hormonio responsavel pela manutencdo da lactacéo e da
viabilidade de células secretoras de leite nos bovinos) é liberada, estimulando a produgéo do
leite nas células secretoras, sendo armazenado nos alvéolos mamarios. O processo de producdo

de leite dentro da vaca envolve diversas reacfes bioquimicas. Quando a vaca é ordenhada,
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estimulos sdo enviados para o sistema nervoso central e, posteriormente, para a hipofise, a qual
libera a oxitocina, que desencadeia o reflexo da ordenha. A oxitocina provoca a contracao das
células mioepiteliais que envolvem os alvéolos mamarios, empurrando o leite para os ductos
mamarios e, finalmente, para fora do teto (Wattiaux, 2014a).

No nivel fisiolégico, a sintese de cada componente do leite ocorre de maneira
independente. A gordura, por exemplo, tem como precursores a glicose, o acetato, o butirato e
os triglicerideos. O acetato e o butirato sdo produzidos no rimen e utilizados como blocos
construtores de cadeia curta de acidos graxos. Ja os triglicerideos sao formados por meio da
unido de trés &cidos graxos, em virtude do glicerol vindo da glicose, sendo sintetizados nas
celulas epiteliais mamarias (Wattiaux, 2014b).

Ja as proteinas, estas podem ser divididas em dois grupos: as caseinas e as proteinas do
soro. As primeiras sdo produzidas a partir de aminoacidos originarios do sangue e antes de
serem liberadas no lumen sdo organizadas em grandes micelas. As proteinas do soro, por sua
vez, sdo sintetizadas pelo sistema imune, sendo originarias do sangue e migrando para o leite
(Wattiaux, 2014b).

A lactose ¢ formada pela unido entre uma molécula de glicose e outra de galactose,
sendo que esta unido é catalisada pela enzima lactose-sintetase. Ela é considerada o principal
carboidrato do leite e é responsavel pelo seu fator osmotico, pois quando € sintetizada ela atrai
a 4gua para as células epiteliais mamarias (Gonzalez; Campos, 2003).

As vitaminas do leite sdo sintetizadas pelas bactérias do ramen, pois ndo podem ser
produzidas pelas glandulas mamarias, desse modo elas podem ser originadas pelas fontes
alimentares ou convertidas por precursores no figado, intestino delgado ou na pele (Moraes,
2016). Os minerais, por outro lado, ndo séo sintetizados por organismos vivos, mas Sao
transferidos do sangue para o leite. Além disso, vale ressaltar que as concentra¢fes minerais no
sangue e as propor¢des de transferéncia para o leite sdo desconhecidas, mas acredita-se que
possa haver a seletividade na sua captagéo, retornando para o sangue o0 que nao foi selecionado
(Park, Lindberg, 2006).

Os elementos minerais em maior quantidade no leite sdo potassio, calcio, cloro e fésforo,
porém, nem todos eles se encontram em sua forma soltvel, estando também na forma coloidal.
Calcio e fosforo sdo os mais abundantes na fase coloidal, os demais elementos presentes em
maior quantidade estdo distribuidos entre as duas fases (Ordonez et al., 2004). Na Tabela 1 é

possivel observar a distribuicdo dos minerais presentes nas diferentes fases do leite.
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Tabela 1 - Distribuigdo aproximada dos minerais (mg/100 mL) entre as fases soltvel e
coloidal do leite de vaca fresco (pH = 6,8)

Minerais Total Fase soluvel Fase coloidal
Saédio 50 45 (92%) 4 (8%)
Potassio 145 133(92%) 12 (8%)
_ ) 40 (33%)
Célcio lonizado 120 80 (67%)
12 (100%)

Magnésio 13 9 (67%) 4 (33%)
Fosforo 95 41 (43%) 54 (57%)
Cloretos 100 100 (100%)

Sulfatos 10 10 (100%)
Citratos 175 164 (94%) 11 (6%)

Fonte: Adaptado de Ordoénez et al. (2004).

Os principais minerais encontrados no leite de vaca sdo calcio, fosforo, magnésio,
potassio e sddio, os quais sdo denominados macrominerais e considerados essenciais a saude,
visto que sdo capazes de colaborar com a necessidade das doses diérias de minerais
recomendadas de ingestdo para o ser humano (Zwierzchowski; Ametaj, 2019; Vahci¢, 2010;
Pietrzak-Fieniako; Kamelska-Sadowska, 2020). Essas doses sdo, em média: Caélcio 1.300
mg/dia, Magnésio 320 mg/dia, Sodio 1.500 mg/dia e Potassio 3.000 mg/dia (National
Academies of Sciences, Engineering, and Medicine, 2009).

Esta necessidade de ingestdo diaria é devido a funcdo que estes minerais desempenham
em nosso corpo. O potéssio é considerado essencial para satde porque atua como um eletrolito
no corpo humano, regulando a pressao osmotica das células, equilibrando a agua e a acidez do
sangue. Ele também é necessario para o funcionamento normal dos nervos, musculos e
metabolizacdo de proteinas e carboidratos. Sua auséncia no organismo pode gerar fadiga,
reflexos lentos, fraqueza muscular e pele seca (Schieferdecker; Thieme; Hauschild, 2016;
Belitz; Grosh; Schiberle, 2004).

O célcio é considerado essencial porque além de exercer fun¢bes como formacéo e
manutencdo da estrutura 0ssea e dentaria, também atua no sistema nervoso como sinalizador,
controlando canais de sodio e a secrecdo de neurotransmissores (Schieferdecker; Thieme;

Hauschild, 2016). Ele colabora com o funcionamento correto do cérebro, nervos, os masculos
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e 0 coracao, além disso, ele tem sido associado a prevencédo da osteoporose, cancer intestinal e
hipertensao (Belitz; Grosh; Schiberle, 2004; Marenjak; Poljicak-Milas; Delas, 2006).

A concentracdo de sodio no leite é quase toda soltvel, sendo também um elemento
mineral bastante importante no organismo humano. Atua na comunicacdo entre as células
nervosas, além de desencadear contragGes musculares, regular a pressédo arterial, participar do
transporte de nutrientes para o intestino delgado e rins e na manutengdo do equilibrio acido-
base (Schieferdecker; Thieme; Hauschild, 2016).

Por fim, 0 magnésio também merece destaque. Em sua maioria, na forma soltvel, é
importante para a metabolizacdo da glicose e também em outros processos de producdo de
energia, na formacdo dos ossos, na sintese do DNA e RNA. Além disso, colabora na
recuperacdo celular e combate a radicais livres (Schieferdecker; Thieme; Hauschild, 2016). Sua
deficiéncia altera o metabolismo do calcio e também o horménio regulador de calcio (Lukaski,
2004).

E importante citar que a concentracdo desses minerais no leite pode variar de acordo
com varios aspectos, principalmente a alimentacdo do gado leiteiro, devido a forma como os
minerais sdo transferidos para o leite (Zwierzchowski; Ametaj, 2019; FiSera et al., 2018). Em
um estudo realizado com leite de éguas foi comprovado que o leite daquelas alimentadas com
uma forragem de alta qualidade manteve a composicdo de célcio, sédio e magnésio em uma
quantidade 1,5 a 2 vezes maior do que o leite das éguas alimentadas a pasto e com uma racéo
de baixa qualidade (Fisera et al., 2018). Em outro estudo, analisando a concentragdo de célcio,
magnésio, potassio, fosforo e sddio do leite de vacas de uma provincia no Canada, comprovou-
se que, em média, obtinha-se maiores concentracbes desses minerais no leite deste local que no

restante do mundo (Zwierzchowski; Ametaj, 2019).

2.3 TIPOS DE LEITE

O leite pode ser classificado de diversas formas, levando em consideragdo diferentes
critérios, como por exemplo contetido de solidos, teor de gordura e tratamento térmico. Assim,
o leite cru fluido - aquele obtido diretamente das glandulas mamarias das vacas — pode passar
por diferentes processos, sendo capaz de gerar os diferentes tipos de leites (Medeiros, 2018).

De acordo com a Instrucdo Normativa 76 (Brasil, 2018a), o leite cru deve ter a

composigdo fisico-quimica apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2 - Composicéo fisico-quimica do leite cru

Parametros fisico-quimicos de leite Limites e caracteristicas
Gordura >3,0 g/100 g
Proteina >2,9¢/100 g
Lactose >43¢/100 g
ESD* 8,4 9/100 g.
EST** 11,4 g/100 g

*Extrato seco desengordurado. **Extrato seco total.
Fonte: Adaptado de Brasil (2018a).

A composicdo do leite cru pode sofrer alteracdo, principalmente o percentual de seus
componentes (gordura, proteina, lactose, extrato seco desengordurado e extrato seco), isso se
deve a fatores intrinsecos, como a espécie e genética dos animais, condi¢cdes ambientais e
sazonais, estagio de lactagdo, fatores nutricionais, patoldgicos e até mesmo o manejo ao qual
as vacas sdo submetidas (Leira et al., 2018).

Logo, para ser comercializado, este leite cru é submetido a diferentes processos para
padroniza-lo e/ou garantir sua seguranca alimentar e nutricional. O processo de desnate é um
deles. Ele é feito com o intuito de realizar a remog&o do creme presente no leite, de maneira
parcial ou total. Essa pratica é realizada para obter leite desnatado, padronizar a quantidade de
gordura no leite integral e para a obtencdo do creme do leite. Assim, o leite é classificado de

acordo com seu teor de gordura, conforme a Tabela 3.

Tabela 3 - Classificacdo do leite a partir do teor de gordura

Tipo de leite Porcentagem de gordura
Integral >3% m/m
Semidesnatado 0,6 22,9% m/m
Desnatado <0,5% m/m

Fonte: Adaptado de Brasil (2018a).

A classificacdo do leite também pode ser feita de acordo com o tratamento térmico ao
qual ele é submetido. De maneira geral, o tratamento térmico garante a seguranca alimentar do
leite, eliminando bactérias patogénicas e microrganismos deteriorantes, além disso, ajuda a

preservar nutrientes e prolonga a vida util do produto (Brasil, 2018a). Os processos de
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tratamento térmico mais comuns aos quais o leite é submetido sdo a pasteurizagdo e o
tratamento a temperatura ultra alta (UHT).

A pasteurizacdo pode ser rapida, o leite € aquecido a 72 °C por 15 segundos; ou a lenta,
ele é aquecido a 65 °C por 30 minutos (Mulinari; Rosolen; Adami, 2017). Ja no tratamento
UHT, o leite € submetido a temperaturas continuas de 130 °C a 150 °C, de 2 a 4 segundos e,
em seguida, € resfriado a 32 °C. Logo ap0s, ele é envasado assepticamente em recipientes
especiais de papeldo (por exemplo, Tetra Pak®) e depois fechado com calor, permanecendo em
condicdes aceitaveis varios meses, sem necessitar de refrigeracao (Vidal-Martins; Rossi Junior;
Rezende-Lago, 2005). E importante ressaltar que tanto o leite pasteurizado, quanto o UHT
podem ser integrais, semidesnatados ou desnatados (Brasil, 2018a).

Por fim, o leite em pg, o qual é obtido por desidratacao do leite de vaca, sendo também
classificado de acordo com seu teor de gordura, integral (com 26% ou mais de gordura),
parcialmente desnatado (com mais de 1,5% e menos de 26% de gordura) e desnatado (com
menos de 1,5% de gordura) (Brasil, 2018b).

2.4 MANEJO DO GADO LEITEIRO: CONVENCIONAL versus ORGANICO

O manejo do gado é de extrema importancia para a garantia da salde animal e da
producdo de leite de qualidade. Para isso, a dieta deve ser balanceada, adequada as condi¢des
de criacdo e os cuidados com o bem-estar animal devem ser aplicados. Tudo isso porque a
producdo de leite é reflexo direto da alimentacdo e da maneira como o gado ¢é tratado (Netto;
Brito; Figueird, 2006). Dessa forma, 0 manejo racional, valorizando o animal, é essencial para
a obtencéo de leite (Miranda; Diniz; Andreoli, 2008).

