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RESUMO

REIS, Priscila Karachinski. Microextracdo liquido-liquido dispersiva em fase
reversa assistida por vortex para determinacdo de Fe, Mg e Zn em Odleos
vegetais por espectrometria de absorcdo atdmica. 2018. 74 f. Dissertacao
(Mestrado em Quimica) — Programa de Pds-Graduacdo em Quimica, Universidade
Tecnolégica Federal do Parana. Curitiba, 2018.

Neste trabalho, a microextracdo liquido-liquido dispersiva em fase reversa (RP-
DLLME) assistida por voértex é proposta no preparo de amostras de 6leos para
posterior determinacdo de espécies metdlicas por espectrometria de absorcdo
atdomica com atomizagao por chama (F AAS). A RP-DLLME foi proposta usando 2-
propanol e solugdo de acido nitrico (HNO3) como solventes dispersor e extrator,
respectivamente. Foram otimizados 0s seguintes parametros: tipo e volume de
solvente dispersor, concentracdo acida no solvente extrator e tempo de ultrassom.
Sob condi¢bes otimizadas, 5 g das amostras foram aquecidas (a uma temperatura
de 95 = 5°C) durante 10 min, em seguida, adicionadas de 1 mL da mistura de
solventes, 2-propanol e solucéo de HNO3; 1% (v/v), submetidas a agitacdo em vortex
por 20 s e sonicadas em banho ultrassénico por 10 min. Apos a RP-DLLME, o
sobrenadante foi separado por centrifugacao e as concentracdes de Fe, Mg e Zn na
fase extratora foram determinadas por F AAS. A calibracdo foi realizada por RP-
DLLME utilizando adicdo de padrdes organometalicos em amostra de 6leo vegetal
previamente purificada. Os intervalos de calibragéo foram 0,05-0,50 ug g*, 0,01-0,10
ug g™ e 0,02-0,20 ug g* para Fe, Mg e Zn respectivamente. Os valores de Limite de
deteccdo (LOD) foramde 9 ng g*, 2ng g' e 8ngg* para Fe, Mg e Zn. Os valores
de desvio padréo relativo (RSD) obtidos ficaram entre 1 e 11%. A comparacao dos
resultados obtidos pela metodologia proposta com os obtidos por diluicdo direta nédo
apresentou diferenca significativa de acordo com o teste T emparelhado e teste F.
Os testes de recuperacdo apresentaram valores entre 81-110%, demonstrando a
boa exatiddo do método. O método proposto foi aplicado para a determinacéo de Fe,
Mg e Zn em amostras de 6leos vegetais de diferentes origens, e as concentracdes
obtidas foram da ordem de pg g™.

Palavras-chave: Preparo de amostras. Determinacdo de espécies metdlicas.
Amostras organicas.



ABSTRACT

REIS, Priscila Karachinski. Vortex-assisted reverse-phase microextration liquid-
liquid dispersion for the determination of Fe, Mg and Zn in vegetable oils by
atomic absorption spectrometry. 2018. 74 p. Dissertation (Master's degreee in
Chemistry) Federal University of Technology — Parana. Curitiba, 2018.

In this work, Vortex-assisted reverse-dispersive liquid-liquid dispersion (RP-DLLME)
is proposed for the preparation of oil samples and for further determination of metal
species by flame atomization (F AAS) atomic absorption spectrometry. RP-DLLME
was proposed using 2-propanol and nitric acid solution (HNO3) as dispersant and
extractor solvents, respectively. The following parameters were optimized: type and
volume of dispersing solvent, acid concentration in the extracting solvent and
ultrasonic time. Under optimized conditions, 5 g of the samples were heated (at a
temperature of 95 £ 5 ° C) for 10 min, then added with 1 ml of the solvent mixture, 2-
propanol and 1% HNO3 solution (v/v), vortexed for 20 sec if sonicated in an ultrasonic
bath for 10 min. After RP-DLLME, the supernatant was separated by centrifugation
and the concentrations of Fe, Mg and Zn in the extractive phase were determined by
F AAS. Calibration was performed by RP-DLLME using addition of organometallic
standards in previously purified vegetable oil sample. The calibration intervals were
0.05-0.50 pg g*, 0.01-0.10 ug g* and 0.02-0.20 pg g * for Fe, Mg and Zn
respectively. The limit of detection (LOD) values were 9 ng g*, 2ng g* and 8 ng g*
for Fe, Mg and Zn. The relative standard deviation (RSD) values obtained were
between 1 and 11%. The comparison of the results obtained by the proposed
methodology with those obtained by direct dilution did not show a significant
difference by paired test T and test F. The recovery tests showed values between
81-110%, demonstrating the good accuracy of the method. The proposed method
was applied for the determination of Fe, Mg and Zn in samples of vegetable oils of
different origins, and the concentrations obtained were of the order of ug g™*.

Keywords: Sampling. Determination of metallic species. Organic samples
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1 INTRODUCAO

Os Oleos vegetais sdo utilizados em todo o mundo principalmente na
alimentacdo ou em aplicagbes tecnolégicas como a producdo de sabdes, velas e
biodiesel'. A constituicido dos 6leos vegetais é baseada principalmente em
triglicerideos com concentracées menores de mono e diglicerideos, acidos graxos,
fosfatideos, esterdis, tocofendis, pigmentos e outros componentes?.

A concentracdo de espécies metalicas em 6leos vegetais normalmente é
baixa, porém a determinacdo destas espécies € de grande importancia, pois
espécies metalicas de Ca, Co, Fe, Mg, Ni e Zn podem atuar como catalisadores em
processos de oxidacéo de lipidios acarretando alteracdes quimicas e caracteristicas
indesejaveis no sabor e no odor destes produtos®*. Também existem espécies
metélicas potencialmente téxicas que podem causar danos a satde™”

A determinacdo de metais em Oleos vegetais comestiveis normalmente
ocorre por meio de diferentes técnicas analiticas como Espectrometria de Absorcéo
Atdmica (AAS) com Atomizacao por Chama (F AAS) ou por Forno de Grafite (GF
AAS), Espectrometria e Emissdo Optica com Fonte de Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP OES) e Espectrometria de Massa com Fonte de Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP-MS)>”’. Apesar de sua elevada eficiéncia, os métodos
instrumentais de analise normalmente necessitam de etapas de preparo de
amostras, 0s quais sdo determinantes para a obtencéo de resultados fidedignos.

Os procedimentos convencionais de preparo de amostras de 6leos vegetais
com posterior determinacdo de metais aplicam a digestdo acida em frasco aberto ou
assistida por micro-ondas®. Apesar de muito eficientes estes procedimentos
apresentam algumas limitacbes e desvantagens como uso de 4&acidos fortes
concentrados, perda de analitos por volatiizacdo ou projecdo, manipulagéo
excessiva da amostra e elevados fatores de diluicdo®. Neste sentido, novas
metodologias para o preparo de amostras, que envolvem procedimentos de extracao
e pré-concentracdo de analitos estdo sendo propostas, focando principalmente na
simplicidade e na economia sem que haja perda de eficiencia®.

Atualmente, h4 uma tendéncia ao desenvolvimento de procedimentos
analiticos miniaturizados, diminuindo o gasto de amostras e de reagentes®’. Entre

0s procedimentos miniaturizados, pode-se destacar a microextracao liquido-liquido
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dispersiva (DLLME), proposta por Rezaee et al. (2006)°, nela ocorre a utilizacdo de
um solvente extrator (organico) imiscivel na amostra (aquosa) e um solvente
dispersor que deve ser miscivel na amostra e no solvente extrator e ainda
proporcionar a formacéo de um sistema ternario de solventes, facilitando a extracao
dos analitos®. Atualmente variagbes na DLLME tem ampliado sua gama de
aplicacbes'®. Para amostras insolGveis em a4gua, Hashemi e colaboradores (2010)*,
propuseram a microextracdo liquido-liquido dispersiva em fase reversa (RP-DLLME),
onde a amostra é de origem organica e o solvente extrator aquoso, assim como na
DLLME um solvente dispersor € responsavel por facilitar a dispersdo do extrator na
amostra, proporcionando uma maior eficiéncia de extracdo™®.

Oleos vegetais sdo amostras complexas e exigem procedimentos de preparo
para determinacdo de espécies metalicas que sao bastante laboriosos, assim o
desenvolvimento de procedimentos alternativos de preparo de amostras é de
extrema importancia®. A RP-DLLME apresenta-se como um procedimento promissor
e ainda pouco explorado que detém inumeros beneficios na extracdo e pré-
concentracdo de analitos inorganicos como: simplicidade, rapidez, economia e
utilizacédo de reagentes de baixa toxicidade. A utilizacdo da RP-DLLME ja foi descrita
em alguns trabalhos sobre a determinacdo de compostos organicos em Oleos

vegetais'®™?

, mas na determinacdo de espécies metalicas em Oleos atualmente
existe apenas um trabalho na literatura com a aplicacdo de RP-DLLME. Diante
disso o presente trabalho propde a RP-DLLME para extracao e pré-concentracao de
espécies metalicas de Fe, Mg e Zn presentes em 06leos vegetais para posterior

determinacado por F AAS.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método analitico utilizando a microextracdo liquido-liquido
dispersiva em fase reversa para extracao e pré-concentracdo de espécies metélicas
de Fe, Mg e Zn em amostras de Oleos vegetais com posterior determinacdo por

espectrometria de absorcéo atdmica com atomizacgéo por chama.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar os parametros de extracdo e pré-concentracdo da RP-DLLME: tipo e
volume do solvente dispersor, concentracdo do acido na solucao extratora e
tempo de ultrassom;

e Determinar os parametros de mérito para a metodologia proposta,

e Avaliar a metodologia proposta por meio da comparacéo dos resultados com
0s obtidos por outros métodos de analise e por testes de recuperacao;

e Aplicar a metodologia proposta para determinacdo de Fe, Mg e Zn em

amostras de 0leos vegetais provenientes de diferentes fontes.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 OLEOS VEGETAIS

Os oOleos vegetais sdo utilizados pela humanidade desde a antiguidade seja
na alimentacdo ou em aplicacdes tecnoldgicas diversas como na industria quimica e
farmacéutica’®’. Usualmente os 6leos vegetais presentes na alimentacdo humana
provem de sementes de vegetais como soja, girassol, milho e canola ou ainda de
frutos como azeitona e palmeiras.’® A obtenc&o dos 6leos vegetais pode ocorrer por
extracdo com solvente organico ou prensagem mecanica das sementes ou frutos.*
O consumo de Oleos vegetais eleva-se a cada ano, segundo estimativa do
International Statistical Agricultural Information (ISTA)?° a producdo mundial de 6leos
e gorduras, entre 2016 e 2017, deve ultrapassar 200 milhdes de toneladas,
considerando os 13 tipos de Oleos vegetais e os 4 tipos de gorduras mais

consumidos conforme demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Produg&o mundial de 13 tipos de éleos e 4 tipos de gorduras.

Fonte: Adaptada ISTA (2017)%.
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A expansdo na producdo de O6leos vegetais decorre principalmente do
aumento da renda e do consumo da populacdo em paises em desenvolvimento e da
crescente demanda por biocombustiveis®.

