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Resumo

Neste trabalho foi realizado um estudo em que amostras de leite UHT comercial de
diferentes teores de gordura (integral, semidesnatado e deshatado) e leites especiais com
baixa lactose e enriquecidos com célcio foram coletadas a fim de se fazer uma comparacao e
estabelecer uma possivel correlacdo entre o tipo de leite e as concentracdes de P, S, K, Ca,
Cu, Zn e Br obtidas através da técnica analitica de fluorescéncia de raios X por reflexao total
(TXRF). Para isso, foi realizada primeiramente, uma otimizacdo para a escolha do melhor
elemento para atuar como padrao interno, bem como a sua concentrac¢do 6tima e o tempo de
leitura que fornece os melhores valores de recuperacdo dos analitos. A configuragdo de
melhor resposta foi a que utilizou o Y na concentracdo de 10 mg/L com um tempo de leitura
de 250 segundos. Dessa forma, foi realizada a andlise de amostras digeridas em forno de
micro-ondas com HNOs; e H»O,. Na avaliacdo dos resultados uma matriz de dados foi
construida para a aplicacdo do método multivariado de Anélises de Componentes Principais
(PCA) que mostrou que ndo ocorre uma separacgao efetiva dos tipos de leite analisados, mas
pode ser observado um agrupamento maior dos leites integrais e que esta relacionado com
teor mais elevado de Cu e Br.

Na segunda parte do trabalho, um método foi desenvolvido para a determinagéo de
chumbo em leite bovino cru, de forma a atender ao regulamento n° 1881 de 2006 da
Comunidade Europeia e CODEX STAN 193-1995 de 2010 que estabelecem 20 pg/L como
limite maximo permitido de chumbo em leite. Devido a baixa concentragdo permitida, foi
necessario a utilizacdo do procedimento de pré-concentragdo conhecido como extracdo em
ponto nuvem (EPN), em que foi utilizado o O,O-dietilditiofosfato de aménio (DDTP) como
complexante e o Triton X-114 como surfactante. Como o leite cru € uma matriz muito complexa
e possui alto teor de gordura, foi necessario fazer a digestdo acida das amostra antes da
extracdo em ponto nuvem. Foi realizada uma otimizagéo da etapa de pré-concentracéo do Pb
por meio de um planejamento composto central, variando-se os volumes dos reagentes
utilizados no procedimento. A veracidade e a precisdo do método foram estudadas
analisando-se amostras dopadas em trés diferentes concentra¢cdes de chumbo: 20, 50 e
100 pg/L. O método apresentou valores entre 80,8 e 112 % para a recuperacao, e entre 7 e
10 % para o desvio padrdo, estando dentro das faixas aceitaveis estabelecidas pelo
Regulamento 657/2002 da Comunidade Europeia. Os valores médios para os limites de
deteccao obtidos para as amostras foram de 2,0; 4,5 e 5,8 pg/L para as concentracdes de 20,
50 e 100 pg/L, respectivamente. O fator de pré-concentracdo calculado ficou entre 4 e 5 vezes.

Palavras-chave: Leite. Pré-concentracdo. Extracdo em ponto nuvem. Fluorescéncia de
raios X. TXRF.



Abstract

This work represents a study in which commercial UHT milk samples with different
levels of fat (whole, semi-skimmed and skimmed) and special milk with low lactose and
calcium-fortified were collected in order to make a comparison and establish a possible
correlation between the milk type and the concentrations of P, S, K, Ca, Cu, Zn and Br obtained
from the analytical technique Total Reflection X-Ray Fluorescence (TXRF). For this it was first
performed an optimization to select the best element to act as internal standard, as well as its
optimal concentration and the analysis time that provides the best recovery values of the
analytes. The configuration of best response was that used Y with concentration of 10 mg/L
with an analysis time of 250 seconds. Thus, analysis of samples digested in a microwave oven
using HNO; and H.O, was performed. In evaluation of results, a data matrix was constructed
for the application of multivariate method Principal Component Analysis (PCA), which showed
that there is no effective separation of the different analyzed milk type, but it can be observed
a larger group of whole milk that is related to higher content of Cu and Br.

In the second part of this study, a method was developed for lead determination in
bovine raw milk, in order to attend the Commission Regulation (EC) No 1881/2006 and CODEX
STAN 193-1995 2010 that establish 20 pg/L as ceiling allowed of lead in milk. Due to the low
concentration allowed, the use of preconcentration technique known as Cloud Point Extraction
(CPE) was required, in which was used the ammonium O,O-diethyl dithiophosphate (DDTP)
as a complexing agent and Triton X-114 as surfactant. As raw milk is a very complex matrix
and has high fat content, it was necessary to perform the acid digestion of the sample before
extraction cloud point. An optimization of the pre-concentration step was conducted employing
central composite design varying volumes of the reagents used in the procedure. The accuracy
and precision of the method were studied by analyzing samples doped in three different lead
concentrations: 20, 50 and 100 pg/L. The method presented values between 80.8 and 112 %
for recovery, and between 7 and 10 % for the standard deviation, being within acceptable
ranges established by Regulation 657/2002 of the European Community. The average values
for the detection limits obtained for the samples was 2,0; 4,5 and 5,8 ug/L for concentrations
of 20, 50 and 100 pg/L, respectively. The calculated pre-concentration factor was 4 to 5 times.

Keywords: Milk. Preconcentration. Cloud point extraction. X-ray fluorescence. TXRF.



Lista de figuras

Figura 1 — Estrutura representativa de um surfactante polar: (a) cadeia alquilica apolar e (b)

(o g0 ool o=V o =Tor= W g F- To N o] o 1o WSS 5
Figura 2 - Esquema de um agregado micelar. Fonte: Bezerra & Ferreira, 2006..................... 6

Figura 3 - Esquema da extracdo em pondo nuvem de um metal. Adaptado de Pytlakowska et
| 0 T PP P PP PPOPRPPP 7

Figura 4 — Configuragbes dos sistemas de fluorescéncia de raios X por (A) dispersdo de
comprimento de onda, (B) dispersdo de energia e (C) reflexdo total. Adaptado de Margui et

Figura 5 - Esquema de preparo do disco de quartzo incluindo a hidrofobizac&o e adicdo da
amostra para analise. Adaptado de De La Calle et al., 2013b.........cccovvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 10

Figura 6 - Espectro de raios X de uma solucdo multielementar com concentracdo de 1 ppm.

Fonte: BRUKER, 2012. ... oottt a e e e e a e e e 12
Figura 7 - Amostras de leite ap6s a digestao aCida............ccuvvveieiiieiiiiiiiiiien e 21
Figura 8 - Disco de quartzo com fina pelicula de amostra de leite digerido.......................... 22

Figura 9 - Comparacgéo dos valores de recuperacdo quando utilizado Y e Ga como padréo

interno com tempo de aquISIGAO0 dE 250 S....ccceeeeeeeeeeeeeeeeee e 25

Figura 10 - Comparacao dos valores de recuperacao utilizando concentracdes diferentes de

Y como padréo interno e tempo de aquisSiCA0 de 250 S........ccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 26

Figura 11 - Comparacao dos tempos de leitura da amostra contendo Y 10 pg/L como padréo

101 (=1 [0 NSRS 27

Figura 12 — Espectro dos raios X obtido por TXRF proveniente da amostra de leite cru digerida

Figura 13 - Teores de P, K, Ca, Cu, Zn, Rb, Sr e Br, e desvios padrdo nos diferentes tipos de
leite: LC (leite cru), LI (leite integral), LD (leite desnatado), LSD (leite semidesnatado), LECa

(leite enriquecido com Ca) e LBL (leite com baixo teor de 1actose). .......cccevveeeevvieeiiiiiinneeennn. 30



Figura 14 - Gréficos dos escores e pesos obtidos por PCA para leites de teores diferentes de
gordura. (A) PC1 x PC2. (B) PC1 X PC3. (C) PC2 X PC3...ccoviiiiieiiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaee 34

Figura 15 - Estrutura do complexante O,O-dietilditiofosfato de amoénio (DDTP)................... 36

Figura 16 - Diagrama de fases para o Triton X-114 em solugdo aquosa. L, regido com uma

Unica fase; e 2L, regido bifésica. Fonte: Laespada et al, 1993...........ccciiiiiiiiiieiiiiiiiiiiieeeenn. 37
Figura 17 - Grafico de pareto dos efeitos padronizados. Variavel: Sinal Pb........................ 42
Figura 18 - Grafico da superficie de resposta. Variavel: Sinal Pb ..........cccccoceeiiiiiiiiiiiinnnen. 42

Figura 19 - Espectros de raios X para amostra de leite apos pré-concentracéo do Pb. (A) Ga

como padrao interno. (B) Y como padrao iINTEINO............oeviiiiiiiiii e 44



Lista de tabelas

Tabela 1 - Tipo de leite conforme teor de gordura ...........cccoeeeeeeiiiiiiiiiiis e, 18

Tabela 2 - Programa de aquecimento empregado na digestdo acida assistida por radiacao

g1 ox o R o] T oL P 22
Tabela 3 - Condicfes utilizadas para operacdo do S2 PICOFOX™ ... ..oiiiiiiiiiinieeeeeeeeees 23
Tabela 4 - Concentracdes dos padrfes internos utilizadas em cada replicata ..................... 24
Tabela 5 — Valores certificados N0 MRC IAEA-153........oooviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 24

Tabela 6 - Resultados obtidos na avaliacdo da veracidade e precisdo do método empregando
TXRF para andlise de nutrientes minerais em leite............cevvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 28

Tabela 7 - Autovalor, variancia e variancia acumulada de cada componente principal

referentes aos elementos pPresentes NOS lBItES ... ...iii i i i 32
Tabela 8 - Niveis estudados no planejamento composto central com a=12.............c.c......... 39
Tabela 9 - Matriz do planejamento experimental e resultados para sinal de Pb................... 41
Tabela 10 - Valores de recuperacdo de Pb em leite empregando o método proposto ......... 45

Tabela 11 - Limites de detec¢éo obtidos para o Pb na andlise de leite cru pelo método proposto



Lista de abreviaturas

Br-PADAP

CMC

DDTP

EDXRF

EPN

F AAS

ICP-MS

LBL

LC

LD

LECa

LI

LSD

MAPA

MRC

PAN

PCA

Pl

PNCRC

TAN

Triton X-114

TXRF

UHT

WDXRF

XRF

2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-dietilaminofenol

Concentracéo micelar critica

0,O-dietilditiofosfato de amonio

Fluorescéncia de raios X por dispersdo de energia
Extragdo em ponto nuvem

Espectrometria de absorcéo atdmica com chama
Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
Leite com baixo teor de lactose

Leite cru

Leite desnatado

Leite semidesnatado enriquecido com Ca

Leite integral

Leite semidesnatado

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Material de referéncia certificado

1-(2-piridilazo)-2-naftol

Andlise de Componentes Principais

Padréo interno

Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
1-(2 thialolylazo)-2-naphthol

Octilfenoxipolietoxietanol

Fluorescéncia de raios X por reflexao total

Ultra alta temperatura

Fluorescéncia de raios X por dispersao de comprimento de onda

Fluorescéncia de raios X



vii

Sumario

RESUMIO ...ttt e ekt e e b et e e ekt e e b e e e e e n e e e e e e e e as [
AADSTIACT .t e e seaa e ii
(IS = W [ 1T U= 1SS iii
LiSta A€ TADEIAS ......eeieiiiiiii i s v
LiSta d€ ADrEVIALUIAS .......coiiiiiieiiiiiie e e e s Vi
CAPITULO 1 - INtrodUGAOD € ODJELIVO .......eveeeeeeieiecte ettt ettt ettt ete e eneens 1
00 | (0 To [§ o= Lo TR PP P PP PPPPPPPPPPPPPP 2
1.1.2 O lEILE DOVINO ...ttt 2
1.1.2 O CRUIMDO ...t 3
1.1.3 EXIracao €M PONTO NMUVEIM .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiittiaaeaeeeesssisssssssssss s ssessssbsseseneeennnne 4
1.1.4 Fluorescéncia de raios X por reflex@o total .................eevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 8