Atualmente, os tipos de manejo sdo variados, podendo o gado ser criado em um sistema
aberto, confinado, ou até em ambos, variando de acordo com a raca, 0 espaco disponivel e o
tipo de manejo escolhido pelo produtor. No manejo convencional o gado pode ser criado tanto
confinado quanto em sistema aberto, podendo ter uma mistura de ambos, sem limitacdes
(Miranda; Diniz; Andreoli, 2008). Geralmente, neste tipo de manejo onde a agricultura
convencional é utilizada, h& uso de insumos externos a plantagéo de alimentac&o do gado, como
fertilizantes ou outros agroquimicos. Esse fator pode gerar a presenca de diferentes tipos de
residuos quimicos no leite. Além disso, utiliza-se medicamentos diversos, racoes

industrializadas, além de ser permitido o uso de ureia na alimenta¢do. Em resumo, o foco neste
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tipo de manejo é a producéo leiteira, sem considerar as questdes de sustentabilidade (Bratz,
2016).

No manejo organico, 0 bem-estar animal € uma das principais preocupacdes, sendo
extremamente valorizado. Este tipo de manejo € mais benéfico para os animais e também para
as questdes ambientais, do que o manejo convencional (Nicholas et al., 2004). Ele é voltado
para a sustentabilidade, sem a utilizacdo de agroquimicos, sendo permitida somente a utilizacdo
de alimentos cultivados na propria propriedade de producéo ou em outras sob manejo organico.
Para o cultivo desses alimentos € permitido o uso de compostos que auxiliem na producéo, e
que ndo causem danos a salde e ao meio ambiente, como alguns biofertilizantes, adubo verde,
algas marinhas provenientes de producdo legalizada, fosfato de rochas, dentre varios outros,
conforme apresentado na Portaria n® 52, de 15 de marco de 2021 (Brasil, 2021).

A suplementacdo alimentar com minerais e vitaminas ndo pode conter residuos de
contaminantes acima do permitido pela legislacdo especifica. Também nédo sdo permitidos o
uso de suplementos e compostos nitrogenados nao-protéicos e nitrogénio sintético na
alimentacdo. O gado deve ser criado, preferencialmente, em total regime livre. Mas, caso ndo
seja possivel, deve haver a possibilidade de que ele saia para area externa com forragem verde
por um periodo minimo de seis horas, durante o dia (Brasil, 2021).

Logo, no manejo organico a alimentacdo do gado ocorre, na maior parte do tempo, em
pastagens, no qual, a composicao e seu valor nutricional, incluindo a quantidade de elementos
minerais, sdo muito influenciadas pelo estagio de crescimento da planta e podem mudar
significativamente em periodos relativamente curtos. Assim, é dificil manter um aumento
continuo da producéo de leite com base na alimentacdo em pasto, mesmo quando a qualidade
da pastagem é alta e as condi¢cBes do solo e da &gua sdo adequadas para sua producdo
(Gabryszuk et al., 2010; Sakowski et al., 2015).

Isto gera um desanimo da parte dos produtores, para aderir a este tipo de manejo. No
Brasil por exemplo, sua producao acontece em poucas unidades. Até 2022, existiam apenas 144
produtores de leite organico, em 89 unidades de producdo (Souza et al., 2022). Além disso,
guando comparadas ao leite de manejo convencional, ha uma grande caréncia de estudos sobre
a composicédo deste alimento no Brasil.

Logo, enquanto alguns paises apresentam a caracterizacdo mineral do leite organico e
avaliam as diferencas entre a composi¢do mineral deste e do leite convencional (Gabryszuk;
Stoniewski; Sakowsk, 2008; Rey-Crespo; Miranda; Ldopez-Alonso, 2013; Zwierzchowski;

Ametaj, 2019; Qin et al., 2021), no Brasil ainda ndo ha estudos conhecidos sobre estes
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componentes no leite orgénico. Visto isso, € necessario que haja um método confiavel que
possibilite a caracterizacdo mineral do leite organico e convencional no pais e uma avaliacdo

critica dos teores de seus constituintes minerais.

2.5 PREPARO DE AMOSTRA PARA DETERMINACAO DA COMPOSICAO MINERAL
DE LEITE

O preparo de amostras para a determinacdo da composi¢do mineral de uma matriz pode
ser feito através das vias Umida ou seca, sendo que a escolha dependera do tipo de amostra e do
objetivo pretendido (Krug; Rocha, 2019).

A metodologia utilizando a via seca consiste na decomposicado dos materiais inorganicos
em altas temperaturas e pressao ambiente ou na decomposi¢do de materiais organicos pela
combustdo da amostra na presenca do oxigénio do ar, como agente oxidante (Sousa; Campos;
Orlando, 2015). Esta metodologia tem como vantagem a facilidade no preparo, exigindo pouco
tempo de atencdo do operador e a ndo necessidade de emprego de reagentes durante o processo,
somente para dissolucdo da amostra obtida. Em contrapartida, sdo necessarias muitas horas até
0 preparo de amostras ser concluido, pois a amostra permanece na mufla, por exemplo, até a
sua completa combustdo. Além disso, neste tipo de preparo pode haver a perda de minerais
juntamente com a matéria organica (na forma de aerossol s6lido) e maior probabilidade de
contaminacdo da amostra (Kira, 2002).

Ja o preparo de amostras por via imida, este pode ser feito de varias maneiras e as suas
condigBes operacionais podem ser controladas e monitoradas mais facilmente. O método
escolhido dependera dos objetivos e do tipo de analise que sera realizada para a determinacgéo
dos minerais. Este tipo de preparo é muito utilizado para determinacdo de minerais em matrizes
de leite e se baseia na decomposicdo da matéria organica por acidos e/ou reagentes oxidantes,
podendo ser combinados ou ndo (Amaro-Lépez, 1996). Dentre os principais métodos utilizados
para preparo de amostras por via imida, pode-se citar a digestdo acida com aguecimento por
conveccdo (blocos digestores, chamas ou fornos convencionais) e por micro-ondas (Nogueira,
2003).

Para este tipo de preparo, um dos acidos empregados comumente, de acordo com Krug
e Rocha (2019), € o acido nitrico, devido ao seu baixo ponto de ebuli¢do (em torno de 122 °C)
e porque sua utilizacdo na digestdo da matéria organica libera os elementos minerais na forma

de nitratos sollveis. Ademais, quando ocorre 0 aumento da pressdo e temperatura (situacdo em

25



que se usa o forno de micro-ondas com vaso fechado), ou é combinado com &cido cloridrico
e/ou peroxido de hidrogénio, este cido adquire um poder oxidante ainda maior. Além disto, tal
acido é compativel com aspectos instrumentais de varias técnicas espectrométricas de analise.

O écido cloridrico ndo apresenta propriedades oxidantes e reage com boa parte dos
cations metélicos de transi¢do, 0 que torna seu uso ndo tao viavel para determinacédo de alguns
minerais. Se utilizado em baixas concentracdes, é indicado para espectrometria de emissdo
atbmica com plasma de argbnio acoplado indutivamente (ICP OES) (Krug, 2000).
Diferentemente dos acidos citados anteriormente, o acido sulfurico deve ser evitado no processo
de digestdo, devido a sua alta viscosidade, pois pode gerar interferéncias fisicas ou poliatbmicas
e/ou degradacdo do cone de amostragem, quando utilizados em determinadas técnicas, como
ICP OES e espectrometria de massas com fonte de plasma (ICP-MS) (Hoening, 2001), além
disso, pode formar sulfatos de baixa solubilidade (Krug, 2000). Apesar disso, este acido €
utilizado combinado com outros &cidos, para aumentar o ponto de ebulicdo de reacdo de
decomposicgéo e aumentar a eficiéncia do processo no caso de amostras muito complexas (Kira,
2002).

Kira (2002) em seu trabalho para determinacao de minerais e elementos tracos no leite,
utilizou a metodologia de digestdo por via Umida em chapa de aquecimento, sendo o &cido
cloridrico utilizado como reagente para a determinacdo de calcio, cobre, ferro, potassio,
magnésio, manganés, sodio, fésforo e zinco por ICP OES. Além deste método para digestdo, a
autora também utilizou o cido cloridrico e o perdxido de hidrogénio como reagente na digestéo
acida em forno de micro-ondas focalizado, visando determinar os mesmos minerais citados
anteriormente e usando a mesma técnica (ICP OES). Ambos métodos apresentaram sobras de
particulas sélidas ndo decompostas nos digeridos finais, sendo necessario filtrar o digerido para
posterior analise. Apesar disso eles foram eficientes para a digestdo, pois quando se comparou
os resultados obtidos por eles com as concentracdes médias obtidas pela digestdo por via seca,
cuja matéria organica foi totalmente destruida, as médias de concentragdo consideradas foram
estatisticamente comparaveis.

Rey-Crespo, Miranda e Lopez-Alonso (2013) utilizaram o &cido nitrico combinado ao
peréxido de hidrogénio como reagentes para a digestdo acida em forno de micro-ondas para
determinar cadmio, cobalto, cromo, cobre, ferro, manganés, niquel, chumbo e zinco por ICP-
MS. Lima (2009) também utilizou acido nitrico combinado com peroxido de hidrogénio como
reagente, mas combinado, também, com &cido sulfirico para a digestéo acida em bloco digestor

para determinagéo de calcio, magnésio, fésforo, sédio e zinco em ICP OES.
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Oreste e colaboradores (2016) utilizaram uma mistura de propor¢do 3:1 de &cido
nitrico/acido sulfarico para determinar célcio, cobre, ferro e potéssio em amostras de leite. A
analise consistiu em pesar cerca de 1 g da amostra em um tubo digestor e, em seguida, adicionar
10 mL da mistura de reagentes. Acoplou-se um sistema de refluxo ao tubo e aqueceu-se a
mistura a 350°C por 4 horas. Apos o resfriamento em temperatura ambiente o volume final foi
completado com agua ultrapura para posterior analise (Oreste et al., 2016).

Além desta, 0 mesmo autor fez adaptacGes ao método de Ribeiro e demais autores
(2003), utilizando 3 mL de acido nitrico 65% (v/v), 1 mL de perdxido de hidrogénio 30% (v/v),
e 1 mL de agua deionizada como reagentes para o preparo de amostras de leite em forno micro-
ondas. Ap0s este preparo, o carbono organico total nas amostras foi quantificado e as amostras
obtidas foram analisadas por ICP OES para determinacdo dos metais supracitados (Oreste et
al., 2016).

Desse modo, é possivel observar que a utilizacdo do &cido cloridrico ou &cido nitrico
para 0 preparo de amostras € uma pratica comum, além da sua mistura com outros acidos ou
perdxido, apresentando eficiéncia adequada para analitos como aqueles que serdo estudados no
presente projeto (Kira, 2002; Rey-Crespo; Miranda; Lopez-Alonso, 2013; Lima, 2009; Oreste
et al., 2016; Ribeiro, 2003). Por outro lado, esses artigos raramente citam se nos procedimentos
estabelecidos restam particulas sélidas ndo decompostas apo6s digestdo ou se as particulas
solidas ndo decompostas que sdo filtradas, podem conter ou ndao alguma fracdo dos analitos.

Esses aspectos foram considerados no desenvolvimento do método proposto neste trabalho.

2.6 DETERMINACAO ANALITICA

As técnicas espectroquimicas de andlise geralmente sdo utilizadas para determinacao
quantitativa de minerais e se baseiam na “medida da interacdo entre a radiacdo eletromagnética
e 0s atomos ou as moléculas do analito, ou ainda na produgéo de radiagdo pelo analito” (Skoog
et al., 2007, p. 4). Dentre estas tecnicas podemos citar Espectrofotometria UV-Vis, ICP OES,
ICP-MS e as técnicas de interesse deste trabalho, Espectrometria de Absorcdo Atdmica com
Chama (F AAS) e Espectrometria de Emissdo Atdmica com Chama (F AES).

A F AES é baseada na emisséo de radiacdo eletromagnética pelos atomos constituintes
da amostra. A amostra na forma liquida — previamente tratada ou apenas solubilizada — ¢
aspirada e passa para fase gasosa, na qual as moléculas sdo atomizadas. Na chama do queimador

0s atomos dos analitos também sdo excitados e estes tém elétrons da camada de valéncia
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deslocados para niveis eletronicos de energia superior e, em seguida, retornam ao seu estado
fundamental, emitindo fotons de radiacao caracteristicas dos elementos constituintes da amostra
(Skoog; Holler; Nieman, 2002).

