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RESUMO

No presente trabalho foi desenvolvido um método analitico que objetivou a determinacéo
de célcio, ferro, magnésio e zinco em amostras de dleos comestiveis (de soja, milho,
canola, girassol, algoddo, coco e azeite de oliva) usando emulsificagdo assistida por
ultrassom seguida por extragdo induzida por quebra de emulsdo (EIEB) e deteccdo por
espectrometria de absorcdo atbmica com chama de alta resolucéo e fonte continua (HR-
CS F AAS). Na primeira etapa do trabalho avaliou-se preliminarmente fatores que
poderiam influenciar na extracdo como o tipo de cido extrator, sendo testados HNOs,
HCI e HOAC, a adi¢do ou ndo de surfactante e a concentracdo do mesmo, além de testes
acerca da agitacdo mecanica responsavel pela formacdo da emulséo e particionamento do
analito. Em seguida, técnicas multivariadas possibilitaram a otimizacdo do método com
a aplicagdo da modelagem de misturas para a otimizacdo da composicdo da emulsao (5,5
mL de amostra, 2,5 mL de HNOsz 3,0 mol L e 2,0 mL de Triton X-114 1%), e o
planejamento Doehlert na otimizacdo da concentracdo do acido extrator (1-5 mol L),
tempo de sonicacdo (5-25 min) e temperatura de quebra de emulsdo (60-90°C) e as
melhores condicGes corresponderam a 1,0 mol L™, 12 min e 90°C, respectivamente. O
procedimento proposto apresenta grandes vantagens que incluem o uso de reagentes
diluidos e a transferéncia quantitativa dos analitos para 0 meio aquoso que melhora os
limites de deteccdo para esse tipo de amostra usando-se diversas técnicas analiticas. Os
limites de detecgéo e quantificagdo obtidos para os analitos Ca, Fe, Mg e Zn foram de,
respectivamente, 4,32 e 14,4, 7,53 e 25,0, 11,0 e 36,7, 7,89 e 26,3 pug L, com desvios
padrdo relativo inferiores a 10%. Através da aplicacdo de analise de componentes
principais (PCA), foi também evidenciado o efeito da matéria-prima ou do processamento
na composicao mineral dos 0leos. As maiores concentracdes de Fe foram detectadas no
6leo de girassol com cerca de 0,5 mg L?, o 6leo de coco apresentou as maiores
concentracdes de Mg e Zn, sendo essas respectivamente relativas a 6,4 e 0,27 mg L%, ja
para o Ca, 0s maiores teores foram detectados no 6leo de soja com aproximadamente 3,0
mg L2,

Palavras-chave: 06leos comestiveis, EIEB, emulsificacdo acustica, otimizacao
multivariada, metais, HR-CS F AAS.
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ABSTRACT

In the present work it was developed an analytical method for the determination of
calcium, iron, magnesium and zinc in samples of edible oils (soybean, corn, canola,
sunflower, cotton, coconut and olive oils) using ultrasonic assisted emulsification follow
by extraction induced by emulsion breaking (EIEB) and detection by a high resolution
and continuous source flame atomic absorption spectrometry (HR-CS F AAS). At first
work step, preliminary factors that could influence the extraction were evaluated, such as
the type of extractor acid, being tested the nitric, hydrochloric and acetic acids, the
addition or not of surfactant and its content and, mechanic agitation tests, which is
responsible for emulsion formation and analyte partitioning. Then, multivariate
techniques allowed the optimization of the method with the application of mixtures
modeling for the optimization of emulsion composition (5.5 mL of sample, 2.5 mL of
HNO3 3.0 mol L™ and 2.0 mL of Triton X-114 1.0%), and the Doehlert design in the
optimization of extractor acid concentration (1-5 mol L), sonication time (5-25 min) and
emulsion breaking temperature (60-90°C). The best conditions corresponded to 1.0 mol
L, 12 min and 90°C, respectively. The proposed procedure presents major advantages
that include the use of diluted reagents and the quantitative transfer of the analytes to the
aqueous medium that improves the limits of detection for this type of sample by several
analytical techniques. The limits of detection and quantification obtained for the analytes
Ca, Fe, Mg and Zn were, respectively, 4.32 and 14.4, 7.53 and 25.0, 11.0 and 36.7, 7.89
and 26.3 pg L%, with relative standard deviations below 10%. Through the application of
principal component analysis (PCA), the effect of the raw material or the processing on
the mineral composition of the oils was also evidenced. The Fe highest concentrations
were found on the sunflower oil which was 0.5 mg L, coconut oil showed the highest
concentrations for Mg and Zn, which was of 6.4 and 0.27 mg L™, by meaning of Ca
concentration, the highest ones were found on soybean oil, which was over 3.0 mg L™.

Keywords: edible oils, emulsification assisted by ultrasound energy, extraction induced
by emulsion breaking, multivariate optimization, metals, HR-CS- F AAS.
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1. INTRODUCAO

Com o avango tecnoldgico, descobertas cientificas possibilitaram o
aprimoramento da qualidade dos alimentos e aumentaram a capacidade de utilizar as
informacdes antes ndo conhecidas ou estudadas devido a complexidade de amostras ou
dos dados dela retirados. No Brasil, os projetos TACO (Tabela Brasileira de Composigéo
de Alimentos) e TBCA (Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos) vem
contribuindo de forma significativa para a construcdo de um sélido banco de dados que
fornecem informagbes sobre a composicdo dos principais alimentos consumidos no
pais2. Porém, ainda é pequena a exposicdo da composicdo inorganica dos 6leos e
gorduras. Os elementos quimicos em alimentos participam diretamente do metabolismo
humano e devem ser continuamente monitorados mesmo que estejam em baixas
concentracgdes, devido a necessidade do controle da ingestdo diaria e a sua correlagdo com
o estado nutricional do individuo.®

O desenvolvimento de metodologias alternativas que possibilitem a determinacao
de espécies inorganicas em 0leos comestiveis tem ganhado bastante importancia nos
ultimos anos. 1sso deve-se ao fato de que os métodos estabelecidos que objetivam essas
determinagdes fazem uso de combinacGes de acidos concentrados; procedimentos de
calcinacdo, muito passiveis de contaminagdo e perda de analitos; uso de equipamentos
mais sofisticados de decomposi¢do, como fornos de microondas, ou; uso de técnicas que
aceitem a introducéo desse tipo de amostra sem tratamento néo estao disponiveis em todos
os laboratdrios de pesquisa. Os métodos citados aumentam a exposicao do operador a
situacOes de risco e vao de encontro com as atuais perspectivas da Quimica Verde, além
do consumo de reagentes concentrados e a consequente geracdo de grande quantidade de
residuos.*

Espécies metalicas presentes em dleos vegetais podem ser provenientes do solo
no qual a plantacdo é estabelecida, dos fertilizantes, corretivos agricolas, agrotoxicos,
processos de poluicdo ambiental e, da contaminacdo ocorrida durante 0s processos de
extracio e conservacdo®. O teor desses elementos é um importante critério que assegura
ndo somente a manutencdo do sabor e das caracteristicas nutricionais, mas também define
0s tempos de estocagem e a velocidade de deterioracdo. A presenca de metais em Oleos
estd diretamente relacionada com a qualidade desses, umas vez que alguns elementos

catalisam sua degradacéo oxidativa®’.



Devido ao alto teor de gorduras, 6leos vegetais sdo amostras dificeis de serem
digeridas por apresentarem uma complexa estrutura orgénica com alta concentracéo de
componentes oleosos. Nesse cenério, a utilizacdo de um procedimento baseado na
emulsificacdo seguida de quebra de emulsédo se constitui em uma alternativa muito
promissora e inovadora para esses tipos de amostra. Na formacdo de uma emulsdo, a area
superficial ou interfacial entre a fase dispersa e a continua aumenta para uma grande
extens&o e as propriedades da interface s&o importantes na determinagéo da facilidade da
formacgéo da emulsdo e de sua estabilidade. Nesta interface ocorrem fenémenos de troca
de substancias entre as fases favorecidas ndo apenas pelo aumento da area de contato,
mas também pelas forcas de interacdo dependentes da natureza da substancia.®

A extragdo por quebra de emulséo oferece diversas vantagens quando aplicada na
analise de amostras de alto teor de compostos organicos (6leos comestiveis, combustiveis,
etc) tais como: transferéncia quantitativa dos analitos de uma fase complexa para uma
fase aquosa mais facil de analisar que a original; evita etapas de digestdo de amostras que
consomem muito tempo; exige reagentes de baixo custo para sua aplicacdo e oferece
facilidade operacional.®

Uma vez que diversas sdo as variaveis que podem exercer influéncia em um
método analitico, conceitos quimiomeétricos vém sendo bastante utilizados no intuito de
determinar a significancia e a influéncia dessas variaveis, além de demonstrar as
condicdes que fornecem as melhores respostas. Dentro dessa crescente subarea de
pesquisa, ferramentas como a modelagem de misturas e aplicacdo de metodologias de
superficie de resposta objetivam a melhoria e otimizacéo global de um processo, levando
em conta a significancia e influéncia de variaveis e a interacao entre elas. Nesse cenario,
o0 planejamento Doehlert se constitui em uma matriz de distribuicdo uniforme dos pontos
sobre o espaco experimental com um menor nimero de experimentos em relagdo aos
planejamentos de superficies de resposta.®

Nesse trabalho, desenvolveu-se um método baseado na emulsificacdo assistida
por ultrassom seguida por extracdo induzida por quebra de emulsdo para a determinacao
de célcio, ferro, magnésio e zinco em amostras de éleo de soja, canola, milho, girassol,
algoddo, coco e azeite de oliva com deteccdo por HR-CS F AAS. Para isso, aplicou-se
métodos multivariados na otimizacdo das varidveis do método. Empregou-se a
modelagem de misturas com restricdo na avaliacdo da composicdo da emulsao, seguido
do planejamento Doehlert, ambos associados metodologia de superficie de resposta para

a determinacdo das condicdes 6timas.



O meétodo desenvolvido foi avaliado a partir da re-extracdo dos analitos em todas
as amostras e teve como parametros de validagdo: limite de deteccdo e quantificacdo,
linearidade das curvas analiticas e precisdo mediante determinacdo de desvio padréo
relativo. Esse método foi aplicado na determinacéo de calcio, ferro, magnésio e zinco em

28 amostras de 6leos adquiridas em estabelecimentos comerciais na cidade de Jequié-Ba.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A importéncia da analise de alimentos

Os produtos alimenticios tém sido, cada vez mais, objeto de diversos estudos
cientificos, uma vez que suas fun¢fes nutricionais sdo essenciais & manutencao da vida.
A composicao quimica de alimentos é uma importante informacao que esta intimamente
ligada ao controle de qualidade de alimentos consumidos pela populacéo. Essa fonte de
informacdo é marco fundamental para o desenvolvimento de a¢Bes de orientacdo
nutricional, pois, diferentes habitos, condi¢des socioeconémicas, socioculturais e
ambientais de diferentes areas podem induzir a caréncias distintas de nutrientes, geradas
pelas diferentes dietas!2,

Com a crescente preocupagdo da manutencdo de um corpo saudavel, é também
crescente o consumo de frutas, vegetais, além de grdos e dleos funcionais. Existem
evidéncias convincentes sobre o papel da ingestdo desses alimentos na dieta de modo a
manter a salde e prevenir doencas'®!*. Além disso, a deficiéncia de nutrientes no
organismo altera seriamente suas funcdes e inibe seu crescimento e desenvolvimento.
Como plantas possuem diferentes tipos de produtos fitoquimicos, e estes apresentam
atividades protetoras especificas, para que se alcance o maior beneficio a satde, uma dieta
balanceada com uma grande variedade de alimentos é recomendada®°,

Diante disso, o0 projeto TACO, fundamenta o alcance da seguranca alimentar e
nutricional no Brasil e, atraves dessa publicacdo, visa promover uma melhor educagédo
nutricional, o controle de qualidade dos alimentos e a avaliacdo de nutrientes ingeridos
por individuos ou populacdes. Nesse sentido, foram divulgados dados sobre os principais
alimentos consumidos no pais que vem contribuindo significativamente para a construgédo
de um banco de dados que atualmente contempla 597 alimentos e estabelece valores de
referéncia para uma série de nutrientes?.

Um outro projeto brasileiro é o TBCA que integra a composicao quimica de
alimentos naturais da biodiversidade brasileira com informacdes analiticas e agregacéo
de dados de outras fontes como a FAO (Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura) e USDA (Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos), além de fornecer tabelas complementares de dados analiticos especificos como
perfil de carboidratos e resposta glicémica?.

As informacdes fornecidas por esses projetos possibilitam que autoridades de

salde publica possam estabelecer metas nutricionais e guias alimentares que culminem
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em uma dieta mais saudavel. De forma a evitar conclusdes equivocadas, as tabelas devem
ser confiaveis, atualizadas e que possam abranger o maior nimero possivel de itens,
baseando-se sempre em analises conduzidas de acordo com um plano de amostragem
ideal e métodos validados’. No momento, as tabelas TACO e TBCA se caracterizam

como os melhores veiculos informativos brasileiros da area.

2.2 Metais como nutrientes e contaminantes

Os metais, amplamente distribuidos como componentes naturais do meio
ambiente, podem ser encontrados associados a varias substancias e estdo entre os maiores
e mais abundantes grupos de contaminantes. Alguns deles sdo elementos essenciais para
0 metabolismo de organismos vivos, outros ndao desempenham papel bioquimico
importante. Diferentemente de proteinas, lipideos e carboidratos, os metais ndo sao
consumidos nem produzidos pelo organismo, eles séo principalmente obtidos atraves da
dieta e depois de efetuarem suas respectivas fungdes, sio estocados ou expelidos?®.

Sendo a principal fonte de elementos essenciais para 0s seres humanos, o alimento
é também uma importante fonte de exposicdo a elementos prejudiciais a saude. De acordo
com o papel exercido na bioguimica do organismo humano, os elementos podem ser
classificados como essenciais, ndo-essenciais e toxicos'’.

Consoante a conceitos basicos da ciéncia da Nutricdo, elementos essenciais séo
denominados minerais, uma vez que ingestdes insuficientes destes podem ocasionar
doencas. Esses minerais sdo tradicionalmente divididos em macrominerais e
microminerais. A classe de macro minerais abrange 0s elementos necessarios em
quantidades de 100 mg/dia ou superior, como o calcio e o potassio. Os microminerais sao
elementos também necessarios, mas em quantidades muito inferiores, em torno de 15
mg/dia, como o ferro, 0 zinco e 0 manganés. Recentemente, a terminologia ultra traco
tem sido utilizada para descrever elementos essenciais de consumo diario em
microgramas, como o selénio e o cromo*®,

Os elementos essenciais como Cu, Mg, Ca, Zn e Fe exercem a funcao de cofatores
e coenzimas por uma grande variedade de enzimas, sendo responsaveis por uma
quantidade significante de funces metabdlicas no organismo humano®®. Dentre as
funcbes realizadas por elementos essenciais no organismo estdo o transporte e
armazenagem de oxigénio, atividade neuromuscular, sintese de DNA, RNA, colageno,

neurotransmissores, carboidratos, lipidios e horménios, producéo de ATP, metabolismo



de drogas e compostos adversos e funcionamento do sistema imunoldgico®. Todavia,
quando em altas concentragdes no organismo, os elementos essenciais sdo também
considerados toxicos, sendo responsaveis, em alguns casos, por sindromes toxicas como
alteracbes neuroldgicas, problemas respiratérios e cardiacos e desenvolvimento de
doencas cronicas?%??,

O levantamento de muitas questdes relacionadas a prevencdo de deficiéncias
nutricionais € de extrema importancia em salde publica no Brasil, com énfase na
deficiéncia de Fe como um dos principais problemas que acometem a populacdo
brasileira?. Pressupde-se que a deficiéncia de micronutrientes, em especial Fe e Zn, além
de afetar a saude mental e fisica, afete também a sobrevivéncia de mais de dois bilhdes
de pessoas no mundo?®.

Por outro lado, metais toxicos como Pb, Hg e Cd ndo possuem funcdes especificas
e tendem a acumular-se no organismo. Pesquisas indicam que, mesmo em pequenas
quantidades, esses elementos tracos estejam ligados a canceres, desordens neurologicas,
cegueira, entre outras condi¢des patologicas, logo é muito importante conhecer o teor de
elementos toxicos em alimentos?*. Observa-se dessa forma que a caréncia dos essenciais
ou excesso de toxicos e/ou essenciais pode acarretar em consequéncias, algumas vezes
irremediaveis®.

Considerando as atuais perspectivas de mercado e 0 consequente consumo, a
preocupacao quanto a qualidade nutricional dos alimentos, é de primordial importancia,
visto que na atual fase de transicdo epidemioldgica do Brasil, a obesidade e as doencas
crénico degenerativas tém ainda mais destaque em termos de sadde publica. Ainda, com
avanco da degradacdo ambiental e a alta toxicidade proveniente de alguns metais traco
e/ou altas concentracdes de elementos essenciais, analises que visem o monitoramento
continuo das concentracdes de metais e elementos essenciais em alimentos e amostras
ambientais passam a ser ainda mais importantes?®.

Apesar de bastante informativas e completas, a TACO e a TBCA, assim como
bases de dados internacionais, como a do USDA, é possivel perceber que para algumas
matrizes como a de éleos, uma maior atencdo é dada ao teor de gorduras mono e poli-
insaturadas, assim como algumas vitaminas lipossollveis e, informacGes sobre a
composicdo mineral de elementos essenciais e potencialmente tdxicos é bastante limitada

como pode ser observado na Tabela 01.



Tabela 01 — Composicdo de nutrientes e minerais em diferentes amostras de 6leos de acordo com a TACO, TBCA e

USDA.
Fonte Nutrientes (por  Oleode Oleode Oleode Oleode Oleode Azeitede Oleo de
100 g de 6leo) Soja Milho Canola Girassol Algodao Oliva Coco
Calorias (Kcal) 884 884 884 884 N.I. 884 N.I.
TACO
Gorduras tot. (g) 100 100 100 100 N.I. 100 N.I.
Calorias (Kcal) 900 900 900 900 900 900 N.I.
Gorduras tot. (g) 100 100 100 100 100 100 N.I.
Gorduras sat. (g) 15,2 15,6 7,9 10,9 25,5 14,9 N.I.
Gorduras
) 23,3 33,8 62,6 24,9 19,6 6 N.I.
monoinsat. (g)
Gorduras
- : 60 49,9 28,4 64,0 53,1 0,72 N.I.
TBCA poliinsaturadas (g)
Vitamina E (mg) 12,2 14,3 N.I. 41,1 35,3 18,4 N.I.
Calcio (mg) N.I. N.I. N.I. N.I. N.I. 1,0 N.I.
Cobre (mg) 0,32 0,31 N.I. N.I. N.I. N.I. N.I.
Ferro (mg) 0,06 N.I. N.I. 0,03 N.I. 0,56 N.I.
Potassio (mg) N.I. N.I. N.I. N.I. N.I. 1,0 N.I.
Zinco (mg) 0,01 N.I. N.I. N.I. N.I. N.I. N.I.
Calorias (Kcal) 884 900 884 884 884 884 892
Gorduras tot. (g) 100 100 100 100 100 100 99,06
Gorduras sat. (9) 15,6 13,0 7,36 10,3 25,9 13,8 82,5
Gorduras
USDA _ 338 27,6 633 19,5 17,8 73,0 6.33
monoinsat. (g) ’
Gorduras
y 57,7 54,7 28,1 65,7 51,9 10,5 1.70
poliinsaturadas (g) ’
Gorduras trans (g) 0,533 N.I. 0,395 N.I. N.I. N.I. 0,028



Fonte Nutrientes (por Oleode Oleode Oleode Oleode Oleode Azeitede Oleo de
100 g de 6leo) Soja Milho Canola Girassol Algodao Oliva Coco
Vitamina E (mg) 8,18 14,3 17,5 41,8 35,3 14,4 0,11
Vitamina K (pg) 184 1,90 71,3 54 24,7 60,2 0,6
Célcio (mg) N.I. N.I. N.I. N.I. N.I. 1,0 1.0
USDA
Ferro (mg) 0,05 N.I. N.1I. N.1I. N.I. 0,56 0,05
Potassio (mg) N.I. N.I. N.I. N.I. N.I. 1,0 NI
Zinco (mg) 0,01 N.I. N.I. N.I. N.I. N.I. 0,02

Fonte: Adaptada de TACO?, TBCA? e USDA?.
N.I.: Ndo informado.