Como alimentos, 6leos vegetais sdo extremamente importantes para a
nutricdo humana, pois séo fontes potenciais de energia, atuam como reguladores
biolégicos fornecendo compostos necesséarios a sintese de estruturas celulares e
prostaglandinas e atuam no transporte de vitaminas lipossolGveis (A, E, D e K)'®*°.
Também em alguns 6leos como os provenientes de nozes, buriti, colza e linhaca
existem grandes quantidades de &cidos graxos poli-insaturados, &cido linoleico,
acido linolénico e a-tocoferol, compostos capazes de diminuir o risco de doencas
cardiovasculares®?*,

Pertencentes ao grupo de substancias hidrofobicas, os oOleos vegetais
apresentam cadeias carbodnicas longas que podem estar ligadas a grupos organicos
como alcoois, acidos carboxilicos, fendis e outros??®, Diante do elevado consumo
de oleos vegetais, o conhecimento acerca da composi¢cdo quimica dos mesmos €&
cada vez mais importante.

Os Oleos vegetais sdo constituidos predominantemente de triglicerideos,
com quantidades menores de mono e diglicerideos, acidos graxos livres, fosfatideos,
esterdis, vitaminas sollveis e tocofenéis®**. Além de compostos derivados de &cidos
graxos e de substancias lipidicas, os 0Oleos vegetais podem apresentar em sua
composicao glicosideos, isoflavonas e espécies metalicas sob diferentes formas que
interferem drasticamente em suas propriedades organolépticas®*%,

A qualidade dos Oleos vegetais esta diretamente relacionada a sua
composicdo e a reacfes quimicas que alteram suas caracteristicas, uma das
reacdes mais frequentes é a oxidacdo®. Considerada a principal forma de
deterioracdo dos 6leos, a oxidacgao lipidica ocorre quando o oxigénio se dissolve no
Oleo e reage com seus constituintes (acidos graxos insaturados), a maior reatividade
esta intrinsecamente relacionada ao grau de instauracéo®.

A oxidacdo pode ser definida como uma reacdo em que ocorre a perda de
hidrogénio ou de elétrons por acdo de um agente oxidante, em alimentos o agente
oxidante é o oxigénio®. O mecanismo da reacéo de oxidac&o lipidica consiste numa

sequéncia de reacdes interligadas®’. Ocorrendo na seguinte maneira:
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1. Iniciagdo: séo formados os radicais livres do acido graxo em decorréncia da
retirada de um hidrogénio do carbono alilico na molécula do acido graxo. Tal
hidrogénio torna-se mais facilmente removivel, uma vez que o radical acaba
sendo estabilizado por ressonancia pelas duas ligacées duplas?’;

2. Propagacao: o oxigénio ataca os radicais livres que s&o convertidos em outros
radicais, aparecendo o0s produtos primarios de oxidacdo (peroxidos e
hidroperoxidos). Os radicais livres formados atuam como propagadores da
reacéo, resultando em um processo autocatalitico?”;

3. Término: dois radicais se combinam com a formacdo de produtos estaveis
(produtos secundarios de oxidacao) obtidos por cisdo e rearranjo dos peroxidos
(epoxidos, compostos volateis e ndo volateis)®.

As etapas da oxidacéao lipidica estdo demonstradas na Figura 2.

Iniciacao: RH > Re + He Onde:
Propagacéo: — Re +Q, —— ROOe RH & um acido graxo
ROOe + RH » ROOH + Re R® & um radical livre

ROO® é um radical peréxido
‘ ROOR €& um hidroperoéxido

Término: ROO® + R* —» ROOR ‘

ROQe + ROO* — ROOR + 0, | Produtos estaveis
Re + Re » RR ‘

Figura 2. Esquema geral de oxidacao lipidica.

Fonte: Ramalho e Jorge (2006)*’

A oxidacéao de lipidios altera drasticamente as caracteristicas organolépticas
dos produtos, pode destruir acidos graxos essenciais e vitaminas lipossolUveis e
ainda gerar substancias como peroxidos, aldeidos, cetonas, hidroxiacidos,
hidrocarbonetos e polimeros que podem ser nocivas a satde®=".

O fendmeno de oxidacéo lipidica ocorre de maneira espontanea e inevitavel,
mas pode acontecer por meio de varios mecanismos que dependem do meio e da
presenca de catalisadores®. Entre os fatores que podem acelerar o processo de
oxidacao lipidica estdo®***:

e Temperatura — quanto maior a temperatura mais rapida a oxidagao;
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e Luz — a absor¢cédo de luz na regido do visivel ou proximo do ultravioleta
fornece energia que favorece a oxidagao;

e Lipoxigenase — a enzima lipoxigenase proveniente de vegetais proporciona a
maior formacao de radicais livres e assim a oxidacao lipidica;

e Metais — ions metalicos de metais de transicdo como Fe e Zn, favorecem a
formacdo de radicais livres devido a transferéncia de elétrons ocorrida
durante as alteracfes de estado de oxidacdo. A atuacdo de ions metalicos
nos processos de oxidacdo lipidica diminui a energia de ativacdo da reacéo
inicial de oxidacéao e favorece a formacao de peroxidos.

3.2 ESPECIES METALICAS EM OLEOS VEGETAIS

A presenca de metais em 6leos vegetais, geralmente ocorre em quantidade
muito pequena e provem de fatores como o metabolismo da planta de origem, uso
de fertilizantes e agentes para correcdo do solo durante o cultivo, presenca de
rodovias proximas as areas de plantacfes, contaminacdes ambientais ou durante os
processos de refino, transporte ou armazenamento do produto-**3L.

A concentracdo de metais em Oleos vegetais € bastante variavel, pois
depende da origem do produto, mas normalmente apresenta-se na ordem de pg g™
e ng g™. Trindade e colaboradores (2015)* relataram concentracées entre 0,27-1,75
ug g* de Fe e entre 0,11-0,45 ug g* de Zn em trés tipos de 6leos comestiveis e
Bennincasa e colaboradores (2007)* expuseram largas faixas de concentracdo de
Fe e Mg em amostras de 6leo de oliva entre 89,3-550,9 ng g* e 56-1032 ng g*
respectivamente, isto devido as diferentes origens e condi¢cdes de cultivo das
amostras analisadas.

Muitas espécies metalicas de Ca, Fe, K, Mg e Zn séo nutrientes essenciais
da alimentacdo humana, exercendo func¢des importantes no equilibrio e na
manutencdo das funcdes do organismo humano como a geracao de energia, sintese
de estruturas celulares e atividade enzimatica®. Diante da importancia nutricional de
espécies metalicas, existem recomendacdes sobre as concentragcbes a serem
1

ingeridas diariamente, sendo entre 10 e 40 mg dia™, de Fe, entre 320-420 mg dia -
de Mg e entre12-15 mg dia* de zn* %,
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Metais como Fe, Mg e Zn estdo presentes em diversos alimentos e a
absorgcédo de tais metais no organismo humano depende diretamente da forma
quimica em que se apresentam **. Apesar de representarem nutrientes muito
importantes da nutricdo humana a exposicdo excessiva a determinadas espécies
metéalicas destes metais podem trazer danos a satide humana®*°.

O Fe é um elemento fundamental a diversas atividades metabdlicas
considerado o metal mais abundante no organismo humano, atua na formacéo da
hemoglobina e de enzimas vinculadas a fungbes respiratérias, assim sua presenca
na dieta humana é indispensavel. No entanto, estudos demonstram que 0 excesso
de Fe pode gerar danos a células e tecidos devido a sua capacidade de catalisar a
geracdo de radicais que atacam e danificam macromoléculas celulares:.

O Mg configura o quarto cation mais abundante no corpo humano, este
elemento € um importante nutriente que auxilia na ativagcdo das enzimas e
juntamente com o K age nas células como instigador interno do metabolismo do
fésforo em processo de geracdo de energia®. O excesso de Mg no organismo pode
gerar quadro de hipermagnesemia marcado por sonoléncia, fraqueza, e em casos
mais graves parada respiratoria®’.

O Zn é o segundo elemento em maior concentracao no corpo humano e atua
em diversos eventos fisiol6gicos como na divisdo celular mitotica e sintese de DNA,
o0 Zn também é fundamental no equilibrio da atividade enzimatica, estabilizacdo de
proteinas e transmissdo de impulsos nervosos®. Apesar de ser um nutriente
essencial ao organismo humano, as concentracdes elevadas de Zn podem causar
inimeras doencas incluindo lesdo neuronal e epilepsia®**°.

Apesar da concentracdo de metais em Oleos vegetais ser relativamente
baixa, a presenca destes pode interferir diretamente na qualidade dos Oleos
comerciais, uma vez que metais como Fe, Mg e Zn atuam como catalizadores de
reacdo de oxidacdo lipidica gerando perédxidos, aldeidos e cetonas que alteram de

134142~ Além disso,

modo relevante caracteristicas de sabor e odor do produto
elementos como Cd, Hg e Pb s&o potencialmente toxicos ao organismo humano
mesmo em baixas concentraces®*>. Neste sentido, o controle da concentracéo de

elementos quimicos em amostras de 6leos vegetais é importante.
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3.3 TECNICAS ANALITICAS PARA DETERMINACAO DE METAIS EM OLEOS

A determinagcdo de metais em 06leos constitui um grande desafio analitico,
pois as amostras sdo de grande complexidade e a concentracdo das espécies
metalicas normalmente apresenta-se em nivel traco, estes fatores dificultam muito a
identificacéo e quantificacao®*3*°,

Diversas técnicas analiticas vém sendo utilizadas na determinacdo de metais
em 6leos, entre as quais estdo a Espectrometria de Emissdo Optica com Fonte de

46,47

Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES)™"', Espectrometria de Massa com

4849 Espectroscopia de Raios X*°, e

Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS)
Espectrometria de Absorcdo Atdmica (AAS), sendo esta amplamente
utilizada’*#?>3>51%2 Além destas a Espectrometria de Absorcdo Atdmica de Alta
Resolucdo com Fonte Continua (HR-CS AAS) também é considerada uma
alternativa na determinacéo de elementos traco em 6leos’’>3°4°°,

O fundamento de técnicas de AAS consiste na medida de absorcdo da
intensidade da radiacdo eletromagnética, proveniente de uma fonte de radiacéo
especifica, por atomos gasosos no estado fundamental®®. Esta técnica pode ser
utilizada em determinacbes qualitativas e quantitativas de metais, semi-metais e
alguns nao metais™*>?.

O sistema basico de um espectrometro de absorcdo atdbmica € constituido
de fonte de radiacédo, atomizador, monocromador, um detector, um processador de
sinais e um sistema computacional conforme demonstrado na Figura 3. Os recentes
avancos tecnologicos dos componentes Opticos e eletrbnicos permitiram a AAS
determinacées com maior sensibilidade, precisdo e menores limites de deteccéo.

