UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE TECNOLOGIA EM ALIMENTOS
TECNOLOGIA EM ALIMENTOS

MARIANE CAROLINE DOS SANTOS

MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA EM FASE
REVERSA PARA DETERMINACAO DE ZINCO EM OLEOS VEGETAIS
POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

PONTA GROSSA
2017



MARIANE CAROLINE DOS SANTOS

MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA EM FASE
REVERSA PARA DETERMINACAO DE ZINCO EM OLEOS VEGETAIS
POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA

Trabalho de Concluséo de Curso
apresentado como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Tecndloga em
Alimentos, do Departamento Académico
de Tecnologia em Alimentos, da
Universidade Tecnolégica Federal do
Parana.

Orientador: Prof. Dr. Eduardo S. Chaves
Coorientadora: Priscila Karachinski dos
Reis

PONTA GROSSA
2017



Ministério da Educacao
Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Campus Ponta Grossa

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

TERMO DE APROVACAO

MICROEXTRAQAO LiQUIDO-LiQUJDO DISPERSIVA EM FASE REVERSA PARA
DETERMINACAQ DE ZINCO EM OLEOS VEGETAIS POR ESPECTROMETRIA
DE ABSORCAO ATOMICA

Por
MARIANE CAROLINE DOS SANTOS

Este Trabalho de Concluséo de Curso foi apresentado em 23 de novembro de 2017
como requisito parcial para a obtencdo do titulo de Tecndloga em Alimentos. O
candidato foi arguido pela Banca Examinadora composta pelos professores abaixo.

Apos deliberacdo, a Banca Examinadora considerou o trabalho nota 10.

Prof°. Dr°. Eduardo S. Chaves
Orientador

Priscila Karachinski dos Reis
Coorientadora

Profa. Ms. Simone Bowles
Membro titular

Kathlyn Schafranski
Membro titular

- O Termo de Aprovacgao assinado encontra-se na Coordenacéao do Curso -



Dedico este trabalho a minha mae, irmao
e a minha amiga Thalita de Paula que
indicou o curso.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me dado saulde, forca e alegria para superar as dificuldades.

A esta universidade, seu corpo docente e direcao.

Agradeco ao meu orientador Prof. Dr. Eduardo S. Chaves, pela sabedoria
com que me guiou nesta trajetoria e a minha coorientadora Priscila Karachinski dos
Reis pela amizade, ajuda e apoio.

A Universidade Tecnoldgica Federal do Parana pelo espaco e recursos
disponibilizados.

Ao CNPq pelo auxilio financeiro.

Aos meus professores por me proporcionar o conhecimento e a educag¢ao no
processo de formacédo profissional e principalmente a minha familia e amigos pelo
incentivo e apoio incondicional.

Enfim, agradeco a todos que contribuiram de alguma forma para a
finalizacdo deste trabalho.



RESUMO

SANTOS. C, Mariane. Microextracao liquido-liquido dispersiva em fase reversa
para determinacdo de zinco em 6leos vegetais por espectrometria de absorcéo
atdbmica. 2017. 50 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Tecnologia em Alimentos -
Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Ponta Grossa, 2017.

O preparo de amostras € uma etapa importante na eficiéncia da determinacao de
metais, principalmente tratando-se de amostras complexas como 6leos vegetais. A
técnica microextracdo liquido-liquido dispersiva em fase reversa (RP-DLLME) é
fundamentada na separacdo de analitos por particdo entre duas fases imisciveis,
ideal para amostras complexas. Este procedimento baseia-se na extracdo e pré-
concentragdo dos metais utilizando um solvente extrator aquoso e um solvente
dispersor organico. O objetivo do trabalho foi utilizar a RP-DLLME na extracéo e pré-
concentracdo de Zn em amostras de azeites de oliva para posterior determinacéo
por FAAS. Avaliou-se também a influéncia do tempo de armazenamento na
migracdo de Zn para o produto. Para extracdo e pré-concentracdo dos analitos
foram pesados 5 g das amostras e aquecidos por 10 min, em seguida adicionados
de 1 mL da mistura de solucdo extratora (propanol e HNO3 1% na proporgéo 1:1
v/v), agitados em vortex por 20 segundos e mantidos em ultrassom por 10 min. Em
seguida, foram determinados por FAAS. Os valores de LOQ e LOD foram de 25 ng
gl e 8ngg!e o R?foi >0,9919, mostrando ser uma técnica eficiente para extracédo
e pré-concentracdo do Zn em Oleos vegetais. As determinac6es foram realizadas em
diferentes marcas de azeites de oliva, sendo que em duas marcas nao
apresentaram um aumento significativo na concentracdo de zinco em relagdo ao
tempo de armazenamento. Entretanto, em uma das amostras a concentracao variou
de 0,19 ug g* a 0,82 ug g* apés 30 dias de armazenamento. Logo, condi¢Ges
inadequadas de armazenamento e o tipo de material da embalagem podem
comprometer a qualidade do azeite.

Palavras-chave: Armazenamento. Metais. Oleos vegetais. RP-DLLME. Zinco.



ABSTRACT

SANTOS. C, Mariane. Reversed-phase dispersive liquid-liquid microextraction
for determination of Zn in vegetable oils by atomic absorption spectrometry
2017. 50 f. Graduation Final Report in (Food Technology) - Federal Technology
University - Parana. Ponta Grossa, 2017.

The preparation of samples is an important step in the efficiency of the determination
of metals, especially in complex samples such as vegetable oils. The reversed-phase
dispersive liquid-liquid microextraction (RP-DLLME) is based on the the separation of
analytes by partition between two immiscible phases, ideal for complexes samples.
This procedure is based on the extraction and pre-concentration of the metals using
an aqueous extractor solvent and an organic dispersor solvent. The aim of this paper
was to use the RP-DLLME on the extraction and pre-concentration of Zn in olive oil
samples to posterior determination by FAAS. Was evaluated the influence of storage
time on the migration of Zn to the product. To extraction and pre-concentration of the
analytes were weighed 5g of the samples and heated by 10 minutes, then added of
1mL of the extraction solution mixture (propanol and extraction solution HNO3 1% on
the proportion of 1:1), vortex for 20 seconds and kept in ultrasound for 10 min, then
the Zn concentration determined by FAAS. The LOQ and LOD values were 8 ng g*
and 25 ng g and the R? were > 0,9919, showing being and efficient technique to
extraction and pre-concentration of Zn in vegetable oils. The determinations were
performed in different brands of olive oil, being that the two brands won’t show and
significant increase of zinc concentration in relation to the storage time. However, in
one of the samples the concentration varied from 0,19 ug g*to 0,82 ug g* after 30
days of storage. Therefore, improper storage conditions and the type of packaging
material can compromise the quality of the oil.

Keywords: Storage. Metals. Vegetable oils. RP-DLLME. Zinc.
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1 INTRODUCAO

Os Oleos vegetais sado importantes na nutricio humana e na induastria.
Atualmente, mais de 80% da producédo de Oleos vegetais no mundo € destinada a
alimentacdo humana (NUNES, 2007), o restante é utilizado na nutricdo animal e
para fins industriais, tais como na producdo de cosméticos, alimentos, farmacos e
outros (DUGO et al., 2004). Dentre os varios tipos de 6leos vegetais o azeite de oliva
€ um dos mais comercializados e utilizados na culindria além de possuir
propriedades nutritivas e terapéuticas.

A presenca de metais em Oleos vegetais podem ser introduzidos durante as
etapas do processamento, tais como extracdo, armazenamento e transporte
(MENDIL et al., 2009). Além disso, depende de varios fatores como a caracteristica
da espécie oleaginosa, utilizacdo de fertilizantes, e outros (LLORENT-MARTINEZ et
al., 2011). Em quantidades apropriadas estes metais sao benéficos para o
organismo. No entanto, altas concentracfes de metais podem apresentar um efeito
contrario sobre a qualidade do 6leo, pois podem catalisar reacdes de oxidacédo de
acidos graxos, provocando a degradacao do Oleo e comprometendo a qualidade do
produto final em relacdo a manutencdo das propriedades, frescor e tempo de
armazenamento (GONZALVEZ et al., 2010).