2.3 Ingestéo de oOleos e gorduras e sua relagdo com a satde humana

A dieta humana depende, segundo a ciéncia da nutri¢cdo, da ingestdo de trés
macronutrientes (proteinas, carboidratos e lipidios) e um grande numero de
micronutrientes (vitaminas, minerais, antioxidantes, etc.). Uma boa saude depende,
parcialmente, de uma adequada e balanceada ingestdo desses componentes. Os lipidios
sdo uma classe de nutrientes que englobam uma grande diversidade de compostos que
sdo soluveis em solventes organicos e, dependendo do estado fisico a temperatura
ambiente, eles podem ser encontrados na sua forma sélida, denominadas gorduras, ou
liquida, os 6leos.?® 2°

As gorduras atuam como reserva energética, proporcionam suporte ao corpo e
fornecem substancias que regulam o processo fisiolégico. O tecido adiposo, repositério
da maioria das gorduras dos nossos corpos, funciona como um reservatorio de energia
(uma relacdo de nove calorias por grama enquanto as proteinas e carboidratos fornecem
cerca de quatro), além de conservar o calor e amortecer impactos. Os lipidios contém
acidos graxos essenciais, como 0s acidos linolénico e linoleico e sdo transportadores das
vitaminas A, D, E e K. Além disso, os lipidios exercem um papel importante na area da
qualidade alimentar por contribuir com atributos como texturizag&o e sabor.?!

O colesterol, lipidio mais popularmente conhecido por ser associado a possiveis
efeitos negativos com a saude, é um composto essencial para a manutencdo da vida e
compde cerca de 0,2% do peso corporal. A maior parte se concentra no cérebro e sistema

nervoso, onde sua fungéo ainda ndo foi provada e sugere-se que este atue como isolante.
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Adicionalmente, é a substancia parental da vitamina D2, &cidos biliares, hormonios
adrenocorticais e horménios sexuais, podendo ser considerado uma das substéncias
bioldgicas mais importantes.?!

A | Diretriz sobre o consumo de Gorduras e Saude Cardiovascular reforca a
necessidade do consumo de colesterol para a manutencéo das fungdes vitais, uma vez que
este participa da formacdo das membranas das células, producdo de vitamina D e
hormdnios sexuais e desempenha papel importante nos tecidos nervosos. Porém, em
razdo da controvérsia, auséncia de maiores indicadores e seguindo diretrizes
internacionais, essa diretriz recomenda restricdes de gorduras totais e colesterol na
dieta®.

Estudos epidemiologicos demonstraram que o teor de colesterol “ruim” no
organismo ndo depende tdo somente do gendtipo ou da quantidade de colesterol
consumido. Esses estudos demonstraram que a ingestdo de &cidos graxos saturados atua
no aumento do colesterol LDL e influenciam diretamente no risco de doencas
cardiovasculares. Outro aspecto comumente relacionado com a ingestdo de gordura é o
peso corporal. Uma vez que a obesidade esta altamente relacionada com diversas doengas,
como diabetes e problemas cardiovasculares, o papel negativo dos lipidios €
frequentemente atribuido a sua alta densidade caldrica de 9 kcal/g. Nesse sentido,
profissionais da salde promoveram a propagacdo da mensagem de diminuicdo do
consumo de &cidos graxos saturados durante as Gltimas décadas.??

Recentemente, evidéncias demonstram que a gordura saturada tem sido
substituida por carboidratos simples, compostos de rapida absor¢do com alto indice
glicémico que geram um grande impacto no aumento do risco de doenca cardiovascular

e diabetes e muitas das recomendages médicas e nutricionais estdo sendo revistas.??

2.4 Producdo e comércio de 0Oleos vegetais

Responsaveis pela producéo de acidos graxos, glicerina, lubrificantes, biodiesel e
com outras inimeras aplicacdes, os Oleos vegetais sdo fontes de energia de grande
importancia para a industria alimenticia. Algumas sementes oleaginosas possuem em sua
composicdo um elevado teor de acidos graxos essenciais e poliinsaturados, caracteristica
gue promove um aumento consideravel no consumo dos respectivos éleos, uma vez que
sd0 necessarios para manutencio de uma alimentacgio saudavel.3!

Para obtencdo do dleo, processos de prensagem e de extracdo por solvente podem

ser utilizados sendo que a escolha do método de extracdo depende da quantidade de éleo
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presente nas sementes, do grau de desnaturagdo das proteinas e do capital disponivel para
0 processamento.®23% ApGs a extragdo, os Oleos vegetais apresentam como principal
constituinte os triacilglicerideos (cerca de 95% da fracdo total do 6leo) e pequenas
guantidades de mono e diacilglicerideos na sua composicdo.®*

Para algumas espécies de oleaginosas, como a palma e a mamona, o Gleo é o
principal produto comercial. Em outros casos como o amendoim e a soja, 0 6leo é um dos
produtos e ndo tem o maior valor comercial. Por essas questdes de viabilidade econémica,

a producao de algumas espécies é mais passivel de aumento da produgdo.?

2.4.1 Extracao, refino, processamento e armazenamento

A maioria dos 6leos sdo obtidos de sementes de cereais e leguminosas (como o de
soja, canola, algoddo, girassol e amendoim) o que, geralmente, fornece dois bens
valiosos: 0 6leo e um residuo solido rico em proteina. Outros 6leos como o azeite de
dendé e de oliva sdo extraidos do fruto. Os 0Oleos extraidos de planta podem ser obtidos
atraves de prensagem, como o azeite de oliva, ou por extracdo por solvente ou ainda pela
combinagdo dos dois.?? De acordo com os dados da USDA para 2008/09, o rendimento
médio dos Oleos sdo: soja (18%), canola (39%), girassol (41%), amendoim (32%),
algodéo (14%), coco (62%), palma (45-50%), azeitona (25-30%) e milho (5%). Mesmo
com o baixo rendimento do 6leo de soja, este, segundo dados da USDA para 2017/18,
ocupa a segunda posicdo na producao mundial (28%), ficando atras apenas do dleo de
palma (35%). Esse baixo rendimento é compensado pelo residuo gerado na producdo do
6leo, composto por cerca de 80% de proteina.®

Alguns 6leos, como o azeite de oliva virgem, sdo utilizados sem nenhum
tratamento adicional, apenas a filtracdo. Porém a maioria dos 6leos é refinado. O processo
de refino é a remocdo de materiais indesejaveis (fosfolipidios, monoacilglicerois,
diacilglicerdis, acidos graxos livres, cor, pigmentos, materiais oxidados, componentes do
sabor, metais traco, compostos sulfurados e poluentes) e pode também remover alguns
nutrientes, como antioxidantes e vitaminas. Os &cidos graxos livres promovem a reducao
do ponto de fumaca dos 6leos e os metais aceleram a oxidacgdo. Os fosfolipideos, proteinas
e alguns residuos solidos formam um precipitado que diminui a aceitabilidade do produto.
Isso também acontece com os pigmentos, uma vez que o 6leo de cor clara é o mais bem
aceito pelo consumidor. Os mono e diglicerideos, acidos graxos livres e outras

substéncias polares podem favorecer o surgimento de espumas.?!
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Atualmente, os 6leos e gorduras refinados que sdo destinados ao consumo humano
s&o submetidos aos refinos quimico e fisico. O refino quimico é também conhecido como
refino alcalino e envolve as seguintes etapas: degomagem, neutralizagdo alcalina,
lavagem com &gua, branqueamento, winterizacdo (desceramento) e desodoriza¢do. Em
geral, essas sdo as etapas aplicadas no refino quimico, mas dependendo do tipo de 6leo e
das impurezas presentes, algumas delas sdo omitidas. O processo de winterizacdo, por
exemplo, ¢ aplicado aos 6leos de girassol e milho para a remogéo de ceras do dleo.?!

A degomagem é o processo que caracteriza a remocao de fosfolipidios. A presenca
desses componentes promove a formacdo de emulsbes de agua em dleo. Essas emulsfes
tornam o dleo turvo e a dgua pode ser uma fonte de perigo quando os 6leos sdo aquecidos
a temperaturas superiores a 100°C. A degomagem ¢é realizada pela adicdo de 1-3% de
agua a 60-80°C por 30-60 min. A decantacdo, filtragem ou centrifugacdo pode entdo ser
usado para remover as gomas formadas pelos fosfolipidios e pela &gua. No caso do 6leo
de soja, o fosfolipidio pode ser recuperado e vendido como lectina.??

Em seguida realiza-se a neutralizacdo que € necessaria para a remocao de acidos
graxos livres pois estes podem causar odores desagradaveis, acelerar a oxidacao lipidica,
formar espumas e interferir nas operacoes de hidrogenacéo e interesterificagdo. Nesse
processo, uma solucdo de soda caustica € adicionada ao 6leo, que promove a formacao
de sabdo. Esse sabao pode ser removido com a separacao das fases oleosa e aquosa e pode
ser usado posteriormente na producdo de detergentes e surfactantes.??

As etapas de branqueamento e desodorizacdo do refino classico sdo processos
essencialmente fisicos. No branqueamento, 0s pigmentos que produzem cores
indesejadas ou promovem a oxidacdo lipidica sdo removidos com o uso de adsorventes,
como silicatos sintéticos ou carvdo ativado e esse adsorvente é removido por filtracdo.
Na desodorizagdo, 0s compostos volateis sdo removidos por destilacdo em alta
temperatura (180-270°C) e baixa pressdo. A desodorizacdo pode quebrar moléculas de
hidroperdxidos lipidicos para aumentar a estabilidade oxidativa, mas pode resultar na
formacdo de acidos graxos trans. Depois da desodorizacdo, adiciona-se acido citrico para
complexar metais, uma vez que alguns deles catalisam a degradacéo oxidativa.??

Apos o refinamento, os 6leos apresentam cor clara, sdo livres de sedimentos e
quase sem sabor ou aroma. Esse processo deve ser otimizado no sentido de maximizar a
remocdo de componentes indesejaveis e minimizar a remocao de nutrientes. E também
constatado que o processo provoca algumas alteracdes no dleo, por isso é importante

saber a composicdo do 6leo antes e depois do refinamento.?
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2.4.2 Cenario econdbmico da producéo de 6leos vegetais no Brasil

Ate a década de 60 a gordura animal se constituia na principal fonte de 6leo para
0 consumo humano. Para a industria de alimentos, o abastecimento era garantido a partir
de 6leo vegetal extraido do carogo de algoddo e do amendoim. Nas inddstrias quimicas,
a fonte oleaginosa era a mamona. O aumento da disponibilidade de dleos vegetais foi s6
verificado com a expansao do cultivo da palma e da soja no mundo. Atualmente, os 6leos
de soja, canola, milho e girassol sdo os mais produzidos e comercializados no mercado
interno®®.

De acordo com a Associagao Brasileira da Industria de Oleos Vegetais (ABIOVE)
o complexo da soja, que inclui os graos, 6leo e farelo, desempenha um importante papel
no crescimento da economia brasileira, gerando cerca 1,5 milhdo de empregos no pais.
Segundo levantamento recente da mesma associagdo sdo observados aumentos graduais
na producdo de 6leos vegetais, principalmente para o complexo da soja, e o principal uso
destes esta relacionado a fins alimenticios. A projecdo para 2018 da soja em gréo girou
em torno de 108,5 milhdes de toneladas, uma reducéo de 5 milhdes de t ante a previsdo
de 113,80 milhdes de t realizada para 2017. Por outro lado, o processamento da soja
ganhou destaque em 2018. Foram previstos aumentos para a producéo de farelo, que passa
de 31 milhdes de t para quase 33 milhdes de t, e para a producdo do 6leo de 3,5 %. A
elevacdo do processamento € justificada pela aprovacdo de medidas provisorias que
elevam os percentuais de adicdo de biodiesel ao 6leo diesel®*. A MP 647, de 2014
sanciona a adi¢do obrigatdria de biodiesel na proporcéo de 6%, a partir de 1 de julho de
2014 e de 7% a partir de 01 de novembro do mesmo ano®’. Em 2017, o presidente Michel
Temer sancionou a Lei 13.576/2017, que cria a politica Nacional de Biocombustiveis
(RenovaBio) o qual promove introducdo do B10 no mercado, passando a exigir 10% da
mistura de biodiesel ao diesel mineral®®, Dessa forma, é previsto para 2018 um
faturamento do complexo soja de cerca de 29,38 bilhdes de dblares?.

As Projec@es do Agronegdcio — 2018, divulgadas pelo Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA), prevé-se um aumento de 19,5% na producdo do
farelo de soja e 23,4% na producéo do 0leo, as quais devem alcancar, aproximadamente,
39,5 e 10,5 milhdes de toneladas, respectivamente®. Os dados do USDA demonstram a
importante participacao brasileira no mercado da soja internacional que mesmo nao sendo
o maior produtor, o Brasil ¢ um dos maiores exportadores do dleo vegetal.?®

Os dados da ABIOVE também descrevem a melhoria na qualidade de vida da
populacdo nos municipios que participam da producdo de soja. Essa informagdo é
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sugerida ap6s a avaliacdo de duas pesquisas consecutivas do indice de Desenvolvimento
Humano — IDH, realizado pelo Programa das Nac¢des Unidas para o Desenvolvimento —
PNUD, 6rgédo das Nagbes Unidas. Essa avaliagdo revelou um aumento substancial da
qualidade de vida de regides onde a soja desempenha um importante papel econdmico e
social. Dentre os municipios brasileiros em que o aumento do IDH foi relacionado com a
producdo do complexo soja, encontram-se 0s municipios baianos de Barreiras e Luis
Eduardo Magalhaes®>°.

Os demais Oleos tém uma participacdo na economia brasileira bem menos
pronunciada que o 6leo de soja. De acordo com publicacbes da CONAB (Companhia
Nacional de Abastecimento), a produ¢cdo mundial de 6leo de canola para a safra 2016/17
foi de 27 milhGes de toneladas, sendo a Unido Européia e o Canada responsaveis por
cerca de 60% dessa producéo, seguido por China, india e Jap&o. No Brasil, a producéo de
canola se concentra na regido sul. Em 2017, a producdo desse gréo foi de 73,7 mil
toneladas com a participacdo do Paranad (13%) e do Rio Grande do Sul (87%). Neste
cenario, a producédo no sul do pais € incentivada pelas razoaveis condigdes climaticas com
chuvas acima e abaixo da média no principal estado produtor, ou seja, 0 Rio Grande do
Sul,

Assim como o cultivo da colza para fins de producdo de 6leo vegetal em
comparagdo com a soja, 0 milho também néo recebe tanto destaque. A producdo desse
tipo de 6leo vem crescendo gradativamente com cerca de 43 mil toneladas em 2000 para,
aproximadamente, 93 mil toneladas em 2013. A participacdo do milho é mais
pronunciada no mercado interno, sem expressdo internacional de consumo, produgéo ou
exportacdo. O que determina a vantagem do milho frente a soja € o rendimento muito
superior na cultura do gréo e a tendéncia na substituicdo do 6leo de soja por outros com
menor teor de gordura monoinsaturada.?®

O 6bleo de semente de girassol é o Ultimo membro do grupo que compde as
matrizes majoritarias, com cerca de 9% da producdo mundial. Os principais produtores
desse tipo de Oleo sdo a Russia, Ucrania, Turquia e Argentina sendo que a producéo
brasileira, de acordo com a FAO, era de 44,5 mil toneladas em 2013.3442

No grupo com producdo minoritaria tem-se os 6leos de algodédo, coco e azeite de
oliva. A producdo de 6leo de algodao, segundo o relatério da OilWord para 2005,
representava cerca de 4,3 % da producéo nacional de algoddo*®. Essa porcentagem coloca
essa matriz atras apenas do 6leo de soja, porém a quantidade comercializada como 6leo
comestivel é muito inferior. De acordo com a ABRAPA, na safra de 2010/2011 40% da

producéo foi destinada ao consumo animal, os outros 60% foram destinados as industrias
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de confeccBes, de papel e celulose, quimica, biodiesel, adubos, racdo animal e uma
parcela menor para a industria de alimentos**.

O 6leo de coco, com a segunda maior producdo do grupo, segundo dados da
USDA, registrou produgéo mundial em torno 3,6 milhdes de tonelada, sendo os principais
produtores as Filipinas e Indonésia. O Brasil ocupa a 342 posicdo no ranking com uma
producio estimada pela FAO de cerca de 2 mil toneladas em 2014.%*

O azeite de oliva possui a menor producdo dentre os maiores 0leos comestiveis
com cerca de 3 milhGes de toneladas, sendo os principais produtores desse 6leo sdo a
Espanha e a Italia®. O Brasil ocupa a 42 posi¢&o no ranking de maiores importadores e 0
mercado brasileiro é liderado pelas marcas portuguesas Gallo e Andorinha, seguido de
outras marcas espanholas. A producao brasileira acontece nos estados do Rio Grande do
Sul, Minas Gerais e S&o Paulo. De acordo com o Instituto Brasileiro de Olivicultura, foi
estimado um aumento de 42,8 % na producdo do azeite, correspondente a
aproximadamente 150 mil litros em 2018, uma producdo ainda pequena frente ao

consumo nacional de cerca de 100 mil toneladas®®.