A eficiéncia da utilizacdo da AAS na determinacdo de metais em amostras de
Oleos foi demonstrada em trabalhos como o de Bakircioglu, Toprakasever e Kutulus
(2014)%°, com a utilizacdo de extracdo induzida por quebra de emulsdo para a
determinacao de Zn em Oleos comestiveis por F AAS, o valor de LOD foi de 1,00 ug
L, também Cabrera-Vique, Bouzas e Oliveras-Lopez (2012)° obtiveram bons
resultados na determinacéo de 5 metais em amostras de Gleo de oliva por GF AAS,
utilizando diluicdo com solventes, os valores de Limite de Detecgao ficaram entre

1,50 e 80 pg g .
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Figura 3. Diagrama de blocos de um espectréometro de absor¢éo atdmica de feixe Unico.

Fonte: Adaptado de Holler, Skoog e Crouch (2009)°*.

As técnicas instrumentais sao eficientes na determinacao de elementos traco,
mas tratando-se de amostras complexas como 0Oleos vegetais a confiabilidade dos
resultados obtidos esta diretamente relacionada com os procedimentos de preparo
de amostras, 0s quais visam minimizar interferentes e garantir a qualidade nas

determinacoes.

3.3.1 Espectrometria de Absorcao Atdbmica com Atomizacao por Chama

A espectrometria de absorcdo atbmica com atomizacdo por chama foi
proposta em 1955 por Alan Walsh na Australia e por Alkemade e Milatz na
Holanda®. O espectrofotdmetro de absorcdo atémica com atomizagdo por chama
possui como componentes principais fonte de radiacdo com lampada de catodo 6co
especifica para cada elemento, atomizador por chama, monocromador, detector e
um sistema para leitura conforme a Figura 4.

A analise por F AAS inicia-se com a nebulizagdo da amostra, a qual é
transformada em um fino aerossol e misturada a gases combustiveis e oxidantes
gue produzem a chama, elevando-se o calor existe a evaporacdo do solvente e a
vaporizacdo dos analitos, posteriormente as moléculas dissociam-se dao origem a
atomos livres, a quantidade de atomos livres no estado fundamental pode ser

relacionada com a radiacéo absorvida®.
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Figura 4. Espectrofotbmetro de absorcdo atdmica com atomizacao por chama

Fonte: CIENFUEGOS e VAITSMAN (2000)%

A F AAS esta entre as técnicas espectrométricas mais usadas na
determinacdo de metais devido a sua relativa simplicidade, robustez, efetividade e
baixo custo. Apesar de determinar entre 60 e 70 elementos com elevada
sensibilidade, a F ASS convencional e que utiliza fontes de linhas, é limitada a
determinacées monoelementares®.

As determinacdes por F AAS podem sofrer altera¢cdes divido a interferéncias
do tipo espectral e/ou ndo-espectral. As interferéncias espectrais provem da
presenca de produtos particulados que espalham a radiacdo ou de superposicdo das
linhas, ja as interferéncias ndo-espectrais sao causadas nha maioria das vezes pelos
contaminantes presentes na matriz da amostra®>®*.

Entretanto a presenca de compostos organicos em amostras analisadas por
espectrometria atbmica pode interferir drasticamente no resultado, exigindo
procedimentos de preparo de amostras capazes de eliminar todos os interferentes, o

que pode gerar perda de analitos e contaminacado por reagentes®.
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3.4 PREPARO DE AMOSTRAS

A correta escolha e execucédo de procedimentos de preparo de amostra sao
fundamentais para o sucesso em andlises quimicas. Considerada a etapa mais
critica de determinagcdes espectrométricas, o preparo de amostras exige em média
61% do tempo total da andlise e pode representar a maior fonte de erros
analiticos™®*’.

Tratando-se de amostras com alto teor de matéria organica como 06leos, o
preparo de amostra deve reduzir ao maximo a quantidade de carbono orgénico e
para isto muitas vezes requer acidos concentrados e consideraveis tempo e
temperatura aquecimento™. Entre os procedimentos de preparo de amostras mais
amplamente aplicados para determinacdo de metais em Oleos estdo: a digestédo
acida em frasco aberto ou assistida por micro-ondas, diluicdo direta, combustéo
assistida por micro-ondas, emulsificaco e extracéo liquido-liquido®’°8®2.

A digestao acida busca oxidar todos 0s compostos organicos constituintes da
amostra utilizando misturas de reagentes como: acido nitrico, acido sulfdrico e
peroxido de hidrogénio, sob altas temperaturas em frasco aberto ou em sistema
micro-ondas sob alta pressdo, até a completa decomposicdo da matriz da
amostra®*®*. A digestdo acida apresenta vantagens como a eliminacdo de provaveis
interferéncias da matriz, elevada aplicabilidade, eficiéncia e robustez®. No entanto, a
digestdo acida, principalmente em frasco aberto, exibe desvantagens, como o
prolongado tempo de analise, consumo elevado de reagentes, exposicédo do analista
a reagentes potencialmente téxicos e alto fator de diluico®*3.

O preparo de amostras por diluicdo com solventes organicos € um
procedimento simples e rapido, aplicado para solubilizacdo de amostras organicas,
mas limitado devido ao uso elevado de reagentes potencialmente toxicos e a alta
probabilidade de contaminacdo proveniente de reagentes de baixa pureza®. Além
disso, a introducdo direta das amostras com alto conteddo organico em
equipamentos espectrométricos pode gerar resultados imprecisos uma vez que
determinados componentes da amostra podem formar compostos termicamente
estaveis que ndo se decompdem com a agdo da chama, também na diluicdo direta o

limite de quantificagéio é elevado em consequéncia do fator de diluicio %%,

7z

A combustdo assistida por micro-ondas € utilizada no preparo de amostras

complexas, principalmente devido a elevada eficiéncia na decomposicdo de matéria
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organica, eliminando a matéria organica que pode atrapalhar as determinaces
espectrométricas®. No entanto a utilizagéo de temperaturas muito elevadas durante
o procedimento podem levar a formacdo de espécies volateis e assim perda de
analitos®>°®,

A emulsificacdo representa um procedimento alternativo para o preparo de
amostras em que ndo ha destruicéo total da matriz*’. Neste procedimento ocorre a
formacdo de um sistema entre agua e 6leo com aplicacéo de surfactantes e algumas
vezes um alcool como co-solvente, com a finalidade reduzir a viscosidade da
amostra e facilitar as determinacées*’ 3. Apesar de ser um procedimento simples, as
emulsdes formadas muitas vezes ndo apresentam boa estabilidade podendo
comprometer os resultados®.

A extracdo liquido-liquido (LLE) é um dos procedimentos mais antigos na
extracdo de analitos, utiliza solventes imisciveis para que ocorra a separacao entre
analitos organicos e inorganicos®. Este procedimento fundamenta-se na
solubilidade do analito em uma das fases imisciveis, proporcionando a extracao e a
pré concentracdo dos analitos em volumes menores®’. No entanto a LLE apresenta
algumas limitacbes como o elevado consumo de reagentes, baixas taxas de
recuperacdo do analito, muitas etapas de manipulacdo da amostra, elevado tempo
de extracdo e geracdo de grande volume de residuos®”®’.

Diante das limitacdes demonstradas por procedimentos de preparo de
amostras convencionais, surge a necessidade do desenvolvimento de novos
métodos que eliminem ou reduzam o consumo de reagentes, diminuam o gasto
energético, apresentem menor geracado de residuos e ndo exponham riscos ao
operador >,

No desenvolvimento de novas metodologias analiticas existe atualmente uma
tendéncia a miniaturizacdo dos sistemas, tornando 0s processos mais rapidos,
simples e menos dispendiosos sem perder a eficiéncia®®. Em funcdo disso,
procedimentos de preparo de amostras aplicando quantidades reduzidas de
reagentes estdo sendo desenvolvidos, entre estes destacam-se a Microextracao
Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME) e a Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva
em Fase Reversa (RP-DLLME).
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3.4.1 Microextracéo Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME)

Com a finalidade de melhorar o processo de extracdo liquido-liquido
convencional, Rezaee e colaboradores (2006)° desenvolveram a DLLME. Neste
procedimento, ocorre a formacao de um sistema ternario a partir da mistura entre
uma solucdo contendo o solvente extrator (solvente organico de baixa densidade,
imiscivel em agua) e agente dispersor (solvente miscivel em agua e no solvente
extrator) e a amostra®®"®. Na DLLME, a separacéo dos analitos ocorre por particio
entre duas fases imisciveis de solucdo aquosa e solvente organico, a polaridade do
analito determina sua solubilidade em uma das fases™.

O procedimento da DLLME inicia-se na injecdo rapida da mistura de solventes
sobre a amostra aquosa contendo os analitos’®. Com a turbuléncia gerada pela
introducdo da mistura de solventes, existe a disperséo de finas goticulas do solvente
extrator na amostra, aumentando o contato entre as fases e consequentemente a
extracdo dos analitos’™. A elevada area de contato entre solvente extrator e amostra
aquosa, faz com que o equilibrio seja alcancado rapidamente e assim o tempo de

extracdo seja curto®” ™.

Apés a injecdo da mistura de solventes ocorre a
centrifugacdo separando as duas fases, na fase sedimentada encontram-se 0s
analitos que podem entdo ser determinados® . As etapas da DLLME estdo

ilustradas na Figura 5.



26

Injecdo da solugao de
solvente extrator e
dispersor
Remocdo do

solvente
extrator

)

: 3 < 3 v' 7 ] | T 1 Analise por
Formagdo HPLC, CE, etc
da solucdo Centrifugacdo ‘

turva

Amostra

Figura 5. Esquema DLLME.

Fonte: Moreira Yokoya e Gaitani (2014)"*.

Existem fatores muito importantes a se considerar na aplicacdo da DLLME
entre eles a solubilidade do solvente extrator em agua, o volume da solugcéo de
amostra, o tipo e o volume de solvente dispersor e o volume solvente extrator®. Para
obter os melhores resultados o ideal é realizar experimentos com o intuito de
otimizar as condi¢cOes de extracao e pré-concentracao.

Os procedimentos de preparo de amostras por DLLME apresentam diversas
vantagens, dentre elas: baixo custo, recuperacdo adequada, elevados fatores de
enriquecimento (FE) ou pré-concentracdo, pequeno consumo de reagente e 6tima
eficiéncia de extracdo®’.

A DLLME ja foi aplicada em muitos trabalhos conforme demonstrado na
Tabela 1. Os resultados expdem a elevada sensibilidade e eficiéncia dos métodos
aplicando DLLME em diferentes amostras. Na determinacdo de metais em amostras
biolégicas e de alimentos a DLLME é bastante favoravel, pois com ela, além de
extracdo ocorre a pré-concentracdo destes analitos que normalmente apresentam-
se em quantidades muito pequenas em tais amostras.

