ARTIGO

COMPARACAO DE PROCEDIMENTOS ANALITICOS

PARA PREPARO DE AMOSTRAS PARA

DETERMINACAO DE CALCIO E MAGNESIO EM LEITE

Este trabalho apresenta uma breve comparacgao sobre procedimentos analiticos para preparo
de amostras de leite /n natura, dando énfase a determinacao de calcio e magnésio por
espectrometria de absorgao atémica por chama. Os procedimentos utilizados foram baseados
no emprego da técnica por radiacao de microondas e amostragem direta de suspensoes. Tais
procedimentos foram comparados com o método convencional e estudos de recuperacao foram
efetuados. As vantagens e limitagoes de cada procedimento sao apresentadas e discutidas.

Palavras-chave: leite, microondas, suspensao

Summary

This work presents a brief comparison of analytical procedures for sample preparation of /n
natura milk, regarded from determination of calcium and magnesium by flame atomic absorption
spectrometry. Procedures were based about the use of microwaves irradiation and slurry sampling.
These procedures were compared with conventional method and studies of recovery also were
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made. Vantages and limitations are presented and discussed.

Keywords: milk, microwaves, slurry

Introducao

Uma das operagoes preliminares de uma analise quimica
consiste em submeter uma aliquota representativa da amostra a
um tratamento adequado visando sua preparacao para os passos
subseqiientes. Esses procedimentos dependem da natureza da
amostra, dos analitos a serem determinados e sua concentracao,
do método de analise e da precisao e exatidao desejadas.

Nos métodos convencionais de analise, as amostras sao
analisadas na forma de solucao (1,2). Tradicionalmente, a
amostra é preparada por meio de técnicas de digestao, tais como,
fusao ou dissolugao 4cida, sendo que as mesmas levam a uma
diluicao da concentracao do analito na amostra (em sua forma
final), ocasionando perda em sensibilidade no procedimento
analitico; além de induzir riscos de contaminagao quando nao
sao utilizados reagentes quimicos de alta pureza.

Dentre todas as operagoes analiticas, a etapa de pré-trata-
mento das amostras é a mais critica. Em geral, é nessa etapa
que se cometem mais erros, que se consome mais tempo e de
maior custo. Idealmente, um procedimento de digestao de uma
amostra deve apresentar simplicidade, rapidez, utilizar pequenos
volumes de acidos, permitir a dissolugao de grande nimero de
amostras e finalmente, produzir resultados precisos e exatos.

O preparo de amostras assistido por microondas atende em
grande parte a essas necessidades (3). Existem dois tipos de
fornos de microondas que sao empregados em laboratério para
preparo de amostras: os que utilizam frascos fechados a pressoes
elevadas e os de frascos abertos a pressao atmosférica. Nos sistemas
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de frascos fechados a energia das microondas é dispersa por toda a
cavidade, enquanto que nos sistemas abertos a energia é focalizada
na parte do frasco de decomposicao contendo a amostra (4, 5). Em
ambos os sistemas, o tempo de decomposicao e os riscos ao operador
sao bastante minimizados. Abu-Samra e colaboradores (6) foram
os primeiros a descrever o uso de um forno de microondas para
dissolugdo de amostras. Desde entao, varios trabalhos foram
publicados envolvendo o uso da radiacao das microondas como
fonte de energia para promover a dissolugao 4cida de varios tipos
de amostras (7-10). As vantagens oferecidas pela decomposicao
de amostras com fornos de microondas sao amplamente
demonstradas e muitos métodos sao descritos (11-13).

Outra alternativa para o preparo de amostras é através da
técnica de amostragem direta de suspensodes, na qual a
determinacao do analito é realizada diretamente. Esta técnica,
originalmente empregada por Brady e colaboradores (14, 15),
oferece algumas vantagens quando comparada as técnicas
convencionais de solubilizagao de amostras (16, 17). As prin-
cipais vantagens sao minimizagao dos riscos de contaminagoes
e/ou perdas do analito durante o preparo da amostra, e menores
quantidades de reagentes sao empregados tornando a analise
mais rapida. Por isso, a técnica das suspensoes tem sido usada
com sucesso para a analise de varios materiais, principalmente
para amostras de géneros alimenticios (18-20).