1.2 OBJEUIVO ..ttt 15
CAPITULO 2 - Identificacio dos tipos de I It ..........c.cceeviueiueeeeeeeereeteeeeeeeeee e 16
2.0 INEFOOUGED ...ttt 17
2.2 Parte EXPErMENTAL.........coouiiiiiii i e e e e et eaaaaeaaae 19
2.2.1 REAGENTES € SOIUGOES .. i eeeeee e 19
2.2.2 AIMOSIIAS ...eeeiieeeieeee ettt e e et e e et e e 20
2.2.3 EQUIPAMENTOS € ACESSOMIOS ....cvviuuueiieeeeiieeeiiiei e e e e e e ettt e e e e e e e e ettt e e e e e e e earraaa s 20
2.2.4 Procedimento de digestiio das amOSIras .......cooeeeeviveiiiiiiiiieeeecceeeriee e 21
2.2.5 Anadlise das amostras por TXRF .....cooooiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 22
2.2.6 OtimizaGao dO PAArE0 INEINO ......uu e e et e e e e e eeeeeens 23

2.2.7 Analise e comparacao do teor de nutrientes em leites com diferentes caracteristicas



viii

2.3 RESUIAAOS € DISCUSSEO ......veevvetiiieiitiieetiteeeeeteetsseseeesesssse e snnnnnnes 25
2.3.1 Otimizag&0o do PAAra0 INEIMO .....coeeeeeeeee e 25
2.3.2 Comparacéo do teor de nutrientes de leites com diferentes caracteristicas......... 27

CAPITULO 3 - Quantificacio de chumbo NO IEILE ..........ccccuevueevereieiecieeeeeeee e 35

oL INETOTUGED ... 36

3.2 Parte EXPEIIMENTAL . .... ...t 37
3.2.1 REAQENES € SOIUCDES.......ceeeiiiiiei e e et e e e e e e e e 37
R I Y 1 416 151 1 = L= PP PP PP 38
3.2.3 EQUIPAMENLOS € ACESSOMIOS ...uuvuuiiiieeeeieeetitiiee e e e e e e e eetttee e e e e e e e e e e et e s e e e e e e earreaa s 38
3.2.4 Otimizacdo do método de extracdo em PoNto NUVEM .........cccevvvvieiiiiiiiieeieeenieeeen 39
3.2.5 Estudo de veracidade € PreCiSA0.........couuuiiiiiii e e e 40

3.3 RESUItAAOS € DISCUSSEO ........uuuiiiiieieeeeiiiitte et e e e e e e e e eeee s 40
3.3.1 Otimizagéo do método de extragao em PoNto NUVEM .........ccevvveiieiiiiiiieeeieeeieeneee 40
3.3.2 Avaliagcao das figuras de MENLO ..........ccevviiiiiiiiiii 43

CAPITULO 4 - CONSIAEragBes fiN@AIS...........c.ccveeiueereeeeeeeeieceeteeeee et ete et re s 48

CAPITULO 5 - Referéncias bibIOGrafiCas .............cceeveveeeueeeeieeeeeee e 51



CAPITULO 1

Introducao e Objetivo



1.1 Introducéo

1.1.1 O leite bovino

O leite é um alimento completo por conter micronutrientes, aminoacidos, &cidos
graxos, vitaminas, carboidratos, lipidios, proteinas, elevada concentracdo de calcio e
substancias bioativas em propor¢des adequadas para a nutricdo humana (VIDAL, 2001). E
amplamente consumido em todo o mundo, principalmente por criangas, uma vez que pode
ser utilizado na forma in natura ou como matéria-prima para a producao de diversos outros

produtos como queijos, iogurtes e manteiga.

O consumo de leite € importante e indicado para todas as idades (salvo em caso de
restricdo ou condicdes especificas), por ser também fonte de energia e a melhor fonte de
calcio. A ingestdo adequada de calcio vem sendo uma das principais estratégias alimentares
para garantir um envelhecimento sadio e com menor risco a doengas degenerativas, comuns

a terceira idade, como a osteoporose, por exemplo.

A producéo de leite representa uma atividade de grande impacto socioecondmico em
nosso pais e tem crescido cada vez mais. No ano de 2012, o Brasil alcan¢ou a marca de 32,3
milhGes de toneladas produzidas e, mesmo ndo sendo autossuficiente, hoje é o 4° maior
produtor de leite do mundo, sendo que o sistema produtivo baseia-se em leite a pasto (FAO,
2014; EMBRAPA, 2014). Com o aumento da produtividade de leite no Brasil, a producdo
excedente é utilizada para a elaboracdo de derivados lacteos que sédo encaminhados para o
mercado externo (BRASIL, 2009).

Elementos potencialmente toxicos, decorrentes da poluicdo ambiental, de fertilizantes
fosfatados contaminados ou mesmo do emprego de racdes e suplementos minerais de baixa
qualidade na alimentacdo dos bovinos, podem ser acumulados, excretados no leite e,
consequentemente, contaminar os seus consumidores (MARCAL et al., 1998; D’ILIO et al.,
2008). A fim de evitar esta situacdo, € necessario que o leite seja proveniente de animais
sadios, colhido e armazenado em condi¢des sanitarias satisfatérias e livre de contaminacao

ambiental.

Para o atendimento dos requisitos na qualidade e seguranca da producédo do leite,
uma fiscalizacdo eficiente se faz necessaria. Esta fiscalizacdo vem por meio do Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal

(PNCRC/Animal) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que



monitora niveis de metais téxicos tais como Pb, dentre diversos outros residuos e

contaminantes organicos e inorganicos presentes nesta matriz.

1.1.2 O chumbo

O elemento quimico chumbo é um metal pesado, cinza-azulado, de baixo ponto de
fus@o que ocorre naturalmente na crosta terrestre. Normalmente, encontra-se combinado com
dois ou mais elementos formando compostos quimicos de Pb (ATSDR, 2007). E um metal
téxico e, em termos de potenciais efeitos adversos a saude humana, este elemento esta entre
0s que tém causado maior preocupacao. Isto ocorre porque o Pb é facilmente transferido
através da cadeia alimentar, ndo é utilizado em nenhuma fungéo biolégica essencial e tem
habilidade de se acumular no corpo humano por longo periodo de tempo (LIU, 2003). Em
alimentos, o chumbo estéd presente apenas por contaminacdo através do plantio/producéo
e/ou durante o processo de industrializagdo. A contaminacdo das plantas pode ocorrer pela
absorcédo do Pb presente no solo, da 4gua utilizada na irrigacéo ou pelo uso de fertilizantes

contendo esse metal.

J& os animais podem ser contaminados através do consumo de agua, plantas e racédo
contaminada. A presenca de altas concentracdes deste metal na 4gua normalmente € devido
as descargas de efluentes industriais, bem como o uso indevido de tintas e acessorios a base
de chumbo. Vérios casos de leite contaminado via intoxicacdo de bovinos por ingestdo de
racdo contaminada ou exposicao ambiental ao chumbo séo relatados na literatura cientifica
(OSKARSSON et al., 1991; SANTOS, 2004; BARANOWSKA et al., 2005; SWARUP et al.,
2005). Sharma et al. (1982) observaram que animais que ingeriram quantidades superiores a
500 mg de Pb por dia, produziram leite com niveis de Pb mais elevados, atingindo valores de

cerca de 0,06 mg/L.

Por apresentar toxicidade acumulativa, o chumbo pode causar um envenenamento
cronico denominado saturnismo, que consiste em dano ao sistema nervoso central resultando
em sérios disturbios que podem levar a convulsdes e morte. A absor¢gédo do chumbo pelo trato
gastrintestinal depende de fatores nutricionais como a ingestdo de célcio, ferro, fosforo e
proteinas, uma vez que, possivelmente, envolva um mecanismo de competi¢do, pois sabe-se
gue um baixo teor de Ca ou Fe na dieta aumenta a absor¢cdo do Pb (WHO/ICPS, 1995;
ATSDR, 2007).



Apés a absorcdo, o contaminante alcanga a corrente sanguinea, sendo distribuido
para os tecidos moles, principalmente rins e figado. Uma parte é excretada juntamente com a
bile, uma segunda parte é armazenada nesses 0rgaos e o restante retorna ao sistema
circulatério na forma de fosfato de chumbo. Esta Ultima parte, posteriormente sera
redistribuida pelo organismo, sofrendo deposi¢cao nos 0ssos, dentes e cabelos a longo prazo
(MOREIRA & MOREIRA, 2004). Como resultado da absor¢do do Pb, tem-se a
desmineralizagéo e fragilidade 6ssea. Além disso, uma exposi¢cao aguda a este contaminante
pode causar distirbios gastrointestinais (anorexia, nauseas, vomitos, dor abdominal), lesédo

hepéatica e renal, e hipertensao.

Criancas sao particularmente mais vulneraveis aos efeitos neurotéxicos do chumbo, e
até niveis relativamente baixos de exposi¢cdo ao metal podem causar danos neurolégicos
graves, e em alguns casos, irreversiveis. Apesar de acumular pouco no cérebro, o chumbo
causa danos no sistema nervoso central levando a encefalopatia e neuropatia. Além disso,
esse metal também tem sido associado a agressao e transtorno de déficit de atengéo. Bebés
e criancas pequenas (especialmente aqueles com menos de 5 anos de idade) sdo mais
susceptiveis aos efeitos adversos uma vez que podem absorver de 4 a 5 vezes mais chumbo
gue adultos (WHO, 2010).

Como a ingestao de leite pelas criancas é grande, sendo uma das principais fontes de
alimentagcdo nos primeiros anos de vida, o controle de qualidade destes alimentos, que
engloba a determinacéo de Pb, é fundamental para garantir a satde da populacdo. O limite
maximo de chumbo permitido em leite cru é de 20 pg/L. Este valor, adotado pelo Brasil, é
estabelecido pelo regulamento (CE) n° 1881/2006 e pelo CODEX STAN 193-1995, 2010. A
determinacdo de Pb nessa faixa de concentracdo requer métodos analiticos com boa
sensibilidade. Quando a técnica analitica disponivel para analise ndo apresenta sensibilidade

adequada, sdo empregados procedimentos de pré-concentracéo.

1.1.3 Extracdo em ponto nuvem

A determinacdo de elementos-tragco em amostras biolégicas € bastante complicada
devido a complexidade da matriz e as baixas concentracfes desses elementos em tais
amostras. Mesmo com 0s avan¢os no desenvolvimento de novas técnicas analiticas, mais
sensiveis e seletivas, muitas vezes sdo necessarias etapas de separacao e pré-concentracao
dos analitos (BEZERRA & FERREIRA, 2006). Nesse sentido, 0 método de extracdo em ponto

nuvem (EPN) é um procedimento de destaque por apresentar baixo custo, simplicidade,



rapidez, alto fator de concentracdo do analito, além da reducdo dos volumes de reagentes,
minimizando o manuseio de substancias toxicas (PYTLAKOWSKA et al., 2013).

O fendbmeno Ponto Nuvem ocorre quando tensoativos (ndo ibnicos ou anfoteros) em
quantidades acima da concentracao micelar critica (CMC) sdo aquecidos a uma determinada
temperatura, separam-se em duas fases isotrépicas (a solugdo comeca subitamente a ficar
turva, devido ao decréscimo de solubilidade do tensoativo em agua) (NASCENTES et al.,
2002).

A utilizacdo desse fenbmeno para pré-concentracao, que foi descrita pela primeira vez
por Watanabe e Tanaka em 1978, se baseia na formacdo de micelas e a subsequente
separacdo. Uma solucdo aquosa contendo os analitos e surfactantes ndo-iénicos acima da
CMC é aquecida a uma temperatura superior & de ponto nuvem, tornando-se turva. A solugéo
entdo, se separa em duas fases em que a de grande volume, contendo solu¢cdo aquosa
(matriz), deve ser descartada, e a de pequeno volume, rica em surfactante e contendo o
analito de interesse, € analisada (BADER et al., 2014; MANZOORI & KARIM-NEZHAD, 2002).