Apesar dos inumeros beneficios da DLLME, existem fatores que dificultam a
sua aplicacdo, como a escolha do solvente extrator que deve ter a capacidade de
extrair os analitos, gerar uma solucéo turva em contato com o solvente dispersor, ter

pouca solubilidade em agua e ainda ser compativel com a instrumentacao analitica,
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desta maneira o numero de solventes extratores que podem ser utilizados €
bastante limitado®® "3,

Algumas modificagcdes quanto a natureza do solvente extrator utilizado na
DLLME vém sendo propostas com a finalidade de melhorar a eficiéncia e a ampliar
aplicabilidade do procedimento, dentre as novas metodologias pode-se mencionar a
lonic liquid dispersive liquid—liquid microextraction (IL-DLLME) que utiliza liquidos
ibnicos como solventes extratores, amplamente aplicavel na determinacdo de

697> e outros poluentes organico’® em amostras de

espécies metélicas™, pesticidas
origem biologica, agua ou cosméticos e a dispersive liquid-liquid microextration
method based on solidification of floating organic drop (DLLME-SFO) que apresenta
como inovacédo a utilizacdo de um solvente de baixa densidade e com ponto de
fusdo proximo a temperatura ambiente para solidificar-se e tornar mais facil a
separacao do analito, este procedimento é muito eficiente na extragcdo de compostos
organicos halogenados’’.

Outra metodologia promissora € low-density solvent-based solvent
demulsification dispersive liquid-liquid microextraction (LDS-SD-DLLME) onde apos a
injecdo da mistura de solventes, ocorre a adicdo de um novo volume de solvente
dispersor para que ocorra a quebra da emulsdo e o solvente extrator fica na fase
superior, facilitando a coleta e excluindo a etapa de centrifugagcdo o que torna o
procedimento mais rapido, a LDS-SD-DLLME possui inUmeras aplicacdes incluindo
a determinac&o de hidrocarbonetos policiclicos e sulfonamidas em agua’®®.

Usualmente o solvente extrator aplicado a DLLME é apolar, portanto tem
pouca afinidade por analitos polares ou aplicacdo para extracdo de analitos em
amostras hidrofébicas como 6leos vegetais®. Na determinacdo de espécies
metéalicas por DLLME, muitas vezes ocorre a conversdo dos analitos a complexos
com a adicdo de agentes quelantes que possibilitam a interacdo do analito com o
solvente extrator apolar, este procedimento vem sendo aplicado para amostras
aquosas®. No entanto para a determinacdo de espécies metélicas amostras
complexas como 6leos, que sdo apolares, a aplicacdo deste procedimento ndo é
possivel®.

Para contornar esta limitacdo, existem estudos recentes com a utilizagcdo da
reverse phase dispersive liquid-liquid microextration (RP-DLLME), procedimento que

utiliza solventes com polaridade inversa a DLLME convencional.
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3.4.2 Microextracdo Liquido-Liquido Dispersiva em Fase Reversa (RP-DLLME)

A RP-DLLME foi proposta por Hashemi e colaboradores (2010)'° para a
extracdo pré-concentracdo de oleuropeina em &guas residuais provenientes do
processamento da azeitona. Atualmente a RP-DLLME expandiu-se a diversos
meétodos analiticos.

A RP DLLME segue procedimentos similares a DLLME tradicional, uma
mistura de solventes € aplicada diretamente na amostra, onde o solvente dispersor €
miscivel na amostra e no solvente extrator e o solvente extrator € miscivel em agua
de modo inverso a DLLME, o analito deve ter maior afinidade pelo solvente extrator,

de modo a ser atraido para a fase aquosa, conforme demonstrado na Figura 6%,

~ SOLUCAO" "
"TURVA .~ =
e Ly

Figura 6. Esquema RP-DLLME, onde SE: solucédo extratora e AN: analito

A RP-DLLME trata-se de um procedimento de equilibrio, pois durante a
formacdo da dispersdo entre 0s solventes e a amostra, existe uma grande area de
superficie entre o solvente extrator e o analito, fazendo com que o equilibrio seja
atingido rapidamente®?%°,

Entre as vantagens associadas a RP-DLLME pode-se mencionar a rapidez,
a simplicidade em relacdo a outros procedimentos como digestao acida, economia e
facilidade de automatizacdo.'® A RP-DLLME tornou-se atualmente foco de diversos

estudos conforme demonstrado na Tabela 1.



29

Assim como na DLLME convencional variagbes nos procedimentos de
dispersdo da mistura podem melhorar a eficiéncia de extracdo da RP-DLLME. A
utilizacdo de banho ultrassénico e agitacdo por vértex em trabalhos que aplicam a
RP-DLLME trazem beneficios como: a melhoria da formacdo da disperséo, rapida
transferéncia de massa entre duas fases imisciveis, reducao do tempo de equilibrio
e diminuicdo o tempo de extrac&o®®®’.

Em trabalhos como o de Cinelli et al. (2013)®® ocorreu a utilizagédo de
ultrasound-vortex-assisted dispersive liquid—liquid microextraction (USVADLLME) na
determinacdo de seis ésteres em bebidas alcodlicas por GC-FID, obtendo étimos
resultados com valores de LOD abaixo de 0,022 pg L', Ziyaadini, Mahadi e
Khosravinia (2016)*° utilizaram a RP-DLLME assistida por ultrassom para a
determinacdo de compostos fendlicos em sedimentos marinhos, o uso de ultrasson
trouxe como um dos beneficios o uso de um menor volume de solvente e o valor de
LOD de 15 pg Kg™ ®. Também Hosseini, Heydari e Alimoradi (2015),* verificaram
gue a utilizacdo de vortex na RP-LLME melhora a extracdo de amygdalin em 6éleo
vegetal obtendo um LOD de 20 pg L™

A RP-DLLLME permite a extracdo e pré-concentracdo de analitos com
valores de fator de pré-concentracdo elevados e valores de limite de deteccdo na
ordem de ng g. Constata-se que a maioria das aplicacdes da RP-DLLME destina-
se a determinacdo de compostos organicos como fendlicos e N-nitro dietanolamina
em amostras apolares***® Ja determinacédo de espécies metalicas por RP-DLLME
ainda é pouco abordada, apresentada apenas no estudo de Lopez-Garcia, Vicente-
Martinez e Hernandez-Cérdoba (2013)'* onde os resultados foram satisfatérios com
valores de LOD abaixo de 10 ng Kg™ e fatores de enriquecimento acima de 140,
indicando que a aplicacdo da RP-DLLME para esta finalidade € um étimo tépico a
ser explorado.

Algumas caracteristicas de diversos trabalhos aplicando DLLME e RP-DLLME

estdo expostas na Tabela 1.



Tabela 1. Caracteristicas de diferentes métodos aplicando a DLLME e RP-DLLME.
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Procedimento de preparo

. Amostras Analitos Comentarios Referencias
das amostras/ Técnica

A . B-estradiol e Acetona como solvente dispersor e CCl, como solvente extrator. LOD (96)

DLLME/HPLC Agua mineral dietilstilbestrol de 0,010 pg L™ para B-estradiol e 0,008 ug L™ para diethylstilbestrol
Cereais e alimentos Etanol como solvente dispersor e CCl, contendo 1,3-fenileno-bis(1,2- (97)

DLLME/F AAS . Cu etanodil)-bis-isotioureia como solvente extrator. FE de 55 e LOD de

vegetais A
0,05ngg
e Acetona como solvente dispersor e CCl, como solvente extrator. FE (98)
DLLME/GF AAS Materiais bioldgicos Ag de 70 e LOD de 2 ng g™
Acetonitrila e Acetona como solventes dispersores para Cd e Pb (99)
DLLME/F AAS Mel CdePb respectivamente e CCl, como solvente extrator para Cd e Pb. LOD de
20 e 140 ng g™ para Cd e Pb nesta ordem

. . 1-4 dioxano como solvente dispersor e solucdo etanol/agua 6:4 (v/v)

RP-DLLME/LC-DAD-MS Oleo ci/?rog\rlﬁ extra Cf(()er:é)&s;[gs como solvente extrator. (11)
9 Valores de LOD entre 10 e 400 ng g*
) Bisfenol Metanol como solvente dispersor e solugdo de NaOH como solvente (12)
RP-DLLME/HPLC Oleos comestiveis extrator. LOD de 2,5 ng g™

Isopropanol como solvente dispersor e solu¢édo de &cido nitrico como (14)

RP-DLLME/ETA-AAS Oleos comestiveis cd e Pb solvente extrator. FE d-% 140 para Cd e de 146 para Pb. LOD de 0,6 e

10 ng Kg™~ para Cd e Pb respectivamente.
RP-VADLLME/HPLC- Oleos e sementes Amygdalin . o . . (13)
UVNVis Mistura de acetonitrila e tetrahidrofurano como solvente dipersor e
agua como solvente extrator. FE LOD de 0,02 pg g'1

RP-DLLME/e LC-UV/Vis Cosmeéticos N-nitro Acetona como solvente dispersor e &gua como solvente extrator. FE (100)

dietanolamina

de 31,5. LODde 1,2 ng g*




31

4 EXPERIMENTAL

4.1 INSTRUMENTACAO E ACESSORIOS

Balanca analitica Mark 2054 (Bel, Italia) com resolucédo de 0,0001g,
chapa de aquecimento modelo EAM 301 (Equilam, Brasil), agitador tipo vortex
K45-2820 (Kasvi, Brasil), banho de ultrassom USC-1400A (Unique, Brasil)
frequéncia 40 kHz e centrifuga LM-DM0412S (Lab1000, Brasil) foram utilizados
para a RP-DLLME. O procedimento de digestéo foi realizado em bloco digestor
SL2540 (Solab, Brasil) com tubos de vidro borosilicato de 100 mL. Na
construcdo da curva analitica, a extracao de metais da amostra de 6leo de soja
ocorreu em incubadora shaker SP 223 (SPLABOR, Séo Paulo). Todas as
determinacdes de Fe e Mg e Zn, envolvendo RP-DLLME, digestdo acida, e
diluicdo direta, foram realizadas em espectrémetro de absor¢cdo atbmica com
atomizacdo por chama Analyst 700 (PerkinElmer-Sciex, Canada) com
lampadas de catodo oco operando em corrente de 19 mA para Fe e Mg e em
15 mA para Zn, para ambos os metais utilizou-se fenda espectral de 0,7 nm,
chama de ar/acetileno (17:2 L min™. As absorvancias monitoradas foram 248,3
nm, 285,2 nm e 213,9 nm para Fe, Mg e Zn nesta ordem. Todos 0s materiais
utilizados durante as analises foram previamente lavados e mergulhados por
12 horas em solucdo de acido nitrico 10% (v/v) com posterior enxague com

agua destilada por trés vezes.

4.2 REAGENTES, PADROES E AMOSTRAS

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Em todos os
procedimentos em que ocorreu a utilizacdo de agua, empregou-se agua ultra-
pura com resistividade de 18 MQ cm™, purificada em purificador Master All
2000 (Gehaka, Brasil). Solugdes de HNO3; supra puro 65% (Merck, Alemanha)
foram utilizadas para a extragdo dos analitos. Etanol (Dinamica, Brasil),

Isopropanol (Proquimios, Brasil) e 2-propanol (Panreac AppliChem, Alemanha)
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foram utilizados na otimizagdo do solvente dispersor para RP-DLLME.
Solucdes estoque de Fe (100 pg g™), Mg (500 pg g™*) e Zn (100 pg g*) em 6leo
mineral (Specsol, Brasil) foram utilizadas no preparo das curvas analiticas e
testes de recuperacdo. Para a digestdo foram usados H,SO, 95% (Neon,
Brasil), HNO3; 65% (Nuclear, Brasil), H,O, 30% (Vetec, Brasil) e papel filtro
guantitativo (Unifil, Brasil). As amostras dos 6leos de: canola, coco, gergelim,
girassol, linhaga, milho, soja e oliva adquiridas no comércio local da cidade de
Ponta Grossa (Parand, Brasil). O 6leo crambe foi gentilmente doado por uma
empresa localizada na regido de Ponta Grossa (Parand, Brasil).