A embalagem pode influenciar diretamente a qualidade do 6leo vegetal. Os
materiais utilizados para o acondicionamento de azeite sdo vidros, plasticos e
metais, 0s quais podem influenciar no aumento das concentracfes de metais do
produto devido a migracdo do metal da embalagem para o produto (BOSKOU,
2006).

Por isso é importante determinar a concentracdo de metais em alimentos,
principalmente em Oleos e gorduras. Essa determinacdo de metais ocorre
normalmente por meio de técnicas espectrométricas, especialmente por
espectrometria de absorcédo atdbmica (AAS) (NUNES, et al., 2011; ALMEIDA, et al.,
2015; TRINDADE, et al., 2015; PEREIRA et al., 2016). Entretanto, a complexidade
das amostras organicas, tais como os 6leos vegetais, fazem com que o preparo das
amostras para a posterior determinacdo de metais por AAS, seja uma etapa
laboriosa e nem sempre simples. Assim, procedimentos alternativos para o preparo

de amostras vém sendo estudados. No preparo de amostras para determinacdes de
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metais a RP-DLLME é um procedimento ainda pouco explorado que utiliza solvente
extrator aquoso que ira determinar o fator de pré-concentracao e solvente dispersor
organico que ira auxiliar o processo de dispersdo dos componentes do sistema,
inversamente ao que ocorre na técnica DLLME convencional. Assim, a RP-DLLME é
um procedimento alternativo para o preparo de amostras organicas que tem
potencial para ser aplicado para determinacdo de Zn e também outros metais em
Oleos vegetais.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a extracéo e pré-concentragcao de
Zn em Oleos vegetais utilizando a microextracdo liquido-liquido dispersiva em fase
reversa para posterior determinacdo por Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica com
Atomizacdo em Chama e avaliar a influéncia do armazenamento no produto. O
método foi aplicado para determinacdo de Zn em amostras de azeites de diferentes
marcas e sistemas de embalagens, obtidas no comércio local da cidade de Ponta
Grossa-PR. Os resultados obtidos foram comparados com a legislacdo vigente

quanto a concentracdo de Zn.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a extracdo e pré-concentracdo de Zn em Oleos vegetais utilizando a
microextracdo liquido-liquido dispersiva em fase reversa para posterior
determinacdo de Zn por Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Atomizagdo em

Chama.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Otimizar as condi¢des analiticas para extracdo e pré-concentracdo: tipo e
concentracdo de solvente dispersor, concentracdo de solvente extrator e tempo de
ultrassom da RP-DLLME para determinacdo de Zn em 6leos vegetais.

Determinar os parametros de mérito para 0 método proposto: limite de
deteccéo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), coeficiente de correlagéo linear (R?),
desvio padréo relativo (RSD) e fator de enriquecimento (FE).

Avaliar a exatiddo do método proposto por meio da comparacdo dos
resultados com os obtidos por digestédo acida e testes de recuperacao.

Comparar resultados obtidos com a legislagdo vigente quanto a
concentracéo de Zn.

Avaliar a migragcdo de Zn das embalagens metdlicas para amostras de 6leo
e a influéncia do tempo de armazemento na qualidade final do produto.

Determinar a concentracdo de Zn em amostras de azeites de oliva de

marcas e sistemas de embalagens diferentes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 COMPOSICAO QUIMICA E FUNCOES DOS OLEOS VEGETAIS

Os oOleos e gorduras sdo utilizados em todo o mundo principalmente na
alimentacdo ou em aplicacGes tecnolégicas como a producdo de sabdes, velas e
biodiesel (THOMAIDIS; FEORGIOU, 1999). Sado constituidos de moléculas de
triacilglicerideos ou triacilglicerois, os quais sdo compostos por trés acidos graxos de
cadeia longa ligados na forma de éster a uma molécula de glicerol (MARTIN-
PELAEZ et al., 2014). Podem ser provenientes de varias fontes, tais como soja,
milho, canola, linhaca, polpa do dendé, algodao, coco, crambe, oliva, entre outras.

A diferenca entre os azeites e 0s 0leos € que 0 azeite é obtido por pressao,
ndo é extraido por solventes quimicos e nao sofre o processo de refinagéo,
engquanto que, os Oleos séo obtidos por pressdo solventes e posterior purificacdo e
refinacdo (BOSKOU, 2006).

Os lipideos possuem funcdo energética, funcdes estruturais e
hormonais no organismo, auxiliam no transporte das vitaminas lipossollveis
(A,D,E,K), em alimentos sao utilizadas como emulsificantes, aromatizantes, fritura,
entre outras funcdes tecnoldgicas (BOSKOU, 2006). Além disso, Oleos e gorduras

residuais podem ser utilizados como matéria-prima para producao do biodiesel.

3.2 CARACTERISTICAS DA OLIVEIRA

Dentre os varios tipos de 0leos vegetais o azeite de oliva € um dos mais
comercializados e utilizados na culinaria além de possuir propriedades nutritivas e
terapéuticas. Geralmente, quando mencionado a arvore oliveira, esta se referindo a
Olea europaea, a espécie mais conhecida pelo cultivo de frutos comestiveis
(BOSKOU, 2006). Os mesmos cultivares de oliveira podem ser usados para azeitona
de mesa e producéo de azeite (FOURATI; COSSENTINI; KARRA, 2002).

O fruto contém agua (até 70%), que é chamado de “agua vegetal”. A

composicdo quimica da azeitona é: 50% agua, 1,6% proteina, 22% lipideos, 19%
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carboidratos, 5,8% celulose, 1,5% minerais (cinzas). Outros componentes
importantes sdo as pectinas, acidos organicos, pigmentos e compostos fendlicos
(PERCUSI, 2007). Alguns dos componentes e produtos de hidrolise sdo encontrados
na agua vegetal, que é espremida com o Oleo durante o processamento e é

separada por centrifugacao (PERCUSI, 2007).

3.3 PROCESSAMENTO DO AZEITE DE OLIVA

De acordo com as normas do Codex Alimentarius, International Oil Olive
Council e Comunidade Europeia, o azeite de oliva virgem é o 6leo do fruto da
oliveira obtido unicamente a partir de processos mecanicos ou outros meios fisicos,
em condicbes que ndo alterem o azeite, e que ndo tenham sofrido qualquer
tratamento além da lavagem, decantacdo, centrifugacao e filtracdo excluindo os
azeites obtidos com solventes, com adjuvantes de ac¢do quimica ou bioquimica
(BOSKOU, 2006).

A ANVISA (Resolugéo RDC n° 482, de 23 de setembro de 2000) classifica
os azeites de oliva quanto ao processo de obtencéo nas tais categorias: azeite de
oliva virgem, azeite de oliva refinado, azeite de oliva e 6leo de bagaco de oliva
refinado. Em relacdo a acidez, o azeite de oliva virgem € classificado como extra
virgem e virgem, essa acidez € expressa em acido oleico o qual deve ser menos que
0,8% (BRASIL, 2005). Para ter essa caracteristica, somente pode ser extraido a frio,
sem passar por qualquer processo térmico ou quimico que altere sua composicao
natural (PERCUSSI, 2007). Os azeites sdo classificados de acordo com sua
qualidade que sdo baseadas em alguns parametros, tais como peroxidos,
determinacdo de acidos graxos livres, absorbancias espectrofotométrica na regiao
UV, caracteristicas organolépticas e solventes halogenados. Algumas organizacdes
internacionais como o Codex Alimentarius, incluem além desses parametros, as
impurezas insoluveis, determinagdo de matéria insaponifichAvel e alguns metais
(TSIMIDOU, 20086).
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3.3.1Qualidade Do Azeite De Oliva

Quando devidamente extraido da azeitona in natura, madura e de boa
qualidade, o azeite tem um perfil de caracteristicas sensoriais. Sua composi¢cdo em
acidos graxos € caracterizada por um bom equilibrio entre acidos graxos saturados,
monoinsaturados e poli-insaturados. Pode ser consumido na forma bruta,
conservando assim o contetdo de vitaminas e compostos fendlicos de importancia
nutricional (PETRAKIS, 2006).

