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RESUMO

No presente trabalho foi desenvolvido um método para a determinagao de ferro em
amostras de azeite de oliva. O preparo da amostra, por microextracao liquido-liquido
dispersiva em fase reversa, (do inglés, reversed-phase dispersive liquid-liquid
microextraction — RP-DLLME), e a detecgdo por imagem digital, foi realizado
empregando o conceito de analise em frasco unico. A reagao colorimétrica do Ferro
(Fe) com tiocianato de amdnio (SCN) em meio acido foi empregada nos estudos de
otimizacdo do procedimento e determinacéo de ferro nas amostras de azeite. Os
seguintes parametros do procedimento, envolvendo as etapas de preparo e detec¢ao
foram avaliados: diferentes solventes organicos como agente dispersor, a acidez do
meio reacional, relagdo/propor¢ao entre a solucdo dos solventes dispersor/extrator,
concentragcao do ion SCN-, o tempo de agitacdo e o tempo de centrifugacédo. Apds o
ajuste das variaveis da etapa de preparo da amostra e detecgéo, foram estabelecidos
os seguintes valores: LQ= 1,13 mg L', e obtendo 99,9% de recuperagao de analito.
O método desenvolvido mostrou-se adequado na determinacao de ferro em amostras
comerciais de azeite de oliva, e como principais caracteristicas destaca-se como de
baixo custo, de simples de operagdo, emprego de um unico frasco para as etapas de
preparo de amostra e determinacdo de Fe3®', com foco nos principios da quimica
analitica verde.

Palavras-chave: RP-DLLME; ferro; imagens digitais; azeite.



ABSTRACT

In this work, a method was developed for the determination of iron in olive oil samples.
The sample preparation, by reversed-phase dispersive liquid-liquid microextraction
(RP-DLLME), and the detection by digital imaging, was carried out using the single-
flask analysis concept. The colorimetric reaction of iron (Fe) with ammonium
thiocyanate (SCN) in acidic medium was used in the studies to optimize the procedure
and to determine iron in olive oil samples. The following parameters of the procedure,
involving the preparation and detection steps, were evaluated: different organic
solvents as dispersing agent, acidity of the reaction medium, ratio/proportion between
the dispersing/extracting solvent solution, concentration of the SCN- ion, agitation time
and centrifugation time. After adjusting the variables of the sample preparation and
detection step, the following values were established: LQ = 1.13 mg L-",and obtaining
99.9% of analyte recovery. The developed method was shown to be adequate for the
determination of iron in commercial olive oil samples, and as main features it stands
out as low-cost, simple to operate, using a single flask for the sample preparation and
determination steps of Fe3*, with focus on the principles of green analytical chemistry.

Keywords: RP-DLLME; iron; digital images; olive oil.
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1 INTRODUGAO

Obtido a partir da maceragao do fruto da oliveira, o azeite de oliva é composto
por acidos graxos que possuem grande valor nutricional, trazem inumeros beneficios
para a saude, e tem sido identificado como um importante aliado na prevencao e
tratamento de doencas, como disturbios nos sistemas cardiovascular e nervoso,
auxiliando também na regulagao da imunidade, entre outros (GORZYNIK-DEBICKA,
2018).

Além disso, o crescente consumo desse produto, tem movimentado as
importagcdes nos ultimos anos, impactando na economia do pais, e direcionando o
mercado interno para o plantio de oliveiras e producdo de azeite. Sendo assim,
necessario o desenvolvimento de parametros para a quantificacdo de possiveis
contaminantes, entre eles, os contaminantes metalicos, que tem grande relevancia, e
que podem ser facilmente encontrados, ja que existem varios meios de propagagao
na natureza pelos poluentes, e até na forma de obtencao do azeite (MAPA, 2012; OIC,
2023).

Dentre esta classe de contaminantes destaca-se o ferro, que é essencial para
o desenvolvimento do ser humano desde a formacéao fetal. Porém, a presencga desse
metal pode depreciar o azeite causando a oxidagao, perda nutricional e a aquisigao
de caracteristicas rangosas (SOUZA, 2018; SANTOS, 2022).

Portanto, identificar e quantificar esse metal é de extrema necessidade. Para
isso utilizou-se o método de microextracdo liquido-liquido em fase reversa (RP-
DLLME), muito empregado em extracoes de metais, inclusive o ferro. Esse método se
caracteriza por extrair o analito de interesse de forma segura e precisa, movendo-o
para a fase aquosa e ja o qualificando quanto a sua natureza (LANCAS, 2009).
Sequencialmente, a partir da andlise de imagens em um sistema de coleta e leitura
que utiliza os canais RGB (Red, Green, Blue), quantificou-se o ferro existente em
amostras que continham o analito em concentragdes conhecidas (NUNES et al., 2021;
ABUGHRIN et al., 2022; MONOGAROVA, 2018).

Observando a importancia econémica e nutricional da matriz, objetivou-se
aqui desenvolver um método simples, de baixo custo e confiavel, de acordo com os

principios da quimica analitica verde, para determinagao do ferro.



11

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um método analitico de baixo custo para determinagao de ferro
em amostras de azeite de oliva, empregando o conceito de analise em frasco unico

(preparo e a determinagao do analito).