2.5 Composicao quimica geral dos 0leos vegetais

Os Oleos vegetais, produtos de extracdo de plantas oleaginosas, s&o
principalmente utilizados como fonte de alimento in natura. Esse fato é corroborado pela
ABIOVE a qual demonstra que a maior parte da demanda de ¢leos vegetais do pais € para
fins alimenticios. No entanto, a partir da crescente preocupacdo ambiental e de leis
regulamentadoras, 0 uso desse produto como matéria-prima para producgédo do biodiesel
vem aumentando na ultima década. Esse aumento de demanda torna necessaria avaliagdo
de outras fontes oleaginosas alternativas que possam suprir a procura, tanto para fins
nutricionais como para aplicacGes na indUstria cosmética e farmacéutica.?®

Sendo constituidos predominantemente por éster de triacilglicerois (Figura 01) e,
em menor quantidade de mono e diacilglicerois, acidos graxos livres, tocoferol, proteinas,
esterdis e vitaminas, os 6leos e gorduras de origem animal ou vegetal possuem baixa

solubilidade em agua.
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Figura 01. Molécula de um triacilglicerideo (R1, R2 e R3 sdo unidades de &cidos graxos)
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Os 0leos vegetais se apresentam na forma liquida a temperatura ambiente por
possuirem de uma a quatro insaturacoes na cadeia carbdnica. Por outro lado, as gorduras
se apresentam como sélidos a temperatura ambiente uma vez que sdo constituidas
principalmente por acidos graxos saturados?’#6. Desse modo, observa-se que a principal
diferenca na quimica entre um 6leo e uma gordura esta na composicao dos acidos graxos
que constitui os triacilglicerdis. Assim, gorduras animais, como a banha, o sebo
comestivel e a manteiga, sdo compostas por misturas de triacilglicerdis com um namero
de saturaces maior que o de insaturacGes, fator que confere maior ponto de fuséo. Por
outro lado, possuindo um nimero maior de insaturacdes, 0s 6leos possuem menor ponto
de fusdo e apresentam-se no estado liquido a temperatura ambiente.*’

Como menores constituintes, encontram-se nesses 6leos pequenas quantidades de:
(i) fosfolipidios, que sdo componentes das membranas celulares e exercem uma
importante funcdo celular; (ii) esfingolipidios, componentes altamente bioativos que
regulam o crescimento, a diferenciacdo e a apoptose celular; (iii) matéria ndo-
saponificavel, geralmente tocoferdis e fitoesterdis; (iv) pigmentos, compostos
indesejaveis por promover foto-oxidacdo e inibir o catalisador utilizado na etapa de
hidrogenacdo; (v) elementos-traco, alguns componentes podem melhorar a estabilidade
do dleo por se ligarem a radicais hidroperoxila, outros podem inativar os catalisadores

envolvidos no processamento e acelerar a degradacéo oxidativa.®
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2.5.1 O oleo de soja

A soja, lider na producéo de 6leo vegetal no mundo (cerca de 47%) devido as suas
condi¢des agrondmicas favordveis a adaptacdo e sua proteina de alta qualidade, €
consumida em todos os paises que fornecem informagdes para 0 USDA. Os maiores
produtores desse tipo 6leo sdo os Estados Unidos, China, Argentina, Brasil, Unido
Europeia e india, com, respectivamente, 8,5, 7,3, 6,1, 6,0, 2,3 e 1,3 milhdes de toneladas
por ano. Em termos de consumo, a China lidera o ranking com 27% do consumo mundial,
seguida pelos Estados Unidos (21%), Brasil (12%), Unido Europeia (8%) e Argentina
(4%), sendo o ultimo, o maior exportador desse tipo de 6leo. Um dos fatores que
favorecem a grande disponibilidade e producdo do 6leo de soja é o residuo da extracéo
do éleo, denominado de proteina de soja. Esse farelo € utilizado na producédo de racdes
comerciais para aves, suinos e bovinos e impulsiona vigorosamente a producédo do 6leo
de soja o que faz deste, 0 6leo de menor valor aquisitivo quando comparado a outros 0leos
de matrizes similares.?°3®

Com relagdo aos &cidos graxos, o 0leo de soja possui um alto teor de acido
linoleico e linolénico, que s@o essenciais na dieta humana, mas sdo responsaveis pela
instabilidade oxidativa do Oleo. Por isso, algumas técnicas de processamentos sao,
atualmente, utilizadas como hidrogenacdo e modificacdo lipidica em plantas de
reproducdo tradicional ou modificacdo genetica, para alterar a composicdo de acido
graxos de modo a melhorar as propriedades oxidativas e manter suas caracteristicas
funcionais. Assim sendo, cerca 85-90% da soja plantada nos Estados Unidos sdo obtidas
de sementes geneticamente modificadas, assim como a maior parte da producao do Brasil
e da Argentina.®

O 0leo de soja bruto contém pequenas quantidades de tocoferdis, fitoesterais,
hidrocarbonetos e metais, geralmente, em mg L. Uma vez que o 6leo é refinado, os
constituintes minoritarios tém seus teores ainda mais reduzidos?®*, O material residual
do refinamento € uma mistura de acidos graxos livres, tocoferois, fitoesterdis e seus
ésteres, hidrocarbonetos e produtos de oxidacdo lipidica secundaria, denominado
destilado de desodorizacdo de soja (SBDD). Os tocoferdis e esterdis sao componentes de
alto valor econdmico que podem ser separados da mistura e utilizados como suplemento
nutricional e na industria farmacéutica. Esses compostos sdo as fontes majoritarias de
antioxidades de baixa polaridade e vitamina E e, de acordo com Clark e Frandsen (1998),
0 corpo humano tem uma alta preferéncia em absorver o d-a-tocoferol natural quando

comparada com a vitamina E sintética*®.
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2.5.2 O 6leo de canola

Nas Ultimas duas décadas, a producdo mundial de 6leo de canola passou a ocupar
a terceira posicao dentre os 0leos vegetais, atras apenas do 6leo de palma e de soja. Esse
6leo é considerado por alguns especialistas como o 6leo comestivel com as melhores
caracteristicas nutricionais e é utilizado principalmente como 6leo de salada e como
ingrediente alimentar na producio de molhos para saladas, maioneses e margarinas. ¢

A partir dos primeiros cultivares foram verificados altos niveis de acido erdcico
no 6leo e de glucosinolatos no farelo, componentes considerados como preocupantes a
manutencdo da saude. Os altos niveis de acido erdcico na alimentacéo foram relacionados
com o acumulo de gordura no coracao, masculos esqueléticos e supra-renais de roedores,
além de prejudicar o crescimento dos mesmos. Por isso, programas de melhoramento de
plantas foram iniciados no Canada, e em 1959 uma linha contendo baixos niveis de acido
erticico foi identificada®.

O 0leo de canola do Canadéa e dos Estados Unidos ¢ obtido a partir de sementes
geneticamente modificadas de Brassica napus e Brassica rapa. Os atuais projetos
envolvendo a canola concentram-se no desenvolvimento de 6leos com caracteristicas para
atender as especificacdes de aplicacdo sendo que os focos estdo no desenvolvimento de
novos Oleos com melhores propriedades nutricionais e de Oleos funcionais contendo
produtos nutracéuticos especificos.®

Um dos problemas envolvendo a producdo do 6leo de canola € seu teor de
clorofila. Esse pigmento além de promover uma coloracdo indesejavel, é tambem
responsavel pela promoc¢édo da fotooxidagdo e inibe os catalisadores utilizados na etapa
de hidrogenacdo. A etapa de branqueamento desse dleo €, em geral, mais vigorosa de
modo a obter a remogao completa de todos os derivados de clorofila®. Assim sendo, os
principais fatores que definem a qualidade do dleo de canola sdo o tipo e contetdo de
clorofilas e a maturidade da semente. *

Com a crescente procura por alimentos organicos e naturais por parte de
consumidores, um préspero mercado do 6leo de canola em versdo virgem, com extracao
por prensagem a frio, comecou a ser visualizado em alguns paises europeus. Em
contrapartida, o comércio desse tipo de 6leo em paises fora da Europa ainda ndo existe

devido, basicamente, a falta de tradic&o.>°
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2.5.3 O 6leo de girassol

Sendo uma das espécies de oleaginosas mais antigas, o girassol (Helianthus
annuus L.) é natural da América do Norte e foi introduzida na Europa no século XV1 por
exploradores espanhdis. O dleo de girassol foi primeiramente produzido em escala
industrial na Russia no século XVIII e essa producdo cresceu rapidamente, consolidando
0 pais como o maior produtor mundial desde entdo (2,56 milhdes de t em 2008/09). A
plantagdo de girassois se desenvolve em regides de clima moderadamente temperado,
dentro de uma variagdo de 20 a 25°C, sendo a Argentina e 0 Uruguai 0s paises da América
do Sul que possuem as condigBes climaticas mais favoraveis.

Como resultado de mutacbes e estratégias de cruzamento genético, foram
desenvolvidos 6leos de girassol nas verses normal, alto-oléico e médio-oléico. Como o
proprio nome sugere, a diferenca desses 0leos esta na composicdo de acidos graxos,
principalmente em termos de &cido oléico e linolénico.*®

Esse 0leo é também usado no preparo de margarinas e como Gleo de salada, mas
seu principal uso comercial € como dleo de fritura. Diversos estudos do dleo direcionados
a essa aplicagdo com incorporacdo de alimentos, principalmente batata frita,
demonstraram sua alta estabilidade oxidativa. Outros estudos compararam as diferentes
versdes do 6leo e os resultados mostraram que o 6leo de girassol com maior teor de &cido
oléico apresentou menor grau de deterioracdo e 0s produtos fritos possuiam maior

estabilidade.®®

2.5.4 O 6leo de milho

Diferentemente da maioria dos outros 6leos vegetais, 0 6leo de milho é extraido
de gréos que contém apenas de 3-5% de dleo. Quase todo o 6leo comercial é obtido por
prensagem ou extracdo com hexano do embrido que representa cerca de 7% do grédo e € a
parte mais rica em 6leo (20-50%). Como o grdo de milho tem, aproximadamente, 70% de
amido, um processo denominado moagem umida foi desenvolvido nos EUA em 1842
com o intuito de remover o amido puro. A partir desse processo, 0s residuos ndo-
amilaceos sdo separados em quatro fracdes: (i) sollveis de adgua (7%); (ii) fibra (10%);
(iii) farelo de glaten de milho (6%); e (iv) germe (7%). A fracGes (i) e (ii) sdo misturados

para produzir uma racao para ruminantes que contém cerca de 21% de proteina e 60-70%
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de fibra. A fracdo (iii) contém cerca de 60% de proteina e baixo teor de fibra (<1%), e é
um alimento premium para ndo-ruminantes (aves e suinos). ¥

A producéo do 6leo de milho a partir do gréo e da fibra ja foi realizada em escala
laboratorial e 0 apelo para essa producdo séo as propriedades nutracéuticas. Apesar do
6leo de milho ser reconhecido por seus altos niveis de acido oléico, que é essencial a dieta
humana, e baixos niveis de gordura saturada e &cido linolénico, a fibra do milho contém
a maior quantidade de fitoesterois e fitoestanois ja detectada em fontes naturais. Essas
substancias sdo uma das doze classes de fitonutrientes mais importantes, principalmente
devido a sua capacidade de diminuir o colesterol. Uma grande parte desses fitoesterois é
removida durante o refino e o teor nos 6leos comerciais é de cerca de 1%.°*

Um dos principais usos do 6leo de milho € fritura e varios estudos compararam a
estabilidade térmica do 6leo de milho e outros 6leos vegetais. Um estudo demonstrou
que, quando comparado a 0leos de canola e soja, 0 6leo de milho produziu os menores
niveis de produtos de oxidagao e reteve os mais altos niveis de tocoferdis, durante cinco

dias a temperaturas de fritura continua®2.

2.5.5 O 06leo de algodao

O 0Oleo de algodéo é extraido da semente de algoddo que € um subproduto da
industria algodoeira, logo, a disponibilidade dessa semente depende diretamente da
necessidade e do valor da fibra de algodao. A semente de algodao é usada como alimento
para animais ou triturado para producdo de 6leo. Tem um valor especial para a industria
de laticinios 0 que gera uma competicdo entre produtores de leite e processadores de
6leo.%®

Quase todo 6leo de semente de algodéo € usado em produtos alimenticios. O 6leo
é amplamente utilizado como componente para formulacdo de margarinas, pois a medida
que se solidifica, forma cristais muito finos que conferem uma textura suave e agregam
plasticidade aos produtos de gorduras solidas. No entanto, o 6leo de semente de algodao
compete com varios outros 0leos do mercado, e a disponibilidade, os precos e 0s
interesses do consumidor influenciam a maneira como é usado.>®

Quase metade dos acidos graxos no 6leo de algodao sédo do tipo linolénico, cerca
de 16-20% sao do tipo oléico e o palmitico, os trés representam de 91 — 93% dos &cidos.
Quando comparado com outros 6leos, o éleo de algoddo bruto possui uma concentracdo

relativamente alta de alguns componentes que ndo sdo triacilglicerdis. Em algumas
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sementes de baixa qualidade, esses compostos podem ultrapassar 50% da massa do éleo

bruto, o que faz do refino um processo mais desafiador.®

2.5.6 O 6leo de coco

O coqueiro é geralmente natural nas regides a 20° norte e sul da Linha do Equador,
especialmente ao longo das areas costeiras. Tipicamente, o carogo de coco fresco contém
50 % de umidade, 34% de 6leo, 2,2% cinza, 3% de fibra, 3,5% de proteina e 7,3% de
carboidrato®®. Antes da extracdo do 6leo, a améndoa precisa ser removida e seca até o
teor de, aproximadamente, 7% de umidade. A améndoa seca é denominada copra e tem
um teor de 6leo de cerca de 64%. Tradicionalmente, o 6leo de coco é extraido da copra
por prensagem mecanica, seguido de extracdo por solvente para recuperar o residuo de
6leo adsorvido na “massa”. Em seguida, o 6leo pode passar por um processo de refino e
desodorizagdo ou ndo, dependendo da finalidade do produto.®

O 6leo de coco contem cerca de 92% de acido graxo saturado sendo o acido laurico
e 0 acido miristico os predominantes com, aproximadamente, 48% e 18%,
respectivamente. Isso torna o éleo bruto muito estavel contra a oxidacdo. No entanto, o
0leo refinado tem menos estabilidade oxidativa em comparacéo ao bruto, devido a perda
de antioxidantes naturais durante o processo de refino.*

O oleo de coco e 0 6leo de coco virgem possuem caracteristicas similares, com
algumas diferencas peculiares com relacdo ao frescor, odor e sabor devido aos diferentes
processamentos. Em um estudo sobre o 6leo de coco virgem vendido na Malasia e na
Indonésia, Marina et al. (2009) relataram que a composicdo de &cidos graxos da versdo
virgem é comparavel ao refinado. Os autores concluem que o 6leo de coco virgem é
superior ao 6leo de coco refinado devido ao seu maior conteudo de compostos fendlicos

e, consequentemente, a sua maior estabilidade oxidativa®*,

2.5.7 Azeite de oliva

O azeite de oliva, principal fonte de gordura na cozinha mediterranea tradicional,
se tornou popular entre consumidores ao redor do mundo devido a estudos que indicam
que este atua na prevencdo de certas condicGes patoldgicas, como doengas coronarias.
Esse azeite € exclusivamente extraido por processamento fisico (prensagem,

centrifugacdo, decantacdo), a fim de ndo causar alteracdes no mesmo. O 0Oleo vegetal
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resultante da extracdo é uma mistura de triglicerideos com alguns acidos graxos livres,
mono e diacilglicerdis e outros constituintes que representam de 0,5 a 1,5%. E
popularmente conhecido por seu alto teor de acido oléico em sua composicdo que,
segundo o Codex Alimentarius, pode variar de 55 — 83%. %%

O azeite de oliva virgem néo é submetido ao processo de refino e por isso, alguns
metais podem estar presente devido a contaminagdo. Os elementos de transi¢cdo em azeite,
especialmente ferro e cobre conhecidos por suas caracteristicas pro-oxidantes, podem ser
originarios do solo, de fertilizantes e, principalmente, do equipamento utilizado no
processamento, sendo necessario que esses equipamentos sejam de aco inoxidavel. Os
6leos processados por técnicas tradicionais, geralmente, apresentam um teor mais elevado
desses metais que aqueles extraidos por técnicas atuais de centrifugacdo e percolacdo. As
concentracdes de desses metais variam entre 0,5 e 3 mg L e 0,001 e 0,2 mg L™,
respectivamente. Os demais metais presentes no azeite de oliva virgem, de modo geral,
n&o ultrapassam poucos pg L.

Boskou e colaboradores®® ressaltaram a maior estabilidade do azeite de oliva
usado em frituras quando comparado a outros 6leos. O azeite apresentou uma taxa de
alteracdo significativamente menor quando usado mais de uma vez. A razdo para essa
resisténcia a deterioracdo em altas temperaturas € a composicdo de &cidos graxos e a
presenca de antioxidantes naturais. Porém, quando é esperado beneficios a satde a partir
dos fitoquimicos presentes, 0s autores destacaram que 0 nimero de aquecimentos deve

ser reduzido ao minimo.

2.6 Importancia da determinacédo de metais em 0leos vegetais

Um especial esforco tem sido dedicado com o intuito de descobrir o motivo de
algumas gorduras e 6leos sofrerem mudancas mais rapidamente que outros. 1sso porque
a compreensdo dessas mudancas e das suas causas pode indicar uma maneira de como as
mesmas podem ser controladas. Uma forma de avaliar a qualidade dos 6leos, levando em
consideracdo a validade, manutencdo das propriedades e armazenagem, pode ser feita
através da determinacdo da quantidade de metais presentes, uma vez gque a presenca de
tracos de metais em éleos comestiveis provoca um efeito na taxa de oxidacdo de Gleos e
gorduras. Esses efeitos sdo descritos por mecanismos ja reconhecidos na literatura como,
por exemplo, a formacéo de radicais alquila a partir dos acidos linoleicos e linolénicos

por causa de reagdes iniciadas pelo Fe(Il) ligado a enzima lipoxigenase.?!-??
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A concentragdo de espécies metélicas é um importante critério a ser considerado
na avaliacdo da qualidade dos 6leos vegetais. O teor de elementos traco assegura, ndo
somente a manutencao do sabor e suas caracteristicas nutricionais, mas também define os
tempos de estocagem e a velocidade de deterioracdo®®’. Os Oleos comestiveis sdo
majoritariamente compostos por triacilgliceréis e o processo oxidativo de lipidios em
alimentos leva a rancidez com impactos no sabor e no aroma, além da degradacdo de sua
composicdo que, por consequéncia, perde seu valor nutricional®’. Por estes aspectos, a
caracterizacdo da composicdo inorganica de dleos vegetais torna esse tipo de investigacdo
uma linha de pesquisa importante, tanto para a economia quanto para a salde humana,
pois possibilita uma avaliacdo de sua qualidade, no que tange aspectos relacionados ao
frescor, a estabilidade e métodos de armazenamento®. Por isso, o desenvolvimento de
metodologias capazes de determinar elementos inorganicos em Gleos comestiveis tem
ganhado bastante importancia nos ultimos anos uma vez que a concentragdo desses
elementos esta diretamente relacionada com a qualidade destes 6leos.>®

Alguns estudos demonstram a eficiéncia do processo de refino na reducédo do teor
de espeécies inorganicas, possivelmente por isso, uma atencdo maior nao tenha sido dada
a essa matriz no passado. E possivel encontrar na literatura algumas notas técnicas que
verificaram a eficiéncia do processo de refino do 6leo em se tratando da reducéo do teor
de metais. Uma comparacéo do 6leo de canola bruto e refinado, por exemplo, quantificou
o ferro, célcio, zinco e chumbo no 6leo bruto e, apds o refinamento, apenas uma pequena
quantidade de chumbo foi detectada®®. Em uma outra comparacio foram coletadas
amostras em diferentes estagios do refinamento e percebeu que: (i) o tratamento alcalino
reduz consideravelmente as concentracdes de Cu, Fe, Cr, Zn, Mg e Ca e os teores de Pb
e Ni permanecem constantes nessa etapa; (ii) no clareamento, as concentragdes dos metais
mudam muito pouco; (iii) durante a hidrogenacdo, a quantidade de Ni dissolvido no 6leo
¢ aumentada devido a adicdo de catalisadores de Ni; (iv) durante a desodorizacdo a
variaco no teor do metais acontece de forma ndo reprodutivel®°.

O Codex Alimentarius estabelece limites gerais nos teores de ferro e cobre em
6leos, devido a sua atividade pro-oxidante, sendo esses limites de 3,0 e 0,1 mg kg™ em
azeite de oliva®?, respectivamente, e de 1,5 e 0,1 mg kg™ em 6leos refinados, além de 0,1
mg kg™ para As e Pb®. Porém, mesmo com a confiabilidade existente nos métodos de
refino no que tange a reducdo no teor dos metais em 6leos comestiveis, verifica-se na
literatura diversos trabalhos que objetivam a quantificacdo dessas espécies (Tabela 02).
O teor de metais em Oleos vegetais comestiveis pode estar relacionado com o solo no qual

a plantacéo é estabelecida, com os fertilizantes, corretivos agricolas, agrotdxicos, com a
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poluicdo ambiental e devido & area de plantio de leguminosas estarem geralmente
proximas a estradas nas quais transitam veiculos de grande porte mas a contaminacéao
pode também ocorrer durante os processos de extragio, conservagio e armazenamento®
63, 64_

Na escolha dos métodos de armazenamento € importante observar que o tipo de
embalagem utilizada para a finalidade possui papel fundamental no controle das
interacdes com o ambiente e, consequentemente, auxilia na manutencéo da qualidade do
produto. Atualmente, embalagens de polietileno tereftalato (PET) s&o utilizadas para a
grande maioria dos 6leos comercializados no Brasil. Essas embalagens se constituem em
uma barreira eficiente contra o oxigénio e odores, porém, o produto fica exposto a luz e
uma maior permeabilidade ao vapor d’agua ¢ permitida, o que pode afetar a estabilidade
do 6leo.®

Por outro lado, € comum o uso de embalagens metélicas para 0 armazenamento
de alguns dleos e azeites. Com 0 objetivo de proteger o alimento de agOes fisicas,
quimicas e bioldgicas desde que o produto enlatado seja conservado de modo adequado,
o principal material utilizado é o ago, devido a sua maior resisténcia mecénica. Nesse
material é aplicada a eletrodeposicdo de estanho de modo a fornecer maior brilho e
proporcionar a formagdo da camada de liga Fe/Sn®®. Contudo, esses materiais podem
sofrer oxidagdo com o passar do tempo e é possivel encontrar o ferro®’ e o estanho® como
contaminantes em Gleos armazenados neste tipo de embalagem.