A partir disso, as medicOes espectrais sdo baseadas na escolha e isolamento de uma
regido do espectro eletromagnético do elemento a ser determinado. A F AES, é uma das técnicas
de espectrometria de emissdo atdmica, onde a temperatura de sua chama depende do géas
utilizado, variando de 1.700 a 1.800 °C, a qual promove a emissdo radiante de alguns atomos
que sdo mais facilmente excitaveis, como Na, K e Li. Porém, alguns equipamentos também tem
a capacidade de determinar Ca (Ewing, 1972). Neste trabalho a técnica de F AES foi utilizada
para determinar Na e K nas amostras de leite apds digestdo &cida.

A Espectrometria de Absorcdo Atdmica (AAS) é uma técnica que permite a
determinacéo de elementos metalicos, semimetalicos e até alguns ndo-metalicos em diferentes
matrizes. Para a determinagdo de elementos na faixa de pg L™ utiliza-se o forno de grafite como
atomizador, técnica denominada Espectrometria de Absor¢do Atémica com Forno de Grafite
(GF AAS). Ja para medidas em mg L2, utiliza-se a chama como atomizador, correspondendo a
técnica F AAS (Welz; Sperling, 2008), utilizada neste trabalho para quantificacdo dos
elementos minerais Ca e Mg.

Essa técnica fundamenta-se na radiacdo eletromagnética oriunda de uma fonte de
radiacdo primaria, que é absorvida pelos atomos dos constituintes quimicos das amostras, de
forma que para cada analito utiliza-se um comprimento de onda especifico. Assim, uma aliquota
da amostra é transformada em aerossol, por meio de um nebulizador e este é levado a chama, a
qual deve ter energia suficiente para atomizar a amostra. E importante ressaltar que a
composi¢do quimica da chama é fundamental para a atomizacdo eficiente dos analitos. Por
exemplo, chamas que utilizam Ar-acetileno podem atingir até 2.250 °C, ja quando se utiliza
oxido nitroso-acetileno a chama atinge cerca de 2.850 °C (Welz; Sperling, 2008).

A partir disso, é importante avaliar a amostra, assim como o0s elementos a serem
determinados, para que seja utilizado a chama com os comburentes corretos e tambem evitar
qualquer tipo de interferéncia no sinal resposta.

Vale ressaltar que a escolha da técnica de andlise é feita de acordo com o elemento a ser
determinado, a concentracdo de analito e o tipo de amostra que se deseja analisar, sendo que a
técnica a ser escolhida deve ter a capacidade de fornecer resultados precisos e exatos sobre a

amostra. Neste contexto, este trabalho utilizou das técnicas instrumentais F AES para
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determinacdo de sodio e potassio, e F AAS para a determinar calcio e magnésio em amostras

de leite provenientes tanto de manejo organico como convencional.
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3 OBJETIVOS

Nesta secdo serdo apresentados os objetivos deste trabalho, os quais foram divididos em

objetivo geral e objetivos especificos.

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método de preparo de amostras para leite, que seja adequado para
determinar sodio e potassio por F AES, e calcio e magnésio por F AAS, em leite bovino de

manejo organico e convencional.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver um método para o preparo das amostras de leite, utilizando a chapa de
aquecimento, que seja adequado para a determinacdo dos minerais célcio, potéssio,
sodio e magnésio por técnicas espectrométricas de analise;

e Avaliar a aplicabilidade do método de preparo de amostras desenvolvido para
determinacdo de Ca e Mg por F AAS, em diferentes tipos de leite;

e Otimizar métodos espectrométricos para determinacdo por F AES (s6dio e potassio) e
por F AAS (calcio e magnésio) em amostras de leite apds o preparo estabelecido;

e Investigar a composicdo de Na, K, Ca e Mg de leites produzidos no Brasil tanto de

forma convencional como organica;
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4 PARTE EXPERIMENTAL

Nesta secdo serdo apresentados todos os materiais utilizados para realizacdo deste

trabalho, assim como todas as informacdes acerca do desenvolvimento e otimizacdo do método.

4.1 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Para o desenvolvimento deste trabalho foram usados o0s seguintes equipamentos e
acessorios: Fotdbmetro de chama (Digimed, modelo DM-61) e Espectrémetro de Absorcdo
Atoémica (ThermoScientific, modelo Solaar série M5), disponiveis no Departamento de Quimica
da UFJF, Liofilizador (LJJO, CIENTIFICA JJ) a - 44,4 °C e vécuo de 176 mmHg e Bloco
Digestor (Tecnal modelo TE — 040125), disponiveis na Faculdade de Farmécia da UFJF.
Balanga analitica (Mettler Toledo), Deionizador de agua (Elga Purelab Option), geladeira
(Electrolux, modelo DoubleDC33), micropipetas de volumes variaveis (LabMate Pro®), chapa
de aquecimento (Quimis, modelo K261-22) e dessecador a vacuo.

Também foram utilizadas vidrarias em geral, como béqueres de volumes variados,
vidros de reldgio, tubos tipo Falcon de 15 e 50 mL, pipetas de pasteur, colheres de plastico,
placas de Petri com diametro de 90 mm e vidrarias de preciséo (bal6es volumétricos de volumes
variados). Tais vidrarias e/ou materiais foram higienizados com &gua e sabdo neutro e, em
seguida, descontaminados em &cido nitrico 10% (v/v), durante 24h. Por fim eles foram

enxaguados com agua deionizada e secos a temperatura ambiente.

4.2 REAGENTES E SOLUCOES

Foram utilizadas solugBes padrdo de 1000 mg L de Na, K, Ca e Mg (SpecSol, S&o
Paulo, SP, Brasil) e preparou-se, a partir do sal LiCl 99 % (m/m) (Sigma Aldrich, St. Louis -
EUA), solucdo padrdo de Li 1000 mg L. Utilizou-se, também, HNO3 65 % (v/v) (Fmaia,
Diadema — SP e Alphatec), H202 35% (v/v) (Fmaia, Diadema — SP), Acido sulfurico 98% (v/v)

(Ragen, Rio de Janeiro — RJ) e 4gua deionizada com resistividade de 18 MQ.cm.
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4.3 AMOSTRAGEM

As amostras utilizadas neste trabalho foram de leite cru; UHT integral e desnatado; em
po integral e desnatado; e pasteurizado integral. Dentre estas, as amostras de leite cru, UHT
(integral e desnatado) e em poé (integral) foram de origem convencional e organica, ja o leite
pasteurizado e o leite em po (desnatado) foram somente de origem convencional.

O leite UHT, tanto integral como o desnatado, convencional e organico, o leite
pasteurizado e o leite em po integral e desnatado convencional foram adquiridos no comércio
local da cidade de Juiz de Fora — MG. Ja o leite em p0 integral organico foi comprado on line,
de uma drogaria na cidade de Belo Horizonte — MG.

As amostras de leite cru foram obtidas entre os meses de marco e maio do ano de 2022,
em fazendas de manejo de gado leiteiro convencional e organico. Aquelas de leite organico
foram adquiridas através de uma parceria com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(EMBRAPA) “Gado de Leite”, situada em Juiz de Fora - MG. A coleta foi realizada em 7
fazendas localizadas no Sudeste. Ja aquelas de leite cru convencional foram de cinco fazendas

do estado de Minas Gerais, conforme pode ser visto na Figura 1.

Figura 1 - Mapa com a localizacdo das Fazendas onde as amostras foram coletadas: a) Leite
Organico; b) Leite Convencional

a) . = b)
I 555 Viceute ¢ M - 3G 3 ) B Dorss & Crongos - MG

B lopuma - 5P . o B Matsans Darboss . 39G
] Serrn Neges - 57 )
1B Cassin dos Cogqamures - 41
W Moosea - SP

B Twsscpola - 1

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Todas essas amostras foram coletadas de tanques de expanséo de ago inox —onde foram
armazenados ap6s a ordenha — com o auxilio de um coletor convencional de amostras de leite,
também de aco inox, e colocadas em frascos plasticos devidamente higienizados. Apos
coletadas, as amostras foram congeladas para serem conservadas até 0 momento de seu preparo.

Todas as amostras obtidas foram corretamente identificadas, conforme apresentado no

Quadro 1.
32



Quadro 1 - Identificacdo das amostras obtidas

Amostra Codigo
Mistura de Leite Liofilizado Cru Convencional e Organico LLMIXCRUCO
Mistura de Leite Liofilizado Cru Convencional LLMIXCRUC
Mistura de Leite Liofilizado Cru Organico LLMIXCRUO
Mistura de leite Fluido Pasteurizado Integral Convencional LFPIC
Mistura de Leite Liofilizado UHT Integral Convencional LLUHTIC
Mistura de Leite Fluido UHT Integral Convencional e Orgéanico LFMIXUHTICO
Mistura de Leite Fluido UHT Desnatado Convencional e Organico LFMIXUHTDCO
Leite Fluido UHT Integral Convencional LFUHTIC
Leite Fluido UHT Desnatado Convencional LFUHTDC
Leite Fluido UHT Integral Organico LFUHTIO
Leite Fluido UHT Desnatado Organico LFUHTDO
Mistura de Leite em po Integral Convencional e Orgénico LPOMIXICO
Leite em P¢ Integral Convencional LPOIC
Leite em PO Desnatado Convencional LPODC
Leite em P6 Integral Organico LPOIO
Leite Fazenda Organica 01 LFZ29030
Leite Fazenda Organica 02 LVP31030
Leite Fazenda Organica 03 LNS26040
Leite Fazenda Organica 04 LT27040
Leite Fazenda Organica 05 LRSS27040
Leite Fazenda Organica 06 LFAF11050
Leite Fazenda Organica 07 LFTL11050
Leite Fazenda Convencional 01 LFS2305C
Leite Fazenda Convencional 02 LV2305C
Leite Fazenda Convencional 03 LD2305C
Leite Fazenda Convencional 04 LS2305C
Leite Fazenda Convencional 05 L12305C

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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4.3.1 Armazenamento das amostras

As amostras de leite UHT foram armazenadas em geladeira. O leite em po foi
armazenado em local fresco e arejado. Ja o leite pasteurizado foi adquirido e o preparo de
amostras foi realizado imediatamente, ndo sendo necessario seu armazenamento.

Os testes iniciais para desenvolvimento do método foram realizados utilizando leite
UHT integral convencional, com 3% (m/v) de gordura, que foram submetidos a liofilizacdo.
Inicialmente, foi feita uma mistura das amostras de leite UHT integral convencional de 3 marcas
diferentes, utilizando 100 mL de cada uma das amostras. Em seguida, esta mistura foi
particionada em porc¢des de 30 mL em placas de petri, que foram vedadas com pléastico filme
de PVC, lacradas com fita crepe, identificadas e pesadas. Por fim, elas foram armazenadas em

congelador até a liofilizacdo, como mostra a Figura 2.

Figura 2 — Amostra congelada e armazenada em placa de Petri previamente a liofilizacédo

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

As amostras de leite cru ja estavam congeladas quando foram recebidas, mas estavam
em frascos de 200 mL, logo foi necessario descongela-las para que fossem corretamente
armazenadas para liofilizacdo. Assim, para que descongelassem sem alterar suas caracteristicas,
elas foram colocadas em geladeira a 3 °C por cerca de 24 horas. ApOs esse tempo, ja
descongeladas, foi necessario agita-las manualmente por cerca de 2 minutos para ficarem
homogéneas e, em seguida, foram divididas e armazenadas da mesma maneira que as amostras
de leite UHT.
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4.4 PREPARO DAS AMOSTRAS

O preparo de amostras utilizado usou como principio a via imida, sendo a digestao acida
do leite realizada para todas as amostras. Porém, algumas amostras foram submetidas a um pré-
tratamento, para que elas pudessem ser conservadas por mais tempo, até que o método de
digestdo fosse otimizado, como pode ser visto a seguir.

441 Pré-tratamento das amostras

Antes de serem submetidas ao preparo de amostras as amostras de leite cru e aquelas de
leite UHT, utilizadas inicialmente, foram submetidas a liofilizacdo, com o objetivo de retirar a
agua livre do leite e serem conservadas sem perder suas propriedades. Assim, as amostras de
leite congeladas em placas de petri, foram liofilizadas por cerca de 24 horas.

Apos este tempo, elas foram retiradas do liofilizador, e as diferentes por¢des da mesma
amostra foram transferidas para almofariz e maceradas até se tornarem um po de aparéncia
caracteristica de leite em p6. Em seguida foram colocadas em tubos Falcom de 50 mL e
acondicionadas em congelador. Logo ap6s liofilizacdo foi feito o calculo da &gua perdida
durante o processo e da amostra restante.