A qualidade do azeite de oliva é afetada por vérios fatores, tais como
técnicas agrondmicas, estacdo do ano, estado sanitario das azeitonas, estagio de
maturacdo, sistema de colheita e transporte, método e duracdo da estocagem e
tecnologias de processamento. A preservacdo da qualidade depende das condi¢des
adotadas para estocar o produto e do tempo de estocagem (RANALLI et al., 2000).
Ja os fatores que afetam as caracteristicas dos Oleos vegetais sdo: tipo de
processamento, forma de armazenagem, exposicao a luz e ao oxigénio do ar, adicao
de adulterantes (mistura com Oleos mais baratos), calor e umidade (MORETTO;
FETT, 1986).

3.3.2 Beneficios Nutricionais Do Azeite De Oliva

Vérias pesquisas tém demonstrado que o azeite de oliva € benéfico para a
saude humana, pois possuem compostos que protegem o0 organismo contra agentes
externos e do desenvolvimento de doencgas. O azeite de oliva possui mais de 230
compostos, entre 0s quais 0s esterdis, esqualeno, alcoois alifaticos, tocoferois,
pigmentos e compostos fendlicos. (LUH et al., 2005). De acordo com Owen e
colaboradores (2000), as propriedades promotoras de saude do azeite de oliva séo
resultado do perfil da fracdo fendlica, juntamente com as altas concentracdes de
esqualeno e de acido graxo monoinsaturado — acido oleico.

Um consumo habitual de azeite de oliva fornece uma fonte continua de
antioxidantes que podem reduzir o estresse oxidativo através da inibicdo da
peroxidacao lipidica, um fator diretamente ligado as doencas como cancer, doencas
cardiacas e 0 envelhecimento. Os compostos fendélicos também auxiliam na

prevencao de doencas inflamatorias, enddcrinas e microbianas, auxiliando o sistema



17

imunoldgico do organismo e evitando a sua desregulacdo (FRANKEL, 2011). Estes
compostos além de serem importantes para a manutencdo e protecdo da saude

humana, também sdo responsaveis pelo sabor e estabilidade do azeite de oliva.

3.4 IMPORTANCIA DA DETERMINACAO DOS METAIS EM OLEOS VEGETAIS

A presenca de metais em determinados niveis nos alimentos tem uma
funcdo importante na nutricdo humana, seja pela essencialidade ou pela toxicidade
destes. Além disso, a concentracdo de metais pode ser um significativo parametro
sobre a qualidade e conservacdo de determinados produtos alimenticios (IBANEZ;
CARREON-ALVAREZ; BARCENA-SOTO; CASILLAS, 2008).

Metais em 6leos e gorduras comestiveis ocorre em quantidades muito
pequenas e sao provenientes do metabolismo da planta ou animal de origem ou de
contaminagdes nos processos industriais de refino (ALLEN et al.,, 1998). A
determinacdo dos metais é de grande importancia em 6leos vegetais, pois metais
como Co, Cu e Zn agem como catalisadores da oxidacdo lipidica. Essa
determinacdo de metais ocorre normalmente por meio de técnicas espectrométricas.
As alteracbes que ocorrem nos compostos lipidicos normalmente resultam no
desenvolvimento de odores e sabores indesejaveis que levam a rejeicdo do
alimento, reduzindo seu tempo de comercializacdo. Depois da deterioracéo
microbiana, a oxidacdo que leva a instalacdo do ranco € a segunda causa mais
importante da deterioracao de alimentos (LINDLEY, 1998).

Estes metais podem ser provenientes tanto do alimento quanto da prépria
embalagem, principalmente embalagens revestidas com cobre galvanizado, devido
isso os alimentos, principalmente os azeites, podem apresentar aumento no teor dos
metais tais como cobre, ferro e zinco por migracdo da embalagem para o produto.
Estes metais podem acelerar a reacdo de oxidacdo a qual pode formar compostos
toxicos, além de tornar o produto impréprio para o consumo. Um dos metais
presentes tanto na composi¢cdo da embalagem de lata e no azeite € o zinco, o qual
mesmo sendo um elemento essencial em altas concentracdes pode apresentar
toxicidade (ALLEN et al., 1998).
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3.4.1 Zinco

O Zn é o microelemento intracelular mais abundante encontrado em todos
os tecidos corpéreos, porém 85% do seu total estd concentrado nos musculos e
0ssos (KING; SHAMES; WOODHOUSE, 2000). Também é acumulado no pancreas,
o qual induzird a producdo de metalotioneina, que por sua vez reduzira a toxicidade
de outros metais, tais como Cd, Cu e Hg (ONOSAKA; TETSUCHIKAHARA; MIN,
2002). Desempenha um papel importante no desenvolvimento e na manutencao do
sistema imune, tais como resposta de linfécitos a mitdgenos e como cofator do
hormdnio do timo, a timulina (DELAFUENTE, 1991), porém se altas doses séo
ingeridas podem ocorrer dores estomacais, nduseas e vomitos. Por varios meses
pode causar anemia, danos pancreaticos e diminuicdo do HDL no sangue (ATSDR,
1994).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2011) recomenda a
ingestdo diaria de 7 mg de Zn para um adulto, de 5,6 mg para crianca entre 7-10

anos e para as gestantes é recomendado 11 mg por dia.

3.5 INFLUENCIA DA EMBALAGEM NO AZEITE DE OLIVA

3.5.10Oxidagéo Lipidica

A oxidacéo lipidica consiste de uma série complexa de reacdes, em que ha
participacdo de oxigénio e radiacdes luminosas, entre outros fatores. Estas reacdes
afetam a qualidade dos Oleos, levando ao surgimento de uma alteracdo sensorial
conhecida como rancidez oxidativa, que frequentemente resulta em rejeicdo do
produto (AZEREDO, 2001). A oxidacdo lipidica € constituida de trés fases principais:
a iniciagado, a propagacéao e a terminacdo (SEVANIAN; HOCHSTEIN, 1985). Como

pode ser visto na Figura 1.
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Figura 1. Etapas da oxidacdo lipidica

AS ETAPAS DA AUTO-OXIDAGCAO
INICIAGAO
RH-—->R+H
PROPAGACAO:

R + 0, —>R0O0
ROO+ RH ---> ROOH + R

TERMINACAO

R+R--->RR
R + ROO---> ROOR
ROO+ ROO-—->RO0OR + O

RH: TG ou Acid. Graxo insaturado
R: radical livre

ROO: Radical peroxila

ROOH: hidroperdxido

Fonte: Azeredo (2011)

A oxidacéo lipidica € iniciada pela formacédo de radicais livres, mesmo no
caso da oxidacéo lipidica catalisada por enzimas. A energia de ativacdo, necesséria
para a formacao dos primeiros radicais livres, pode ser fornecida por uma fonte de
energia térmica, radiacdo, oxigénio singlete ou outras fontes. Os &cidos graxos
insaturados, principalmente os di e tri-insaturados, sdo mais facilmente convertidos
em radicais livres que acidos graxos saturados uma que um atomo de hidrogénio é
mais facilmente removido da molécula se uma ligacdo dupla estd localizado no
atomo de carbono adjacente (POKORNY; SCHMIDT; PARKANYIOVA, 2005). Uma
carga de energia substancialmente menor € necessaria para produzir radicais livres
a partir de produtos de oxidacao lipidica, especialmente na presenca de metais de
valéncia transitoria, tais como cobre, ferro ou manganés (KAMAL-ELDIN;
POKORNY, 2005).