A palavra surfactante, derivada do termo em inglés “surface-active agent”, também
chamado de tensoativo e se refere a classe de compostos conhecidos como anfipaticos. Estes
compostos sdo substancias organicas de cadeia longa alquilica contendo de 8 a 18 atomos
de carbono e uma extremidade hidrofilica polar ou ibnica (Figura 1). Dessa forma, os
surfactantes possuem propriedades tais como a capacidade de formar bolhas e espumas na
superficie de um liquido e a reducdo na tensdo superficial ou interfacial do meio no qual é
dissolvido (FARIA et al.,, 2005; BEZERRA & FERREIRA, 2006; ROCHA, 2013). Esses
surfactantes sdo classificados de acordo com a natureza do grupo cabeca. Os catidnicos
suportam cargas positivas, 0os anibnicos suportam cargas negativas, os anféteros possuem
ambos o0s grupos anibnicos e catidnicos, podendo apresentar carga positiva ou nhegativa

dependendo do pH do meio e, por fim, os ndo ibnicos ndo apresentam cargas.
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Figura 1 — Estrutura representativa de um surfactante polar: (a) cadeia alquilica apolar e (b) grupo cabeca
ndo idnica

Moléculas anfipaticas, como o0s surfactantes, apresentam propriedade de auto-

associacdo em solventes aquosos ou apolares. Este processo resulta na formacédo de



estruturas organizadas tais como as micelas normais, micelas reversas, microemulsoes e as
vesiculas. O arranjo final é determinado, principalmente, pela estrutura quimica do surfactante
e pela natureza do meio (SANZ-MEDEL et al., 1999). As micelas normais ou aquosas, Sao
agregados formados em solugcdo aquosa por meio da associa¢do das moléculas individuais
de surfactante. Enquanto os grupos cabeca do surfactante estdo voltados para a solucdo
aquosa formando uma superficie hidrofilica, as caudas alquilicas estao voltadas para o centro

da micela, formando um nucleo central apolar.

A concentracdo minima de um surfactante para a formacao de micelas (CMC) depende
da sua estrutura molecular e das condi¢cdes experimentais (temperatura, forca idnica, etc).
Abaixo da CMC, o surfactante se encontra predominantemente na forma de monbémeros
livres. No entanto, em concentracdes acima da CMC, a formagé&o das micelas é favorecida, e
por ndo serem estruturas estaticas, permanecem em equilibrio com os seus proprios
monémeros em solugéo, como apresentado na Figura 2 (QUINA & HINZE, 1999). As micelas
tém como vantagem, serem facilmente reprodutiveis e termodinamicamente estaveis.
Entretanto, podem ser destruidas com a adicdo de agua no sistema, uma vez que a
concentracdo do surfactante se torna menor que a concentragdo micelar critica (BEZERRA &
FERREIRA, 2006)

e®e B
o " OANe T
o @ e ® o
6e®
Abaixo da CMC Acima da CMC
(monémeros) (mondmeros e micelas em equilibrio dindmico)

Figura 2 - Esquema de um agregado micelar. Fonte: Bezerra & Ferreira, 2006.

A capacidade de solubilizacdo de compostos com diferentes caracteristicas € uma
importante propriedade das micelas. Para a extracdo de ions metdlicos, por ndo possuirem
afinidade com as micelas, na maioria das vezes torna-se necessario 0 uso de reagentes
complexantes, tais como 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN), O,O-dietilditiofosfato de aménio
(DDTP) e 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-dietilaminofenol (Br-PADAP), para a formacdo de um
guelato hidrofébico. Em tais casos, a eficiéncia da EPN depende da hidrofobicidade do ligante
e do complexo, da cinética de formacdo do complexo e sua transferéncia entre as fases
(PYTLAKOWSKA et al., 2013).



O procedimento da extracdo em ponto nuvem de metais é bem simples como
apresentado no esquema da Figura 3. Inicia-se com a adicdo de um agente complexante na
solugdo ja tamponada para a formagdo do quelato hidrofébico. Posteriormente, poucos
mililitros de uma solugéo concentrada de surfactante sdo adicionados & mistura. A solugéo
entdo, € homogeneizada e aquecida em um banho termostatizado até que atinja uma
temperatura acima do ponto nuvem a fim de ocorrer a separacéo das fases. Para a aceleracdo
desse processo, a amostra é levada a centrifuga. Ao fim desta etapa, o tubo da centrifuga
contendo as duas fases é levado a um banho de gelo para que a fase micelar (rica em
surfactante e de menor volume) se torne mais viscosa com a diminuicdo da temperatura, e
seja mais facil o descarte da fase aquosa. Por fim, adiciona-se a fase micelar, um pequeno
volume de um diluente adequado a técnica de andlise a ser utilizada, a fim de diminuir a
viscosidade e homogeneizar a amostra antes do processo de medida (BEZERRA &
FERREIRA, 2004; 2006).

Amostra

Centrifugagao

Diluente Decantagao

Agente
Quelante Surfactante
Aquecimento
Medida
do analito

Figura 3 - Esquema da extragdo em pondo nuvem de um metal. Adaptado de Pytlakowska et al., 2013

Ha na literatura diversos trabalhos empregando extracdo em ponto nuvem como
método de pré-concentragcdo do chumbo. A maior parte destes estudos sdo para a
determinacdo deste elemento em agua. Chen et al. (2001) propuseram um procedimento de
determinacéo de Cd, Cu, Pb e Zn por F AAS em amostras de agua apés a EPN. Para isso,
utilizaram o 1-(2 thialolylazo)-2-naphthol (TAN) como agente complexante e Triton X-114

como surfactante. Foi utilizada também uma solucdo de metanol em HNO3; como diluente para



diminuir a viscosidade da fase rica, de modo que obtiveram fatores de enriquecimento de 57,7,
64,3; 55,6 e 63,7 para Cd, Cu, Pb e Zn, respectivamente.

Ja no trabalho de Silva et al. (2000) foi proposto um método de pré-concentragéo por
EPN de Ag, As, Au, Cd, Cu, Pb e Se utilizando DDTP como agente complexante e Triton X-
114 como surfactante, e posterior analise por ICP-MS obtendo assim, um fator de
enriguecimento de 25 para o Pb. Depoi et al. (2012), realizaram a extracdo do Pb, utilizando
0S mesmos reagentes, em amostras de tecido de ostra e folhas de tabaco obtendo um fator

de enriquecimento de 14.

Muitos outros métodos para a extracdo em ponto nuvem do Pb utilizando DDTP e
Triton X-114 foram desenvolvidos para matrizes organicas como sangue (BORGES et al.,
2003), urina, musculo, cabelo e rim (MARANHAO et al., 2005; 2007). Ja para o leite, apena

estudos visando a pré-concentracdo de analitos organicos foram encontrados.

Diversos trabalhos que utilizam a EPN como procedimento de pré-concentragédo de
metais sdo publicados todo ano. No entanto, nao foi localizado algum que combinasse esse
procedimento de pré-concentragdo com a espectrometria de fluorescéncia de raios X por

reflex&o total para a determinagéo de Pb.

1.1.4 Fluorescéncia de raios X por reflexao total

A andlise por fluorescéncia de raios X (XRF — X-ray fluorescence) baseia-se na
medicdo das intensidades dos raios X caracteristicos emitidos pelos elementos que
constituem uma amostra sélida ou liquida, quando irradiada com elétrons, prétons, raios X ou
gama com energias apropriadas. Quando os elétrons da camada mais interna do atomo (ex.:
K e L) interagem com fétons com energia na regiéo dos raios X, ocorre a foto ejecdo desses
elétrons, criando-se uma vacancia. Para promover a estabilidade, imediatamente as vagas
eletrdnicas séo preenchidas pelos elétrons das camadas mais préximas. Como resultado, ha
um excesso de energia no processo, que é manifestado na forma de emisséo de raios X de

comprimentos de onda caracteristicos de cada atomo presente na amostra.

Até 1966, as andlises por XRF eram realizadas utilizando apenas a técnica de
fluorescéncia de raios X por dispersdo de comprimento de onda (WDXRF — Wavelength
Dispersive X-Ray Fluorescence), na qual € necessério um equipamento que permita um

movimento sincronizado entre o cristal difrator e o detector, a fim de selecionar os raios X



caracteristicos de acordo com seu comprimento de onda, obedecendo a lei de Bragg da
difracdo (MARGUI et al., 2014).

Com o desenvolvimento dos detectores semicondutores de Si(Li), Ge(Li) e Ge
hiperpuro, capazes de distinguir raios X de energias proximas sem o auxilio de um cristal
difrator, foi possivel o aparecimento da nova técnica de andlise: a fluorescéncia de raios X por
disperséo de energia (EDXRF — Energy Dispersive X-Ray Fluorescence) (Nascimento Filho,
1999). Também conhecida como fluorescéncia de raios X néo dispersiva, essa técnica se
mostra mais pratica e com custo reduzido, sendo utilizada principalmente em matrizes sélidas,
permitindo a analise simultdnea ou sequencial sem a necessidade de um pré-tratamento
quimico da amostra. Como desvantagens, apresenta menor sensibilidade e maior

interferéncia espectral.

Como uma variante da EDXRF, a técnica de fluorescéncia de raios X por reflexao total
(TXRF — Total Reflection X-Ray Fluorescence) foi proposta como método analitico por Yoneda
& Horiuchi em 1971 e desenvolvida por Aiginger & Wobrauschek a partir de 1975. Knoth &
Schwenke (1978) construiram o primeiro instrumento compacto que foi utilizado para analises

na década de 80, quando comegaram a surgir os primeiros trabalhos.

A TXRF surgiu para solucionar principalmente a baixa sensibilidade da EDXRF.
Enquanto o angulo de incidéncia e o de reflex&do sdo de aproximadamente 45°/45° na EDXRF,
na TXRF sdo de 0,1°/90° conforme mostrado na Figura 4 (KLOCKENKAMPER et al., 2001).
Essa diferenga na geometria faz com que ocorra a reflexao total dos raios X. Como o feixe de
radiacdo atinge a amostra com um angulo muito pequeno, a interagcdo com o substrato é
minimizada. A radiacdo emitida é detectada perpendicularmente e bem préxima a amostra (3
a 5 mm), aumentando a eficiéncia da deteccdo dos raios X, uma vez que a razao

pico/background é maximizada (Nascimento Filho, 1999).

(A)-WDXRF (B)-EDXRF (C)-TXRF

Detector

Detector Detector

Fonte de raios X

Radiacéo de

Fonte de raios X 4 Fonte de raios X fluorescéncia
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Figura 4 — Configuragfes dos sistemas de fluorescéncia de raios X por (A) dispersdo de comprimento de onda, (B) disperséo
de energia e (C) reflex&o total. Adaptado de Margui et al., 2014
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Para realizar a analise por TXRF, sdo necessarios porta amostras que geralmente séo
discos de 30 mm de didmetro e 3 mm de espessura. Também conhecidos como refletores,
suportes e wafers, esses discos devem ser selecionados de acordo com o objetivo pois podem
ser feitos de quartzo, carbono vitreo, safira ou acrilico (DE LA CALLE et al., 2013b).

O preparo das amostras para analise é simples, como mostrado na Figura 5. No caso
de se utilizar o disco de quartzo, € necessaria uma etapa de hidrofobizag&o por adi¢cdo de 1 a
25 pL de solucéo de silicone em isopropanol e a posterior secagem a 80 °C durante 30 min a
fim de reter a amostra no disco (BRUKER, 2012). Para analise, volumes de 5 a 50 yL da
amostra liquida ou sélida em suspenséo deve ser depositada no centro do disco de modo

que, ao secar, se forme um filme fino como apresentado na Figura 5b.

a) Hidrofobizagdo

Adicio de Micropipeta
10 uL de Secagem em estufa
silicone em 80 °C por 30 min

isoprapanol

Didmetro maximo -

de preparacio H

— =

3mm

10 mm

30 mm

b) Preparacgédo de amostra e analise

Micropipeta *Chapa aguecedora
+Lampada infravermelho !

o T i N 10 nL *Capela de fluxo laminar,
, LY !
1+ Sem tratamento 1 (5-40uL)
1 * Mineralizac&o : ) = / >k 100-1000s
1

» Solid |3
! dlido em suspensao ! [ &
N i Rl s
\ M

| T ———————
Preparagio da amostra Deposigio da gota Secagem da gota Analise por TXRF

Figura 5 - Esquema de preparo do disco de quartzo incluindo a hidrofobizacdo e adi¢do da
amostra para andlise. Adaptado de De La Calle et al., 2013b.

