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RESUMO:

No presente trabalho desenvolveu-se uma metodologia para determinacgéo de Fe, Mn e Zn por
espectrometria de absorcéo atbmica com chama em amostras de leite de soja. A determinacao
de metais no leite de soja é importante por varios motivos principalmente relacionados a saude
publica, qualidade do produto e conformidade com as normas regulamentares, seguranca
alimentar, qualidade nutricional e monitoramento de contaminacao. As amostras foram tratadas
por dissolucdo com hidréxido de tetrametilaménio (TMAH) com auxilio de energia de
ultrassom. Planejamento Doehlert e funcédo de desejabilidade foram ferramentas aplicadas na
otimizacdo multivariada da metodologia das variaveis: tempo de sonicacéo, volume de TMAH
e temperatura durante a dissolucdo. A metodologia desenvolvida apresentou limites de
quantificacdo de 14,2; 4,7 e 0,73 mg Kg, precisio, expressa como repetitividade (%RSD, 2,0
mg L2, N=10) de 1,5; 1,3 e 0,95% respectivamente para Fe, Mn e Zn. A exatiddo foi acessada
por teste de adicao/recuperacao (recuperacdes na faixa de 93 e 105%), comparacdo com outro
método adotado como padrdo (digestdo acida em bloco digestor) e analise de material de
referéncia certificado (Powdered Skimmed Milk, ERM-BD150). A aplicacdo de teste t e teste
t-pareado aos resultados mostraram que o método apresenta exatiddo adequada para a
determinacdo dos elementos estudados nas amostras de leite e extrato de soja.

Palavras-chave: Leite de soja, extrato de soja, metais, seguranca alimentar, TMAH, energia
de ultrassom, FAAS



Doehlert design to optimize a procedure for dissolving soy milk samples in
tetramethylammonium hydroxide assisted by ultrasound energy for the
determination of metals by FAAS

Author: Lais Silva Gomes

Advisor: Prof. Dr. Marcos de Almeida Bezerra

ABSTRACT:

In the present work, a methodology was developed to determine Fe, Mn and Zn by flame atomic
absorption spectrometry in soy milk samples. The determination of metals in soy milk is
important for several reasons mainly related to public health, product quality and compliance
with regulatory standards, food safety, nutritional quality and contamination monitoring. The
samples were treated by dissolution with tetramethylammonium hydroxide (TMAH) using
ultrasound energy. Doehlert design and desirability function were tools applied in the
multivariate optimization of the methodology of the variables: sonication time, TMAH volume
and temperature during dissolution. The methodology developed presented quantification
limits of 14.2; 4.7 and 0.73 mg Kg, precision, expressed as repeatability (%RSD, 2.0 mg L?,
N=10) of 1.5; 1.3 and 0.95% respectively for Fe, Mn and Zn. Accuracy was assessed by
addition/recovery test (recoveries in the range of 93 and 105%), comparison with another
method adopted as standard (acid digestion in digester block) and analysis of certified reference
material (Powdered Skimmed Milk, ERM-BD150). The application of t-test and paired t-test
to the results showed that the method presents adequate accuracy for determining the elements
studied in soy milk samples.

Keywords: Soy milk, metals, Doehlert design, TMAH, ultrasound energy, FAAS
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Fundamentacao teorica

Os primeiros indicios do aparecimento da soja (Glycine max (L) Merril) foram no
continente asiatico, ha aproximadamente cinco mil anos. A cultura é considerada umas das mais
antigas e, durante séculos, mantiveram-se somente neste continente, mas especialmente na
China. Expandindo-se entre os séculos XV e XVI, com a chegada de embarcacdes europeias
para o ocidente [1].

A insercao da cultura da soja no Brasil deu-se em meados de 1882, no Estado da Bahia,
trazida por Gustavo D’Utra. Anos mais tarde, em 1949 a mesma expandiu-se para o Sul do pais,
mais precisamente no Rio Grande do Sul, onde houve a intensificagio dos estudos de
rentabilidade técnica e econdmica da cultura pelo Prof. E. Craig e seus alunos da Escola
Superior de Agronomia e Veterinaria da Universidade Técnica, atual Universidade Federal do
Rio Grande do Sul [1].

A expansdo da cultura deu-se nas décadas de 1970 e 1980, consolidando-se de forma
efetiva nas regides Sul e Centro-Oeste, tudo isso gracas as politicas agricolas de incentivo,
mercado favoravel e pelo estabelecimento da cadeia produtiva que propiciou a intensificagao
de tecnologias de producao associadas ao melhoramento vegetal, bem como das condi¢des do
solo, adubacao, entre outros fatores relevantes para a expansao da cultura ao longo dos anos
[2].

O Brasil é um dos maiores produtores de soja, com producdes recordes a cada ano e
possui uma area semeada estimada em 38 milhes de hectares da oleaginosa [3]. E a cultura
mais explorada em todos os segmentos da atividade agricola no pais, sendo 57% do total da
area de grdos. A rapida expansdo do cultivo também coloca o Brasil como um dos maiores
exportadores mundiais [4].

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento no levantamento de maio de 2021 o
Brasil na safra 2020/2021 teve uma producdo de 135,409 milhdes de toneladas e uma
produtividade de 3.517 kg/ha, se tornando o maior produtor mundial do grdo. Por ser uma
cultura de expressividade nacional, a soja ¢ considerada uma commodity. Sua cadeia produtiva
estd integrada a outros setores, buscando o beneficiamento e agregando valor ao grao,
transformando-o em alimentagdo humana, animal, energia, entre outros [5]. A importancia

econdmica da soja deve-se ao fato de ela se constituir de uma fonte consideravel de 6leo e
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proteina, apresentando grande diversidade de usos, tanto agricola como industrial. A
composicao da soja contém de 7 a 11% de &gua, em torno de 32 a 42% de proteina, 28 a 39%
de carboidrato e 4 a 5% de cinza (Vieira et al., 2001) [6].

A soja esta classificada no grupo das leguminosas e é considerada uma das principais
oleaginosas cultivadas no mundo [7]. A soja, com uma composicdo quimica diversificada é
considerada um alimento completo fornecedor de proteinas, acidos graxos saturados e
insaturados, algumas vitaminas, além de possuir compostos polifendlicos, como as isoflavonas
[8].

