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RESUMO

O soro lacteo € a porcdo aquosa liberada do coagulo durante a fabricacdo de
gueijos, sendo considerado tanto um efluente residual quanto um subproduto de alto
valor bioldgico. O seu reaproveitamento ¢é estudado e sugerido para
melhorar a eficiéncia econémica dos laticinios e minimizar os impactos ambientais.
Porém, a adicdo de NaNOj3; ou KNO3 ao leite destinado a producdo de queijos
(exceto os frescos), tem preocupado especialistas, uma vez que o NOj ingerido
pode ser reduzido a NO, no organismo humano, podendo tanto se ligar a aminas e
amidas e formar compostos N-nitrosos como as nitrosaminas que, sob certas
condicOes de exposicdo, sdo agentes potencialmente mutagénicos, carcinogénicos e
teratogénicos, quanto se ligar a hemoglobina e causar metahemoglobinemia. Como,
em meédia, 70% do NOj3 adicionado ao leite € arrastado pelo soro lacteo e este é
utilizado como matéria prima na industria de laticinios, a determinacao destes ions é
de suma importancia. Contudo, a metodologia oficial geralmente empregada,
apresenta algumas desvantagens como a baixa frequéncia analitica (2 amostras por
hora), necessidade de empregar colunas de cadmio bem como a sua regeneracéo, o
descarte dos residuos resultantes da regeneragdo, pré-tratamento das amostras e,
além de ser um método laborioso, requer a utilizacdo de diversos reagentes e expde
0 analista a possiveis riscos para a saude. Assim, um método alternativo para a
determinacdo simultanea de nitrito e nitrato por eletroforese capilar de zona (CZE),
com deteccao indireta no UV em 210 nm e tempo de andlise em torno de 3 minutos
é proposto. O eletrélito de corrida otimizado consiste de 100 mmol L™ de TRIS, 50
mmol L™ de HCI e 0,150 mmol L™ de CTAB com pH 8.2. Os resultados alcancados
foram satisfatérios, indicando que o método otimizado por CZE pode ser usado para
a determinagdo simultanea dos ions de nitrito e nitrato em amostras de soro lacteo,
apresentando como vantagens: menor tempo de analise, simples preparo de

amostras e baixo custo.

Palavras-chaves: Soro lacteo. Nitrato. Nitrito. Eletroforese Capilar.



Abstract

The whey is the agueous portion of the coagulum liberated during cheese making
and is considered both a residual effluent as a byproduct of high biological value. Its
reuse is studied and suggested for improve the economic efficiency of dairy and
minimize environmental impacts. However, the addition of NaNO3z or KNO3 at the
milk for cheese production (except fresh) has specialists concerned, since it can be
ingested NO3" reduced to NO;" in the human organism can both bind to form amides
and amines, and N-nitroso compounds such as nitrosamines that under certain
exposure conditions, are potentially mutagenic, carcinogenic and teratogenic agents
as binding to hemoglobin and cause methemoglobinemia. As, on average, 70% of
the NO3™ added to milk is dragged by whey and this is used as raw material in the
dairy industry, the determination of these ions is of paramount importance.
Nevertheless, the official method generally used, has some disadvantages such as
low analytical frequency (2 samples per hour), need to employ columns of cadmium
and its regeneration, disposal of waste resulting from regeneration, pre-treatment of
samples and addition to being a laborious method requires the use of various
reagents and exposes the analyst to potential health risks. So an alternative method
for the simultaneous determination of nitrite and nitrate by capillary zone
electrophoresis (CZE), with indirect UV detection at 210 nm analysis time of about 3
minutes is proposed. The optimized electrolyte consists of 100 mmol L™ TRIS, 50
mmol L™ HCI and 0.150 mmol L™ of CTAB at pH 8.2. The results achieved were
satisfactory, indicating that the optimized CZE method can be used for simultaneous
determination of nitrite and nitrate ions in samples of whey, presenting advantages:

shorter time of analysis, simple sample preparation and low cost.

Keywords: Whey. Nitrate. Nitrite. Capillary Electrophoresis.
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1 INTRODUCAO

A populacdo mundial cresce a uma taxa de 83 milhdes de pessoas por ano.
Assim em 2050, o planeta abrigara cerca de 9 bilhdes de habitantes, com a
necessidade do aumento da disponibilidade de produtos alimentares que supram as
caréncias nutricionais dos individuos (KINKARTZ, 2013). Neste contexto, a busca
pela seguranca alimentar, com foco no alimento seguro e na producdo sustentavel
tem se tornado a tendéncia deste novo milénio.

Com a producdo em ascensdo e ocupando o quinto lugar mundial em
producdo leiteira, o Brasil atingiu a marca de 35 bilhdes de litros de leite em 2013,
35% a mais que os 26 bilhdes de litros contabilizados em 2007 (ABIQ, 2014).
Projecbes apontam que 37 bilhdes de litros de leite serdo produzidos no pais até o
final deste ano (ABIQ, 2014). Acompanhando esta curva crescente esta a producao
de queijos que em 2011 foi de 867,1 mil toneladas, um aumento de 9,4% em relagao
a 2010 e especialistas do setor estimam que nos proximos anos, a producgao
nacional sob inspecéo, ultrapassara 1 milhdo de toneladas de queijo (ABIQ, 2014).
O Brasil entre 2000 e 2008, apresentou um aumento de 30,8% no consumo per
capita de queijo, ndo obstante, ocupou o terceiro lugar na classificagdo mundial de
producao queijos (CARTA LEITE, 2010).

Diante deste cenario cercado de indicadores positivos na cadeia lactea e com
aproximadamente 25% da producéo de leite sendo destinada a producdo de queijos
(ABIQ, 2014), as industrias de laticinios vém enfrentando um grande desafio: o soro
lacteo, porcdo aquosa do leite que se separa do codgulo durante a fabricacdo
convencional de queijos ou da caseina. Versando em cerca de 80-90% do volume
de leite utilizado para a producdo de queijo, o soro contém cerca de 50% dos
nutrientes do leite que o originou, tais como: proteinas solluveis, lactose, vitamina e
minerais (DAIRY PROCESSING HANDBOOK, 1995).

No Brasil, durante muito tempo, o soro lacteo foi utilizado na alimentacéo
animal ou lancado em rios, desrespeitando a legislacdo ambiental vigente (PORTO
et al.,, 2005; NEVES, 2001). Atualmente, o soro gerado € aproveitado pelas
indastrias de laticinios, principalmente na fabricacdo de ricota, na producdo de

bebidas lacteas e um pequeno percentual é seco, sendo mais comum a utilizacdo do
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soro para a producdo de bebidas lacteas (MADRID et al., 1995; ALMEIDA et al.,
2001; MACHADO et al., 2002; SMITH, 2003).

Entretanto, o0 aumento na producdo de queijos e 0 mais rigoroso controle da
disposicdo dos efluentes, levaram as industrias leiteiras a investirem em novas
técnicas de reaproveitamento do soro. Assim dados apontam que o Brasil, nos
altimos anos, vem lentamente aumentando a producado interna de soro em po,
implicando em alta nas exportacdes de produtos lacteos e diminuicdo das
importacdes (INSTITUTO DE ECONOMIA AGRICOLA, 2013).

Diante destes fatos, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), criou em 2005, a Instru¢cdo Normativa n°® 16, que estabelece as regras para
0 uso do soro em bebidas lacteas. Os rotulos dessas embalagens tém que ser de
cor branca, deve mostrar a presenca de soro, sua porcentagem e indicar que bebida
lactea ndo é leite (BRASIL, 2005). Dois anos depois, a Instrugdo Normativa n°® 28, de
2007 foi criada para regulamentar os concentrados e isolados proteicos de soro e as
bebidas contendo apenas soro de leite (BRASIL, 2007). No entanto, mais
recentemente, o MAPA, por meio da Portaria n° 53 de 10 de abril de 2013, submeteu
a consulta publica o projeto do “Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Soro de Leite” onde fixa parametros a serem atendidos pelo soro de queijo do tipo
doce e do tipo acido pasteurizado ou em po6 e pelo soro em pd desmineralizado e
reduzido em lactose (BRASIL, 2013). Um cuidado, até entdo, ndo mencionado foi
implementado neste projeto, uma vez que dentre os requisitos fisico-quimicos foram
estabelecidos limites maximos para a presenca do ion nitrato que ndo deve
ultrapassar 30 mg/kg de produto e cuja determinacdo deve ser feita pela
metodologia oficial, 0 método espectrofotométrico (BRASIL, 2013; BRASIL, 2006).

O ion nitrato, na forma de nitrato de sédio ou potassio, € adicionado
intencionalmente ao leite destinado a fabricacdo de queijos por uma necessidade
tecnolégica, uma vez que este promove reacdes inibindo a acdo de bactérias,
principalmente do género Clostridium, que causam o estufamento tardio ao longo da
maturacdo dos queijos. No Brasil, esta adicdo é permitida em queijos de baixa
umidade (até 35,9%) e média umidade (36 a 45,9%), no limite de 50 mg/kg,
guantificado como ion nitrato, no produto a ser consumido (BRASIL, 1996). Porém, o
valor adicionado ao leite, geralmente € em torno de 20 g/100L de leite e estudos
mostram que cerca de 70% do nitrato adicionado € arrastado pelo soro lacteo,

enquanto uma pequena parte se difunde na salmoura e outra parte fica retida no
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gueijo (ABREU et al., 1986). O nitrato pode sofrer a acao de xantinas oxidases e ser
reduzido a nitrito.

Contudo, a ingestao desses ions pode causar danos a saude humana, devido
ao seu potencial efeito toxico. O nitrito proveniente da reducdo do nitrato no
organismo humano, pode tanto agir sobre a hemoglobina e originar a
metahemoglobina (HILL, 1999), que se liga irreversivelmente ao oxigénio, sendo
menos efetiva em transporta-lo para todo o organismo, quanto interagir com aminas
e amidas, originando compostos N-nitrosos, como as nitrosaminas que, sob certas
condi¢cOes de exposicéo, sdo agentes potencialmente mutagénicos, carcinogénicos e
teratogénicos (MARTINS e MiDIO, 2000).

Considerando que o soro lacteo € um excelente ingrediente alimenticio, sendo
utilizado em varios alimentos, incluindo desde bebidas lacteas, férmulas infantis,
sorvetes, sobremesas, queijos fundidos até alimentos para uso em dietas enterais
(ZACARCHENCO et al., 2013), o controle destes ions na matriz lactea se faz
conveniente.

No entanto, a espectrofotometria como metodologia oficial geralmente
empregada, apresenta algumas desvantagens como a baixa frequéncia analitica (2
amostras por hora), necessidade de empregar colunas de cadmio bem como a sua
regeneracdo, o descarte dos residuos resultantes da regeneracao, pré-tratamento
das amostras e, além de ser um método laborioso, requer a utilizacdo de diversos
reagentes e expde 0 analista a possiveis riscos para a saude (LIMA et al., 2006).

Neste sentido, varias técnicas analiticas vém sendo implementadas para a
analise desses ions. Assim, a eletroforese capilar de zona (CZE), que é uma técnica
de separacdo com base na migracao diferencial de compostos i6nicos ou ionizaveis
pelo meio da aplicacdo de um campo elétrico através de uma solucdo eletrolitica
contida dentro de um capilar, surge como uma alternativa bem promissora.

A CZE, frente a metodologia oficial, apresenta diversas vantagens como o
reduzido volume de amostra e solventes, a alta eficiéncia e precisdo, o curto tempo
de andlise, a baixa exposicdo do analista a riscos de contaminacao, rapidez na
obtencdo dos resultados, alta taxa de amostragem, praticidade e, muitas vezes, a
auséncia de qualquer pré-tratamento da amostra (REIS, 2006).

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um método simples
para a determinacao simultanea dos ions de nitrito e nitrato em soro lacteo utilizando

a técnica de Eletroforese Capilar de Zona (CZE).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O LEITE

De acordo com BRASIL (2011), em sua Instru¢do Normativa n° 62, leite é o
produto resultante da ordenha realizada de forma completa e sem interrupcdo, em
apropriadas condic¢des higiénicas, de vacas saudaveis, bem nutridas e descansadas.
Para o leite de outros animais, 0 nome dado deve compor o nome da espécie de que
proceda.

Do ponto de vista biolégico, o leite € um produto da secrecédo das glandulas
mamarias de fémeas mamiferas cuja funcdo é a alimentacdo dos recém-nascidos.
Ja do ponto de vista fisico-quimico, o leite € uma combinacao de varias substancias
solidas, algumas dissolvidas e outras em suspensdo na agua, as quais participam
com 12% a 13% do volume do leite. Consistem, sobretudo, em proteinas, gorduras,
acucares, sais minerais e vitaminas, conferindo ao leite a propriedade funcional e
aptiddo ao processamento (Anualpec, 2011). A composicao do leite varia de acordo
com a espécie, raca, individualidade, alimentacdo, entre outros fatores (SOARES,
2009).

O leite é constituido por proteinas insolUveis ou caseinas, que representam
cerca de 27 g/L apresentando-se sob a forma de micelas de fosfocaseinato de célcio
e sao facilmente degradadas por enzimas proteoliticas e por proteinas solGveis que
se encontram no soro, dividindo-se em albuminas, globulinas e enzimas. Do ponto
de vista fisiolégico, as proteinas constituem o alicerce da vida, pois séo
consideradas indispensaveis na formacéo de tecidos, sendo imperativas na nutricao
dos animais e do homem. Sendo o leite o alimento exclusivo da primeira idade, as
proteinas do leite sdo, de todas as existentes, as mais completas e as que possuem
todos os elementos imprescindiveis a primeira fase de vida (VALSECHI, 2001).