Este trabalho apresenta uma comparacao de procedimentos
analiticos para preparo de amostras de leite visando a determinacao
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Tabela 1. Comparacao de procedimentos para determinacao de calcio e magnésio em amostras de leite

Convencional
(mg L)

Amostras de Leite

Suspensao
(mg L)

Microondas
(mg L)

Cald Ca Mg

Ca Mg Ca

Parmalat 700,045,0 65,2+4,9

885,3+2,0

87,0+1,7 862,1+2,2

Italac 687,5+5,6 61,2419

877,32,0

82,0¢1,5 734,5+2,0

Centenério 668,8+6,5 71,018

864,0+2,9

91,541,7 841,4+2,2

Frutalat
Leticia

662,516,0 60,4+6,7
652,34 .4 62,0+1,3

866,729
842,728

848,3+2,2
710,32,0

85,0x1,7
83,1+1,6

693,8+4,1 66,1+2,3

de célcio e magnésio por espectrometria de absorgao atémica por
chama. Os procedimentos utilizados foram baseados no emprego
da técnica por radiacao de microondas e amostragem direta de
suspensoes e foram comparados com o procedimento convencional.

Experimental

Amostras, reagentes e solucoes

As amostras analisadas foram de leite /7 natura obtidas no
comércio da cidade de Uberlandia/MG.

Os reagentes quimicos; HCI (Synth), HNO, (Nuclear), H,O,
(Vetec), utilizados para as digestoes das amostras foram reagentes
de grau analitico. A solugao de monoetanolamina (MEA) 6,0mol L em
acido citrico 0,2mol L! foi preparada dissolvendo 1,92g de acido
citrico (Vetec) em 18,0mL de MEA (Nuclear) e o volume
completado a 50,0mL com &gua desionizada. As solugoes
analiticas de referéncia foram preparadas por diluicao adequada
de solucées padrao de 1000mg L* (Carlo Erba). As concentracoes
destas solugoes foram de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0mg L para
calcioede 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5mg L*! para magnésio. Estas
solugoes foram preparadas em acido nitrico e cloreto de lanténio,
de concentracao final de 0,01mol L' e 1,0% m/v (de La),
respectivamente. A solucdo de HNO, 0,01mol L' e La 1,0% m/v
também foi utilizada como branco analitico. Todas as solugdes
foram preparadas utilizando dgua desionizada com resistividade
de 18,0MWcm.

Instrumentaggo

Neste trabalho foi utilizado um forno fechado assistido por
microondas da Provecto (Campinas. SP) Modelo DGT-100. Este
forno tem a capacidade para 12 frascos de digestao posicionados
na cavidade do forno. Os frascos de digestao utilizados sao de
Teflon e medem 12cm de comprimento por 4cm de largura. O
forno nao apresenta sensor de temperatura nem visor que permita
o acompanhamento da reacao.

862,74¢2,0

85,5¢1,7 851,7+2,2

As determinagoes de célcio e magnésio foram feitas por
espectrometria de absorgao atémica por chama (FAAS) utilizando
o equipamento da Varian Modelo SpectrAA-220 (Victoria,
Australia). Os parametros instrumentais utilizados foram
recomendados pelo fabricante (A= 317,9nm para calcio e A=
280,3nm para magnésio).

Procedimentos

Para a digestdao das amostras em forno assistido por
microondas, foi utilizado o seguinte programa de aquecimento:
para o volume de 0,5mL de leite, foram adicionados 2,0mL de
HNO, e 1,0mL de H,0, e aplicou-se as poténcias de 250W (dois
minutos), OW (um minuto), 450W (dois minutos) e 650W (dois
minutos). Apds o resfriamento, as solucdes limpidas foram
avolumadas a 250,0mL com lantanio a concentragao final 1,0%
m/v. As solucoes foram armazenadas em frascos de polietileno.
A Figura 1 mostra o fluxograma do procedimento usado para o
preparo das amostras utilizando a técnica por radiacao de
microondas.

Para o preparo das amostras por amostragem direta de
suspensoes, foi utilizado o seguinte procedimento: para o volume
de 0,5mL de leite, foram adicionados 10,0mL de mistura de
MEA 6,0mol L e &cido citrico 0,2mol L, seguida de agitagao
por trés a cinco minutos e o volume completado a 100,0mL
com agua desionizada. As solucdes foram armazenadas em
frascos de polietileno. A Figura 2 mostra o fluxograma do
procedimento usado para o preparo das amostras utilizando a
amostragem direta de suspensoes.