Sua composicdo quimica, com base em 100 g de amostra seca, constitui-se de 40 g de
proteinas, 30 g de glicidios, 20 g de lipidios, 226 mg de calcio, 546 mg de fésforo e 8,8 mg de
ferro [9,10]. Além da proteina, a soja fornece acidos graxos e linolénico [11] e algumas
vitaminas, como a B6 (piridoxina) e B12 (cianocobalamina) [12]. Também é uma excelente
fonte de minerais como: cobre, ferro, fosforo, potéssio, magnésio, manganés, enxofre e cloro,
espécies quimicas utilizadas para manter o bom funcionamento do organismo.

Do processamento da soja, seus derivados apresentam grande potencial no mercado de
alimentos funcionais devido a presenca de compostos bioativos como as isoflavonas e que tem
sido largamente estudada quanto aos seus efeitos biologicos benéficos a saude, tais como
atividades estrogénica, hipocolesterolémica e anticarcinogénica [13]. A constatacédo cientifica
da funcionalidade da soja, além do reconhecimento valor nutricional, aumentou o interesse pelo
consumo dos grédos dessa leguminosa [14].

A utilizacdo da soja tem como foco principal a alimentacdo humana e animal, sendo
consumida em diversas formas como a bebida lactea de soja e em forma de grdos [15]. O extrato
proteico soluvel, extraido do grao da soja, comumente conhecido como bebida lactea de soja, é
um produto de alto valor nutritivo e de facil elaboragfo. E uma solucéo coloidal obtida a partir
da extracdo aquosa resultante da hidratacdo dos grdos de soja, convenientemente limpos,
seguido de processamento tecnoldgico adequado, adicionado ou ndo ingredientes opcionais
permitidos, podendo ser submetido a desidratacdo total ou parcial [16,17].

A bebida lactea de soja é conhecida por ser uma excelente fonte proteica, sendo uma
alternativa para veganos ou pessoas que possuem intolerancia a lactose [18]. Assim como nos

grdos, encontramos também na bebida lactea de soja as isoflavonas [19,20].
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Em geral, para a determinagdo de elementos inorgénicos os diferentes métodos se
baseiam em procedimentos de dissolucdo ou, decomposicdo (principalmente da porgéo
organica da amostra) e, para isso, empregam-se acidos ou reagentes alcalinos [21]. A
preparacdo da amostra é uma etapa critica de uma anélise e, apesar de todos 0s avangos recentes,
ainda requer mais desenvolvimento para alcancar os mesmos padrdes elevados de todas técnicas
instrumentais necessarias para a determinacao precisa de analitos [22].

Quase todos os procedimentos de preparacdo de amostras antigos e novos baseiam-se
no uso de acidos concentrados para promover ataque agressivo, especialmente sob altas
temperaturas e pressdes quando conduzidas usando reacdo fechada. Um olhar mais atento a
literatura, no entanto, revela que o uso de reagentes alcalinos também levou ao desenvolvimento
de procedimentos de preparacéo de amostras, envolvendo digestdes, extragdes,ou formacao de
pastas antes das determinacfes usando técnicas espectroanaliticas [22].

As Solubilizagdo da amostra em meio alcalino, através da utilizagdo do hidroxido de
tetrametilaménio (TMAH), alternativa viavel para amostras biologicas com alto teor de
proteinas na sua composicao, surgiu na década de 70 [23]. O uso de TMAH foi proposto para
digestéo de tecidos animais. Murthy et al. [24] usou a solu¢cdo de TMAH aquosa para digestdo
de figado de rato, homogeneizados de rim e amostras homogéneas de pelos. Os resultados
obtidos para determinacdes de Cd, Cu, Pb e Zn concordaram com aquelas obtido por digestdo
acida convencional usando concentrado &cido nitrico ou uma mistura contendo &cido nitrico e
perclorico. O uso de solucdes preparadas em 5% v/iv HNOs ndo eram adequadas devido
mudancas na taxa de aspiracdo dos digeridos decorrentes dos efeitos de viscosidade e tenséo
superficial causados por TMAH.

Julshamn e Andersen [25] usaram TMAH em tolueno para digestdo de bidpsias
musculares humanas para determinacdo de Al, Cd, Cu e Mn por GFAAS e a determinacéo foi
um sucesso. Essa mesma técnica foi empregada para determinacdo de espermatozoides
humanos e prostassomas digeridos com 25% m/v TMAH em metanol. Os autores enfatizaram
que os resultados obtidos usando a digestdo TMAH estdo concordantes com uma digestédo
convencional usando &cido nitrico concentrado e ndo exigiu aquecimento ou acidos fortes e era
adequado para pequenas amostras bioldgicas.

O meio fortemente basico surgido pela adicdo de TMAH provoca clivagem hidrolitica

e metilacdo de éster, amida e éter a uma faixa de temperatura de 250-300 °C, permitindo
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aplicacdes deste reagente na degradacdo de biomacromoléculas. Essas aplica¢des sdo divididas
em duas categorias distintas: a termoquimdlise, que ocorre em temperaturas mais amenas e
permite a caracterizacdo de ligagdes C—O, e a pir6lise, fendmeno obtido em temperaturas mais
elevadas, capaz de degradar ligac6es mais fortes como C—C [22].

Amostras tratadas com TMAH fornecem uma solugdo com caracteristicas de suspensdo,
apresentando um baixo fator de diluicdo e permanecendo estaveis por meses em temperatura
ambiente [26]. O composto TMAH é caracterizado por possuir quatro grupos metila ligados ao
nitrogénio que tém sua carga positiva contrabalanceada pelo grupo hidroxila (Fig. 1). Os
compostos alcalinos que pertencem a familia deste composto s&o: hidroxido de tetraetilamdnio
(TEAH), hidréxido de tetra-n-propilaménio (TPAH), hidréxido de tetra-n-butilménio (TBAH),
etc. No entanto, nenhum registro de uso dessas outras substancias para fins de preparacéo de

amostras em quimica analitica foi encontrado, como € o caso em abundancia do TMAH.