A fracdo lipidica do leite apresenta-se como pequenos glébulos contendo
principalmente triacilgliceréis, envolvidos por uma membrana lipoprotéica,
predominando, na sua composi¢do, os acidos graxos palmitico e oleico. Os lipideos
do leite contribuem com o resultado energético final do leite, sendo também
importante para a obtencéo do sabor e odor do leite e seus derivados. Apresenta
melhor rendimento na fabricacdo dos derivados o leite com maior teor de gordura.

Fisiologicamente serve como fonte de energia e, devido ao seu elevado teor de
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vitamina A e D, desempenha um importante papel no crescimento e
desenvolvimento dos jovens, sobretudo durante o periodo em que a alimentacéo é
exclusivamente ou predominantemente lactea (REIS et al., 2002).

Os acucares do leite, sdo essencialmente constituidos pela lactose, cujo teor
médio varia de 45 a 50 g/L, sendo o constituinte sélido menos variavel no leite
(PEREDA et al., 2005). A lactose é hidrolisada pela lactase intestinal em glicose e
galactose por via enzimatica. A sua presenca no tubo digestorio favorece a
implantacdo de uma microbiota lactica que se opfe a instalacdo de uma microbiota
de putrefacdo, favorecendo também, a assimilacdo do céalcio (VALSECHI, 2001).

No leite sdo encontrados teores consideraveis de sais tais como o cloro,
fésforo, potassio, sodio, calcio e magnésio e baixos teores de ferro, aluminio, bromo,
zinco e manganés formando os sais organicos e inorganicos. O calcio possui
importancia tecnoldgica especial, pois tem de estar presente em quantidade
suficiente para que ocorra a coagulacdo da caseina pela acdo da renina na
fabricacdo de queijos. E importante na formacéo e manutencdo do esqueleto e dos
dentes e auxilia no equilibrio de diversas fungbes orgéanicas (REIS et al., 2002).

No leite, encontra-se ainda, outro grupo importante de constituintes, que
embora estejam presentes em pequenas quantidades, desempenha papel
fundamental devido a sua atividade, sendo estas as enzimas, as vitaminas e 0s
hormonios (VALSECHI, 2001). O leite € uma importante fonte de vitaminas, algumas
associadas a gordura (lipossoluveis), sendo estas as vitaminas A, D, E e K e outras
associadas com a parte aquosa (hidrossollveis). Dentre estas Ultimas, estdo as
vitaminas do complexo B e a vitamina C. Entretanto, com excecdo da vitamina B2
(riboflavina), as outras sdo encontradas em pequenas quantidades (BRITO et al.,
2006).

2.1.1 A producéo de leite

A producéo leiteira no Brasil, ao longo dos ultimos 10 anos, vem crescendo
substancialmente. Para mensurar essa evolugcédo na producao, no periodo de 2004 a
2013, a producdo brasileira de leite passou por um crescimento de
aproximadamente 49%, saindo de uma producao de 23,5 bilhdes de litros em 2004,
alcancando uma producdo de 35 bilhdes de litros em 2013 e ainda projecdes

indicam que a producédo de leite no Brasil ultrapassara os 37 bilhdes de litros até o
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final deste ano, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2014).

O Brasil que ja ocupa o quinto lugar no ranking mundial de producéo leiteira
exibe mudancas no perfil de importador para exportador quando avaliamos as
exportagcbes e importagbes no ano de 2008 (EMBRAPA, 2013), quando as
exportacdes brasileiras de produtos lacteos totalizaram US$509,2 milhdes, enquanto
as importacdes totalizaram US$213,2 milhdes, o que gerou uma receita de US$296
milhdes, considerada um recorde histérico para o setor. Quando comparamos com 0
ano de 2007 onde as exportacbes foram de US$273,3 milhdes, houve um
crescimento de 86% (MILKPOINT, 2013). Deste modo, a demanda apresentou um
crescimento por parte das exportacdes de produtos lacteos brasileiros que passaram
a fazer parte do mercado internacional.

A Figura 1 evidencia a evolucdo da producdo de leite no Brasil, o que

equivale a um aumento anual médio de 4,9%.

Bilhdes de litros

Figura 1: Evolucao da producao de leite
Fonte: Adaptado de MILKPOINT, 2013.

2.2 O QUEIJO

Entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém por
separacdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou
totalmente desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela acéo fisica do coalho,
de enzimas especificas, de bactéria especifica, de acidos organicos, isolados ou

combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem associagao
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de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos
especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes.
(BRASIL, 1996).

Assim, 0 queijo, nada mais é do que o produto obtido pela coagulagdo da
caseina do leite com aprisionamento da gordura e sais em suspensdo, com
liberacéo de soro lacteo (FOSCHIERA, 2004). E um alimento rico em proteinas de
alto valor bioldgico, célcio, fésforo, zinco, iodo, selénio, vitaminas e oligoelementos.
Existe em todo o mundo mais de mil tipos de queijos, feitos a partir de distintos leites
e processos de fabricacdo, com uma producdo que excede doze milhdes de
toneladas (LACTEA BRASIL, 2014; FREITAS FILHO et al., 2009). Entretanto,
embora estes queijos se diferenciem em forma e estrutura, todos envolvem
essencialmente os quatro ingredientes (leite, coalho, microrganismos e sal), sendo
processados por meio das principais etapas: producdo de &cido, formacéo do gel,
expulsdo de soro e periodo varidvel de maturacdo (BERESFORD et al., 2001;
FREITAS FILHO et al., 2009).

2.2.1 A historia do queijo

A origem do queijo tem varias versdes, inclusive uma lenda bastante
conhecida que sugere que o queijo foi descoberto por Aristeu, filho do Deus grego
Apolo, rei da Arcéadia. Mas os historiadores mencionam a versdo do mercador &rabe
como a mais plausivel. Esta conta que um legendario mercador viajante da Arabia
durante uma viagem pela Asia fez uma parada para se alimentar. O homem
carregava consigo tamaras secas e dentro de um cantil feito de estbmago seco de
carneiro, certa quantidade de leite de cabra. No entanto, o homem percebeu que no
cantil havia somente um liquido fino e aquoso, o qual denominou de coalhada
branca. O coalho existente no estébmago parcialmente seco do carneiro havia
coagulado o leite resultando assim o queijo. Isso se passou ha milhares de anos e
ainda hoje, faz-se o queijo de modo semelhante: coagulando o leite com o coalho
oriundo do estbmago de bezerros (VALSECHI, 2001), embora nos dias atuais sejam
utilizados diversos tipos de agentes coagulantes.

Os egipcios estdo entre os primeiros povos a obterem no leite e no queijo,
fonte importante de sua alimentacdo. Roma, brilhante centro da civilizacdo antiga,

era um rico mercado para o queijo, porém, embora alguns queijos fossem fabricados
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na Itélia, a principal fonte de abastecimento era a Suica, onde a vegetacdo das
encostas dos Alpes fornecia abundante pastagem e, além do mais, havia a mais
pura agua de montanha. Assim, nasceu um produto mundialmente famoso e uma

indastria que, séculos mais tarde se expandiu pelo mundo (VALSECHI, 2001).
2.2.1.1 A producéao de queijo

Em unissono com a producéo leiteira esta a producdo de queijos no Brasil,
gue segundo projecbes da Associacdo Brasileira das Industrias de Queijos,
ultrapassara 1 milhdo de toneladas entre os anos 2013 e 2014 (ABIQ, 2014).

Com cerca de 25% da producéo leiteira destinada a producao de queijos, com
um consumo per capita em ascensdo e uma taxa média de crescimento de 5% ao
ano, o Brasil se destaca e ocupa o terceiro lugar em producdo mundial de queijos
(CARTA LEITE, 2010; ABIQ, 2014).

Segundo dados da ABIQ, os queijos mais produzidos no Brasil sdo a
mussarela, o prato e o requeijao, seguido pelo queijo minas frescal e petit suisse,
conforme detalha Figura 2 (ABIQ, 2014).

Os Queijos mais Produzidos no Brasil

OUTROS
MUSSARELA 16%

28% \ PETIT SUISSE
//F- 4%
MINAS FRESCAL

5%

.‘\ REQUEIJAO CREMOSO

PRATO

20% \\

8%

REQUEIJAO CULINARIO
19%

Figura 2: Producédo de queijo no Brasil por tipo de produto.
Fonte: ABIQ, 2014.

2.2.2 O estufamento tardio

A producéao de gueijos esta diretamente relacionada a qualidade do leite com
0 qual serdo processados. Assim, alguns problemas podem surgir caso o leite
utilizado ndo tenha qualidade satisfatoria. Dentre os varios defeitos relacionados,
podemos citar o estufamento tardio como o mais comum e frequente (ABREU et al.,

1986), ocorrendo durante a maturacdo de queijos provenientes de leite contendo



24

guantidade maior que o normal de bactérias do género Clostridium, levando a
fermentacéo butirica (BERESFORD et al., 2001; FURTADO, 1985). Nela, o lactato é
transformado em butirato com concomitante formacao de CO, (diéxido de carbono) e
H, (hidrogénio). Esse defeito caracteriza-se pela formacdo de grandes buracos na
massa (conforme mostram as Figuras 3 e 4) 0 que pode, em casos mais graves,

levar a ocorréncia de rachaduras na casca, conferir forte odor a ranco e sabor

desagradavel, tornando o queijo completamente impréprio para comercializacao.

Figura 3: Queijo Emmental com olhaduras grandes e irregulares, caracterizando o estufamento
tardio.
Fonte: Furtado, 2007.

Figura 4: Queijo prato bola com olhaduras grandes e irregulares, caracterizando o estufamento
tardio.
Fonte: Costa, 2013.

Das espécies de Clostridium que ocorrem no leite, as mais comumente
envolvidas na fermentagcdo inadequada sdo C. butyricum, C. esporogenes e C.
tyrobutyricum, sendo que esta Ultima é geralmente apontada como a principal
responsavel pelo estufamento tardio. No entanto, Mesquita e colaboradores em
estudo realizado em amostras estufadas de queijos provolone, parmeséao e prato,
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fabricados no Brasil, apontam o C. butyricum como 0 microrganismo mais
frequentemente encontrado em amostras com estufamento tardio (MESQUITA et al.,
2001).

A principal fonte de bactérias do género Clostridium no leite é a silagem de
baixa qualidade usada como alimento do gado, mas elas podem advir também de
contaminagdo com esterco durante a ordenha. Segundo estudos, ndo ha consenso
sobre o namero minimo de esporos capazes de provocar o defeito, mas sabe-se que
acima de 200 esporos de Clostridium por litro de leite ja ocorre o estufamento tardio.
Essas bactérias podem utilizar como substrato a galactose, a sacarose e a glicose, a
fermentacdo destas produz, além de &cido butirico, diéxido de carbono e hidrogénio,
os acidos propibnico e acético, acetona, butanol e etanol (FURTADO, 1985;
MESQUITA et al., 2001).

Por uma necessidade tecnoldgica, o nitrato de sddio ou potassio é adicionado
ao leite destinado a producdo de queijos (com excec¢do dos queijos frescos), €
reduzido a nitrito, pela acdo das xantinas oxidases®, durante a maturacdo
(GALESLOOT, 1961). O nitrito € o agente que inibe a germinacédo e o crescimento
dos esporos, porém nédo inibe a acdo das bactérias lacteas (DEVOYOD, 1976).
Assim, podem impedir o crescimento de bactérias do acido propibnico,
Propionibacterium, essenciais para a formacao dos olhos caracteristicos de queijos
como o Emmental e, portanto, ndo € apropriado para controle de Clostridia neles.
Além disso, ele pode reagir com aminoécidos aroméaticos do queijo e formar
nitrosaminas muitas das quais sdo carcinogénicas. Essa reacao, entretanto, ocorre
preferencialmente na faixa de pH entre 2,0 a 4,5, assim a maioria dos queijos, onde
o pH é mais elevado, a formacédo de nitrosaminas ocorre lentamente (PERRY,
2004).

Resultados satisfatorios para a agdo do nitrato sdo alcangados quando alguns
parAmetros sdo atendidos, inclusive a presenca de xantinas oxidases para a
reducdo deste ion a nitrito. Assim, o uso deste oxidante é bastante efetivo quando a
contaminacdao inicial do leite ndo exceder a 1.000 esporos/ litro de leite, quando o

gueijo apresentar um pH mais baixo (maior acidez), com baixa atividade de agua

1 . ) . . . N . . o .

A xantina - oxidase é uma enzima associada a membrana celular, gerando espécies reativas de oxigénio e é encontrada no
leite sobre a superficie interna da membrana dos glébulos de gordura, o molibdénio é ligado a esta enzima (ARDAM et al.,
2004; GALESLOOT, 1961).
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(teor de sal mais alto), além de um potencial de oxirredu¢cdo mais elevado (massa
menos compactada ou com maior indice de aerobiose) (FURTADO, 1999).

O soro lacteo arrasta a maior parte do nitrato adicionado (DEVOYOD, 1976)
e, uma pequena parte difunde-se na salmoura, fazendo com que 0s niveis de nitrato
encontrados no queijo pronto para consumo sejam, geralmente, bem menores que
50 mg/kg™. Em funcdo do maior teor de umidade do soro em relacéo ao queijo, o
nitrato € dissolvido pela agua e uma pequena parcela fica adsorvida na superficie da
micela de caseina coagulada (GOODHEAD et al.,1976).