4.4.2 Digestdo das amostras

Para o desenvolvimento de um método adequado para determinacdo dos elementos
minerais Na, K, Ca e Mg em leite organico e convencional, foi necessario submeter as amostras
a digestao por via umida. Desse modo, foram realizados diferentes testes utilizando somente a
chapa de aquecimento e o bloco digestor, 0 micro-ondas néo foi utilizado, pois estava com
defeito. Os reagentes utilizados e suas proporcdes foram escolhidos com base nos trabalhos de
Lisboa e Sousa (2020), Ribeiro et al. (2003), Oreste et al. (2016) e Rey-crespo, Miranda, Lpez-
Alonso (2013). J& o volume dos reagentes foi baseado na observagdo visual do processo de
digestdo. A massa e 0 volume de amostra utilizados para digestdo foram embasados no trabalho

de Rey-crespo, Miranda e Lopez-Alonso (2013).
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4.4.2.1 Digestao das amostras em chapa de aquecimento

Para avaliar a eficiéncia de diferentes reagentes e proporcdes para a digestdo das
amostras de leite UHT, inicialmente utilizadas para o desenvolvimento do método, foram
realizados testes em chapa de aquecimento e em bloco digestor. Primeiramente fizeram-se 0s
testes em chapa de aquecimento. Para eles, aproximadamente 0,1300 g de amostra foram
pesados em um béquer, em seguida os reagentes foram adicionados e o béquer tampado com
um vidro de reldgio, para possibilitar o refluxo dos reagentes, e colocado sobre a chapa de

aquecimento a 100 + 5 °C, conforme a Figura 3.

Figura 3 - Sistema de refluxo utilizado para digestdo em chapa de aquecimento

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Ao longo do tempo, adi¢es sucessivas dos agentes oxidantes foram feitas até que a
liberagdo de vapores nitrosos parasse ou diminuisse significativamente. E importante ressaltar
que diferentes testes foram realizados, variando os reagentes e proporg¢des utilizados para
digestdo, conforme mostra o Quadro 2.
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Quadro 2 - Reagentes e proporcdes utilizados nos testes iniciais para digestdo em chapa de
aquecimento

Teste Reagentes Proporc¢éo
1 HNO3
2 HNO3:H20> 2:1
3 HNO3:H20> 31
4 HNO3:H20;" 31
5 HNO3:H202:H2S04 6:1:1

LAs amostras foram submetidas a pré-digestdo com HNO; por 12 horas.
Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Apos digestdo da amostra, aguardou-se o resfriamento do digerido. Em seguida, o
digerido era observado, logo, quando se notava que a solucdo de digerido ndo apresentava
particulas solidas, ela era transferida para um baldo volumétrico de 25,00 mL e seu volume
aferido com &gua deionizada. Porém, em casos nos quais notou-se particulas solidas néo
decompostas, o digerido total era filtrado em papel filtro, com auxilio de agua deionizada, no
momento da transferéncia para o baldo volumétrico de 25,00 mL.

Desse modo, os ensaios mais bem-sucedidos em chapa de aquecimento — aqueles em
que a digestdo se mostrou eficiente — tiveram os reagentes e proporcdes utilizados em testes

com o bloco digestor.

4.4.2.2 Digestdo das amostras em bloco digestor

Baseado nos testes realizados em chapas de aquecimento, foram realizados dois testes
em bloco digestor, o primeiro utilizando como reagentes HNO3z e H,O2 na proporcdo 3:1, e 0
segundo usando HNO3 H202 e H2SO4 na proporgdo 6:1:1.

Assim, cerca de 0,1300 g de amostra foram pesados em tubos digestores, em seguida 0s
reagentes foram adicionados e os tubos foram levados ao bloco digestor. A temperatura do
bloco foi aumentada gradativamente de 40 °C até 115 °C — temperatura abaixo do ponto de
ebulicdo do HNO:s.

Esta temperatura ficou constante durante o processo de digestédo, o qual foi interrompido
somente quando houve diminuicdo significativa dos vapores nitrosos, totalizando 4 horas. A

digestdo, para ambos os testes em bloco digestor, teve restos de particulas sélidas nédo
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decompostas. Logo, realizou-se 0 mesmo procedimento de filtragdo do sélido residual das
digestdes em chapa de aquecimento.
A partir disso os testes de digestdo em chapa de aquecimento e em bloco digestor foram

comparados, com o objetivo de selecionar o melhor procedimento.

4.5 OTIMIZACAO DO METODO PARA DETERMINACAO DE SODIO E POTASSIO

Com o intuito de determinar Na e K nas amostras de leite convencional e organico, o

método foi otimizado conforme descrito nesta se¢éo.

4.5.1 Espectrometria de Emissdo Atdmica com Chama

Para determinacdo dos analitos Na e K foi empregada a técnica F AES, também
conhecida como como fotometria de chama. Foi utilizado o fotdmetro de chama da Digimed
(modelo DM-61), com camara de nebulizacdo para introducdo de GLP (gas liquefeito de
petréleo) como gas combustivel e ar comprimido como gas oxidante, possibilitando a leitura
simultanea dos analitos com resolucéo de 0,1 ppm e tempo de resposta de 8 segundos. Assim,
as solucOes de amostra foram aspiradas com uma vazdo média de (5,77 = 0,12) mL/min.

4.5.2 Condigdes Experimentais do Método

A partir da comparacdo dos testes realizados, optou-se pela utilizagdo da chapa de
aquecimento para o preparo das amostras por digestdo acida. Com o intuito de selecionar os
melhores reagentes e propor¢des dentre os testes avaliados (Teste 3 - HNO3z e H202 na
proporcao 3:1; e Teste 5 - H2SO4, HNO3 e H202 na proporc¢édo 6:1:1) foram realizados ensaios
de curva de calibracdo por adigéo de padrdo em amostras de leite UHT integral convencional
liofilizado — tanto para Na quanto para K — submetidos aos diferentes preparos de amostras. Em
seguida as concentracdes dos analitos (Na e K) na amostra foram determinadas e comparadas
estatisticamente por meio de um teste t a 95% de confianca.

Enquanto para o Na utilizou-se a solugéo do digerido obtido diluido em bal&o de 25,00
mL com &gua deionizada, para o K, uma aliquota de 5,00 mL desta solucdo inicial foi
transferida, com o auxilio de uma pipeta de volume variavel (0,50 — 5,00 mL), para outro baldo

volumétrico de 25,00 mL e seu volume foi completado com com agua deionizada.
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Ap0s determinar as melhores condi¢cdes e reagentes para o preparo de amostras, foi
necessario avaliar o tipo de calibracéo instrumental mais adequada para determinacdo de Na e
K por F AES. Os procedimentos de calibracdo comparados foram a calibracdo externa e a
calibracdo externa com padrdo interno e, analogamente, a calibracdo externa e calibragédo
externa com padrdo interno preparados no branco dos reagentes (casamento de matriz). Estas
ultimas foram estudadas com o intuito de diminuir os efeitos gerados pelos agentes oxidantes
na matriz.

A comparacdo dentre as calibracGes foi realizada por meio da resposta de testes de
adicdo e recuperagéo dos analitos em amostras de leite UHT liofilizados, a partir das diferentes

curvas.

4.6 OTIMIZACAO DO METODO PARA DETERMINACAO DE CALCIO E MAGNESIO

Com o objetivo de determinar Ca e Mg nas amostras de leite, 0 procedimento
instrumental também foi otimizado para a técnica de F AAS. Logo, entendendo que 0s
principios das técnicas de F AES e F AAS sdo semelhantes e assumindo uma condicdo de
compromisso, 0 método de calibracdo selecionado para determinacdo de Na e K por F AES
também foi utilizado para determinagdo de Ca e Mg por F AAS.

4.6.1 Espectrometria de Absorcdo Atémica com Chama

A determinacdo de Ca e Mg foi realizada via F AAS. Para esse fim, anteriormente as
analises e otimizacdo do método, fez-se a otimizacdo univariada dos parametros altura do
gueimador, vazdo dos gases e posicdo da pérola de impacto, utilizando solucdes padrdes
preparadas no branco de reagentes na concentragdo de 10 mg L™ para ambos analitos. As

respostas obtidas durante as otimizacGes podem ser vistas na Figura 4 e Figura 5.
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Figura 4 - Otimizacdo dos parametros a) Vazéo de CoH: e b) Altura do queimador para
determinacédo de Ca por F AAS
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Conforme pode ser observado na Figura acima, foi estabelecido que a melhor altura do
queimador a ser utilizada para determinacédo de Ca seria 8,1 mm. Ja a vazao dos gases escolhida
foi a de 4,5 L/min, pois a absorbancia obtida quando a vazao do gas aumentou de 4,5 para 4,6
L/min, sofreu uma pequena variacdo, como pode ser visto na Figura 3. Logo, isto ndo
justificaria o uso de uma maior vaz&o, pois resultaria em um maior gasto de combustivel para

um ganho minimo de sinal analitico.

Figura 5 - Otimizacao dos parametros a) Vazéao de C>H: e b) Altura do queimador para
determinagdo de Mg
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Para a determinacdo de Magnésio, o melhor sinal resposta para a vazao do gas foi a de
1,1 L/min e a altura do queimador foi de 9 mm, conforme apresentado na Figura 5.

Deste modo, estes e os demais parametros instrumentais do equipamento, que estavam
de acordo com as recomendacdes do fabricante, foram utilizados para determinacdo de Ca e

Mg por F AAS, como pode ser observado na Tabela 4.
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Tabela 4 - Parametros Instrumentais para determinacdo de Ca e Mg por F AAS, conforme
otimizacdo e recomendagdes dos fabricantes dos equipamentos

Parametros Instrumentais Flementos
Ca Mg
Comprimento de Onda (nm) 4227 285,2
% da Corrente da Lampada (mA) 100% 75%
Resolucao espectral (hm) 0,5 0,5
Mistura gasosa N20/C2H> Ar/CzH;
Vazédo do Gés (L/min) 4,5 1,1
Altura da Chama (mm) 9,0 8,3

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

4.6.2 Determinacdo de Ca e Mg nas particulas solidas ndo decompostas pela digestao

acida

Apds a digestdo das amostras, o digerido era filtrado no momento da transferéncia para
0 baldo volumétrico, com auxilio de um papel filtro e agua deionizada. O papel contendo as
particulas sélidas retidas durante a filtracdo era levado para o dessecador em temperatura
ambiente, e ap0s seco, era reservado para posterior analise.

Com o intuito de avaliar se existiam analitos retidos neste solido, realizaram-se testes
da solubilidade do so6lido em alcool etilico 20, 30 e 40% (v/v). A partir disso, a solucdo que
apresentou melhor desempenho na solubilizacdo do so6lido foi analisada por F AAS e a
concentracdo de Ca e Mg nestes sélidos foi determinada.

4.7 ENSAIOS DE VALIDACAO DO METODO

Foram feitos os ensaios de validacdo do método para os parametros linearidade, efeito
matriz, limites de detecgdo (LOD) e quantificacdo (LOQ), tendéncia, exatiddo e precisao.

A faixa linear de trabalho foi definida por meio de testes da linearidade da curva. Para
isto, foram feitas curvas analiticas, considerando a faixa 6tima de trabalho do fotémetro
utilizado e a concentracédo esperada dos analitos, com cinco niveis e em triplicatas, as quais
foram preparadas e lidas de maneira aleatédria (Inmetro, 2020). Em seguida, foi verificada a

homocedasticidade dos dados, ou seja, a homogeneidade da variancia dos residuos, pelo teste
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de Cochran (ISO 5725-3:1994) e a linearidade foi avaliada pelo teste F (F-Snedecor) na analise
da variancia (ANOVA) da regresséo (Inmetro, 2020).

O efeito matriz foi investigado a partir do estudo da comparacao de curvas de calibracao
externa e de adicdo de padrdo na amostra. Logo, os coeficientes de inclinacdo de ambas curvas
foram comparados por um teste t a 95% de confianca (Inmetro, 2020).

Com o intuito de confrontar os LOD e LOQ para determinacdo Na e K por F AES e
avaliar qual método obteria os limites mais proximos da realidade, os quais fossem condizentes
com a literatura, LOD e LOQ foram calculados de dois métodos diferentes. O primeiro, através
da estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear da equacgdo da curva analitica (Equacéo 1
e Equacéo 3, respectivamente) e o segundo, por meio do desvio padréo da leitura do branco dez
vezes (Equacédo 2 e Equacdo 4, respectivamente) (Anvisa, 2017; Inmetro, 2020), conforme as

férmulas abaixo.