CH
HO .
® N <
H3C/ ’;’; CH3
CH3

Figura 1. Estrutura molecular do TMAH

Alguns compostos hidratados (N(CH3)4OH « xH20) podem ser cristalizados a partir de
solugdes aquosas de TMAH. Esses cristais sdo formados com (CH3)sN* alternando com grupos
OH " e aguas de hidratacdo ligando-se a esses grupos hidroxila por interac6es de hidrogénio. Os
cristais de pentahidrato sdo 0s mais comuns. Solucdes aquosas entre 20 e 25% (m/v) de TMAH
tém densidade de 1,015 g cm ™.

Uma forma estabelecida de preparar TMAH foi desenvolvida por Walker e Johnston.
Neste procedimento, o cloreto de tetrametilamdnio reage com hidréxido de potassio em metanol

anidro. Neste alcool, 0 TMAH é soluvel, mas o KCI precipita e pode ser facilmente separado.

N (CH 3) 4" Cl ~ (agy+ KOH (agy— N (CH 3) 4" OH ~ (agy+ KCl (5


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2772582024000032#fig0001
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O hidréxido de tetrametilamdnio apresenta formula molecular (CHz)sNOH, é
comercializado na forma de uma solucdo alcalina (pH 13,4-14,7) a 25 % m/v em &gua ou
metanol, sendo a pureza dependente do fabricante. E uma base organica forte solGvel em agua
ou alcoois, capaz de se complexar e estabilizar os elementos volateis. A solu¢do formada é
incolor com odor de amina [22].

Além de seu uso em laboratoérios de pesquisa, 0 TMAH é amplamente utilizado nas
industrias de semicondutores e fotoelétricas. Um exemplo dessa utilizacdo € a producdo de
displays de cristal liquido. Apesar desta utilizacdo em larga escala, as informacgdes sobre a
toxicidade deste reagente ainda sdo insuficientes. E possivel encontrar na literatura estudos que
relatam alguns efeitos causados pelo contato com este reagente: dentre eles, destaca-se a
possibilidade de irritacdo do nariz e vias aereas pela inalagdo de vapores e a possibilidade de
queimadura com a absorcao do reagente pela pele. Entre as causas dos efeitos adversos estéo,
principalmente, a forca da base (na concentragé@o de 25%, pH> 13) e a decomposicdo do TMAH
em tetrametilaménio (TMA), composto responsavel por diversas intoxicagdes em humanos.

A utilizacdo deste reagente € reportada como alternativa principal as digestdes acidas
para o preparo de amostras proteicas, originalmente pouco sollveis em meio aquoso [21].

O reagente promove a clivagem de proteinas em fragmentos menores, facilitando a
dissolucdo da amostra [27]. O TMAH é capaz de dissociar espécies quimicas e de complexar
efetivamente com elementos metalicos. Com isso, ele tem se mostrado adequado para o
tratamento de amostras biolégicas, como alternativa aos procedimentos de decomposicao
convencional, e posterior determinacdo de ions metalicos por técnicas de espectrometria
atdmica [22].

Pelas suas caracteristicas, o tratamento alcalino de amostras com TMAH tem sido
amplamente utilizado em andlises que envolvem determinacdo de metais, halogénios,
nanoparticulas e especiacdo quimica. O tratamento das amostras com TMAH apresenta as
seguintes vantagens: utiliza pequena quantidade de reagente (na ordem de microlitros) e isso
acarreta baixos custos, as dissolucBes sdo realizadas a baixas temperaturas, constitui um
tratamento mais suave e seguro no que diz respeito a mineralizacdo com &cidos e pode

proporcionar procedimentos de tratamento rapidos.
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Existem estudos em que o TMAH foi aplicado para o preparo de amostras bioldgicas
tais como leite em po, biodiesel, cabelo, unhas, sangue e tecidos proteicos (masculo e visceras)
[28]. Estes trabalhos demonstraram que o emprego da solubilizacdo alcalina com TMAH
promove uma reducdo do tempo do preparo relativo a manipulacdo-supervisdo do processo,
leva a obtengdo de uma solugdo/suspensdo de amostra estavel em meio aquoso, além de
favorecer estudos de especiagdo, por ndo alterar o estado de oxidagdo de espécies inorganicas
[21].

Com base na literatura, os meios alcalinos oferecem uma boa alternativa para preparo
de amostras envolvendo um apreciavel grupo de analitos em diferentes tipos de amostras. Esses
reagentes também sdo empregados em procedimentos de especiacdo sob medida em que hd uma
dependéncia critica na manutencdo de formas quimicas.

Varios efeitos indesejaveis nos processos de transporte e atomizagao requerem o USO
do método de adicdes padréo para obter resultados precisos. Também € evidente que meios
alcalinos podem melhorar o desempenho de técnicas como espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado e acessorios, como amostradores automaticos acoplados a
fornos atémicos de grafite espectrémetros de absor¢éo [22].

Desta forma, o objetivo geral deste trabalho foi desenvolver um procedimento com base
na dissolucdo de leite de soja em hidroxido de tetrametilamdnio com auxilio de energia de
ultrassom visando a determinacéo de trés metais (Fe, Mn e Zn) por espectrometria de absorcao
atbmica com chama.

Destacam-se também os seguintes objetivos especificos:

e Utilizar planejamento experimental de Doehlert para otimizacdo multivariada das

variaveis envolvidas na dissolucdo assistida por ultrassom;

e Utilizar funcdo de desejabilidade para otimizacdo simultanea das trés respostas
estudadas (as absorvancias dos metais) permitindo a obtencdo de uma Unica
condicao 6tima;

e Aplicar a metodologia desenvolvida na determinacéo de Fe, Mn e Zn em amostras
de leite de soja liquido e extratos de soja.

e Contribuir com informac@es quimicas relevantes para a area de alimentos, nutricdo

e salde.



18

1. Introducéo

Atualmente, a necessidade de informacdo da populacdo em relagdo ao consumo de
alimentos saudaveis, funcionais e praticos tem levado a indUstria a desenvolver alternativas que
atendam as necessidades nutricionais de grupos especificos quanto as, por exemplo, faixas
etérias, estilos de vida e intolerancias & determinadas substancias. Leite de soja é um alimento
que atende varios desses requisitos sendo indicada para auxiliar na redugéo da gordura corporal,
para esportistas e por pessoas adeptas ao veganismo. Ele é também adotado por quem precisa
controlar os niveis de colesterol ou para quem apresenta alergia as algumas substancias do leite
de vaca [29-33].