Em alguns paises o uso de nitratos na fabricagdo de queijos é proibido. A
adicdo em excesso deste sal pode inibir a microbiota lactea, dificultando a

maturacao do produto e alterando sua cor e sabor (PERRY, 2004).

2.2.3 Aminas biogénicas

Aminas biogénicas sdo bases organicas alifaticas, ciclicas, de baixo peso
molecular, produzidas pelo metabolismo de seres vivos em geral. Sdo, por vezes,
encontradas em alimentos e bebidas cuja producdo envolve processos de
fermentacdo e/ou maturacdo. Acredita-se que sejam biossintetizadas pela
descarboxilagcdo enzimatica de aminoacidos. O queijo € um excelente meio para
producdo dessas aminas, pois possui as condi¢cdes favoraveis de pH, concentracao
salina e teor de umidade para sua biossintese, além dos aminoacidos e bactérias
capazes de descarboxila-los. Entre as bactérias capazes de produzir as aminas
biogénicas tém-se espécies de Escherichia, Enterobacter, Salmonella, Shigella,
Clostridium, Streptococcus, Lactobacillus e Leuconostoc. Algumas destas estdo
presentes no queijo como parte de sua microbiota habitual e outras, em decorréncia
de contaminacdo. Em presenca de nitritos essas aminas podem formar N-
nitrosaminas, as quais tém comprovada acdo carcinogénica, mutagénica e
teratogénica (OLIVEIRA et al., 1995).

2.3 0 SORO LACTEO
O soro lacteo, também conhecido como soro de leite, soro de queijo,

lactossoro ou simplesmente soro, € um subproduto da industria de laticinios.

Representa a por¢éo aquosa do leite que se separa do coagulo durante a fabricacao
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do queijo, na producdo de caseina e produtos similares (PAGNO et al., 2009). A
coagulacéo se produz principalmente por acdo enzimatica (soro doce com pH entre
6,0 e 6,8) ou por acidificacdo (soro acido com pH inferior a 6,0). Cerca de 80 a 90%
do volume do leite destinado a fabricacao de queijos resultam em soro lacteo, o qual
contém, aproximadamente metade dos solidos totais do leite, incluindo proteinas
solaveis, sais e principalmente lactose (PACHECO et al.,, 2005; CHAVES et al.,
2010).

2.3.1 Composicao quimica

A composicao e o tipo de soro de leite produzido industrialmente dependem
do tipo de queijo fabricado e da tecnologia de processamento empregada na
producéo (SILVEIRA e ABREU, 2003).

De acordo com o processo tecnoldgico empregado e o pH final do produto, o
soro de leite pode ser classificado como acido ou doce (MIZUBUTI, 1994). Dentre os
constituintes representados nas tabela 1 e 2, os que mais apresentam diferenca
significativa entre os soros acido e doce estdo a lactose, acido lactico e sais
minerais. No soro acido o teor de acido latico pode ser até 8 vezes maior e,
conseguentemente, o teor de lactose € menor que o presente no soro doce. O calcio
esta presente em concentragdo maior no soro acido, bem como outras substancias
minerais presentes no leite (MADRID et al., 1995).

Algumas limitagBes da utilizacdo do soro devem-se a alta carga orgéanica, o
gue impossibilita o armazenamento prolongado devido ao rapido processo de
fermentacdo e/ou deterioracdo que pode ocorrer. Para contornar esta situacao €
necessaria a utilizacdo rapida deste material, ou aplicacdo de medidas de
conservagao usando refrigeracdo e/ou adicdo de conservantes, para possibilitar a
utilizacdo das caracteristicas potenciais do soro em outros alimentos (ALMEIDA, et
al., 2001).

Tabela 1 — Composicao do leite e dos soros doce e &cido.

Componentes Leite (%) Soro Doce (%) Soro Acido (%)
Sdlidos totais 13,0 6,40 6,20
Proteina 3,6 0,80 0,75
Gordura 3,9 0,50 0,04
Lactose 4,6 4,60 4,20
Acido latico - 0,05 0,40

Fonte: Adaptado de ANTUNES, 2003.
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Tabela 2 — Composicao mineral dos soros doce e acido.

Componentes Soro doce (mg/kg) Soro Acido (mg/kg)
Fésforo 412 649
Calcio 466 1,251
Potassio 1,455 1,485
Saédio 505 528
Cloretos (NaCl) 2,195 2,208

Fonte: Adaptado de ANTUNES, 2003.

Neste trabalho utilizou-se soro lacteo doce, pH entre 6,0 e 6,8, proveniente

da fabricacéo de queijos prato e parmesao.

2.3.2 Impacto ambiental

O controle da poluicdo ambiental produzida pelas industrias laticinistas,
observando as legislacbes ambientais vigentes e todas as acbes previstas nas
instrucbes normativas da Fundacdo Estadual de Meio Ambiente (FEAM), Instituto
Mineiro de Gestdo das Aguas (IGAM), Instituto Estadual de Florestas (IEF) e
Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) quando aplicados adequadamente
contribuem para o fortalecimento dos elos produtivos e para valorizacdo de praticas
de gerenciamento de residuos, com o objetivo de diminuir a carga poluidora
proveniente da cadeia produtiva de leite (MACHADO et al., 2002).

Assim, além de desrespeitar as legislagbes em vigor, a destinacdo incorreta
do soro lacteo pode conduzir a sérios problemas ambientais como a poluicdo das
aguas, geracao de odor desagradavel, bem como o comprometimento da estrutura
fisico-quimica do solo (RICHARDS, 2002; PORTO et al., 2005).

A carga poluente gerada pelo soro lacteo e representada pela Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO) pode variar, geralmente, de 42.000 a 60.000 mg/L,
contra cerca de 500 mg/L do esgoto domeéstico (PAULA, 2005; BALDASSO, 2008).
No entanto, o reaproveitamento do soro lacteo € uma alternativa importante ndo so

do ponto de vista econdmico, mas também ambiental (DRAGONE et al., 2009).
2.3.3 Beneficios a saude
Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (2014), o soro

lacteo é rico em proteinas e calcio, elementos capazes de atuar como antioxidantes,

anticarcinogénicos e repositores minerais e energéticos, além de abaixar o LDL (Low
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Density Lipoprotein - colesterol ruim) e, em concentracdes especificas, a
hipertensdo. Pesquisas mostram que o0 soro do queijo tem poder imunomodelador,
atividade antimicrobiana, antiviral, antiulcerosa e de protecdo ao sistema
cardiovascular (SGARBIERI, 2004).

Inimeras pesquisas demonstram as propriedades nutricionais e funcionais
das proteinas do soro, tais como: acdo anticarcinogénica, antimicrobiana e
antinflamatoria, transporte de retinol e transporte de imunidade passiva. Portanto, 0os
estudos envolvendo o aproveitamento e a aplicacdo das proteinas do soro tém sido
realizados e a cada dia sdo descobertas mais atividades bioldgicas para estas

proteinas, que ha pouco tempo eram descartadas (POPPI et al., 2010).

2.3.4. Utilizacdo do soro em derivados lacteos e suas aplicacdes na industria de

alimentos

O soro de leite foi descoberto cerca de 3000 anos atras, quando estdbmagos
de bezerros foram usados para armazenar e transportar leite, resultando na
transformacao do leite em coalhada por meio da agao natural da enzima quimosina
(coalho) localizada no estbmago dos vitelos (SMITHERS, 2008).

Na Idade Média, o soro era utilizado em drogas farmacéuticas como
componente de unguentos para queimaduras, como balsamo para pele ou como
porcdo neutralizante para cabelos, mas raramente era usado na alimentagcao
humana (KOSIKOWSKI, 1979).

O uso do soro teve grande evidéncia em meados do século XIX, na Europa
Ocidental, com a criagao de mais de 400 “casas de soro”. Por volta de 1940, na
Europa Central, foi usado no tratamento de dispepsia, uremia, gota, anemia, artrite,
doencas hepaticas e até tuberculose, quando se recomendava a ingestdo de cerca
de 1.500g/dia de soro (HOLSINGER et al.,1974).

Os produtos de soro lacteo sao indicados para todos os produtos lacteos por
possuirem propriedades funcionais como capacidade de formacdo de gel,
viscosidade, poder emulsificante, capacidade de retencdo de agua, que conferem
uma série de beneficios estruturais e nutricionais ao produto final (BELLARDE,
2006).

A utilizacéo do soro de leite em po tornou o produto mais barato, sendo uma

alternativa para a reducéo do preco agregado ao produto final. O Departamento de
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Agricultura dos Estados Unidos (2014) relata que ha uma reducéo de 770,83% no
custo quando comparado o preco do soro de leite em pé com o leite em po integral e
de 583,33% em comparacdo com o leite em pd desnatado. O emprego do soro
lacteo nos mais variados produtos, proporciona ndo s6 reducdo do produto final,
mas também uma maior acessibilidade aos derivados lacteos por classes sociais

mais baixas. A Figura 5 representa como o soro lacteo é reaproveitado.

SORO

Utilizagéo do soro
sem modificacdo <—

> Utilizac&o industrial

Desnate %

Alimentacao \L
animal

Soro desnatado _—

Processos diversos de elaboragédo de derivados (evaporacéao,
Adicéo de < concentracéo, fracionamento, secagem, fermentacéo,
suco de frutas centrifugacéo, entre outros)

v

Pasteurizagdo |<—
ou UHT

Bebida de soro

Creme de soro

Figura 5: Reaproveitamento do soro lacteo.
Fonte: Adaptado de MAGANHA, 2006.

Na Figura 5 podemos observar que o soro lacteo € um ingrediente muito
versatil, podendo ser transformado em soro concentrado para alimentacdo animal,
soro em po, concentrado, lactose, proteinas do soro, soro em p6 desmineralizado,

soro fermentado, soro com baixa lactose e varios outros.
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2.4 NITRITO (NO,) E NITRATO (NO5)

O ion nitrato é a base conjugada do acido nitrico (HNOg3) acido forte (pKa = -
1,37) que se dissocia em agua formando ions nitrato. O ion nitrito por sua vez € a
base conjugada do acido nitroso (HNO,), &cido fraco (pKa = 3,37)(ANDRADE,
2004).

Nitrato e nitrito sdo ions incolores (o nitrato apresenta um maximo de
absorbancia em 220 nm), inodoros, altamente solUveis em agua e fracamente
retidos no solo (NOLLET, 2000). Enquanto o nitrato é muito estavel, o nitrito é
altamente reativo e estao distribuidos naturalmente em alimentos vegetais e animais
(FOX, 1983).

Na natureza, os ions nitrato e nitrito sdo formados através de um processo de
oxidacao biolégica (nitrificacao), a partir do ion amonio, de acordo com as reacdes
1) e (2):
2NH; +20H +30, €> 2NO; +2H" +4H,0 (1)

2NO; +0, €= 2NOj3 (2)

Estas reagbes sdo mediadas por microrganismos do solo como as
nitrosomonas, que oxidam o ion amoénio a nitrito, realizando a primeira etapa da
reacdo (1), e as nitrobactérias, que oxidam o nitrito a nitrato (2), tornando este ultimo
mais abundante no ambiente (PURVES et al., 2001).

Nitratos e nitritos estdo, assim, presentes no solo, na agua e nos vegetais e,

portanto, distribuidos naturalmente em alimentos de origem vegetal e animal.

2.4.1 Ocorréncia em alimentos

Os nitratos estdo amplamente distribuidos no solo, 4gua e vegetais. Sua
presenca no solo é imperativa para que as plantas possam realizar a sintese de
suas proteinas celulares. Nitrato e nitrito séo utilizados como aditivos alimentares na
forma de seus sais de sédio ou potassio em produtos carneos e em queijos. A
presenca de nitrato nas aguas ocorre devido a sua elevada hidrossolubilidade, que
aumenta consideravelmente sua concentragdo nas aguas subterraneas, rios e pogos
(ANDRADE, 2004).

A maioria dos compostos nitrogenados em aguas naturais tende a conversao

para nitrato, assim todas as fontes de nitrogénio, particularmente nitrogénio organico
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e amodnia, devem ser consideradas como fontes potenciais de nitrato. As fontes
primarias de nitratos organicos incluem esgotos domeésticos e rurais, para 0s nitratos
inorganicos que podem contaminar a agua potavel, destacam-se o nitrato de
potassio e o nitrato de aménio, ambos largamente utilizados como fertilizantes. Os
nitratos ocorrem naturalmente na 4gua, em baixas concentra¢des, como produtos de
estabilizacdo aerObia de matéria organica nitrogenada. Concentracbes mais
elevadas ocorrem por estabilizacdo de esgotos, drenagem de areas fertilizadas ou,
ainda, oxidacao de amonia de origem industrial (BRANCO e ROCHA, 1977).

O nivel de nitrato pode variar amplamente, chegando até a 450 mg/L em

regibes agricolas onde s&do utilizados fertilizantes nitrogenados (CORNEE et al.,
1992). Nos vegetais, o0 nitrato se encontra naturalmente presente, visto que a planta
absorve nitrato como fonte de nitrogénio para seu crescimento (WALKER, 1975).
Em vegetais danificados ou em condicbes de armazenamento inadequadas,
incluindo o binbmio temperatura/tempo, h4 uma tendéncia de reducdo no teor de
nitrato, com consequente aumento da concentracao de nitrito. A conversao de nitrato
a nitrito pode ser decorrente da acao da nitrato-redutase enddgena ou da presenca
exégena de bactérias redutoras. A frigorificacdo é capaz de retardar o processo,
sem, contudo, preveni-lo. Durante o processo de cozimento do alimento também
pode ocorrer diminuicdo do teor de nitrato, visto que o ion tende a se difundir para a
agua de imersdo (OLMEDO e BOSCH, 1988).