Neste contexto, torna-se importante o desenvolvimento de procedimentos
analiticos para determinacdo de espécies metalicas em Oleos vegetais para garantia dos
padrdes de qualidades que atendam ao consumidor final.

A partir da avaliacdo dos dados na Tabela 02 observa-se que: (i) os 0leos virgens
e refinados raramente apresentam teor de ferro acima do permitido, mas, geralmente isso
acontece com o cobre; (ii) os teores de chumbo em alguns dos trabalhos apresentados
encontram-se em inconformidade com o estabelecido pela FAO; (iii) poucos sdo 0s
trabalhos que seguem os procedimentos padrdes ISO 8294:1994, IUPAC 2.631 ou AOAC
990.05, muito provavelmente por serem baseados na analise direta em GF AAS de uma
matriz organica que compromete e diminui o tempo de vida do tubo de grafite; (iv) os
trabalhos mais antigos que utilizaram a absor¢do atbmica como técnica analitica, optaram
por uma etapa de pré-tratamento, como a calcinacdo; (v) as publicacbes mais recentes
aumentaram o numero de possibilidades de preparo de amostra oleosa que visam a
disponibilizacdo de espécies inorganicas como a extracdo por quebra de emulsdo, a

extragcdo 4cida, a extragdo por complexacdo com reagentes do tipo base de Schiff e
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métodos mais modernos de decomposi¢do de amostras como a digestdo assistida por

microondas.
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Tabela 02 — Alguns métodos analiticos desenvolvidos para a determinagdo de elementos trago em amostras de 6leos comestiveis

Método Amostra Na K Ca Mg Fe Cu Zn Cd Pb Ni Cr Ref
Oleo de ] ] ] ] 8,921ug 2,971ug 6,351 0,0579 0,10(1 1,731ug 7,1 llug
girassol g g ngege  pgge  pgg g g
Oleo de ] ] ] ] 8,00 pg 0,570 ng 8,36 0,0580 0,106 0,922 0,170
EIEB canola g* g pgg' pggt pggt  pgg' opgg! 69
ICP OES Oleo de ] ] ] ] 840pg 1,08pg 536 00520 0,0990 1,36pug 0,126
milho gt gt  wgg' pggt pggt gt pggt
Azeite de 882 ug 1,50pg 2,21  0,0220 0,134 0,908 1,02 pg
oliva ) ) ) ) g* g  nge' pget pggt pggt gt
Oleo de i 443 483 g
) ) ) A 2 ) )
Calcinacao pal'ma Jie mg L L 70
a
F AAS e ISE Oleo de 1.19 8.23 g
palma - - - mg Lt L - - - - -
refinado
) 0,320
Oleo de soja - - - L75ng 0830pg 0,110 ; ; o ;
. g g Hg g ne g
Extracao
acida Oleo de ] ] ] _ 0,960 0,810ug 0,140 ] ] 0,240 ) 7
HR-CS F girassol ug gt gt ug gt ng gt
AAS )
Oleo de ] ] ] ] 0,270 0,810 ug 0,450 ] ] 0,250 ]
canola ng gt gt ng gt ng gt
Calcinagdo  Azeite de 3 ) ) : 600ng 10,0 ng ) 0300 400ng _ p ) 72
ET AAS oliva gt g’ ngg*  g*
Extragao Azeite de ) ) ] : ] ) 0,220 ] ] 0,320 ) 73
F AAS oliva ug gt ng gt

@ |SE: Eletrodo de ion seletivo
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Método Amostra Na Ca Mg Fe Cu Zn Cd Pb Ni Cr Ref.
Oleo de i i i i <LD - - <LD -
girassol
Extragéo Oleo de ) ] ] ] 0,910 ] ] 0,350 ] 7
F AAS milho ug gt ng gt
Oleo de i i i i <LD - - <LD -
canola
Azeite de i i i i 160ng 0,640
oliva kg? ng g
) . 350ng 0,320 ) )
DLLME Oleo de soja kg™ ng gt y
ET AAS )
Oleo de i i i i 520 ng 0,780 i i
milho kg? ng g
Oleo de ) ) ) ) 120ng  0,0600 )
girassol kg™ ngg*
Calcinagéo Azeite de i i i i 25,5 i i i i 75
PSA IONP oliva ng g
) i i i i i i i 0,270 i
) ug g
MAD® Oleo de ) ] ] ) ) ] ) ) 0,930 ) .
ET AAS algodio ng gt
) i i i i i i i 0,560 i
ug g™

b PSA I0ON: Analise de decapagem potenciométrica derivativa
¢ MAD: Digestéo assistida por microondas
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Método Amostra Na Ca Mg Fe Cu Zn Cd Pb Ni Cr Ref.
MAD Oleo de 0,390 76
ET AAS algodio ; ) ) ) ) ) ) ) g g* )
Azeite de 0,650
oliva i ) ) ug gt ) ) ) ) ) )
Oleo de ) ) ) 0,380 ) ) ) ) ) )
) milho ng g™
Extracao por Oleo de 0,490 77
complexagéo . - - - 1 - - - - - -
E AAS girassol ug g
Oleo de i i i <LQ i i i i i i
canola
Oleo de soja - - - 0’702 - - - - - -
ng g
Complexacdo  Azeite de 0,260 78
FAAS oliva ) ) ) ) ) ) ) ) ng gt )
Qleo de i i i i i i i i <LD i
girassol
Complexacéo Oleo de 78
FAAS canola i ) ) ) ) ) - - e -
Oleo de 1,06 pg
milho ) ) ) ) ) ) ) ) gt
Azeite de 0,410 pg
oliva ) ) ) gt ) ) ) )
Oleo de 0,310 pg
Extracdo por girassol i ) ) gt ) ) ) ) )
complexagao Oleo de 0,290 ug 7
F AAS milho i ) ) gt ) ) ) )
Oleo de
canola i ) ) ) <LQ ) ) ) ) )
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Método Amostra Na K Ca Mg Fe Cu Zn Cd Pb Ni Cr Ref.
Oleode  223pg 0560 2,99 Illpg 0680 00700 0,170 ] ]
canola gt wgg' wgegt gt pggl pggt pget
Olode  2,00pg 0480 350 1,18pg 0,640  0,0700 0,200 ] ] ] ]
_ milho gt wgg' wgegt gt pggl pggt pget
Calcinacao Oleo de 2,50ug 0570 2,25 0,620 0,550 0,0600 0,160 i i i i 80
F AAS girassol gt  ngg' wpggt pgg'  pggl pggt pget
Oleo desoja  228He 0510 261 0570 0590 00800 0,150 ] ] ] ]
g pget pggt pggt  pge nget  ngg
Azeitede  2,07pg 0,740 2,44 0430 1,0lpg 0,0900 0,170 ] ] ] ]
oliva g* ngg' pggt pget gt ngg'  pget
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2.7 Uso de sistemas emulsificados aplicados a extracao de espécies inorganicas

O tratamento de amostra é considerado por muitos pesquisadores como a fase mais
critica na determinacdo de metais em liquidos organicos uma vez que consiste na submissdo
da mesma a um procedimento que a torne compativel com a instrumentacéo disponivel para a
analise. A introducdo direta de amostras oleosas em instrumento analitico visando a
determinagdo de metais apresenta alguns problemas de ordem geral que envolvem a
imiscibilidade com a &gua, producdo de chamas instaveis ou extin¢do, dificuldade na
introducéo da amostra, deposicdo de residuos de carbono, etc.®

Certamente, na etapa de preparo de amostra € necessario avaliar a intensidade de
manuseio a qual a mesma serd submetida. Uma excessiva manipulacdo das amostras pode
acarretar em diversos problemas que envolvem desde a contaminacédo até a perda de analitos,
comprometendo, consequentemente, a exatiddo das determinacGes. Nesse cenario, diversos
procedimentos estdo sendo empregados como estratégia de pré-tratamento de amostras oleosas
com fins de medicdo analitica. Dentre as abordagens pode-se destacar a extragdo do analito, a
dissolucéo/digestdo acida, diluicdo com solventes e a conversdo das amostras em sistemas
emulsificados que possam, posteriormente, ser injetadas em instrumentos.

O uso de sistemas emulsificados em procedimentos de extracdo de espécies inorganicas
é baseado na formacdo de um sistema polifasico disperso no qual a fase dispersa se encontra
fragmentada dentro de uma fase continua. Existem diversos tipos de sistemas polifasicos e estes
sdo denominados de acordo com o tamanho da fase dispersa e do estado fisico. Por exemplo,
as dispersdes formadas por uma fase gas dispersa em um liquido sdo denominadas espumas, as
de particulas sélidas dispersas em um liquido sdo denominadas suspensdes, e aquelas nas quais
um liquido imiscivel é disperso em outro liquido sdo denominadas emulsdes. 82

A formacdo das emulsdes acontece por meio da dispersdo, mesmo que por um curto
periodo de tempo, de goticulas de um liquido imiscivel em outro quando postos em contato e
agitados. Essas emulsdes sdo classificadas como emulsdes comuns ou microemulsbes a
depender do tamanho das goticulas dispersas, da estabilidade termodindmica, do aspecto micro
e macroscopico e do procedimento de obtengdo. As microemulsdes possuem estabilidade
termodinamica enquanto as emulsdes tendem a separar em suas fases originais (coalescer) apos
um periodo de tempo. As emulsdes comuns sdo aquelas de 6leo em agua (O/A), quando gotas
de bleo se dispersam em agua, ou como agua em 6leo (A/O), quando a dgua é dispersa no éleo,

como apresentada esquematicamente pela Figura 02.83
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Figura 02 — Representacdo esquematica de dois sistemas emulsionados mais comuns (a) emulsdo do tipo O/A e
(b) emulséo do tipo A/O
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Fonte: Adaptada de Applications of emulsified systems in elemental analysis by spectroanalytical techniques'®.

As emulsdes comuns apresentam um aspecto leitoso constituidas de goticulas que
variam entre 0,5 e 50 pum. Esse aspecto e devido ao efeito denominado Tyndall que promove o
espalhamento da luz pelas gotas dispersas. Sdo considerados sistemas termodinamicamente
instaveis que ndo se formam espontaneamente e tendem a se separar em seus componentes com
0 tempo. De modo a promover 0 aumento na estabilidade de emulsdes e microemulsdes, é
comum a adicdo de surfactantes (também chamados de tensoativos ou emulsificadores) ao
sistema. Essa maior estabilidade é alcancada pois os surfactantes funcionam como barreiras
fisicas na protecédo das goticulas contra a coalescéncia. Essas substancias organicas de carater
anfipaticos, ou seja, que possuem uma regido de baixa polaridade e outra parte mais polar na
mesma molécula, atuam na interface do sistema alterando caracteristicas como a tenséo
superficial, a densidade, a viscosidade, etc.”%8

Devido as suas caracteristicas que englobam a baixa viscosidade, baixa carga de
compostos organicos e a facilidade de calibracdo com padrGes aquosos, que as tornam
compativeis com a maioria das técnicas espectrométricas, as emulsées O/A sdo as mais
aplicadas em quimica analitica e oferece diversas vantagens como a utilizacdo de padrbes
aquosos inorganicos para a construcdao de curvas analiticas, possibilitando, assim, menores
custos das analises.®®

Em escala laboratorial, algumas técnicas simples e de baixo custo podem ser aplicadas
no preparo de emulsBes, como a agitacdo manual e a sonicacdo. O uso de energia de ultrassom
no processo de emulsificacdo promove uma emulsificacdo mais efetiva e € também conhecido
como emulsificacdo acustica. A alta eficiéncia na emulsificacdo acustica é devido ao processo
de nucleacdo, crescimento e colapso de bolhas transientes em liquidos expostos a ondas de

ultrassom de baixa frequéncia (< 1 MHz), denominado cavitacdo®. Durante a cavitagdo, as
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ondas ultrassbnicas se propagam através de um liquido em ciclos alternados de compresséo e
expansdo. Em alguns momentos, a onda acustica desenvolve uma pressdo suficientemente alta
que possibilita vencer as forgas intermoleculares em um ponto do liquido, criando uma
cavidade para a qual gases e vapores presentes no liquido podem se difundir durante a etapa de
expansdo. Na etapa de compressdo, 0S gases e vapores ndao retornam completamente para o
liquido, resultando em um aumento efetivo do tamanho da cavidade durante os ciclos seguintes
de compressdo e expansdo até que seja atingido seu diametro critico, entrando em violento
colapso. O colapso das bolhas transientes provoca a liberagdo de grande quantidade de energia,
gerando temperaturas locais instantaneas (5200 K) e pressdes muito elevadas (cerca de 2000
atm). As bolhas formadas tém dimens6es muito pequenas em relagdo ao volume total do
liquido, produzindo calor que é rapidamente dissipado sem alteraces apreciaveis as condices
do sistema.8:88

Um dos usos do ultrassom € facilitar a formacédo de emulsdo e aperfeicoar o contato
entre as duas fases imisciveis®®®. Varias aplicacbes sdo encontradas na literatura, que
demonstram a influéncia dessa energia sobre os desenvolvimentos de processos de extracao,
homogeneizagdo, emulsificacdo, entre outras®. A partir disso, cresceu-se o interesse em
investigar os mecanismos do processo emulsionado utilizando ultrassom e explorar vantagens
como o custo baixo, procedimento realizado a pressdo atmosférica, pequena probabilidade de
ocorrer contaminacdo e perda de substancias volateis e menores tempos de aplicacdo do

procedimento®.

2.7.1 Extracdo baseada na quebra de emulsdo para fins analiticos

A quebra de emulsdo € a nitida separacdo das fases dos liquidos imisciveis que
compdem a emulsdo. Esse procedimento tende a ocorrer de modo natural, mas, a depender de
fatores como temperatura e pressao, essa quebra pode ser muito lenta. Os recursos mais
utilizados para esse fim sio a centrifugacdo ou o aumento da temperatura®®. Uma vez formada,
a emulsdo possibilita um aumento na interface de contato entre as fases e as propriedades da
interface sdo importantes na determinacdo de sua estabilidade. Nesta interface, ocorrem
fendmenos de troca de substancias entre as fases favorecidas, ndo apenas pelo aumento da area
de contato, mas também pelas forcas de interacdo dependentes da natureza desta substancia

(polar ou apolar)®.
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A extragéo induzida por quebra de emulséo (EIEB) com aplicacdo na separacdo e/ou
pré-concentracdo de metais foi proposto por Cassella et al. em um trabalho que objetivou a
determinacgéo de metais tracos em amostra de diesel por ET AAS. Nesse procedimento foram
adicionados & amostra uma solugéo de Triton X-114 em meio de HNO3 com agitacéo vigorosa.
Com a amostra dispersa em goticulas e o consequente aumento da &rea superficial, o
particionamento dos analitos entre fases favorecidas € também aumentado (Figura 3). Em
sequida, as emulsbes foram quebradas por aquecimento e a fase aquosa foi coletada e

analisada.®*1%

Figura 03 — Amostra em diferentes momentos durante uma extracdo induzida por quebra de emulsio: (a) amostra
em contato com a solucdo extratora; (b) formacdo da emulsdo por difusdo da fase dispersa na fase continua e
transferéncia de metais na superior area de interface; (c) espécies inorganicas particionadas para a fase extratora
apos a quebra da emulséo.
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Fonte: Adaptada de Applications of emulsified systems in elemental analysis by spectroanalytical techniques®.

Na eficiéncia de um processo de extracdo via formacdo de uma emulsdo ou
microemulsdo, trés classes de fatores podem exercer influéncia: (1) variaveis de formulacédo
que se referem a natureza das fases aquosa e organica, bem como de agentes emulsificantes;
(2) variaveis de proporcdo que se referem a quantidade de agua, 6leo e dos agentes
emulsificantes; (3) variaveis de método que referem-se aos procedimentos e equipamentos
utilizados no processo de emulsificagdo. %6 %

A aplicacdo desse método combinado ao uso da energia ultrassénica tem mostrado um
favorecimento na extracdo de metais para a fase aquosa com o alcance de boas recuperacdes.
Destacam-se as seguintes vantagens quando aplicada na analise de amostras com alto teor de

compostos organicos: transferéncia quantitativa de analitos de uma fase mais complexa para
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uma fase mais facil de analisar; evita etapas de digestdo da amostra que demandam mais tempo
e condicBes mais drasticas; uso de reagentes de baixo custo; simplicidade e facilidade
operacional da extrago.®’

O procedimento da EIEB pode ser sumarizado por quatro fenbmenos que podem
acontecer simultaneamente ou sequencialmente. Os processos usuais envolvidos sdo: ascensao,
floculagdo, coalescéncia e separacdo das fases®®. Dependendo de alguns fatores como a
natureza do surfactante, a temperatura, a agitagéo, o tamanho das gotas, 0 modo de preparo das
emulsdes e a acdo gravitacional, o tempo para ocorrer a separacdo de fases pode variar de
segundos a longos periodos %. Para promover a quebra da emulsdo, o artificio mais utilizado é
a elevacdo de temperatura. A temperatura de quebra depende da composicdo da emulséo e
temperaturas entre 70 e 90 °C tém sido usadas para esse proposito.

A Tabela 03 mostra algumas caracteristicas de métodos analiticos que utilizaram a
extracdo induzida por quebra de emulsdo como procedimento de extracdo ou separacdo de
analitos. De acordo com o observado pelos autores: (1) As matrizes mais analisadas séo oleosas
propicias a formacéo de emulsdes do tipo O/A; (2) as técnicas analiticas mais utilizadas sdo as
relacionadas com a espectrometria de absorgéo atomica como F AAS e ET AAS; (3) na maioria
dos procedimentos, agitacio manual predomina no fornecimento de energia para
emulsificacdo; (4) o Triton X-114 é o surfactante mais usado em processos de obtencao de
emulsdes; (5) o HNOs esta frequentemente presente na etapa de emulsificacédo; (6) a calibracao
é feita, em sua grande maioria por padronizacdo externa devido as caracteristicas da fase
extratora; (7) O uso de um sistema por injecdo em fluxo para introducdo da fase extratora é

também bastante utilizado.®
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Tabela 03 — Caracteristicas de métodos analiticos que determinaram metais a partir da extracdo induzida por quebra de emulséo.