E uma bebida produzida usando-se gréos de soja (Glycine max) através de sua moagem
na presenca de dgua obtendo-se uma suspenséo coloidal. Este processo preserva a maior parte
dos carboidratos soluveis, proteinas, gorduras, vitaminas e minerais presentes naturalmente nos
grdos. Para o produto final, pode haver também a adicdo de nutrientes, estabilizantes,
flavorizantes e conservantes. Outra forma de comercializar o produto € na forma pulverizada
(conhecida como proteina isolada de soja, extraida da farinha desengordurada) que deve ser
preparada por dissolucdo em agua morna. Ela oferece quantidades semelhantes de proteinas por

porcdo em relacdo ao extrato liquido ja pronto para consumo [30-31].

Os alimentos sédo as fontes principais de metais para a nutricdo dos seres vivos. Porém, a
acdo benéfica no metabolismo e na salde humana depende da espécie metalica e de sua
quantidade ingerida. Enquanto os metais macronutrientes como Ca, K e Na sdo requeridos na
dieta em grandes quantidades, na ordem de varios gramas por dia, 0s metais micronutrientes
(Ex: Cr, Mn, Ni, Co, Fe, Cu, Zn, etc) sdo necessarios em quantidades muito menores, na ordem
de mili ou microgramas. A ingestdo de quantidades insuficientes desses metais é responsavel
por quadros de desnutri¢cdo, como, por exemplo a anemia (deficiéncia de ferro) e deformacoes
Osseas (deficiéncia de célcio). Por outro lado, a ingestdo de grandes quantidades de certos
metais pode provocar intoxicacao. Ha também metais que sdo toxicos mesmo em pequenas
quantidades e ndo apresentam nenhuma funcéo para o metabolismo, com € o caso do Cd, Pb e
Hg.

Os metais ndo existem livres no alimento ingerido. Algumas espécies organicas se ligam

aos ions metalicos e formam complexos de diferentes estabilidade e disponibilidade ao
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organismo. A presenca de metais em alimentos pode ser proveniente da lavoura (tipo de solo,
uso de fertilizantes e defensivos agricolas, dgua usada na irrigacdo, etc) e do manejo e
processamento desse alimento podendo haver o aporte de metais de fontes externas por
contaminacgéo ou uso de aditivos para enriquecer o alimento. A determinagdo de metais e seus
compostos em alimentos € uma demanda atual da sociedade cada vez mais preocupada com a

qualidade de vida e preservacdo da salde.

Tradicionalmente, para a determinacdo de metais em uma matriz organica utilizando-se
técnicas espectroanaliticas, € necessario aplicar a decomposicdo em meio acido por
aquecimento. Esta técnica atende muitos requisitos necessarios em termos de figuras de mérito
necessarias para realizar a analise e confiabilidade nos resultados gerados, porém, em muitos
casos, ela é demorada e requer o uso de grandes quantidades de reagentes e condicOes drasticas
para atacar a amostra e liberar os metais na solucdo a ser analisada. Desta forma, o
desenvolvimento de novas metodologias analiticas mais rapidas, econémicas, confiaveis e que
utilizem pequena quantidade de reagentes (e, portanto, mais afinado com os principios da

quimica verde) é necessario.

O tratamento da amostra com o reagente hidroxido de tetrametilaménio (TMAH)
apresenta vantagens tais como: o uso de pequena quantidade do reagente (na ordem de algumas
dezenas ou centenas de microlitros), as condi¢des brandas do ataque a amostra e a simplicidade
operacional. As desvantagens sdo: 0 uso especifico do reagente as amostras de natureza
proteica e a possibilidade de precipitacdo de metais na forma de hidréxido devido ao ambiente
fortemente alcalino (0 que merece um estudo cuidadoso da influéncia deste fendmeno nos

resultados).

O reagente TMAH ja foi aplicado em amostras de alimentos no desenvolvimento de:
desenvolver um método para dissolucdo de amostras de leite de vaca para determinacdo de Ca,
Fe, Mg, e Zn por FAAS [32], otimizacdo de um método para determinacdo de Ca, Cu, Fe, K,
Mg, Na e Zn em amostras de carne de bode por FAAS [33], preparar amostras visando
determinar Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn e Zn em camardo e caranguejo por MIP OES [34], realizar
a analise de especiacdo de Cr (VI) em amostras de arroz por ICP-MS ap0s separacdo por
cromatografia [35], determinacdo de Ca, Fe, Mg e Zn em amostras de filé de peixe por FAAS

[36], usar energia de ultrassom para extrair Pb, Cd, Cr, Mn, Fe, Cu e Zn em 6leos comestiveis
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visando a determinag@o por GFAAS [37], solubilizagéo de tecidos de frango monitorada por
espectrospcopia Raman seguida pela determinacdo de Pb por GFAAS [38], extragdo e
determinacgéo de iodo em frutas, vegetais, cereais, carnes, leite, e frutos do mar por ICP-MS
[39], desenvolvimento de método répido para determinacao simultanea de mono metil mercario
e mercurio inorgdnico em amostras de arroz e plantas aquaticas por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de fluorescéncia atbmica [40], determinagdo de nanoparticulas de Ag
em amostras de peixe usando ICP-MS de particula Unica [41], extracdo e quantificacdo de
nanoparticulas deAg, Au e Ti nanoparticles em biota marinha ICP-MS de particula Unica [42],

entre outros trabalhos.

Neste trabalho, aplicou-se otimizagdo multivariada (planejamento experimental
Doehlert) e funcéo de desejabilidade no desenvolvimento de uma metodologia para o preparo
de amostras de leite de soja por dissolucdo em meio de TMAH visando a determinacdo de

metais (Fe, Zn e Mn) por espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (FAAS).

2. Parte Experimental

2.1. Instrumentacéao

Os analitos foram determinados nas amostras de leite de soja utilizando-se um
espectrometro de absorcdo atdbmica com chama da Perkin Elmer (Modelo Analyst 200,
Norwalk, CT, USA). A influéncia da radiacdo de fundo foi corrigida das medidas de
absorvancia por uma lampada de deutério. Lampadas de catodo oco, operadas de acordo com
as recomendacdes do fabricante, foram usadas como fonte de radiacdo para a determinacéo dos
metais. Assim, 0s comprimentos de onda adotados (248,3; 279,5 e 213.9 nm), largura de fenda
(0.2; 0,2 € 0.7 nm) e corrente da lampada (30, 20 e 15 mA) respectivamente para Fe, Mn e Zn,
foram aplicada. Gas acetileno (razdo de fluxo: 2,0 L min?) e ar atmosférico fornecido por
equipamento de compressdo (razdo de fluxo: 13,5 L min?) foram utilizados para manter a

chama e a razéo de fluxo de aspiragdo do digerido da amostra foi de 5,0 mL min™.