Ja o teor de nitrito em vegetais crus, diferentemente do teor de nitrato, é
baixo, geralmente menor que 2 mg/kg do produto, enquanto 0s vegetais
fermentados ou em conservas podem conter teores de nitrato, superiores a 3500
mg/kg e niveis de nitrito cerca de aproximadamente 400 mg/kg (HOTCHKISS et al.,
1992). Em alimentos industrializados, os sais de nitrato e nitrito séo adicionados no
processo de cura de carnes juntamente com sal, agucar, temperos e outros
ingredientes, objetivando a preservacédo do produto, desenvolvimento e fixacdo de
cor, sabor, aroma, melhoria de rendimento e contribuindo para inibicdo de bactérias
anaerobicas como, por exemplo, o Clostridium botulinum. A adicdo de nitrato é

empregada somente em processos de cura longa (JUDGE et al., 1989).
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2.4.2 Aspectos toxicoldgicos

Os maiores riscos toxicologicos decorrentes da ingestao de nitratos e nitritos
sdo: ocorréncia de metahemoglobinemia e a formacdo de compostos N-nitrosos
(WALTERS, 1992). Do ponto de vista fisiolgico, ao ser ingerido, o nitrato é
rapidamente absorvido pelo trato gastrintestinal superior e podera ser reduzido a
nitrito devido a acdo de Nars (nitrato redutases) bacterianas, que poderdo estar
presentes na cavidade oral, estdbmago, intestino delgado, intestino grosso e bexiga
(WARD, 2005; LUNDBERG e GOVONI, 2004).

O nitrito ao chegar a corrente sanguinea pode causar metahemoglobinemia,
nesse processo o ion ferroso da hemoglobina fica suscetivel a oxidacao pelo nitrito
para a forma férrica que é instavel para o transporte de oxigénio onde a
oxihemoglobina passa a ser chamada de metahemoglobina (COSS et al.,, 2004;
YANG e LEE, 2005; SILVA, 1998; FANQUIN e ANDRADE, 2004).

Apenas uma parcela muito pequena de metahemoglobina se encontra
presente no sangue normal (até 2%), pois o eritrocito (hemacia) possui um sistema
eficaz para reduzir o Fe*" heminico de volta ao estado Fe®* chamado de sistema
NADH-citocromo b5 metahemoglobina redutase. Consiste, principalmente, de NADH
produzido pela glicdlise, uma flavoproteina denominada citocromo b5 redutase
(também conhecida como metahemoglobina redutase) e citocromo b5 que é, entéo,
regenerado pela acédo do citocromo b5 redutase (MURRAY, 1998).

As hemacias podem produzir metahemoglobinemias sob duas situacées:
guando existe uma deficiéncia da atividade da metahemoglobina redutase que é
transmitida de forma autossdmica recessiva (metahemoglobinemia hereditaria) e
guando h& a ingestdo de drogas ou substancias quimicas como, por exemplo, 0
nitrato que podera ser reduzido a nitrito (metahemoglobinemia adquirida) (LORENZI,
1999).

A atencdo maior deve ser voltada para os individuos mais suscetiveis que
sao:

- Criancas lactentes de até trés meses de idade, pois a atividade da NADH-
citocromo b5 redutase é de aproximadamente de 50-60% da atividade encontrada
em adultos. Do mesmo modo o pH intestinal de criancas € altamente suficiente para
contribuir para o crescimento de organismos intestinais que séo particularmente

eficientes na converséao do nitrato ingerido para nitrito (ZEMAN, 2002).



34

- Individuos com acidez gastrica reduzida que resulta na proliferacdo de espécies
bacterianas capazes de reduzir nitrato para nitrito (GEFFNER, 1981).

- Mulheres gravidas, uma vez que o0 nitrito € conhecido por causar aborto
espontaneo e ser teratogénico.

Os sinais mais evidentes ocorrem quando acima de 10 % da hemoglobina se
encontra na forma de metahemoglobina que sdo descoloracGes azuladas da pele e
mucosas (cianose), ja acima de 30% os sintomas sao fadiga, dor de cabeca,
taquicardia e vertigem. Acima de 55% a 60 % a oxigenagcdo dos tecidos fica
inadequada podendo resultar em dispneia, acidose, arritmias, paralisias, coma e
convulsdes. A morte pode acontecer a niveis acima de 70 % (FURLANI e COMETTI,
2014).

Devido ao aspecto ndo convencional das membranas e mucosas a
metahemoglobinemia costuma ser referida como doenca do sangue azul e quando
ocorre em criancas sindrome do bebé azul. Os casos de intoxicacdo estédo
geralmente relacionados com a ingestdo de agua contendo mais de 100mg/L de
NOs.

A formacdo de compostos N-nitrosos carcinogénicos (também conhecido
como nitrosaminas ou nitrosamidas) ocorre da reagcédo do nitrito entre amidas ou
aminas secundarias ou terciarias, sendo um risco a saude (KIANG et al., 1978).

As nitrosaminas (ou nitrosamidas) estdo presentes em produtos alimenticios,
farmacéuticos, amostras ambientais (agua, solo, ar), pesticidas, herbicidas,
cosmeéticos, entre outros. Sdo carcindgenos fortes e mutaveis que produzem
tumoracBes em muitas espécies e praticamente em todos os 6rgdos do corpo. Sdo
rapidamente metabolizadas e em individuos suscetiveis, apenas uma dose pode
produzir tumoracdes, sendo considerado o que nivel de exposicdo toleravel pelo
homem para nitrosaminas mais volateis € de 5 a 10 uyg/kg (SANCHES et al., 2003).

Embora a metahemoglobinemia seja, em principio, 0 mais ameacador efeito
da exposicéo ao nitrato, varios estudos sobre esta exposi¢cao tém sido ligados a uma
variedade de efeitos como: aumento da tireoide, decréscimo na alimentacao,
interferéncia no metabolismo das vitaminas A e E e hipertenséo. Todos esses efeitos
tém sido observados em estudos epidemiol6gicos em seres humanos e séo,
frequentemente, sustentados por estudos de fisiologia humana e animal (BRUNING-
FANN e KANEENE, 1993; SANTOS et al., 2005).
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2.4.3 Aspectos da legislacéo

O limite admitido de nitrito e nitrato como aditivo alimentar depende, em
particular, do produto alimenticio e da legislagéo vigente de cada pais.

Em 1986, por orientacdo do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos,
a utilizacdo de nitrato foi permitida somente em certos produtos fermentados ou de
cura longa (ANDRADE, 2004).

A adicdo de nitrato de sodio ou potassio em queijos, € permitida no Brasil no
limite de 50 mg/kg® no produto a ser consumido (BRASIL, 1996). Quando
consideramos o soro lacteo, a Portaria 53 de 10 de abril de 2013 que submeteu a
consulta publica o projeto do “Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de
Soro de Leite” traz em seu escopo o limite maximo de 30 mg/kg de produto para o
ion nitrato (BRASIL, 2013).

O Comité FAO/WHO (“Food and Agriculture Organization/World Health
Organization”) de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA - “Joint Expert Committee
on Food Additives”), em sua 59? Reunido, reavaliou os limites de Ingestdo Diaria
Aceitavel (IDA) para os ions nitrito e nitrato, com base nos ultimos estudos
toxicologicos existentes.

O JECFA, estabeleceu para o nitrito uma IDA de 0 - 0,07 mg/kg™ de peso
corporeo, expresso como ion nitrito (WHO, 2003). Para o nitrato, o Comité manteve
a (IDA) de 0 - 3,7 mg/kg™ de peso corpéreo, expresso como fon nitrato, a qual tinha
sido estabelecida na sua 442 reunidao (WHO, 1996). O Brasil utiliza como referéncia
0os mesmos valores de IDA do Comité da Organizacdo das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo/Organizacdo Mundial da Saude (FAO/WHO, 1996;
FAO/WHO, 2003).

Deve-se ressaltar que a IDA né&o deve ser aplicada para criangas menores de
3 meses de idade. Alimentos destinados a criangas com menos de 6 meses de
idade ndo podem conter nitrato e/ou nitrito como aditivos, devido a toxicidade destes
ions. Dessa maneira, tanto do ponto de vista tecnoldgico, quanto de saude publica, é
muito importante a deteccao do teor residual de nitrito em produtos alimenticios
prontos, para confrontar com o preconizado pela legislacdo vigente (ANDRADE,
2004).
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2.4.4 Aspectos analiticos na determinacgéo de nitrito e nitrato

Existe uma infinidade de meétodos analiticos desenvolvidos para a
determinacdo e monitoramento de nitrato e/ou nitrito em matrizes alimentares, agua,
amostras biologicas, vegetais e solos. Embora o ion nitrato seja considerado de
baixa toxicidade, sua determinacdo € de suma importancia, uma vez que quando
reduzido a nitrito, este pode representar um alto risco a saude, dessa forma, ha

interesse na determinacao de ambos.

2.4.4.1 Metodologia oficial

A determinagéo de nitrato e nitrito em leite, carnes e demais alimentos, segue
o método oficial estabelecido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2006). Tal metodologia fundamenta-se na reducao
do nitrato a nitrito em meio alcalino pela passagem do extrato em coluna contendo
cadmio metéalico na forma esponjosa, com posterior quantificacdo do nitrogénio na
forma de nitrito (NO) por espectrofotometria.

O método oficial para determinacdo do nitrito e nitrato envolve o0s
procedimentos espectrofotométricos baseados na reacédo de Griess, na qual o nitrito
reage com a sulfanilamida em meio acido. O diazo composto formado reage com o
cloridrato de N-(1-naftil)-di-hidrocloreto de etilenodiamina (NED), gerando um
composto de coloracdo vermelha. A absor¢do maxima para o produto colorido é de
540 nm (AOC, 1997).

A andlise do nitrato presente na amostra € realizada reduzindo-o a nitrito em
coluna de cadmio esponjoso, apresentando uma taxa de reducdo de,
aproximadamente 99%. Sendo este um procedimento de determinagcéo sequencial
em duas aliquotas da mesma amostra, em que primeiro se determina 0 nitrito
originalmente presente na amostra. Em seguida reduz-se o nitrato originalmente
presente na amostra e determina-o na forma de nitrito. Por diferenca entre a primeira
e a segunda determinagcdo, mensura-se a concentracdo de nitrato presente na
amostra (AOAC, 1997).

Alguns fatores como concentragcdo de amostras e reagentes, temperatura e
pH do meio, por exemplo, podem influenciar diretamente na porcentagem da

conversao nessa redugao.
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2.4.4.2 Metodologias alternativas

A literatura, ao longo dos anos, vem descrevendo diversas técnicas para a
guantificacdo de nitrato e nitritos, conforme exibe a tabela 3, estas técnicas se
diferenciam quanto a determinacdo, podendo ocorrer de forma simultdnea ou
sequencial. A titulo de exemplo de técnicas que realizam a andlise de nitrato e nitrito
simultaneamente pode-se citar as técnicas voltamétricas e a eletroforese capilar
(MOORCROFT et al., 2001). A determinacdo sequencial se baseia na deteccéo do
fon nitrito inicialmente, seguido da redugdo do ion nitrato ao ion nitrito para sua
posterior quantificacdo. Os valores dos teores de nitrato sdo obtidos por diferenca. A
estratégia de analise na determinacdo de nitrato e nitrito € dependente da

metodologia a ser usada.

Tabela 3: Metodologias alternativas para determinacéo de NO, e NO3 em diversas matrizes.

Amostra Técnica Analito Referéncia
Agua de Cérrego E'etmfore‘zsoengap"ar de NO5/NO,’ OLIVEIRA et al., 2012.
MPA (amperometria
multipla pulsada) com
Solugdes Aquosas eletrodo composito de NO3;/NO, MANEA et al., 2010.
grafite e zedlita dopado
com prata
Aguas Naturais Espectrofotometria/FIA NO5/NO, YUE et al., 2004.
Agua Quimiluminescéncia/FIA NO3/NO, MIKUSKZAO%;,/ECERA’
Diversas Matrizes Potenciometria NO3 HOIIRZ NP €L L,
2003.
Espinafre, Alface HPLC-UV NO3/NO, BUTT et al., 2001.
Amostras Biologicas HPLC-detecgao DI MATTEO e
Ambientais, Matrizes ¢ NO3/NO,

Alimentares

eletroquimica

ESPOSITO, 1997.

Assim, o préximo topico ira falar sobre a técnica empregada neste trabalho, a

eletroforese capilar.
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2.5 ELETROFORESE CAPILAR (EC)

2.5.1 Conceito

A eletroforese € uma técnica instrumental de separacdo, baseada na
migracdo de espécies carregadas, em funcdo da aplicacdo de um campo elétrico
(SKOOG et al., 2006). Cada soluto migra a velocidade distinta de outro, devido a
mobilidade eletroforética, especifica para cada tipo de molécula. A velocidade é
proporcional ao campo elétrico e depende principalmente da carga média das
moléculas, do seu volume hidrodinAmico e da viscosidade do meio (LANDERS,
2008).

