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RESUMO

A concentragdo de ferro (Fe) estd diretamente ligada a qualidade, estabilidade oxidativa,
sabor, valor nutricional, e, principalmente, a toxicidade dos 6leos vegetais. Mesmo que
em baixas concentragdes, a presenca de Fe diminui a estabilidade oxidativa dos 6leos ¢
gorduras. Neste trabalho, foi proposto um método analitico rapido, simples, e de
relativo baixo custo, para a andlise direta de 6leos vegetais brutos e refinados na forma
de microemulsdes para a determinacdao de Fe por espectrometria de absor¢do atomica
em chama (F AAS). As microemulsdes foram preparadas utilizando-se 250,0 puL de
amostra de 6leo vegetal, 4,40 mL de 1-propanol, 250,0 uL de Triton® X-100 ¢ 100,0 puL
de solu¢io de HNO; 50% (v v'!). As microemulsdes apresentaram estabilidade em
termos de sinal analitico por, pelo menos, 3h. Durante a otimiza¢ao do procedimento de
calibracao, foram testados quatro possiveis meios para a preparagao das solugdes de
referéncia, selecionando-se o meio referente a solugdo composta por 4,65 mL de
1-propanol, 250,0 pL de Triton® X-100 e 100,0 pL de solucdo de HNO3 50% (v v'!)
como meio de preparo das solugdes padrao aquosas de Fe empregadas no procedimento
de calibracdo externa. O método analitico proposto foi aplicado para a determinagdo da
concentragdo total de Fe em amostras de 6leos vegetais brutos e/ou refinados de milho,
girassol, soja, canola, algodao e, também, de azeites de oliva extravirgens e refinados.
As concentragOes totais de Fe determinadas variaram de 2,72 + 0,05 a 3,74 + 0,11
mg kg, e as repetibilidades representadas como desvio padrio relativo (RSD) variaram
de 1,8% a 5,2%. Os limites de deteccao (LOD) e de quantificagdo (LOQ) obtidos para a
determinagdo de Fe nas microemulsdes das amostras de dleos vegetais foram de 0,020
mg L' e 0,066 mg L', respectivamente; e de 0,4 e 1,3 mg kg' de Fe em 6leo,
respectivamente. A exatidao dos resultados obtidos foi avaliada mediante a realizagdo
de experimentos de adi¢do e recuperagdo, e as recuperacdes obtidas variaram de 84% a

105%, indicando exatiddo adequada para a aplicacdo do método analitico proposto.

Palavras-chave: andlise direta; F AAS; ferro; 6leos vegetais; microemuls3o.



ABSTRACT

The concentration of iron (Fe) is directly connected to the quality, oxidative stability,
flavor, nutritional value and, mainly, to the toxicity of the vegetable oils. Even that in
low concentrations the presence of iron decreases the oxidative stability of the fats and
oils. In this work, was proposed a quick analytical method, simple, and of relative low
cost to the direct analysis of crude and refined vegetable oils in the form of
microemulsions to the determination of Fe by flame spectrometry of atomic absorption.
The microemulsions were prepared using 250.0 pL of vegetable oil sample, 4.40 mL of
1-propanol, 250.0 pL of Triton® X-100 and 100.0 pL of HNOs 50% solution (v v')).
The microemulsions have shown stability in the terms of analytical sign of up to three
hours, at least. During the optimization of the calibration procedure, were tested four
possible mediums to the preparation of the reference solutions, selecting the medium
relative to the solution composed by 4.65 mL of 1-propanol, 250.0 pL of Triton® X-100
and 100.0 uL of HNO; 50% solution (v v'') as means of preparations of the aqueous
standard solutions of Fe used in the procedure of external calibration. The analytical
method proposed was applied to the determination of the concentration of Fe in crude
and/or refined vegetable oils samples of corn, sunflower, soybean, canola, cottonseed
and, also, of extra virgin and refined olive oils. The total concentrations determined of
Fe varied from 2.72 £ 0.05 to 3.74 + 0.11 mg kg!, and the repeatability represented as
relative standard deviation (RSD) varied from 1.8% to 5.2%. The limits of detection
(LOD) and of quantification (LOQ) obtained to the determination of Fe in the
microemulsion of the vegetable oil samples were of 0.020 mg L' and 0.066 mg L,
respectively; and of 0.4 and 1.3 mg kg! of Fe in oil, respectively. The accuracy of the
obtained results was evaluated by the realization of addition and recovery experiments,
and the recuperations obtained varied from 84% to 105%, indicating properly accuracy

for the application of the analytical method proposed.

Keywords: direct analysis; F AAS; iron; vegetable oils; microemulsion.
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1. Introducio

1.1.  Oleos vegetais

Os o6leos sdo substancias que, historicamente, participam da vida humana, quer
compondo a alimentagdo, quer como matéria-prima de produtos como tintas,
lubrificantes, combustiveis, medicamentos, entre outros. Muitos sdo os vegetais dos
quais os 6leos sdo extraidos, cujos processos de extracdo, inicialmente artesanais, vém
se aperfeicoando mediante o desenvolvimento cientifico e tecnolégico (RAMALHO e

SUAREZ, 2012).

Pesquisas em &mbito mundial em areas como Engenharia, Quimica e
Agronomia, aliadas a grandes investimentos econdmicos, tém possibilitado a
substitui¢ao de gordura animal por dleos vegetais que, embora quimicamente tenham
especificidades proprias, sdo concorrentes no que se refere aos seus usos (NUNES,

2007).

Os oleos brutos sdo extraidos de graos, sementes, frutos, entre outros, ¢ sao
refinados para consumo humano e animal. As gorduras hidrogenadas, derivadas de
Oleos, sdao utilizadas como matérias-primas na fabricacdo e industrializacdo de
diferentes alimentos. Da mesma forma, os 6leos refinados sdo utilizados na fabricagao

de produtos de diferentes naturezas, em escala industrial (JORGE, 2009).

Os ¢6leos vegetais e gorduras sdao constituidos principalmente por triacilglicerdis,
além de outros componentes minoritarios, como acidos graxos livres, monoacilglicerois,
diacilglicero6is, fosfolipidios, carotendides, ceridios, clorofila, tocoferdis, metais,
produtos de oxidacdo e contaminantes, como residuos de pesticidas (GHAZANI e

MARANGONT, 2013).

Por ser uma mistura complexa de uma grande quantidade de substincias, ¢
comum expressar a composi¢cdo quimica dos 6leos e gorduras em fungdo dos éacidos
graxos presentes, em vez de expressd-la em fun¢do de todos os compostos quimicos

contidos na mistura (RAMALHO e SUAREZ, 2012).

1.1.1. Oleo de soja
O Oleo de soja (Glycine max) ¢ considerado o 6leo vegetal mais consumido no

mundo. No que se refere a sua composicao, € constituido por, majoritariamente, 48% a
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59% de acido graxo linoleico (18:2n-6), 17% a 30% de acido oleico (18:1n-9), 8% a
13,5% de 4cido palmitico (16:0) e 3,5% a 8% de alfa-linolénico (18:3n-3) (BRASIL,
2006; JORGE, 2009).

1.1.2. Oleo de canola

Extraido das sementes de “canola” (Brassica napus € Brassica campestres), este
0leo apresenta, majoritariamente, 53% a 70% de acido oleico (18:1n-9), 15% a 30% de
acido linoleico (18:2n-6), 5% a 14% de acido alfa-linolénico (18:3n-3), e de 2,5% a
7,0% de acido palmitico (16:0) (BRASIL, 2006).

1.1.3. Oleo de girassol

Extraido das sementes de girassol (Helianthus annuus), os componentes
majoritarios variam de acordo com o tipo de melhoramento genético da matéria-prima.
Ha trés tipos: baixo, médio e de alto contetido de acido oleico (18:1n-9), variando de
14% a 90% em teor deste acido graxo, ¢ de 2,1% a 74% de acido linoleico (18:2n-6)
(BRASIL, 2006).

1.1.4. Oleo de milho

Extraido do gérmen do grao de milho (Zea mays), apresenta, majoritariamente,
34% a 65% de 4cido linoleico (18:2n-6), 20% a 42% de acido oleico (18:1n-9), 8,6% a
16,5% de acido palmitico (16:0), 0,5% a 4% de acido estearico (18:0) e niveis de até 2%
de 4cido alfa-linolénico (18:3n-3) (BRASIL, 2006).

1.1.5. Oleo de algodio

Extraido das sementes do algoddao (Gossypium hirsutum ou Gossypium
barbadense), apresenta em sua constituicdo, majoritariamente, 21,4% a 26,4% de 4cido
palmitico (16:0), 14,7% a 21,7% de acido oleico (18:1n-9), e de 46,7% a 58,2% de
acido linoleico (18:2n-6) (BRASIL, 2006).
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1.1.6. Azeite de oliva
Extraido dos frutos da oliveira (Olea europaea L.), ¢ constituido,
majoritariamente, por 55% a 83% de acido oleico (18:1n-9), 3,5% a 21% de acido

linoleico (18:2n-6) e 0,5% a 5,0% de acido estearico (18:0) (BRASIL, 1999).

1.2. Processo de refinamento de dleos vegetais

Dada a importancia dos 6leos vegetais e suas diversas aplicagdes industriais, os
processos de extragdo e purificacdo foram desenvolvidos e aperfeicoados ao longo do
tempo, com o intuito de garantir a qualidade do produto com vistas a sua aceitagdo no

consumo diario da populacao (JORGE, 2009)

Segundo Mandarino e Roessing (2001), a obtencdo do 6leo refinado, em escala
industrial, ocorre em diferentes etapas. Ap6s o armazenamento e preparo da matéria-
prima, ocorre a extragdo. Nesta etapa, o 6leo é parcialmente extraido da matéria-prima
em prensas continuas, empregando-se solvente organico. Por apresentar condicdes
favoraveis a extracdo, utiliza-se o hexano como solvente extrator. Esse solvente ¢
seletivo para triacilglicerdis, tem baixo ponto de ebulicdo e ndo reage com as partes dos
equipamentos de extra¢ ao, evitando-se, assim, a sua corrosdao. Todavia, o hexano
apresenta algumas desvantagens: ¢ inflamavel, toxico, explosivo e de elevado custo
relativo. Mas, atualmente, ainda € o solvente com melhor relagdo custo-beneficio para a

extracdo. O 6leo originario desta etapa ¢ denominado “6leo bruto”.