Técnica de . .
. ~ x Energia para Procedimento de
Amostra Analitos gre]ge;(i:tgiig Preparo da emulséo emulsificacdo quebra de emulsdo LD Ref.
Oleos Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Amostra + Triton X-114 o . < oo 101
comestiveis Ni. Pb. Zn ICP OES em HNOs 10% v/v Agitacdo manual Aqguecimento até 80 NR
. Amostra + Triton X-100 ou
Con?e':g\sleis Zn Fiﬁs Triton X-114 em HNO; \V6rtex Aquecimento até 80° 1’3.&‘9 102
10% v/v
. . 219 e
Oleos Cr, Mn ET AAS Amostra + HNO + Triton Agitacdo manual Agquecimento até 90° 120 ng 103
comestiveis X-114 L
- . . 0,004 —
Oleos Mg, Mn, Fe, Zn, ) Amostra + HNOs + Triton —— Centrifugacéo por 12 : 104
comestiveis Ag, Ba, Pb, Cr [Chal X-114 PGS [ERLEL min em 6800 rpm fgzg}l
Oleos FIA® Amostra + Triton X-114 : oo 15D HE 105
comestiveis Cd FAAS em HNO3 10% v/v Vortex Aquecimento ate 80 L™t
Suplemento
de(é)lgg%ae% cd TS-FE-AASP  AAmostra +X|:I1l\i(j3 = Ulien Agitacdo manual Aguecimento até 88° 2,5_?g 9 106
peixe)
< . Al, Cu, Mn, Ni, Sn, ) Amostra + Triton X-114 . Centrifugacdo por 60 26 — 88 107
Oleo diesel v ICP-MS em HNOs 10% v/v Misturador de rolos min em 3200 rpm ng Lt
. 114 até
a . . Amostra + Triton X-114 N ; £ ano 108
Oleo diesel Cu, Fe, Ni, Pb ET AAS em HNOs 10% v/v Agitacdo manual Aqguecimento até 80 29Ii1_1ng
- . ) Amostra + Triton X-110 N . camo | L2 1g 109
Oleo diesel Zn FI-F AAS em HNO; 15% V/v Agitacdo manual Aguecimento até 90 L
. . N Centrifugacdo em 0,028 —
Combustivel Amostra + HNO; + Triton Agitacdo manual + , ! 110
de jato Gl 7 il AL (SIS X-100 ou Triton X-114 misturador mecanico LY Elte a 0’113
quebra da emulsdo ug L

2 FIA: Analise por injecdo em fluxo
b TS-FF-AAS: espectrometria de absorgdo atdmica com nebulizagio térmica em tubo metalico aquecido na chama
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Técnica de

Energia para

Procedimento de

Amostra Analitos gre]gelciztgieclg Preparo da emulséo emulsificacéio quebra de emulsio LD Ref.
. . Aquecimento + vortex  Aquecimento até 80° 0,12 até
Oleo bruto Ba, Ca, Mg, Na ICP OES Qr_nl%s(';rear;milego IOOT/:'\t/j’C misturador + banho de  + centrifugagdloem 5,8 ug 1
) 3 ultrassom 4000 rpm Lt
Oleo Amostra + tolueno + Triton . Centrifugacdo em 29e77 112
lubrificante Cu, Fe, Mn FAAS X-114 em HNO3 Misturador de rolos 3500 rpm ng g*
Oleos I . N I if x 0,009 a
lubrificantes Mg, Cr, Ni, Cu, Pb ICP-MS Amostra + to ueno +’T_r|ton Aglta(;ao manual + Cenj[rl ugacao por 10 0126 113
T T X-114 em solucdo acida misturador de rolos min em 6000rpm 1
usados Mg L
Amostras de c Amostra + Triton X-100 . . . cane L9 MG 114
61eos Total Hg CV-AAS em HNO3 15% V/v Agitador horizontal Aguecimento até 80 L1
. i - L . . 47el
Biodiesel Ca, Mg FS-F AAS! TS +HTNr|(t)2n S Agitacdo manual Aguecimento até 90° ug?__? 15
- . Amostra + HNO3 + o Aquecimento até 1,0 116
Biodiesel Cu, Mn, Ni ET AAS Triton X-100 Agitacdo manual 909 ug Lt

¢ CV-AAS: espectrometria de absorcdo atbmica com geracéo de vapor frio
4 FS-F AAS: espectrometria de absorcio atémica com chama multielementar sequencial rapida

35



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver um método analitico para a determinacdo de metais (Ca, Fe, Mg e Zn) em
amostras de 6leos vegetais comestiveis através de extracdo por emulsificacdo seguida de
quebra de emulsdo com deteccdo por HR-CS F AAS.

3.2 Objetivos Especificos

Estudar os fatores experimentais que proporcionam a formacao e quebra eficientes de emulstes
para a extracdo dos metais de interesse para a posterior quantificagdo por espectrometria de

absorcdo atdmica com chama e fonte continua de alta resolucgéo;

Aplicar tecnicas de planejamento experimental (planejamento Doehlert e modelagem de

Misturas) na otimizacédo de variaveis do método analitico;
Validar os métodos desenvolvidos obtendo-se seus parametro de mérito;

Empregar analise por componentes principais (PCA) na observacdo de diferencas e

similaridades de 0leos de diferentes vegetais;

Aplicar os métodos desenvolvidos na avaliacdo das concentragdes dos metais estudados nas

amostras de 6leos vegetais comercializados na regido de Jequié-BA.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Instrumentacao

Um espectrofotometro UV-vis (Varian modelo Cary 50 Conc) foi utilizado para a
avaliacdo da eficiéncia da quebra de emuls&o com leitura de absorvancia em 650 nm.

As determinagfes dos analitos foram realizadas utilizando um espectrometro de
absorcdo atdmica com com chama e fonte continua de alta resolu¢do, modelo ContrAA 700
(Analytik Jena AG, Jena, Alemanha) equipado com uma lampada de arco curto de xendnio
como fonte de radia¢do, um detector constituido por um arranjo linear de dispositivos de carga
acoplada (CCD) com 588 pixels, 200 dos quais sdo usados para determinacfes analiticas e um
monocromador duplo-echelle de alta resolucdo. Foram utilizados os comprimentos de onda de
422,7 nm para o célcio, 248,3 nm para o ferro, 285,2 nm para 0 magnésio e 213,9 nm para o
zinco. As medidas foram realizadas em triplicata, utilizando a avaliacdo de absorvancia em até
3 pixels de modo a obter-se a melhor razéo sinal/ruido. A altura do queimador foi otimizada
automaticamente pelo software. A combinacdo de ar-acetileno foi utilizada na geracdo da
chama de 6 mm com fluxos de, respectivamente, 440 e 60 L h? e fluxo de aspiragdo de 5 mL

mint.
4.2 Materiais

e Equipamento de banho de Ultrassom, Cristéfoli (Cristéfoli, Campo Mouréo - PR)

e Equipamento de banho-maria Q334M-28, Quimis Aparelhos Cientificos (Quimis,
Diadema — SP)

e Deionizador de agua, Permution (Labnorte, Salvador - BA)

e Micropipetas, Transferpette e Uniscience (Brand, Wertheim — Alemanha; Uniscience, Sao
Paulo - SP)

e Tubos tipo Falcon graduados de 15 mL com tampa de rosca (Corning)

e Vidraria convencional, mantida em solucdo de HNO3z 5% (v/v) durante 24 horas para
descontaminacéo e posteriormente enxaguada com agua deionizada.

e Vortex QL-861 (CGOLDENWALL, Fengzhen - China)
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4.3 Reagentes

e Acido acético, glacial (Vetec, Rio de Janeiro — RJ)

e Acido cloridrico 37% (m/m) (F.Maia, Santo André - SP)
e Acido nitrico 65% (m/m) (F.Maia, Santo André - SP)

e Padrdo de calcio para AAS (Sigma-Aldrich, Suica)

e Padrdo de ferro para AAS (Sigma-Aldrich, Suica)

e Padrdo de magnésio para AAS (Sigma-Aldrich, Suica)

e Padrdo de zinco para AAS (Sigma-Aldrich, Suica)

e Triton® X-114 (Sigma-Aldrich, Suica)

4.4 Métodos

4.4.1 Coleta da amostra

Amostras de 0leo de algod&o, canola, coco, girassol, milho, soja e azeite de oliva foram
adquiridas no comércio local em Jequié-BA no periodo de fevereiro de 2017. Essas amostras
foram armazenadas ao abrigo da luz a temperatura ambiente e com prazo de validade de entre
1 e 2 anos. Durante a etapa de otimizacéo, utilizou-se uma mistura contendo iguais proporcoes
dos diferentes tipos de dleos vegetais. Apos a otimizagdo, 21 amostras de diferentes marcas e
tipos de 6leo vegetais foram também adquiridas no comércio local, para a etapa de aplicacao
do método e a observacdo de tendéncias na composicdo mineral de déleos provinientes de

diferentes oleaginosas.

4.4.2 Preparo de solucdes

As solugdes foram preparadas utilizando dgua deionizada fornecida por um deionizador
Permution (Labnorte, Salvador - BA). As vidrarias e frascos utilizados no preparo das solugdes
foram previamente colocados em banho de acido contendo solucdo de acido nitrico 5% (v/v),
por no minimo 24 horas, e, posteriormente, lavados com agua destilada antes do uso e secas

em ambiente livre de poeira.
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4.4.2.1 Preparo das solugdes de Triton® X-114, &cido acético, cloridrico e nitrico

As solucdes de Triton X-114, acido acético, cloridrico e nitrico utilizadas foram
preparadas a partir de diluicdes apropriadas do Triton X-114, &cido nitrico 65%, acido
cloridrico 37% e acido acético glacial. A dissolucéo e diluicdo do surfactante Triton X-114 foi

realizada com auxilio de banho de ultrassom.

4.4.2.2 Preparo das soluc6es de célcio, ferro, magnésio e zinco

As solucBes dos metais foram preparadas através da diluicdo de uma solucdo estoque
de calcio, ferro, magnésio ou zinco a 1000 + 2 ug mL™* (padrdo para absor¢do atdmica) a fim
de obter as concentrag@es relativas a curva analitica utilizando-se do método de padronizacao
externa. Como componentes majoritarios no extrato, o Triton X-114 e o &cido extrator foram

também adicionados nos pontos da curva.

4.4.3 Procedimento geral de extracdo de metais em amostras de 6leos vegetais assistida

por ultrassom

Um equipamento de banho de ultrassom foi utilizado para promover as extragdes.
Adicionou-se cerca de 2,8 L de agua a cuba do equipamento de ultrassom, na qual tubos de
centrifuga com orla conica de vidro foram colocados, um por vez, sempre na mesma posicao
(no centro da cuba de ultrassom) para proceder a emulsificacdo assistida por ultrassom. Aos
tubos de centrifuga foram adicionados um acido extrator, um tensoativo e a amostra de 6leo
comestivel. Os componentes foram agitados em vortex e submetidos ao ultrassom. Em seguida,
os tubos foram levados a aquecimento em banho-maria para promover a separagdo das fases
emulsionadas. ApGs a separacdo, os tubos foram retirados do banho-maria, a fase aquosa foi
coletada, o volume completado com agua para 10 mL e a amostra final foi entdo analisada. A

Figura 4 apresenta o esquema do procedimento geral de extracéo.
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Figura 04 — Esquema do procedimento geral para a EIEB de Ca, Fe, Mg e Zn em amostras de dleos comestiveis

1

Agitacdo

4.4.3.1 Processo de otimizacdo de extragdo acida assistida por ultrassom

Para que o método de extracdo acida assistida por ultrassom possa apresentar as
melhores caracteristicas analiticas, torna-se necessario a avaliacdo e otimizacdo das variaveis
que afetam a resposta. Avaliou-se as variaveis do méetodo: tipo de acido, agitacdo mecéanica e
adicdo e teor de tensoativo. Os planejamentos multivariados utilizados na otimizacdo se
constituiram da modelagem de misturas com restrices para a otimizagédo das propor¢des dos
agentes que compunham a emulséo, e do planejamento Doehlert para otimizacdo das variaveis
concentracdo de acido extrator, tempo de sonicacdo e temperatura de quebra de emulsdo. Na
etapa de otimizacao utilizou-se uma mistura contendo todos o0s 6leos comestiveis estudados de

modo a obter-se uma melhor representatividade das amostras estudadas.
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Avaliacdo da eficiéncia de acidos na quebra de emulsdo e na recuperacao de analitos

Como forma de avaliar a eficiéncia da extracdo entre diferentes tipos de &cidos
extratores, mediu-se a turbidez da solucdo aquosa ap6s a quebra da emulsdo. Nesse
procedimento foram adicionados a um tubo de centrifuga 2,5 mL de solugdes 3,0 mol L dos
acidos acético, nitrico ou cloridrico, 1,5 mL de solucdo de Triton® X-114 a 6% e 6,0 mL de
amostra. A formacdo da emulsdo foi iniciada com auxilio de uma pipeta de Pasteur com
posterior submissdo a sonicacdo em cuba ultrassénica por 10 minutos. Em seguida, os tubos
foram imersos em banho-maria a 75°C. Apds a separacdo das fases, a fase aquosa foi coletada
e avolumada a 10 mL. Para a avaliacdo da eficiéncia da quebra de emulsdo, determinou-se a
turbidez da solugdo final em espectrofotémetro a 650 nm e, para a avaliacdo da eficiéncia de
extragdo, os analitos, calcio, ferro e magnésio, foram quantificados por F AAS. O mesmo
procedimento foi realizado em amostra fortificada com 0,5 mg L™ de cada analito de modo a
comparar a recuperacdo de cada acido estudado. Cinco réplicas foram feitas para cada
procedimento e o &cido que forneceu as melhores recuperagdes de calcio, ferro e magnésio foi

utilizado nos experimentos posteriores.

Tabela 04 — Resumo do estudo para a sele¢do de acido extrator

Variavel Condigdes Experimentais Estudo Resposta
Eficiéncia da L
Vol. amostra: 6,0 ml Turbidez a 650 nm
o quebra
Vol. acido: 2,5 mL L
) ) o Eficiéncia de
Tipo de acido: Conc. 4cido: 3,0 mol L™ )
extragédo
HNOs, HCl e Vol. surfactante: 1,5 mL . )
Eficiéncia na Recuperacdo dos
HOAc Teor de surfactante: 6 % (v/v) _
L _ recuperacédo de metais
Tempo de sonicacdo: 10 min
0,5mgL*de
Temperatura de quebra: 75°C _
cada analito

Avaliacao de agitacdo mecanica e uso de surfactante para a formacéo da emulséo

Avaliou-se a formacdo da emulsdo em vértex e a combinacdo do vortex seguido de
ultrassom. Nessa série de experimentos, adicionou-se a um tubo de centrifuga 2,0 mL de &cido
nitrico 3,0 mol L%, 1,0 mL de agua deionizada e 7,0 mL do mix de 6leos nos experimentos sem
adicdo de surfactante, e 2,0 mL de 4cido nitrico 3,0 mol L™, 1,0 de Triton X-114 a 6% e 7,0
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mL do mix de éleos nos experimentos que avaliaram a influéncia da adigdo de surfactante. Para
a avaliacdo da formacgdo da emulsdo em vortex, a mistura foi submetida a agitacdo nos tempos
de 5, 10, 15, 30 e 60 segundos. Foram testados 0os mesmos intervalos de tempos nos
experimentos sem a adicdo de tensoativo para avaliar a necessidade do uso deste. Na
combinacgdo da agitacdo com vértex e ultrassom, os experimentos foram realizados com 5, 10,
15 e 30 segundos de agitacdo em vortex seguido de 10 minutos de ultrassom. Essas condi¢fes
foram também testadas com e sem a adicdo de surfactante. Todas as amostras desse estudo
foram submetidas a quebra de emulsdo em banho-maria a 75°C e, apds a separacao, a fase
aquosa foi coletada, avolumada a 10 mL e os analitos foram quantificados por F AAS. A
condicdo que forneceu a melhor extracdo de célcio, ferro e magnésio foi comparada com o

estudo de teor de surfactante e utilizada no planejamento de mistura.

Tabela 05 — Resumo do estudo para a otimizacdo da agitacdo mecénica e adi¢do de surfactante

Variaveis Condigbes Experimentais Estudo Resposta

Vol. amostra: 7,0 ml
Vol. 4cido: 2,0 mL

Tempo de vortex:

5,10, 15,30e 60 s
Conc. acido: 3,0 mol L Com adicao de

Tempo de vortex: Vol. surfactante: 1,0 mL surfactante
5,10,15,30s+10  Teor de surfactante: 6 % (v/v)

min de sonicacdo  Temperatura de quebra: 75°C Concentragdo dos

metais
Tempo de vortex: Vol. amostra: 7,0 ml
5,10, 15,30e 60 s Vol. acido: 2,0 mL o
c cido: 3.0 mol L Sem adicéo de
P onc. &cido: 3,0 mol L-
Tempo de vortex: , ST
5 10, 15,30 s + 10 Vol. agua: 1,0 mL

min de sonicagdo ~ 1emperatura de quebra: 75°C

Avaliacao da influéncia da concentracdo de surfactante

Para estudar a influéncia da concentracdo de surfactante, adicionou-se a um tubo de
centrifuga 2,0 mL de 4cido nitrico 3,0 mol L, 7,0 mL de amostra e 1,0 mL de 4gua deionizada
ou solucdo de Triton X-114. As concentracfes de Triton X-114 avaliadas foram 0, 0,1, 0,5 e
1,0 % (v/v). De modo a corroborar os resultados do estudo anterior, as amostras foram

submetidas a dois processos distintos de agitacao para a formacao da emulsdo: (i) agitacdo em

42



vortex por 30 segundos e (ii) agitagdo em vortex por 10 segundos seguido de sonicacdo por 10
minutos. A quebra de emulsdo foi também promovida em banho-maria a 75°C. Apés a quebra
a fase aquosa foi coletada, avolumada a 10 mL e os analitos foram quantificados por F AAS.
A condicdo de concentracdo de tensoativo que forneceu os melhores resultados foram entéo

aplicados no planejamento de misturas.

Tabela 06 — Resumo do estudo para a otimizagdo do teor de surfactante

Variavel CondigGes Experimentais Estudo Resposta

Vol. amostra: 7,0 ml
Vol. &cido: 2,0 mL

Teor de Triton X- Conc. 4cido: 3,0 mol L™ o
Agitacgdo e
114:0,0,1, 0,5, Vol. surfactante: 1,0 mL o
; sonicagao
1,0 % (v/v) Vortex: 10 s
Tempo de sonicagdo: 10 min
Concentracéo dos
Temperatura de quebra: 75°C ¢
metais
Vol. amostra: 7,0 ml
) Vol. acido: 2,0 mL
Teor de Triton X- o
Conc. cido: 3,0 mol L™ o
114: 0,0,1, 0,5, Agitacao
Vol. surfactante: 1,0 mL
1,0 % (v/v) ]
Vortex: 30 s

Temperatura de quebra: 75°C

Planejamento de misturas para a extracdo de calcio, ferro, magnésio e zinco

Um planejamento de misturas com restricdes foi aplicado para a otimizacdo das
proporcoes dos componentes da emulsdo, sendo estudadas as variaveis: volume de amostra
(x1), volume de &cido (x2) e volume de surfactante (xs), sendo que

X1+ X2+ x3=10 mL

O estabelecimento de restricGes é necessario uma vez que ha exigéncia da presenca dos
trés componentes para que se proceda a extracdo. Sem o estabelecimento das restricdes,
condicdes impossiveis de serem realizadas poderiam ser ditadas pela matriz experimental. Os

experimentos foram realizados em triplicata e considerou-se como resposta a desejabilidade
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global referente as melhores condi¢fes para a extracdo simultdnea dos metais estudados. A
Tabela 07 demonstra as limitagcGes inferiores e superiores que delimitam o dominio
experimental estudado. A Tabela 08 apresenta a matriz experimental obtida a partir dessas

restricOes e a Figura 05 demonstra a regido estudada.

Tabela 07 — Restrigbes do planejamento de misturas para otimizacdo dos volumes dos componentes
em procedimento de extracdo por quebra de emulsdo assistido por ultrassom.

Componente Limite inferior Limite superior
Amostra 2 8
Acido 1 5
Surfactante 1 3

Tabela 08 — Matriz de planejamento de misturas para otimizacdo dos volumes dos componentes em
procedimento de extracdo por quebra de emulsdo assistido por ultrassom.