Devido a alta energia dos raios X e a esta fina camada de amostra, ndo ocorre efeito
de absor¢éo, consequentemente a corre¢do para o efeito matriz ndo se faz necessaria (Silva
et al., 2004). Para analises quantitativas, basta uma simples calibracdo pela adi¢édo de padréo
interno as amostras, permitindo assim, a correcéo de fatores como flutua¢des no gerador de
raios X, erros operacionais (ex.: pipetagem) e demais instabilidades do sistema. Para isso, 0

elemento escolhido como padr&o interno, ndo deve estar presente na amostra, ou ocorrer em
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baixissimas concentracdes, e ndo deve interferir no(s) elemento(s) a ser(em) quantificado(s).
Sendo assim, padrdes internos mais comumente utilizados séo Ga, Y e Ge (Nascimento Filho,
1999).

Desse modo, a equacgdo bésica para analise quantitativa € a que relaciona a
intensidade dos raios X caracteristicos, com a sensibilidade elementar, como apresentado a

seguir:

Iy = C;. S (1)

Onde:
I; = intensidade (cps) da linha caracteristica Ka ou La emitida;
C; = concentragdo (ppm) do analito i na solucdo pipetada no disco;

S; = sensibilidade elementar do sistema (cps/ppm) para o analito i.

Para se obter a intensidade do padrao interno, a equacgédo 1 é descrita desta maneira:

I, =Cp .5 2)

Para calcular a concentracdo de um analito, € necessario conhecer o valor da
sensibilidade relativa S’; deste elemento. Este € um valor adimensional que indica uma
relacdo entre a intensidade do pico do analito e quantidade na amostra. Em geral, as
sensibilidades relativas podem ser determinadas pelo célculo de parametros fundamentais
como probabilidades de excitacéo, eficiéncia do detector etc. No entanto, uma maneira mais
facil de se obter o valor de §'; é analisar uma solugdo multielementar de concentragdes

conhecidas, e calcular o fator de sensibilidade que baseia-se no pico de cada elemento.

A Figura 6 apresenta um espectro de TXRF para uma solu¢cdo multielementar com
concentracdo de 1 ppm. Pode-se observar que quanto maior o nivel de energia, maior é a

sensibilidade resultando assim, numa maior altura do pico.
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Figura 6 - Espectro de raios X de uma solucdo multielementar com
concentracéo de 1 ppm. Fonte: BRUKER, 2012.

Entdo, o valor da sensibilidade relativa S’; pode ser determinado efetuando a divisdo

entre as equacdes 1 e 2 que, em outras palavras, significa a razdo entre a sensibilidade do

analito S; e a sensibilidade do padrdo interno S,,.

Ip . Ci

S’ =
i =
Sendo assim, para o célculo da concentracdo do analito, basta rearranjar a equacéo 3:

Ii. Cp @

Como os elementos sdo identificados e quantificados por meio de seus picos de
fluorescéncia, a definicdo dos limites de deteccao baseia-se numa inspecao estatistica da
area do pico e o fundo espectral subjacente. Este fundo, também chamado background, se
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apresenta como uma linha aproximadamente continua sob os picos e consiste no resultado
das interacdes das radiac6es espalhadas pela amostra com o detector, e também das préprias
radiacOes caracteristicas emitidas pelos elementos. Deste modo, presume-se que um
elemento i é considerado para ser detectado se a &rea do pico é trés vezes maior que a
contagem do background. Este procedimento € também conhecido como o critério 3-sigma e
esta demonstrado na equacao 5 (KUMP,1997):

LD; = 3. JIsa . IIBG (5)
l

Onde:
LD; = limite de detec¢éo (ppm) do analito i;
I = intensidade (cps) do background abaixo do pico do analito i;

S; = sensibilidade elementar do sistema (cps/ppm) para o analito i.

Substituindo a equacéo 1 na 5, obtem-se:

3.C;i.+IpBg
LD, = 2o ee
i

(6)

Esta dltima equacdo indica que o limite de deteccdo € inversamente proporcional a
intensidade do pico que, por sua vez, € apresentada em contagens por segundo. Dessa forma,
pode-se afirmar que o limite de deteccao é uma funcdo do tempo sendo representada pela

equagéao 7.

LD = (7)

Sl

Portanto é interessante a avaliacdo do tempo de medida das amostras a fim se se
obter um menor limite de deteccao. Ao mesmo tempo vale ressaltar que é desnecessario usar
um tempo de 1000 segundos de leitura de uma amostra em que os elementos estudados

estdo em concentragdes percentuais (BRUKER, 2012)

Vantagens relevantes da TXRF incluem a capacidade de andlise multielementar

simultanea, analise de pequenas quantidades de amostras (UL ou mg), baixos limites de
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deteccdo (na ordem de ppb), tempo relativamente curto de analise (100 — 1000s) e o baixo
custo de operacgdo por ndo exigir sistema de refrigeracdo e consumo de gas para funcionar
(KLOCKENKAMPER & VON BOHLEN, 1996; MARGUI et al., 2004).

Em contrapartida, a TXRF apresenta desvantagens relacionadas a baixa resolugéo
espectral e picos sobrepostos, podendo superestimar ou subestimar elementos de baixas
concentracdes (DE LA CALLE et al., 2013b). Como exemplo dessa sobreposicdo, tem-se as
linhas Ka do As (10,53 keV) e La do Pb (10,55 keV), que dificulta a quantificagdo de um desses
elementos quando o outro também se encontra presente na amostra. Elementos mais leves
que o Al ndo podem ser medidos porque sua radiacdo de raios X € tao baixa que é absorvida
pelo ar antes de atingir o detector. Por fim, os elementos utilizados no tubo de raios X e no
porta amostra também ndo podem ser quantificados. Por exemplo, Mo e Si hdo podem ser
determinados em um equipamento com tubo de Mo, quando o porta amostras utilizado é de

quartzo (interferéncia para a determinagéo de Si) (JUVONEN et al., 2009).

Dhara & Misra (2011) utilizaram o método TXRF para determinacdo de Pb em agua
de chuva. As amostras foram analisadas sem a necessidade de pré-tratamento. O Ga foi
utilizado como padrao interno e depositado juntamente com as amostras no disco de quartzo.
O tempo de andlise foi de 1000s e a concentragdo encontrada foi de 2,7 pg/L de Pb. De forma
similar, Guimaraes et al. (2011) determinaram Pb em urina de rato por TXRF, de modo que
apenas 2 pL de amostra com Ga como padrao interno foram depositados no porta amostras.
O tempo de leitura foi de 250s e o limite de deteccéo alcancado foi de 100 ug/L.

Ja no trabalho de Souza et al. (2014), a determinacdo de metais pesados em lamas e
esgotos por TXRF foi precedida da digestao acida das amostras utilizando HNOs; e H,O, como
reagentes. Os LD encontrados foram de 2,81 e 1,99 ug/L de Pb para o esgoto e o lodo,
respectivamente. O método de digestdo de amostras utilizando HNO3; também foi utilizado por
Silva et al. (2013) para a determinacao de Pb, Cd e Ni em sangue por TXRF. Novamente o

Ga foi escolhido como padréo interno e o limite de detecc¢éo para o chumbo foi de 1,0 pg/L.

Outro tipo de preparo de amostra muito utilizado € a extragdo. Esse procedimento de
pré-concentragdo muitas vezes se torna necessario devido a complexidade da matriz e baixo
teor do analito. Nesse sentido, De La Calle et al. (2013a) utilizaram um procedimento de
extracdo em que uma mistura diluida de HNOs, HCI e HF é adicionada & amostra de plantas
que em seguida € sonicada. Apds a analise por TXRF o limite de deteccédo obtido para o

chumbo foi de 2,9 mg/kg.

Nao foi encontrado um trabalho em que o chumbo é determinado por TXRF em

amostras de leite bovino. Entretanto, Da Costa et al. (2002) realizaram experimentos com
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amostras de colostro em que Fe, Cu e Zn foram quantificados utilizando a técnica de
fluorescéncia de raios X por reflexéo total. As amostras foram tratadas com HNO; e H;O- a
60°C durante 5 dias. Para padrao interno, o Ga foi escolhido e os limites de detecg¢ao foram
abaixo de 10 pg/L.

1.2 Objetivo

Este trabalho teve como objetivo realizar uma avaliagdo da composicdo mineral de
leites comerciais a fim de verificar a existéncia de uma correlagéo entre as concentracdes dos
elementos P, S, K, Ca, Cu, Zn e Br, presentes nessas amaostras, com o teor de gordura e
tratamentos realizados para leites especiais (baixa lactose e enriquecidos com Ca).

Além disso, foi desenvolvido um método para determinacdo de chumbo em leite cru
utilizando espectrometria de fluorescéncia de raios X por reflexdo total (TXRF) em conjunto
com o procedimento de pré-concentracdo conhecida como extracdo em ponto nuvem, a fim
de atender as legisla¢des vigentes que estabelecem 20 pg/L como o limite maximo permitido

de Pb nessa matriz.
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2.1 Introducao

O leite possui em média 87 % de agua, 9 % de sélidos ndo gordurosos (3,3 % de
proteina, 4,6 % de lactose e 0,7 % de cinzas) e 4,0 % de gordura. Além disso, fornece grande
variedade de nutrientes ndo energéticos mas essenciais para o0 organismo humano, tais como

calcio, fésforo, potassio, vitaminas, dentre outros (WALSTRA et al., 2006).

Muitos minerais de leite estdo associados em conjunto sob a forma de sais, tais como
fosfato de célcio. No leite aproximadamente 67 % do célcio, 35 % do magnésio, e 44 % do
fosfato estdo na forma de sais ligados dentro das micelas de caseina e o restante estao
soluveis na fase do soro. O fato de célcio e fosfato estarem na forma de sais ligados com a
proteina ndo afeta a disponibilidade nutricional de calcio ou fosfato (MCSWEENEY & FOX,
2009). O leite contém pequenas quantidades de cobre, ferro, manganés, potassio e sédio,

mas nao €é considerado uma das principais fontes desses minerais na dieta.

Para a comercializagdo do leite, € necessario tomar medidas para evitar, ou pelo
menos adiar a sua deterioragdo, que pode ser causada por microrganismos ou envolver
alteracBes enzimaticas, quimicas e fisicas. Neste sentido, as técnicas mais utilizadas para a
esterilizacdo do leite sdo a pasteurizagéo e a ultrapasteurizagdo também conhecida como
UHT (Ultra High Temperature).

Na pasteurizagdo eleva-se o leite a temperatura em torno de 75 °C, por 15 segundos
e depois rebaixa-se imediatamente sua temperatura a 4 °C, conservando-o dessa forma até
o consumo (BRASIL, 2011). Por sua vez, na ultrapasteurizacao eleva-se o leite & temperatura
entre 130 e 150 °C, de 2 a 4 segundos e em seguida rebaixa-se a uma temperatura inferior a
32 °C (BRASIL, 1996). Este ultimo é o sistema utilizado nos leites longa vida, que permite a

conservagao do produto por até 6 meses em embalagem e temperatura adequadas.

O tratamento térmico suave utilizado na pasteurizagcdo do leite nao afeta
significativamente o teor das vitaminas. No entanto, o tratamento térmico mais utilizado para
pasteurizacdo e conservagdo prolongada (UHT) combinado com o aumento da validade
destes produtos provocam perdas de algumas vitaminas sollveis em agua. Tiamina é
reduzida de 0,45 para 0,42 mg/L, vitamina B 12 é reduzida de 3,0 para 2,7 pg/L, e vitamina C
é reduzida de 2,0 para 1,8 mg/L (Potter et al., 1984). Com relacdo aos minerais, a literatura
descreve que o fosfato de calcio ira migrar para dentro e para fora das micelas de caseina
com mudangas na temperatura. Este processo € reversivel a temperaturas moderadas e iSso

ndo afeta as propriedades nutricionais de minerais do leite. Em temperaturas muito elevadas,
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o fosfato de calcio pode precipitar no soro do leite, 0 que provoca mudancas irreversiveis na
estrutura da caseina (MCSWEENEY & FOX, 2009).