2.5.2 Histérico

Essa técnica foi introduzida em 1937 pelo quimico sueco Arne Tiselius, o qual
separou misturas de proteinas do soro sanguineo em tubos contendo solucéo
tampao sob o efeito de um campo elétrico (TISELIUS, 1930) e, por este trabalho
ganhou o prémio Nobel em 1948. No entanto, a eficiéncia de separacdo teve como
fatores limitantes a instabilidade do aparelho e a baixa efetividade na dissipacdo do
calor causado pelo efeito Joule (passagem de corrente através do meio condutor).
Como a dissipacdo de calor, gerado no meio condutor, ocorria apenas pelas
extremidades do tubo, a formacdo de gradientes de temperatura induziam
gradientes de densidade que geravam fluxos convectivos causando o alargamento
das bandas dos componentes, consequentemente prejudicando a separacao
(TAVARES, 1996; GERVASIO et al., 2003).

Ja& na década de 70, a técnica foi aperfeicoada por Jorgenson e Lukacs, com
a introducgédo de tubos capilares, cuja forma (elevada area superficial interna relativa
ao volume) favoreceu a dissipacdo de calor, minimizando a convec¢do, 0 que
permitiu a aplicacdo de campos elétricos mais intensos. Deste modo foi possivel
obter separacdes de alta eficiéncia, com a utilizagdo de pequenos volumes de
amostra e tempo de analise reduzido (JORGENSON e LUKACS, 1981; TAVARES,
1996). A partir deste momento houve um rapido progresso na técnica, até esta ser
considerada a terceira grande técnica instrumental de separacéo e esse avancgo foi

motivado pela simplicidade experimental, pela variedade de modos de separacéo
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gue podem ser efetuados em um Udnico capilar, pelos compostos passiveis de
analise em cada modo e por ser ecologicamente correta e econémica (ALTRIA,
1995; ST. CLAIRE, 1996).

2.5.3 Eletroforese Capilar de Zona (CZE)

Existem diferentes modos de eletroforese capilar, como a cromatografia
eletrocinética capilar micelar (MEKC, “micellar electrokinetic chromatography”),
isotacoforese capilar (CITP, “capillary isotachophoresis”), focalizagdo isoelétrico
capilar (CIEF, “capillary isoelectric focusing”), eletroforese capilar em gel (CGE,
“capillary gel electrophoresis”) e eletroforese capilar de zona (CZE, “capillary zone
electrophoresis”) ou em Solugéo Livre (“Free Solution Capillary Electrophoresis” -
FSCE) (TAVARES et al.,, 1997b). O modo de separacdo em eletroforese capilar
pode ser alterado utilizando diferentes tampdes ou alterando o capilar (WESTON e
BROWN, 1997).

O presente trabalho baseou-se no modo CZE da EC, que consiste em
introduzir a amostra num tubo capilar na presenca de uma solugéo tampéo, ao qual
€ aplicado uma diferenca de potencial. Ap6s a geragdo de um campo elétrico ao
longo do tubo capilar, os componentes da amostra migram com velocidade
constante, independentemente uns dos outros, como consequéncia de suas
mobilidades (TAVARES, 1996; SILVA et al., 2007).

Entre as caracteristicas favoraveis inerentes a técnica estdo a rapidez e a
capacidade de se aplicar varios métodos de analise a mesma amostra utilizando o
mesmo tubo capilar, além da quantidade reduzida de amostra (injecdo na ordem de
nanolitros), do baixo custo por analise, do alto poder de separacao, esta também o
baixo consumo de reagentes e solventes e a completa automacéo da analise, com

possibilidade de injecdo e deteccdo em fluxo (LANDERS, 2008).

2.5.4 Instrumentacao

O instrumento € composto de uma fonte de alta tensédo, capilares (geralmente
de silica fundida com didmetro interno de 15 a 100 ym e comprimento entre 30 e 150
cm), eletrodos (os de platina sdo os mais utilizados) e um detector (Figura 6)
(ROUESSAC e ROUESSAC, 2007). A fonte de alta tensdo estabelece um campo
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elétrico ao longo do capilar podendo operar com tenséo constante (-30 a 30 kV) e/ou

corrente constante (-200 a 200 pA).

Eletrodo Deteogéne

Recipiente de ; Recpients de eletrdilo

U

Computador ———~. Betroferograma

| IS MMM

Figura 6: Diagrama esquematico de um equipamento de eletroforese capilar.
Fonte: HELLER, 2010.

Nos instrumentos disponiveis comercialmente, os capilares sdo mantidos
dentro de um cartucho, que facilita a introducdo do capilar no aparelho além de
facilitar a dissipacdo do calor. O controle de temperatura do capilar € muito
importante para assegurar a repetitividade das separagfes. O controle é realizado
geralmente por ar ou liquido refrigerante, confinado no interior do cartucho onde se
encontra o capilar (LANDERS, 2008; ROUESSAC e ROUESSAC, 2007).

O tubo capilar é, entdo, preenchido com um eletrdlito de corrida, geralmente
com propriedades tamponantes, e as extremidades sdao mergulhadas em recipientes
(contendo a mesma solugéo), onde é aplicada uma diferenca de potencial, que gera
uma corrente elétrica no interior do capilar. Os eletrodos também sdo mergulhados
na solucédo para fechar o circuito (JIMIDAR, 2006; LANDERS, 2008).

2.5.4.1 Introducdo da amostra

A introducdo da amostra no capilar pode ser feita de duas formas: injecéo
hidrodinAmica (pressao/tempo), através da criacdo de um gradiente de presséo
entre os reservatérios da amostra e do eletrdlito de corrida, enquanto as

extremidades do capilar estdo mergulhadas nestes reservatorios ou por injecéo
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eletrocinética (tensdo/tempo), onde um determinado valor de potencial é aplicado
entre os reservatorios da amostra e eletrélito durante um intervalo de tempo definido,
enguanto a extremidade apropriada do capilar € inserida no reservatorio da amostra,
ao passo que a outra extremidade € colocada no reservatorio do eletrélito de corrida
(SILVA et al., 2007).

Na injecdo hidrodinamica, modo utilizado no presente trabalho, uma pequena
aliquota (representativa da composicdo do soluto na amostra) € introduzida no
capilar. Em termos de volume isso representa geralmente entre 1 a 10 nL
dependendo das dimensfes do capilar, do tempo de injecdo, da viscosidade da

solucdo tampao e da diferenca de pressao estabelecida (TAVARES, 1996).

2.5.4.2 Sistemas de deteccéo

O processo de deteccdo em eletroforese capilar é desafiador devido as
reduzidas dimensfes do capilar que implicam em caminhos Opticos curtos e minimo
espaco para o uso de eletrodos. Os detectores podem ser classificados em dois
tipos: os detectores universais que medem a diferenca entre alguma propriedade do
soluto em relacdo a solucéo (detectores de indice de refracdo e condutividade, entre
outros que empregam métodos indiretos) e os detectores especificos que medem
uma propriedade especifica do soluto, que ndo é semelhante em todas as espécies,
logo se limitam aos solutos que possuem a referida propriedade (fotodetectores
baseados na absorcéo na regido do UV/vis, na fluorescéncia, ou no espalhamento
Raman, os espectrometros de massas, 0s detectores amperométricos e 0s
radiométricos). Os detectores especificos sdo mais sensiveis que os detectores
universais e fornecem intervalos mais amplos de faixa linear de resposta (Tavares,
1996).

Em eletroforese capilar de zona é comum utilizar o detector de arranjo de
diodos (DAD), ja que a sua aplicacdo torna viavel o monitoramento da amostras em
diferentes sinais durante a corrida, isso é possivel porque cada matriz tem diferentes
comprimentos de onda de absorcdo (sinal). A deteccdo é feita diretamente no

capilar, ja que a janela Optica é feita diretamente no mesmo (HEIGER, 2000).



42

2.5.5 Fundamentacéao tedrica

De acordo com o tipo de analito presente na amostra, cada componente se
desloca com uma mobilidade caracteristica e, devido aos diferentes tipos de
mobilidades existentes, cada uma recebe uma denominagao correspondente, assim
algumas definicdes sao necessarias para melhor compreenséo:

» Mobilidade Iénica: é a mobilidade do ion totalmente dissociado a diluicdo infinita;

» Mobilidade Efetiva: € a mobilidade de um ion num determinado pH;

» Mobilidade Eletrosmética: € o valor da mobilidade do fluxo eletrosmético (FEO);

» Mobilidade Aparente: é a mobilidade obtida diretamente de um eletroferograma
(TAVARES, 1996; LANDERS, 2008).

A mobilidade i6nica ou eletroforética (ue) € diretamente proporcional a carga

(q) e inversamente proporcional ao raio hidratado (r) e a viscosidade do meio (1),

conforme pode ser observado na equacgéao 1:

He = 1 (1)

Com a aplicacdo da tensdo, as espécies carregadas adquirem velocidades
eletroforéticas (ve) dependentes do campo elétrico (E) gerado no capilar e da

mobilidade eletroforética (ue) de cada espécie (equacao 2).

Ve = UeE (2)

A (ue) pode apresentar variagdes em seus valores para uma mesma espécie
dependendo do eletrélito de corrida utilizado na separacdo. Neste momento,
introduz-se o conceito de mobilidade efetiva (ue) formulado a partir da funcéo de

distribuicdo das espécies (a), conforme a Equacéo 3:
.uef = Zaﬂe (3)
O conceito de mobilidade efetiva € muito importante, pois a resolu¢do entre

dois analitos com mobilidades muito proximas em uma determinada matriz € obtida

através da escolha adequada dos componentes do eletrélito de corrida e,
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consequentemente, do seu pH ou pela adigdo de alguma substancia ao eletrdlito de
corrida, bastando que os pKas das espécies de interesse sejam diferentes para que
se promova a separacao com uma boa seletividade.

Além da mobilidade, outro fendmeno responsavel pela separacdo das
substancias em EC é o fluxo eletrosmotico. O capilar € constituido de silica fundida,
nesse material existem grupos silanéis (SiOH) que, em um determinado intervalo de
pH se ionizam, deixando as paredes do capilar carregadas negativamente e cargas
positivas livres em solugdo, para manter a eletroneutralidade dentro do tubo. Uma
camada de cétions formada pelos contra-ions do eletrdlito de corrida e agua (H,O)
adere a parede do capilar. A primeira camada de cations (+) ndo tem carga
suficiente para neutralizar a superficie de anions (-) do capilar. Logo, mais cations
hidratados sdo atraidos, resultando em um fenbmeno de dupla camada elétrica. A
concentracdo de ions de carga oposta na superficie diminui com a distancia da
parede e, esta regido € conhecida como camada difusa da dupla camada elétrica
(TAVARES, 1996).

Quando um campo elétrico € gerado no capilar, a camada difusa é afetada
por forcas elétricas e comeca a migracdo dos ions em direcdo aos eletrodos de
carga oposta; como esses ions estdo solvatados por moléculas de agua, esse
deslocamento promove um fluxo de solu¢cdo chamado fluxo eletrosmatico (Figura 7).
Esse fluxo € o responsavel por arrastar os analitos, independentemente de suas
cargas, em direcéo ao detector (TAVARES, 1996).

Superficie do Capilar

Fluxo Eletrosmoético [ >

Figura 7: Representacdo esquematica do fluxo eletrosmdtico.
Fonte: GONCALVES FILHO, 2007.
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A magnitude do fluxo eletrosmético pode ser mensurada em termos de
velocidade ou mobilidade segundo as equacdes 5 e 6 (SCHWER e KENNDLER,
1991; KIRBY e HASSELBRINK JR, 2004).

¢
Vosm = _%E (5)

= - ©)

MOSTH n

Onde vyosm € a velocidade do FEO, &, é a permissividade ao vacuo, € é a
constante dielétrica, { é o potencial zeta, n é a viscosidade da solucdo de eletrélito
utilizada, E € o potencial aplicado e osm € a mobilidade do FEO.

De acordo com estas expressfes, o fluxo eletrosmético é diretamente
proporcional ao potencial zeta (¢), uma vez que, as outras incognitas sdo constantes
fisicas. O potencial zeta é uma diferenca de potencial existente muito préxima a
superficie do capilar, gerada a partir da dupla camada elétrica. Este depende da
carga na superficie da parede do capilar e a carga depende do pH, sendo assim, o
FEO é diretamente proporcional ao pH do eletrolito (SCHWER e KENNDLER, 1991).

Abaixo de pH 4,0, a ionizacdo dos grupos silandis € pequena e o FEO néo é
significante, enquanto que acima de pH 8,0 os grupamentos silandis ficam
completamente ionizados e portanto o FEO é considerado alto (HAYES e EWING,
1992).

O potencial zeta € gerado em todo o comprimento do capilar e produz uma
velocidade de fluxo uniforme sem geracdo de pressdo. Sendo assim, pode-se dizer
gue o perfil do FEO é plano e esta caracteristica faz com que a EC ndo promova o
alargamento dos picos em razdo do fluxo, pois os analitos se movem com
velocidades muito proximas (Figura 8)(TAVARES, 1996).

Figura 8: Perfil de fluxo gerado por presséo (A) e o fluxo eletrosmético (B).
Fonte: HELLER, 2010.
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Em EC, existem dois modos de analise, conforme ilustra a Figura 9: o co-
eletrosmotico (em que os analitos migram na mesma direcao e sentido do FEO) e o
contra-eletrosmotico (os analitos migram na mesma direcdo, mas em sentido oposto
ao FEO) (TAVARES, 1997a).

Fluxo Eletrosmodtico Mormal
I

Analito

Deteccéao

Mobilidade observada = mobilidade do analito — mobilidade do fluxo

Fluxo Eletrosmotico Invertido

B [:

Analito

Detecgao

| Mobilidade observada = mobilidade do analito + mobilidade do fluxo |

Figura 9: Representacé@o esquemética dos modos de operagédo em eletroforese capilar. A) contra-
eletrosmotico; B) co-eletrosmético.
Fonte: GONCALVES FILHO, 2007.