Ainda segundo Mandarino e Roessing (2001), para o consumo, o 6leo bruto
passa pelo processo de refinamento, cuja finalidade ¢ melhorar a sua aparéncia, sabor,

odor e estabilidade oxidativa. O processo de refinamento engloba as seguintes etapas:

1) degomagem: adiciona-se ao Oleo pré-aquecido, dgua quente e acido
fosforico. Esta etapa tem por finalidade principal, a remog¢do de
fosfatideos, que sdo iniciadores de reagdes de deterioracao dos 6leos. No
entanto, por serem quelantes, a remocdo dos fosfatideos resulta na
elimina¢do de uma quantidade relativamente grande de metais. O dleo

resultante dessa etapa ¢ denominado 6leo degomado;

i1) neutralizacdo: o objetivo desta etapa € a remogao significativa de acidos

graxos livres. Adiciona-se uma solu¢do de hidréxido de sddio ao dleo
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degomado, em quantidade suficiente para neutralizar os acidos graxos
livres e o acido fosforico residual, formando sabdoes. Em seguida, a
mistura passa por um processo lavagem e de centrifugacdo, que separa os
sabdes do dleo; apds a secagem a vacuo, o 6leo passa a ser chamado de

“0leo neutro seco”;

1i1) branqueamento: trata-se de um processo de adsorcao das substancias
indesejaveis, como metais, carotenos, xantofilas, clorofila, polimeros,
sabdes residuais, aldeidos e fosforo. Ocorre na superficie de terras
clarificantes, que sdo misturas de carvdao ativado e argilas naturais,

resultando no “6leo branqueado”;

iv) desodorizagdo: neste processo, conhecido como arraste a vapor, o 6leo
passa em contracorrente com o vapor de agua e, durante esse contato, o
vapor extrai as substancias que conferem odor ao oleo. Essa etapa tem
por finalidade remover, majoritariamente, tocoferdis e compostos
produzidos no armazenamento e processamento do 6leo, resultantes de
oxidac¢des e hidrdlises, tais como aldeidos, cetonas e acidos graxos
oxidados. Apds a desodorizagdo, o 6leo desodorizado ¢ envasado; uma
vez envasado, recebe a denominagdo de Oleo Refinado, pronto para o

consumao.

1.3. Presenca de ions metalicos em dleos vegetais

Nas matérias-primas utilizadas para a producdo de 6leos vegetais, os ions de
metais podem estar presentes devido a fatores como: poluicdo ambiental, solo
contaminado, uso de fertilizantes e pesticidas, agua de irrigacdo contaminada, presenca
de estradas e industrias proximas ao local de cultivo, entre outros. Durante as etapas do
processo de refinamento de o6leos, pode ocorrer a contamina¢do do produto por
diferentes ions metalicos, tanto pelo contato do produto com equipamentos e
embalagens que contém tais substincias, como pela adicdo de reagentes durante o
processo de refinamento (GARRIDO et al., 1994; LLORENT-MARTINEZ et al., 2011;
NUNES et al., 2011; ACAR, 2012; LEGGLI et al., 2011; BAKIRCIOGLU et al., 2013;
BAKIRCIOGLU et al., 2014; KUCUKKOLBASI et al., 2014).
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Os o6leos vegetais sofrem oxidacdo em quaisquer etapas de seu processamento €
armazenagem, por meio de auto-oxidagdo e foto-oxidacao (CHOE e MIN, 2006). A
presenca de ions de metais, tais como de cobre (Cu), ferro (Fe), niquel (Ni) e zinco (Zn),
mesmo que em baixas concentragdes, diminuem a estabilidade oxidativa desses 6leos
(PEHLIVAN et al., 2008; TRINDADE et al., 2015), pois aceleram o processo da auto-
oxidagdo. Além disto, os ions de metais de transicdo podem catalisar a decomposicao de
hidroperdxidos, produtos formados na fase inicial da auto-oxidagio (DIAZ et al., 2003;
CHOE e MIN, 2006; PEHLIVAN et al., 2008). Os ions dos metais Cu e Fe sdo os pro-
oxidantes que aceleram mais eficientemente o periodo de indu¢ao do mecanismo de
auto-oxida¢do (ANWAR et al., 2004), além de afetarem severamente a qualidade dos

6leos (MURILLO et al., 1999).

A auto-oxidagdo de acidos graxos e acilglicerdis ocorre mediante as trés etapas

distintas de reacdes, conforme indicadas na Figura 1.

Iniciacdo RH sy Rk H:

Propagacao R-+ O, — ROO-
ROO- +RH — ROOH + R-

Terminagao ROO-+4+R- — ROOR
R- + R- — RR

Figura 8. Etapas do mecanismo da auto-oxidagdo de acidos graxos e acilglicer6is. Em
que: RH: acilglicerodis; ROe: radical alcoxi; ROOH: hidroperoxidos; ROOe: radical
perdxido. Fonte: Choe e Min (2006).

Na etapa de iniciacdo, formam-se radicais livres do acido graxo devido a retirada
de um hidrogénio do carbono alilico na molécula do referido acido. Esta etapa ocorre
até que se atinja uma concentracao suficiente de radicais livres no meio. Nessa etapa, os
ions metalicos de transicdo catalisam a formagdo de radicais livres. Na propagacao,
segunda etapa desse mecanismo, os radicais livres Re, instdveis, sofrem ataque do
oxigénio atmosférico e sdo convertidos a radicais peroxidos e hidroperdxidos, que
atuam como propagadores da reagdao. Na etapa terminagdo, dois radicais reagem entre

si, formando produtos estaveis (RAMALHO e JORGE, 2006).



17

Na auséncia de ions metéalicos de transicdo e a temperatura ambiente, os
hidroperdxidos sao relativamente estaveis; porém, quando hd a presenca de tais ions
e/ou a temperaturas relativamente altas, eles sdo decompostos com facilidade a radicais
alcoxi (Figura 2), que, posteriormente, formam aldeidos, cetonas, acidos, ésteres,
alcoois e hidrocarbonetos de cadeia curta (CHOE e MIN, 2006). Essas substancias tanto
prejudicam o sistema digestivo dos seres humanos, como interagem com 0s compostos
presentes em alimentos, tais como: enzimas, proteinas e corantes, que sensibilizam
alguns agentes cancerigenos (CASTILLO; JIMENEZ; EBDON, 1999; LEGGLI et al.,
2011; LLORENT-MARTINEZ et al., 2011).

ROOH + Fe“*(or Cu’) — RO-+Fe' (or Cu“")+OH™

Reacdo 1. Formagdo do radical alcoxi mediante a doacdo de elétron de ions metalicos
de transicdo, em seu menor estado de valéncia. Fonte: Choe e Min (2006).

O Codex Alimentarius' estabelece como valor maximo permitido as
concentragdes de 1,5 mg kg! e 5,0 mg kg! de Fe em 6leos refinados e virgens,
respectivamente (CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2003). Sao 6leos virgens
aqueles obtido por prensagem a quente, e purificados apenas por processos fisicos

(RAMALHO e SUAREZ, 2012).

1.4. Determinacio de Fe em amostras de dleos vegetais

A determinagdo de Fe tornou-se uma das andlises de rotina para o controle de
qualidade de oleos vegetais (PINTO et al., 2006), considerando-se que a concentragao
desse elemento esta diretamente ligada a qualidade, estabilidade oxidativa, sabor, valor
nutricional e, principalmente, a toxicidade dos 6leos (GARRIDO et al., 1994; NUNES
etal., 2011; BAKIRCIOGLU et al., 2013; BAKIRCIOGLU et al., 2014).

Segundo Lepri et al. (2011), as técnicas analiticas mais comumente utilizadas e

recomendadas para a determinacao da concentragdo total de ions metdlicos em amostras

! “Férum internacional de normatizagio do comércio de alimentos estabelecido pela
Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU), por ato da Organizagdo para a Agricultura e
Alimentagio (FAO) e Organizagio Mundial de Saade (OMS)” (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, s/d, p. 1).
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de dleos vegetais sdo as espectrometrias de absor¢ao atomica (AAS), a espectrometria
de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) e a espectrometria de emissao
optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES). Além das técnicas
espectrométricas citadas, a literatura apresenta outras técnicas analiticas também
capazes de serem aplicadas a determinacdo de elementos trago em amostras de Oleos
vegetais, tais como: espectrofotometria de absor¢do molecular, potenciometria,

voltametria, analise por ativagdo neutronica (NAA) e cromatografia.

Dentre as técnicas espectrométricas, a espectrometria de absorcdo atdomica em
chama (F AAS) ¢ amplamente empregada para a determinacdo de elementos traco em
amostras oleosas, pelo seu relativo baixo custo, o que a torna viavel para a realizacao de
analises de rotina, além de possibilitar a obtencao de limites de detec¢do e quantificacio

suficientemente baixos (ACAR, 2012).

As andlises de amostras de 0leos vegetais para a quantificagdo de ions metélicos,
de maneira geral, ainda sd3o um desafio para a Quimica Analitica, tanto pelo fato das
relativas baixas concentragdes envolvidas com a determinagao desses ions, quanto pelas
dificuldades na realizagdo das referidas analises quimicas associadas, principalmente, a
complexidade da matriz e a relativa elevada viscosidade desse tipo de amostra (NUNES

etal., 2011; AMAIS et al., 2012; BARAN e YASAR, 2012).

Para minimizar os efeitos de matriz, causados sobre a determinagdo de ions
metalicos nas andlises das amostras de oleos vegetais, torna-se necessaria a realizacao
de uma adequada etapa de preparacdo, pois, o elevado teor de matéria organica desse
tipo de amostras dificulta a sua andlise pelas técnicas analiticas instrumentais citadas

anteriormente, tal como observado para a técnica de F AAS (LYRA et al., 2010).