Existem no mercado varios tipos de leite longa vida. As diferencas entre eles sdo em
relac@o ao teor de gordura e/ou ingredientes adicionados. Segundo o Regulamento Técnico
de Identidade e Qualidade do Leite UHT (UAT) (BRASIL, 1997), o leite recebe diferentes
denominacdes conforme seu teor de gordura (Tabela 1). O teor de gordura do leite, depende
de vérios fatores referentes ao animal (genética, estagio de lactacdo, fermentagcfes ruminais,
infeccdes do Ubere) ao tipo de alimentagdo (gréao, carboidratos e proteinas da dieta, os efeitos
sazonais e regionais) (Jensen, 2002). O teor de gordura do leite comercializado é, no entanto,
padronizado para um valores de acordo com o estabelecido na Tabela 1. Normalmente, a
padronizagdo é realizada da seguinte forma: primeiramente o leite cru € centrifugado e o
creme é retirado. Posteriormente, o teor de gordura € ajustado pela adicdo de creme nas

propor¢des estabelecidas para cada tipo de leite.

Tabela 1 - Tipo de leite conforme teor de gordura

Tipo de leite Teor de gordura

Integral Minimo 3 %
Semidesnatado Entre 2,9e 0,6 %

Desnatado Maximo 0,5 %

Além disso, a industria de laticinios tem desenvolvido bebidas de leite fluido especiais
para atender as diversas necessidades nutricionais dos consumidores. Atualmente, estdo
disponiveis leites com lactose reduzida e leite livre de lactose para pessoas com intolerancia.
Esses leites com baixa lactose e isentos de lactose sdo processados, antes da embalagem,
com a enzima lactase para quebrar a lactose em seus aglUcares componentes, glicose e
galactose (MCSWEENEY & FOX, 2009). Bebidas lacteas especiais também estéo disponiveis
e sdo adequadas a segmentos especificos da populacdo. Ha bebidas de leite que séo
enriquecidos com proteinas e calcio projetado para adultos. Ha leites contendo menor teor de
carboidratos e fortificados com vitaminas para as pessoas com sobrepeso. Bebidas lacteas

destinadas a criangas tem menor teor de gordura e sao fortificados com calcio ou ferro.

Apesar da grande diversidade de produtos, ndo existem muitos trabalhos na literatura
gue avaliem o efeito dos diferentes tratamentos na composi¢do mineral do leite. As empresas
de laticinio informam apenas o teor de Ca, sendo que alguns fornecem o mesmo valor de Ca
(independente do tipo de leite, com excec¢éo dos enriquecidos com calcio) e em outras marcas

a concentracdo de Ca é diferente para leites integrais, semidesnatados e desnatados.
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Dessa forma, nesta parte do trabalho objetivou-se avaliar a composi¢do mineral de
diferentes tipos de leite empregando a técnica TXRF. Com os resultados obtidos, tentou-se
verificar possiveis diferengcas em funcdo do teor de gordura e também dos tratamentos
realizados para leites especiais (baixa lactose e enriquecidos com Ca). Para isso, langou-se
mé&o da Andlise de Componentes Principais (PCA).

A Andlise de Componentes Principais € uma técnica da estatistica multivariada que
consiste em transformar um conjunto de variaveis originais em outro conjunto de variaveis de
mesma dimensdo denominadas de componentes principais. Os componentes principais
apresentam propriedades importantes: cada componente principal € uma combinacdao linear
de todas as variaveis originais, sdo independentes entre si e estimados com o propésito de
reter, em ordem de estimacdo, o maximo de informag&o, em termos da variagéo total contida
nos dados. A PCA ¢ associada a ideia de reducdo de massa de dados, com menor perda
possivel da informag&o. Procura-se redistribuir a variagdo observada nos eixos originais de
forma a se obter um conjunto de eixos ortogonais nao correlacionados. Esta técnica pode ser
utilizada para geracao de indices e agrupamento de individuos. A andlise agrupa os individuos
de acordo com sua variagao, isto é, os individuos sdo agrupados segundo suas variancias,
ou seja, segundo seu comportamento dentro da populacéo, representado pela variagdo do
conjunto de caracteristicas que define o individuo, ou seja, a técnica agrupa os individuos de
uma populagéo segundo a variagdo de suas caracteristicas (VARELLA, 2008).

2.2 Parte Experimental

2.2.1 Reagentes e Solucdes

e Acido nitrico concentrado, HNO3s 65% m/v, Alphatec, d = 1,4 g/mL.
e Perdxido de hidrogénio, H.O> 30% m/v, Merck, d = 1,11 g/mL.

e Acetona pura, CsHesO PA, Cromato Produtos Quimicos.

e Solucéo de silicone em isopropanol.

e Solucgbes estoque de Ga e Y de 1000 mg/L, Fluka.

Todas as solugfes foram preparadas utilizando-se agua deionizada com resistividade
de 18,2 MQ cm, purificada em sistema Milli-Q® da Millipore e foram acondicionadas em frascos

de polipropileno.
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2.2.2 Amostras

Para este estudo, um total de 15 amostras de leites comerciais UHT disponiveis no
varejo da cidade de Belo Horizonte foram selecionadas, compreendendo diferentes teores de
gordura (integral, semidesnatado e desnatado) e leites especiais com baixa lactose e
enriguecidos com calcio. Além disso, utilizou-se também leite cru coletado no Centro de
Producado Sustentavel Fazenda Modelo Pedro Leopoldo da Escola de Veterinaria da UFMG
gue esta localizada no municipio de Pedro Leopoldo. As amostras de leite foram armazenadas

em frascos de 50 mL e armazenados em freezer.

O Material de referéncia de leite em pd IAEA-153 da International Atomic Energy
Agency (IAEA) foi utilizado para a escolha do padréo interno mais adequado para as analises.
O IAEA-153 e o leite em pd NIST 1549 (nonfat milk powder) da National Institute of Standards

and Technology foram utilizados para avaliar a veracidade da analise por TXRF.

2.2.3 Equipamentos e acessorios

o Espectrometro de fluorescéncia de raios X por reflexdo total, marca Bruker,
modelo S2 Picofox™;

e Purificador de acidos, marca Milestone, modelo DuoPUR Subboiling Destillation
System;

e Purificador de agua, marca Millipore, modelo Milli-Q® Element;

e Forno de micro-ondas, marca Anton-Paar, modelo Multiwave 3000°;

e Balanca Analitica, marca Shimadzu, modelo AUW220D;

e Estufa com circulacdo de ar, marca Tecnal,

e Micropipetas de volumes ajustaveis (1000-5000 pL, 200-1000 pL, 20-200 pL, 10-
100 pL e 2- 20 pL);

e Tubos de centrifuga de polipropileno graduados com capacidade de 15,0 e 50,0
mL;

e Tubos Eppendorf de 1,5 mL

e Dessecador;

e Bomba de vacuo, marca Millipore;

¢ Discos de quartzo, marca Bruker.
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2.2.4 Procedimento de digestado das amostras

Para a decomposicdo das amostras de leite em sistema fechado foi utilizado forno de
micro-ondas (modelo Multiwave 3000® da Anton Paar) equipado com rotor especifico para 8
amostras e frascos de quartzo. O procedimento utilizado foi previamente estabelecido através
da avaliacdo visual dos digeridos. O objetivo desta avaliacao inicial foi obter a menor dilui¢cdo
possivel das amostras (para se tentar determinar micronutrientes) com a menor concentracao
acida. Desta forma foram avaliadas concentracdes de HNOj3 variando de a 10 a 50 % v/v, o
volume de leite variando de 1,0 a 3,0 mL e o volume de H,O, variando de 0,5 a 1,5 mL de
modo que ao final, o frasco contivesse um volume total de no minimo 6 mL de liquido. Na

Figura 7 pode-se observar o aspecto dos digeridos obtidos nas condi¢des otimas.

L " £ A o oad A _ci
Lgah ""’H‘ 1"" ] .

Figura 7 - Amostras de leite ap6s a digestéo acida

Apos essa avaliagdo, o procedimento consistiu em pipetar 2,5 mL de leite, previamente
descongelado e homogeneizado, no frasco de quartzo. Em seguida, foram adicionados 2,5
mL de HNO3; 50% v/v e 1,0 mL de H20, 30% v/v, e a mistura aquecida em forno de micro-
ondas, conforme o programa mostrado na Tabela 2. ApGs o devido resfriamento, a solucéo
da amostra foi transferida quantitativamente para um tubo de centrifuga de polipropileno
graduado com capacidade de 15,0 mL, e o volume completado para 10,0 mL com &gua
ultrapura. No caso dos materiais de referéncia, foram pesados 300 mg de cada amostra e

submetidos ao mesmo procedimento de decomposi¢éo utilizado para as amostras.
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Tabela 2 - Programa de aquecimento empregado na digestao &cida assistida por radiacao
micro-ondas

Etapa Poténcia (W) Rampa (min) Patamar (min)
1 1280 10 25
2 0 0 15

2.2.5 Andlise das amostras por TXRF

Para a andlise das amostras digeridas, foi necessario um procedimento de preparo
dos discos de quartzo que consistiu ha lavagem com detergente neutro (Extran), enxague
com agua destilada e descontaminagdo em banho de HNOs; 30% por, no minimo, 24h. Em
seguida, estes discos foram enxaguados com agua deionizada e secos em estufa.
Finalmente, a etapa de hidrofobizacao foi realizada pipetando-se 10 pL de uma solucdo de
silicone em isopropanol em cada disco. A secagem do silicone foi realizada em estufa a 80°C
por 30 min. Apds esse procedimento, 10 yL de cada amostra foram depositados nos discos
devidamente identificados. Estes discos foram levados ao dessecador, equipado com uma
bomba de vacuo, a aproximadamente -0,8 atm por 20 minutos, para que o solvente
evaporasse, permitindo entdo a formagéo de uma fina pelicula uniformemente distribuida da

amostra conforme apresentado na Figura 8.

Figura 8 - Disco de quartzo com fina pelicula de amostra de leite
digerido

Todas as analises foram realizadas no espectrémetro de fluorescéncia de raios X por
reflexdo total, S2 PICOFOX™ da Bruker com tubo de molibdénio. Para todas as analises
guantitativas, o instrumento foi operado nas condi¢des descritas na Tabela 3, com tempos de
obtencao de dados variando de 250 a 1000 s. A interpretacdo dos espectros e a quantificacao
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dos analitos foram realizadas utilizando o software, SPECTRA 7.5.3 (Bruker), fornecido com
0 equipamento (S2 PICOFOX™),

Tabela 3 - Condi¢Oes utilizadas para operagédo do S2 PICOFOX™

Parametro Condicéo utilizada

Tubo de raios X Molibdénio

Voltagem 50 kV

Corrente 600 pA

Detector Silicon-drift detector (SDD)
Resolugéo (Mn Ka a 10 kcps) <150 eV

Atmosfera ar

Temperatura <25°C

2.2.6 Otimizagé&o do padréo interno

Como ja discutido anteriormente, a analise por fluorescéncia de raios X com reflexao

total é feita através da calibragdo com padréo interno.

Uma otimizacdo foi realizada para a escolha do melhor elemento para atuar como
padréo interno (PI) na analise em questdo. Como se sabe, 0 elemento escolhido ndo deve
ocorrer naturalmente nas amostras e 0 seu sinal no espectro ndo deve interferir ou sofrer
interferéncia de nenhum outro elemento presente na matriz a ser analisada. Baseando-se

nesses requisitos, o galio e o itrio foram pré-selecionados para serem avaliados neste estudo.

Para essa avaliacdo foram digeridas 4 replicatas do material de referéncia de leite em
po (IAEA-153) com massa de 300 mg. Apés a digestdo, pipetou-se 1,00 mL de cada replicata
para tubos Eppendorf devidamente identificados. Em seguida, diferentes quantidades das
solugcbes padrdo de Ga e Y foram adicionadas a cada replicata de modo que, ao final,

apresentasse a configuracdo descrita na Tabela 4:
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Tabela 4 - Concentrac¢des dos padrdes internos utilizadas em cada replicata

: Elemento usado Concentragéao final
Replicata

como PI de PI (mg/kg)
1 Ga 18,3
2 Ga 108,0
3 Y 10,0
4 Y 100,0

Cada replicata foi analisada em trés diferentes tempos de aquisi¢cdo do sinal: 250, 500
e 1000 s. Com base nas concentracdes obtidas para P, K, Ca, Cu, Zn, Rb, Sr e Br em cada
condigéo e os valores certificados apresentados na Tabela 5, calculou-se as porcentagens de

recuperacao, que foram entéo utilizadas na escolha da condicdo 6tima de analise.