O oxigénio reage com um carbono livre da molécula lipidica formando um
radical peroxido. Os radicais peréxidos possuem alta energia e retiram um atomo de
hidrogénio da molécula do lipidio. Assim, o radical peroxil se converte em uma
molécula de hidroperoéxido, e entdo, outro radical lipidico é produzido. Este processo
pode ser repetido muitas vezes. Quando presentes em abundancia, os radicais livres

Sao muito reativos e reagem facilmente com outros radicais livres formando dimeros
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e polimeros. Os hidroperoxidos, especialmente os de 4cidos graxos poli-insaturados,
sdo muito instaveis. Os produtos secundéarios da oxidagdo lipidica também sao
instaveis; os aldeidos sdo muito reativos (KAMAL-ELDIN; POKORNY, 2005). Eles
sao facilmente oxidados em peroxiacidos, que sao instaveis e se decompdem em
outros produtos. Os aldeidos, &lcoois e cetonas sdo oxidado em hidroperéxidos, e
moléculas com cadeias menores sédo formadas pela dissociacdo destes compostos
(KAMAL-ELDIN; POKORNY, 2005).

Os produtos secundarios de oxidacdo de lipidios sdo principalmente
produtos de baixo peso molecular, como aldeidos, cetonas, alcoois e
hidrocarbonetos de cadeia curta (CHOE; LEE; MIN, 2005). O tempo para formacao
destes produtos derivados dos hidroperéxido € diferente para cada tipo de 6leo. No
azeite de oliva estes produtos formam imediatamente apds a formacdo dos
hidroperéxidos (VELASCO; ANDERSEN; SKIBSTED, 2003).

A oxidacao lipidica ocorre quando o 6leo, o oxigénio e catalisadores estao
em contato. Tanto a concentracdo, quanto ao estado do oxigénio, sdo importantes
na oxidacdo. A concentracdo de oxigénio dissolvido no Oleo depende da pressao
parcial de oxigénio no headspace. Quanto maior a concentracdo de oxigénio no
headspace, maior serd sua concentracdo dissolvida no 6leo, e assim, maior sera a
oxidacao do produto (DI GIOVACCHINO et al., 2002).

A taxa de oxidacéo lipidica depende de varios fatores. A oxidacdo aumenta
com o0 aumento da temperatura, pressao de oxigénio e radiacdo. A oxidacdo é
catalisada por metais pesados e inibida por antioxidantes. A dgua e 0s varios
componentes nao-lipidicos também podem afetar significativamente o processo. A
oxidacdo lenta pode ocorrer no caso do armazenamento refrigerado e sob pressao
de oxigénio reduzida ou em atmosfera com gas inerte (VELASCO; ANDERSEN,;
SKIBSTED, 2003). Os antioxidantes podem apenas reduzir a taxa de oxidacéo e nao
para-la completamente (KAMAL-ELDIN; POKORNY, 2005). A auto-oxidacdo e a
foto-oxidacdo sd@o os principais mecanismos de oxidacdo de o6leos comestiveis
durante o processamento e armazenamento.

O azeite de oliva virgem é um Oleo estavel e sua vida util € maior se
comparada a de outros 6leos comestiveis. A sua composi¢cdo em acidos graxos e a
presenca de antioxidantes (principalmente compostos fendlicos polares e a-
tocoferol) sdo considerados os fatores-chave da resisténcia do azeite de oliva a

auto-oxidacdo. Uma série de outros componentes, como acidos graxos livres,
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pigmentos, hidrocarbonetos insaturados, enzimas e tracos de metais podem afetar
positiva ou negativamente a estabilidade oxidativa do azeite, embora em menor
medida (BOSKOU, 2006).

3.5.2 Estabilidade Do Azeite De Oliva E Formas De Estocagem

A vida atil do azeite de oliva depende do tipo de embalagem ou recipiente
em que esta contido. Tanques de aco inoxidavel, latas de folha-de-flandres e
recipientes de vidro podem proteger o azeite do oxigénio e da luz. Polimeros com
caracteristicas especiais, tais como polietileno tereftalato revestido com resina de
alta barreira e com absorvedor de oxigénio esta sendo sugerido como uma
alternativa promissora para o vidro tradicional (GAMBACORTA et al., 2004).

A embalagem deve ser projetada com o0 objetivo de obter melhor
estabilidade a oxidacdo e assegurar uma vida 0til adequada. Trés fatores séo
importantes para a escolha de materiais de embalagem: impermeabilidade ao 6leo,
impermeabilidade aos gases e protecao contra luz (PIERGIOVANNI; LIMPO, 2010).
Os materiais utilizados nas embalagens de azeite sdo plastico, vidro e latas de aco.
As latas, como as de folha-de-flandres, ndo séo transparentes e sao impermeaveis,
estes recipientes sdo também resistentes aos danos mecanicos e sdo adequadas
para a litografia. O vidro é um material inerte e impermedavel aos gases, mas 0 seu
efeito protetor contra a luz pode variar.

Os consumidores geralmente preferem vidro transparente, pois permite a
visualizacdo do azeite, 0 que, no entanto, ndo € recomendado uma vez que a foto-
oxidacdo ocorre facilmente em vidro transparente (BOSKOU, 2006). A embalagem
de vidro apresenta varias vantagens em relacdo a outros tipos de embalagens,
porém o produto torna-se mais caro. As latas de folha-de-flandres oferecem
protecdo ao produto e sdo resistentes, porém se o material for de baixa qualidade,
ou o processo de galvanizacdo nao foi eficiente, com o tempo podera influenciar a
vida de prateleira, no caso dos azeites poderd ocorrer a migracdo de metais, tais
como Fe e Zn da embalagem para o produto (OLIVEIRA, 2006).

A embalagem para 0leo vegetal comestivel devera, fundamentalmente, atuar
no controle dos parametros que afetam a oxidacdo, ou seja, devera apresentar boa
barreira ao oxigénio, a umidade e a radiacdo, especialmente na faixa do ultravioleta.

Também é essencial que a tampa da embalagem impeca o vazamento do produto e
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garanta ao sistema de embalagem pelo menos a mesma barreira ao oxigénio
oferecida pelo corpo da embalagem. Outras propriedades desejadas séo a
resisténcia a carga vertical e a resisténcia ao colapso, que pode ocorrer devido ao

consumo do oxigénio residual no interior da embalagem (OLIVEIRA, 2006).

3.6 TECNICAS DE PREPARO DE AMOSTRAS

Os métodos analiticos espectrofotométricos sdo utilizados para determinar
metais em varios tipos de amostras, desde as inorganicas simples até as amostras
organicas complexas, tais como 6leos vegetais e biodiesel. Uma das etapas mais
importantes, principalmente em andlise de alimentos, € o preparo da amostra.
Geralmente nesta etapa consome mais tempo da andlise, cometem mais erros e
pode possuir um maior custo se comparado com as outras etapas do protocolo

analitico, como mostra a Figura 2.

Figura 2. Etapas do processo analitico

Definigdo do . Escolha do N Coleta da
problema - método | amostra
. |
'\'.I'
Preparacaoda | . - YO Calculo dos
amostra > Medida do analito = resultados

Avaliacao dos
resultados

Fonte: Autoria propria (2017)
A etapa de preparo de amostras constitui o conjunto dos procedimentos

necessarios para converter fisica e quimicamente uma amostra em uma forma que

permita contornar as limitagdes impostas pela natureza e a morfologia da mesma, a
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determinacao do(s) analito(s) e realizar sua quantificacdo o quanto mais precisa e
exata (CAVICCHIOLI; GUTZ, 2003). Os procedimentos empregados para tal
propésito dependem da natureza da amostra, dos analitos a serem determinados,
bem como de suas concentracfes, da técnica empregada para a determinacao e,
por fim, da precisdo e exatiddo desejadas (ARRUDA; SANTELLI, 1997; DUTRA;
SANTOS; COELHO, 2004).