O preparo das amostras pelo método convencional foi o
recomendado pelas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz
(21). Neste procedimento, 20,0mL de amostra de leite foram
aquecidos em banho-maria até a secura, em seguida, o residuo
foi calcinado em mufla a 500° C por uma hora. As cinzas foram
solubilizadas em 3,0mL de HCI concentrado e o volume
completado a 250,0mL com agua desionizada. Esta solugao foi
diluida na razao de 1:10 com éacido nitrico e lantanio, na
concentracao final de 0,01 mol L e 1,0% m/v, respectivamente,

Tabela 2. Estudos de recuperacao para determinacao de calcio em leite

Amostra

Am. + 0,50 mg de Ca
Am. + 1,00 mg de Ca
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100 %

Suspensao
Recup.

Encontr.
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Tabela 3. Estudos de recuperacao para determinacao de magnésio em leite

Convencional
Encontr. | Recup.

Amostra

Encontr. |

Microondas Suspensao

Recup. Encontr. | Recup.

Am. + 0,05 mg , 80 %

Am. + 0,10 mg

0,05 100 % 0,05

100 %

2,0 mL HNO.+1,0mLH.0.

0,5mL de — digestdo 2 min. 250w, T min.
amostra = Tubo de digestdo | =¥ O0W, Zmin. 450W, Zmin. -

650W+resfriamento

Transferéncia para baldo de
250,0 mL completando o -
volume com La 1,0% m/v

Leitura FAAS

Figura 1. Fluxograma do preparo das amostras por
radiacao de microondas

para determinacao de magnésio. Para determinagao de calcio, a
solugao foi diluida na razao de 1:25 com 4cido nitrico e lantanio,
na concentragcao final de 0,01mol L* e 1,0% m/y,
respectivamente. A Figura 3 mostra o fluxograma do
procedimento usado para o preparo das amostras utilizando o
método convencional.

Resultados e Discussoes

Neste trabalho foram feitas comparacoes dos resultados
obtidos utilizando o procedimento convencional de preparo de
amostras de leite e os procedimentos que utilizam as técnicas
por radiacdo de microondas e analise direta por suspensées
visando a determinacao de calcio e magnésio por espectrometria
de absorcao atémica por chama. Na Tabela 1, estao apresentados
os valores obtidos para os elementos determinados em cinco
amostras de leite utilizando os procedimentos propostos. Os

05mLd 10,0 mL de mistura MEA 6,0
ML de - mol' e cido citrico 0,2 moL'| =
amostra +agitacdo 3 a 5 min.

Transferéncia para baldo de
100,0 mL completando o volume| —p
com &gua desionizada

Leitura FAAS

Figura 2. Fluxograma do preparo das amostras por
amostragem direta por suspensoes

resultados sao os valores médios obtidos e os respectivos limites
de confianca de trés medidas independentes com 95% de grau
de confianga. A quantidade de calcio e de magnésio presente
nas amostras investigadas apresentou intervalos bastante amplos,
variando de 656,3 a 885,3mg L! para o calcio e de 60,4 a
91,5mg L! para o magnésio. Analisando os dados, podemos
notar que os valores de calcio e magnésio foram menores para
todas as amostras analisadas quando o procedimento
convencional foi empregado. Foram observados também os
valores do branco analitico para calcio e magnésio de 23,8mg L-
le 3,6mg L, respectivamente. Neste procedimento, as amostras
sao decompostas por calcinagao apés secagem por 12 horas em
banho-maria.

Devido ao tempo excessivo para decomposicao e por se tratar
de um sistema aberto, estas etapas podem induzir riscos de
contaminacoes e perdas do analito por adsorcao e/ou
volatilizagao. Em se tratando do procedimento por radiacao de
microondas, no qual as amostras sao decompostas em frascos
fechados, espera-se uma reducao no tempo da mineralizacao e
nos problemas associados a perdas do analito e contaminacao
da amostra. A quantidade de reagentes empregada é pequena
(3,0mL no total) e o tempo para a decomposicao é menor (oito
minutos). Para amostragem direta por suspensao, o preparo da
amostra consiste simplesmente em misturar 0,5mL de leite com
a solucao MEA/acido citrico, seguida de agitagao por trés a cinco
minutos. O tempo de preparo é reduzido e os riscos ao operador
sao significativamente minimizados. Nao foram obtidos valores
analiticos para os brancos para determinacao de calcio e
magnésio utilizando os procedimentos por radiacao de
microondas e amostragem direta de suspensoes. Uma avaliacao
estatistica para os procedimentos por radiacao de microondas e
a amostragem direta das suspensdes mostrou que nao existe
diferenca significativa nos valores de desvio padrao comparados
ao nivel de 95%.