Alguns procedimentos podem ser empregados para o preparo de amostras de
Oleos vegetais, para eliminagdo ou minimizacao dos efeitos de matriz causados sobre as
determinagdes de ions metalicos, tais como: digestdo d4cida convencional
(JURANOVIC; BREINHOELDER; STEFFAN, 2002), digestdo &cida assistida por
micro-ondas (BENINCASA et al., 2007), diluigdo com solventes organicos
(POLVILLO; ALBI e GUINDA, 1994), extracio liquido-liquido (TOKAY e BAGDAT,
2015), extragdo induzida por quebra de emulsdo (HE et al., 2014), extracdo em fase
solida (CESUR e BATI, 2002), extragdo acida (PEHLIVAN et al., 2008), emulsificacao
(LEGGLI et al., 2011) e microemulsificagao (NUNES et al., 2011).
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O procedimento de microemulsificagdo, para o preparo de amostras oleosas,
tem-se demonstrado promissor para a realizagdo da analise direta desse tipo de amostra.
Em relacdo a outros procedimentos de preparo convencionalmente empregados em
amostras de 6leos vegetais e outros tipos de dleos, a microemulsificagdo apresenta
como vantagens: rapidez, menor manipulacao das amostras, minimizagdo de possiveis
contaminagoes, redugdao do risco de perda dos analitos por volatilizagdo — no caso de
analitos relativamente voldteis —, eliminagdo da utilizacdo de solventes organicos
toxicos, bem como a possibilidade do emprego de padrdes aquosos para a realizagdo dos

procedimentos de calibragdo (NUNES et al., 2011; AMAIS et al., 2012).

Com relagdo a analise direta de amostras de dleos, a aplicagdo do procedimento
de microemulsificagdo tem demonstrado vantagens se comparada a aplicagdo de
procedimentos de andlise direta que fazem o uso de diluicdo com solventes organicos,
pois permite a utilizagdo de padrdes aquosos para a realizagdo dos procedimentos de
calibracao. Além disso, permite a adi¢cao de solugdes de acidos fortes as microemulsoes,
0 que evita a ocorréncia de processos de perda do analito e auxilia a disponibilizagdo
dos analitos em solugdo, contribuindo para a obtengdo de medidas analiticas mais

precisas e exatas (LEITE et al., 2015).

Devido as caracteristicas vantajosas, sob o ponto de vista analitico, da utilizagao
do procedimento de preparo de amostras baseado na microemulsificacdo, para a analise
de 6leos vegetais para determinagdes de ions metalicos em concentragdes trago, torna-se
relevante a proposi¢do e o desenvolvimento de um método simples, com pouca
manipulacdo da amostra, eficaz e de relativo baixo custo, para o monitoramento de Fe

em Oleos vegetais brutos, recém-extraidos do vegetal, e refinados.

Para as industrias de Oleos comestiveis, espera-se que com o estudo
desenvolvido neste trabalho, seja possivel a aplicagdo do método de andlise direta
proposto para a realizagdo de um controle rotineiro de possiveis corrosdes e
anormalidades no processo de producdo, sendo uma ferramenta analitica util, tanto para
melhorar o material de constituicdo dos equipamentos usados para a produgdo em escala
industrial de 6leos vegetais comestiveis, como também para aprimorar o material de
embalagens. Além disso, com o desenvolvimento do método analitico proposto, espera-

se que seja possivel a obtencdo de informacdes relativas a qualidade dos oOleos
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produzidos, tanto em relagdo ao seu valor nutricional, como também em relacdo a sua

toxicidade.

Na Tabela 1, sdo apresentados trabalhos publicados na literatura, com diferentes
metodologias, incluindo o tipo de preparo de amostra e a técnica analitica utilizada, para
a determinacdo de Fe em amostras de 6leos de diferentes fontes vegetais. Observou-se
que, na maioria dos trabalhos compilados da literatura, as amostras analisadas foram
apenas de oOleos vegetais refinados. Observou-se também que as concentracdes de Fe
determinadas nessas amostras variaram em uma faixa ampla, desde
0,0107 £ 0,0002 mg kg! (PEHLIVAN et al., 2008) a 23,3 = 0,15 mg kg'! (CINDRIC;
ZEINER; STEFFAN, 2007).



Tabela 1. Técnicas analiticas e procedimentos de preparo de amostras empregados para a determinagdo de Fe em amostras de dleos vegetais.

AMOSTRA Técnica analitica Preparo de amostra LOD_I ke 1 Referéncia
(mg kg™ ) (mg kg™)
Oleos refinados de (g) ’(?110279 f (? ’é)(%); ;
soja, g}rassol e ICP OES Extragao acida - 0.0195 + 0,0010, PEHLIVAN et al., 2008
milho )
respectivamente
Oleos refinados de 0,052 +£0,005¢ LEONARDIS;
. ) GF AAS Extracdo acida - 0,094 + 0,003, MACCIOLA; FELICE,
soja e girassol .
respectivamente 2000
Azeite de oliva Ad-SSWV Extragao dcida, seguida de 0,014 0,324 % 0,009 DIAZ et al., 2003
complexagdo
Azeite de oliva  Lopectrofotometria - Extragdo dcida, seguida de 0,057 0,295 = 0,032 DIAZ et al., 2003
UV-Vis complexagdo
. ) ~ . 1,74+ 0,03 ¢
Oleos refinados de Sistema SIA com Complexag¢do em meio de 0.31* 1.08  0.02 PINTO; SARAIVA;
soja e amendoim detec¢ao UV-Vis solvente orgénico ’ L LIMA, 2006
respectivamente
Oleos vegetais T N TOKAY e BAGDAT,
refinados F AAS Extracdo liquido-liquido 0,0673 Sem aplicacdo 2015
0,70 £ 0,01;
Oleos refinados de 0,49 +0,02;
soja, girassol, F AAS Extracao liquido-liquido 0,09 0,38+0,02 ¢ BARAI;I Oe 1\3(ASAR,
milho e canola <LOQ,

respectivamente
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LOD

Fe

AMOSTRA Técnica analitica Preparo de amostra 1 1 Referéncia
(mg kg™) (mg kg™)
Oleos refinados de Y . 8,920 + 1,608; BAKIRCIOGLU;
. . Extragdo induzida por 8,398 +£3,518 ¢ .
girassol, milho e ICP OES bra d s - 2004+ 4711 KURTULUS;
canola quebra de emulsao DO =L YURTSEVER, 2013
respectivamente
0,019 = 0,005;
Oleos refinados de Extracio induzida por 0,060 + 0,003;
soja, girassol, ICP-MS uegra a emulsﬁf(’) 0,000271* 0,0726 + 0,004 ¢ HE et al., 2014
milho e canola q 0,177 + 0,005,
respectivamente
. 1,75+ 0,11;
Olseoqz reigaslii)lsede HR-CS F AAS Extra¢ao liquido-liquido 0.061 0,96+0,01 ¢ TRINDADE et al.,
Ja, & assistida por ultrassom ’ 0,27 £ 0,08, 2015
canola }
respectivamente
Oleo refinado de Digesto acida assistida GONZALVEZ et al
ICP OES por micro-ondas 0,0024* 09+0,3 ?
argan 2010
C e, . 0,464 + 0,003 a
Azeites de oliva ICP-MS Digestao 'f101da assistida 0,0028 1,614 + 0,044 BENINCASA et al.,
por micro-ondas 2007
Oleo refinado de Digestao acida assistida 233£0,15¢ CINDRIC; ZEINER;
) ) ICP OES . 0,41 15,3 +0,34,
soja e girassol por micro-ondas . STEFFAN, 2007
respectivamente
Oleos refinados de Digestao acida assistida 11 ’55125 (;) ’11; ;e
soja, girassol e F AAS por micro-ondas 0,015 1.87 + 0,22, ACAR, 2012

milho

respectivamente
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AMOSTRA Técnica analitica Preparo de amostra LOD_I Fe 1 Referéncia
(mg kg™) (mg kg™)
Oleo refinado de GF AAS Diluicao com solvente 0.044 0,185+ 0,035a0,188 POLVILLO; ALBI;
girassol organico ’ + 0,035 GUINDA, 1994
Oleo bruto e ICP OES Dilui¢ao com n-propanol e 0.01 8,56 + O,3f4 e <0,03, CHAVES et al., 2011
refinado de soja HNOs3 concentrado respectivamente
Oleos refinados de Cromatografia de Saponificacao, seguida de 2,675£0,055¢ BULDINIL FERRT,
S rett troca idnica com pontticacao, seel 0,02 0,575 + 0,006, SHARMA, 1997
soja e girassol < . fotélise com radiagao UV )
detec¢ao UV-Vis respectivamente
’ 2,98 +£0,15;
Oleos refinados de 1,50 +0,38;
soja, girassol, F AAS Emulsificagao 1,00 1,81 £0,18 ¢ LEGGLI et al., 2011
milho e canola 1,61 +£0,47,
respectivamente
ANTHEMIDIS;
Azeite de oliva ICP OES Emulsificagao - 0,510+ 0,029 ARVANITIDIS;
STRATIS, 2005
Oleos refinados d 2,26£020¢
cO> TEMIACOS €€ HR-CS F AAS Microemulsificago 0,62 <21, NUNES et al., 2011
soja e girassol ;
respectivamente

2 LOD = limite de detec¢do; * mg L!
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Vale ressaltar que nao se encontra relatado na literatura algum método analitico
para a analise direta de amostras de 6leos vegetais na forma de microemulsdes para a

determinagdo de Fe por F AAS.

1.5. Microemulsoes

As microemulsdes sdo constituidas por agua e oleo estabilizados por um agente
tensoativo e/ou um agente co-tensoativo (geralmente solventes organicos de baixa massa
molar) (NUNES et al., 2011; AMAIS et al., 2012), tal como um &lcool ou uma amina
(LYRA et al., 2010). A quantidade de tensoativo e/ou co-tensoativo necessaria para a
formagdo de microemulsdes ¢ alta, se comparada a de emulsdes. Mas, quando seus
constituintes sdo misturados em razdes apropriadas, sua formagdo ¢ espontanea,
contrariamente ao que ocorre para a formagao de emulsdes (CAPEK, 2004; BURGUERA
e BURGUERA, 2012; DALTIN, 2012).

Na literatura especifica da area que trata sobre microemulsdes, nao ha
unanimidade na defini¢do do seu conceito. Em pesquisas da Area de Quimica Analitica, o
conceito mais recorrente em publicacdes ¢ o de que microemulsdes sdao sistemas
opticamente transparentes e termodinamicamente estaveis (CAPEK, 2004; SALAGER et
al., 2005; LYRA et al.,, 2010; DAMASCENO et al., 2011; NUNES et al., 2011;
BURGUERA ¢ BURGUERA, 2012; CUNHA et al., 2012; LIMA; SILVA; TEIXEIRA,
2015; LEITE et al. 2015). Além desses aspectos, Lyra et al. (2010) e Cunha et al. (2012)

acrescentam que microemulsdes sdo sistemas de baixa viscosidade.