Tabela 5 — Valores certificados no MRC IAEA-153

Elemento Concentracéo
(mg/kg)
P 10100
K 17620
Ca 12870
Cu 0,57
Zn 39,56
Rb 14,03
Sr 4,09
Br 12,32

2.2.7 Analise e comparacdo do teor de nutrientes em leites com diferentes

caracteristicas

Para a comparacdo dos leites, as amostras de leite cru, integral, desnatado,
semidesnatado, semidesnatado enriquecido com Ca e semidesnatado com baixo teor de
lactose foram analisadas. Estas amostras foram digeridas segundo o procedimento descrito
no item 2.2.4. Adicionou-se entédo o padréo interno escolhido no item 2.2.6 na concentragcéo
de melhor resposta, preparou-se os discos e analisou-se as amostras na condi¢des ja

descritas anteriormente.
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Foi analisado também o material de referéncia IAEA-153 para se avaliar a precisao e
veracidade do método.

Para a Andlise de Componentes Principais, os dados (concentracdes dos analitos)
foram autoescalados utilizando-se o Excel e posteriormente analisados usando o software
Statistica da StatSoft.

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Otimizagé&o do padréo interno

Para avaliacdo da melhor condigédo de andlise, os resultados obtidos apds as analises
das amostras descritas na Tabela 4 foram comparados e séo apresentados nas Figuras 9,10
e 11. Os analitos utilizados nessa avaliacdo foram aqueles cujas concentragdes foram
certificadas no MRC e que podem ser quantificados por TXRF (P, K, Ca, Cu, Zn, Rb, Sr e Br).
Calculou-se a porcentagem de recuperacao de cada analito em cada condi¢do e considerou-

se como adequada recuperacdes entre 80 e 120 %.
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Figura 9 - Comparacado dos valores de recuperacdo quando utilizado Y e Ga como padrdo
interno com tempo de aquisi¢éo de 250 s.
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Comparando-se os resultados obtidos usando Ga e Y como padrbes internos nas
concentracoes de 18,3 e 10,0 mg/L, respectivamente e tempo de aquisicdo de 250 segundos
(Figura 9) verifica-se que o elemento Y apresentou melhor resultado como padréo interno.
Com excecéao do Br, que obteve valores de recuperagéo abaixo de 80% para os dois PI, todos
0s outros analitos estudados alcangcaram recuperacdes satisfatorias. Ao se usar o Ga como
padréo interno, apenas os elementos Zn e Rb apresentaram recuperacdes superiores a 80%.
Além disso, todos os analitos apresentaram valores de recupera¢do mais baixos que quando

o Y foi utilizado.
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Figura 10 - Comparacéo dos valores de recuperacéo utilizando concentra¢cdes diferentes de Y
como padréo interno e tempo de aquisi¢do de 250 s.

Em funcéo da concentracdo de padréo interno utilizada (Figura 10), pode-se observar
gque a amostra com Y na concentracdo de 100 mg/L apresentou valores de recuperacao
inferiores a recuperacao quando se usou da amostra com Y 10 mg/L (principalmente para os
elementos em baixissimas concentracdes como o cobre). Novamente, apenas as
recuperagdes dos analitos Zn e Rb estavam acima do limite inferior de 80%. Com isso, pode-
se concluir que o elemento utilizado como padrédo interno que resulta em valores de

recuperacao mais proximos dos 100% é o Y quando utilizado na concentracdo de 10 mg/L.

Sendo assim, utilizou-se os resultados obtidos nessa condicéo (10 mg/L de Y) para se

avaliar o efeito do tempo de aquisi¢cdo do sinal na recuperacao dos analitos (Figura 11).
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Figura 11 - Comparacéo dos tempos de leitura da amostra contendo Y 10 pg/L como padrao
interno

Para todos os trés tempos de leitura testados, os valores de recuperacdo se
apresentaram dentro da faixa aceitavel e muito proximos entre si. No caso do Br, os valores
foram coincidentes e, como nas outras comparacgdes, abaixo do limite inferior. Somente para
o Cu houve diferenca entre as recuperacdes em tempos diferentes. No entanto, os trés valores
foram aceitaveis. Dessa forma optou-se por utilizar o tempo de leitura de 250 segundos, uma

vez que ndo houve diferenca significativa, podendo assim, agilizar as analises.

2.3.2 Comparacdo do teor de nutrientes de leites com diferentes caracteristicas

A titulo de ilustracéo, na Figura 12, é apresentado um espectro de raios X obtido a
partir de uma amostra de leite cru digerida, analisada por TXRF. Como pode-se verificar este
espectro apresenta picos de Al, P, S, Cl, K, Ca, Fe, Co, Cu, Zn, Br, Rb, Sre Y (padréo interno).
O pico de Si é devido ao porta amostras utilizado que é de quartzo e o de Ar se deve a

presenca deste gas no ar.
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Figura 12 — Espectro dos raios X obtido por TXRF proveniente da amostra de leite cru digerida

Para se avaliar a veracidade e precisao do método utilizado foi analisado o MRC IAEA-

153, cujos resultados sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados obtidos na avaliacdo da veracidade e precisdo do método empregando
TXRF para analise de nutrientes minerais em leite

_ Conc. Obtida DPR Valqr Recuper. LD
Analito Xts (%) certif. (%) X%s
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

8711 + 1194 13,7 10100 86,2 285+45

K 16539 + 898 5,43 17620 93,9 4,86 + 0,84

Ca 11425 + 589 5,16 12870 88,8 3,10 + 0,57
Cu 0,520 + 0,050 10,4 0,570 90,7 0,177 £ 0,049
Zn 450+ 1,3 2,82 39,6 114 0,155 + 0,043
Rb 16,6 £ 0,2 1,16 14,0 118 0,116 + 0,029
Sr 3,55+ 0,06 1,66 4,09 86,8 0,140 + 0,035

Br 7,84 + 0,06 0,708 12,3 63,6 0,103 + 0,027
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A recuperacdes foram satisfatérias tendo variado de 86,2 a 118 % para os analitos
avaliados, com excecdo de Br que apresentou uma recuperacdo de 63,6%. Em termos de
precisao, o desvio padrao relativo variou de 0,708 a 13,7 %, sendo também considerada
adequada para a finalidade pretendida.

Afim de se comparar os diferentes tipos de leites, calculou-se a média e o desvio
padréo para cada conjunto de amostras do mesmo tipo (integral, desnatado, semidesnatado
e enriquecido com Ca) e construiu-se os graficos apresentados na Figura 13. Para leite cru e
com baixa lactose foi analisada apenas uma amostra e apenas o valor dessa amostra é

apresentado nos graficos.
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Figura 13 - Teores de P, K, Ca, Cu, Zn, Rb, Sr e Br, e desvios padrdo nos diferentes tipos de leite: LC (leite cru),

LI (leite integral), LD (leite desnatado), LSD (leite semidesnatado), LECa (leite enriquecido com Ca) e LBL (leite

com baixo teor de lactose).
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Cada gréfico da Figura 13 apresenta as médias e desvios padrdo para um dado
elemento em cada um dos seis diferentes leites analisados. A principio observa-se que os
teores de todos os elementos estudados (exceto Zn) séo inferiores na amostra de leite com
baixo teor de lactose (LBL) em relacdo aos demais tipos de leite.

No caso do leite semidesnatado enriquecido com Ca (LECa) os teores de Sr e Zn se
apresentaram maiores que no restante dos leites. Esperava-se neste caso, obter uma
concentracdo de Ca elevada em comparacdo com aos demais leites, no entanto, observou-
se que o teor deste analito tem valores muito proximos em todas as amostras (com excecao
da amostra LBL). Uma possivel explicacdo para este fato, seria a precipitacdo de Caz(PO.),.
Esse fato é corroborado pelo baixo teor de P encontrado nessas amostras de leite enriquecido

com Ca.

Os resultados obtidos para o leite semidesnatado (LSD) apresentaram valores
préximos aos do leite desnatado (LD) para todos os elementos. No entanto, pode-se observar
que o desvio padrdo do Br se mostrou muito elevado para o LSD. O leite integral (LI) se
destaca dos demais leites por apresentar valores elevados de Cu, Br e seus respectivos
desvios padrdo. J& na analise do leite cru, obteve-se as maiores concentragdes para P, K, Ca
e Rb.

No grafico das concentracdes de Zn pode-se notar que as amostras de leite
semidesnatado (LSD, LECa e LBL) apresentam concentracfes muito proximas e a0 mesmo
tempo superiores as concentracdes de Zn nos demais leites (LC, LI e LD). Por fim, é possivel
relacionar as concentraces de Ca e K observando os respectivos graficos, que apresentam

comportamento similar, apesar de valores de concentragcfes diferentes.

Para se avaliar um possivel agrupamento das amostras, aplicou-se o0 método
multivariado de Analises de Componentes Principais (PCA). Como ferramenta de analise
exploratéria a PCA permite revelar a existéncia ou ndo de amostras anémalas, de relacdes

entre as variaveis medidas e de relagfes ou agrupamentos entre amostras.

O pré-processamento utilizado para esses dados foi 0 autoescalamento que torna
todas as variadveis adimensionais, fazendo com que todas elas exercam influéncias
equivalentes. Para isso, os dados séo centrados na média dos valores subtraindo-se o valor
de cada dado da média de cada variavel. Em seguida os dados sdo normalizados pelo desvio

padrdo dividindo-se o valor de cada dado centrado na média pelo desvio padréo da variavel.

Os resultados obtidos para componentes principais, 0os autovalores e as porcentagens

da variancia explicada pelos componentes encontram-se na Tabela 7.
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Tabela 7 - Autovalor, variancia e variancia acumulada de cada componente principal
referentes aos elementos presentes nos leites

Componente Autovalor  Variancia (%) Variancia

principal acumulada (%)
1 2,63 32,91 32,91
2 2,22 27,77 60,69
3 1,50 18,80 79,49
4 0,90 11,24 90,73
5 0,41 5,12 95,84
6 0,20 2,47 98,31
7 0,07 0,94 99,25
8 0,06 0,75 100,00

De acordo com esses resultados, a primeira componente principal (PC1) explica
32,91 % da variancia, a segunda componente (PC2) explica 27,77 % e a terceira (PC3) explica
18,80 %, resultando num total de 79,49 % da explicacdo da variancia total nos analitos dos
leites analisados. Desse modo, pode-se simplificar a analise utilizando apenas as trés

primeiras componentes sem perda significativa de informacéao.

Na Figura 14, estdo apresentados trés graficos (escores e pesos) em que sao
relacionados PC1 e PC2 em (A), PC1 e PC3 em (B), e finalmente PC2 e PC3 em (C). Apesar
de ndo ser observada uma separacéo efetiva dos diferentes tipos de leite, pela analise dos
graficos dos escores das Figuras 14 (A) e (B) pode se observar que a maior parte das
amostras de leite integral (LI) estdo agrupadas e possuem valores negativos na PC1. Ao se
observar o gréfico de pesos da Figura 14 (A), conclui-se que as amostras deste grupo
possuem maiores concentracdes de Cu e Br, o que pode ser confirmado pelos outros dois
graficos. No caso das amostras de leite desnatado, também ocorreu um agrupamento e,
apesar de estarem bem préximas ao grupo de leite integral, possuem valores na PC1 mais

préximos ao zero e aos valores positivos.

As amostras de leite semidesnatado ndo apresentaram um comportamento padréao,
uma vez que as trés se mostraram bem diferentes entre si, em termos de concentra¢des dos
analitos. Ja as amostras de leite semidesnatado enriquecido com Ca se mostraram
semelhantes entre si, porém, ao se analisar os graficos de pesos, pode-se observar que o seu
distanciamento dos outros grupos, se deve muito mais ao alto teor de Zn que propriamente o

de Ca, ja que as concentrac6es obtidas para o Ca foram semelhantes as das outras amostras.
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A amostra de leite semidesnatado com baixo teor de lactose se mostrou isolada de
todas as outras nos graficos (A) e (B). Pode-se concluir entdo que esse leite € o que mais se
diferencia de todos os tipos estudados, por apresentar concentracbes mais baixas dos
analitos. Como apenas uma amostra desse leite foi analisada ndo se pode inferir se esse
comportamento é geral. Outras amostras de leite com baixa lactose serdo analisadas para se

avaliar se realmente esse leite tem menor quantidade de nutrientes.