Com a existéncia do FEO fica claro que a migracéo das espécies em EC nao
depende apenas das préprias mobilidades eletroforéticas, mas também da
mobilidade do fluxo eletrosmaético e, esta por sua vez, depende da escolha da

composicao do eletrélito de corrida.

2.5.6 Aditivos

Na eletroforese capilar de zona € comum o uso de aditivos no eletrdlito de
corrida para minimizar a adsor¢do de compostos com a parede do capilar, facilitar a
solubilidade da amostra e/ou alterar a mobilidade dos analitos ou do fluxo
eletrosmotico (TAVARES, 1997a).

Na separacdo de analitos anidnicos pelo modo coeletrosmético deve-se
considerar um requisito importante, a inversdo do fluxo eletrosmaético, obtida pela
inversdo da polaridade de separagdo, assim como, com 0 uso de sais quaternarios
de amoénio, como brometo de tetradeciltrimetiiaménio (TTAB) ou brometo de

cetiltrimetilaménio (CTAB). Estes surfactantes invertem o fluxo eletrosmatico atraves
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da formagédo de uma camada carregada positivamente junto a parede do capilar,

enguanto que o seio da solucédo fica neutro conforme mostra a Figura 10.

Superficie do Capilar

CTAB

< | Fluxo Eletrosmético

Figura 10: Representacao esquematica do fluxo eletrosmético invertido.
Fonte: GONCALVES FILHO, 2007.

Neste trabalho, optou-se pelo CTAB para reverter o fluxo eletrosmético.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Desenvolver uma metodologia analitica simples para separacao, identificacao
e quantificacdo simultanea dos ions de nitrito e nitrato em amostras de soro lacteo,

utilizando a técnica de Eletroforese Capilar de Zona (CZE).

3.2 ESPECIFICOS

- Testar software de simulacdo de parametros de eletrélito de corrida e separacao
eletroforética para otimizacao sistematica do método;

- Avaliar os possiveis efeitos de matriz em amostras de soro lacteo.

- Quantificar o total de nitrito e nitrato presente no soro lacteo proveniente da

producao de queijos cuja tecnologia envolve a adi¢cdo de nitrato sodio;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e agua foi purificada por
deionizacdo (Sistema de osmose reversa Quimis, Sdo Paulo, Brasil). O Tris-
metilaminometano (TRIS) e o acido cloridrico (HCI) foram obtidos da Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil), o brometo de N-cetil-N,N,N-trimetilaménio (CTAB) foi obtido da
Sigma-Aldrich (S&o Paulo, SP, Brasil). O hidréxido de sédio (NaOH) foi obtido da
Synth (Sdo Paulo, Brasil). As solucdes padrdes de nitrato (NO3) e nitrito (NOy)
foram obtidos da Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil).

Solugbes estoques dos componentes do eletrélito de corrida foram
preparadas com concentracées de 200 mmol L™ de TRIS, 120 mmol L™ de HCl e 20
mmol L™ de CTAB.

As solucdes estoque de TRIS e HCI foram mantidas sob refrigeracéo (5°C). Ja
a solucdo estoque de CTAB foi mantida a temperatura ambiente (para evitar
formacéao de cristais) bem como a solucao estoque de NO3 1000 mg/L e o NaOH 1,0
mol L. J& a soluc&o estoque de NO, 1000 mg/ L foi mantida sob refrigeracado (5°C),
conforme orientacéo do fabricante.

O eletrdlito de corrida foi composto por 100 mmol L™ de TRIS, 50 mmol L™ de
HCl e 0,150 mmol L™ de CTAB, com pH em torno de 8,20.

4.2 INSTRUMENTACAO

Os experimentos foram realizados em um equipamento de EC modelo
HP7100 da marca Agilent Technologies (Palo Alto, CA, E.U.A.) disponivel na
Universidade Federal de Juiz de Fora, equipado com um detector de arranjo de
diodos, comprimento de ondas ajustado em 210 nm, temperatura controlada no
interior do cartucho em 25°C e aquisicdo e tratamento dos dados em software
ChemsStation. O capilar utilizado foi de silica fundida com revestimento externo de
polimida (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA) com comprimento total de
48,5 cm e comprimento efetivo até o detector de 40,0 cm, 50 ym de didametro interno
e 365 uym de diametro externo. As amostras foram injetadas hidrodinamicamente

pela extremidade mais afastada do detector (“inlet”) sob pressao de 50 mbar por 5
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segundos. A tensao aplicada para a separacédo foi de -15 kV, com polaridade
negativa no lado da injecao.

As condicdes eletroforéticas foram adaptadas do trabalho de Oliveira et al.,
(2012) que determinaram NO, e NO3 em aguas de corregos utilizando eletroforese
capilar de zona. As condi¢cdes foram otimizadas em funcdo da complexidade da

amostra de soro lacteo.

4.3 AMOSTRAS

4.3.1 Coleta das amostras

Foram analisadas amostras de soro lacteo, fornecidas pelo Instituto de
Laticinios Candido Tostes, localizado na cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais.
Estas amostras foram provenientes da producdo de queijos prato e parmeséo, que
embora apresentem diferentes caracteristicas e tecnologias de producéo, sao
gueijos nos quais pode ocorrer o estufamento tardio durante a maturagcdo. Assim,
durante a producédo foram adicionados 40 mL de nitrato de s6dio (NaNO3) solucao a
50% m/v para cada 100 litros de leite, para prevenir tal defeito.

As amostras de soro lacteo foram coletadas ao final da primeira mexedura
(com duracdo média de 20 minutos) em frascos apropriados e conservadas em
geladeira sob temperatura de 10°C por até dois dias ou congeladas até a realizacédo
das andlises.

Algumas amostras de soro lacteo provenientes da producédo de queijo Minas
frescal (sem adicdo de nitrato de sodio ou potassio), foram cedidas pelo Laticinio
Coalhadas, localizado na cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais.

As amostras foram coletadas ao final da produgdo e acondicionadas em
frascos apropriados e conservadas em geladeira sob temperatura de 10°C por até

dois dias ou congeladas até a realizacao das analises.
4.3.2 Preparo das amostras
As amostras de soro lacteo (quando congeladas) foram descongeladas

gradualmente em geladeira, evitando choque térmico. Em seguida foram

centrifugadas por 5 minutos a 6000 rotacdes por minuto (R.P.M.) com uma forca
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centrifuga relativa ou forga gravitacional de 2350 x g, separando em duas fases,
onde a porcao intermediaria foi pipetada e posteriormente diluida conforme mostra a
tabela 4.

Tabela 4: Esquema de preparo e diluicdo das amostras e padrées de NO, e NO3'.

Tipo Amostra Agua Padréo* Total

Amostra 1:10 1000 pL 9000 pL _ 10000 pL

Amostra 1:10 + Padrdo MIX 1000 pL (9000 pL- MIX) MIX (NO, / NO3) 10000 pL

Amostra 1:10 + Padréao NO, 10000 pL
NO,’ 1000 pL (9000 pL- NOy)

Amostra 1:10 + Padréo NO5 10000 pL
NO3’ 1000 pL (9000 pL- NOg)

Padrao MIX 5 (10000 pL- MIX)  MIX (NO, / NOy) 10000 pL

Padrdo NO, B (10000 pL- NO,) NO, 10000 pL

Padréo NO5 B (10000 pL- NO3) NOg 10000 pL

*0s volumes variaram de acordo com a concentracdo desejada, partindo de uma solucéo estoque de 1000 mmol L™ de NO, e
NO;3.

MIX = NO; + NO3
Todos os dias, no inicio das analises, uma amostra da agua deionizada foi
analisada (branco) para verificar a possivel presencga de nitrito e nitrato.

4.4 PROCEDIMENTO ANALITICO

Quando o capilar novo foi utilizado, este foi condicionado por flush de presséo
com solucdo aquosa de NaOH 1,0 mol L™ por 30 minutos, 4gua deionizada por 10

minutos e solucédo de eletrolito por 15 minutos, conforme mostra a tabela 5.

Tabela 5: Procedimento para condicionamento do capilar novo (nunca utilizado)

Procedimento Eletrolito Tempo (minutos)
Flush NaOH 1mol L™ 30
Flush Agua deionizada 10
Flush Eletrdlito 15

A cada dia, antes do inicio das analises, o capilar foi pré-condicionado com
solucdo aquosa de NaOH 1,0 mol L™ por 5 minutos, agua deionizada por 10 minutos
e com eletrélito de corrida por 15 minutos. Entre as determinagdes o capilar foi

condicionado durante 3 minutos com o eletrélito de corrida, como detalha a tabela 6.
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Tabela 6: Procedimento para pré-condicionamento diério do capilar.

Procedimento Eletrélito Tempo (minutos)
Flush NaOH 1mol L™ 5
Flush Agua deionizada 10
Flush Eletrdlito 15
Flush entre corridas Eletrolito 3

4.5 SOFTWARES

Foi utilizado o software PEAKMASTER®, versdo 5.3, para calcular a migracao
dos analitos em funcdo de determinados parametros de entrada (JAROS et al.,
2011). Esses parametros envolvem concentracdo dos componentes do eletrolito de
corrida, pKa e mobilidade ibnica de todas as espécies envolvidas na separacao.
Valores tabelados para uma gama de compostos (~ 400) foram incluidos e podem
ser selecionados dentro do programa. Além disso, o usuario pode especificar uma
variedade de outros parametros, tais como o comprimento capilar (total e efetivo),
tensdo aplicada, polaridade, presenca e mobilidade do fluxo e o tipo de sinal pode
ser escolhido entre condutividade, deteccéo direta ou deteccao indireta. Além disso,
a mobilidade pode ser automaticamente ajustada para levar em consideracdo o
efeito da forca ibnica (JOHNS et al., 2009). A saida do programa é exibida como um
eletroferograma simulado, juntamente com os dados tabulados, incluindo a
mobilidade efetiva e tempos de migracéo para cada analito.

O software Statistical Package for Social Science (SPSS®) da IBM® versdo
22.0, foi utilizado em conjunto com o software Microsoft Excel® 2010 para tratamento

estatistico dos dados obtidos.
4.6 ESTUDO DA LINEARIDADE

Refere-se a relacdo funcional entre o valor esperado para o sinal ou resposta
e a quantidade de analito e é apresentado na forma de um gréfico que relaciona as
respostas do equipamento em funcdo de varias concentracdes do analito. A
linearidade se refere a capacidade da curva em demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra
(SANTANA et al., 2007).
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Para o estudo de linearidade foi construida uma curva de adi¢cdo de padréo e
uma curva de calibracdo externa, ambas em seis niveis de calibracdo (10, 20, 40,
60, 80 e 100 yL de NO37/10 mL) e calculada a partir da equacéo da regressao linear

(equacéo 12).
y=ax+b (12)

Sendo:

y = Resposta medida

x = Concentracao

a = Inclinacéo da curva de calibracéo (sensibilidade)

b = Intersecdo com o eixo y

4.6.1 Avaliacao do efeito de matriz na porcentagem de recuperacao dos analitos

Para avaliar o efeito de matriz em amostras de soro lacteo na analise de
nitrato e nitrito por eletroforese capilar de zona foi feito o teste de superposicdo de
matriz.

Quando solugbes padrao preparadas em agua deionizada e analisadas por
eletroforese capilar de zona, apresentam respostas diferentes das mesmas solugbes
padrdo preparadas no extrato da matriz, isenta dos analitos, caracteriza-se o efeito
de matriz. Para avaliar essa influéncia dos compostos na matriz foram preparadas
duas séries de solucdes padrao contendo os dois analitos nas concentracées de 1,0;
2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 mg L™. A primeira série foi preparada pela diluicdo dos
padroes, contendo somente o NOsz (uma vez que em amostras reais nao foi
identificado o NO;), em agua deionizada. A segunda série dos padrdes foi
preparada pela diluicdo dos padrées no extrato da matriz, soro lacteo proveniente da
producdo de queijo minas frescal (isentas dos analitos). Foi feito um sorteio
elencando a ordem de preparo das diluicbes bem como a ordem de analise no
equipamento, a fim de garantir independéncia dos resultados. Foram feitas triplicatas

auténticas em todos os niveis de concentracao.
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4.6.2 Verificacéo da falta de ajuste

Para verificar se as concentracfes satisfaziam ao modelo linear foi necessario
primeiramente retirar os outliers (valores aberrantes da analise), no maximo 3
valores, que correspondem a aproximadamente 22%, por se tratar de um conjunto
de 18 dados, utilizando o método dos residuos padronizados Jacknife (HORWITZ
1995). Posteriormente foi realizada a avaliacdo dos residuos da regresséo, atraves
do MMQO (método dos minimos quadrados ordinarios) que parte da premissa que
os residuos seguem a distribuicdo normal, tém variancia constante ao longo do eixo
X e sao independentes. Tais premissas relacionadas a andlise de regressao foram
avaliadas quanto a normalidade por Ryan e Joiner (1976); homogeneidade por
Cochran e independéncia dos residuos de regressao por Durbin e Watson (1951). O
teste F foi conduzido para verificar o ajuste ao modelo linear por meio da avaliagcéo
da significancia da regressao (DRAPER e SMITH 1998).