Exp Volume de amostra (mL) Volume de acido (mL) Volume de surfactante (mL)

1 8,0 1,0 1,0
2 2,0 5,0 3,0
3 4,0 5,0 1,0
4 6,0 1,0 3,0
5 7.0 1,0 2,0
6 3,0 5,0 2,0
7 6,0 3,0 1,0
8 4,0 3,0 3,0
9 5,0 3,0 2,0
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Figura 05 — Dominio experimental de planejamento de misturas com restrigdes para a otimizacao de
propor¢des em EIEB

Volume de T X-114
0.00, 1.00

1.00 . . . 0.00
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Volume de amostra Volume de acido

Planejamento Doehlert para a extracao de célcio, ferro, magnésio e zinco

Um planejamento Doehlert, obtido pela projecdo de um sélido geométrico chamado
cubooctraedro com projecdo sob a face quadrada, envolvendo 13 experimentos realizados em
triplicata foi utilizado para a otimizacdo simultanea das variaveis tempo de sonicacdo,
concentracdo de acido nitrico e temperatura de quebra de emulsdo em processo de extracao de
metais. Devido as caracteristicas da matriz Doehlert, as variaveis concentracdo de acido nitrico
(1,0 — 5,0 mol L) e tempo de sonicacéo (5 — 25 min) foram estudadas em cinco niveis,
enquanto que a variavel temperatura de quebra (70 — 90°C) foi estudada em trés niveis. A
Tabela 08 mostra a matriz do planejamento experimental com projecdo sob face quadrada para

a otimizacdo das variaveis do método acima descritas.
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Tabela 09 — Matriz do planejamento Doehlert para otimizagdo da concentracdo do acido, tempo de sonicacédo e
temperatura de quebra em procedimento de extracdo de metais por quebra de emulsdo assistida por ultrassom

Exp [HNOs] (molL™') Temperatura de quebra (°C) Tempo de sonicagédo (min)

1 3,0 80 25
2 2,0 70 20
3 2,0 90 20
4 4,0 70 20
5 4,0 90 20
6 1,0 80 15
7 3,0 80 15
8 5,0 80 15
9 2,0 70 10
10 2,0 90 10
11 4,0 70 10
12 4,0 90 10
13 3,0 80 5

Analise estatistica

Conduziu-se a analise do planejamento experimental usando os programas Statistica
Versdo 10.0 na modelagem das superficies de resposta e Office Excel 2013 na obtencdo de
parametros estatisticos basicos e obtencdo das curvas analiticas. Os resultados foram expressos
em termos de média + desvio padrdo. Ajuste por minimos quadrados foi empregado para
determinar os coeficientes de regressao da equacdo que descreve o comportamento dos dados.
Andlise de variancia foi aplicada para avaliacdo da qualidade do modelo ajustado fornecendo

dados para os testes de significancia estatistica do modelo e falta de ajuste.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma grande variedade de fatores pertencentes a trés classes de varidveis podem exercer
influéncia no desempenho de um método de separacgdo via emulsificacdo seguido de quebra de
emulsdo e, nesse trabalho, foram estudados alguns dos fatores das trés classes: (1) formulagéo,
que definem a composicdo da mistura, se binaria, composta por amostra e extrator, ou ternaria,
composta por amostra, extrator e tensoativo; (2) proporcéo, que avaliam as proporgdes desses
componentes; e (3) de método, aquelas que avaliam os niveis dos diferentes fatores que fazem
parte do procedimento e podem exercer influéncia na extracdo de metais por formacgéo e quebra
de emulsio.1®

No cenario da otimizacdo de metodologias analiticas, estratégias multivariadas de
otimizacdo de experimentos vém ganhando espaco nos laboratorios por oferecerem diversas
vantagens como a reducdo do nimero de experimentos que, consequentemente, resultam em
diminuicdo também de tempo de bancada e consumo de reagentes, além de permitir avaliar
possiveis efeitos de interacdo entre variaveis. Por isso, algumas dessas estratégias foram

aplicadas na otimizacdo do procedimento de extracdo sugerido nesse trabalho.

5.1 Otimizacdo da EIEB de calcio, ferro, magnésio e zinco em amostras de 0leos

comestiveis

A primeira etapa de otimizacdo da metodologia proposta consistiu na avaliacdo de
fatores que exercem influéncia na resposta dos analitos, tais como o tipo de acido extrator, a
agitacdo mecanica para a formacdo da emulsdo e a adi¢do ou ndo de surfactante a mistura. A
partir dos dados gerados nessas avaliagdes, procedimentos multivariados foram aplicados a

metodologia com o intuito de otimizar as variaveis de proporc¢éo e de método.

5.1.1 Avaliacdo da influéncia do tipo de acido extrator

O primeiro pardmetro avaliado na otimizacdo da metodologia proposta foi a influéncia
do tipo de &cido extrator na mistura a ser emulsionada. Para avaliar a eficiéncia de extracdo dos
acidos nitrico, cloridrico e acético 3,0 mol L™ frente a matriz oleosa, trés parametros foram
avaliados: a turbidez do extrato aquoso, o melhor sinal analitico dos metais estudados e a

melhor recuperagdo em amostra enriquecida.
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A avaliagdo da turbidez tendo como resposta a transmitancia em espectrofotémetro,
demonstra o potencial do &cido em promover ou ndo uma separacdo eficiente das fases
imisciveis. A medida é baseada no fendmeno de que um feixe de radiacdo quando incidido em
uma amostra liquida é elasticamente espalhado devido a presenca de material particulado em
suspensdo ou em estado coloidal e foi feita a partir da fase aquosa coletada apds a quebra da
emulsao.

Quando a emulsdo se separa completamente, o sistema, previamente emulsionado,
apresenta duas fases limpidas, translicidas e imisciveis. Dessa forma, a avaliacdo da
transmitancia forneceria um valor alto ja que uma quantidade pequena do feixe seria disperso
pela amostra. Quando a emulsdo ndo se separa completamente, a resposta transmitancia é
reduzida devido ao espalhamento da luz provocado pelas goticulas em suspensdo e impedindo

assim, sua chegada até o detector. O resultado dessa analise pode ser observado na Figura 06.

Figura 06 — Transmitancia de extrato aquoso ap6s quebra de emulsdo quando diferentes acidos

extratores sdo utilizados em procedimento de extracdo de metais por emulsificacdo de 6leos vegetais.
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Como demonstrado pela Figura 06, o acido cloridrico apresentou a maior turbidez,
enquanto os acidos nitrico e acético apresentaram transmitancias proximas a 100%. A partir
desse estudo observou-se que: 0 &cido cloridrico ndo possibilita uma quebra de emulsao tdo
eficiente quanto os outros acidos avaliados; os &cidos nitrico e acético viabilizam uma quebra
de emulsdo eficaz e, a extragdo com &cido nitrico fornece desvios menores que o0s outros dois

acidos em estudo.
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A segunda andlise objetivou avaliar a eficiéncia de extracdo dos analitos. Para tanto,
cinco réplicas foram submetidas a metodologia de extracdo com cada um dos acidos avaliados.
A Figura 07 apresenta o comportamento das respostas em mg L™ dos analitos em cada um dos
trés 4cidos.

Figura 07 — Comparacdo dos teores de (a) Ca, (b) Fe e (c) Mg ap6s EIEB utilizando HNOs, HCI e
HOACc como acidos extratores em amostras de 6leos vegetais
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Para o calcio, os &cidos nitrico e acético forneceram respostas similares e superiores
ao acido cloridrico. No caso do ferro, o &cido nitrico forneceu o melhor sinal, seguido do acido
cloridrico e acético. Por outro lado, na extracdo de magnésio, o acido cloridrico foi o
responsavel pela melhor resposta, seguido do acido nitrico e acético. Em todos os casos, o acido
acetico forneceu resultados menos dispersos. Como anélise confirmatoria, efetuou-se a analise
da recuperacdo dos analitos a partir da extracdo em amostra enriquecida. Essas recuperacoes

podem ser observadas na Figura 08.
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Figura 08 — Comparacdo da recuperacdo de (a) Ca, (b) Fe e (c) Mg ap6s EIEB utilizando HNOs, HCI
e HOAc como &cidos extratores em amostra enriquecida de 6leos vegetais
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Para todos os analitos, o acido nitrico foi o agente extrator que forneceu as melhores
recuperacgdes. Para o calcio e o ferro, além de fornecer a melhor recuperacao, observa-se que
esse 4cido também forneceu a menor dispersdo de valores entre as réplicas. E também
observavel a baixa recuperacdo de magnésio de quase 60% fornecida pelo acido cloridrico e as
recuperacdes de cerca de 120% do acido acético para o célcio e 0 magnésio. Essas Ultimas, por
apresentarem-se acima de 100% indicam que a falta de eficiéncia na quebra, aumentam o teor
de emulsdo no extrato e pode também enriquecer indevidamente o sinal. Com base nessas
avaliac@es, optou-se por utilizar o acido nitrico como acido extrator na metodologia proposta.

Encontram-se na literatura alguns trabalhos que, estudando o tipo de &cido extrator em
metodologias que visam a extracdo de metais em 6leos vegetais. Extracdes mais eficiente sdo

alcancadas quando o &cido cloridrico é utilizado com extrator como no artigo de Trindade e
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colaboradores, 2015. Esse trabalho objetivou o desenvolvimento de um método baseado na
extragdo de cobre, ferro, niquel e zinco por sonicagdo em Oleos vegetais e as maiores
recuperagbes foram alcangadas quando o acido cloridrico foi utilizado’. Por outro lado,
trabalhos em que a extracdo é promovida através da emulsificacdo seguida de quebra, o acido

nitrico é geralmente utilizado2-116,

5.1.2 Avaliacdo da influéncia da agitacdo mecéanica e da adicéo de surfactante

Essa etapa buscou a avaliagdo de um método de agitacdo que fornecesse as melhores
extragcdes e para isso foram testadas a agitacdo em o voOrtex e com o voértex seguido de
ultrassom, além da avaliacdo da adicdo ou ndo de surfactante. A extragcdo apenas em vortex foi
avaliada uma vez que observou-se uma eficiente dispersdo das fases quando esse tipo de
agitacdo foi aplicado. O estudo de agitacdo combinada vortex seguido de ultrassom foi
realizado tendo em vista que ao submeter a amostra apenas a sonicacdo em cuba ultrassonica,
observou-se que a emulséo era formada apenas na interface O/A e grande parte da amostra ndo
entrava em contato com o 4cido extrator.

A primeira série de experimentos para a avaliacdo da agitacdo mecanica foi realizada
na auséncia de surfactante. Esse teste foi feito pois, os triacilglicerois, possuidores de oxigénios
em ligacOes de éster, apresentam polaridade na molécula. Dessa forma, € possivel que a
emulsdo seja formada, mesmo que com pouca estabilidade, sem a adi¢do de um tensoativo. A
segunda série de experimentos foi feita com a adicédo de surfactante para avaliar a necessidade
no uso de um componente capaz de estabilizar a emulsdo de modo a obter-se um

particionamento mais eficiente e, consequentemente, uma melhor resposta analitica.

5.1.2.1 Avaliacéo de agitacdo mecanica sem adicao de surfactante

Para 0 estudo da agitacdo mecanica, avaliou-se o comportamento da resposta quando a
promocdo da extracdo foi feita apenas por agitacdo em virtex e quando combinou-se a agitacao
em vOrtex com 10 minutos de sonicacdo, em ambos 0s casos sem a adicdo de surfactante. Os
gréficos apresentados pela Figura 09 demonstram que quando apenas agitados com o vortex, o
teor de ferro extraido € muito inferior e se aproxima aos valores encontrados para 0S

experimentos com ultrassom a partir do tempo de 60 s de agitacdo. Essa analise demonstra a
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maior eficicia da extracdo quando a energia de ultrassom é combinada com a agitacao prévia

por vortex.

Figura 09 — Teor de Fe obtido por (a) agitacdo em vortex e (b) vortex seguido de ultrassom em
procedimento de EIEB sem adi¢éo de surfactante
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Em contrapartida, a extracdo do calcio apresentou-se mais eficiente quando apenas a
agitacdo por vortex foi aplicada, como pode ser observado nos gréaficos da Figura 10.

Figura 10 — Teor de Ca obtido por (a) agitacdo em vortex e (b) vortex seguido de ultrassom em
procedimento de EIEB sem adi¢do de surfactante
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A ndo adigdo de tensoativo, inviabilizou a quantificacdo do magnésio e zinco que
encontravam-se abaixo do limite de deteccdo da técnica. Por isso, testes similares foram feitos
com a adic¢do de solucdo de Triton X-114.

5.1.2.2 Avaliagédo de agitagdo mecanica com adicao de surfactante

Nessa etapa, com o0 intuito de promover uma maior interacdo entres as fases que
incluem o maior particionamento do analito entre as fases favorecidas e a maior estabilidade
da emulsdo, uma solucdo de tensoativo foi adicionada. De acordo com trabalhos similares
disponiveis na literatura, optou-se por adicionar solucéo de Triton X-114 a 6% (v/v) e a partir
dos resultados observados nos testes preliminares, otimizar esse teor.

As extragdes de ferro com adicdo de surfactante e uso da energia ultrassonica chegaram
a atingir valores superiores a 0,8 mg L%, contra cerca de 0,35 mg L™ quando o surfactante no
foi utilizado, como pode ser observado na Figura 11.b . De maneira similar ao estudo anterior,
a extracdo para esse analito apenas com agitacdo por vortex demonstrou-se menos eficiente

mesmo com a adi¢do de tensoativo.

Figura 11 — Teor de Fe obtido por (a) agitacdo em vortex e (b) vortex seguido de ultrassom em
procedimento de EIEB com adicdo de solucdo 6% de Triton X-114.
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Os resultados para o calcio, apresentados na Figura 12, demonstram que a agitacdo com
apenas 5 s de vortex forneceu um resultado superior aos outros experimentos, porém

acompanhado de uma grande disperséo de valores. Os demais tempos de agitacdo com o vortex
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forneceram teores inferiores aos encontrados quando a energia ultrassonica foi utilizada. Nesse
estudo observou-se a necessidade de uma avaliacdo do teor de surfactante a ser adicionado a
mistura pois, apesar do mesmo estabilizar a emulséo a fim de promover um particionamento
eficiente, este torna-se também responsavel por um aumento no tempo de quebra da emulséo.
Esse aumento de estabilidade do sistema exige maior tempo de aquecimento para a
coalescéncia e, por vezes, uma quebra ineficiente da emulsdo com a consequente oxidacao
lipidica. O processo de oxida¢do, em meio acido e com aquecimento, pode ter sido responsavel
pelos maiores desvios observados na Figura 12 (b).

Figura 12 — Teor de Ca obtido por (a) agitacdo em vortex e (b) vortex seguido de ultrassom em
procedimento de EIEB com adicéo de solucdo 6% de Triton X-114.
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Uma pequena quantidade de magnésio foi detectada quando a mistura foi adicionada
surfactante e a extracéo foi auxiliada por energia ultrassdnica, como demonstrada na Figura 13.
Pode-se observar que no tempo de 5 s de agitacdo a extracdo apresenta uma alta dispersédo de
valores entre as réplicas que é reduzida com a aplicacdo de tempos de agitacdo superiores.
Dessa forma, optou-se por utilizar a combinacdo da agitacdo em vortex por 10 s, seguido de
sonicacao, sendo que para auxiliar a estabilizacdo da emulsdo e o consequente particionamento
do analito, optou-se pela adicdo de uma solucdo de Triton X-114 de concentracdo a ser

avaliada.
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Figura 13— Teor de Mg obtido por agitacdo em vortex seguido de ultrassom em procedimento de EIEB
com adigéo de solucdo 6% de Triton X-114.
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5.1.2.3 Avaliacéo do teor de Triton X-114

Um maior cuidado deve ser tomado quando adiciona-se & mistura uma solucdo de
agente emulsificante como o Triton X-114. Esses agentes atuam na estabilizacdo da dispersao
e, consequentemente, retardam a separacdo das fases. Como o metodo proposto depende da
separacdo das fases, optou-se por testar a extracdo com concentracdes inferiores de surfactante.
Nesses experimentos foram aplicadas condicGes similares aos experimentos anteriores que
corresponderam a comparacao da agitacdo com 30 s de vortex e a agitagdo com 10 s de vortex
seguido de 10 min de ultrassom. Os teores de Triton estudados foram de 0, 0,1, 0,5 e 1,0 %
(v/v) e foram avaliados os brancos para cada concentracéo do surfactante utilizado.

Para o ferro, na agitacdo com vortex o teor da extracdo observado foi de 0,2 a 0,3 mg
L, sem grandes variag@es, diferentemente do observado quando a energia ultrassonica foi
utilizada (Figura 14). Pode-se observar uma tendéncia na melhoria da extracdo quando maiores

concentragdes de surfactante é aplicada.

55



Figura 14 — Teor de Fe obtido por (a) agitacdo em vortex e (b) vortex seguido de ultrassom em
procedimento de EIEB em diferentes concentracdes de Triton X-114.
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Para o calcio, as extracbes também apresentaram um aumento gradativo quando
maiores concentragdes de surfactantes foram utilizadas na combinacdo da agitagdo em vortex
com o uso da energia ultrassénica, o que nao é visualizado quando apenas a agitagao por vortex
é aplicada (Figura 15). A melhor resposta para o célcio € visualizada quando utiliza-se solucao
de Triton X-114 a 1%. E também observavel que as dispersdes dos valores obtidos a partir da
aplicacdo de concentracdes inferiores de surfactante sdo também reduzidas, quando

comparadas as aplicagdes com concentragdo do mesmo em 6%.

Figura 15 — Teor de Ca obtido por (a) agitacdo em vortex e (b) vortex seguido de ultrassom em
procedimento de EIEB em diferentes concentragdes de Triton X-114.
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Como apresentado nos gréficos da Figura 16, o magnésio apresentou resultados
superiores quando o surfactante foi adicionado a mistura. A partir dos gréficos, entende-se que,
de maneira similar, a extragdo do magnésio também apresentou-se mais efetiva quando a
energia de ultrassom foi aplicada em combinacdo com a agitacdo prévia de 10 s em vortéx.
Além disso, pode-se perceber que, de maneira geral, o teor de 1% (v/v) de Triton forneceu os
melhores resultados para os analitos estudados.

Figura 16 — Teor de Mg obtido por (a) agitacdo em vértex e (b) vortex seguido de ultrassom em
procedimento de EIEB em diferentes concentracgdes de Triton X-114.
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Uma vez que a quebra da emulsdo é promovida por aquecimento e em presenca de
acido nitrico, a maior estabilizacdo da emulsdo pode refletir ndo somente em um maior tempo
de preparo, como também possibilita 0 ataque acido aos triglicerideos com possivel formacao
de acidos organicos. A formacao desses acidos, a partir da quebra das ligacGes de éster pode
influenciar negativamente na eficiéncia da extracdo e, consequentemente, na sua precisio. E
também observavel que apesar de promover de forma eficiente a dispersdo da fase aquosa na
fase oleosa, apenas a agitacdo em vortex ndo se mostrou suficiente em particionar
quantitativamente os analitos. A partir dos estudos, 0 comportamento dos dados experimentais
indicou que, de modo geral, as melhores respostas foram alcangadas quando foram utilizados:
0 acido nitrico como &cido extrator, a combinacdo de agitacdo em vortex por 10 segundos

seguido de 10 minutos de ultrassom e a adi¢do de solucdo de Triton X-114 a 1% (v/v).
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5.1.3 Aplicacao de ferramentas quimiométricas na otimizagdo de métodos analiticos

As otimizagbes multivariadas na &rea da Quimica Analitica permitem o
estabelecimento das melhores condi¢Ges de analise de forma a obter as melhores respostas
possiveis através da aplicacdo de procedimentos com um menor nimero de experimentos,
menor consumo de reagentes e considerando possiveis interacdes entre as variaveis estudadas.
Para estudar o efeito causado pela composi¢do da emulséo na resposta, pode-se utilizar a
modelagem de misturas, metodologia que objetiva avaliar a influéncia na resposta causada por
variacOes nas proporcdes dos componentes!!’. A otimizacdo completa de um procedimento é
alcancado através da aplicacdo da metodologia de superficie de resposta (RSM). Em pesquisas
recentes, os modelos mais utilizados para a otimizagdo de fungdes de segunda ordem sdo o
Planejamento de Composto Central, o Planejamento Box-Behnken e a matriz Doehlert. Esse
altimo possui vantagens sobre outros planejamentos, incluindo a execugcdo de menos
experimentos e possibilidade de mudanca de dominio experimental caso a regido 6tima nédo

tenha sido alcancada'®,

5.1.3.1 Estudo de variaveis de proporc¢ao a partir da aplicacdo da modelagem de
misturas

Os planejamentos de misturas séo aplicados quando se ha a necessidade de avaliar as
proporcdes nas combinac6es dos niveis dos fatores. Partindo dos resultados obtidos através dos
estudos anteriormente descritos, desenvolveu-se uma modelagem de misturas, com o intuito de
otimizar a influéncia das variaveis de proporcdo de um sistema multi resposta. Tal
planejamento estudou a propor¢do dos constituintes da emulsdo, correspondentes aos volumes
de amostra, &cido nitrico e Triton X-114. O uso dessa matriz possibilita a otimizacao
simultanea dos componentes promotores da extracdo possibilitando avaliar a interacdo entre
eles.