A turbidez foi realizada em espectrometro com comprimento de onda 550 nm.
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Um equipamento de banho de ultrassom (Cristofoli, Campo Mourdo, Brasil) foi
utilizado no tratamento das amostras com TMAH. A digestdo das amostras em meio &cido foi
realizada por um bloco digestor (Tecnal, Piracicaba, Sdo Paulo) provido com tubos de digestao
e dedos frios de vidro. Uma balanga Sartorius (modelo BLD105, Gottingen, Alemanha) foi

utilizada para determinagdo de massas das amostras.

2.2. Reagentes e solugdes

Hidroxido de tetrametilamdnio 25% m/v (grau de pureza: 97%) foi obtido da Sigma
Aldrich (Darmstadt, Alemanha). No preparo das solu¢cdes padréo dos metais e nos testes spike
(Fe, Zn e Mn) usou-se solugdes estoques de Fe, Mn e Zn, (Specsol, Jacarei, Sdo Paulo) 1000
mg L (mv?) conservadas em HCI 1% (vv). Na decomposicio total das amostras de leite de
soja no bloco digestor foram utilizados acido nitrico concentrado (F. Maia, Cotia, S&o Paulo) e
peroxido de hidrogénio (Exodo Cientifica, Hortolandia, S&o Paulo). Um sistema Permution
(Labnorte, Salvador Bahia) foi utilizado para obtencéo de agua deionizada. As vidrarias usadas
foram descontaminadas por contato com solu¢do de HNO3 5% por no minimo 12 horas, seguida

por seu enxague com agua deionizada e secagem em ambiente livre de poeira.

2.3. Aquisicao das amostras

As amostras de leite de soja liquido (pronto para consumo) ou em p6 foram adquiridas
em supermercados e em lojas especializadas em alimentos naturais da cidade de Jequié (Bahia,
Brasil). As amostras foram armazenadas em prateleira, ao abrigo da luz e da umidade, sem a
necessidade de refrigeracdo. As embalagens foram abertas apenas no momento do preparo das
amostras. O produto sélido ja é comercializado na forma de um pé muito fino, dispensando o

processo de cominuicdo, realizando apenas peneiracao.
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2.4. Otimizagdo do procedimento de tratamento

Planejamento Doehlert e funcdo de desejabilidade foram as duas ferramentas
multivariadas aplicadas na otimizacdo do procedimento de dissolucdo das amostras assistida
por energia de ultrassom de leite de soja em meio de TMAH. O planejamento Doehlert foi
aplicado para modelar os dados e encontrar as condi¢des experimentais Gtimas usando o
programa Statistic. As variaveis tempo de sonicacdo (TS) e volume do reagente TMAH (VR)
foram estudadas em cinco niveis. A variavel temperatura (T) foi estudada em trés niveis. Para
a otimizacao simultanea das trés respostas (as absorvancia dos metais Fe, Zn e Mn), fungéo de
desejabilidade foi utilizada no conjunto da dados visando a maximizacao das respostas. Para a

turbidez, desejou-se a minimizacéo da resposta.

2.5. Procedimento de obtencéo de suspensdo em TMAH apoés otimizacao

O procedimento otimizado deve ser aplicado da seguinte forma: (i) pesar cerca de 0,25 g
da amostra de extrato de soja em p6 em um tubo de centrifuga de vidro com fundo cénico; (ii)
adicionar uma aliquota de 5 mL de agua deionizada e agitar o tubo para formar a suspenséao da
amostra; (iii) adicionar uma aliquota de 700 puL de TMAH 25% (vv!) e a mistura deve ser
submetida a banho ultrassénico por 15 min em temperatura ambiente; (iv) apos sonicacdo, a
amostra deve ser diluida a 20 mL com agua desionizada e (v) transferida para um frasco de
polietileno e armazenado em refrigerador até o0 momento da determinacdo dos metais por
FAAS.

Para as amostras liquidas, deve-se transferir 5 mL da amostra para o tubo, ndo adicionar

agua e seguir o procedimento igual ao da amostra solida a partir do item iii.

2.6. Decomposicao acida das amostras de leite de soja em bloco digestor

Para realizar a decomposicdo acida pesou-se 0,25 g da amostra sélida e transferiu-se
para o tubo digestor. A amostra deve ser umedecida com 5 mL de agua e agitada para nao

formar uma crosta que a mantém grudada no fundo do tubo. Em seguida, deve-se adicionar 3
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mL de acido nitrico concentrado e acoplar o dedo frio. Leva-se o tubo ao bloco digestor para
aquecimento a temperatura de 110°C. Manter sob aquecimento até que o digerido pare de
liberar uma fumaca marrom correspondente ao 6xido de nitrogénio. Adiciona-se 2 mL de
per6xido de hidrogénio a amostra e deve-se continuar seu aquecimento até a sua completa
decomposicao e o0 volume chegar a quase secura. Transferir o digerido para um tubo Falcon e
diluir com &gua até 20 mL. Para a decomposicao das amostras liquidas, transferiu-se 5 mL do
leite para o tubo digestor apds homogeneizacdo por simples agitacdo da embalagem e
prosseguir como foi feito para a amostra sélida eliminando a etapa de adicdo de agua. Conservar

os digeridos sob refrigeracdo até 0 momento da determinacdo dos metais.

3. Resultados e discussao

3.1. Otimizagdo multivariada

A otimizacdo do tratamento das amostras de leite de soja usando (TMAH) e energia de
ultrassom foi realizada de forma multivariada. A matriz de planejamento Doehlert e a funcao
de desejabilidade foi usada na definicdo dos experimentos realizados e na otimizacdo
simultanea das multiplas respostas. A Tabela 1 apresenta os experimentos correspondentes a
matriz Doehlert e as respostas obtidas (as absorvancias dos analitos e a turbidez final da

suspensdo apos o tratamento).
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Tabela 1. Matriz de Planejamento Doehlert e respostas obtidas na otimizacdo do
procedimento para tratamento de amostra de leite de soja com TMAH e energia de ultrassom.