4.7 FIGURAS DE MERITO

As figuras de mérito foram estudadas conforme descrito pela Associagédo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2001) e EURACHEM (1998). Os parametros
avaliados foram: precisdo (através do coeficiente de variacdo e repetitividade),
exatidao (através da recuperacao), limites de deteccdo e quantificacdo (LD e LQ),
linearidade e faixa de trabalho. Inicialmente a amostra de soro lacteo foi analisada
em duplicata visando determinar o teor inicial do analito estudado.
a) Precisao

al) Coeficiente de variagao

Utilizou-se a equacéo 7, para o calculo do coeficiente de variacao.

CV =100 x f—c 7)

Onde s € o desvio padrdo da amostra e x € a média amostral.
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a2) Repetitividade (r)

A repetitividade € caracterizada como o grau de concordancia entre o0s
resultados de medi¢cdes sucessivas de um mesmo mensurando efetuadas sob as
mesmas condigcdes de medicdo (LINK, 2000). Neste trabalho, as medidas foram
obtidas por um Unico operador, utilizando o mesmo equipamento de medicdo e
método, ao medir repetidas vezes (30 vezes) uma mesma grandeza de uma Unica
amostra (soro lacteo).

A repetitividade, normalmente determinada para circunstancias especificas de
medicdo, tem trés formas de expressa-la: por meio da repetitividade, precisao
intermediaria e da reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio
padrédo e coeficiente de variacdo. A partir do desvio-padrdo dos resultados dos
ensaios sob condicdo de repetitividade, a repetitividade (r) foi calculada conforme
equacdo 8, o que capacita o0 analista a decidir se a diferenca entre analises

realizadas € significante:

r=txv2xs (8)

Sendo: s 0 desvio-padrédo da amostra e t a distribuicao de Student, dependente do

tamanho da amostra e do grau de confianga (95%).

b) Exatidao

A recuperacdo do analito foi estimada pela analise de amostras fortificadas
com quantidades conhecidas do mesmo (adicdo de padrdao ou spike), a
concentracdo adicionada foi de 40 pL/1000 pyL. Foram preparadas 10 aliquotas de
uma mesma amostra e todas foram analisadas em triplicatas, por um mesmo
analista, em um curto periodo de tempo e utilizando o mesmo equipamento. O

célculo foi realizado conforme equacao 9:

R (%) = (“=7) x 100 (9)

Sendo:
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R = Recuperagao
C1 = Concentracao do analito na amostra fortificada
C2 = concentracéo do analito na amostra nao fortificada

C3 = concentracao do analito adicionada a amostra fortificada
c) Limite de Deteccédo — LD

O limite de deteccéo refere-se a menor concentracdo do analito que pode ser
detectada, mas nao necessariamente quantificada e pode ser expresso tanto pelo
método visual, relacdo sinal-ruido ou por parametros da curva analitica (CURRIE,

1999). O LD foi calculado conforme a equacgéo 10.
LD =3 10
=2 (10)

Onde m é sensibilidade da calibracdo (inclinacdo) e sb é o desvio-padrdo da

amostra (regido adjacente ao pico de NO3', onde ndo havia nenhum pico).
d) Limite de Quantificacdo - LQ

O limite de quantificacdo é definido como a menor concentracdo do analito que
pode ser quantificada na amostra, com exatiddo e precisdo aceitaveis sob as
condicbes experimentais adotadas, e pode ser expresso da mesma forma que o
limite de deteccdo (CURRIE, 1999). Para a determinacdo do LQ utilizou-se a

equacéao 11.
— 0sp
LQ =% (11)

Onde m é sensibilidade da calibracao (inclinacdo) e sb € o desvio-padréo da

amostra (regido adjacente ao pico de NOj3', onde ndo havia nhenhum pico).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTES PRELIMINARES

Por se tratar de uma matriz complexa, foram realizados testes preliminares
para limpeza e extracdo da amostra de soro lacteo. Geralmente, as amostras
alimenticias destinadas as anélises de nitrato e nitrito, passam por um processo de
desproteinizacao, utilizando na maioria das vezes varios reagentes/solventes, como
por exemplo o tetraborato de sddio (Borax). A desproteinizagdo € seguida por uma
etapa de clarificacdo da amostra utilizando ferrocianeto de potassio e acetato de
zinco. No entanto, o controle do pH é de suma importancia, pois de acordo com
Usher e Telling (1975), a extracdo deve ser realizada em pH neutro, ou levemente

alcalino, uma vez que o nitrato e o nitrito sdo instaveis em pH menor que 5,0.

5.1.1 Testes com tetraborato de sodio (Borax)

bY

Neste foram realizados testes adicionando a amostra de soro lacteo

tetraborato de s6dio 130 mmol L'l, conforme mostra a tabela 7:

Tabela 7: Esquema de preparo e diluicdo das amostras, utilizando Bérax.

Amostra Quantidade de Borax ~ Tempo de Centrifugacdo* Filtragem (0,45 pm)
2mL 1 mL 5 min a 6000 R.P.M. Sim
2mL 2 mL 5 min a 6000 R.P.M. Sim
1 mL 2 mL 5 min a 6000 R.P.M. Sim

* Forca centrifuga relativa ou forga gravitacional de 2350 x g.

Apo6s a filtragem as amostras foram diluidas em agua deionizada na
proporcao de 1:50 (amostra:agua) e injetadas no equipamento, porém os resultados
ndo foram satisfatorios, pois o eletroferograma s6 apresentou ruidos e nenhum
analito foi identificado, conforme mostra o eletroferograma A da Figura 11. Os testes
foram repetidos com uma diferenca, as amostras de soro lacteo foram dopadas com
padrées de nitrato e nitrito em concentragcbes conhecidas, mais uma vez 0sS
resultados foram negativos, ndo houve identificacdo dos analitos, conforme mostra o

eletroferograma B da Figura 11.
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Figura 11: Eletroferogramas A e B correspondem a amostras sem padrdo e amostras + padréo,
respectivamente.

CondicBes operacionais: injecdo de 10 segundos a 50 mbar, Voltagem aplicada de -15 kv,
temperatura controlada no interior do cartucho de 25°C e detec¢éo indireta em 210 nm. Eletrdlito de
corrida: 100mmol L™ TRIS, 50 mmol L™ HCI e 0,150 mmol L™ .

5.1.2 Testes com centrifugacao, diluicao e filtragem

Foram realizados outros testes onde as amostras foram centrifugadas (5 min.
a 6000 R.P.M., com forca centrifuga relativa ou forca gravitacional de 2350 x @),
filtradas (filtro Milipore 0,45 um) e diluidas em agua nas proporc¢ées: 1:10; 1:25; 1:40;
1:50 e 1:75 (amostra:agua).

Em seguida as amostras foram dopadas com padrdes de nitrato e nitrito em
concentracfes conhecidas, desta vez os resultados foram melhores, porém os picos
dos analitos ficaram coeluidos (juntos), dificultando a identificagéo de cada qual.

As condicBes eletroforéticas foram mantidas, porém o eletrélito de corrida foi
trocado e varios testes foram feitos com diferentes constituintes e concentragfes
para compor o eletrdlito de corrida.

A etapa de filtragem foi retirada, uma vez que testes mostraram diferencas
estatisticas entre as amostras filtradas e as amostras que néo foram filtradas, pois

parte do nitrato (12,13%) estava ficando retido no filtro.
5.1.3 Testes com outros eletrélitos de corrida
a) Meio nédo aquoso (Metanol/Acetonitrila, TRIS-HCI)
Embora a simulagéo realizada no PEAKMASTER® (Figura 12) com o TRIS-

HCl em meio ndo aquoso nao tenha apresentado os resultados esperados, pois 0s

analitos ndo separaram totalmente, os testes no equipamento se mostraram
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satisfatérios para padrbes, porém ao efetuarmos os testes com amostras de soro
lacteo, ndo houve separacdo dos picos e apresentou muito ruido como detalha a
Figura 13.

Simulac&do TRIS/HCI 1 ACN : 1 Metanol

12
2.0

15
1.0

0.0

mAuU

0.5 1 15
-0.5

-1.0

-1.5 .
Tempo (minutos)

Figura 12: Eletroferograma de simulacao de eletrdlito de corrida TRIS/HCI em ACN/Metanol (1 :1).
Os picos 1 e 2 correspondem ao NO, e NOg’, respectivamente.

TRIS/HCI meio ndo aquoso

10
5
o
<
E 0
U —
50 2 4 6

Tempo (minutos)

Figura 13: Eletroferograma TRIS/HCI em ACN/Metanol (1 :1).

Condi¢cBes operacionais: injecdo de 5 segundos a 50 mbar, Voltagem aplicada de -15 kv,
temperatura controlada no interior do cartucho de 25°C e detec¢éo indireta em 210 nm. Eletrdlito de
corrida: 100mmol L™ TRIS, 50 mmol L™ HCl e 1 ACN:1Metanol.

b) HIBA

As simulacdes com o HIBA no PEAKMASTER® apresentou resultados
promissores (Figura 14), no entanto, na prética os resultados ndo foram satisfatérios
uma vez que os analitos ndo foram separados como mostra a Figura 15, assim
outros testes foram realizados.
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Simulacéo HIBA
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Figura 14: Eletroferograma de simulacao de eletrdlito de corrida com HIBA.
Os picos 1 e 2 correspondem ao NO, e NOg’, respectivamente.
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Figura 15: Eletroferograma HIBA. Condi¢des operacionais: inje¢cdo de 5 segundos a 50 mbar,
Voltagem aplicada de -15 kv, temperatura controlada no interior do cartucho de 25°C e deteccéo
indireta em 210 nm. Eletrélito de corrida: 50mmol L™ TRIS, 65 mmol L™ HIBA e 0,150 mmol L™ CTAB.

c) Acido Ftalico

Na simulacéo com o &cido ftalico houve comigracéo (Figura 16). Assim testes
no equipamento foram realizados, comprovando a ineficiéncia do eletrdlito, como

detalha a Figura 17.
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Figura 16: Eletroferograma de simulacdo de eletrdlito de corrida com &cido ftalico.
O pico 1 corresponde a comigracdo do NO, e NOs'.
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Figura 17: Eletroferograma acido ftalico. O pico 1 corresponde a comigragéo do NO, e NOs'.
Condi¢cBes operacionais: injecdo de 5 segundos a 50 mbar, Voltagem aplicada de -15 kv,
temperatura controlada no interior do cartucho de 25°C e detec¢éo indireta em 210 nm. Eletrdlito de
corrida: 50mmol L™ TRIS, 35 mmol L™ 4cido fitalico e 0,150 mmol L™ CTAB.

5.2 RESULTADOS OTIMIZADOS

A partir dos testes preliminares foi possivel encontrar a melhor condi¢do de
andlise, onde foram utilizadas as condi¢bes descritas na Figura 18, utilizando meio
aquoso (o que tornou a técnica mais atraente, pois ndo ha a utilizagdo de solventes
organicos) com a otimizacdo de alguns parametros eletroforéticos. As amostras
foram simplesmente centrifugadas (5 minutos a 6.000 R.P.M., com forca centrifuga
relativa ou forca gravitacional de 2350 x g) e diluidas em agua. Os resultados foram

satisfatérios como exemplifica a Figura 18.
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Figura 18: Eletroferogramas de padr6es e amostra de soro lacteo com padrédo nas concentracdes
0,1; 1,0 e 10 mg/L de padrées NO, e NO;3; Os picos 1 e 2 correspondem ao NO, e NOs,
respectivamente.

CondicBes operacionais: injecdo de 5 segundos a 50 mbar, Voltagem aplicada de -15 kv,
temperatura controlada no interior do cartucho de 25°C e detec¢éo indireta em 210 nm. Eletrdlito de
corrida: 100mmol L™ de TRIS, 50 mmol L™ de HCI e 0,150 mmol L™ de CTAB.
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5.3 ESTUDO DA LINEARIDADE

Em testes preliminares foram construidas curvas analiticas com padrdo NOg,
partir da concentracéo de 0,1 mg L™, porém na faixa de 0,1 a 1 mg L™, ndo houve
linearidade, houve falta de ajuste e optou-se pela concentracéo de 1,0 a 10,0 mg L™,

As curvas analiticas (Figura 19) foram construidas através da injecao de
padréo de NO5;” em concentracdes crescentes (1,0, 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0 mgL ™) e

analisadas nas condi¢fes analiticas otimizadas (item 5.2).

Comparacao entre a curva de adicdo de padrdo e a curva de calibracéo

externa
20
18
y = 0.9704x + 8.5341
16 R2=0.9744
14
g 12
< 10
8
6
y = 0.9065x + 0.0882
4 R? = 0.9856
2
0
0 2 4 6 8 10 12

[NO3]

Figura 19: Comparacéo entre a curva de adicdo de padréo” e a curva de calibragéo externa’.

Onde: @ Curva de calibracdo externa
¢ Curva de adicgo de padréo

A linearidade da resposta do detector do sistema de deteccéo foi verificada
através da regressao linear dos dados das curvas analiticas.

Um coeficiente de correlacdo (r) maior que 0,999 é considerado como
evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo. A ANVISA (2003)
e Ribani et al. (2004), recomendam um coeficiente de correlacéo igual ou superior a
0,99. Logo, observa-se que os valores de r obtidos sdo menores que 0,99, sugerindo
gue ndo existe uma resposta linear (ndo ha uma relacao direta sinal/concentracao)

do detector na faixa de 1,0 a 10,0 mg/L para os analitos estudados.

? Curva de calibragéo externa: é construida com os resultados analiticos obtidos pela analise do padrdo em concentragées
conhecidas adicionado a uma solugéo (geralmente dgua deionizada) ou amostra isenta do analito de interesse.