LOD==2 [1]
LOD="2  [2]
LOQ="> [3]
LOQ="" [4]

Sendo:

S = Estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear da equacédo da curva analitica;
s = desvio padréo da resposta do branco

a = sensibilidade da calibrag&o.

J& para determinacdo de Ca e Mg por F AAS, o LOD e LOQ foram obtidos através do
calculo utilizando a Estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear da equacdo da curva
analitica, conforme as formulas 1 e 3 (Inmetro, 2020).

E importante ressaltar que por questdes logisticas (disponibilidade de amostras) o método
para determinacdo de Na e K foi validado apenas para o leite liofilizado. J& para determinacao
de Ca e Mg, foram feitos ensaios de validacéo para o leite organico e convencional de diferentes
tipos e estados fisicos (fluido e sélido), pois neste momento as amostras de leite proveniente de

manejo organico ja estavam disponpiveis

A tendéncia foi avaliada por meio do desempenho do método na digestdo de material
de referéncia certificado (CRM) de leite em p6 desengordurado (Standard Reference Material
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1549) e determinacdo de Na e K por F AES. A partir disso, os valores obtidos de concentracéo
dos analitos foram comparados com os valores de concentracdo certificados do material de
referéncia, e fez-se o calculo do erro relativo — de acordo com a Equacdo 5 — para as

concentracdes de K e Na (Inmetro, 2020).

Xlab - Xv
Xv

ER =

[5]
Onde:

Xiap = valor obtido ou média aritmética de valores obtidos experimentalmente;
Xv = valor admitido como verdadeiro (valor certificado do CRM).

A exatidao foi determinada por meio de ensaios de adigédo e recuperagdo dos analitos.
Para isto, diferentes niveis de concentracGes dos analitos de interesse foram adicionados na
amostra antes do preparo e, em seguida, estas foram submetidas a todo o procedimento analitico
(Inmetro, 2020). Por fim, foi feito o calculo para obter o valor de recuperagdo, em porcentagem,
0 qual foi obtido pela Equacéo 6.

Recuperagao (%) (C(ITC;) x100 [6]

Onde:
C1: concentracdo do analito na amostra fortificada
C2: concentracdo do analito na amostra néao fortificada
C3: concentragdo do analito adicionado & amostra fortificada (Inmetro, 2020).
A precisao foi determinada pela repetibilidade e precisdo intermediaria, conforme a
Equacdo 7 (Inmetro, 2020).
CV=DPR=—"x100 [7]
Sendo:
CV: Coeficiente de variacdo
DPR: Desvio padréo relativo
DP: desvio padrao
CMD: concentracdo média determinada.

4.8 CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL DE LEITE CRU ORGANICO

A caracterizacdo da composicdo centesimal foi realizada somente para o leite cru
organico liofilizado. As anélises foram feitas no Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa
Juiz de Fora, sendo elas, determinacdo de gordura, extrato seco total, lactose e proteina bruta
pelo principio de Kjeldahl, de acordo com a Federacdo Internacional do Leite (IDF) (ISO,
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2021); extrato seco desengordurado e cinzas, conforme o recomendado pelo Ministério da
Agricultura e Pecuéria (MAPA) (MAPA, 2022).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos durante a execugédo

deste trabalho.

5.1 PREPARO DE AMOSTRAS

Os preparos de amostras realizados por chapa de aquecimento e bloco digestor foram
comparados entre si, e aquele que obteve o melhor desempenho foi escolhido para ser utilizado

na analise das amostras coletadas.

5.1.2 Digestédo das amostras em chapa de aquecimento

Para avaliar a viabilidade do preparo de amostras utilizando chapa de aquecimento,
foram realizados cinco diferentes testes. Os resultados do volume de reagentes gasto ao fim das
digestBes e a observacgdo sobre presenca de sobras de particulas sélidas ndo decompostas nos

digeridos finais, podem ser vistos no Quadro 3.

Quadro 3 - Volume de reagentes gastos e presenca de particulas ndo decompostas nos

digeridos apds digestdo em chapa de aquecimento utilizando diferentes procedimentos (testes)

Volume total de
Presenca de particulas
Teste Reagentes Proporcdo | reagentes gasto .
ndo decompostas
(mL)
1 HNO3 13 Sim
2 HNO3:H20> 2:1 10,5 Sim
3 HNO3:H202 3:1 9 Sim
4 HNO3:H,0,t 3:1 9 Sim
5 HNO3:H202:H2S04 6:1:1 9 Né&o

LAs amostras foram submetidas a pré-digestdo com HNO; por 12 horas.
Fonte: Elaborada pela autora (2023).

A partir do Quadro 3, foi possivel notar que quando se utiliza apenas HNO3 a digestdo
da amostra ocorre de maneira incompleta, restando particulas sélidas ndo decompostas nos

digeridos finais. Isso ocorre devido a dificil oxidacdo da matéria organica utilizando somente
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este 4cido, uma vez que seu ponto de ebuligdo € baixo e, provavelmente, limitando a eficiéncia
da decomposicdo (Krug, Rocha, 2019). Visto isso, optar pela mistura de outros agentes
oxidantes tém a capacidade de aprimorar a dissolucao da amostra (Krug, Rocha, 2019), podendo
levar, consequentemente, a diminuicdo do volume de reagentes gasto.

Logo, com o intuito de melhorar o poder oxidante do &cido nitrico, foram feitos testes
utilizando a mistura dos reagentes HNOsz e H202 em diferentes propor¢des. Foi possivel notar
que realmente houve a diminuicdo do gasto de reagentes ao fim da digestdo, assim como a
melhora na digestdo, mas em todos os casos ela foi incompleta, restando particulas sélidas nao
decompostas. Assim, quando se comparou as diferentes proporcdes utilizadas de HNOs e H20»
(2:1 e 3:1) foi possivel notar que esta ultima foi mais eficiente, pois a proporgao favoreceu a
oxidacdo da matéria organica, além de que a quantidade de reagentes gastos ao final da digestéo
foi menor do que a primeira. Sendo assim, devido a sua viabilidade e eficiéncia, optou-se pela
digestéo utilizando 3 partes de acido nitrico para uma de peroxido de hidrogénio.

Comparando as digestdes que utilizaram a propor¢do 3:1 de HNO3:H202 ndo houve
diferenca quanto ao processo de digestdo, a pré-digestdo ndo “aumentou” a oxidacdo da
amostra, gastou-se 0 mesmo volume de reagentes e também restaram particulas sélidas nédo
decompostas. Deste modo, devido ao tempo gasto entre o inicio e fim dos dois processos, é
valido optar por aquele sem a pré-digestao.

Por fim, ao realizar outro teste utilizando a mistura de HNO3s, H2O2 e H2SO4, ndo houve
particulas sélidas residuais do processo de digestdo, o que pode ser explicado pelo efeito
sinérgico do acido sulfarico como agente oxidante. Logo, é possivel afirmar que potencializou
0 poder oxidante da mistura reagente, levando a sua completa mineralizacdo (pelo menos do
ponto de vista macroscopico). No entanto, é essencial destacar que mesmo sem a presenca de
particulas solidas visiveis a olho nu, isso ndo indica uma oxidacdo cem por cento eficiente da
matéria organica, uma vez que diversos compostos organicos podem sofrer uma decomposicédo
apenas parcial, mantendo-se dissolvidos na solucgdo (Krug; Rocha, 2019).

Baseando-se nisto, dentre os cinco ensaios realizados o teste 3 e 0 5 foram selecionados
para serem submetidos a outros testes de digestdo, com o intuito de compara-los e avaliar qual
seria mais adequado para o preparo de amostras, para determinacdo de Na, K, Ca e Mg por F
AES e F AAS.

5.1.2.1 Digestao das amostras em bloco digestor
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Os testes em bloco digestor foram realizados com o intuito de comparar e avaliar se eles
seriam melhores do que aqueles feitos em chapa. Apds a digestdo, ambos digeridos, testes 3
(9,0 mL de reagentes, propor¢do 3:1, HNOs3:H:02) e 5 (9,0 mL de reagentes
HNO3:H202:H>SOs4, propor¢do 6:1:1), tiveram coloracdo amarela intensa e foi possivel
observar a presenca de particulas solidas ndo decompostas ap6s digestéo.

Diferentemente do que ocorreu para a chapa de aquecimento, no bloco digestor, a
digestdo da amostra a partir da mistura de reagentes contendo H2SO4 levou a restos de particulas
solidas ndo decompostas nos digeridos finais. 1sso pode ser explicado pelo fato de que no bloco
digestor a temperatura € totalmente controlada e o volume dos reagentes foi todo adicionado no
inicio da digestdo, ndo favorecendo a evaporacdo do HNOaz. J& na chapa de aquecimento,
aliquotas de reagentes eram adicionadas ao longo da reacdo, isso pode ter levado a evaporacéo
do HNOz mais facilmente, restando apenas HSO4 no béquer, possibilitando a carbonizagéo das
particulas solidas mais dificeis de digerir (Oreste et al., 2016).

Logo, concluiu-se que a melhor técnica para digestdo foi utilizando a chapa de
aquecimento, visto que além do tempo gasto ter sido menor — cerca de 40 minutos em chapa de

aquecimento e 4 horas em bloco digestor — ela se mostrou mais eficiente.

5.2 CONDICOES EXPERIMENTAIS DO METODO

De acordo com a literatura (Fox; Mcsweeney, 1998; Qin et al., 2021), a concentracao
de Na e K esperadas para as amostras de leite (organico e convencional) seriam muito diferentes
entre si, sendo entre 344 e 500 mg kg™ para Na e entre de 1.373 e 1.450 mg kg* para K.
Apoiando-se nisto e considerando que as faixas 6timas de trabalho no fotdmetro de chama
utilizado variam de 10 a 60 mg L™ para Na e de 5-50 mg L para K, optou-se por diluicdes
diferentes das solucdes de leitura, previamente a determinacdo destes analitos.

Para avaliar qual método de digestdo seria mais viavel, foi feita a digestdo acida em
chapa de aquecimento de amostras de leite UHT liofilizado, conforme os testes 3 e 5. Em
seguida, para os ensaios de determinacdo de Na e K por F AES foram utilizados os métodos de
calibracéo por adicdo de padréo para ambos os testes, em triplicatas. Por fim, o teste t a 95% de
confianca foi utilizado para comparar se os valores obtidos diferiam ente si, conforme apresenta
a Tabela 5.
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Tabela 5 - Valores médios de Concentracdo de Na K em amostras de leite UHT liofilizado
apos digestdo com diferentes misturas e propor¢des de reagente
Testes Concentracdo  Valor de t Concentragdo Valor de t

Na (mg/kg)? calculado K (mg/kg)'  calculado

HNO3:H202 5.612+151 16.136+327

1,322 2,233
HNO3:H202: H2SO4 6.056+353 16.658+206

*S

~ . J T . . t 7 - ~ .
Concentracédo determinada = média + intervalo de confianga = 7o emaueseo desvio-padrdo, n é o

nimero de replicatas e t é o parametro de Student (a=0,05; n=3); %tubelado= 2,78; 3tiavelado= 2,45
Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Apesar de restar um solido residual na digestdo utilizando HNO3z e H202, ndo houve
diferenca significativa entre as concentracdes obtidas de Na e K em ambos os testes, conforme
apresenta a Tabela 5. Assim, este método foi escolhido para realizar o preparo de amostras a
serem estudadas, porque além da mistura de HNOs e H202 ser compativel com o principio
instrumental de ambas técnicas utilizadas neste trabalho — F AES e F AAS —, eles podem ser
encontrados comercialmente em alta pureza e os produtos formados em sua reacdo sdo, em sua
maioria, nitratos metalicos sollveis em meio aquoso (Sousa; Campos; Orlando, 2015). Além
disso, o uso de &cidos como HNOs, sem misturas com H>SO4 é favoravel, visto que este ultimo,
devido sua alta viscosidade, pode gerar interferéncias fisicas na analise (Hoening, 2001).

Outro fator importante que foi considerado para sua escolha, foi o tempo total de
digestdo. Enquanto o tempo gasto deste método foi cerca de 40 minutos, aquele no qual a
mistura de agentes oxidantes utilizou H>SO4 gastou cerca de 65 minutos para concluir a

digestao.