Variaveis Respostas
Exp. TS T
VR (uL) ) Mn Zn Fe DG Turbidez
(min) | (°C)

1 1000 30 40 0,0142 | 0,589 |0,0151 | 0,2864 | 0,585
2 800 20 30 0,027 |0,1773 | 0,0154 | 0,7207 | 0,824
3 800 20 50 0,0245 | 0,1615 | 0,0157 | 0,6084 | 0,548
4 800 40 30 0,0244 | 0,1595 | 0,0144 | 0,5416 | 0,874
5 800 40 50 0,0234 | 0,1642 | 0,0146 | 0,5587 | 0,536
6 600 10 40 0,0199 | 0,1672 | 0,013 |0,4281 | 1,09
7 600 30 40 0,0252 | 0,1800 | 0,0132 | 0,5779 | 0,698
8 600 30 40 0,0253 | 0,1591 | 0,0215 | 0,7769 | 0,671
9 600 30 40 0,0209 | 0,1529 | 0,0174 | 0,5379 | 0,668
10 | 600 30 40 0,0238 | 0,1549 | 0,0201 | 0,6798 | 0,682
11 | 600 30 40 0,0253 | 0,1605 | 0,0236 | 0,8348 | 0,691
12 | 600 30 40 0,0228 | 0,1717 | 0,0206 | 0,7828 | 0,674
13 | 600 50 40 0,0127 | 0,1267 | 0,0104 | O 0,563
14 | 400 20 30 0,0175 | 0,1732 | 0,0131 | 0,3965 | 0,951
15 | 400 20 50 0,0185 | 0,1718 | 0,0138 | 0,4515 | 0,878
16 | 400 40 30 0,0154 | 0,1680 | 0,0111 | 0,2006 | 1,103
17 | 400 40 50 0,0175 | 0,1720 | 0,013 |0,3882 | 0,561
18 | 200 30 40 0,0169 | 0,1779 | 0,0111 | 0,2497 | 1,009

VR: volume do reagente TMAH (em microlitros); TS: tempo de sonicacdo (em minutos); T:
temperatura (em graus Célsius); DG: desejabilidade global; Turbidez em -log T.

Para permitir o estudo simultaneo das trés respostas obtidas (as absorbancias dos metais

Fe, Mn e Zn) utilizou-se a funcdo de desejabilidade. A turbidez foi estudada separadamente.

Esta abordagem demanda que primeiro se calcule as desejabilidades individuais (di) de cada

conjunto de resposta. Neste trabalho a expressdo utilizada neste calculo foi simplificada por:
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Yi — Ymin

Ymax — Ymin

di=

Em que y; € um valor da resposta observada para um dado metal em um dado
experimento, Ymin € Ymax S80, respectivamente o valor de resposta minima e maxima observada

para dado metal.

De posse das desejabilidades individuais, elas sdo combinadas na forma de

desejabilidade global, segundo a expressao:

D = VdFe X dMn X dZTl
Em que D ¢ a desejabilidade global.

Usando-se a técnica de ajuste por minimos quadrados aos dados da Tabela 1 foram
geradas as funcbes que descrevem o comportamento da resposta (a desejabilidade global).
Ambas as fungdes ndo apresentaram falta de ajuste apresentando valor de p igual a 0,4507 e
0,5323 para os modelos linear e quadratico respectivamente. Porém o modelo quadratico
descreve melhor o comportamento dos dados como pode ser observado nos graficos de valores

preditos versus valores observados (Figura 1) e pelos graficos de residuos (Figura 2).

O modelo quadratico apresenta uma melhor correlagdo entre os valores preditos pelo
modelo matematico e os valores obtidos experimentalmente demostrando a sua superioridade
em relacdo ao modelo linear. Os graficos de residuos também reforcam a decisé@o pela escolha
do modelo quadréatico. Nota-se que 0 modelo linear deixa residuos muito grandes em relacéo
ao eixo central do grafico. Além disso, os residuos deixados pelo modelo linear mostram
tendéncias indicando a sua inadequacéo. Dessa forma, o modelo linear foi descartado e utilizou-

se 0 quadratico na determinacdo das condi¢bes experimentais 6timas.
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Figura 2. Gréaficos de Valores predito versus valores observados para (a) modelo linear e (b)

modelo quadratico
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Figura 3. Gréficos de residuos para (a) modelo linear e (b) modelo quadratico
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Este modelo descreve as superficies parciais apresentadas na Figura 3. Estas superficies
sdo caracterizadas como superficies de maximo. Os perfis de desejabilidade individuais e global
sdo apresentados na Figura 4. Neste perfil, as trés primeiras linhas se referem as desejabilidades
individuais de cada metal. Na Ultima, tem-se a desejabilidade global. Nota-se que o valor
maximo de desejabilidade global atingido apresenta valor de aproximadamente 0,76. Quanto

mais préximo da unidade for este valor, isto significa que hd uma regido de interseccao entre
os valores 6timos de cada resposta considerada.

\2OP\D 20ERIKEIRSRT
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Figura 4. Trés superficies de respostas parciais obtidas por ajuste de uma funcdo quadréatica
aos valores de desejabilidade global
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Figura 5. Perfis de desejabilidade individual e global para o modelo quadratico na otimizacao
do procedimento para dissolucdo da amostra de leite de soja com destaque para os valores
otimos

Conforme os perfis de desejabilidade, se obtém a méxima resposta possivel realizando-
se 0 procedimento nas seguintes condicdes experimentais: volume de TMAH entre 600 e 800
ML (adotou-se 700 uL) com um tempo de sonicagdo entre 20 e 30 min (adotou-se 26 min). A
temperatura ndo apresentou efeito significativo na resposta no intervalo estudado. Desta forma,
adotou-se a temperatura ambiente para se realizar as dissolugdes. Verificou-se que a ado¢édo da

temperatura ambiente também ndo causou variacao da resposta obtida.

A turbidez da solucdo final também foi avaliada como resposta no processo de

otimizacdo. Considerou-se que a diminuicdo da turbidez reflete a melhoria na dissolucdo da
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amostra pois torna a solugdo mais transparente deixando passar mais radiacdo. Desta forma,

adotou-se -log T, onde T é a transmitancia da solugdo determinada em espectrofotémetro.