Na analise do conjunto de metais (célcio, ferro, magnésio e zinco), utilizou-se uma
ferramenta de otimizacao simultanea de respostas denominada de funcdo desejabilidade, Esse
tipo de avaliacdo baseia-se na obtencdo de de um resultado que englobe as diversas respostas
estudadas. Assim sendo, uma desejabilidade global (D) deve ser calculada a partir das

desejabilidades individuais (d;). A Tabela 09 apresenta os dados obtidos pela determinacao de

58



calcio, ferro, magnésio e zinco em termos de desejabilidade global sendo os niveis das variaveis

estudados por meio da aplicagéo de restricoes.
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Tabela 10 — Matriz do planejamento de misturas para a otimizacdo de volumes de amostra, &cido extrator e surfactante tendo como resposta a desejabilidade
global, resposta combinada da absorvancia corrigida dos analitos Ca, Fe, Mg e Zn.

Exp Vol. Amostra (mL) Vol. Acido (mL) Vol. Tx114 (mL) Abs Ca Abs Fe Abs Mg Abs Zn D
1 8,0 1,0 1,0 0,00309 0,00119 0,263 0,00760 0,137
0,00300 0,00111 0,255 0,00631 0,105
0,00248 0,00102 0,248 0,00501 0
2 2,0 5,0 3,0 0,00898 0,00126 0,120 0,00916 0
0,0103 0,00138 0,138 0,0102 0,178
0,00765 0,00149 0,136 0,00815 0,144
3 4,0 5,0 1,0 0,00214 0,00161 0,159 0,0292 0,117
0,00203 0,00155 0,173 0,0280 0
0,00225 0,00161 0,145 0,0269 0,121
4 6,0 1,0 3,0 0,00444 0,00166 0,253 0,0189 0,303
0,00442 0,00163 0,224 0,0126 0,242
0,00447 0,00165 0,282 0,0157 0,297
5 7,0 1,0 2,0 0,00257 0,00111 0,258 0,0116 0,138
0,00261 0,00115 0,266 0,0100 0,136
0,00264 0,00108 0,271 0,0119 0,143
6 3,0 50 2,0 0,00638 0,00145 0,175 0,101 0,427
0,00733 0,00154 0,156 0,0823 0,395
0,00543 0,00162 0,194 0,0917 0,446
7 6,0 3,0 1,0 0,00225 0,000862 0,216 0,00535 0,035
0,00247 0,000812 0,239 0,00632 0,052
0,00212 0,000762 0,223 0,00729 0
8 4,0 3,0 3,0 0,00304 0,00134 0,214 0,0124 0,170
0,00258 0,00148 0,199 0,0122 0,147
0,00350 0,00140 0,229 0,0148 0,214
9 50 3,0 2,0 0,00326 0,00408 0,250 0,0123 0,300
0,00336 0,00449 0,273 0,0132 0,337
0,00346 0,00366 0,227 0,0114 0,277
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Aos dados obtidos experimentalmente foram aplicados modelos matematicos lineares,
quadraticos e cubicos com o intuito de se obter a melhor descricdo da regido experimental
estudada preconizando-se a melhor capacidade de previsao e a simplicidade do modelo.

O modelo linear deixa residuos maiores, ou seja, a diferenca entre os valores
determinados experimentalmente e aqueles previstos pelo modelo é maior que quando aplicado
0 modelo quadrético, o que reforca sua menor capacidade de previsao nesse estudo.

Os modelos quadrético e cubico especial foram aplicados e, percebeu-se que ambos
descrevem adequadamente a regido experimental estudada. No entanto, uma vez que o0 modelo
quadréatico é mais simples, ele foi o escolhido para a otimizacdo da extracdo simultanea dos

metais. A superficie gerada pelo modelo quadrético e a curva de niveis é apresentada nas
Figuras 17 e 18.

Figura 17 — Superficie de resposta obtida a partir dos resultados da Tabela 09 para a otimizacdo de
formulacdo de emulsdo em procedimento EIEB para a extracdo de calcio, ferro, magnésio e zinco.
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Figura 18 — Curva de niveis obtida a partir dos resultados da Tabela 09 para a otimizacao de formulagédo
de emulsdo em procedimento EIEB para a extracdo de calcio, ferro, magnésio e zinco.
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Apresentada na Figura 17, a superficie de resposta resultante da aplicacdo do modelo
quadratico descreve o comportamento dos dados experimentais a partir de uma previsao
matematica. Esse comportamento € descrito pela seguinte equacdo fornecida pela planilha

eletronica:

= _ 0,004042(Vol. Am.)? — 0,012966 (Vol. Ac.)? — 0,373714 (Vol. T X-114) + 0,001671
(Vol. Am.)(Vol. Ac.) + 0,062039 (Vol. Am.)(Vol. T X-114) + 0,064036 (Vol. Ac.)(Vol. T X-
114)

Através da derivacdo da equacgdo acima torna-se possivel a determinacdo dos valores
criticos da superficie apresentada, uma vez que a mesma possui regido de maximo global dentro
do dominio experimental estudado. Esses valores sdo coordenadas que indicam as proporcées
dos componentes que geram a maior resposta para o sistema e correspondem a: volume de
amostra de 5,44 mL, volume de &cido de 2,53 mL e volume de surfactante de 2,03 mL. Valores
aproximados foram utilizados nas etapas seguintes e corresponderam a 5,5 mL de amostra, 2,5

mL de 4cido e 2,0 mL de surfactante.
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5.1.3.2 Estudo de variaveis de método a partir da aplicacdo da matriz Doehlert

O planejamento Doehlert ou matriz Doehlert foi apresentado como uma alternativa
bastante Util e atrativa de planejamento experimental de segunda ordem. Este planejamento
possui um dominio experimental esférico com pontos uniformes ao redor de circulos centradas
ou esferas. O nimero total de experimentos nesse modelo é dado por N = k2 + k + Co, onde N
€ 0 nimero de experimentos, k é o nimero de varidveis e Co, 0 nUmero de pontos centrais.
Nesse tipo de planejamento, replicatas sdo necessarias apenas no ponto central para efetuar a
analise de variancia®'®. Dentro do procedimento proposto a matriz Doehlert foi aplicada com o
objetivo de otimizar as seguintes variaveis do método: (i) concentracdo de acido nitrico, (ii)
tempo de sonicacdo e (iii) temperatura de quebra de emulsdo. Para trés variaveis, esse dominio
experimental tem o formato de um cubo octaedro, como apresentado na Figura 19, e pode ser
visualizado de maneiras diferentes dependendo da projecdo do plano a ser analisada. Essas
projecdes podem ser observadas na Figura 20 abaixo (a) projecdo sob a face quadrada; (b)

projecao sob a face triangular; (c) projecéo sob o Vértice.

Figura 19 — Represetacdo espacial de um cuboctaedro cujas projecoes geram modelo Doehlert de trés

0\
A\ N
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Figura 20 — Representacdo grafica plana para as trés diferentes projecdes do modelo Doehlert
correspondentes a: (a) face quadrada; (b) face triangular e (c) sob o vértice.

(a) (b) (<)

Varidavel x4

Nesse trabalho, a matriz Doehlert gerada pela projecéo sob a face quadrada foi utilizada
para a otimizacdo das variaveis do método. Para essa aplicacdo foram utilizadas as condicGes
previamente otimizadas: (i) HNO3s como acido extrator; (ii) 10 s de vortex + sonicacao; (iii)
solucéo de Triton X-114 1%,; (iv) numa mistura contendo 5,5 mL de amostra, 2,5 mL de acido
e 2,0 mL de surfactante. As variaveis concentracdo de acido extrator, tempo de sonicacdo e
temperatura de quebra de emulsdo foram entdo estudadas com a aplicacdo do planejamento
Doehlert. Obedecendo as limitagcBes da matriz, as variaveis concentracdo de acido nitrico e
tempo de sonicacdo foram estudados em cinco niveis, 1 — 5 mol L e 5 — 25 min,
respectivamente, e a variavel temperatura de quebra de emulséo foi estudada em trés niveis 70
—90°C. Todos os experimentos foram realizados em triplicata para a obtencédo de dados para a
andlise de regressao e teste de falta de ajuste. A matriz desse planejamento pode ser observada
na Tabela 10.
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Tabela 11 - Matriz de planejamento Doehlert para a otimizagdo de concentracdo de 4cido extrator,temperatura de quebra de emulsdo e tempo de sonicagao
tendo como resposta a desejabilidade global, resposta combinada dos analitos Ca, Fe, Mg e Zn.

Exp. [HNOs] (molL?Y) Temperaturade Tempo de sonicacdo  [Ca] (mg L™?) [Fe] (mg L) [Mg] (mg L?) [Zn] (mg L)

guebra (°C) (min)

1 3 80 25 <LQ <LQ 0,510 <LQ
<LQ <LQ 0,503 <LQ
<LQ <LQ 0,559 <LQ

2 2 70 20 <LQ 0,101 0,423 <LQ
<LQ 0,0858 0,471 <LQ
<LQ 0,0707 0,508 <LQ

3 2 90 20 1,38 0,0548 0,517 0,0306
0,595 0,0606 0,511 0,0178
0,990 0,0664 0,467 0,00505

4 4 70 20 <LQ 0,0613 0,516 <LQ
<LQ 0,0711 0,550 <LQ

0,0372 0,0808 0,591 <LQ

5 4 90 20 0,612 0,0952 0,453 0,00856
0,835 0,111 0,502 0,0233
1,06 0,103 0,522 0,0381

6 1 80 15 0,0331 <LQ 0,685 <LQ
0,219 <LQ 0,698 <LQ

0,0289 <LQ 0,691 <LQ

7 3 80 15 0,215 0,0137 0,785 <LQ

0,0496 0,0224 0,762 <LQ
0,380 0,0180 0,809 <LQ
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Exp. [HNOs] (molL?) Temperaturade Tempo de sonicacdo  [Ca] (mg L™?) [Fe] (mg L) [Mg] (mg L?) [Zn] (mg L)

quebra (°C) (min)

8 5 80 15 0,287 0,154 0,781 <LQ
0,223 0,201 0,752 <LQ
0,351 0,178 0,723 <LQ

9 2 70 10 0,324 0,0635 0,792 <LQ
0,256 0,103 0,761 <LQ
0,392 0,0649 0,822 <LQ

10 2 90 10 0,961 0,149 0,629 0,0181
0,872 0,168 0,567 0,0224
1,05 0,187 0,690 0,0137

11 4 70 10 0,808 0,134 0,633 0,0173
0,917 0,116 0,692 0,0170
0,698 0,0974 0,573 0,0176

12 4 90 10 0,591 0,0985 0,478 0,0332
0,457 0,0801 0,485 0,00420
0,322 0,117 0,482 0,0276

13 3 80 5 0,207 0,0166 0,658 <LQ
0,140 0,0310 0,682 <LQ
0,215 0,0368 0,670 <LQ
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De modo a avaliar a extragdo simultanea dos metais, utilizou-se também a funcéo
desejabilidade. A Figura 21 apresenta as superficies de resposta resultantes da aplicacdo
do planejamento e a Figura 22, os perfis de desejabilidade para a extragcdo simultanea dos

analitos.

Figura 21 — Superficies de resposta obtidas a partir dos resultados da Tabela 10 em procedimento
de EIEB para a otimizacdo (a) temperatura vs [HNOs], (b) tempo de sonicacdo vs [HNO3] e (c)
de tempo de sonicacdo e temperatura.

(@) X

(b)
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A equacdo gerada pelo ajuste de um modelo quadratico descreve o
comportamento dos dados experimentais e ao ser derivada apresenta o valor critico como
resposta global em termos desejabilidade. Essa derivacéo se refere a condicdo de ponto
de cela, uma vez que néo séo visualizadas regides maximo ou minimo dentro do dominio
experimental estudado. Por isso, as condi¢bes que tendem a fornecer as melhores
extracOes podem ser encontradas por inspecdo visual das superficies, suas respectivas
curvas de niveis ou através do perfil de desejabilidade do método apresentado pela Figura
22. Essas condigOes correspondem a concentragdo de &cido nitrico em 1 mol L, tempo
de sonicacdo em 12 minutos e temperatura de quebra de emulsdo em 90°C. A equagéo

fornecida é descrita como se segue:

Concentragdo (mg g?) = 21,62 — 0,00611[HNOs]*> + 0,000370(T)? — 0,00121(t)? +
0,05066[HNO3] — 0,56552(T) + 0,02277(t)
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Figura 22 —Perfis de desejabilidade para a otimizacéo da EIEB de célcio, ferro, magnésio
e zinco em amostra de 0leos comestiveis.
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5. 12. 25.

A Tabela 11 descreve a analise de variancia para a aplicacdo do modelo quadréatico

para 0 planejamento Doehlert anteriormente apresentado. Usando-se o teste F para a

significancia estatistica da regressdo, obtém-se o valor de 7,745 para 6 e 32 graus de

liberdade. Para um nivel de confianca de 95%, o valor de F corresponde a 1,980, inferior

aquele calculado, o que indica que o modelo matematico descreve de modo adequado o

comportamento dos dados experimentais. O teste de falta de ajuste, para um nivel de

confianca de 95% foi de 12,64, maior que 2,014 para 6 e 26 graus de liberdade. Verifica-

se, contudo, que o modelo apresenta falta de ajuste significativa. Apesar disso, o resultado

encontrado é utilizado na aplicacdo do método, uma vez que indica as tendéncias

experimentais para condi¢des de melhor extracao.

69

11.3843
1.69215

10.0000

'{.20130
{.10065
4 0.0000

].82202
].62255
] .42307

1.03810
1.01905
4 0.0000

[Ca]

[Fe]

[Mg]

[zn]



Tabela 12 — Analise de variancia dos efeitos calculados para os dados apresentados na
Tabela 10 para extragdo de célcio, ferro, magnésio e zinco em amostras de 6leos vegetais.

Fonte de
o SQ GL MQ F(calculado) F(tabelado)
Variagao
Regresséo 3,3372 6 0,5562 7,745 1,980
Residuo 2,298 32 0,07181
Falta de Ajuste 1,711 6 0,2852 12,64 2,014
Erro Puro 0,5868 26 0,02257
Total 5,635 38

5.1.4 Resumo do resultado das otimizacdes

A combinacdo de avaliacOes e estratégias multivariadas possibilitou encontrar as
melhores condicdes para a extragcdo simultanea dos metais célcio, ferro, magnésio e zinco
em amostras de 0leos comestiveis a partir de extracdo por emulsificacdo assistida por
ultrassom seguida de quebra de emulsdo. As melhores condi¢des encontradas sé@o

apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13 — Resumo dos resultados obtidos na otimizacdo do método de extracao de metais
assistida por ultrassom seguido de quebra de emulsdo em amostras de 6leos vegetais.

Variavel Condicao otima
Acido extrator HNO3
Agitacdo mecéanica 10 s vortex + sonicagéo
Adicao de surfactante Sim
Teor de surfactante 1,0% Triton X-114
Volume de amostra 55mL
Volume de &cido 2,5mL
Volume de surfactante 2,0 mL
Concentracao de acido 1,0 mol L
Tempo de sonicagdo 12 min
Temperatura de quebra 90°C
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5.2 Caracteristicas analiticas do método

Para descrever o desempenho da metodologia de extracdo empregada, pode-se
obter as seguintes caracteristicas: avaliacdo do efeito de matriz, limites de deteccédo e

quantificacdo, linearidade de curvas analiticas e avaliacdo de preciséo.

5.2.1 Avaliacéo do efeito de matriz

Por ser um procedimento mais simples e convencionalmente mais utilizado para
a determinacgdo de metais em amostras, curvas analiticas sdo construidas em meio aquoso,
porém, essa nem sempre € uma alternativa viavel. Em amostras de matrizes mais
complexas, a presenca de alguns componentes pode estar relacionada com a ocorréncia
de interferéncias que podem nao ser reproduzidos na solucdo aquosa dos brancos e
padrdes de calibracao.

De modo a verificar a viabilidade de calibracéo a partir de uma solucdo aquosa,
algumas estratégias podem ser utilizadas como por exemplo, a observacdo dos
coeficientes angulares das curvas por adicdo padréo e por padronizacdo externa em meio
aquoso. A comparacgéo desses coeficientes angulares possibilita estimar o efeito causado
pela matriz. Na auséncia de efeito de matriz, a razdo entre os coeficientes deve ser
proximo de 1. Essa avaliagdo pode ser feita a partir de informacdes acerca do intervalo
de confianca do coeficiente angular, quando esses intervalos provenientes de curvas de
calibracdo externa e adicao padrdo se sobrepdem, ha indicacao de que 0s mesmos nao sao
significativamente diferentes. Assim, esta condicdo permite a aplicacdo da calibragédo
com solucdes aquosas para analise de amostras de 6leos vegetais.*?°

Assim sendo, de modo a verificar a existéncia de efeito de matriz nas
determinagdes de calcio, ferro, magnésio e zinco, apés estabelecidas as melhores
condicBes analiticas do método proposto, curvas analiticas utilizando o método de
calibracdo por adicdo padrdo na amostra de 6leo foram comparadas com curvas de
calibracdo externa. Para isso, aliquotas adequadas dos analitos foram adicionadas a
amostra composta por um mix de 6leos, de modo que fossem obtidas amostras com
concentracdes equivalentes aos seguintes pontos da curva analitica: 0; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5;
2,0; 2,5; 3,0.

A Figura 23 apresenta as curvas analiticas obtidas em solucdo aquosa e na
presenca da amostra. A observacdo do comportamento dessas curvas indicam que nédo

existem diferencas significativas nas inclinagGes. Essa observacdo é comprovada com a
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analise da Tabela 14, que demonstra o intervalo de confiaca (IC) a 95% das inclinagdes
para curvas com padronizagdo externa e com adicdo padrdo. Esses resultados
fundamentam o uso da técnica de calibracdo externa com padrfes aquosos na

determinacdo dos analitos com a aplicacdo do método proposto.