Atualmente, existem varios procedimentos de preparo de amostras, a
escolha da técnica depende de alguns fatores, tais como o tipo de matriz (organica,
inorganica, amostras complexas, etc.), propriedades fisico-quimicas do analito e o
método de deteccgdo a ser utilizado. Algumas dessas técnicas sdo muito utilizadas e
denominadas de técnicas tradicionais, tais como a extracdo liquido-liquido (LLE, do
inglés liquid-liquid extraction); extracdo solido-liquido (SLE, do inglés solid-liquid
extraction); extracdo em fase solida (SPE, do inglés solid phase extraction) e
extracdo por fuido supercritico (SFE, do inglés supercritical fluid extraction)
(QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

Por isso, existe a necessidade de desenvolver procedimentos mais simples,
que utilizem um menor volume de solventes e possuam um baixo custo. Entre os
procedimentos modernos de preparo de amostra, estdo a microextracdo em fase
liquida (LPME, do inglés liquid phase microextraction); microextracdo em gota Unica
(SDME, do inglés single-drop microextraction); microextragdo em fase liquida com
fiora oca (HF-LMPE, do inglés hollow fiber liquid phase microextraction);
microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME, do inglés dispersive liquid-liquid
microextraction) e a microextracao liquido-liquido dispersiva em fase reversa (RP-
DLLME, do inglés reversed-phase dispersive liquid-liquid microextraction). Além
disso, o emprego de grandes quantidades de solventes toxicos aliado aos riscos e
preocupacdes ambientais contribuiu para o desenvolvimento de procedimentos
miniaturizados (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

3.6.1 Microextragdo Em Fase Liquida (LPME)

Esta técnica surgiu em 1996 onde foram apresentados os trabalhos de Liu e
Dasgupta (1996) e Jeannot e Cantwell (1996) com o intuito de substituir a técnica de
preparo de amostra extracdo liquido-liquido (LLE). Mais tarde, a partir da

microextracdo em fase liquida foram desenvolvidas técnicas mais especificas como
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a DLLME e a RP-DLLME. Os diferentes modos de aplicacdo da LPME
(microextragdo em gota Unica, microextracao liquido-liquido dispersiva e de fibra
oca) tém sido cada vez mais empregados para a extracdo de analitos inorganicos e
organicos em diferentes matrizes. Suas vantagens sobre os procedimentos de
extracdo convencionais sdo: a simplicidade, eficacia, rapidez e baixo consumo de
solventes organicos, e, desta forma, tem atraido atencdo de analistas de alimentos,
pois a aplicacdo dessas técnicas tem apresentado bons resultados (PEDERSEN-
BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008; ASENSIO-RAMOS et al., 2011; CARASEK;
MERIB, 2015). A LPME tem demonstrado sua versatilidade, além de outras
vantagens como: a elevacdo dos fatores de enriquecimento dos analitos e a
facilidade de introducdo em sistemas cromatograficos ou eletroforéticos (DE
OLIVEIRA et al., 2008; PROSEN, 2014).

3.6.2 Microextracao Liquido-liquido Dispersiva (DLLME)

A microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME) foi descrita por Rezaee e
colaboradores em 2006. Esta técnica se baseia na particdo dos analitos entre duas
fases liquidas imisciveis, sendo uma delas a fase aquosa (a amostra) e a outra uma
fase organica (solvente organico). A diferenca entre a maior polaridade da fase
aguosa e a menor polaridade da fase organica determina a distribuicdo do analito
entre as fases. A dispersdo forma um estado turvo consistindo de inlUmeras goticulas
extratoras que favorece a transferéncia do analito da amostra para o solvente
extrator (BAN et al., 2000). E uma técnica de extracdo e pré-concentracdo da
amostra e que atende os requisitos de analises modernas: utiliza pouca quantidade
de solvente (UL), é de baixo custo e permite analises rapidas e eficientes (MARTINS;
PRIMEL; CALDAS, 2012).

O solvente extrator deve ser imiscivel na amostra, ter maior densidade e
possui uma boa capacidade de extragdo do analito de interesse. Entre os solventes
mais utilizados como extratores estdo os hidrocarbonetos halogenados como
cloroformio, diclorometano, clorobenzeno, tetracloreto de carbono e tetracloroetileno
(LIN et al.; 2011). Estes solventes podem ser substituidos por liquidos iénicos, que
além de menos toxicos, podem ser injetados diluidos no sistema analitico (RAO;
RAJU; VALI, 2013; VAZQUEZ et al.; 2013). Em relacdo ao volume de solvente

extrator, 0 aumento do volume deste solvente promove aumento do volume da fase
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sedimentada (REZAEE et al.; 2006) e, embora a recuperagdo permaneca quase
constante, o fator de enriquecimento poderd diminuir, levando a perdas na
detectabilidade dos analitos de interesse. Geralmente sao utilizados 5-100 pL
(ZANG et al., 2009).

O solvente dispersor deve ser soluvel na fase aquosa e na fase organica,
sua funcdo é promover o aumento na eficiéncia de extracdo, pois favorece a
dispersédo do solvente extrator na forma de pequenas goticulas ha amostra, de modo
que a area superficial do solvente extrator em contato com a amostra contendo o
analito. Os solventes dispersores mais utilizados sdo: metanol, etanol, acetonitrila,
acetona e tetraidrofurano (ZANG et al., 2009; HUO et al.; 2011; REZAEI et al.; 2008;
YAN et al.; 2011). O volume deste solvente pode afetar diretamente a formacéo da
solucéo turva e da eficiéncia da extracao.

A Figura 3 mostra como ocorre o procedimento para realizar a DLLME. O
solvente extrator e o solvente dispersor sao injetados rapidamente na amostra
aguosa com o auxilio de uma micro seringa. A injecdo da mistura forma uma solucéo
turva. Apoés a centrifugacéo, as goticulas do solvente extrator se depositam no fundo
do tubo e sdo retiradas com uma micro seringa para posterior anélise (ZANG et al,;
2009; REZAEE; YAMINI; FARAJI, 2010; FARAJZADEH; DJOZAN; BAKHTIYARI,
2010; KOCUROVA et al.; 2012). Logo, o tempo de extracdo é definido como o

intervalo entre a injecdo da mistura dos solventes e a centrifugacéao.

Figura 2. Etapas da DLLME

/~ Agua + Solvente \\
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Transferéncia
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Retirada
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com
amostra
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Fonte: Caldas et al., (2011)



26

A DLLME supera as técnicas convencionais de LPME, pois ndo necessita de
um tempo longo para alcancar o estado de equilibrio, além de possuir um aumento
da area de contato entre a amostra e o0 solvente extrator, com isso ela possui um
aumento na eficiéncia nos fatores de enriquecimento se comparada a LPME. Outras
vantagens da DLLME s&o a simplicidade de operacao, rapidez, baixo custo, facil
manipulagdo, baixo consumo de solventes organicos e alta recuperagéo
(CARNEIRO, 2016). No entanto, como toda técnica apresenta algumas
desvantagens tais como o fato de a centrifugacéo limitar o volume da amostra, o uso

de solventes toxicos e elevados tempo de processo e habilidade do analista.

3.6.3 Microextracao Liquido-liquido Dispersiva Em Fase Reversa (RP-DLLME)

Uma das limitagBes da determinacdo de metais € a complexidade da matriz,
que geralmente requer um tratamento de amostras diferenciado que limita a
deteccao, principalmente em amostras com alto teor organico como o 6leo vegetal.
Assim, é importante uma etapa de pré-concentracdo dos analitos para atingir 0s
mais baixos limites de detecc@o possiveis. A técnica DLLME convencional ocorre
com a utilizacdo de um solvente extrator organico imiscivel na amostra aquosa e
miscivel em um solvente dispersor polar formando um sistema ternario de solventes.
E muito utilizada e supera as técnicas convencionais, porém para amostras
organicas € recomendada seu modo reverso a RP-DLLME que foi proposta por
Hashemi e seus colaboradores em 2010, e ocorre pela utilizagdo de solvente
extrator aquoso e solvente dispersor organico inversamente ao que ocorre na
técnica de DLLME convencional. De acordo com os principios da RP-DLLME, a
amostra deve ser solivel em solventes organicos para que o analito consiga migrar
para a fase aquosa e ser concentrado.