® Curva com adic&o de padréo: é construida com os resultados analiticos obtidos pela analise do padréo em concentragées
conhecidas adicionado a amostra contendo o analito de interesse.
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5.4 AVALIACAO DO EFEITO DA MATRIZ - SELETIVIDADE

A determinacdo de analitos em alimentos constitui-se um problema especial
para a Quimica Analitica, visto que se deve determinar em niveis de tracos, de
microgramas (10°) a picogramas (10™%?), de uma determinada substancia, seus
metabolitos ou produtos de degradacdo, em presenca de uma grande quantidade de
material estranho, inerente da amostra.

A presenca de todos esses compostos, analitos e componentes da matriz,
podem interferir durante a andlise eletroforética, influenciando na quantidade do
analito que é transferido para a capilar. Esta interferéncia dos componentes da
matriz, na quantificacdo dos analitos na analise eletroforética, € denominada de
efeito de matriz (GONZALEZ et al., 2002). O efeito da matriz pode gerar sérios
problemas analiticos, devido a possivel superestimacdo da concentracdo dos
analitos (ZROSTLIKOVA et al., 2001) ou diminuicdo da resposta do detector de um
analito presente no extrato da amostra comparado ao mesmo analito em solvente
organico ou agua deionizada (HAJSLOVA et al., 1998; EURACHEM, 1998; BRUCE
et al., 1998; ZROSTLIKOVA et al., 2001, THOMPSON et al., 2002; CARDOSO et al.,
2008).

Ao comparar as duas curvas (calibracao externa e adi¢do padrao) (Figura 19),
pode-se inferir que houve efeito de matriz, impedindo que a metodologia alcancasse
boa linearidade, assim foi necessaria a utilizagdo de condi¢cbes de contorno. Tais
condi¢cbes podem envolver desde a modificagcdo na forma de extracao e limpeza da
amostra até o emprego de um artificio conhecido como “curva de dois pontos”,

sendo esta a forma escolhida para aprimorar a metodologia.
5.4.1 Condi¢des de Contorno — “Curva de dois pontos®’
Devido a complexidade da amostra, observada pelo estudo da linearidade e

consequente avalicdo do efeito de matriz, a identificacdo dos analitos foi feita

utilizando uma condicdo de contorno, conhecida como curva de dois pontos

4 “Curva de dois pontos”: A curva de calibracédo por de adigdo de padrdo com dois pontos, € um caso particular da curva de
calibragdo por de adicéo de padrdo convencional. Ou seja, do ponto de vista conceitual e pratico, a curva de calibracdo por
adicao de padréo com dois pontos leva em consideracéo um intervalo de nivel de concentragcdo compreendido entre a leitura
da amostra (nivel zero, ou seja, sem a adi¢cdo de padrao) e a leitura do primeiro nivel de concentracao de padréo adicionado
(primeiro nivel de padréo adicionado), de maneira que a inclinacéo da curva de calibrac&o por adigdo de padrao de dois pontos
estaria contida na curva de calibragao por adi¢céo de padrao convencional.
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(SKOOG et al., 2006) onde sdo adicionadas as amostras, quantidades conhecidas
de padrdo e a analise é realizada com um conjunto de amostras mais as amostras

com padréo e a quantificacao é feita por meio da equacao 13.

C — A1CSVS
X (A-ADVy

(13)

Onde:

A;= area obtida pelo eletroferograma da amostra

A,= area obtida pelo eletroferograma da amostra + padrao
Cs= concentracao da solucéo estoque

Vs= volume de padrao adicionado

V,= volume da amostra adicionada

Oliveira et al., (2012) utilizaram esta condicdo de contorno para quantificacao
de NO;" e NO3 em amostras de agua de cOrregos. Por serem amostras complexas e
apresentarem efeito de matriz, os pesquisadores optaram por este artificio. Outra
alternativa seria fazer uma nova curva de calibracdo para cada amostra analisada, o
gue tornaria a metodologia inviavel. Assim, a “curva de dois pontos” calculada a
partir da equacao (13) possibilita maior frequéncia analitica e permite que os analitos
presentes em amostras complexas sejam quantificados com confiabilidade dos

resultados.
55 VERIFICA(;AO DA FALTA DE AJUSTE

A andlise dos dados utilizados para a confeccdo da curva de calibracéo
externa mostrou que os dados seguem a distribuicdo normal através do coeficiente
de correlacdo de Shapiro-Wilk. O coeficiente de correlagcdo calculado (0,949) foi
superior ao valor critico estabelecido (0,923) com intervalo de confianca de 95%;
ndo havendo razGes para rejeitar a hipotese nula de que os dados seguem uma
distribuicdo normal (p>0,05).

Para avaliar a homogeneidade das variancias dos residuos foi realizado o
teste de Cochran. Verificou-se que o valor de t encontrado (0,353) para o teste é

inferior ao valor tabelado (0,478) e que a significancia do teste (0,998) é superior a
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0,05. Desta forma, a hipétese nula de que as variancias dos residuos de regressao
sao constantes foi aceita, havendo homogeneidade entre as mesmas.

O teste F foi conduzido para verificar o ajuste ao modelo linear por meio da
avaliacdo da significancia da regressao, o modelo ndo apresentou falta de ajuste
entre a curva e 0s pontos experimentais, uma vez que F calculado (0,82) foi maior
gue o F tabelado (2,58).

Resultados similares foram encontrados para a curva de adi¢cdo de padrao.

5.6 FIGURAS DE MERITO

5.6.1 Preciséao (repetitividade), LD e LQ

Os resultados do coeficiente de variacdo (CV) obtidos para as amostras de
soro lacteo variaram entre 0,28 e 0,36% (Tabela 8). Entretanto, esses valores
demonstram repetitividade, uma vez que os coeficientes de variacdo se encontram
abaixo do recomendado para amostras complexas. Segundo Ribani et al. (2004),
sdo aceitaveis CV de até 2% para amostras complexas.

Tabela 8 - Desvio padréo (s) e coeficientes de variacdo (CV) obtidos ap6s 30 (trinta) analises de uma
mesma amostra de soro lacteo.

Amostra* Desvio Padréo” Coeficiente de Variacéo (%)”
A 0,39 0,34
A, 0,47 0,28
Az 0,40 0,34
A, 0,48 0,29
As 0,47 0,34
Ag 0,42 0,30
A 0,44 0,31
Ag 0,50 0,36
Ag 0,42 0,30
Ao 0,47 0,34

*S&o0 10 aliquotas (em triplicatas) de uma mesma amostra de soro lacteo.
#Média das triplicatas.

s

A precisdo na faixa de trabalho é apresentada na forma de repetitividade
(Tabela 9) sendo avaliado o coeficiente de variagédo dos resultados obtidos.

O método avaliado apresenta limite de deteccdo e quantificagdo inferior ao
limite maximo de 30 mg/L, estabelecido no Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade do MAPA para soro lacteo (Brasil, 2014), estando assim de acordo com o

proposito de aplicacdo do mesmo, conforme demostrado na tabela 9.
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Tabela 9: Resultados da exatiddo e precisdo do método, expressos em limite de repetitividade,
recuperacdo média, LD e LQ.

Parametros de estudo Resultados
Repetitividade (mg/L) 1,38
Recuperacédo Média (%) 99,54
LD (mg/L) 0,068
LQ (mg/L) 0,225

5.6.2 Exatidao (recuperacgao)

Foram obtidas recuperacdes de 98,55% a 100,22% (tabela 10), resultados
gue estdo de acordo com o FDA (2007), que define como limites para recuperagao
do analito de 80% a 120%. Segundo GARP (1999), os intervalos aceitaveis de
recuperacao para analise de matrizes complexas, geralmente estdo entre 70% e
120%, com precisdo de até + 20%. Porém, quanto maior for a complexidade
analitica e da amostra, este valor podera ser de 50% a 120%, com preciséo de até +
15%.

A exatiddo do método estd de acordo também com o estabelecido na
Comunidade Europeia (2002), mesmo considerando o rigor desta norma, que é
voltada a deteccdo e quantificacdo de contaminantes em alimentos. A mesma
estabelece uma recuperacdo na faixa de 90% a 110% para que o método seja
considerado exato.

Tabela 10 - Porcentagens de recuperacéo (% R), desvio padréo (s) e coeficientes de variagcdo (CV)
obtidos apés 30 (trinta) analises em amostras de soro lacteo.

Amostra* Recuperacéo (%)” Desvio Padrdo” Coeficiente de Variacdo (%)”
Aq 99,42 0,39 0,34
A, 99,53 0,47 0,28
As 98,55 0,40 0,34
Ay 98,61 0,48 0,29
As 99,65 0,47 0,34
Ag 99,47 0,42 0,30
A 100,08 0,44 0,31
Ag 100,05 0,50 0,36
Ag 99,79 0,42 0,30
A1 100,22 0,47 0,34

*S&o 10 aliquotas (em triplicatas) de uma mesma amostra de soro lacteo.
*Média das triplicatas.

5.7 RESULTADOS DAS AMOSTRAS

Com a condicdo de contorno foi possivel estimar a concentracdo de NO3™ nas

amostras de soro lacteo, conforme mostra a tabela 11.
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Tabela 11: Resultados das concentracbes de NO, e NOj; presentes nas 13 (treze) diferentes
amostras analisadas, quantidade adicionada ao leite e a % de NO; arrastada para o soro lacteo.

Amostras* NO;3; ho soro NO, no Quantidade % arrastada para o soro lacteo

(mg/L) soro (mg/L) adicionada ao

leite (mg/L)*
A 140,1 - 200 70,05
B 139,0 - 200 69,50
C 139,8 - 200 69,90
D 139,7 - 200 69,85
E 139,2 - 200 69,60
F 138,9 - 200 69,45
G 138,9 - 200 69,45
H 139,2 - 200 69,60
I 139,1 - 200 69,55
J 139,4 - 200 69,70
L 140,7 - 200 70,35
M 140,3 - 200 70,15
N 139,8 - 200 69,90

*S&o 13 (treze) diferentes amostras de soro lacteo.
*Quantidade de NOs” adicionada ao leite destinado & produg&o dos queijos dos quais obtivemos o soro lacteo.

Os resultados das amostras corroboram com o estudo realizado por Abreu e
colaboradores (1986) onde adicionaram trés niveis de NaNOj (nitrato de sddio), 10,
20 e 50 g/100L de leite, ao leite destinado a producéo de queijos prato e observaram
gue a quantidade NO3" adicionada é diretamente proporcional a quantidade presente
no queijo e a parcela arrastada pelo soro lacteo. Estimaram que em média, 70% do
NO3 adicionado é difundida no soro lacteo, para o nivel de 20 g/100L de leite,
encontraram 143,406 mg/L com desvio padrdao em torno da média de 0,637 mg/L.
sendo esta a quantidade adotada como ideal para evitar o estufamento tardio.

Convém ressaltar que o NO;', ndo foi identificado em nenhuma das amostras
analisadas, acredito que pelo fato das amostras terem sido analisadas num periodo
maximo de trés dias apOs as coletas ou quando nao foi possivel as realizar as
analises em curto tempo, as amostras foram congeladas, evitando a redugédo do
NO3 a NO; e talvez a quantidade presente estivesse abaixo do limite de deteccéo e
guantificacdo do equipamento, ndo sendo possivel a sua identificagdo. Porém, ainda
assim, por adicdo de padréo, foi constatado que ha separacdo dos analitos, caso
seja necessario o método desenvolvido esta apto a determinar simultaneamente 0s

ions de NO, e NO3". Conforme mostra a Figura 20.
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Figura 20: Eletroferograma de amostra de soro lacteo fortificada com 20 mg/L de padrées NO, e
NOj" Os picos 1 e 2 correspondem ao NO, e NOj, respectivamente.

Condi¢cBes operacionais: injecdo de 5 segundos a 50 mbar, Voltagem aplicada de -15 kv,
temperatura controlada no interior do cartucho de 25°C e deteccéo indireta em 210 nm. Eletrdlito de
corrida: 100mmol L™ de TRIS, 50 mmol L de HCl e 0,150 mmol L™ de CTAB.

Os eletroferogramas das amostras reais de soro lacteo encontram-se

representados na Figura 21.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho uma metodologia analitica simples, rapida e confiavel para a
identificacdo e quantificacdo simultdnea dos ions de nitrito e nitrato em amostras de
soro lacteo utilizando eletroforese capilar de zona, pode ser desenvolvida e
otimizada.

O software PEAKMASTER® demonstrou ser uma importante ferramenta de
simulacdo de parametros de eletrélitos de corrida e separacgéo eletroforética, o que o
torna extremamente Gtil no desenvolvimento de métodos por eletroforese capilar.

Embora a matriz soro lacteo tenha se mostrado um tanto complexa, as
condicbes de contorno adotadas, possibilitou a viabilizacdo do método de forma
segura e precisa. Com os resultados, foi possivel comprovar que o soro lacteo
proveniente da producdo de queijos nos quais ha a necessidade de adicionar NaNOs3
durante a producao, apresenta cerca de 70% do NaNOgs inicial, 0 que o torna menos

atrativo para a industria.
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7 PERSPECTIVAS

Aplicar a metodologia desenvolvida neste estudo, em produtos acabados
(derivados lacteos), como bebidas lacteas, soro em po e até mesmo matrizes mais
complexas como queijos.

Realizar estudos sobre a viabilidade de remocédo do ion NO3" em amostras de
soro lacteo, por meio de colunas de troca ibnica e tecnologias de membranas.

Escrever, submeter e publicar o artigo.
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