4.3 MICROEXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO DISPERSIVA EM FASE REVERSA
(RP-DLLME)

Para RP-DLLME aproximadamente 5 g de cada amostra foram
diretamente pesados em tubos de polipropileno de 15 mL com fundos conicos
e posteriormente aquecidos em banho-maria (90 = 5°C) por 10 min. Apos, com
auxilio de uma micropipeta, foi adicionado 1 mL da mistura contendo um
solvente dispersor (2-propanol) e solvente extrator (solucdo acidificada com
HNO3). Entdo, para facilitar a dispersdo dos solventes, a mistura foi agitada
por 20 s em vortéx e sonicada em banho ultrassénico por 10 min. Na sequéncia
as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 5 min para a separacdo das
fases. O sobrenadante foi descartado e a fase aquosa sedimentada,
aproximadamente 600 pL contendo os analitos, foi analisada por F AAS,
ajustando o tempo de integracdo. As condi¢cdes analiticas do equipamento
foram tempo de delay de 1 s e o tempo de integracdo de 2 s. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos com a

estimativa da média + desvio padréao.

4.4 DIGESTAO ACIDA

O procedimento adotado para a digestdo acida baseou-se no trabalho
descrito por Korn e colaboradores (2010)***. Aproximadamente 0,5 g de cada

Oleo foi pesado em tubos de digestao, adicionado de 5 mL de HNO3, 2 mL de
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H,SO4 e 1 mL de H,O, 30%. Os tubos foram aquecidos a 90 + 5°C por 2 h,
posteriormente adicionados de 3 mL de HNO3 e 1 mL de H;0O, (30% v/v) e
aquecidos novamente a 220 £ 5 °C por 40 min. Apés periodo de resfriamento,
foram adicionados 2 mL de HNO3 + 4 mL de H,O,. O sistema foi aquecido a
180 + 5°C até completa dissolucdo dos componentes. As solu¢des resultantes
foram entéo filtradas em papel filtro quantitativo e avolumadas para 50 mL com

agua ultrapura.

4.5 DILUICAO DIRETA

A diluicdo direta baseou-se no método descrito por Chaves e
colaboradores (2011)*, aproximadamente 0,5 g de cada amostra foi pesado
em balGes volumeétricos de 10 mL e adicionado de 2-propanol até completar o
volume. A mistura foi agitada manualmente por 30 s ou até completa diluicdo

da amostra.

4.6 CURVAS ANALITICAS

4.6.1 Curvas Analiticas para determinac6es por RP-DLLME

Para o preparo das curvas analiticas, 100 g de uma amostra de 6leo de
soja foram purificados por extracdo liquido-liquido exaustiva por meio da adicéo
de 20 mL de uma solucdo de HNO3; 10% (v/v), agitacdo em incubadora shaker
a 100 rpm, por 12 h a 25°C e posterior separacdo da fase aquosa com funil de
separacdo. As curvas analiticas foram preparadas por RP-DLLME, nas
mesmas condicdes utilizadas para as amostras. Padr6es organometalicos de
Fe, Mg e Zn foram utilizados para obtencéo das curvas de calibracéo, sendo as
faixas de calibracdo entre 0,05-0,50 ug g* para Fe, 0,01-0,10 ug g™ para Mg e
0,02-0,20 ug g* para zn.
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4.6.2 Curvas Analiticas para determinagdes por Digest&o Acida

Para a digestdo acida foram construidas curvas analiticas aplicando
padrdes aquosos, acidificados com HNOj; 1% (v/v), nas faixas de 0,5-5,0
mg L™, 0,05-0,50 mg L™ e 0,2-2,0 mg L™ para Fe, Mg e Zn respectivamente.

4.6.3 Curvas Analiticas para determinacdes por Diluicdo Direta

Na diluicdo direta, as curvas analiticas foram preparadas com a
utilizacdo de padrdes aquosos diluidos em 2-propanol e acidificados com HNO3
1% (v/v). As faixas de concentracdo adotadas foram de 0,5-5,0 mg L™, 0,05-
0,50 mg L™ e 0,2-2,0 mg L™ para Fe, Mg e Zn nesta ordem.

4.7 PARAMETROS DE MERITO

Os parametros de meérito analisados para o método foram: preciséo,
exatidao, limite de deteccédo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e fator de

enriquecimento (FE).

4.7.1 Precisao

A precisdo de um método analitico pode ser avaliada por meio do valor
de desvio padrdo (s) e desvio padrao relativo (RSD). O calculo de desvio
padrao foi baseado na raiz quadrada da somatdria ao quadrado da diferenca
entre cada valor obtido (x) e a média aritmética entre todos os valores (i)
dividida pelo namero de replicatas (n) menos 1, conforme demonstrado pela

Equacdo 1'%

s= |pet (1)

O desvio padrao relativo foi calculado de acordo com a Equacéao 2:
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RSD = (@)

Rilw

onde s é o desvio padrédo e x € a média aritmética dos valores observados.

4.7.2 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada mediante comparacdo com 0S
resultados obtidos por diluicdo direta, procedimento indicado pela NBR 15556
com adaptacdes, também com os resultados obtidos por digestdo acida
proposto nos Métodos Quimicos e Fisicos para Analise de Alimentos
(IAL,2008)%. Outro procedimento para verificar a exatiddo do método baseou-
se em ensaios de recuperacdo. Na determinacdo do fator de recuperagcao para
extracdo e pre-concentracdo de Fe aplicando RP-DLLME, aproximadamente 5
g do 6leo de soja foram pesados em 6 tubos tipo Falcon de 15 mL, em trés
tubos ndo houve adicao de padrdo, nos outros foram adicionadas aliquotas de
0,20 pg g™ do padréo organometélico de Fe. Procedeu-se entdo a RP-DLLME
com todos os tubos preparados e ap0s realizou-se a leitura em F AAS.

Os mesmos procedimentos foram realizados para o Mg usando
aliquotas de 0,04 ug g* de padréo organometalico e para o Zn com aliquotas
de 0,10 pg g™ de padrdo organometalico.

O fator de recuperacéo foi calculado de acordo com a Equacéo 3'9%1%,

_ (C,—Cp)*100%
— .

FR 3)

Onde C, é a concentracdo do metal no 6leo puro em pg.g*, C; é a
concentracdo adicionada em pg.g” e C, é a concentracdo obtida nas amostras

que sofreram adicdo em pg.g™.
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4.7.3 Limite de Deteccao (LOD)

A determinagcdo do limite de deteccdo (LOD) de um método analitico
atribui a menor concentracdo que pode ser percebida com um bom nivel de
confianga'®'%, Para a definicdo dos valores de LOD e Limite de Quantificacéo
(LOQ), adotou-se como branco a solugéo extratora contendo isopropanol e
solucdo de &cido nitrico 1% na proporcdo 1:1 (v/v). A Equacdo 4 identifica
como foi calculado o limite de deteccdo do método proposto.

3.8
LOD = == (4)

Onde s é o desvio-padréao de dez medidas do branco (solucdo extratora)
e S é a sensibilidade da calibracéo, ou seja a inclinagéo da curva analitica.

4.7.4 Limite de Quantificacéo (LOQ)

A menor quantidade de analito que pode ser identificada na amostra
caracteriza o LOQ. No presente estudo o limite de quantificacéo foi dado pela

Equacdo 5°%.

LOQ = % 5)

onde s é o desvio-padrdo de dez medidas do branco e S é a sensibilidade da

calibracao.

4.7.5 Fator de enriquecimento (FE)

O fator de enriquecimento foi determinado de acordo com Huo e

colaboradores. (2011)® com a Equacéo 6, onde (Cseq) € a concentracdo do
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analito na fase sedimentada em ug g™ e (Co) é a concentracéo inicial do analito

na amostra em ug g™

F= Ssed 6)

4.8 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Os resultados obtidos para a concentracdo das espécies metalicas de
Fe, Mg e Zn em 6leos vegetais, aplicando RP-DLLME e Dilui¢do Direta foram
comparados por meio de teste T emparelhado, utilizando-se o programa
Statistica versado 7 (StatSoft) (Tulsa, Estados Unidos). Os valores médios foram

comparados em um intervalo de confianga de 95% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 OTIMIZACAO DAS CONDICOES ANALITICAS DA RP-DLLME

Com a finalidade de elevar a eficiéncia da extracdo e pré-concentracao
de Fe, Mg e Zn em 0leos vegetais por RP-DLLME, os parametros otimizados
foram: tipo e volume de solvente dispersor, concentracao acida no solvente
extrator, agitacdo em vértex e tempo de sonicacdo. A andlise das otimizacdes
ocorreu de maneira univariada, utilizando uma amostra composta pela mistura
A (0leo de crambe e Oleo de soja na proporcdo aproximada de 1:4 (v/v),

contendo naturalmente os analitos.

5.1.1 Tipo de Solvente Dispersor

As caracteristicas do solvente dispersor afetam diretamente a RP-
DLLME, pois estas determinam a dispersao do solvente extrator, sob a forma
de goticulas, na amostra, aumentando a superficie de contato e facilitando a
extracdo do analitos, assim € fundamental que o solvente dispersor seja soltvel

68106 Tras solventes foram

tanto na amostra quanto na solucdo extratora
testados como possiveis agentes dispersores: etanol, 1-propropanol e 2-
propanol ou Isopropanol, os resultados estdo expostos na Figura 7.

Os éalcoois foram selecionados como possiveis solventes dispersores
devido a miscibilidade no solvente de extracdo aguoso e na amostra, fase
organica. Conforme demonstrado no estudo de Lopez-Garcia, Vicente-Martinez
e Hernandez-Cérdoba (2014)*, alcoois como 2-propanol, etanol e metanol
demonstraram bons resultados como solventes dispersores para RP-DLLME
aplicada a determinacéo de espécies metalicas em 6leos vegetais™®.

Na Figura 7 pode-se observar que os valores de absorvancia obtidos
usando o 1-propanol e 2-propanol ou Isopropanol como dispersores, para 0s

trés analitos, foram ligeiramente superiores aos valores obtidos com etanol
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para os 3 analitos. Isto pode ser explicado pela relagdo de afinidade entre

alcoois e 6leos vegetais'”’.