Por fim, o leite cru apresentou um comportamento ndo esperado, uma vez que esta

situado mais préximo ao grupo dos leites desnatados que o grupo dos integrais.
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Figura 14 - Gréficos dos escores e pesos obtidos por PCA para leites de teores diferentes de gordura. (A) PC1 x
PC2. (B) PC1 x PC3. (C) PC2 x PC3.



CAPITULO 3

Quantificacao de chumbo no leite
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3.1 Introducéao

Para andlise por TXRF, € necessério que a amostra liquida seja depositada no centro
do porta amostras e entdo seca formando uma fina pelicula. O leite, por conter alto teor de
gordura, ao secar, forma um depdsito heterogéneo e de espessura acima do recomendado.
Ao analisar esta amostra, além de ndo se obter resultados reprodutiveis devido a
heterogeneidade, corre-se o risco da pelicula atingir o detector do equipamento, podendo

ocorrer a contaminagéo deste.

Para contornar este problema, € necesséario um tratamento das amostras que seja
capaz de decompor a matriz organica. Para isso, optou-se por realizar a digestao do leite cru
empregando um forno de micro-ondas com frasco fechado utilizando HNOs; e H»O,. Durante
0 processo de digestao, ocorre a irradiacdo de ondas eletromagnéticas denominadas micro-
ondas. Quando um material ndo transparente as micro-ondas absorve este tipo de radiagéao,
o material pode sofrer um aumento consideravel na sua temperatura devido a interacdo da
radiacdo eletromagnética com os ions dissolvidos e com o solvente, provocando migracdo
ibnica e rotagdo de dipolos. A ocorréncia destes dois processos resulta em um movimento

molecular no material, que também contribui para o aguecimento do mesmo (KRUG, 2010).

Dessa forma, esta técnica proporciona decomposi¢des mais rapidas e seguras do que
aguelas baseadas em sistemas abertos. Além disso, o uso de recipientes fechados, minimiza
a possibilidade de contaminac¢éo durante o processo e diminui 0 numero e quantidade de

reagente necessario para a decomposicao da matriz e solubilizagdo da amostra.

Apo6s a obtengéo do digerido, foi estudado o procedimento de pré-concentracdo do
chumbo. Para isso, foi necessario utilizar o complexante O,O-dietil ditiofosfato de aménio
(DDTP) (Figura 15) que possui alta resisténcia a hidrolise, podendo ser usado em meios
altamente acidos. A adicdo deste reagente permite a formagdo de um quelato altamente

hidrofébico a fim de promover a captura do analito no interior das estruturas micelares.

H3C-H>C-O S
\ P/

H3C-HC-O ~7ON S-NH4t

Figura 15 - Estrutura do complexante O,O-dietilditiofosfato de aménio (DDTP)
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A extracdo no ponto nuvem foi entdo realizada apés a adicdo de um pequeno volume
de Octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-114), escolhido como surfactante n&o-iénico por possuir
alta viscosidade, facilitando a separacgéo das fases, e devido as baixas temperaturas em que

seu ponto nuvem ocorre, como apresentado na Figura 16 a seguir.
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Figura 16 - Diagrama de fases para o Triton X-114 em solu¢do aquosa. L, regido com uma Unica fase; e
2L, regido bifasica. Fonte: Laespada et al, 1993.

Sendo assim, essa parte do trabalho foi destinada a realizagdo de um estudo de
otimizacdo do procedimento de extracdo em ponto nuvem do chumbo, no digerido de leite
cru, a fim de se avaliar os volumes de reagentes a serem utilizados. Em seguida, foram
realizados ensaios para a avaliacdo da exatidao/precisdo do método de andlise por
espectrometria de raios X por reflexdo total. E por Gltimo, a avaliacéo do fator de concentracéo
foi realizada a partir da diferenca dos limites de deteccéo.

3.2 Parte Experimental

3.2.1 Reagentes e Solucdes

e Acido nitrico concentrado, HNO3s 65% m/v, Alphatec, d = 1,4 g/mL.
e Peroxido de hidrogénio, H-O, 30% m/v, Merck, d = 1,11 g/mL.

e Hidréxido de sodio, NaOH PA ACS, micropérolas, Vetec.

e 0O,0O-dietil ditiofosfato de aménio (DDTP), Sigma-Aldrich.
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Octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-114), Sigma-Aldrich.
Alcool etilico, C;HsO 95% PA ACS, Ecibra.

Acetona pura, CsHsO PA, Cromato Produtos Quimicos.
Solucdes estoque de Ph, Ga e Y de 1000 mg/L, Fluka.

Todas as solucdes foram preparadas utilizando-se agua deionizada com resistividade

de 18,2 MQ cm, purificada em sistema Milli-Q® da Millipore e foram acondicionadas em frascos

de polipropileno.

3.2.2 Amostras

As amostras de leite cru foram coletadas no Centro de Produc¢éo Sustentavel Fazenda

Modelo Pedro Leopoldo da Escola de Veterinaria da UFMG que esta localizada no municipio

de Pedro Leopoldo. Apés a coleta, o leite foi dividido em aliquotas de 50 mL e armazenados

em freezer.

3.2.3 Equipamentos e acessorios

Espectrébmetro de fluorescéncia de raios X por reflexdao total, marca Bruker,
modelo S2 Picofox™;

Purificador de acidos, marca Milestone, modelo DuoPUR Subboiling Destillation
System;

Purificador de agua, marca Millipore, modelo Milli-Q® Element;

Forno de micro-ondas, marca Anton-Paar, modelo Multiwave 3000%;

Balanca Analitica, marca Shimadzu, modelo AUW220D;

Centrifuga da marca Fanem Excelsa® Il, modelo 206 BL;

Micropipetas de 5000, 1000, 200, 100 e 20 pL;

Tubos de centrifuga de polipropileno com capacidade de 15 e 50 mL;

Chapa aquecedora, marca IKA® RH Basic 1;

Dessecador;

Bomba de vacuo, marca Millipore;

Papel Indicador Universal pH 0-14, marca Merck;

Porta amostras de quartzo.
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3.2.4 Otimizacdo do método de extragcdo em ponto nuvem

Todos os experimentos de pré-concentragdo em ponto nuvem foram realizados
utilizando as solucges resultantes da digestéo &cida do leite cru. Estas solu¢des foram obtidas
a partir do mesmo procedimento descrito no capitulo 2. Para isso, antes do procedimento de
digestdo, as amostras pipetadas para o frasco de quartzo foram contaminadas com 250 pL
de solucao padrao de Pb 1,0 mg/L a fim de se obter uma concentracéo final de 100 ug/L de

Pb no leite cru.

Para a complexacdo do Pb pelo DDTP foi necessaria a adicdo de aproximadamente
150 uL da solucdo de NaOH 5 mol/L para corrigir o pH do digerido. Com o auxilio de papel
indicador universal, foi possivel assegurar que 0 pH se encontrava entre 1 e 2, e s6 entdo
adicionar as solugbes de DDTP 2% m/v e Triton X-114 5% m/v. A solucéo final foi entdo
aquecida em banho-maria a 50°C por 15 minutos. A separacgdo de fases foi acelerada pela
centrifugacao dos tubos a 3000 rpm por 10 minutos. Em seguida, as solu¢des foram estocadas
em uma geladeira por aproximadamente 30 minutos para facilitar a separagdo manual das
fases. Foram adicionados as fases ricas 25 pL de solugao padrdo de Ga 100 mg/L para atuar
como padrao interno nas andlises por TXRF. Por fim, as fases ricas foram eluidas em uma

solucdo de HNOs 0,1 mol/L em etanol 95% v/v, até o volume final de 1,0 mL.

A fim de se avaliar as melhores condicbes de trabalho e obtencdo de elevados
percentuais de extracéo, foi realizado um planejamento de experimentos no procedimento de
extragcdo em ponto nuvem, onde as variaveis estudadas foram: volume da solucdo do
complexante DDTP 2% m/v e volume da solugéo do surfactante Triton X-114 5% m/v. Neste
estudo foi aplicado um planejamento de composicdo central 22 em que os pontos axiais estio
localizados a uma distancia a = V2 a partir do centro. Os niveis estudados estdo apresentados

na Tabela 8 a seguir.

Tabela 8 - Niveis estudados no planejamento composto central com a=\2

Niveis estudados
Fatores da extragéo

-1,414 -1 0 +1 +1,414

Vol. DDTP (mL) 0,276 0,400 0,700 1,000 1,124

Vol. Triton X-114 (mL) 0,147 0,250 0,500 0,750 0,850
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Para a analise das amostras obtidas nesta etapa de extracdo, os discos de quartzo
foram descontaminados e preparados como descrito no item 2.2.5 capitulo 2.

3.2.5 Estudo de veracidade e preciséo

Foram realizados experimentos para o estudo da exatiddo/precisdo do método de
determinacdo de chumbo por TXRF associado a extracdo em ponto nuvem. Para isso, 0s
procedimentos de digestdo de amostras utilizado é o mesmo descrito no capitulo 2, e os
procedimentos de pré-concentracdo do analito e leitura no espectrbmetro sdo 0s mesmos
descritos no item 3.2.4 deste capitulo. A contaminacéo das amostras com Pb foi feita em trés
diferentes niveis: 20, 50 e 100 ug/L, adicionando-se respectivamente 50, 125 e 250 pL de
solucdo padrdo de Pb 1,0 mg/L, sendo que para cada nivel, quatro replicatas foram

preparadas.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Otimizacdo do método de extracdo em ponto nuvem

O planejamento composto central do tipo estrela proposto é adequado para avaliar o
efeito de algumas variaveis simultaneamente e permite a introducdo de termos quadraticos
ao modelo, fundamentais para a descricdo de superficies de resposta curvas. Com essas
ferramentas é possivel investigar a influéncia e a forma de interacdo entre essas variaveis no
processo de extragcdo em ponto nuvem, bem como estabelecer os valores que maximizem as

respostas esperadas, obtendo assim os resultados 6timos.

A otimizacao foi realizada diretamente no digerido de amostras de leite fortificado para
evitar possiveis interferéncias posteriores. Nesta etapa, optou-se por utilizar uma
concentracdo de Pb maior do que a estabelecida na legislagdo com o intuito de se obter sinal

analitico em todos os experimentos.

Neste estudo, o planejamento resultou em 13 experimentos que estdo apresentados

na Tabela 9, juntamente com o sinal de Pb obtido para cada amostra.
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Tabela 9 - Matriz do planejamento experimental e resultados para sinal de Pb

Experimento  TX-114 DDTP Szgr‘f"é;b

1 +1 +1 28080
2 +1 -1 1826
3 1 +1 25300
4 1 1 2444
5 0 0 878
6 0 0 1307
7 0 0 7045
8 0 0 1268
9 +1,414 0 10636
10 1,414 0 24780
11 0 +1,414 1284
12 0 1,414 1682

Branco 0 0 912

Para a avaliacao das variaveis significativas, foi feito um tratamento estatistico com os
dados obtidos, utilizando o software Statistica da StatSoft, que gerou o gréfico de pareto dos

efeitos padronizados representado na Figura 17.

Como pode ser observado no gréafico, os dois parametros avaliados possuem efeitos
lineares e quadraticos significativos sobre o sinal de Pb no dominio estudado (p < 0,5), sendo
que o efeito quadratico positivo do volume de TX-114 é o de maior significancia estatistica. Ja
o efeito linear do parametro relacionado ao volume de TX-114 apresentou influéncia negativa,
indicando que dentro de uma certa faixa do dominio experimental, 0 aumento da quantidade
do surfactante reduz o sinal analitico liquido para Pb ao final do procedimento de extragédo. O
aumento do volume de fase rica diminui os fatores de pré-concentracdo. Entretanto, neste
estudo, em todos os experimentos o volume da fase rica foi diluido para 1,0 mL com etanol.
O efeito negativo é entdo possivelmente devido ao maior sinal de fundo (background), que
aumenta com a quantidade de triton na solucdo analisada. Esse efeito pode ser compensado
por maiores fatores de pré-concentracao, que séo favorecidos por maiores volumes do agente
complexante. Isso pode ser observado pelo efeito linear positivo do parametro referente ao
volume de DDTP que indica que ha uma tendéncia de maior extracdo do Pb quando se eleva

0 volume da solugcdo do complexante. Por fim, o grafico indica significAncia no efeito de
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interacdo entre os pardmetros estudados, que é esperada em funcéo dos efeitos do Triton e
do DDTP ja discutidos.