No modo reverso (RP-DLLME) a amostra apresenta caracteristicas
organicas e por isso 0s solventes extratores clorados, normalmente utilizados na
DLLME convencional, sdo substituidos por solu¢cdes aquosas. Nesta técnica um
pequeno volume de agua ou solucdo tampao aquosa, € dispersa em um solvente
organico de polaridade média que atua como solvente dispersor e que permite a
eliminacdo total da fracdo organica da amostra. Assim, a fase aquosa contendo os
analitos é separada, sedimentada e posteriormente injetada no equipamento para
analise (HASHEMI et al., 2010).
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O procedimento ainda é pouco explorado, mas apresenta-se como uma boa
alternativa para a determinacdo de metais em amostras organicas, ja que elimina os
problemas relacionados a matriz complexa. Além de possuir vantagens, tais como
elevadas recuperacdes e fatores de enriquecimento, facil manipulacéo, baixo custo e

baixo consumo de solventes.

3.7 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM ATOMIZACAO EM
CHAMA (FAAS)

A Espectrometria de Absorcdo Atémica pode ser utilizada em determinacfes
qualitativas e quantitativas de metais, semi-metais e alguns ndo metais em amostras
biolégicas, ambientais, geoldgicas e principalmente em alimentos. Para determinar
metais em 6leos vegetais pode ser utilizado espectrometria de emissdo atbmica com
plasma indutivamente acoplado ou espectrometria de massa, no entanto, a de
absorcdo atbmica em chama é a mais utilizada.

O principio se baseia no fendmeno de absorcado de energia radiante por
atomos livres no estado gasoso (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). O sistema
basico de um espectrofotbmetro de absorcdo atdmica é constituido de fonte de
radiacdo, atomizador, monocromador, um detector, um processador de sinais e um
sistema computacional conforme demonstrado na Figura 4 (HOLLER, SKOOG e
CROUCH, 2009).

Figura 4. Sistema basico de um espectrofotémetro de absorcéo atémica
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Fonte: KOOG et al., (2006)
A FAAS esta entre os métodos espectrométricos mais usados na

determinacao individual de metais devido a sua relativa simplicidade, robustez,
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efetividade e baixo custo. Porém, a FAAS ¢ Ilimitada a determinacdes
monoelementares, pois apenas um analito pode ser determinado por vez devido a

necessidade de uma lampada para cada elemento (SKOOG, et al. 2006).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 INSTRUMENTACAO

Todas as medidas foram realizadas em um Espectrometro de Absor¢éo
Atbmica AAnalyst 700, (Perkin Elmer-Sciex, Thornhill, Canadd) em comprimento de
onda 213,9 nm utilizando chama ar-acetileno. As aliquotas das amostras em
triplicata foram medidas em balanca analitica (Mark, Bel Engeneering) e apés a

extracdo, centrifugadas em centrifuga (LAB1000 ADAMO, Brasil).

4.2 MATERIAIS, REAGENTES E AMOSTRAS

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. A agua ultrapura com
resistividade de 18 MQ cm, purificada em purificador (Master All 2000, Gehaka).
Solugdes de HNOs ultra puro (Merck) e solvente isopropanol foram utilizados para a
extracdo e pré-concentracdo dos analitos. Para a digestdo acida foram utilizados os
acidos HNOs e H2S04 concentrados e também H202. Solucdo estoque de padréo
organometalico de Zn (Specsol) contendo 100 mg L-! foi utilizada para o preparo da
curva de calibracdo. As amostras de azeite de oliva foram de diferentes sistemas de
embalagens (lata e vidro) e de trés marcas. Para o teste de recuperacdo foram
utilizadas amostras de 6leos de soja e milho e para a digestdo acida foram utilizadas
as amostras de 0Oleos e gorduras vegetais, tais como canola, crambe + soja, coco,
gergelim, girassol, linhaga, manteiga, milho, 4 marcas de azeite de oliva, 6leo de
peixe e de soja. Todas amostras foram adquiridas no comeércio local do municipio de

Ponta Grossa — PR.

4.3 METODOS ANALITICOS

4.3.1 Microextragéo Liquido-liquido Dispersiva Em Fase Reversa (RP-DLLME)

Para este procedimento aproximadamente 5 g de cada amostra de azeite de

oliva foram pesados e transferidos para tubos de centrifuga conicos tipo Falcon de
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15 mL, que entdo foram aquecidos em banho-maria entre 90 £ 5 °C. Ao conteudo de
cada tubo foi adicionada uma mistura contendo solvente dispersor (isopropanol) e
solvente extrator (solucdo HNOs 1%), na proporgdo 1:1 v/v, utilizando uma
micropipeta de volume fixo de 1 mL. Em seguida, a mistura foi agitada por 20
segundos em agitador do tipo — Vortex e o tubo foi colocado em banho ultrassénico
a temperatura controlada 50 + 5 °C por um tempo de 10 minutos. Na sequéncia as
amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 5 minutos para a separacdo das
fases. O conteudo sobrenadante foi descartado e a fase aquosa, contendo o0s
analitos foi analisada por FAAS. Para as determinagbes por RP-DLLME, o
procedimento de calibracdo seguiu 0 mesmo procedimento das amostras, ou seja,
foi realizada a calibracdo com padrdo de Zn em meio organico usando a RP-DLLME,
as medidas foram realizadas em triplicata e os resultados expressos como média +

desvio padréo e a concentragdo em pug g=.

4.3.2 Digestdo Acida

Para verificacdo da exatiddo do método proposto, foram utilizadas as
amostras de 6leos e gorduras vegetais, tais como canola, crambe + soja, coco,
gergelim, girassol, linhaca, manteiga, milho, 4 marcas de azeite de oliva, 6leo de
peixe e de soja, as quais foram digeridas baseando-se no procedimento descrito por
Korn e seus colaboradores em 2010. Aproximadamente 0,5 g de cada amostra foi
pesado em tubos de digestéo, adicionado de 5 mL de HNOs + 2 mL de H2SO4 + 1
mL de H202 30%. Os tubos foram aquecidos a 90 = 5°C por 2 h, posteriormente
adicionados de 3 mL de HNOs + 1 mL de H202 30% v/v e aquecidos novamente a
220 = 5 °C por 40 min. Apés periodo de resfriamento, foram adicionados 2 mL de
HNOs + 4 mL de H20:2. O sistema foi aquecido a 180 + 5°C até completa dissolucdo
dos componentes. As solugdes resultantes foram entdo filtradas em papel filtro

guantitativo e avolumadas para 25 mL com agua ultrapura.
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5. RESULTADOS

Alguns fatores podem influenciar na eficiéncia da extracdo por RP-DLLME,
por isso deve ser feito alguns testes antes do inicio do processo. Sao varios fatores
que podem influenciar no resultado final, tais como concentragcdo e volume do
solvente extrator e do solvente dispersor, volume da amostra, solubilidade do
solvente, tempo, temperatura, entre outros. O procedimento descrito foi realizado em

todas as etapas de otimizacéao.

5.1 SOLVENTE DISPERSOR

Um dos parametros importantes para a escolha do tipo de solvente dispersor
€ a sua solubilidade e o volume que afeta diretamente a formagcdo das micro-gotas
de agua, o grau de dispersédo do solvente na fase aquosa e na eficiéncia da extracao
(ANTHEMIDIS; IOANNOU, 2009). Foram testados trés tipos de solventes: o etanol,
isopropanol, e 1-propanol. Apds a escolha do solvente foi testado a concentracéo do
mesmo. Os resultados obtidos estdo apresentados no Grafico 1.

Grafico 1. Efeito do tipo de solvente dispersor sobre a extracdo e pré-concentracdo de Zn.
Condicbes experimentais: 5 g de amostra, 10 min de aquecimento (90 + 5°C), 20 s de vortex e
10 min de ultrassom, 1 mL de mistura extratora contendo 500 pL de acido nitrico 3 % v/v como
extrator e 500 pL de solvente dispersor.