1,0
0,91 CFe
0,8 B mg
0,7_- [ P
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0,00 ]

Etanol 1- propanol 2-propanol
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Absorvancia

Solvente dispersor

Figura 7. Efeito do tipo de solvente dispersor sobre a extracdo e pré-concentracdo de Fe, Mg e
Zn. Condicdes experimentais: 5 g da mistura A, 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
acido nitrico 3% como extrator e 500 pL de solvente dispersor. (n=3)

Os oleos vegetais sdo em sua maioria formados por moléculas grandes
e apolares com valores de constante dielétrica entre 2 e 4 C*N*m? ?°, assim
tém grande afinidade por substancias apolares. Os alcoois tem sua polaridade
definida de acordo com o tamanho da cadeia carbdnica, quanto maior a cadeia
mais apolar'®’, desta maneira demonstram maior afinidade por éleos vegetais.

A utilizacdo do 2-propanol como solvente dispersor proporcionou valores
de absorvancia médios levemente superiores aos obtidos com 1-propanol,
assim o 2-propanol foi selecionado como dispersor para a extracdo e pré-

concentracdo de Fe, Mg e Zn por RP-DLLME.

5.1.2 Volume de Solvente Dispersor

O volume de solvente interfere na formagcdo da dispersdao e desta
maneira na eficacia da extracdo®. Na definicdo da quantidade ideal de solvente

dispersor para a extracdo e pré-concentracdo de Fe, Mg e Zn em O6leos
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vegetais, utilizou-se misturas contendo 500 pyL de acido nitrico 3% (v/iv) e
volumes de 2-propanol variando entre 100 e 700 pyL. Os resultados obtidos

para cada metal estdo demonstrados na Figura 8.
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Figura 8. Efeito do volume de 2-propanol sobre extracdo e pré-concentracdo de Fe, Mg e Zn
em 6leos vegetais. Condi¢cdes experimentais: 5 g da mistura A, 10 min de aguecimento
(90 + 5°C), 20 s de vortex e 10 min de ultrassom, 1 mL de mistura extratora contendo
500 pL de &cido nitrico 3% (v/iv) como extrator e volumes entre 100-700 pL de solvente
dispersor. (n=3)

Os melhores valores, com maiores sinais de absorvancia, foram obtidos
entre os volumes de 200 e 600 pL para Fe, 200 e 500 pyL para Mg e 400 e
600 pL para Zn. Apesar de encontrar-se entre as maiores faixas de
absorvancia para os trés metais, o volume de 400 pL gerou volumes finais de
extracdo inferiores a 600 pL, o que dificultaria a determinacdo por F AAS.
Desta maneira, buscando o menor consumo de solvente, adotou-se como
volume 6timo 500 uL para todos os metais. A diminuicdo dos valores de
absorvancia com o aumento do volume de solvente extrator pode estar

associada a um maior fator de diluicdo do analito.

5.1.3 Concentracdo do Solvente Extrator

O solvente extrator é determinante para bons resultados por RP-DLLME,

este solvente deve ser imiscivel na amostra, ter maior densidade que a fase
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doadora (amostra) e elevada interacdo com o analito de interesse'®®!%. O

solvente extrator adotado foi o &cido nitrico, que possui elevada capacidade
oxidante, o que leva a melhor extracdo e solubilizacdo das espécies metalicas
de Fe, Mg e Zn presentes na matriz®.

A definicdo da concentracdo ideal de solugdo extratora, consistiu na
utilizacdo de solugdes de &cido nitrico variando entre 0 e 7% (v/v). Os

resultados demonstrados na Figura 9.
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Figura 9. Efeito da concentracdo de HNO; sobre a extragéo e pré-concentracéo de Fe Mg e Zn.
Condi¢bes experimentais: 5 g da mistura A, 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 2-propanol
como solvente dispersor e 500 pL de HNO3; com concentracdes variando entre 0 e 7%

(VIV).(n=3)

Os resultados expostos na Figura 9 remetem que a partir da
concentracdo de 1% (v/v) ndo houve diferenca significativa nos valores de
absorvancia para Fe, Mg e Zn, assim buscando o menor consumo de
reagentes adotou-se a concentracdo de 1% (v/v) como condi¢do 6tima, uma
vez que esta concentracdo foi adequada para uma extracdo eficiente dos

analitos presentes na amostra.
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5.1.4 Tempo de Ultrassom

Muitos autores ja descreveram os efeitos da propagacdo do ultrassom
em liquidos, onde o fenbmeno de cavitacdo gera a implosdo de bolhas no
produto que levam a erosdo e quebras de particulas, a macro-turbuléncias e
formacdo de uma micro-mistura®*%*%_ O ultrassom foi empregado na RP-
DLLME para proporcionar uma dispersdo homogénea entre a mistura de
solucdo extratora e a amostra em funcao dos efeitos gerados pela cavitacao e
macro-turbuléncias’®.

Foram avaliados tempos de ultrassom entre 5 e 25 min, os resultados

obtidos, constam na Figura 10.
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Figura 10. Influéncia do tempo de ultrassom na extracdo e pré-concentracdo de Fe, Mg e Zn.
Condi¢bes experimentais: 5 g da mistura A, 10 min de aquecimento (90 + 5°C), 20 s de
vortex, tempos entre 5 e 25 min de ultrassom, 1 mL de mistura extratora contendo 500
pUL de acido nitrico 1%(v/v) como extrator e 500 pL de 2-propanol como solvente
dispersor. (n=3)

Os resultados da Figura 10 indicam, por meio dos valores de
absorvancia, que a acdo o aumento do tempo de ultrassom melhora levemente
os valores de absorvancia referentes a Fe, entre os tempos de 5 e 10 min.
Entretanto, a partir do tempo de 10 min de sonica¢do, ndo houve diferenca
significativa nos valores de absorvancia para nenhum dos metais analisados.
Desta maneira, para RP-DLLME as amostras foram submetidas a acdo do

ultrassom por 10 min.
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5.1.5 Agitagdo em Vortex

Em virtude da alta viscosidade das amostras, a rapida injecdo da mistura
contendo os solventes extrator e dispersor ndo proporcionava uma dispersao
adequada da solucédo extratora nas amostras, mesmo com a reducdo da
viscosidade promovida pelo aquecimento. Entdo, a agitacdo em vortex foi

avaliada conforme a Figura 11.
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Figura 11. Efeito da agitacdo em vértex sobre a extragcdo e pré-concentracdo de Fe, Mg e Zn.
Condi¢cBes experimentais: 5 g da mistura A, 10 min de aquecimento (90 + 5°C),
agitacdo com vortex e sem vortex, 10 min de ultrassom, 1 mL de mistura extratora
contendo 500 pL de &cido nitrico 1% como extrator e 500 pL de 2-propanol como
solvente dispersor.

Apesar de ndo existir uma diferenca significativa entre os valores de
absorvancia com e sem agitacdo por vortex para os trés metais, adotou-se a
agitacdo com vértex com o intuito de garantir a completa dispersdo da mistura
extratora na amostra e melhorar a precisdo das medidas, uma vez que
conforme os resultados da Figura 11, o procedimento com vortex gerou

menores valores de desvio padréo relativo, principalmente para o Fe.

As condicdes Otimas obtidas para determinacdo de Fe, Mg e Zn em
Oleos por RP-DLLME foram: 5 g da amostra aquecidas por 10 min a 90 + 5°C,
a adicdo de 1 mL da mistura extratora, contendo 500 pL de 2-propanol e 500

ML de &cido nitrico 1% (v/v), agitagcdo em vortex por 20 s e tempo de ultrassom
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de 10 min. O volume de solucdo extratora obtido apdés a RP-DLLME foi de
aproximadamente 600 uL, encaminhados para determinacdo espectrométrica

por F AAS com delay de 1 s e tempo de integracéo de 2s.

5. 2 PARAMETROS DE MERITO

Utilizando as condi¢cbes otimizadas, foram obtidos os parametros de
mérito para RP-DLLME na determinacdo de Fe, Mg e Zn, cujos valores estao
representados na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros de mérito para RP-DLLME na determinagdo de Fe, Mg e Zn em
amostras de 6leos vegetais por F AAS.

Parametro Fe Mg Zn
Faixa de calibragdo (ug g*) 0,05-0,50 0,01-0,10 0,02-0,20
Fator de Enriquecimento (FE) 27,5 10,7 12,7
LOD (ng g™¥) 9 2 8
LOQ (ng g™ 32 7 25
RSD (%) 2-10 1-10 2-11
Coeficiente Angular (ug g™*)  0,2207+0,0068 1,4932+0,0608 1,9543+0,0846
Coeficiente Linear 0,0009+0,0002 0,0076+0,0016 0,0111+0,0011
R? > 0,9949 >0,9945 >0,9964

Na obtencédo dos valores de LOD e LOQ da RP-DLLME, a solucao
extratora (mistura de 2-propanol e acido nitrico 1% na proporcéo 1:1 v/v) foi
adotada como branco. Com a RP-DLLME, as determina¢cdes de Fe, Mg e Zn
em o6leos vegetais, apresentaram valores de LOD de 9 ng g*, 2 ng g* e 8
ng g respectivamente .

Nas determinacfes apds digestdo acida, utilizou-se como branco a
mesma mistura de reagentes aplicados nas amostras e submetidos as mesmas
condi¢cdes de digestdo. Os valores de LOD obtidos para a determinacao de Fe,
Mg e Zn com a digestdo &cida foram 418 ng g™, 604 ng g™ ,364 ng g™ nesta
ordem. Os elevados valores de LOD e LOQ obtidos com a digestdo acida em
relacdo aos encontrados para o método proposto séo justificados pela grande
dificuldade em realizar a digestdo acida nas amostras de 6leos que emergiam
em direcdo ao topo do tubo com as adi¢Bes de acidos e perdxido de hidrogénio

sob elevadas temperaturas, o que pode ter gerado a perda de analitos e
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também ao elevado fator de diluicdo partindo de 0,5 g de amostra para 50 mL
de solucéao final.

Para atribuicdo do LOD na diluicdo direta, 2-propanol acidificado a 1%
foi utilizado como branco e os valores foram 111 ng g*, 11 ng g* e 80 ng g*
para Fe, Mg e Zn nesta ordem. Os resultados obtidos para LOD com diluigdo
direta, apesar de inferiores aos obtidos por digestdo acida, apresentaram-se
ainda muito maiores aos demonstrados pela RP-DLLME, isto é decorrente do
fator de diluicdo atrelado ao procedimento direto, de 0,5 g de amostra para 10
mL de solucéo final, em contrapartida da pré concentracdo ocorrida na RP-
DLLLME.

Conforme constatado por meio dos valores de LOD a RP-DLLME
apresentou otimos resultados para determinacdo de Fe, Mg e Zn em Oleos
vegetais, quando comparada aos procedimentos convencionais usando
digestéo acida ou diluicao direta com 2-propanol.

Os valores de LOD e LOQ também foram comparados aos obtidos em
metodologias propostas na literatura, utilizando diferentes procedimentos de
preparo de amostra e diferentes técnicas analiticas, trabalhos estes expostos
na Tabela 3. Na mesma tabela pode-se observar que os resultados obtidos
pelo método proposto usando RP-DLLME sédo semelhantes ou até mesmo
melhores que os obtidos por outras metodologias para a determinacéo de Fe,
Mg e Zn em 6leos.