H4 microemulsdes com trés tipos de estrutura (Figura 2): microemulsdo 6leo em
agua (O/A), cuja fase oleosa esta dispersa na fase aquosa; microemulsdao dgua em o6leo
(A/O), cuja fase aquosa estd dispersa na fase oleosa; e a microemulsdo bicontinua, cujo
microdominio de fase oleosa e aquosa estdo conectados aleatoriamente (BURGUERA e

BURGUERA, 2012).

Segundo Burguera e Burguera (2012), a palavra “microemulsdao” refere-se ao
tamanho das goticulas de uma fase em outra. Porém, de acordo com Salager et al. (2005),
o termo "microemulsdo" ¢ improprio, pois microemulsdes ndo podem ser consideradas
pequenas goticulas dispersas em uma fase continua, além de frisar que microemulsdes

ndo sdo casos especiais de uma emulsao regular.
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Outra diferenga, em relacdo ao conceito de formacdo da microemulsdo, diz
respeito a area interfacial dgua/dleo. Segundo Tenjarla (1999), Capek (2004) e Burguera
e Burguera (2012), a formagdo de uma microemulsdo envolve um grande aumento de
area interfacial. No entanto, a tensao interfacial é fortemente reduzida — devido a adigdo
de grandes quantidades de tensoativo e/ou co-tensoativo — de modo a compensar a
entropia de dispersdao. Assim, a energia livre de formagdo de goticulas ¢ menor que zero,
explicando sua formacdo espontanea. Em contrapartida, segundo Daltin (2012), na
forma¢ao da microemulsdo ndo ha aumento de area de interface, mas sim uma redugdo.
Para este pesquisador, a reducao da area de interface deve-se a solubilizacdo micelar, em
que as moléculas de oleo se alojam entre as cadeias lipofilicas das micelas do tensoativo.
Dessa forma, as interfaces entre 6leo e dgua deixam de existir, e a energia de interface ¢ a

menor possivel, formando-se espontaneamente a microemulsao.

Independentemente das diferentes teorias e conceitos em relagao a formacao de
microemulsdes, sua aplicagdo na Quimica Analitica vem crescendo com o intuito de
simplificar o procedimento de preparo de amostras na determinagdo de espécies de ions
metalicos em amostras apolares com elevado teor de matéria organica (BURGUERA e

BURGUERA, 2012).

Dentre as vantagens da utilizagdo de microemulsificagdo como procedimento de
preparo de amostras apolares para a determinacdo de ions metdlicos, comparada a
utilizacdo da emulsificacdo, pode-se citar a espontaneidade da formagdo de

microemulsdes e a sua estabilidade termodinamica.
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Figura 9. Estruturas de microemulsdes: a) microemulsdo do tipo O/A; b) microemulsao
bicontinua; ¢) microemulsao do tipo A/O; em que a cor cinza representa a fase oleosa, e a
cor branca representa a fase aquosa. Fonte: Damasceno et al. (2011).
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1.6. Espectrometria de absor¢ao atomica em chama (F AAS)

Segundo Skoog, Holler e Nieman (2002), a espectrometria de absor¢ao atdmica
em chama (F AAS) ¢ uma técnica analitica destrutiva, empregada em analises
elementares. A amostra, na forma de solucdo, ¢ aspirada por meio de um capilar, e
convertida em uma névoa (aerossol) na cdmara de nebulizacdo. O aerossol formado ¢
transportado por um fluxo de gases até o sistema de atomizacdo (chama) onde serd
dessolvatado. As particulas solidas formadas volatilizam-se e se dissociam, gerando,
majoritariamente, espécies atomicas em fase gasosa, no estado fundamental e neutras,
coexistindo com espécies atOmicas neutras, excitadas e/ou ionizadas, que sdo espécies
indesejaveis na obtencdo do sinal analitico, pois contribuem para a diminui¢ao do sinal de

absorc¢ao atomica.

A medida do sinal de absorvancia para analito presente no sistema de atomizagao
¢ realizada quando este se encontra na forma atomica, em fase gasosa, neutra ¢ no estado
fundamental, sendo possivel quantifica-lo de acordo com a Lei de Lambert-Beer, que
estabelece relagdo direta entre o sinal de absorvancia obtido e concentracdo do analito

(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

A interferéncia fisica, causada pela matriz de uma amostra em medidas por F AAS, ¢
ocasionada por variagdes na viscosidade e na tensdo superficial das solu¢des analisadas,
diminuindo a eficiéncia de forma¢do do aerossol e, consequentemente, a eficiéncia de
transporte do analito até o sistema de atomizacdo. Desta forma, o processo com que o
aerossol ¢ formado e transportado até o referido sistema ¢ diretamente responsavel pela
precisdo, exatidao e limites de deteccao e quantificagdo obtidos em uma determinagao.
Por isso, € necessaria a realizacdo da sua otimizagdo, para que as interferéncias fisicas

sejam diminuidas ou eliminadas (JESUS, 2008).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral
Desenvolver um procedimento analitico rapido, simples e de baixo custo relativo para
a analise direta de amostras de oOleos vegetais na forma de microemulsdes, para a

determinagado de Fe por espectro espectrometria de absor¢ao atomica em chama (F AAS).

2.2.  Objetivos especificos

Otimizar a composic¢ao ¢ estabilidade quimica das microemulsdes de 6leos vegetais;

Otimizar a velocidade de aspiragdo das microemulsdes — etapa de introdugdo de

amostra;

Otimizar o procedimento de calibragdo externa para a determinacdo de Fe em

amostras de Oleos vegetais sob a forma de microemulsdes;

Avaliar a exatiddo da metodologia proposta, através de experimentos de adi¢cdo e

recuperacao;
Determinar os LOD e LOQ do método analitico proposto;

Preparar microemulsdes de amostras de Oleos vegetais brutos e/ou refinados de

diferentes fontes vegetais e, também, de azeites de oliva extravirgens e refinados;

Determinar a concentragdo total de Fe nas microemulsdes das amostras de 6leos

vegetais.
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3. Parte Experimental

3.1. Reagentes, solucoes e amostras

Para o preparo das microemulsdes e solugdes, foram utilizados frascos e vidrarias
previamente lavados e descontaminados, utilizando-se banhos de detergente neutro 5% (v
vl) (Merck®, Extran® MA 02) e de HNOs 10% (v v'!), respectivamente. Apos 24 h de
imersao nos referidos banhos, os frascos e vidrarias foram abundantemente enxaguados
com 4gua ultrapura, obtida por destilagio e posterior purificagio em um sistema Milli-Q®

(Millipore), e secados a temperatura ambiente.

No preparo das microemulsdes e/ou solugdes foi utilizada 4gua ultrapura,
1-propanol (Sigma-Aldrich®, 99,5%), Triton® X-100 (Merck®, P.A.), 6leo mineral leve
(TEDIA®, Mineral Oil, Light, MR1284-002) e 4cido nitrico ultrapuro, obtido por
purificagdo em sistema de destilagdo de acidos DuoPUR® (Milestone, Sorisole, Itilia), a

partir do qual foram preparadas solug¢des acidas de menor concentragao.

Solugdes de referéncia (padrao) de Fe foram preparadas mediante dilui¢des
apropriadas a partir de uma solugio estoque de Fe (1000 + 4) mg L™ (Specsol®), e foram

utilizadas nos procedimentos de calibra¢do para a obtencao das curvas analiticas.

Amostras de 6leos de soja, girassol, milho e de canola, brutos e refinados, de um
mesmo lote do processamento industrial, foram fornecidas pelo laboratério de controle de

qualidade de uma industria de 6leos vegetais localizada na cidade de Maringa, Parana.

Amostras de azeites de oliva extravirgens e refinados, e de 6leo refinado de

algodao foram adquiridas no comércio local da regido de Maringd, Parana.

3.2. Instrumentacio e condicoes de operacao

Neste trabalho foi empregado um espectrometro de absor¢ao atdmica com chama
(Varian® SpectrAA-240FS, Australia), equipado com uma ldmpada de deutério para a
corre¢do do sinal de fundo e alimentado com acetileno (99,7%, Linde®) e ar. Como fonte
de radiacao, foi utilizada uma lampada de catodo oco multielementar (Cu, Fe, Mn e Zn)

(Varian® SpectrAA lamp).

As amostras foram diretamente analisadas na forma de microemulsoes,
empregando-se o processo de introdugdo continua de amostra, e os sinais de absorvancia

foram registrados em altura de pico de absor¢do atomica. As condigdes instrumentais
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utilizadas nas medidas por F AAS foram aquelas sugeridas pelo fabricante do
equipamento, exceto com relagdo ao valor da taxa de aspiracdo, e estdo apresentadas na

Tabela 2.

Tabela 2. Condig¢des instrumentais empregadas na analise direta de amostras de 6leos
vegetais na forma de microemulsdes para a determinacao de Fe por F AAS.

Pardmetros instrumentais
Comprimento de onda (nm) 2483
Corrente de operagdo da lampada (mA) 10,0
Largura da fenda espectral (nm) 0,2
Razio do fluxo dos gases da chama Ar/C>H, (L min™) 13,5/2
Taxa de aspiracdo (mL s™) 0,13
Corretor de sinal de fundo Lampada de deutério

3.3. Preparacio das microemulsées

Para o preparo das microemulsoes de oOleos vegetais, foram testadas,
aleatoriamente, dez diferentes proporcdes de: fase apolar (250,0 uL a 1100,0 pL de
amostra de 6leo vegetal); tensoativo (100,0 uL a 800,0 uL de Triton® X-100) e de
co-tensoativo (2,80 mL a 4,40 mL de 1-propanol), sendo fixado o volume da fase polar
(100,0 pL de solucdo aquosa acidificada). Selecionou-se experimentalmente a
composi¢do quimica mais adequada, e as microemulsdes de 6leos vegetais utilizadas para
as determinacdes de Fe foram preparadas utilizando-se 250,0 pL. de amostra, 4,40 mL de

1-propanol, 250,0 uL de Triton® X-100 e 100,0 uL de solugio de HNOs3 50% (v v'!).