5.3 ENSAIOS DE VALIDACAO DO METODO PARA DETERMINACAO DE SODIO E
POTASSIO

Apos definigdo do melhor método a ser utilizado, foram realizados testes para avaliacéo
de sua adequacdo para determinacdo de K e Na por F AES. Logo, foram feitos testes de adicdo
e recuperacao utilizando as amostras de leite UHT integral convencional liofilizado. A partir
disso foi feita a comparagédo das exatiddes obtidas para os analitos, pelos diferentes métodos de

calibracdo, conforme a Tabela 6.
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Tabela 6 - Recuperacdes obtidas por meio dos diferentes méetodos de calibracdo em amostras
de leite liofilizado.

. : . Recuperacéo obtida (%)
Método de Calibracdo utilizado

Na K
Calibracao externa 115 100

Calibracéo externa com padréo interno 125 92
Calibracdo externa no branco de reagente 99 94
Calibracao externa no branco de reagente com padréo 82 111

interno

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

A escolha do método de calibracdo mais adequado foi embasada nos valores criticos de
recuperacdo aceitaveis, considerando a concentracdo de analito na amostra de acordo com a
Association of Official Analytical Chemists (AOAC) (2016) e também nos valores de recuperagédo
encontrados em trabalhos que desenvolveram métodos para determinacao destes minerais em
leite (Oreste et al., 2016).

Dentre os valores de recuperacdo obtidos para o Na e K, apenas o do método de
calibracdo externa no branco de reagente apresentou valores de recuperacdo dentro do intervalo
encontrado na literatura para ambos analitos (AOAC, 2016; Oreste et al., 2016), visto que as
recuperacdes podem sofrer pequenas variagdes devido a erros experimentais, mas mesmo assim
serem adequadas do ponto de vista quantitativo. Baseando-se nisto, este método de calibracdo
foi estabelecido para este trabalho.

Para avaliacdo da linearidade, foi realizado o teste de homocedasticidade dos dados das
curvas analiticas, ou seja, se existe igualdade entre suas variancias, para isto foi realizado o
teste de Cochran. Para analise da variancia da regressdo (ANOVA) foi feito o teste F. Na Tabela

7 é possivel ver os resultados obtidos.
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Tabela 7 - Resultados estatisticos para analise de regresséo linear referente as curvas de Na e

K
Na
Faixa Linear de trabalho 10-50mg L*
Teste de Cochran Qcalc= 0,460 Qtab= 0,616
Falta de Ajuste Ffaj-calc= 0,219 Ffaj-tab= 9,12
Regressao Freg-calc= 4835 Freg-tab= 4,49
R2 -Ajustado 0,996
Equacdo da Reta y=(0,7861%0,0113) x + (4,0698+0,3423)
K
Faixa Linear de trabalho 5-25mgL*
Teste de Cochran Qcalc=0,3413 Qtab=0,6838
Falta de Ajuste Ffaj-calc= 0,317 Ffaj-tab= 9,12
Regressao Freg-calc= 3837 Freg-tab= 4,67
R2 -Ajustado 0,996
Equacao da Reta y=(1,0040£0,0162) x + (0,9067+0,2688)

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Através da comparacdo dos valores de Q do teste de Cochran, tanto para K quanto para
Na, os valores obtidos para Qcaiculado foram menores do que 0s para Qtavelado. L0OgO, conclui-se
que néo existe diferenca significativa entre as variancias, comprovando que sdo homogéneas,
portanto homocedasticas.

Na analise de regresséo, os valores de Feaiculado foram menores do que Frapelado, ViSto isso,
ndo ha falta de ajustes dos métodos. J& para a avaliacdo da significancia da regressao, os valores
de Fearculado foram extremamente superiores ao Franelado, 0 que demonstra a existéncia de relagéo
linear entre as variaveis analisadas, de acordo com a estatistica. Valores de Fcaiculado 10 vezes
maiores indicam que a regressdo € altamente significativa (Barros Neto; Scarminio; Bruns,
2001).

Em seguida foi feito o estudo do efeito matriz, por meio da comparacéo dos coeficientes
angulares das curvas de calibragdo externa no branco de reagentes e curva de adi¢ao de padréo
em amostras leite cru organico liofilizado, para ambos analitos. As curvas obtidas podem ser

vistas no Grafico 1 e Grafico 2.
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Gréfico 1 - Comparacdo das curvas de adi¢do de padréo e curvas de calibragdo externa no
branco de reagentes para o Na

0 10 20 30 40 50 60
Concentracdo (mg L-1)
@ Adicdo de Padrdo Calibracdo Externa
Equacdo da reta de calibragdo externa: y = 0,834 x + 5,31; R2 = 0,997,

Equacéo da reta de adigéo de padrdo: y = 0,757 x + 3,52; R2 = 0,994;
Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Gréafico 2 - Comparacdo das curvas de adicdo de padréo e curvas de calibracdo externa no

branco de reagentes para o K

~N @
O O o o

=)
@

Concentracdo (mg L)
N w g (8] D

=

o o

®
®

o

0 10 20 30 40 50 60
Concentracdo mg L1

® Adicéo de Padréo Calibragdo Externa

Equacdo da reta de calibragdo externa: y = 1,41x + 4,34; R2 = 0,995;
Equacéo da reta de adi¢do de padrdo: y = 1,35x - 0,3667; R2 = 0,998;
Fonte: Elaborado pela autora (2022).

As curvas de calibragdo avaliadas tiveram diferentes faixas de trabalho tanto para Na
como para K. Estas foram diferentes devido a uma escolha logistica e ndo técnica, causada pela

indisponibilidade do equipamento a partir de determinado momento do trabalho. Para o Na as
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faixas de trabalho de ambas curvas coincidiram entre as concentracdes de 0 a 20 mg L™,
enquanto para o K as concentragdes coincidiram numa faixa menor (de 10 a 20 mg L) Nestas
faixas, entretanto, é possivel perceber que as inclinacbes das curvas ndo diferiram
significativamente entre si.

Além disso, as faixas de trabalho das curvas analiticas foram comparadas por meio do
teste t a 95% de confianga. Os testes indicaram que os coeficientes angulares de ambos 0s
métodos nédo diferiram entre si (Na: ttabelado= 12,71 > teaicutado = 1,41; K: ttabelado= 12,71 > tcaiculado=
1,41). Isto sugere que ndo ha efeito matriz significativo.

Através dos ensaios de detectabilidade, os LOD e LOQ instrumental e do método foram
definidos, conforme apresentam os dados da Tabela 8 e Tabela 9

Tabela 8 - LOD e LOQ instrumentais e do método para os analitos Na e K calculado a partir
da Estimativa do desvio padréo do coeficiente linear da equacgdo da curva analitica

LOD ] LOQ )
_ ) LOD método ) LOQ método
Analito instrumental (mg kg) instrumental (mg kg
m - m -
(mg L) I (mg L) o
Na 3,44 661 10,42 2.004
K 1,46 1.403 4,42 4.285

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Tabela 9 - LOD e LOQ instrumentais e do método para os analitos Na e K calculados a partir
do desvio padrdo da leitura do branco dez vezes

LOD LOQ
_ ) LOD método ) LOQ método
Analito instrumental (mg ka) instrumental (mg kg)
mg kg mg kg
(mg L) 0 (mg L) o
Na 0,48 92 1,59 306
K 0,24 47 0,81 782

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Analisando as Tabelas acima € possivel observar que os calculos dos limites de modos
diferentes podem gerar valores divergentes. Por isso é necessario fazer uma avaliacdo criteriosa
que corresponda a realidade do método em desenvolvimento.

Quando se compara os limites do método obtidos pelos dois calculos, nota-se que a
estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear da equagédo da curva analitica proporciona
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valores muito maiores, cerca de seis vezes, do que pelo Desvio padrdo do branco. A
consideragdo do primeiro célculo como verdadeiro, levaria entdo, a conclusdo de que este
método poderia ndo ser utilizado para determinacdo destes mesmos minerais, em amostras
liquidas, por exemplo. Uma vez que a concentracdo média de Na e K em leite fluido variam,
respectivamente, entre 344 a 500 mg kg™ e 1.373 a 1.450 mg kg (Fox; Mcsweeney, 1998; Qin
et al., 2021). Isto poderia, entdo, subestimar o método, a partir de uma informacéo que nao
condiz com a realidade dos dados obtidos experimentalmente.

Com isto, para este método, os LOD e LOQ estabelecidos foram aqueles calculados
através do desvio padrédo da leitura do branco dez vezes. Os limites de deteccédo e quantificacdo
obtidos estdo abaixo da concentragdo dos analitos determinados nas solugfes das amostras, 0
que demonstra que o método é qualificado para determinacdo de Na e K em leite organico e
convencional. Além disso, os desvios padrbes residuais obtidos para precisao e a precisdo
intermediaria foram inferiores a 2% para Na e K, demonstrando que o método tem uma baixa
dispersdo de dados. Isto é extremamente positivo, visto que para estas concentracfes de analito
0 desvio padrdo relativo encontrado pode ser até de 5,6% (Wood, 1999). Além disso, as
concentracdes encontradas para os analitos Na e K em leite estdo condizentes com o que se
poderia esperar para essas amostras, com base no que ja esta reportado na literatura (Fox;
Mcsweeney, 1998; Hermansen et al., 2005; Quin. et al., 2021).

Os ensaios de adicdo e recuperacdo para avaliagdo da exatiddo foram feitos em dois
niveis para as amostras de leite cru organico liofilizado e para o branco, conforme

Tabela 10. A indisponibilidade do equipamento de F AES também impossibilitou que
0s testes de exatiddo fossem realizados para amostras de leite cru convencional liofilizado, para
uma mistura das amostras e para amostras de outros tipos de leite, como o leite UHT, leite em

po e leite pasteurizado.

Tabela 10 - Valores de recuperacdo para os testes de adi¢do e recupera¢do em amostras de
leite organico

Nivel 11 Nivel 22
Amostras
Na K Na K
LT02040 99% 98% 104% 97%
LFAF11050 102% 98% 105% 96%
Branco 95% 95% 99% 99%

INivel 1 das amostras: Na: 5 mg L?, K: 5 mg L?; Nivel 1 do branco: Na:20 mg L, K: 10 mg L.
Nivel 2 das amostras: Na: 10 mg L, K: 10 mg L*; Nivel 1 do branco: Na:40 mg L-1, K: 20 mg L.
Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Os valores de recuperacdo encontrados para 0 Na e K em todas as amostras estavam de
acordo com os valores de recuperacgdes encontrados na literatura (AOAC, 2016; Oreste et al.,
2016). Logo ¢é possivel afirmar que 0 método tem boa exatidao.

Por fim, o desempenho do método foi avaliado através do calculo do erro relativo,
utilizando as concentragdes obtidas pela digestdo da amostra certificada e comparando-as com
as concentracdes do certificado da CRM, como é apresentado na Tabela 11.

Tabela 11 - Erro relativo e concentracGes de Na e K obtidas para a CRM 1549

Testes Concentracéo Na Erro Relativo Concentragdo K Erro Relativo
(%)* (%) (%)* (%)
Tedrico 0,497 +0,010@ 1,69 +0,03@
Método 0,444 + 0,030 1205 1,49 + 0,034 7O

~ - J T - - t ) - ~ .
Concentracédo determinada = média + intervalo de confianga = i; , em que s é o desvio-padrdo, n é o

namero de replicatas e t € o parametro de Student (a=0,05; n=3).
Fonte: (a) National Institute of Standards & Technology (2006) (adaptado pela autora). Elaborado pela
autora (2022).

Estes valores de erro, um pouco acima do desejado para 0 método, podem ser
justificados devido ao fato de que a massa utilizada para o preparo da amostra certificada foi
abaixo da massa recomendada pelo fabricante. Inclusive, a amostra certificada estava com a
validade ultrapassada. Logo, devido a massa menor as caracteristicas da amostra podem nao ter
correspondido a realidade da amostra original, afetando as concentragdes encontradas dos seus
constituintes. Por isso, optou-se por estimar a exatiddo do método com base nos testes de adi¢do
e recuperacdo de analito, nos quais foram utilizadas as amostras coletadas.