Figura 23 — Curvas analiticas de calibragdo por meio de ( -e- ) adi¢do do analito e (-e-) em
solucdo aquosa para determinacdo de (a) Ca, (b) Fe, (c) Mg e (d) Zn em amostra de dleo
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Tabela 14 — Inclinacdo, coeficiente de determinagdo e intervalo de confianga das curvas

analiticas.
Analito  Técnica analitica R? Inclinagdo (L mg ?) IC*

Calibracao externa 0,9952 0,0159 58,8 — 66,6
Ca  Adicio padrio 0,9964 0,0173 54,7 - 60,8
Calibracao externa 0,9992 0,0117 82,9-87,3

Fe . ~
Adicao padrao 0,9958 0,0124 75.9 - 85.3
Calibracdo externa 0,9951 0,415 2,25 -2,55

Mg - x
Adicao padrao 0,9967 0,410 2,30 - 2,56
- Calibracao externa 0,9967 0,0122 77,3-85,7

n

Adicgéo padrao 0,9977 0,0127 75,5-82,2

*Intervalos de confianca referente as inclinagdes das curvas analiticas

5.2.2 Limites de detec¢do (LD) e quantificacéo (LQ)

Sendo o valor que determina a menor concentracdo de um analito que pode ser
medida em um nivel de confianca determinado, o limite de deteccéo (LD) se constitui, de
acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), de trés vezes
0 desvio padrao do sinal analitico obtido a partir de dez determinacGes do branco, dividido

pelo coeficiente angular da curva analitica, conforme a Equacéo 7.2

— 3SBr
LD =2 (7)

O limite de quantificacdo (LQ), definido como o nivel acima do qual resultados
quantitativos podem ser obtidos com um grau especifico de confianca, pode ser calculado
de forma semelhante ao LD, multiplicando dez vezes o desvio padrdo do branco e

dividindo pelo coeficiente angular da curva analitica, conforme a Equacéo 8.2

_ 10Sg,

LQ=12 ®)

Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para o método proposto sao

expressos na Tabela 15.
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Tabela 15 — Limites de detec¢do e quantificacdo calculados para o método empregado.

Analito LD (pg LY LQ (ngL™)
Ca 4,32 14,4
Fe 7,53 25,0
Mg 11,0 36,7
Zn 7,89 26,3

5.2.3 Linearidade e sensibilidade

A linearidade de um método, ou seja, a capacidade que este tem de responder
proporcionalmente as concentracGes das espécies dentro de uma determinada faixa
analitica, pode ser avaliada pelo coeficiente de correlacdo (R) ou coeficiente de
determinacdo (R?). Dessa forma, obteve-se uma relacdo matematica que estabelece a
correlacdo entre o sinal analitico obtido e as concentracdes conhecidas das espécies em
solugdo. Entende-se que quanto mais o valor de R?2 estiver proximo de 1, maior a
linearidade da curva. Segundo a ANVISA, o minimo aceitavel para o coeficiente de
correlacdo deve ser de 0,99. Outro fator a ser analisado nas curvas analiticas é a
sensibilidade de calibracdo, uma medida da habilidade em discriminar pequenas
diferencas na concentracdo de um analito. A definicdo quantitativa da sensibilidade de
calibracdo é aceita pela ITUPAC como a inclinacdo da curva analitica a uma dada
concentracdo de interesse 22 Os pardmetros obtidos estdo listados na Tabela 16 e é

perceptivel a satisfatoria linearidade das curvas.

Tabela 16 — Linearidade de curvas analiticas

Padrao R2 Faixa de concentragdo (mg L) Sensibilidade
Ca 0,9952 0,1-3,0 0,0159
Fe 0,9992 0,1-3,0 0,0117
Mg 0,9951 0,1-3,0 0,415
Zn 0,9967 0,1-3,0 0,0122
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5.2.4 Precisao

A precisdo de um método analitico tem como finalidade avaliar o grau de
dispersdo de resultados obtidos pela repeticdo de ensaios com uma mesma amostra ou
com padres aquosos em condicOes experimentais bem definidas. As formas mais
comuns de demonstrar esse parametro é por meio da repetitividade, que objetiva a
avaliagdo da concordancia entre resultados provenientes amostras submetidas as mesmas
condicbes, e da reprodutibilidade, que avalia a concordancia entre resultados
independentes obtidos sob diferentes condigdes. 2

Esse parametro é geralmente expresso em termos de desvio padrdo relativo
(RSD%), que é obtido pela razéo entre o desvio padrdo das medidas de uma mesma
concentracdo (s) e a média das medidas dessa concentracdo (Xm), expresso em
porcentagem. Assim sendo, a precisdo expressa em termos de desvio padrdo relativo
(RSD%), calculado a partir de 10 medidas consecutivas foi de 6,67 e 4,96% para amostras
de 6leo com concentragBes de célcio de 0,26 e 1,52 mg L™, respectivamente; 7,77 e
6,17% para concentrag@es de ferro de 0,26 e 0,68 mg L, respectivamente; 7,98 e 4,34%
para concentragBes de magnésio de 0,12 e 6,41 mg L™, respectivamente; e 8,42 e 7,83%

para concentragdes de zinco de 0,13 e 0,28 mg L.

5.3 Aplicacdo de analise exploratéria na identificacdo de similaridades na

composic¢do inorganica de 6leos vegetais de diferentes matrizes

A avaliacdo dos resultados obtidos apds a determinacdo dos analitos por HR-CS
F AAS foi realizada com o auxilio do software Statistica 10. Assim para a avaliacdo dos
resultados obtidos utilizando PCA, a primeira etapa de pré-processamento envolveu a
montagem da matriz de dados constituida com os dados da Tabela 17. Nessa matriz, as
informacGes referentes as amostras dos tipos de 6leo foram dispostas em linhas enquanto
as informagcdes referente as variaveis foram dispostas em colunas em mg L™,

Devido as diferentes ordens de magnitude na concentracdo dos elementos,
aplicou-se a técnica de auto-escalonamento no pré-processamento dos dados. Essa
ferramenta possibilita, uma vez que todas as variaveis possuem igual importancia para a
andlise, a discriminacdo das amostras. Para a escolha do nimero de PCs utilizou-se o
critério do autovalor. Dessa forma, a PCs com autovalores maiores que 1 sdo consideradas
importantes na modelagem dos dados, como acontece com a PC1 e a PC2, no entanto, a

PC3 é também considerada nessa avaliagdo por possuir autovalor préximo a 1 (0,946998).
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Esses dados sdo apresentados na Tabela 18. As amostras de 6leo de soja, canola, milho e

girassol analisadas se continuiam de amostras de 6leos refinados de marcas diferentes. As

amostras de 0leo de coco, além de diferentes marcas, foram também analisadas em

diferentes categorias como das versdes organico, virgem e extra-virgem. As amostras de

azeite de oliva avaliadas também possuiam diferentes versbes como a virgem, extra-

virgem e 6leo misto. No caso do 6leo de algoddo, além da verséo refinada, foi também

adquirida uma verdo extra-virgem do 0leo.

Tabela 17 — Composicdo mineral de amostras de 6leos vegetais em mg L™,

Amostras Fe Mg Zn Ca
0S1 0244 <LQ 00650 1,65
Soja 0S2 <LQ <LQ <LQ 3,02
0S3 0376 <LQ <LQ 0,274
0S4 <LQ 104 <LQ 0623
OC1 <LQ <LQ 00300 0,103
0C2 0201 <LQ <LQ 0217
Canola 0C3 <LQ <LQ <LQ 0,0460
0C4 <LQ <LQ <LQ 0,160
OM1 0113 <LQ 00560 0,236
Vilho OM2 <LQ <LQ 0215 0,217
OM3  <LQ <LQ <LQ <LQ
OM4 <LQ <LQ <LQ <LQ
0G1 0551 <LQ 00390 0,160
. 0G2 0201 <LQ <LQ 0,0460
Girassol 063 <LQ <LQ <LQ 0274
0G4 <LQ <LQ 0,039 0,389
OCol <LQ <LQ 00390 <LQ
0Co2 0201 641 0274 0732
Coco 0Co3 0114 410 <LQ 0274
OCo4 0114 182 0274 0,0460
OCo5 <LQ 446 0215 <LQ
AOl 0113 <LQ 0,650 0675
. . AO2 <LQ 0115 0,104 0732
Azitedeoliva s 6 0186 00860 0,617
AO4 <LQ <LQ <LQ  0,0300
OA1 <LQ <LQ 0109 0,503
Algodao 0A2 <LQ 0413 0260 153
OA3 0113 <LQ 0145 1,30

A partir dos dados apresentados na Tabela 17 observa-se que: teores diferentes

para 0 Fe nas amostras de 0leo de girassol refinado indicam a provavel contaminacgéo
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durante o0 processamento; as amostras de Oleo de coco apresentam as maiores
concentracdes de Mg e esse elemento esta, geralmente, abaixo do limite de quantificagdo
da técnica nas amostras de 6leo refinado; as amostras de 6leos de algodao e soja possuem

as maiores concentragdes de calcio.

Tabela 18 — Tabela de autovalores e porcentagem de variancia acumulada

Autovalor 9% Variancia Autovalor 9% Variancia
acumulado acumulada

1,536311 38,40777 1,536311 38,4078
1,062344 26,55860 2,598655 64,9664
0,945998 23,64995 3,544653 88,6163
0,455347 11,38368 4,000000 100,0000
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Figura 24 — Biplot de escores e loadings para PC1xPC2 na exploracdo do teor de Ca, Fe, Mg e
Zn em amostras de 6leos vegetais
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A partir da avaliacdo da Figura 24 com os escores PC1 x PC2 pode-se perceber a
tendéncia das amostras 5 (6leo de coco) formarem um grupo devido aos seus teores de
zinco e magnésio, embora uma delas aparente se distanciar um pouco das demais. As

amostras 1 e 7 (6leo de soja e algodao) também demonstram tendéncia de se agrupar,
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mesmo que de forma ndo tdo definida como a anterior, e hd um grupo mais centralizado
formado por diversas amostras dos grupos 2, 3, 4 e 6 que correspondem aos 0Oleos de
canola, milho, girassol e azeite de oliva, respectivamente. O ferro e 0 magnésio sao
responsaveis pela separacdo das amostras na parte inferior do grafico e o célcio € o grande
responsavel pela separacdo das amostras na parte superior.

Figura 25 — Biplot de escores e loadings para PC1xPC3 na exploracdo do teor de Ca, Fe, Mg e
Zn em amostras de 6leos vegetais
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O gréfico de escores combinado com loadings PC1 x PC3 apresentado na Figura
25, revela que as amostras da parte superior do grafico sdo separadas devido ao poder de
modelagem das variaveis Ca e Fe e confirma a tendéncia de separacdo das amostras do
grupo 5 (6leo de coco). As amostras do grupo 1 (6leo de soja) também apresentam
tendéncia de separacao e confirma a tendéncia de todas as amostras 2, 3, 4 e 6 (6leos de
canola, milho, girassol e azeite de oliva, respectivamente) se encontrarem em um grupo
central. Nessa projecdo o ferro apresenta um poder de modelagem maior em relacéo ao
anterior e, como a amostra 4 apresenta a maior concentragdo desse analito, a mesma se
destacou das demais, assim como trés amostras do grupo 1.

Os bleos de coco estudados, por se tratarem de 0leos virgens, apresentaram teores
mais elevados de alguns minerais, como esperado. O que ndo aconteceu com o0 azeite de

oliva, outro 6leo ndo refinado. O azeite de oliva trata-se, historicamente, de um éleo com
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maior valor econémico e autores relatam que, no intuito de preservar esse 6leo
sofisticado, a instrumentacdo utilizada na extracdo €, geralmente, de melhor qualidade.
Com excecdo do 0Oleo de soja, os demais Oleos refinados apresentaram comportamentos
similares, se encontrando em um grupo central. Por outro lado, o 6leo extraido da soja
apresenta 0 menor custo por diversos motivos e, possivelmente, o processamento dessa

matéria-prima ndo seja tdo cauteloso como nos demais.

5.4 Avaliacdo de eficiéncia de extragao via re-emulsificacao

Como forma de avaliacdo do método desenvolvido, todas as amostras desse
estudo foram submetidas a uma segunda extracdo. Esse procedimento constitui-se na
reemulsificacdo do residuo oleoso resultante da primeira extracdo. Aplicou-se a mesma
metodologia a fim de avaliar a efetividade da extragdo e, de maneira simultanea, a
interferéncia de carbono residual. Quase todas as amostras reemulsificadas apresentaram-
se abaixo do limite de quantificacdo para os quatro analitos estudados, apenas as amostras
de Oleo de coco, que apresentaram um teor mais elevado de magnésio na primeira
extracdo, tiveram o mesmo analito detectado na segunda extracdo. As amostras OCo2 e
OCo3 que apresentaram na primeira extragdo concentraces de magnésio entre 4 e 6 mg
L, exibiram na segunda extragdo concentragBes entre 0,1 e 0,2 mg L™ para 0 mesmo
analito. Essa concentracdo baixa detectada na reemulsificacdo € provavelmente
proveniente de processo de contaminacdo cruzada, por residuos agquosos na amostra e
pelo préprio tubo de centrifuga no qual se repetiu o processo. Esse fator indica que a
extracdo foi quantitativa e ndo ha significante interferéncia de carbono residual.

De modo geral, os resultados obtidos encontram-se concordantes com faixas de
concentracdo descritas na literatura. Dessa forma é possivel concluir que os resultados
gerados podem contribuir para o conhecimento da composicdo mineral da matriz de

estudo.
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6. CONCLUSOES

Esse trabalho possibilitou a determinacdo de diferentes espécies quimicas em
amostras de Oleos de soja, canola, milho, girassol, coco, algoddo e azeite de oliva
comercializados na regido sudoeste da Bahia através da utilizacdo da estratégia de
emulsificacdo assistida por ultrassom seguida por extracdo induzida por quebra de
emulsdo. Os resultados apresentados nesse trabalho demonstram que a EIEB viabiliza de
maneira barata e efetiva a extracdo de metais em amostras de 6leos, reforcando o papel
dessa fonte de energia na facilitacdo de extracdes, a qual é caracterizada pela rapidez
experimental uma vez comparada com métodos estabelecidos de analise (baseados em
decomposicdo da matriz) para esse tipo de amostra. Esse método mostrou-se interessante
por também permitir a utilizacdo de reagentes diluidos e aparatus comuns a laboratérios
de pesquisa, diferentemente de diversos métodos que visam a determinacéo de metais em
amostras de complexa matriz organica e utilizam combinag6es de &cidos concentrados e
fornos de micro-ondas nem sempre disponiveis em laboratorios de pesquisa.

A avaliacdo preliminar do método de preparo de amostra que envolveu a escolha
do &cido extrator, de um meio de agitacdo, da adicao e do teor de surfactante demonstrou-
se essencial no direcionamento para a aplicacdo das ferramentas quimiométricas. As
etapas seguintes de otimizacGes multivariadas, a modelagem de misturas com restricoes
e 0o planejamento Doehlert, possibilitaram encontrar as melhores condicGes para a
determinacdo dos analitos utilizando um namero reduzido de experimentos, diminuindo
custo, tempo de preparo de solugdes e de analise.

O procedimento avaliado apresentou boa preciséo, evidenciadas pelo desvio
padrdo relativo inferior a 10%. Somado a isso, foram alcancados baixos LD e LQ,
coeficientes de correlacdo adequados e inexisténcia de efeito de matriz. A possibilidade
do uso da técnica de calibracdo externa com padrdes aquosos na determinacdo dos
analitos, proporcionou uma maior simplicidade ao procedimento estabelecido, tornando-
0 apropriado para analises de rotina. Além disso, resultados provenientes de uma re-
extracdo, na qual amostras utilizadas foram submetidas a uma reemulsificacéo, indicaram
a eficiéncia do método em sua forma quantitativa de extracao.

A aplicacdo da técnica de PCA mostrou que a composicdo mineral de amostras
dos dleos apresenta tendéncias de variacdo de concentracfes entre grupos de diferentes

matrizes, principalmente, com os 6leos de soja e de coco.
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As concentracOes de Ca, Fe, Mg e Zn extraidas das amostras de 6leos vegetais a
partir do método proposto se encontram de acordo com dados relatados por outros

autores.
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ABSTRACT KEYWORDS
Emulsified systems are characterized by an immiscible liquid dispersed Analytical methods;
in another liquid in the form of droplets. These systems can be  elemental analysis; emulsion
classified according to the size of the dispersed droplets obtained in  breaking; emulsions;
coarse emulsions (0.5-50 um) or microemulsions (0.01-0.10 gm).  Microemulsions
These systems have several properties that make them interesting in

several fields of technology, and the emulsion formed by oil droplets

dispersed in an aqueous phase (O/A) is the most used in analytical

determinations due to its low viscosity and organic load. This paper

discusses the characteristics of emulsified systems, their obtention,

stabilization, properties and use in the development of analytical

methods for elemental analysis in matrices with high organic content

such as oils, fatty foods and fuel matrices.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: This manuscript covers the application of the main techniques for simultanecus optimization of multiple re-
Multiple response optimization sponses generated by the application of multivariate designs (two-factor factorial, Central Composite, Doehlert,

Graphical optimization

Desirability function
Multiple-response function
Chromatographic response functions

etc.) or by chromatographic muns in the development of analytical methods. Special artention will be given to the
graphical method, desirability function, multiple response function and chromatographic response functions,
since they are more frequently used in the analytical area. The advantages, disadvantages, limitations, and
potentialities of these methods will also be addressed, as well as some of their applications, commenting on real
examples from the literature. Some less usual methods in multiple response optimization in Analytical Chemistry
will also be commented.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords The determination of the total contents amd volatile and non-volatile fractions of nickel and vamadium in gasohal
Giasohal by graphite furnace atomic absorption spectrometry (GF AAS) after extraction induced by emubion-breaking
Wanadinm (EIEE) iz proposed. In the extraction procedure, a 0.5 ml aliquot of 6% (v/%) Triton X114 solotion diluted in
Hickel 10% (v/%) HNO» was added to 5.0mL of a gasohol sample. The system was subjected 1o an ultrasonic bath for
Speciaticn 10 min. The emulsion formed was broken at 90 °C, and the hydroalooholic phase was collected for analysis. The

Extraction induced by emulsion breaking
GF AAS

of the botal and non-valatile and volatile (by difference) fractions of nickel and vanadium
was carried out by assesing the differences in the thermal behavior of the species during the pyrolysis step.
Bacaxe the extracted phace was less complex than the original matrix, it was passible to use pyrolysis tem-
peratures at 300 and 2007°C, in the presence of PA{NO,);, to determine the total contents of ¥ and Ni, respec-
tively. The thermostable [non-volatile) fractions were determined without the use of a modifier at higher pyr-
olysis tempermtures (1700 and 1500°C for V and Ni, respectively). For vanadiom, the limits of detection,
precision (% RSD, n = 8, 10pg L") and values for the recovery est were 1.1 and 042 pg L7, 5.8 and 3.4% and
96-108 and 100-108% for the total content and mon-volatile fraction, respectively. For the nicke], the limits of
detection, precision (% RSD, n = 8, 10 pg L™ ") and values for the recovery test were 3.5 and 1.7pg L™, 9.6 and
2.0%, and 86-101 and 91-10%% for the total content and non-volatile fraction, respectively. Enrichment factors
between 2.5 and 5.0 times were found for bath megals. This method was applied to the determination of the total
contents (3.70-31.98 and 15.71-126.1 pg L~ '), non-volatile fractions (2.16-14.33 and 2.00-10.99pg L") and
volatile fractions (1.54-20.54 and 13.71-115.1 pg L~ ") of vanadium and nickel, respectively, in gasohol sam-
phes.
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ABSTRACT KEYWORDS
Vanadium is a trace metal that is found in crude oil and its deriva-  Vanadium; atomic
tives, in water from oil production, and in rocks. Methods to deter-  SPectrometry; petroleum
mine the amount of vanadium in these materials is of great interest ~ MdustTy: sample
to the petroleum industry. Its presence is related to problems of cor-  PTEPENEN
rosion in processing plants, poisoning of catalysts, undesirable side

reactions in refining operations and it is in air pellution from buming

fuels. In addition, the ratio of V/Ni concentration can be used to

reveal the geographical origin of oil. In this review, strategies using

atomic spectrometry technigues for the determination of vanadium

in samples of interest to the petroleum industry are discussed. The

analytical technigues already consclidated and those that have been

developed in recent years, as well as methods of sample preparation

are approached.
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