Para descrever o comportamento da turbidez de acordo com os tratamentos aplicados,
ajustou-se uma fungdo matematica quadratica. Embora a funcdo tenha apresentado falta de

ajuste significativa, ela foi utilizada para descrever tendéncias. As superficies parciais geradas
séo apresentadas na Figura 5.

ZIP\OINY
RN\

Figura 6. Trés superficies de respostas parciais obtidas por ajuste de uma funcdo quadratica
aos valores de turbidez



31

Analisando-se as superficies de respostas, constata-se que as condi¢es que geram menor
turbidez sdo obtidas quando se utiliza volumes de TMAH entre 800 e 1000 pL, tempos de

sonicagdo maiores que 30 min e temperaturas maiores que 40°C. Como estas condi¢fes foram

préximas aquelas encontradas no estudo dos sinais dos trés metais, as condi¢Ges anteriores

foram mantidas.

3.2. Estudo da massa da amostra

Este estudo foi realizado com as amostras pulverizadas. A massa da amostra foi estudada

no intervalo de 0,05 a 0,3 g. Avaliou-se neste estudo, 0 aumento do sinal analitico dos trés

metais estudados, a dissolucdo da amostra (auséncia de material particulado). Os resultados séo

apresentados nos gréaficos da Figura 6.
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Figura 7. Estudo da massa da amostra de leite de soja para (a) Mn (x) e Fe (x) e (b) Zn (x).
CondicOes experimentais: Volume de TMAH: 700 uL, tempo de sonicagdo: 26 min e

temperatura ambiente.

Nota-se que, dentro dos valores de massa estudados e para 0s metais Mn e Zn, o sinal de

absorvancia tende a aumentar a medida que a massa aumenta. Este comportamento nao foi

observado para o Fe nos valores extremos do intervalo de massa estudado. Foi também

observado que usando-se uma massa de 0,3 g ocorreu maior frequéncia de entupimento do



32

sistema de nebulizacdo do FAAS. Dessa forma, escolheu-se a massa de 0,25 g para a realizagéo

dos futuros experimentos.

3.3. Avaliagao de existéncia de efeitos de matriz

O tratamento da amostra com hidréxido de tetrametilaménio gera uma solu¢éo final (ou
suspensdo) muito alcalina que pode modificar as condi¢es de determinacdo dos analitos
estudados. A maior parte dos hidroxidos metélicos apresenta solubilidade muito baixa
convertendo-se em um coloide que permanece suspenso na fase aquosa. Isto faz com que 0s
analitos possam apresentar eficiéncias de atomizagcdo que sdo diferentes daquelas que eles
apresentam em solucdo aquosa acidificada, gerando interferéncias na determinacdo devido ao
efeito de matriz. As interferéncias de transporte, como aquelas relacionadas a geracdo de
aerossois para nebulizagcdo da amostra em FAAS, séo corrigidas pela correspondéncia matricial
entre os padrdes de calibracdo e amostras (matrix matched) ou pela aplicacdo do método de

adicao padréo a propria amostra.

Para avaliacdo do efeito de matriz, foram estudadas as inclina¢6es de curvas analiticas
construidas em meio de TMAH (700 pL) e as curvas analiticas construidas por adicdo padrao
dos metais estudados (Fe, Mn e Zn) na propria amostra apds tratamento com TMAH e sonicacéao
nas condicbes otimizadas (Tabela 2). Considera-se que ndo ha efeito de matriz quando os
intervalos de confianca, em um nivel de confianca de 95%, das inclinacdes das curvas
apresentem interseccdo. Observa-se que o0s coeficientes angulares das equacfes das curvas
analiticas ndo sdo estatisticamente diferentes adotando-se este critério e que, portanto, ndo ha
efeito de matriz. Desta forma, para simplificar o processo de calibracdo, recomenda-se adotar a

calibracdo externa construindo-se os padrdes da curva analitica em meio de TMAH.
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Tabela 2. Parametros das curvas analiticas para Fe, Mn e Zn obtidas em meio aquoso de
TMAH e por adi¢do padrédo as suspensdes de leite de soja em TMAH

Curva analitica IC (NC=95%) R?

Fe

Em meio TMAH y =0,0211 Cre + 0,007 0,0185-0,0237 | 0,9920
Adicéo padréo y = 0,0206 Cre + 0,0112 | 0,0198 —0,0214 | 0,9986
Mn

Em meio TMAH y =0,0605 Cwn + 0,001 | 0,0584 — 0,0618 | 0,9986
Adigéo padrao y =0,0589 Cwn + 0,0206 | 0,0554 —0,0625 | 0,9963
Zn

Em meio TMAH y = 0,187 Cz, + 0,0056 0,161 - 0,213 0,9943
Adic¢éo padrao y = 0,206 Cz, + 0,2047 0,146 — 0,299 0,9909

y € a absorvancia de cada metal estudado.

3.4. Caracteristicas analiticas e aplicacdo do método

As caracteristicas analiticas do método com base na dissolugdo da amostra em TMAH
foram obtidas utilizando-se as condi¢bes experimentais otimizadas. Calculou-se o limite de
deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) com base no desvio padrdo amostral de dez medidas do
branco da solucéo da curva analitica dividindo-se o resultado pelo coeficiente angular da curva
analitica e multiplicando-se por 3 e 10 respectivamente. Os LODs encontrados em mg L foram
0,053; 0,018 € 0,0028, e em mg Kg* foram 4,3; 1,4 e 0,22. Os LOQs, em mg L, foram 0,18;
0,061 e 0,0092, e em mg Kg* foram 14,2; 4,7 e 0,73 para Fe, Mn e Zn, respectivamente.

A precisdo, em termos de repetibilidade, foi calculada com base em dez medidas das
solugBes padrdo dos metais estudados em 0,5 e 2,0 mg L™ e expressa como % RSD. Os valores
encontrados para repetibilidade foram 5,3; 2,3 e 1,3 % para 0,5 mg L' e 1,5; 1,3 € 0,95 % para
2,0 mg L para Fe, Mn, e Zn, respectivamente. A sensibilidade analitica foi calculada através

do coeficiente angular encontrando-se os seguintes valores 0,0219, 0,0605 e 0,205 Abs L mg™.
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Para avaliar a exatiddo, utilizou-se trés técnicas: (i) testes de adicao/recuperacao (testes
spikes), (ii) comparacdo dos resultados obtidos pelo método proposto com um método padréo

(decomposi¢cdo em meio acido usando bloco digestor) e (iii) analise de uma amostra certificada.