Considerando o trabalho realizado por Acar (2012)***

gue envolveu a
digestdo acida assistida por micro-ondas na determinacdo de metais em 06leos
de diferentes origens por ETA- AAS, os valores de LOD de 15,0 pg g™ para Fe
e 12,0 ug g* para Zn, chegam a ser mais de 1500 vezes superiores aos
obtidos por RP-DLLME.

Ainda em relacdo a outros procedimentos expostos na Tabela 3, para
determinacdo de espécies metalicas em 6leos, como extracdo liquido-

17,112

liquido*”**?, emulsdo™®, microemuls&o™ e diluicdo direta®, os valores de LOD

sdo todos superiores aos obtidos com o0 método proposto.



Tabela 3. Valores de LOD obtidos por diferentes técnicas analiticas para determinagéo de Fe, Mg e Zn em amostras de 6leos vegetais.
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Matriz Preparo de amostras Técnica LOD (ug g™ Referencia
Oleos comestiveis Digestéo &cida assistida por micro-ondas ICP OES 0,41 (Fe) e 0,09 (Zn) (110)
Oleos vegetais Digestéo &cida assistida por micro-ondas ETA-AAS 15,0 (Fe) e 12,0 (Zn) (111)
Oleos vegetais Digestéo &cida assistida por micro-ondas ICP-MS 0,04 (Fe) 47
Oleo de argan Digestéo &cida assistida por micro-ondas ICP OES 0,12 (Fe), 3,00 (Mg) e 0,04 (Zn) (45)
Oleos comestiveis Extracéo liquido-liquido F AAS 0,067 (Fe Il (112)
Oleos vegetais Extragdo liquido-liquido assistida por HR-CS F AAS 0,061 (Fe) e 0,012 (Zn) 17)
ultrassom
Oleos vegetais Emulsdo ETV-ICP-MS 0,02 (Zn) (113)
Oleos vegetais Microemulsao HR-CS F AAS 0,62 (Fe) e 0,12 (Zn) (51)
Oleos comestiveis Quebra de emulsao F AAS 1.10° (zn) (62)
. o « 2,71.10* (Fe), 9,3.10° (Mg) e
’Oleos comestiveis Quebra de emulsao ICP-MS 1,77.10%(zn) (114)
Oleo de §emente de Digestéo 4cida assistida por micro-ondas ICP OES 0,320 (Fe), 0,030 (Mg) € 0,051 (115)
abobora (Zn)
Oleo de oliva Digestéo 4cida assistida por micro-ondas ICP-MS 0,32 (Fe) e 0,31 (Mg) (116)
Oleo de oliva Diluic&o direta GF AAS 8,00.10° (Fe) (6)
(Oleos vegetais e biodiesel Diluic&o direta ICP OES 0,01 (Fe) e 0,05 (Zn) (44)
-3 -3
Oleos vegetais RP-DLLME F AAS 9.10" (Fe), 2.10° (Mg) Presente trabalho

e 8.10° (Zn)
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No trabalho de He e colaboradores (2014)''* em que ocorreu a determinacgéo
de espécies metélicas por ICP-MS, os LODs foram 2,71.10* g g* para Fe, 9,3.10°
ug g para Mg e 1,77.10* pg g* para Zn, valores inferiores aos obtidos com o
método proposto, isto pode ser decorrente da sensibilidade das técnica
espectrométrica aplicada.

Estas evidéncias indicam que a RP-DLLME representa uma Gtima alternativa
a determinacdo de espécies metalicas em 6leos, que normalmente apresentam-se
em baixas concentragbes. Os menores valores de LODs com a RP-DLLME podem
ser explicados pela pré-concentracdo dos analitos, tornando tais analitos mais
facilmente detectaveis por técnicas espectrométricas.

Para os trés metais os valores de coeficiente angular entre 0,2207 e 1,9543 e
coeficiente linear entre 0,0009 e 0,0111, indicaram elevada sensibilidade do sinal em
relacéo a concentracdo destes analitos nas amostras de 6leos vegetais.

Os valores de coeficiente de determinacéo (R?) de 0,9970, 0,9945 e 0,9964
para Fe, Mg e Zn nesta ordem, indicaram que as variacdes de absorvancias sao
explicadas pelos valores de concentracdo em mais de 99%, isto indica a capacidade
de determinacdo dos analitos com o método proposto.

Os valores de fator de enriquecimento (FE) foram de 27,5, 10,7 e 12,7 vezes
para Fe, Mg e Zn respectivamente, demonstrando a elevada capacidade de pré-
concentragdo do método. No trabalho de Lopez-Garcia, Vicente-Matrinez e
Hernandez-Cordoba (2014)* aplicando a RP-DLLME na determinacéo de Cd e Pb
em Oleos vegetais os fatores de enriquecimento foram de 140 e 146 vezes
respectivamente, estes valores sdo superiores aos obtidos na metodologia proposta
devido a utilizacdo de espectrometria de absorcdo atdbmica com atomizacao
eletrotérmica que apresenta maior sensibilidade diante da FAAS e ainda ao menor

volume de fase sedimentada de 67 pL.

5.2.1 Estudo da Precisao

Para avaliar a precisdo de um método analitico verifica-se o desvio padrao
relativo (RSD) aplicando a Equacao de Horwitz, que relaciona o desvio padrao
relativo aceito (RSDgr) com a concentragdo do analito (C), conforme esta exposto na

Equacéo 7718,
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RSDR — 2(1-05IogC) (7)

Aplicando a Equacao 7 a diferentes ordens de concentracéo, independente da
matriz ou do analito obtém-se a relacao exposta na Tabela 4 .

Tabela 4. Valores de desvio padrao relativo (RSD) maximos aceitaveis de acordo com a
concentracdo do analito

Concentragdo do analito RSDg
1 (100%) 2
10™ 2,8
10 (1%) 4
10° 5,6
10™ 8
10° 11
10° 16
107 23
10°® 32
10° 45

Fonte: INMETRO (2011)™"

As concentracdes das espécies metalicas de Fe, Mg e Zn nas amostras de
6leos vegetais apresentaram-se na ordem de pg g’, para esta ordem de
concentracdo valores de RSD até 16% sao aceitos. Diante disso os valores de
desvio padrao relativo (RSD) obtidos entre 2-10% para Fe, entre 1-10% para Mg e

entre 2-11% para 0 Zn demostraram a boa precisdo do método proposto.

5.2.2 Estudo da Exatidao

Buscando averiguar a interferéncia da matriz na determinacdo dos analitos e
a exatiddo do método, testes de recuperacdo foram realizados adicionando
determinadas aliquotas de padrdes organometalicos nas amostras de 6leo de soja,
6leo de milho e na mistura de 6leo crambe e 6leo de soja 1:4 (v/v). Os resultados

obtidos para recuperacéo de Fe, Mg e Zn estdo apresentados na Tabela 5.



Tabela 5. Teste de recuperacao para Fe, Mg e Zn em diferentes amostras de 6leos vegetais por RP-

DLLME
Origem da Fe (ug g™)
amostra Inicial Adicionado Determinado
Milho <0,032 0,200 0,162+0,003
Soja <0,032 0,205 0,226+0,017
Crambe+Soja 0,210+0,010 0,205 0,431+0,007
Recuperacéo 81-110 (%)
T
Origem da Mg (g g°)
amostra Inicial Adicionado Determinado
Milho 0,288+0,005 0,042 0,327+0,005
Soja 0,095+0,013 0,042 0,137+0,001
Recuperagéo 97-107(%)
Origem da Zn (ug 97)
amostra Inicial Adicionado Determinado
Milho <0,025 0,100 0,092+0,010
Soja <0,025 0,100 0,093+0,002
Crambe+Soja 0,213+0,010 0,099 0,314+0,018
Recuperacgéo 92-102 (%)
(n=3)

Os intervalos de recuperacao em funcao da concentracao do analito, segundo

a Association of Official Analytical Chemists (AOAC)*" constam na Tabela 6.

Tabela 6. Intervalos de recuperacéo aceitos de acordo com a concentracdo do analito.

Concentracdo do analito (%) Intervalo de Recuperacdo aceito (%)

100 98-102

10 98-102

1 97-103

0,01 95-105
0,001 90-107
0,0001 80-110
0,00001 80-110
0,000001 80-110
0,0000001 60-115
0,00000001 40-120

Fonte: AOAC (2011) —°

As concentrag0es de metais adicionadas para os testes de recuperacdo foram
da ordem de pg g™ e os valores de recuperacéo obtidos entre 81% e 110% para 0s
3 metais. Analisando o que é recomendado pela AOAC (2011)"8, o fator de

recuperacdo para concentracdes na ordem de pg g pode variar entre 80-110%,
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diante disto as recuperacdes obtidas foram satisfatorias em diferentes matrizes, o

que demonstra a boa exatiddo do método proposto.

5.4 COMPARACAO ENTRE METODOS

A comparacdo do método proposto utilizando RP-DLLME com o método por
digestdo acida ndo pode ser realizada, pois em todos 0os casos as concentracdes
das espécies metalicas de Fe, Mg e de Zn em 0leos vegetais apresentaram-se
abaixo dos valores de LOQ obtidos pela metodologia por digestdo acida de 1,39
g g™, 2,01 uggte 1,18 ug g* respectivamente

Os elevados valores de LOQ da digestdo acida, em relacdo aos outros
procedimentos propostos, sdo devidos ao elevado fator de diluicdo envolvido e a
perdas por volatilizacdo e/ou projecéo durante o aquecimento em frasco aberto®*3,

A comparacéao entre RP-DLLME e diluicédo direta na determinacdo de Fe e Zn
foi possivel em apenas 1 amostra, nas determinacbes de Fe e Zn. Ja na
determinacdo de Mg, a comparacao foi possivel entre 6 amostras analisadas.

Para realizar a melhor comparacao entre os métodos, ocorreram adi¢cdes de
determinadas concentracoes de padrdes organometalicos de Fe e de Zn em
amostras de O6leos vegetais e posterior determinacdo do teor destes metais
aplicando RP-DLLME e diluicdo direta com 2-propanol. Os resultados do teste T
emparelhado e do teste F com p<0,05 para a comparacao entre as medias obtidas
por RP-DLLME e por Diluicdo Direta constam na Tabela 7.

Em todas as determinacbes de Fe e de Zn, onde pode-se realizar a
comparacao entre as medias obtidas pelos procedimentos RP-DLLME e Diluicédo
Direta, os valores para o teste T demonstraram-se inferiores ao Tcriico de 4,30,
também os valores de F ficaram abaixo do Fgiico de 7,71 para o intervalo de
confianca de 95%, diante disso as médias podem ser consideradas iguais.