E importante ressaltar que, com o intuito de reavaliar o erro relativo, buscou-se refazer o
preparo de amostras da CRM utilizando a massa indicada pelo seu fabricante, porém, devido a
logistica de uso equipamento, essa reanalise ndo foi possivel. Ademais, é importante destacar que a
amostra certificada utilizada ndo é composta por gordura e ao fim da sua digestdo ndo houve
particulas solidas residuais. Isto corrobora com o fato de que o sélido residual das amostras em
estudo seja proveniente gordura, a qual, por estar em concentracdes altas, ndo pdde ser

completamente decomposta nas condic¢des de digestao estabelecida.

54



5.4 ENSAIOS DE VALIDACAO DO METODO PARA DETERMINACAO DE CALCIO E
MAGNESIO

Considerando as concentracdes esperadas para Ca (1.200 mg kg*) e Mg (130 mg kg?)
em leite fluido (Fox; Mcsweeney, 1998) e Ca (9.000 mg kg™) e Mg (400 mg kg™) em leite em
po (Oreste et al., 2016; Augusto et al., 2017), e as faixas de trabalho estabelecidas para ambos
analitos, a diluicdo da solucdo amostral para determinacdo dos minerais de leite em po e
liofilizados foram feitas do mesmo modo que aquelas para determinacdo de K. J& para as
amostras de leite fluido utilizou-se o digerido concentrado, assim como para determinacao de
Na.

A Faixa de trabalho dos métodos para determinacdo de Ca e Mg foram ajustadas a partir
de testes iniciais com diferentes concentracdes dos analitos. A partir disso, foram realizados 0s

testes para analise da linearidade da curva, conforme apresentado na Tabela 12.

Tabela 12 - Resultados estatisticos para analise de regresséo linear referente as curvas
analiticas de Mg e Ca

Mg
Faixa Linear de Trabalho 0,3-15mgL*
Teste de Cochran Qcalc=0,478 Qtab= 0,616
Falta de Ajuste Ffaj-calc= 2,176 Ffaj-tab= 3,26
Regressao Freg-calc= 8926 Freg-tab= 4,49
R2 -Ajustado 0,998
Equacdo da Reta y =(0,4718 + 0,0050) x + (0,1105 £ 0,0045)
Ca
Faixa Linear de Trabalho 4-16mgL*?
Teste de Cochran Qcalc= 0,400 Qtab= 0,616
Falta de Ajuste Ffaj-calc= 0,631 Ffaj-tab= 3,26
Regressao Freg-calc= 6230 Freg-tab= 4,49
R2 -Ajustado 0,997
Equacdo da Reta y = (0,838 £ 0,0016) x + (0,0556 + 0,0108)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Assim, atraves da comparacdo dos valores de Q do teste de Cochran, tanto para Ca

quanto para Mg, foi possivel concluir que ndo existe diferenca significativa entre as variancias,
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pois 0s valores obtidos para Qcaiculado fOram menores do que os para Qtavelado, 0 que ressalta a
homocedasticidade dos dados. Além disso, para ambos analitos, os resultados dos testes
ANOVA concluiram que ndo ha falta de ajuste do método (Fcaiculado < Frabelado) € QUE a regressao

é altamente significativa (Fcaiculado >>> Frabelado).
Para o efeito matriz, foram comparadas as curvas de calibragdo externa no branco de

reagentes e a curva de adicdo de padrdo em amostras misturas de leite cru organico e convencional

liofilizado, como mostra o Grafico 3 e o Grafico 4.

Gréfico 3 - Comparacéo das curvas de adicdo de padréo e curvas de calibracdo externa no

branco de reagentes para o0 Ca

25
2 e ]
L
LR
8 15 o
[&] .
c Y et
g e o
5
2 1@
< ¢
0,5
0
0 2 4 6 8 10 12 14
Concentragdo (mg L)
@ Curva de Adicéo de padrdo Curva de Calibragdo externa

Equac&o da reta de calibragdo externa: y = 0,0966x + 0,0677; R2 = 0,9977
Equacdo da reta de adicdo de padrdo: y = 0,0872x + 0,988; R2 = 0,991
Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Gréfico 4 - Comparacao das curvas de adicdo de padréo e curvas de calibracdo externa no
branco de reagentes para o0 Mg
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Equac&o da reta de calibragdo externa: y = 0,4718x + 0,1105; R2 = 0,9982
Equacdo da reta de adi¢do de padréo: y = 0,4535x + 0,3706; Rz = 0,9902
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A partir de um teste t a 95% de confianga, comparou-se 0s coeficientes angulares das
curvas de calibracdo externa e adi¢do de padrdo para Ca e Mg (Ca: ttabelado= 12,71 > tcaiculado =
1,41; MQ: ttabelado= 12,71 > tearcutado= 1,41), concluindo que nédo ha diferengas

significativas entre elas. Sendo assim, ndo héa interferéncia no sinal reposta, o que
comprova gue ndo héa efeito matriz.

O LOD e LOQ instrumental foram calculados para o método desenvolvido e a partir
deles o LOD e LOQ do método para amostras no estado liquido e so6lido foram obtidos, como

mostra a Tabela 13.
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Tabela 13 - LOD e LOQ instrumental e do método para a determinagéo de Mg e Ca por F

AAS
LOD
Instrumental (mg L) Meétodo (mg kg™
Amostra Solida Amostra Liquida
Ca 0,08 9 1
Mg 0,01 10 )
LOQ
Instrumental (mg L™) Método (mg kg™)
Amostra Solida Amostra Liquida
Ca 0,26 246 29
Mg 0,03 30 6

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os limites de detec¢do e quantificacdo do método quando as amostras estdo em estado
solido e liquido sdo diferentes, pois os fatores de dilui¢do sdo distintos. Em todos 0s casos 0s
limites calculados estdo abaixo das concentraces dos analitos nas amostras, 0 que demonstra
gue o método é adequado para determinacdo de Ca e Mg em amostras de leite fluido ou em po.

A exatiddo do método para determinacdo de Na e K em leite por F AES foi realizado
apenas para amostras de leite cru convencional e organico liofilizado, devido a
indisponibilidade do equipamento. Ja a exatiddo do método para determinacdo de Ca e Mg em
leite por F AAS, foi feita para amostras de leite cru convencional e organico liofilizado; leite
UHT integral e desnatado, convencional e orgénico; leite em pé integral convencional e
organico; leite em pd desnatado convencional; e leite pasteurizado integral convencional. A
exatiddo do método foi avaliada por meio de testes de adicao e recuperacdo das amostras com

o analito em diferentes concentracdes, conforme apresentado na Tabela 14.
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Tabela 14 - Valores de recuperacdo para Ca e Mg em amostras de leite submetidas ao preparo

de amostras

Nivel 11 Nivel 22
Amostra
Mg Ca Mg Ca

LLMIXCRUCO 100% 97% 98% 98%
LFPIC 105% 102% 103% 100%
LFMIXUHTICO 103% 98% 101% 99%
LFMIXUHTDCO 103% 102% 103% 98%
LPOMIXICO 97% 101% 102% 98%
LPODC 102% 102% 101% 103%
BRANCO 96% 103% 95% 99%

INivel 1 das amostras: Mg: 0,3 mg L, Ca: 1,0 mg L%; Nivel 1 do branco: Mg:0,5 mg L%, Ca: 6,0 mg
L2

2Nivel 2 das amostras: Mg: 0,6 mg L%, Ca: 3,0 mg L%; Nivel 2 do branco: Mg:0,8 mg L%, Ca: 10,0 mg
Lt

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os resultados obtidos para recuperacdo de ambos analitos em todas as amostras estéo
de acordo com os valores encontrados na literatura utilizando métodos semelhantes (AOAC,
2016; Oreste et al., 2016). Os desvios padrfes obtidos tanto para precisdo quanto para precisao
intermediaria para Ca e Mg foram abaixo de 4%, estando de acordo com o0s padrBes aceitos
(AOAC, 2016). A partir disso conclui-se que o método estabelecido tem boa exatidao e alta

precisao.

5.5 DETERMINACAO DE CALCIO E MAGNESIO NAS PARTICULAS SOLIDAS NAO
DECOMPOSTAS PELA DIGESTAO ACIDA

As particulas sélidas ndo decompostas nos digeridos finais provém de digestdes
incompletas, que de acordo com Krug e Rocha (2019), quando em sistemas abertos, proteinas
e gorduras podem gerar residuos organicos que nao conseguem ser decompostos pelo HNOs
em temperaturas abaixo de 200 °C. Logo esta matéria organica que ndo consegue ser digerida
pelo processo de digestdo utilizado, gera um teor de carbono residual, o qual pode ser visivel a
olho nu ou pode estar dissolvido na solugédo digerida (Krug; Rocha, 2019).

Logo, com o intuito de avaliar se existiam analitos retidos no sélido, estes sélidos foram

solubilizados em etanol a 40 % (v/v), uma vez que que a gordura do leite é soltvel neste tipo
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de &lcool (Brasil, 2006). Porém ndo foi possivel determinar a concentragdo de minerais
presentes neles, pois as concentracdes estavam abaixo dos limites de deteccdo do método para
determinacéo de Ca e Mg. A partir disto é possivel concluir que ndo ha uma concentracédo de
Ca e Mg significativa retida (ou presente) no solido residual.

Deste modo é possivel concluir também que mesmo a digestdo sendo incompleta, ela é

adequada para determinar, quantitativamente, os teores de Na, K, Ca e Mg em leite.

5.6 APLICACAO DO METODO

Apos validacdo do método estabelecido, ele foi aplicado para todas as amostras
coletadas. A determinacdo de Na e K ocorreu apenas para as amostras individuais de leite cru
liofilizadas, enquanto para Ca e Mg a determinacdo ocorreu para todas as amostras. E
importante considerar que foi feita a conversdo das concentragcdes das amostras liofilizadas,
considerando a quantidade de agua perdida durante o processo de liofilizacdo, para o leite em

sua constituicdo original.

5.6.1 Determinacédo de Ca e Mg em diferentes tipos de leite

As concentracdes de Ca e Mg nos diferentes tipos de leite analisados por F AAS podem

ser vistas no Grafico 5.
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Gréfico 5 - Concentracdo de Ca e Mg em diferentes tipos de leite
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

As amostras apresentam diferentes niveis de concentracdo destes minerais, visto que
estdo em diferentes estados, leite fluido e solido. A partir disso é possivel concluir que o método
é eficiente para determinacdo de Ca e Mg em amostras de leite cru, pasteurizado, UHT e em
po, sendo estes dois ultimos integrais ou desnatados.

Comparando-se a concentracao de Ca e Mg de todas as amostras, ndo é possivel afirmar
que exista uma diferenca entre as concentracdes dos diferentes analitos nos leites de diferentes
tipos de manejo (organicos e convencional). Apesar disso, como o método se mostrou adequado
para determinacdo de Ca e Mg nestas amostras, ele podera ser utilizado para determinacéao
destes analitos em um estudo mais representativo da comparacdo da composicdo do leite
organico e convencional. Estudo no qual, além de um nimero maior de amostras, também
poderia incluir um nimero maior de variaveis, ou seja, de parametros analiticos a serem
investigados.

Quando se compara as concentracfes de calcio e magnésio de leite em pé integral
convencional (LPOIC) e organico (LPOIO) é possivel observar uma variagdo de calcio
(DPR=26%) maior do que a de Magnésio (DPR=15%), isto pode ser explicado pelo fato de que
o LPOIC, assim como LPODC, diferentemente de LPOIO, é fortificado com este mineral,
sendo assim rico em calcio. Enquanto isso, a concentragdo de magnesio em ambas amostras,
assim como em LPODC néo passa pelo processo de fortificacao.
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Dentre os leites fluidos, os que apresentaram maiores concentracdes de Ca foram o leite
pasteurizado (LPIC), seguido pelo leite UHT desnatado organico (LFUHTDO) e desnatado
(LFUHTDC), seguido pelo leite cru organico (LLMIXCRUOQ), leite UHT Integral Orgéanico
(LFUHTIO), leite UHT Integral convencional (LFUHTIC) e Leite cru convencional
(LLMIXCRUC). J& para Mg, o leite pasteurizado apresentou maior concentracao, seguido pelo
leite cru de ambos manejos e leite UHT integral e desnatado de ambos manejos. Isto demonstra
que o tratamento téermico ndo tem a capacidade de alterar a concentracdo destes minerais no
leite.