(2)DDTP(L) -?2,3?549

(NTX-1140L) -25 7675
DDTP(Q) 13.62252
1Lby2L 7.161894
Ip=,05 .

Efeito estimado padronizado (valor absoluto)

Figura 17 - Gréfico de pareto dos efeitos padronizados. Variavel: Sinal Pb
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Figura 18 - Grafico da superficie de resposta. Variavel: Sinal Pb
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A Figura 18 representa a superficie de resposta para os resultados obtidos do
planejamento, tendo-se o sinal de Pb em funcéo das variaveis estudadas.

A inspec¢do visual da superficie permite a avaliacdo do efeito que as variaveis
independentes exercem sobre a concentracdo final de Pb na fase rica da extragdo. De acordo
os resultados, nota-se que os sinais de Pb sdo maiores quando se usa uma quantidade maior
de DDTP 2% m/v, mostrando que o aumento da quantidade de complexante leva a formagéo
efetiva do complexo de Pb, favorecendo a pré-concentragdo. O Pb, na forma ibnica, ndo é
capaz de interagir com as micelas, ndo sendo separado entdo na fase rica. Quanto ao volume
de TX-114 5% m/v, pode-se observar que os melhores resultados ocorrem nas extremidades
do eixo referente as quantidades do surfactante. Como a separacao e recuperacao da fase
rica é mais dificil quando se utiliza volumes muito pequenos do surfactante, optou-se por
trabalhar com volumes maiores. Dessa forma, os valores estabelecidos para o procedimento
de pré-concentragdo do Pb foram: 1,0 mL de DDTP 2% m/v e 0,75 mL de TX-114 5% ml/v.
Isso corresponde a concentracdes finais em torno de 0,17 % m/v de DDTP e 0,31% m/v de

TX-114 na solugdo da amostra.

3.3.2 Avaliagao das figuras de mérito

Veracidade e precisao

Durante o procedimento de extracdo em ponto nuvem executado para o estudo da
veracidade e precisdo, os volumes de complexante e surfactante adicionados foram os
otimizados anteriormente e o Ga utilizado como padréo interno na concentragdo de 1,0 mg/L.
Os primeiros resultados obtidos ndo foram satisfatérios, pois apresentaram valores de
recuperacao por volta de 35 %, estando muito abaixo de 80 %. Avaliando-se 0s espectros
(Figura 19), percebeu-se que o pico do Ga estava sobrepondo-se ao pequeno pico do Pb,
resultando em interferéncia. Para resolver esse problema, optou-se por realizar novos testes,
alterando-se o padrao interno de gélio para itrio na concentracdo de 10 mg/L. A linha La do
Pb tem energia de 10,55 keV e a Ka do Y 14,96 keV, ndo havendo assim, problemas de
interferéncia no espectro. Observou-se entdo, a melhora significativa nos novos valores de

concentracdo de Pb.
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Figura 19 - Espectros de raios X para amostra de leite ap6s pré-concentracéo do Pb. (A) Ga como padrédo
interno. (B) Y como padréo interno

A partir dos resultados obtidos para as quadruplicatas das amostras fortificadas com
Pb em trés niveis de concentracdo (20, 50 e 100 pg/L), calculou-se a porcentagem de
recuperacao para a avaliacao da veracidade do método proposto. Ja para avaliar a precisao
do método, foi calculado o desvio padrao relativo para cada grupo nivel de concentragao,

como apresentado na Tabela 10.
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Tabela 10 - Valores de recuperacdo de Pb em leite empregando o método proposto

Concentracao Concentracéao Recuperacio Média Desvio
esperada  Replicata encontrada (%/0) & (%) Padréao
(ug/L) (ng/L) Relativo (%)
A 19,49 97,5
B 21,01 105
20 103 7,0
C 19,37 96,8
D 22,43 112
A 49,27 98,5
B 48,25 96,5
50 89,8 10,0
C 40,41 80,8
D 41,66 83,3
A 91,21 91,2
B 92,83 92,8
100 92,0 8,5
C 101,5 102
D 82,39 82,4

As porcentagens médias de recuperagdo variaram de 89,8 a 103 % para 0s niveis
estudados. Verifica-se uma boa recuperacgdo (103 + 7 %) para a concentracao de 20 (ug/L),
que é o limite méximo estabelecido pela legislagdo para Pb em leite. De acordo com 0s
critérios de aceitagdo definidos pela Comissdo Europeia (EC, 2002), que estabelecem
recuperacdes entre 80 e 110% para concentra¢cdes maiores que 10 pg/L, apenas a replicata
D do primeiro nivel de concentracdo esta acima do intervalo, mas em média todos os

resultados foram satisfatoérios.

Ja para a precisao, os valores dos desvios padrao relativos para os trés niveis variaram
entre 7,0 a 10,0 %, estando de acordo com o critério de aceitabilidade definido pela Comisséo
Europeia, que estabelece um desvio padréo relativo de até 20 % para concentracdes entre 10
e 100 pg/L

Limite de deteccéo

Como néo se trabalha com curvas de calibracdo na técnica TXRF néo é possivel
determinar os limites de deteccdo e quantificacdo pelos métodos convencionais que levam

em conta a inclinagédo (IUPAC) ou equacéo (INMETRO) da curva de calibracéo.
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Desta forma, os limites de deteccdo das amostras analisadas para o estudo de
veracidade e precisdo foram calculados pelo software SPECTRA 7.5.3 (Bruker), fornecido
com o equipamento (S2 PICOFOX™), segundo a equacdo 6, que ja foi apresentada no
capitulo 1.

LDl, — L VIBG (6)

Na Tabela 11 sédo apresentados os limites de deteccdo obtidos para os niveis de

concentracéo avaliados no estudo de veracidade e precisao.

Tabela 11 - Limites de deteccao obtidos para o Pb na analise de leite cru pelo método

proposto
Concentracéao LD
(hg/L) A
(Hg/L)
20 2,0+0,3
50 45+25
100 58+0,7

Dessa forma, pode-se comparar os valores obtidos e concluir que, com o0 aumento das
concentracdes de Pb nas amostras, ocorre também o aumento dos valores de LD. Este fato
€ confirmado pela equacdo 6, que indica uma relacdo de proporcionalidade entre a

concentracdo e o limite de deteccéo do analito.

Dos niveis de concentracao de Pb estudados, o de maior importancia € o de 20 pg/L por ser
o limite méximo permitido para chumbo em leite estabelecido pelo regulamento (CE) n°
1881/2006 e pelo CODEX STAN 193-1995, 2010. Nesse sentido, é interessante que o seu LD
seja 0 menor possivel, para se ter certeza do resultado final da analise. Dessa forma, com a
utilizacdo do procedimento de pré-concentracdo por extracado em ponto nuvem nas amostras
de leite cru, foi possivel a obtencao de limites de deteccédo de Pb aproximadamente 4 vezes

menores que os limites obtidos para as amostras sem etapa de pré-concentracao.
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Estimativa do fator de pré-concentracéao

Normalmente, para se determinar o fator de pré-concentragdo em métodos que
empregam curva de calibragcdo, calcula-se a razdo entre as inclinacbes de uma curva que
passou pela pré-concentracdo e de uma curva sem pré-concentracdo. Essa estratégia ndo é
vidvel para analises por TXRF. Desta forma, para se ter uma estimativa do fator de pré-
concentracdo obtido utilizando-se o procedimento de EPN, avaliou-se as contagens obtidas

para amostras pré—concentradas e sem pré—concentrar.

Observou-se um aumento no sinal de fundo das amostras pré-concentradas (de
aproximadamente 50%), possivelmente devido ao TX-114 que torna 0 meio mais viscoso. A
estimativa do fator de pré-concentragdo foi feita com base no sinal analitico liquido (raz&o
entre o sinal analitico de uma amostra que passou pelo procedimento de pré-concentragéo e
amostra sem pré-concentrar) e ficou entre 4 e 5 vezes. Esse fator de pré-concentracao poderia
ser melhorado diminuindo-se a diluicdo final realizada com a fase rica. Entretanto, para a
aplicacdo em questéo, isso ndo € necessario pois a veracidade e precisdo obtidas para a

concentracéo de 20 pg/L foram satisfatorias.
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Na primeira parte deste trabalho foi realizada uma avaliagdo da composi¢cao mineral
de diferentes tipos de leites comerciais empregando a técnica de fluorescéncia de raios X por
reflexdo total. O preparo de amostra consistiu na digestdo acida por micro-ondas utilizando-
se HNO3z 50 % v/v e H20, 30 % m/v.

Uma vez que a andlise por TXRF é feita através da calibracdo com padréo interno, foi
realizada uma otimizacao para avaliacdo da melhor condicdo de andlise, em relacdo ao
elemento utilizado como PI, sua concentragdo na amostra e o tempo de leitura no
equipamento. Aliguotas do material de referéncia de leite em pé IAEA-153 foram digeridas e
contaminadas com diferentes concentracbes de Y e Ga e analisadas com tempos de
aquisicao de 250, 500 e 1000s. Apés a obtencdo e comparacao dos resultados, observou-se
gue o experimento com Y em concentragdo de 10 mg/L analisado por 250 segundos
apresentou valores de recuperagdo mais proximos de 100 % para P, k, Ca, Cu, Zn, Rb, Sr e
Br.

Com estes parametros definidos, realizou-se as determinacdes dos 8 elementos
citados anteriormente, nos leites cru, integral, desnatado, semidesnatado, enriquecido com
Ca e com baixo teor de lactose. Com a comparacéo das concentra¢cdes médias obtidas e seus
respectivos desvios padrédo e o auxilio do método multivariado de Analises de Componentes
Principais (PCA), pode-se observar um agrupamento das amostras de leite integral e outro
com os leites desnatados, apesar de ndo apresentar uma separacéo efetiva dos diferentes
tipos de leite. Além disso, a analise mostrou que o teor de Ca em leites enriquecidos com o
elemento, ndo foi diferente dos valores obtidos para os outros leites, podendo supor a

precipitacdo de Caz(PO.),.

Na segunda parte deste trabalho foi apresentado o desenvolvimento de uma
metodologia para determinacédo de Pb em leite cru por TXRF. O método tem como principais
vantagens a capacidade de analise multielementar simultdnea de pequenas aliquotas (UL ou

mg) apresentando limites de detec¢do na ordem de ppb.

Para o preparo das amostras de leite cru, foi proposta a combinacéo de digestdo acida
por micro-ondas com a pré-concentragéo do Pb por extracdo em ponto nuvem, que se mostrou
eficaz para a decomposi¢do da matriz e obteng&o de um filme fino ao depositar o digerido no

disco de quartzo para analise.

A otimizacdo da digestdo &cida resultou na menor diluicdo possivel do leite cru (4
vezes) utilizando-se o forno de micro-ondas com cavidade. Para a pré-concentragdo, a
otimizag&o realizada utilizando-se planejamento composto central avaliou os volumes de

DDTP e Triton X-114, indicando efeitos lineares e quadraticos significativos para os dois
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parametros. Dessa forma os valores 6timos foram 1,0 mL de DDTP 2% m/v e 0,75 mL de TX-
114 5% miv.

Os estudos de veracidade e preciséo foram realizados em trés niveis de concentracao
de Pb (20, 50 e 100 ug/L) e apresentaram valores médios de recuperacédo entre 89,8 e 103 %,
que estao adequados ao limite maximo de 110 % estabelecido pela Comissao Europeia. Os
valores dos desvios padrao relativos para os trés niveis variaram entre 7,0 a 10,0 %, estando
de acordo com o critério de aceitabilidade definido pela Comissdo Europeia, que estabelece

um desvio padrao relativo de até 20 % para concentracdes entre 10 e 100 ug/L.

Dentre as concentracfes estudadas, a de maior importancia € 20 pg/L por ser o limite
maximo permitido de chumbo em leite estabelecido pelo regulamento (CE) n® 1881/2006 e
pelo CODEX STAN 193-1995, 2010. Nesse caso, o limite de deteccado foi em média de 2,0
Mg/L e o fator de pré-concentracao ficou entre 4 e 5 vezes, justificando-se assim, 0 emprego

do procedimento de extragdo em ponto nuvem do Pb.
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