Os resultados dos testes spikes sao apresentados na Tabela 3. As recuperagdes variaram
de 92 a 104%. Estes valores sdo indicios de que o metodo desenvolvido é exato para estes

metais.

Tabela 3. Resultados dos testes Spike para dois niveis de concentracdo em uma amostra de
leite de soja liquido.

Metal Adicionado (mg L™) Encontrado (mg L™) Rec (%)
Fe 0 2,54 £0,21 -
0,5 3,06 + 0,32 104
2,0 4,48 + 0,25 97
Mn 0 1,40 £ 0,15 -
0,5 1,86 £ 0,24 92
2,0 3,42 +£0,21 101
Zn 0 3,02+0,11 -
0,5 3,54 £ 0,08 104
1,5 4,49 £ 0,12 98

A comparacdo dos resultados obtidos com a dissolugdo em TMAH e com a digestdo das
amostras em meio &cido sdo mostrados na Tabela 4 para duas amostras liquidas de leite de soja

e na Tabela 5 para duas amostras solidas (extrato de soja).
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Tabela 4. Resultados (mg L) para determinacéo de Fe, Mn e Zn, (N=3) em amostras de leite
de soja liquido e comparacéo de duas metodologias

Metal Amostra | Método TMAH Método Digestdo Acida | Valor t
Fe 1 123+21 11,1+18 1,52
2 7,86 +14 7,46 = 0,57 -
Mn 1 1,42 £0,18 1,58 £ 0,24 -
2 1,38 £ 0,28 1,48 £ 0,67 -
Zn 1 8,24 + 0,12 8,35+1,0 -
2 4,05+ 0,51 3,00+13 -

(média £ desvio padrdo), t-critico: 2,57

Tabela 5. Resultados (mg Kg) para determinacdo de Fe, Mn e Zn, (N=3) em amostras de

extrato de soja pulverizadas

Metal Amostra | Método TMAH Método Digestdo Acida | Valor t
Fe 3 1860 + 14 1932 + 83 0,335
4 2302 £ 21 2251 + 48 -
Mn 3 2142 + 88 2024 £ 85 -
4 2051 + 67 1968 + 50 -
Zn 3 4986 + 10 5252 + 58 -
4 9542 + 14 5315+ 13 -

(média + desvio padrdo), t-critico: 2,57

Aplicando-se o teste t-pareado, obtém-se os valores de t iguais a 1,52 e 0,335

respectivamente. Como os modulos destes valores estdo abaixo do valor critico (adotando-se

um nivel de confianca de 95%) considera-se que os resultados gerados pelas duas metodologias

ndo sdo estatisticamente diferentes e, portanto, a exatidao é considerada adequada.

Uma amostra certificada de referéncia que foi analisada se constituiu em leite em pé

desnatado (Trace elementos in Skimmed Powered Milk, ERM-BD150). Os resultados para o
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Mn e Zn séo apresentados na Tabela 6. Ferro ndo foi detectado usando a metodologia
desenvolvida. Os valores encontrados pela analise da amostra de leite estdo muito proximos

daqueles informados em seu certificado.

Tabela 6. Determinagdo de Mn e Zn (N=3) em uma amostra de material de referéncia
certificado de leite desnatado em p6 (ERM-BD150)

Analito Valor certificado (mg Kg™) Valor encontrado (mg Kg™?)
Mn 180+1,8 191+21

Zn 449 %23 45,3+ 3,2

Fe 4,6 Nao detectado

Na pesquisa realizada por lolanda et al, 2020 foram avaliados os niveis de concentragdes de
alguns metais entre eles Mn em leite de vaca e soja. As concentragdes nas amostras analisadas
variaram de 0,00023 a 0,00264 mg Kg*. A média de Mn nas amostras de soja em gréos foi de
0,00094 mg Kg?, enquanto que nos derivados de soja, como tofu e leite de soja, as médias
foram de 0,00152 e 0,00126 mg Kg, respectivamente. Essas concentragdes sdo consistentes
com os dados disponiveis na literatura, confirmando que produtos de soja séo fontes relevantes
de manganés na dieta."[48]. Em relacdo ao zinco, Ayca Karasaka, 2020 realizou as andlises de
alguns metais em leite de soja e fez a comparacdo de leite de soja determinado e certificado
(NIST 3235 SRM) apds digestdo acida por micro-ondas resultando em 2.58 +0.19 mg Kg'[49].
O Food and Nutrition Board, Institute of Medicine, National Academies, Washington, DC,
EUA, definiu valores de Ingestdo Dietética Recomendada (RDI) para alguns elementos como
Mn recomenda-se 5 mg diariamente e Fe e Zn ambos 15 mg [49]. Na resolucdo-RDC n° 269 a
Anvisa recomenda ingestdo diaria Manganés 2,3 mg, Ferro 14 mg e zinco 7 mg diariamente
[50].
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4. Conclusodes

A aplicacéo de planejamento Doehlert aliado & otimizacéo de multirespostas por funcéo
de desejabilidade permitiu o desenvolvimento eficiente, rapido e de baixo custo de um
procedimento para tratamento de amostras de leite de soja usando hidréxido de
tetrametilaménio (TMAH) e energia de ultrassom. A andlise de metais é um indicador
importante da qualidade dos alimentos. A presenca de certos metais pode ser um sinal de
contaminacdo durante a producdo, processamento ou armazenamento dos alimentos. O
procedimento desenvolvido permite a determinacdo de Fe, Mn e Zn em amostras de leite de
soja e em extrato de soja usando espectrometria de absorcdo atbmica com chama (FAAS) com
limites de quantificacdo de 0,18; 0,061 e 0,0092 mg L, precisdo (como repetibilidade, %RSD)
de 5,3; 2,3 e 1,3%. A avaliacdo da exatiddo por trés diferentes técnicas, comprovou que 0
procedimento desenvolvido apresenta capacidade adequada para determinacdo desses metais

com confianca.
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