Ademais, quando se compara as concentracdes de Ca do leite em p0, determinadas neste
trabalho, com aquela dos rétulos — conforme apresenta a Tabela 15 — foi possivel perceber que
os valores de concentracdo encontrados estdo proximos aos indicados nos respectivos rotulos,

evidenciando que as concentracfes reportadas sdo confiaveis.

Tabela 15 - Comparacdo entre as concentracdes de calcio em leites em p6 comerciais
analisadas

) ] Concentracéao de Ca Concentracéo de Ca
Amostra de Leite em po ) )
(mg kg*) no rétulo (mg kg*)*! determinada

Integral Convencional 15.200 13.104 + 602
Integral Organico 9.800 8.999 + 452
Desnatado Convencional 13.000 12.355 + 289

'Expresso como Média + DP; DP=desvio-padrdo (n= 3 replicatas);
**Todos os DPR das amostras individuais foram menores do que 6 %.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.6.2 Determinacdo de Na, K, Ca e Mg em leite cru organico e convencional

Na Tabela 16 e Tabela 17 sdo apresentadas as concentracdes de Na, K, Cae Mg em leite

cru de diferentes fazendas de manejo convencional.
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Tabela 16 - Concentracdo de Na, K, Ca e Mg em leite cru convencional

Amostra Na (mg kg')! K (mgkg?) Ca (mg kg?) Mg (mg kg™?)
LFS2305C 459 £+ 20 1.299 £ 13 1.020 £ 49 96 +2
LV2305C 349+ 19 895+ 10 697 £ 12 50+2
LD2305C 451+ 14 1.288 +43 946 + 15 82+3
LS2305C - - 744 + 20 521
L12305C - - 1.008 £ 3 553
Total 420 + 62 1.161 + 230 888 + 152 79+19

1Expresso como Média + DP; DP=desvio-padréo (n= 3 replicatas);
**Todos os DPR das amostras individuais foram menores do que 6 %.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Tabela 17 - Concentracdes de Na, K, Ca e Mg em leite cru organico

Amostra Na (mg kg?)! K (mgkg?) Ca (mg kg?) Mg (mg kg™?)
LFTL11050 430+ 7 915+ 20 1.040+ 8 803
LFAF11050 3705 1117+ 14 1.019+3 79+1

LT27040 414 + 6 1.316 + 14 949 + 16 69+1
LFZ29030 465 + 6 1.149+21 956 + 22 71+1
LVP31030 3367 978 + 43 1.041 + 50 764
LNSO26040 331+4 946 + 40 1.487 + 56 68+1
LRSS27040 386 +3 1.210 + 50 1.039+4 91+5

Total 390 + 49 1.099 + 152 1.076 + 185 76+ 8

'Expresso como Média + DP; DP=desvio-padrédo (n= 3 replicatas);
**Todos os DPR das amostras individuais foram menores do que 6 %.
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A partir da determinacdo de Na, K, Ca e Mg nas amostras de leite liofilizado, foi possivel
notar que o método é qualificado para quantificacdo destes minerais em leite, uma vez que as
concentracdes obtidas para ambos tipos de leite estdo de acordo com a faixa de valores
encontradas na literatura (Fox; Mcsweeney, 1998; Hermansen et al., 2005; Gabryszuk;
Stoniewski; Sakowsk, 2008; Qin et al., 2021).

Ademais, a liofilizacdo das amostras se mostrou adequada a conservagdo das
caracteristicas minerais das mostras. Alem disto, ela pode ser uma aliada no preparo de amostras
para determinacdo de outros minerais em nivel traco (por GF AAS, por exemplo), uma vez que

para esta técnica a amostra na forma de suspensdo e até mesmo solida pode ser inserida
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diretamente no equipamento, sem necessidade de ser submetida a um preparo prévio, como na
técnica de F AAS.

Por meio de uma observacdo e comparacdo preliminar das médias das concentracdes
totais de Na, K, Ca e Mg, conforme apresenta o Grafico 6, é possivel notar que as médias de
Ca nos leites convencional e organico variam entre sim. Logo, torna-se interessante um estudo
mais representativo, com um maior nimero de amostras e também variaveis, para que assim
seja possivel avaliar a composicdo mineral do leite organico como a do leite convencional no

Brasil, de forma mais sistematica e conforme ja vem sendo realizado em outros paises.

Gréfico 6 - Comparacdo das médias das concentracdes totais de Na, K, Ca e Mg em leite cru

convencional e organico
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Por exemplo, Qin e colaboradores (2021), em seu estudo realizado na Inglaterra,
observaram que o leite organico continha maiores concentracdes médias de Ca, K e P do que o
leite de manejo convencional, ja para outros macrominerias como Na e Mg, ndao foram
encontradas diferencas significativas. Diferentemente disto, Gabryszuk, Stoniewski e Sakowsk
(2008) em estudo desenvolvido na Poldnia, concluiram através de seu estudo, que a
concentracdo de Ca e P era maior no leite de manejo convencional, j& para Na, K e Mg nao
houve diferenga significativa. Rey-Crespo, Miranda e Lopez-Alonso (2013), na Espanha,
observaram que o leite orgédnico apresentou concentragBes estatisticamente significativas
menores de cobre, selénio e zinco em comparagdo ao leite convencional.

Devido ao fato de ndo haver estudos relacionados a concentracdo mineral de leite

organico cru no Brasil e com o intuito de avaliar, de forma preliminar, a variacdo das
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concentracOes dos minerais Na, K, Ca e Mg neste tipo de leite, construiu-se o Gréafico 7. Esse
gréafico foi baseado nos valores das médias das concentragcdes dos minerais para as amostras

individuais apresentadas na Tabela 17.

Gréfico 7 - Variacgdo dos teores de Na, K, Ca e Mg entre amostras de leite organico cru
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Através do gréafico e dos DPR obtidos para a média de todas as amostras (Na= 13%; K=
14%; Ca= 17%; Mg= 10%) percebe-se que as concentracdes dos elementos variam, na ordem
de 14%, entre as fazendas onde foram feitas as coletas. Dentre os minerais, 0 Ca teve a maior
variacdo de concentracgdo, seguido pelo K, Na e Mg.

A concentracdo de célcio no leite é a que sofre maior variacdo devido a fatores como a
fase de lactagdo, demanda do filhote, regulacdo hormonal, dieta da vaca leiteira e influéncias
genéticas. Esse mineral é mais concentrado no inicio da lactacdo para atender as necessidades
de crescimento dos filhotes. Em contraste, as concentracdes de magnésio, sodio e potassio no
leite tendem a ser mais estaveis, embora ainda possam ser afetadas por fatores dietéticos e
geneticos (Gozalez et al., 2011; Rosa et al., 2017).

Além disso, a variacdo das concentraces dos minerais pode ocorrer devido as diferentes
condi¢Bes ambientais, tipo de alimentacdo e manejo ao qual o gado é submetido, pois as
fazendas se localizam em diferentes estados do Brasil. Além, também, do fato de que as coletas
foram realizadas em diferentes meses, colaborando com uma pequena alteracdo das
concentracdes (Rosa et al., 2017).
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Em adicdo, os dados da Tabela 16 e Tabela 17 também demonstram que o método
desenvolvido neste trabalho € eficiente na determinacdo destes minerais, uma vez que as
concentracdes obtidas para os diferentes minerais, estdo dentro da faixa esperada para estes
analitos (Fox; Mcsweeney, 1998). Quando comparado com outros estudos realizados em outros
paises utilizando leite organico, conforme apresentado na Tabela 18 é possivel concluir que as

variagOes ocorrem regionalmente, o que vai de encontro aos valores encontrados neste trabalho.

Tabela 18 - Concentracdo de Na, K, Ca e Mg em leite organico de diferentes paises

Minerais
Pais Na K Ca Mg Referéncia
(mgkg") (mgkg') (mgkg') (mgkg?)
Inglaterra 345 1.384 1.050 95 Qinetal., 2021
Dinamarca 410 1.130 1.150 120 Hermansen et al., 2005
Pol6nia 472 920 700 66 Gabryszul; Stontewski;

Sakowsk, 2008
Brasil 390 1.099 1.076 76 Este estudo
Fonte: Elaborado pela autora (2023).

As concentracdes dos minerais obtidas para o leite organico neste trabalho estdo
concordantes com aqueles encontrados na literatura, conforme mostrado na Tabela acima.
Porém, € importante ressaltar que para que um estudo da caracterizacdo da composi¢do do leite
organico no Brasil possa ser representativo, além de um nimero de amostras maior, necessita-
se aumentar também o numero de varidveis, ou seja, de pardmetros analiticos a serem

investigados.
5.7 CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL DE LEITE CRU ORGANICO
As amostras de leite organico cru liofilizados também foram submetidas a

caracterizacdo de sua composicdo centesimal. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 19.
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Tabela 19 - Caracterizacdo da composicao centesimal das amostras de leite organico cru

) . Extrato Extrato Seco
Gordura Proteina  Cinzas (%)
Amostras Seco (%) Desengordurado
(%) m/m (%) m/m m/m
m/m (%) m/m
LFSNO 4,34 2,99 0,73 13,38 9,03
LFO1050 3,83 2,96 0,73 13,37 9,53
LT27040 3,02 2,85 0,67 12,29 9,28
LFZ29030 3,50 2,67 0,73 12,32 8,82
LVP31030 3,22 2,68 0,69 11,65 8,43
LNSO26040 3,23 3,01 0,65 11,63 8,39
LRSS27040 3,40 3,03 0,68 12,27 8,89

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Apesar da caracterizacdo da composicdo centesimal das amostras terem sido realizadas
utilizando leite liofilizado, as concentrages encontradas para os diferentes componentes do
leite estdo de acordo com aqueles encontrados na literatura (Fox; Mcsweeney, 1998).

Garcia, Couto e Ferreira (2014), em seu estudo realizado com leite organico proveniente
de uma propriedade do Distrito Federal, encontraram teores de gordura (3,66%), extrato seco
desengordurado (9,1%) e proteina (3,4%) semelhantes a este trabalho. Logo, isto demonstra
que a liofilizacdo ¢ eficiente para conservar as amostras de leite, sem que elas percam suas
caracteristicas fisico-quimicas, podendo ser utilizada para conservar amostras de leite a longo

prazo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O método estabelecido utilizou de duas técnicas espectrométricas bem estabelecidas
para determinacdo dos minerais Na, K, Ca e Mg, a F AES e a F AAS. Este método apresentou
figuras de mérito adequadas para a quantificacdo dos analitos como boa exatiddo, preciséo,
LOD e LOQ abaixo das concentracfes a serem determinadas e ndo teve efeito de matriz
significativo. Possibilitando a determinacéo, de maneira eficiente, destes macrominerais em
leite fluido ou sdlido de diferentes tipos (cru, UHT, pasteurizado e em p0), provenientes de
manejos convencionais.

Em relagdo ao preparo de amostra, 0 procedimento otimizado apresentou como
principais vantagens a utilizacdo da chapa de aquecimento, equipamento acessivel e o uso da
mistura de acido nitrico e peroxido de hidrogénio em quantidades otimizadas. Além disso, a
digestdo das amostras levou cerca de 30 minutos, um tempo relativamente curto quando
comparado a métodos que utilizam o bloco digestor.

A alta concentracdo de gordura e proteinas nas amostras ndo interferiram na eficiéncia
do preparo de amostras desenvolvido, pois 0 método estabelecido foi capaz de determinar os
minerais presentes nas amostras de leite, estando as concentragdes encontradas de acordo com
a literatura e respaldadas por ensaios de validacdo. Sendo assim, 0 método se mostra confiavel
para quantificacdo destes minerais em leite organico e convencional, sejam fluidos ou na forma
solida, integral ou desnatado.

O desenvolvimento deste método para avaliacdo da composicdo de Na, K, Ca e Mg em
leite, se destaca devido sua adequagdo comprovada tanto para leites convencionais como
organicos. E como no Brasil ainda ndo existem trabalhos que abordem o estudo da composicédo
mineral do leite oriundo do manejo organico, este método pode ser utilizado para auxiliar na
sua caracterizacdo mineral.

Por fim, por meio deste estudo foi possivel ter um conhecimento preliminar sobre a
concentracdo de Na, K, Ca e Mg no leite orgéanico produzido no Brasil, porém é necessario
ressaltar que para ser representativo, € necessario que seja feito um estudo mais abrangente, se

possivel, considerando todas as unidades produtoras de leite organico reconhecidas no Brasil.
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