Para simular as microemulsdes de dleo vegetal, duas microemulsdes de 6leo
mineral leve, com diferentes constitui¢oes, foram otimizadas e denominadas OM e OM+.
A microemulsdo OM foi preparada com a utilizagdo de 250,0 pL de 6leo mineral leve,
4,40 mL de 1-propanol, 250,0 uL de Triton® X-100 e 100,0 pL de solugdo de HNO3 50%
(v v, e a microemulsio OM+ foi preparada utilizando 350,0 pL de 6leo mineral leve,
4,28 mL de 1-propanol, 270,0 uL de Triton® X-100 e 100,0 pL de solucdo de HNO3 50%

(vvh.
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Quando necessario, o padrdo inorganico de Fe foi adicionado as microemulsdes,
em pequenos volumes, junto a solugdo de HNO; 50% (v v''), para evitar a
desestabilizacdo termodinamica do sistema. A quantidade total adicionada de fase aquosa
acidificada na microemulsao foi sempre de 100,0 uL, considerando-se a adi¢do ou ndo da

solucao do padrao aquoso de Fe.

Todas as microemulsdes foram preparadas em frascos graduados de polipropileno
de 15 mL (Corning®), e homogeneizadas com a utilizagio de agitador do tipo vortex

(IKA®, Vortex 1), durante 1 min, em rotagdo maxima.

3.4. Avaliacio da estabilidade quimica das microemulsoes

Com o intuito de se avaliar a estabilidade do sinal analitico, em termos de
absorvancia, foram realizadas analises de estabilidade para as microemulsdes de 6leos
vegetais brutos e refinados de soja, milho, girassol e canola, contendo a adi¢do de Fe nas
concentracdes de 0,500 mg L' e 1,00 mg L. Para essa avaliacdo, as medidas de

absorvancia foram realizadas a cada 60 min, em um periodo de 8 h.

3.5. Avaliacao do procedimento de calibracio para a determinacio de Fe
nas microemulsoes por F AAS

Para a otimizac¢ao do procedimento de calibragcdo externa, foi avaliada a utilizagdo
das seguintes solugdes, como diferentes meios para a preparagdo das solugdes padrao de
Fe, empregadas na preparagdo da curva analitica: meios das microemulsdoes OM e OM+,
meio da solugdo do branco analitico (BA) e meio de 1-propanol acidificado (PA). O
preparo das microemulsdes OM e OM+ e solucdbes BA e PA foram realizados

adicionando-se os volumes de reagentes apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Quantidades de reagentes utilizados para o preparo de microemulsdes OM e
OMH+, e solugdes BA ¢ PA.

Microemulsio  Oleo mineral Triton® X-100 1-propanol HNO3 50%

ou leve (uL) (mL) vvh
solucao (nL) (nL)
OM 250,0 250,0 4,40 100,0
OM+ 350,0 270,0 4,28 100,0
BA - 250,0 4,65 100,0
PA - - 4,90 100,0

Primeiramente, realizou-se a avaliagdo da estabilidade das microemulsées OM ¢
OM+, com relacdo a estabilidade do sinal analitico representado em termos das
absorvancias obtidas para os diferentes meios, contendo 0,500 mg L' de Fe, a partir de

medidas por F AAS ap6s um periodo de 4 h e de 20 h.

Em seguida, foi avaliada a existéncia ou ndo de interferéncias sobre a aquisi¢cao
dos sinais de absorvancia a partir da obten¢do de curvas analiticas, empregando-se o
procedimento de calibragcdo externa. Essas curvas de calibragdo foram preparadas com
solucdes padrdao aquosas de Fe, preparadas nos meios OM, OM+, BA e PA supracitados,
cujas concentragdes variaram de 0,100 mg L' a 1,00 mg L. O procedimento de
calibracao de adi¢dao de analito também foi utilizado para a obten¢do de curvas analiticas
em meios de microemulsdes de oOleos brutos de milho, girassol, soja e canola,
considerando-se a mesma faixa de concentragdes de Fe, para fins de comparagdo das

sensibilidades analiticas.

3.6. Validacio do procedimento analitico proposto
A validagdo do procedimento analitico proposto foi realizada mediante a obtengdo

dos seguintes parametros:
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e Limites de deteccao (LOD) e de quantificagdo (LOQ) do método analitico.

Calculou-se 0 LOD e o LOQ de acordo com as recomendagdes da IUPAC, em
que LOD = 3 X Gbranco/b c LOQ = 10 X Gbranco/b; SendO Obranco — deSViO
padrio da média de dez medidas obtidas para dez solugdes do branco

analitico, e b = sensibilidade da curva analitica (AMALIS et al., 2012).

e Sensibilidade, representada pelo coeficiente angular da equagao da curva de
calibracdao, obtida por regressdo linear, pelo procedimento de calibracao

externa;

e Repetibilidade, avaliada pela precisdo (desvio padrio relativo, RSD) das
medidas realizadas para as microemulsdes em um mesmo dia, para a obteng@o

de um sinal analitico médio;

e Linearidade do método, que € representada por uma faixa de concentragdes de
Fe em meio da solu¢do de referéncia. A faixa linear varia da concentracao
correspondente a0 LOQ até a maxima concentragdo que permite uma relagdo
direta entre o sinal analitico, em termos de absorvancia, e a concentracao do

analito.

e Exatiddo, avaliada pelas porcentagens de recuperagdo obtidas a partir de
experimentos de adi¢do e recuperagdo, realizados nas microemulsdes das
amostras contendo adi¢des de 0,100 mg L', 0,200 mg L' e 0,500 mg L' de
Fe.

3.7. Tratamento estatistico dos resultados

Quando houve a necessidade de comparar duas médias experimentais, para
verificar a existéncia de diferenga com significado estatistico entre os valores, aplicou-se
o teste t de Student “para duas amostras” em um nivel de 95% de confianga. Este teste
leva em consideragdo que o desvio padrdo populacional ndo ¢ o0 mesmo para o conjunto

de medidas (HARRIS, 2012).
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4. Resultados e discussao

4.1. Preparacio das microemulsoes

Primeiramente, com a finalidade de analisar-se diretamente amostras de oleos
vegetais na forma de microemulsdes, foi realizada uma revisdo bibliografica para se
verificar quais os reagentes e as suas propor¢des empregadas para o preparo de
microemulsdes de amostras de oleos de diferentes naturezas (AUCELIO et al., 2004;
SOUZA et al., 2006; JESUS, 2008; LYRA et al., 2010; NUNES et al., 2011; CUNHA et
al., 2012; LEITE et al., 2015; LIMA; SILVA; TEIXEIRA, 2015). A partir dessa revisdo,
foram testados diferentes volumes de amostra, n-propanol, solucdo aquosa acidificada e
Triton® X-100, para a obten¢do da formagio de microemulsdes das amostras de interesse.
Tais volumes foram definidos a partir de valores aproximados aos utilizados em
pesquisas que tratavam da utilizagdo de microemulsdes como procedimento de preparo de
amostras de biodiesel e Oleos vegetais, para a determinagdo de elementos tragco. Dez
testes foram realizados para a obtengdo das microemulsoes, alterando-se as proporgdes
dos reagentes utilizados para esse fim, sem, necessariamente, obedecer a um critério
especifico. As proporgdes dos reagentes, bem como os resultados dos testes, estdo sendo

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Experimentos realizados para a otimizagao das quantidades dos reagentes

necessarios para o preparo de microemulsdes das amostras de 6leos vegetais.

Oleo 1-propanol Triton® X-100 HNO; 50% (v v)
Experimento vegetal Resultado *
(mL) (nL) (uL)

(uL)
1 250,0 4,40 250,0 100,0 ME
2 350,0 4,28 270,0 100,0 ME
3 450,0 4,15 300,0 100,0 ME
4 750,0 3,20 700,0 350,0 E
5 750,0 3,25 800,0 200,0 E
6 750,0 3,45 600,0 200,0 E
7 1000,0 3,20 700,0 100,0 ME
8 1100,0 2,80 100,0 100,0 E
9 1100,0 3,00 800,0 100,0 E
10 1100,0 3,08 720,0 100,0 E

aME = microemulsido; E = emulso.

Entre os dez experimentos realizados, apenas os experimentos 1, 2, 3 e 7

resultaram em microemulsdes visivelmente transparentes e estaveis. Para os demais

experimentos, formaram-se emulsdes instaveis, resultando em uma rapida separacao das

fases aquosa e de 6leo. O aspecto visual de 6leos vegetais puros, bem como de oOleos

vegetais sob as formas de emulsdo e microemulsdo, respectivamente, estdo apresentados

pela Figura 3. Pode-se observar a transparéncia da microemulsdao (C), enquanto que a

emulsdo (B) mostra-se opaca e leitosa.

Figura 10. Aspecto visual do 6leo vegetal puro e 6leo vegetal sob as formas de emulsdo e
micromuldo, em que A) o6leo bruto de milho; B) emulsdo de 6leo bruto de milho; C)

microemulsdo de 6leo bruto de milho.
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No processo de realizagdo das medidas de absorvancia por F AAS, a amostra ¢
aspirada, nebulizada e transportada até o sistema de atomizacdo. Nesse processo, a
eficiéncia da etapa de introducdo de amostra estd diretamente ligada a sensibilidade e
exatiddo das medidas. Como a microemulsdo obtida mediante a realizagdo do
experimento 1 foi constituida por uma menor quantidade de 6leo e de agente tensoativo
em relagdo as quantidades empregadas nos outros experimentados apresentados na
Tabela 4, e como esses dois liquidos possuem maior viscosidade em relagdo 1-propanol e
agua, esta foi a microemulsdo selecionada para ser empregada durante a realizagdo das

analises.

Em vez da adicdo de solucdes padrdo organometalicas de Fe as microemulsdes
que necessitaram da presenga desse elemento em sua composi¢do, foi possivel a adicao
de solucdes padrao aquosas de Fe, sem a perda da estabilidade, a qual foi observada
visualmente a partir da inobservancia da separacao de fases. A utilizagdao de solugdes de
padrdes aquosos possibilitou ainda o barateamento das analises, devido ao menor custo
relativo desses padrdoes em relagdo ao custo dos padrdes organometalicos, além da
obtencdo de maior estabilidade para as microemulsoes (NUNES et al., 2011; AMAIS et
al., 2012). Foi possivel, ainda, a obtencdo de uma microemulsao acidificada com acido
nitrico, que evita perdas do analito por hidrélise e por processos de adsor¢do na superficie
do frasco utilizado para o seu preparo. As perdas do analito em solugdo acidificada sao
bem menores em relagdo as perdas que ocorrem em solugdes neutras ou alcalinas

(KRUG, 2010).