Os resultados obtidos dos testes de recuperagoes com adigao
de 0,50mg e 1,00mg de calcio e 0,05mg e 0,10mg de magnésio
nas amostras analisadas evidenciam a eficiéncia dos métodos
de digestao para solubilizagdo das amostras de leite (Tabelas 2
e 3). Exceto os valores de recuperacao para magnésio
empregando o procedimento convencional (recuperagao de 80%),
todos valores obtidos empregando os procedimentos
apresentaram recuperacoes adequadas aos elementos estudados.

Tabela 4. Parametros de comparacao utilizando os procedimentos analiticos

Volume de Amostra (mL)
Vlolume de Reagente (mL) 3,0 mL HCI 2,0mLHNO./1,0mLHO. 10 mL MEA/4cido citrico

8,0 % Ca
6.5 % Mg

Precisdo (d.p.r.)

2,4 % Ca
2.3 % Mg

2.1 % Ca
2.9 % Mg
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20,0 mL de aquecimento lento em banho- calcinacdo a
amostra maria até quase a secura 500%c por 1 hora

Solubilizagéo das cinzas com 3,0 mL
HCl conc. Volume completado para
250,0 mL com &gua.

Diluicdo 1:10 com HNO.0,01 molL-/La -
1.0% (p/Mg) '

Diluigdo 1:25 com HN0.0,01 molL'/La
1,0% (p/Ca) '

Leitura FAAS

Figura 3. Fluxograma do preparo das amostras
utilizando o método convencional

Os beneficios da analise direta de suspensoes incluem:
diminuicao do tempo de preparo das amostras, menor
possibilidade de contaminacao, menor possibilidade de perda
do analito devido a retencao por residuos insollveis ou
volatilizacao, menor uso de reagentes, menor producao de
residuos e diminuicao dos custos analiticos. Adicionalmente, a
andlise direta de suspensdes por espectrometria de absorcao
atomica com chama pode ser implementada sem grandes
dificuldades para amostras com particulas diminutas (por
exemplo: amostras de leite) uma vez que nao foi observado o
entupimento do capilar que conduz a amostra a camara de
nebulizagao. As medidas puderam ser efetuadas sem problemas
causados por impregnacao de particulas de gordura no
nebulizador ou na camara de nebulizacdo, mesmo apds uma
sessao ininterrupta de trabalho de oito horas, usando-se agua
para limpeza. A analise direta de suspensoes apresenta ainda a
vantagem de se utilizar a curva analitica empregando solucoes
padrao aquosas do analito.

A Tabela 4 mostra alguns parametros de comparagao utilizando

os procedimentos propostos. A precisao, dada pelo desvio padrao
relativo (d.p.r.), é maior para o procedimento convencional tanto
para determinagao de cdlcio quanto de magnésio. Para os
procedimentos envolvendo radiagcao de microondas e amostragem
direta por suspensao, os desvios padrao foram de 2,4% e 2,1%
para calcio, respectivamente, e de 2,3% e 2,9% para magnésio,
respectivamente. Observa-se que o volume de amostra é menor
para os procedimentos envolvendo radiagao de microondas e
amostragem direta por suspensao, portanto evitando ou minimizando
problemas ambientais.

Conclusao

Dos procedimentos estabelecidos para a solubilizacao das
amostras de leite para determinagao de calcio e magnésio,
conclui-se que a amostragem direta por suspensoes pode ser
recomendada para diminuir o tempo gasto no preparo de amostras
em procedimentos analiticos; além de apresentar outras
vantagens inerentes a etapa de pré-tratamento de amostras. A
técnica por radiacao de microondas também apresentou
simplicidade, precisao, custo e facilidade de operacao. Estes
procedimentos podem ser facilmente implementados em analises
de rotina e a escolha deve considerar os equipamentos disponiveis
no laboratério e a experiéncia do analista. Esses procedimentos
sao mais atrativos, mais rapidos e geram resultados mais
confiaveis que a digestao via seca, que ainda é adotada em
laboratérios de controle de qualidade de produgao industrial.
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