TIPO DE SOLVENTE

1,8 RSD=0,211 RSD =0,033

1,6
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Fonte: Autoria propria (2017)
Conforme observado os agentes dispersores mais eficientes foram o 1-

propanol e o isopropanol. No entanto, o isopropanol apresentou menor desvio
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padrdo e um melhor valor médio de absorvancia, tornando-se ideal para este
trabalho. Esses solventes foram melhores devido as suas propriedades fisico-
qguimicas. O isopropanol possui 82,5 °C de ponto de ebulicdo e o ponto de fusédo de -
86 a -89 °C, flutua e mistura com agua, miscivel com a maioria dos solventes
organicos, densidade relativa do liquido 0,785 a 20 °C, porém produz vapores
irritantes. Ja o propanol possui ponto de ebulicdo de 97,2 °C e ponto de fuséo de -
127 °C, densidade relativa do liquido 0,803 a 25 °C e miscivel em agua (LIDE;
DAVID R, 2002).

5.2 OTIMIZACAO DO VOLUME DO SOLVENTE DISPERSOR

O volume do solvente dispersor influencia no volume da fase sedimentada.
Para realizar os testes o volume do solvente dispersor foi otimizado avaliando as
amostras contendo a solugéo extratora de HNO3 com diferentes volumes do solvente

dispersor isopropanol os quais variaram de 100 a 700 yL como mostra o Grafico 2.

Grafico 2. Efeito do volume de Isopropanol sobre extragao e pré-concentracdo de Zn.
Condi¢bes experimentais: 5 g de amostra, 10 min de aguecimento (90 + 5°C), 20 s de vértex e
10 min de ultrassom, 1 mL de mistura extratora contendo 500 uL de acido nitrico 3 % v/v como
extrator e volumes entre 100-700 pL de solvente dispersor.

VOLUME DE SOLVENTE DISPERSOR (unL)
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Fonte: Autoria propria (2017)
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A auséncia do solvente dispersor isopropanol ndo obteve um resultado

significativo para as amostras analisadas. O aumento na concentragdo de
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isopropanol proporcionou um aumento na extragdo do metal nas amostras. No
entanto, ao analisarmos os volumes de 600 e 700uL podemos notar que ndo héa
diferenca significativa nos sinais obtidos, porém a melhor condicdo observada e que
apresentou um baixo desvio padrdo ocorreu com o volume de 500 upL de
isopropanol. Além disso, a utilizacdo de 500 pL proporciona uma boa preciséo,

também reduz o consumo de solvente.

5.3 SELECAO DO SOLVENTE EXTRATOR

Para a eficiéncia da extracdo foi avaliada a influéncia da concentracdo do
acido extrator (solugdo de HNOs3) a qual o procedimento realizado foi 0 mesmo
somente variou a concentracao do solvente extrator entre 0 % e 5 %. Os resultados

obtidos estédo apresentados no Gréfico 3.

Grafico 3: Efeito da concentracdo de HNO3s sobre extracéo e pré-concentracdo de Zn.
Condi¢cdes experimentais: 5 g de amostra, 10 min de aquecimento (90 + 5°C), 20 s de vértex e
10 min de ultrassom, 1 mL de mistura extratora contendo 500 pL de isopropanol como
solvente dispersor e 500 uL de HNOscom concentrag8es variando entre 0 e 5 % v/v.
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Fonte: Autoria propria (2017)

Absorvancia

Com isso podemos concluir que exceto para a concentracédo de 0 % de
HNOs na solucdo extratora que apresentou um grande desvio padrdo, ndo ha
diferenca significativa entre as concentragcdes com relacdo a eficiéncia de extragéo,

desta forma a concentracao adotada foi a de 1 %. No trabalho realizado por Lima e
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seus colaboradores em 2011, os autores desenvolveram um método alternativo para
determinacdo de metais em amostras de fertilizantes usando extracdo assistida por
ultrassom, para isso avaliaram a influéncia do HClI e HNOs como extrator e
concluiram que com o HNOs obteve uma melhora na extragcdo dos metais nas
amostras de fertilizantes, além disso, os autores observaram que a utilizacdo de
acido nitrico em concentragfes maiores ndo apresentam uma diferenca significativa
no resultado final se comparado com concentracdes abaixo de 50% v vi. Outro
trabalho que utilizou HNOs como solugéo extratora foi proposto em 1991 por Saleh e
seus colaboradores, os autores desenvolveram um método para a extracao de Cu e
Fe do 6leo de palma a uma solugdo aquosa, as amostras foram analisadas por
espectrometria de absorcdo atbmica com chama e obtiveram fator de recuperacéo

de aproximadamente 98% para 0s metais.

5.4 OTIMIZACAO DO TEMPO DE ULTRASSOM

O ultrassom baseia-se na acédo de ondas mecanicas de baixa frequéncia, as
quais sdo responsaveis pela formacéo e colapso de microbolhas ocasionando areas
pontuais de alta pressédo e temperatura na solucdo (LUZ, 1998). A sua operacgao é
simples e rapida tornando-se um processo eficiente na extragcdo de metais em
amostras de alimentos. O resultado obtido, conforme apresentado no Grafico 4
indica que nao existe diferenca significativa de extracdo com diferentes tempos de
extracdo exceto para o tempo O com alto desvio padrédo o que significa falta de
homogeneidade na amostra. Assim, o tempo de 10 min foi definido como o melhor
para a extracao efetiva. No trabalho realizado por Cypriano J. (2008), o autor propds
um método para a determinacdo de Cu e Pb em azeite de dendé usando
redissolucdo potenciométrica e posteriormente as amostras foram analisadas por
espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite (GFAAS). O autor avaliou
a eficiéncia do banho ultrassénico na extracdo na recuperacdo de Cu e Pb na
amostra de azeite de dendé e observou que a energia ultrassbnica acelera a taxa de
recuperacdo dos metais para 0 meio aquoso. Portanto, o uso da energia de

ultrassom para auxiliar na etapa de preparo das amostras se mostrou eficaz.
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Gréfico 4: Otimizagédo do tempo de banho ultrassénico
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Fonte: Autoria propria (2017)

5.5 OTIMIZACAO DA AGITACAO COM VORTEX

A otimizagdo da agitagcdo em vortex foi realizada com as condi¢Bes
previamente otimizadas. A distribuicdo ndo-homogénea do analito pode interferir no
resultado final, assim como danificar o equipamento. Nesse caso foi realizada a
analise em trés tubos com agitacdo em vortex e trés tubos sem agitacdo. O

resultado obtido esta apresentado no Gréfico 5.
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Grafico 5. Otimizacao do tipo de agitacdo: com vértex e sem vortex
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Fonte: Autoria propria (2017)

Os resultados demonstram que para 0 procedimento com agitacao
apresentou um valor de absorvancia mais elevado porém demonstrou um alto valor
de desvio padréo, desta maneira a agitacdo com vortex foi utilizada neste trabalho.
Ja no trabalho realizado por Scheila e seus colaboradores (2017), os autores
apresentaram a otimizacdo de um método eficiente para o preparo de amostras e
para a extracdo de compostos fendlicos totais em variedades de sementes de M.
pruriens. Com isso, analisando o tipo de extracdo, na amostra que sofreu agitacao
por sonicacdo, a concentracdo de compostos fendlicos totais foi de 0,70 mg/mL,
enquanto que na amostra agitada por vortex foi de 0,76 mg/mL. Tornando-se

eficiente na andlise, além de ser pratico e econdmico.

5.6 PARAMETROS DE MERITO

Foram determinados os parametros de meérito para o metodo proposto e os
valores obtidos estéo apresentados na Tabela 1. O coeficiente de correlagéo linear
(R?) foi de 0,9919. O desvio padréo relativo ficou entre 6% e 10% apresentando boa
precisdao do método proposto. O fator de enriqguecimento (FE) foi calculado a partir
da razéo entre a inclinagéo da reta da curva de calibragdo obtida por RP-DLLME (In
2) e a inclinacao da reta de uma curva de calibragdo do mesmo metal preparada em

solugéo externa com padrdes aquosos (In1) como mostrado na Equacéo 1.
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O FE é um dos parametros mais importantes quando se trata de métodos
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de

pré-concentracdo, e neste trabalho apresentou um valor de 37,42. Outros

parametros avaliados que apresentaram resultados satisfatorios foram o limite

deteccdo que é a menor concentragdo que pode ser analisada com um bom nivel

de
de

confianga (SKOOG et al., 2006), apresentou um resultado de 8 ng g e foi calculado

como mostra a Equacéo 2.