Para a determinacdo de Mg nas amostras de 6leos de canola, crambe+ soja
B, gergelim, girassol, e oliva G os procedimentos por RP-DLLME e por diluicdo
direta podem ser considerados iguais, pois a analise de variancia exp6s valores de T
inferiores ao Teritico de 4,30 e valores de F inferiores ao Feiico de 7,71, com um nivel

de confianca de 95%.
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Tabela 7. Concentracdes de Fe, Mg e Zn em amostras de 6leos vegetais determinadas aplicando e RP-DLLME e Diluigcdo Direta e valores de teste T e teste
F para comparacdo entre as médias

Origem Concentracéo de Fe (ug g™) Concentracéo de Mg (ug g™) Concentracéo de Zn (ug g™)
Adigéo RP-DLLME Diluicdo T F Adicdo RP-DLLME Diluigéo T F Adicdo RP-DLLME Diluicéo T F
Direta Direta Direta
CN NA  0,51+0,04 0,51+0,05 0,13 0,02

CSB NA 0,33+0,01 0,39+0,01 -2,14 585 NA 1,73+0,03 1,771+0,04 -550 1,96 NA 0,49+0,03 0,46+0,03 201 1,77

GE NA  0,24+0,02 0,26+0,02 -1,18 2,34
Gl NA  0,14+0,01 0,12+0,02 2,13 6,41
M 500 5,63+0,24 5,50+0,05 0,88 0,85 0,80 0,84+0,05 0,88+0,10 -1,39 0,54
0G NA  0,19+0,02 0,20+0,01 291 0,51
SO NA  0,09+0,01 0,09+0,01 0,10 0,02 0,80 0,89+0,02 0,89+0,03 0,98 0,53

CN - Canola; CSB- Crambé + Soja B; GE- Gergelim; GI- Girassol; MI- Milho; OG- Oliva G; OM - Oliva M; SO- Soja; NA — N&o adicionado. (n=3)
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Diante dos resultados positivos a igualdade entre as médias pode-se
conceber que o método proposto tem boa exatidao para a determinagéo de Fe, Mg e

Zn em Oleos vegetais.

5.5 APLICACAO ANALITICA

5.5.1 Determinac6es de Fe, Mg e Zn em Amostras de Oleos Vegetais

O meétodo por RP-DLLME foi aplicado para extracdo e pré-concentracédo de
Fe, Mg e Zn em 13 amostras de 0Oleos vegetais com posterior determinacao por F
AAS. Os resultados obtidos estdo expostos na Tabela 8, onde estdo também
apresentados os resultados obtidos para determinagcéo de Fe, Mg e Zn, nhas mesmas
amostras, aplicando digestao acida e diluicdo direta em 2-propanol.

Entre as amostras analisadas, 11 foram utilizadas na forma como s&o
comercializadas. O 6leo crambe bruto ndo pode ser utilizado na forma natural, pois
sua elevada viscosidade e complexidade de matriz ndo permitia uma mistura
homogénea e a separacao entre as fases ndo ocorria de maneira satisfatoria, desta
maneira o 6leo crambe foi misturado ao 6leo de soja em duas propor¢des: 1:4 (v/v)
na amostra intitulada crambe + soja A e 1:2 (v/v) na amostra intitulada crambe + soja
B.

O Fe foi encontrado em concentragdes superiores aos LOQ, nas amostras
com a mistura de 6leo crambe e 6leo de soja A e B e na amostra de 6leo de girassol
com concentracdes variando entre 0,05 + 0,01 e 0,33 + 0,02 pg g™, isto pode estar
relacionado ao fato de a maioria das amostras ter passado por processos de
purificacdo e refino nas industrias, enquanto o 6leo crambe foi utilizado na forma
bruta.

Nas determinacdes de Mg pode-se perceber que todas as amostras
analisadas apresentam uma concentracdo acima do LOQ de 8 ng g, isto pode ser
decorrente da maior utilizacdo deste metal no metabolismo das plantas de origem

dos 6leos analisados.



Tabela 8. Concentragfes de Fe, Mg e Zn em 6leos vegetais obtidos com diferentes procedimentos de preparo de amostras
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Origem da
amostra

Canola

Crambe +
soja A
Crambe +
sojaB

Coco
Gergelim
Girassol

Linhaca
Milho
OlivaM
Oliva G
OlivaQ
OlivaVv

Soja

Concentracédo de Fe (ug g™)

Concentracéo de Mg (Ug g7)

Concentracéo de Zn (ug g™)

RP-DLLME
<0,03
0,210+0,017
0,335+0,022
<0,03
<0,03
0,045+0,004
<0,03
<0,03
<0,03
<0,03
<0,03
<0,03

<0,03

Digestéo

acida
<1,39
<1,39
<1,39
<1,39
<1,39
<1,39
<1,39
<1,39
<1,39
<1,39
<1,39
<1,39

<1,39

Diluicéo
Direta
<0,37
<0,37

0,392+0,033
<0,37
<0,37
<0,37
<0,37
<0,37
<0,37
<0,37
<0,37
<0,37

<0,37

RP-DLLME
0,519+0,043
0,201+0,009
1,734+0,029
0,287+0,003
0,239+0,018
0,141+0,007
0,228+0,061
0,288+0,005
1,113+0,055
0,191+0,013
0,101+0,010
0,207+0,041

0,095+0,009

Digestéo
acida
<2,01
<2,01
<2,01
<2,01
<2,01
<2,01
<2,01
<2,01
<2,01
<2,01
<2,01
<2,01

<2,01

Diluicéo
Direta
0,513+0,046
ND
1,771+0,035
ND
0,261+0,019
0,125+0,016
ND
ND
ND
0,198+0,012

ND

ND

0,093+0,009

RP-DLLME
<0,025
0,213+0,010
0,488+0,027
0,094+0,003
0,174+0,011
<0,025
0,286+0,001
<0,025
0,473+0,017
0,217+0,003
0,822+0,051
0,334+0,007

<0,025

Digestéo

acida
<1,18

<1,18
<1,18
<1,18
<1,18
<1,18
<1,18
<1,18
<1,18
<1,18
<1,18
<1,18

<1,18

Diluicéo
Direta
<0,27
<0,27

0,459+0,026

<0,27

<0,27

<0,27

<0,27

<0,27
ND

<0,27
ND

ND

<0,27

ND - n&do determinado. (n=3)
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Concentragbes de Zn foram encontradas na maioria das amostras, exceto
para oleos provenientes de canola, girassol, milho, e soja que ficaram abaixo do
LOQ. Todas as amostras de Oleos originarios de oliva apresentaram teores
significativos de Zn, variando entre 0,217-0,822 ug g™. As amostras de 6leo de oliva
G, Q e V estavam armazenadas em embalagens metélicas, isto pode ser um fator
gue contribui para a maior concentracdo de Zn nas amostras.

As variagfes das concentracdes entre espécies metalicas determinadas, Fe,
Mg e Zn, podem ser justificadas pelas diferentes taxas de absor¢éo de nutrientes do
sistema radicular das plantas de origem, que dependem da morfologia e fisiologia

119120 Assim os

dos vegetais e da necessidade metabdlica de cada planta
macronutrientes como Ca, K e Mg sdo exigidos em maior quantidade, o que foi
exposto com as concentracbes mais elevadas de Mg, ja micronutrientes (B, Cl, Co,
Cu,Fe, Mn, Mo, Ni, Se e Zn) s&do requeridos em menores concentracées'®. Também
as variacdes nas condi¢des de cultivo que envolvem o clima, a temperatura, o uso
de fertilizantes e pesticidas e o tipo de solo podem ter gerado variacbes nas
concentracdes dos minerais determinados*?.

Ao confrontar as concentracdes de Fe, Mg e de Zn obtidas por RP-DLLME e
as expostas em outros trabalhos, mesmo tratando-se de Oleos vegetais de mesma
origem existem diferencas significativas, pois tratam-se de amostras de diferentes
locais, e conforme ja ressaltado as condi¢cdes de cultivo da planta podem interferir
diretamente na absorcéo de minerais™®°.

No entanto pode-se verificar que em parte dos trabalhos as concentracoes
destes minerais em 6leos vegetais apresentam-se na ordem de pg g, como no
trabalho proposto. Benincasa e colaboradores (2007)® determinaram minerais em
diversas amostras de Oleo de oliva e obtiveram como resultados concentracfes de
Fe variando entre 0,09 + 0,02 e 0,55 + 0,02 pug g e Mg entre 0,06 + 0,02 e 1,03 +
0,14 pg g*, também He e colaboradores (2014)**
0,176 + 0,05, 0,369 + 0,01 e 0,037+0,003 pg g™ para Fe, Mg e Zn respectivamente,

em uma amostra de 6leo de canola. A ordem de grandeza destas concentragdes sao

verificaram concentra¢cdes de

semelhantes as obtidas por RP-DLLME neste trabalho.
Os teores de Fe, Mg e de Zn determinados nas amostras analisadas
demonstram a boa qualidade destes 6leos pois apesar de ndo existir legislacéo

vigente para as concentracdes aceitdveis destes metais em Oleos vegetais, 0s
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valores na ordem de pg g, indicam que ndo existiu contaminacées durante o
processamento.

A presenca de Mg em todas as mostras analisadas expdem ainda o carater
benéfico destes 6leos do ponto de vista nutricional. Mas em algumas amostras,
como os Oleos de oliva que apresentaram maiores concentracdes de Zn, 0 processo
de oxidacao lipidica pode ser catalisado por este metal e a qualidade destes 6leos
prejudicadas a longo prazo.
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6 CONCLUSAO

O método proposto aplicando RP-DLLME no preparo de amostras provou
ser simples, rapido e de baixo custo para a determinacdo de Fe, Mg e Zn em
amostras de 6leos vegetais com precisdo e exatidao aceitaveis.

Elevados fatores de enriquecimento foram obtidos sendo 27,5 para Fe, 10,7
para Mg e 12,7 para Zn, indicando que o procedimento por RP-DLLME configura-se
como uma 6tima alternativa para a determinacdo de espécies metélicas, mesmo em
baixas concentragoes.

Os valores de LOD de 9 ng g™ para Fe, 2 ng g™ para Mg e 8 ng g* para Zn
foram comparados aos obtidos por outras metodologias descritas na literatura e
observou-se que tais valores sdo semelhantes ou até mesmo inferiores aos
expostos na maioria dos outros trabalhos.

Na aplicacao analitica do método proposto, 13 amostras de 6leos vegetais
foram analisadas. Em 3 amostras foram encontradas concentragcdes significativas
de Fe variando entre 0,05 +0,01 e 0,33 +0,02 ug g™*. Na determinacéo de Mg todas
as amostras analisadas apresentaram concentracfes superiores ao LOD variando
entre 0,09 + 0,01 e 1,73 + 0,03 pg g*. Ja para as determinacdes de Zn, 9 amostras
apresentaram concentracdes entre 0,09 + 0,01 yg g* e 0,82 + 0,05 ug g*. O trabalho
demonstrou a boa qualidade dos Oleos vegetais analisados, que expuseram
concentracdes na ordem de pg g, o que se assemelha as concentracdes obtidas
para amostras de mesma origem em outros trabalhos.

Os bons resultados apresentados para a RP-DLLME neste trabalho,
estimulam sua aplicacdo em trabalhos futuros, associada a outras técnicas analiticas
como ICP OES ou ICP-MS na determinacdo espécies metélicas em amostras como
Oleos vegetais ou minerais, gorduras e biodiesel ou ainda na determinacéo de outros

analitos como compostos fendlicos em amostras apolares.
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