4.2. Avaliacao da estabilidade quimica das microemulsdes
Em procedimentos de andlise, ¢ importante que as amostras permanecam estaveis
quimicamente por um periodo de 3h, para que a estabilidade seja considerada suficiente

durante a realizacao de medidas analiticas (NUNES et al., 2011).

Com o intuito de se avaliar a estabilidade do sinal analitico em termos de sinal de
absorvancia, foram realizadas andlises de estabilidade para microemulsdes de o6leos
vegetais contendo a adi¢do de Fe nas concentragdes de 0,500 mg L' e 1,00 mg L™!. Para
essa avaliacdo, as medidas de absorvancia foram realizadas a cada 60 min, em um

periodo de 8 h.
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A partir desse estudo, verificou-se que as microemulsdes dos Oleos brutos e
refinados de canola, girassol e soja e, também, do 6leo refinado de milho, em relagdo as
concentragdes adicionadas de Fe de 0,500 mg L' e 1,00 mg L', mantiveram-se estaveis
por aproximadamente 6h e 4h, respectivamente. As microemulsdes de 6leo bruto de
milho, porém, mantiveram-se estaveis durante 4h e 3h, para as concentragdes adicionadas
de Fe de 0,500 mg L' e 1,00 mg L', respectivamente, ou seja, durante tempos
relativamente menores em relacdo a estabilidade observada para as demais

microemulsdes. Tais resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Estabilidade do sinal analitico para adi¢cdes de 0,500 mg L' e 1,00 mg L™! de
Fe em microemulsdes de 6leos vegetais brutos e refinados.

Estabilidade (h)

Microemulsio Adigio de 0,500 mg L' Adicdo de 1,00 mg L-!
de Fe de Fe

Oleo bruto de soja

Oleo bruto de girassol

Oleo bruto de canola

Oleo bruto de milho

Oleo refinado de soja

Oleo refinado de girassol

Oleo refinado de canola

NN~
NI N N NIV R N NE Y

Oleo refinado de milho

A diminuicdo da estabilidade do sinal analitico obtido para as microemulsdes
adicionadas de 1,00 mg L' de Fe em relagdo a estabilidade do sinal analitico obtida para
as microemulsdes adicionadas de 0,500 mg L' de Fe pode ser explicada em termos das
reacOes de oxidacdo dos Oleos vegetais catalisadas por ions de Fe. Conforme
anteriormente descrito na secao 1.3 do texto desta dissertacdo, as reagoes de oxidacdo em
acilglicerdis sdo catalisadas por ions do referido elemento. Nesse processo, quanto maior
a concentracdo ions de Fe, mais rdpida ¢ a degradacao dos acilglicerdis, e quanto mais
susceptivel a oxidacao € o acilglicerol, maior ¢ a velocidade de oxidacao (CHOE e MIN,
2006). Além disso, segundo Melo (2009), na degradacdo de Oleos vegetais, sdo

observadas mudancas na viscosidade.

Como a viscosidade da solugdo aspirada na anélise por F AAS esta diretamente

relacionada a eficiéncia da aspiragdo, nebulizacao e transporte do aerossol formado até o
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sistema de atomizacdo, pode-se sugerir uma explicacdo para a observagdo da referida
diminui¢ao da estabilidade do sinal analitico, em termos da ocorréncia de uma maior taxa
de oxidacdo do 6leo contaminado com uma maior concentragdo de Fe, contribuindo para
um aumento da viscosidade do meio e, consequentemente, para o transporte de uma

menor quantidade absoluta do analito até a chama.

Pode ser destacado, também, que as concentragdes de Fe adicionadas em
microemulsdo de dleo bruto de milho mantiveram-se mais instaveis, ou seja, sofreram
maior alteracdo ou diminui¢do em relagdo as concentragdes de Fe adicionadas nos outros
tipos de microemulsdes. Tal observacao talvez possa ser explicada em fungdo de uma
maior presenga de substancias mais susceptiveis a oxidacdo em o6leo bruto de milho,
porém, tal explicagdo poderia ser confirmada apenas mediante a realizagdo de estudos

complementares, os quais ndo foram realizados.

4.3. Otimizacao do procedimento de calibracao

Apbs a definicdo das quantidades dos reagentes a serem empregados para a
formagao e obtencdo das microemulsdes de amostras de dleos vegetais, foi necessaria a
realizacdo da otimizagdo do preparo de uma solucdo/microemulsdo de referéncia (meio
de referéncia), a ser empregada no processo de calibragdo do método analitico proposto
para a determinacdo de Fe por F AAS, com a finalidade de simular a matriz da amostra,
minimizando a diferenca entre os niveis de eficiéncia com que as amostras e solucdes de

referéncia seriam aspiradas e levadas até o sistema de atomizagao.

Tal estudo, justificou-se pelo fato de o meio de referéncia ndo ser preparado com a
adicdo de oOleo vegetal, cuja elevada viscosidade relativa influencia a eficiéncia do
processo de nebulizacdo e transporte do aerossol da amostra até o sistema de atomizagao
(chama). Por isso, foram avaliados quatro possiveis meios de referéncia (microemulsdes
OM e OM+ e solugdes BA e PA), a fim de simular as microemulsdes de oleos vegetais,
obtendo uma compatibilizagdo das eficiéncias de aspiracdo, nebulizacdo e transporte do
aerossol dos diferentes tipos de microemulsdes até a chama (etapa de introdugdo da

amostra).

Dessa forma, torna-se possivel a comparagdo de sinais analiticos obtidos para as
solucdes/microemulsdes de referéncia utilizadas para a obtencdo da curva analitica com

aqueles obtidos para as amostras. Portanto, o processo consistiu na otimizagdo de um
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meio que simulasse a matriz da amostra, em termos de eficiéncia da etapa da introdugao

da amostra no espectrometro de absor¢ao atdmica com chama.

Durante a otimizagdo do procedimento de calibracdo, foi avaliada a utilizagdo de

quatro possiveis meios de referéncia:
a) microemulsdo denominada OM;
b) microemulsdao denominada OM+;
¢) solucdo de propanol acidificada, denominada PA;

d) solugdo do branco, denominada BA.

Avaliando-se a utilizagdo dos quatro possiveis meios de referéncia, buscou-se
selecionar um deles para a preparacdo das solugdes de referéncia de Fe, empregadas no

processo de calibragdo do método analitico proposto, para a obtencdo da curva analitica.

Para tanto, o meio de referéncia selecionado deve-se ajustar a matriz da amostra
da melhor forma possivel em termos de eficiéncia de formagao do aerossol e transporte
do analito até o sistema de atomizacdo do espectrometro de absor¢do atomica com
chama, evitando-se variagdes nas taxas de aspiracdo e atomizagdo. O preparo das
microemulsdes OM e OM+, bem como o preparo das solugdes PA e BA foram

previamente apresentados na Tabela 3.

Avaliou-se, primeiramente, a possibilidade da obten¢cdo de microemulsdes das
amostras, preparadas com os Oleos vegetais, e da obtengdo de microemulsdes de
referéncia, preparadas com diferentes quantidades de 6leo mineral leve (microemulsdes
OM e OM+), que possibilitassem obter as eficiéncias muito proximas de introdugdo do
analito no sistema de atomizacao a partir da sua aspiragdo pelo espectrometro de absor¢ao
atOmica com chama. Para isso, iniciou-se a otimizacdo do procedimento de calibragdo,

avaliando-se a utilizagdo das microemulsdes OM e OM+.

4.3.1. Avaliacdo da estabilidade do sinal analitico para as microemulsoes de
oleo mineral leve

Em uma tentativa de obtencdo de compatibilizacdo entre as eficiéncias de

introdugdo das microemulsdes de Oleos vegetais e de 6leo mineral leve, foi avaliada a
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utilizacao de duas microemulsdes de 6leo mineral (OM e OM+), preparadas mediante
duas diferentes quantidades do referido 6leo. Apos o preparo das microemulsoes, avaliou-
se a obtencdo de sinais de absorvancia (sinal analitico) nos tempos de 4 h e 20 h para
ambas as microemulsdes contendo diferentes volumes de 6leo mineral, as quais foram
adicionadas de 0,500 mg L' de Fe. Os resultados obtidos dessa analise estdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Intensidades de absorvancia obtidos por F AAS para as microemulsdes OM e
OM-+ adicionadas de 0,500 mg L' de Fe (média + desvio padrio; n = 3).

Microemulsao* Absorvancia RSD (%) Intervalo de medida (h)
OM 0,0396 +0,0010 2,5 4
OM+ 0,0409 + 0,0010 2,4 4
OM 0,0413 £ 0,0010 2,4 20
OM+ 0,0286 + 0,0006 2,1 20

* OM: microemulsio preparada com a adi¢do de 250,0 pL de 6leo mineral leve; OM+:
microemulsdo preparada com a adi¢do de 350,0 uL de 6leo mineral leve.

Foi realizada uma analise estatistica para comparacdo dos resultados apresentados
na Tabela 6, aplicando-se o teste t em um nivel de confianca de 95% (p < 0,05),
considerando-se que o desvio padrdo populacional ndo ¢ o mesmo para o conjunto de
medidas (HARRIS, 2012). No nivel de confian¢a considerado, ndo foi observada
diferenca significativa entre os sinais de absorvancia médios obtidos para as
microemulsdes OM e OM+, quando preparadas e analisadas em um intervalo de 4 h. Por
1sso, pode-se dizer que apesar de serem constituidas por quantidades diferentes de 6leo
mineral leve, as duas diferentes microemulsdes comportaram-se de forma semelhante no
sistema de introdu¢do de amostras do espectrometro de absor¢do atdomica com chama.
Porém, quando preparadas e analisadas em um intervalo de 20 h, foi observada diferenca
significativa entre os valores médios de absorvancia obtidos para as microemulsdes OM e
OM-+. Pode-se observar que a microemulsao contendo 100,0 uL a mais de 6leo mineral
leve, OM+, ndo manteve sua estabilidade em termos de sinal analitico, em um periodo de

20 h. J4 a microemusdao OM manteve a sua estabilidade durante esse mesmo periodo.
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Mediante os resultados apresentados na Tabela 6, observou-se que a eficiéncia da
introdugio das microemulsdes OM e OM+ contendo 0,500 mg L' de Fe, por aspiragio
continua no espectrometro de absor¢do atomica com chama, possibilitou a obtengdo de
uma mesma taxa de transporte do analito até o sistema de atomiza¢do (chama), devido a

obtenc¢do de médias significativamente iguais para as medidas de absorvancia realizadas.