3.5
) LOD = =

O limite de quantificacdo que apresentou um resultado de 25 ng gt e
calculado como mostra a Equacédo 3 (HOLLER, SKOOG, CROUCH, 2009).

© LOQ ===
Tabela 1. Parametros de mérito para determinacdo de Zn em azeite de oliva
PARAMETRO VALOR
Faixa de calibracéo
Coeficiente de Correlagéo Linear (R?) >0,9919
Desvio Padrédo Relativo (RSD %) 6-10
Fator de Enriquecimento (FE) 37,42
Limite de Detecc¢éo (LOD) 8ngg?
Limite de Quantificacdo (LOQ) 25ngg?

Fonte: Autoria propria (2017)

Foi analisado o fator de recuperacao utilizando 6leo de soja e de milho. O

fator de recuperacao demonstra a boa exatiddo do método proposto e avalia 0s

possiveis efeitos da matriz da amostra. Foi calculado de acordo com a Equacéo 4.

FR — (C,—Cpl=100%
Ci

4)
Onde C, € a concentracdo do metal no 6leo puro em g g1, C1 é a concentracdo
adicionada em g g* e C2é a concentracéo obtida nas amostras que sofreram

adicdo em pug g*.

foi
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O procedimento foi 0 mesmo das andlises, porém a concentracao do padrao
de Zn foi variando a cada triplicata. Os resultados ficaram entre 80 % e 93 % para

amostras de 0leo de soja e entre 87 % e 108 % para amostras de 6leo de milho.

5.7 COMPARACAO DO METODO RP-DLLME COM A DIGESTAO ACIDA

Para avaliar a exatiddo o método proposto foi comparado com a digestao

acida e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Comparacéo dos parametros de mérito entre a RP-DLLME e a Digestéo &cida para

determinacéo de Zn em azeite de oliva

= Z =
Origem da amostra Concentragao de Zn (ug g°)

RP-DLLME DA
Canola <0,025 <1,18
Crambe+soja 0,21+0,01 <1,18
Coco 0,09+0,01 <1,18
Gergelim 0,17+0,01 <1,18
Girassol <0,025 <1,18
Linhaca 0,29+0,01 <1,18
Manteiga <0,025 <1,18
Milho <0,025 <1,18
OlivaM 0,25+0,01 <1,18
Oliva G 0,21+0,01 <1,18
Oliva Q 0,82+0,05 <1,18
Oliva Vv 0,33+0,01 <1,18
Peixe 0,17+0,01 <1,18
Soja <0,025 <1,18

Fonte: Autoria propria (2017)
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Podemos concluir que o valor do LOQ (limite de quantificagédo) para digestéao
acida foi de 1,18 ug g e todos os valores obtidos por digestédo acida ficaram abaixo
do LOQ. Isto pode ser justificado pelos altos valores de diluicdo na digestédo acida.

A digestdo acida em amostras organicas € utilizada para eliminar
parcialmente ou totalmente a matriz da amostra e solubilizar o analito antes de sua
determinacdo. No entanto, essa técnica possui varias desvantagens pois exige um
longo periodo de tempo, coloca em risco a saude do analista, apresenta risco de
perdas por volatilizacdo, contaminacdo da amostra, uso de acidos fortes
concentrados, outros (KORN et al., 2007).

5.8 RESULTADOS DAS CONCENTRACOES DE Zn EM AMOSTRAS DE AZEITE
DE OLIVA

Grafico 6. Resultados das concentracdes de Zn obtidas por RP-DLLME e FAAS em amostra |
de azeite de oliva com embalagem de vidro tipo ambar.
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Fonte: Autoria propria (2017)
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Gréafico 7. Resultados das concentragcdes de Zn obtidas por RP-DLLME e FAAS em amostra ll

de azeite de oliva com embalagem de lata sem tampa retractil.
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Fonte: Autoria propria (2017)

Gréfico 8. Resultados das concentragcfes de Zn obtidas por RP-DLLME e FAAS em amostra lll
de azeite de oliva com embalagem de lata com tampa retractil.
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Fonte: Autoria propria (2017)
Pode ser observado que a concentracdo de zinco nas amostras | e Il de

azeite de oliva ndo apresentaram um aumento significativo em relagdo ao tempo de
armazenamento, no entanto, a amostra Il em cerca de 30 dias sua concentracdo
variou de 0,19 ug g* a 0,82 ug g*. Esse resultado pode ser devido a embalagem do
produto a qual € uma lata sem tampa retractil. A lata além de ser resistente oferece
protecdo a luz e ao oxigénio, sendo uma Otima opcdo para armazenamento de

6leos. Porém, a tampa por nao possuir um fechamento adequado, o alimento esteve
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exposto ao oxigénio, por isso o aumento significativo da concentragdo pode ser
devido a autoxidacdo e fotoxidagdo que ocorreu durante o processamento e
armazenamento do produto, ou pela migracdo do Zn da embalagem mas para
verificar € necessario realizar analises do proprio material.

A oxidacdo do Oleo é influenciada pela composicdo de &cidos graxos,
processamento do 6leo, luz, temperatura, concentracao e o tipo de oxigénio, acidos
graxos livres, mono e diacilglicerdis, metais de transicdo, perdxidos, compostos
termicamente oxidados, pigmentos e antioxidantes. Esses fatores de forma interativa
afetam a oxidagdo do 6leo ndo sendo facil diferenciar o efeito individual destes
fatores (VELASCO et al., 2002). No trabalho do Steil e seus colaborares (2009), foi
avaliada a influéncia do armazenamento no produto que estudaram a qualidade e
estabilidade do 6leo virgem de girassol embalado em vidro ambar. Foi observado um
aumento significativo do indice de perdxido que atingiu o valor de 7,2 mEqg/kg apos
180 dias de armazenamento a temperatura ambiente.

No entanto, as concentracdes obtidas estdo de acordo com a legislacao
vigente. De acordo com a Resolucdo RDC n° 20, de 22 de marco de 2007 que
aprova 0 Regulamento Técnico sobre Disposicdbes para Embalagens,
Revestimentos, Utensilios, Tampas e Equipamentos Metalicos em Contato com
Alimentos, o limite de migracéao total ou global é de 50 mg/kg de simulante, no caso
de embalagens e equipamentos com capacidade superior ou igual a 250 mL. Além
disso, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2011) recomenda a
ingestdo diaria de 7 mg de Zn para um adulto, de 5,6 mg para crianca entre 7-10

anos e para as gestantes é recomendado 11 mg por dia.
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6 CONCLUSAO

O método proposto para determinacéo de zinco em 0Oleos vegetais por FAAS
apresentou resultados satisfatérios tornando-se uma técnica promissora para analise
de metais em amostras complexas e organicas. A RP-DDLME é uma técnica mais
rapida e simples que os métodos convencionais como a digestao acida. Além disso,
€ de baixo custo, sensivel, utiliza volumes muito pequenos de solventes organicos e
é eficaz para a remocao de interferentes da matriz.

Entre as amostras de azeites de oliva analisadas, apenas uma amostra
apresentou aumento significativo na concentracdo de Zn apés 30 dias de
armazenamento. Possivelmente isso deve-se ao tipo de embalagem do produto a
qual ndo possui um fechamento adequado deixando o produto exposto a luz
ambiente e também pode estar relacionado ao préprio material da embalagem.
Condigbes inadequadas de armazenamento comprometem a qualidade do azeite
causando degradacdo e alteracBes indesejaveis que podem ser perceptiveis ao
consumidor. Por isso € de extrema importancia o controle de qualidade na industria
e 0 processo de armazenamento para manter a qualidade do produto e conservar

seus componentes funcionais.
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