Desse modo, os experimentos realizados para otimizagao do procedimento de
calibragdo externa, a ser empregado no método analitico proposto, passaram a ser
realizados utilizando-se a microemulsdo OM, por apresentar estabilidade em termos do
sinal analitico, proporcionada, provavelmente devido a utilizagdo em sua preparagao de
uma menor quantidade de dleo mineral e de agente tensoativo. Por consequéncia, €
possivel sugerir uma diminui¢ao no custo da analise, devido a redug@o da quantidade dos

referidos reagentes.

4.3.2. Avaliaciao do efeito dos diferentes meios de calibracio para a obtencio
da curva analitica

Uma vez descartada a microemulsdo OM+, prossegui-se o estudo com vistas a
otimizacdo do procedimento de calibragdo para o método proposto, avaliando-se os
demais meios que poderiam ser empregados como referéncia. Esses trés meios foram: a)

propanol acidificado (PA); b) branco analitico (BA); ¢) microemulsao OM.

Foram preparadas curvas analiticas para a determinacdo de Fe, obtidas com a
utilizacdo de solucdes de referéncia preparadas nos meios da microemulsiao OM, da
solucdo PA ¢ da solucdo BA. As sensibilidades de determinacdo do método analitico
proposto, obtidas a partir de cada uma das trés curvas analiticas mencionadas, foram
comparadas as sensibilidades das curvas analiticas obtidas pelo método de adigdao de
analito em meio de microemulsdes das amostras de 6leo bruto de canola, girassol, milho
e de soja. Optou-se pela realizagdo da comparacdo com as microemulsdes dos 6leos
vegetais brutos, devido a sua maior complexidade, em termos de matriz, em relacdo aos

oleos refinados.

Conforme anteriormente mencionado, as microemulsdes mantiveram-se estaveis
por um periodo de aproximadamente até 4h, apds o seu preparo, e, por isso, as amostras
foram preparadas e analisadas por F AAS, respeitando-se o referido tempo permitido para

a analise.
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As curvas analiticas foram obtidas utilizando-se solu¢des padrao de Fe preparadas

nos possiveis meios de referéncia BA, OM e PA, mediante aplicacdo do procedimento de

calibragdo externa (sem a adi¢do de analito) e, também, do método de calibragdo de

adicdo de analito. Os resultados obtidos referentes aos pardmetros analiticos de cada

curva estao sendo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Parametros das curvas analiticas obtidas para a determinagdo de Fe nas
microemulsdes de oOleos vegetais brutos e de O6leo mineral leve por F AAS,
empregando-se o procedimento de calibracdo externa e o método de adi¢ao de analito.

. Método de Equacéo de RS]C) RS(P e
Meio calibracio ? regressio linear P b a r
%) (%)
Microemulsdo  Semadigdo 5654 0400012 23 333 0,9988
OM de analito
BAf Semadicdo ) (654.C+0,0005 1.1 40 09998
de analito
PAE Semadicdo  \ _0617.04 00009 2.0 889 09986
de analito
Microemulsdo  Adicdode 0741 ¢ 100106 2.0 09 09993
Oleo de soja analito
Microemulsao  Adigdode 200100121 38 33 0.9996
Oleo de milho analito
Microemulsdo — Adigaode  , _ 5751 ¢4 00130 1.7 86 09995
Oleo de girassol analito
Microemulsdo  Adicdode  \ _ 07130100021 1.1 524 0,995
Oleo de canola analito

# Curvas analiticas obtidas com solugdes padrao de Fe 0,100; 0,200; 0,500; 0,700 e 1,00
mg L!;® A = absorvancia e C = concentragdo Fe (mg L); © RSD do coeficiente angular

da curva analitica; ¢ RSD do coeficiente linear da curva analitica;

[§

coeficiente de

correlacdo da curva analitica; * branco analitico; & solu¢do de propanol acidificado.
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Mediante observagdo das curvas analiticas obtidas pelo método de calibragao de
adicao de analito para todas as amostras de Oleos vegetais brutos, verificou-se que as
sensibilidades de determinacdo obtidas a partir das referidas curvas foram semelhantes

entre si, considerando-se:
a) a aplicagdo do método analitico proposto em analises de rotina;

b) que as quatro curvas de calibragdo obtidas pelo método de adigdao de analito
nao foram obtidas em um mesmo momento, mas sim em tempos distintos em um periodo

de dez dias;

c) que as quatro curvas foram obtidas utilizando-se microemulsdes de oleos

vegetais brutos, associados a matrizes relativamente complexas;

d) que as sensibilidades de determinagdo foram aceitaveis, obtendo-se um

coeficiente de variacao 6,7% entre elas.

Dessa forma, pode-se dizer que, em fungdo da maior complexidade do oleo
vegetal bruto utilizado para o estudo de comparagdo supracitado, os resultados obtidos
podem ser extrapolados e considerados para a andlise direta de microemulsdes preparadas
a partir de amostras de oleos relativamente menos complexas, tais como as de 6leos

vegetais refinados, independentemente da fonte vegetal considerada.

Mediante os resultados apresentados na Tabela 7, pode-se verificar que a
inclinacao (sensibilidade de determinacdo) da curva analitica obtida em meio da solugdo
PA, constituida apenas por solugdo acidificada de 1-propanol, ¢ menor em relacdo as
sensibilidades obtidas a partir das curvas analiticas obtidas em meio da solugdo BA e da
microemulsdo OM, indicando possivelmente que a adicdo de surfactante eleva a
sensibilidade de calibracdo. Este fato pode ser explicado em razdo da diminui¢do da
tensdo superficial do meio, ocasionada pela adi¢io do surfactante Triton® X-100,
aumentando, assim, a eficiéncia de nebulizagdo e transporte do liquido até o sistema de
atomizac¢do (chama) do espectrometro de absor¢do atdomica. Dessa forma, descartou-se a
possibilidade de utilizar a solugdo PA como solu¢do de referéncia para preparagdo das

solucdes padrao da curva analitica.

Além disso, observando-se a Tabela 7, foi verificado que as sensibilidades de
calibragdo das curvas analiticas preparadas empregando-se os meios de microemulsido

OM e solugdo BA ndo se apresentaram estatisticamente diferentes, em um nivel de
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confian¢a de 95%, aplicando-se o teste t. Tal resultado indicou que a microemulsaio OM
comportou-se de forma semelhante a solugdo BA no sistema de introdu¢ao de amostras

considerado.

Foi observado, também, que a repetibilidade das medidas obtidas para o primeiro
ponto da curva analitica em meio da solugdo BA foi maior em relagdo a repetibilidade das
medidas obtidas para o primeiro ponto da curva analitica em meio de microemulsao OM.
Esses resultados podem ser observados pelos valores de RSD dos coeficientes lineares
das curvas analiticas: 33,3% para o meio de microemulsao OM, e 4,0% para o meio de

solucdao BA.

Com base nas observagdes acima e considerando-se que: a) a microemulsao OM ¢
constituida de 250,0 pL de 6leo mineral leve, 4,40 mL de 1-propanol, 250,0 uL de
Triton® X-100 e 100,0 pL de solugio de HNO3 50% (v v'!); b) a solugiio BA ¢ constituida
de 4,65 mL de 1-propanol, 250,0 uL de Triton® X-100 e 100,0 uL de solugdo de HNO;
50% (v v''), pode-se considerar que a adi¢do de 6leo mineral leve para a preparagio de
microemulsdes nao dificulta a eficiéncia de aspiragdo e transporte do liquido até o
sistema de atomizacdo, pois a sensibilidade de determinagdo foi a mesma para as duas
curvas analiticas obtidas em meio de solucdo BA e microemulsdo OM, indicando que o
aumento de viscosidade proveniente da adicdo de 6leo ¢ de magnitude proporcional a
diminui¢do da viscosidade do sistema na formag¢do de microemulsdes. Portanto, a
utilizacdo da microemulsao OM como meio de referéncia do procedimento de calibragao
a ser empregado para a andlise direta das amostras de 6leos vegetais brutos e refinados na

forma de microemulsdes por F AAS pode ser descartada.

Em razdo dos resultados apresentados na Tabela 7, portanto, selecionou-se a
solucdo BA para ser o meio de referéncia para a preparacao das solucdes padrao a serem
empregadas no procedimento de calibragdo externa, pelo fato de a sensibilidade
(inclinacdo) da curva analitica obtida nesse meio ser proxima as sensibilidades das curvas

obtidas pelo método de calibracdo por adigdo de analito para amostras de 6leos vegetais.

Os coeficientes de variagdo entre as sensibilidades das curvas analiticas obtidas
pelo método de adigdo de analito, comparado aos valores de sensibilidade para a curva
analitica obtida em meio da solucdo BA, variaram de 2,2% a 8,8%. Ja as razdes entre as
sensibilidades das curvas de calibragdo por adi¢do de analito e a sensibilidade da curva de

calibracao normal (BA), variaram de 0,97 a 1,13.
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Em analises de rotina, torna-se vantajosa a utilizagdo de métodos analiticos que
sejam rapidos, de facil realizacdo e de baixo custo relativo. Neste trabalho, além das
amostras de 6leos vegetais brutos e refinados terem sido analisadas diretamente na forma
de microemulsdes para a determinagdo de Fe, em concentragdes relativamente baixas por
F AAS, o método proposto permitiu a utilizagdo do procedimento de calibragcdo externa
para a realizagdo da calibragdo, empregando-se solucdes de referéncia preparadas em
meio da solu¢do do branco analitico (BA). Isso contribui para uma simplificagdo do

processo de calibracdo, conferindo-lhe maior praticidade e rapidez.

4.4. Validacao do método analitico

4.4.1. Determinacio dos Limites de detec¢cao (LOD) e de quantificacio (LOQ)
Os limites de deteccdo e de quantificagdo sdo figuras de mérito que fazem parte da

caracterizacdo de uma metodologia analitica (AMAIS et al., 2012), e representam as

concentragdes minimas de analito que podem ser detectadas e quantificadas,

respectivamente, pelo método analitico.

Os valores de LOD e o LOQ determinados para o método analitico proposto
foram de 0,020 mg L' e 0,066 mg L' de Fe em microemulsio, respectivamente, e de 0,4

e 1,3 mg kg de Fe em 6leo, respectivamente.

Gonzélvez et al. (2010) desenvolveram um método para a determinagdo de Fe em
amostras de 6leos vegetais por ICP OES, utilizando a digestao acida assistida por micro-
ondas como procedimento de preparo de amostra, para o qual obtiveram um LOQ de
0,0079 mg L', valor aproximadamente 10 vezes menor que o LOQ obtido pelo método

proposto neste trabalho para a determinagio de Fe, o qual foi de 0,066 mg L',

Portanto, pode-se dizer que o método proposto pode ser empregado como uma
alternativa vidvel e atrativa para a determinacgao de concentragdes relativamente baixas de
Fe, destacando-se a vantagem de envolver a aplicagdo de um procedimento de andlise
direta de amostras de Oleos vegetais. Assim, elimina-se a necessidade de utilizagdo de
procedimentos de digestdo, possibilitando a reduc¢ao de processos de contaminacgdo e de
manipulacdo da amostra, bem como diminui-se o tempo de andlise e de custos envolvidos

na sua realizacao.
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4.4.2. Experimentos de adicio e recuperacio (exatidio)

Para avaliar a exatidio do método analitico proposto e, também, a existéncia de
interferéncias de matriz na determinagdo de Fe, microemulsdes de amostras de oleos
vegetais brutos e refinados de canola, girassol, milho e de soja foram enriquecidas com
trés niveis diferentes de concentragdes de Fe iguais a 0,100 mg L™!, 0,200 mg L' e 0,500

mg L.

As recuperacdes obtidas, apresentadas na Tabela 8, variaram de 84% a 105%,
indicando auséncia ou ocorréncia de interferéncias de matriz dentro dos limites
aceitaveis. A faixa aceitdvel de recuperagdes, quando o analito estd presente em
concentracdes entre 0,1 mg L™ a 10,0 mg L', ¢ de 80% a 110%, definidos pelo manual
de politicas e procedimentos da Association of Official Analytical Chemist (AOAC),
Peer-Verified Methods Program, Manual on Policies and Procedures (1998) AOAC
INTERNATIONAL, Gaithersburg, MD.

Considerando-se que foram analisados 6leos de diferentes fontes vegetais e,
portanto, associados a matrizes relativamente distintas entre si, sob a mesma forma, e que
as recuperacdes variaram de 84% a 105%, os resultados obtidos indicaram uma robustez

relativa método analitico proposto.
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Tabela 8. Experimentos de adi¢do e recuperacao realizados para microemulsoes de 6leos
vegetais adicionadas de 0,100, 0,200 e 0,500 mg L de Fe, analisadas diretamente por
F AAS (média + desvio padrdo; n = 3)

Adicao de Fe, mg L!
Amostra
0,100 0,200 0,500
Oleo bruto de soja 89+3 94 +2 91 +2
Oleo bruto de milho 90 + 4 88 +3 84 +2
Oleo bruto de girassol 92+1 92+4 90 +2
Oleo bruto de canola 104 +2 100 + 4 102 + 1
Oleo refinado de soja 103 £3 96 + 4 93+3
Oleo refinado de milho 105+6 98 +2 93+£2
Oleo refinado de girassol 99 +7 90+4 95+£2
Oleo refinado de canola 101 +3 96 + 5 101 £5

Observou-se que as recuperagdes obtidas para as adi¢des de 0,200 mg L' e
0,500 mg L' de Fe em microemulsdes de 6leo bruto de milho foram as menores, sendo
iguais a (88 = 3) % e (84 £+ 2) %, respectivamente. Esses resultados podem ser explicados
pelo fato de as microemulsdes de 6leo bruto de milho serem menos estaveis do que as
demais microemulsdes avaliadas, em termos de sinal analitico, considerando-se a adicao
de Fe em maiores concentracdes, tal como sugerido na discussdo realizada na se¢do 4.2

deste trabalho.

Partindo-se do principio de que as amostras de Oleos brutos sdo relativamente
mais complexas em comparagdo as amostras de 6leos refinados, e que o procedimento
analitico proposto envolve a analise direta de amostras de Oleos vegetais, sem a
eliminacdo da matriz, pode-se considerar como analiticamente aceitdveis as menores
recuperacdes de 84% e 88%, obtidas para as microemulsdes de amostras de 6leo bruto.
Além disso, esses valores entdo contidos na faixa de recuperagdes aceitadveis, em fungao
da quantidade de analito, de 80% a 110% (GONZALEZ; HERRADOR; ASUERO, 2010;
MARTIN-CAMEAN et al., 2014).
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Baseando-se nos resultados apresentados na Tabela 8, foi possivel observar que os
valores de recuperagdes para as adi¢des de 0,10 mg L' de Fe em microemulsdes de 6leo
refinado de milho e soja, e de 6leo bruto de canola, foram os maiores e iguais a 105 £ 6,
103 £ 3 e 104 £ 2, respectivamente. Possivelmente, as maiores recuperacdes citadas para
o referido menor valor de adi¢do de Fe podem estar ligadas ao fato de que as
concentragdes originais de Fe nas trés amostras de odleos, que receberam as adigdes,
apresentaram-se abaixo do LOQ do método proposto. Também, a propria adicdo de
0,100 mg L' de Fe estava associada a uma concentragdo muito préxima ao LOQ,
contribuindo, dessa forma, para a obtencdo de resultados relativamente menos exatos,
porém, aceitaveis do ponto de vista analitico. Supracitado, foram associadas a resultados

exatos, as recuperacoes entre 80% e 110%.

4.5. Determinacio de Fe em amostras de 0leos vegetais na forma de
microemulsoes por F AAS

O método analitico proposto para a anélise direta de amostras de 6leos vegetais na
forma de microemulsdes para a determinagdo de Fe foi aplicado para a andlise de
amostras de 6leos brutos e refinados de canola, girassol, milho e soja, de um mesmo lote
de processamento industrial, ou seja, foram determinadas as quantidades de Fe nesses
Oleos antes e apds o seu processo de refinamento. Também foram determinadas as
concentragdes de Fe em amostras de 6leo refinado de algodao, azeite de oliva refinado,
dois tipos de azeites de oliva extravirgens e em 6leo composto refinado (85% de soja e
15% de azeite de oliva), todos adquiridos no comércio da cidade de Maringd, Parana. Os

resultados obtidos estdo sendo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Analise direta de amostras de 6leos vegetais na forma de microemulsdes para a
determinagado de Fe por F AAS (média + desvio padrao; n = 3).

Amostra Fe (mg kg™) RSD (%)

Oleo bruto de soja 2,72 £ 0,05 1,8

Oleo bruto de milho 3.74+0,11 2.9

Oleo bruto de girassol 3,67+0,19 5.2
Oleo bruto de canola <LOQ -
Oleo refinado de soja <LOQ -
Oleo refinado de milho <LOQ -
Oleo refinado de girassol <LOQ -
Oleo refinado de canola <LOQ -
Oleo refinado de algodio <LOQ -
Azeite de oliva refinado <LOQ -
Azeite de oliva extravirgem 1 <LOQ -
Azeite de oliva extravirgem 2 <LOQ -

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 9), foi possivel realizar a
determinagdo de Fe apenas em o6leos brutos de soja, milho e girassol. Nestes trés 0Oleos,
foram reduzidas as quantidades de Fe apds o processo industrial de refinamento, tendo
em vista que as concentragdes de Fe nos oleos refinados de girassol, milho e soja, foram
menores do que o LOQ determinado para o método proposto. Isso permite dizer que o

processo de refinamento dos Oleos em escala industrial que deu origem aos Oleos
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analisados, foi eficaz na remog¢ao de Fe, cujos ions metéalicos provocam a diminui¢ao da

estabilidade oxidativa de Oleos.

O RSD que representa a repetibilidade das medidas realizadas por F AAS, em
amostras de 6leos vegetais introduzidos sob a forma de microemulsdes, variou de 1,8% a
5,2%. A faixa de valores de RSD determinada neste trabalho foi semelhante a faixa de
precisoes determinada em método proposto por Nunes et al. (2011), cujos valores
variaram de 6% a 8%. O método proposto por Nunes et al. (2011) também utilizou o
preparo de amostras na forma de microemulsdes, porém as determinagdes de Fe foram
realizadas pela técnica de espectrometria de absor¢ao atdmica de alta resolucao com fonte

continua (HR-CS F AAS).

Para as demais amostras analisadas na forma de microemulsdes (Tabela 9), a
concentragdo de Fe apresentou-se abaixo do LOQ determinado para o método proposto

neste trabalho, nao podendo, portanto, ser quantificada.

5. Conclusoes

A utilizagdo do método analitico proposto para a analise direta de amostras de
6leos vegetais brutos e refinados na forma de microemulsdes para a determinacdo de Fe
por F AAS possibilita a minimizagdo da quantidade de reagentes utilizada para a
realizacdo das analises, como também envolve a utilizagdo de equipamento mais simples
para a preparagdo das microemulsdes (apenas um agitador do tipo vortex), em
comparag¢do a outros métodos analiticos, os quais fazem o uso de equipamentos de maior

custo e/ou mais sofisticados para os procedimentos de digestdo das amostras.

Por ser um método simples, rapido e de relativo baixo custo, o método proposto
de analise direta ¢ viavel para ser utilizado em andlises de rotina, como em analises de
controle de qualidade de Oleos vegetais, respeitando-se o tempo de estabilidade das

microemulsdes das amostras, de 3 h.

Os experimentos de recuperacdo realizados possibilitaram a obten¢do de valores
que variaram de 84% a 105%. Desta forma, o método analitico proposto ¢ adequado para
determinagdes de Fe com exatiddes aceitaveis. Por se tratar de um método de analise
direta de amostras complexas, para a quantificagdo de Fe em nivel trago, seu emprego

torna-se vantajoso, por aliar menores custos, praticidade e exatiddo adequados.
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Por fim, os LOD e LOQ obtidos para o método analitico proposto por este estudo
foram de 0,020 mg L' ¢ 0,066 mg L' de Fe em microemulsio, respectivamente, e de 0,4
e 1,3 mg kg de Fe em 6leo, respectivamente. A linearidade do método apresentou-se em
uma faixa relativamente ampla de concentragdes, variando de 0,066 mg L' a 8,00 mg L"!

de Fe nas microemulsdes.
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