2.1.1 Objetivos especificos

a) Ajustar os parametros envolvidos no preparo da amostra por RP-DLLME
tais como: pH, temperatura de extragdo, tempo de centrifugagéo, e concentracao de
agente colorimétrico complexante;

b) Validar parcialmente o método;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Azeite de oliva

Os acidos graxos sdo moléculas organicas formadas por cadeias de carbono
e hidrogénio com uma extremidade acida. Eles s&o essenciais para a estrutura das
células, auxiliando na regulagdo imunologica, na producédo energética do corpo, tem
atividade anti-inflamatadria, retardam o desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
e disturbios do sistema nervoso (GORZYNIK-DEBICKA et al., 2018). Além disso, o
consumo de azeite de oliva tem sido associado a um melhor controle dos niveis de
agucar no sangue em individuos com diabetes tipo 2 (SCHWINGSHACKL;
HOFFMANN, 2014).

Os acidos graxos podem ser classificados como saturados, insaturados e poli-
insaturados, dependendo da presenca de ligagdes duplas entre os atomos de carbono
em suas cadeias (MOREIRA; CURY; MANCINI FILHO, 2002).

Essa gordura vegetal é rica em acido oleico, contendo cerca de 83% do total,
contém também outros acidos graxos como o acido linoleico, acido estearico, e acido
palmitico (GORZYNIK-DEBICKA et al., 2018), e é essa rica constituicdo que o torna
um componente importante para a dieta amplamente consumida em todo o mundo.

No Brasil, nos ultimos anos, houve aumento no consumo, que € validado pelo
aumento de importagdo, conforme pode ser observado na figura 2, que contém os

dados do International Olive Council (OIC). - (Conselho Internacional Oleicola).

Figura 2 - Consumo de azeite de oliva no Brasil nos ultimos anos

Consumo de azeite no Brasil
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Fonte: Adaptado de dados coletados no International Olive Council (OIC) (2023).
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A maior parte do azeite de oliva consumido no Brasil € importado,
principalmente de Portugal (I0C, 2023). Contudo, o aumento do consumo culminou
no aumento da produgéao interna, houve entdo a necessidade de estabelecer critérios
para comercializagdo. Assim, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA, 2012) determinou em 2012, por meio da Instrucdo Normativa n°1, as
caracteristicas fisico-quimicas, que conceituam e qualificam os diferentes tipos de
azeites, como é mostrado no quadro 1.

Para o azeite de oliva, deve-se considerar caracteristicas tais como seu nivel
de acidez, que expressa a concentragdo de acidos graxos, as propriedades
sensoriais, 0 método de extragdo, que deve ser unicamente fisico e nao deve utilizar
nenhum tipo de solvente. O uso de solventes necessita de uma etapa de refino que
remove, além das impurezas, vitaminas e polifendis, o que classifica esse 6leo como
refinado (MAPA, 2012).

Avalia-se, ainda, o grau de insaturagcdo dos acidos graxos presentes, pela
quantificacdo de iodo absorvido, e a verificacdo da existéncia e quantificagcao de
peréxidos, que seria o resultado da oxidagéo dos acidos graxos, que séo o produto de
interesse (MAPA, 2012).

A oxidacéo lipidica é um parametro de grande relevancia, ja que os acidos
graxos insaturados sao sensiveis podendo degradar-se quando exposto a alteracdes
de temperatura, exposi¢ao ao oxigénio, também catalisada por enzimas, ou ainda pela
presenga de contaminantes de carater metalico e os proprios peroxidos (SOUZA,
2018; LUO; HUANG; MITCHELL, 2022).
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Quadro 1- Caracterizagao e qualificagdo de 6leos derivados de azeitonas

Tipo de azeite

Extra Azeite de

virgem oliva

Caracteristica Virgem Lampante Azeite refinado

Acidez livre (%) <0,80 | =2,00 >2,00 <1,00 <0,30

indice perdxidos

< 20,00 * < 15,00 < 5,00
(mEqg.kg™)

Indice acidos
75-150 * * * *

graxos(mg.kg™)

indice de lodo (Wijs) 75-94

Teor de Fe (mg.kg™) <3

Teor de cobre

(mg.kg")

Teor de chumbo

<0,1
(mg.kg™)

Fonte: Adaptagiao de dados coletados da IN n° 1 de 30 de janeiro (2012).

Por isso, a presenca de metais deve ser observada e controlada, a normativa
do MAPA (2012) inclui valores maximos para alguns destes contaminantes, dentre
eles o Fe, chumbo (Pb) e cobre (Cu). A maioria dos metais sdo altamente nocivos
para o organismo humano, mas alguns possuem carater ambiguo, ou seja, sao
essenciais para o bom funcionamento do organismo em determinadas concentragdes,
porém sua ingestdo deve ser controlada para evitar o acumulo no organismo.

Na literatura encontram-se estudos que relatam a intoxicagéo pela ingestao
pelo Pb, citando efeitos nocivos no sistema nervoso central, disfungdes no pulméao, e
alteragdes hematolégicas (BALALI-MOOD et al., 2021). O Cu foi definido como um
precursor para o estresse oxidativo das células, inflamagdo de 6rgaos, e induz a
apoptose, que € a morte celular (LUO et al., 2021).

O acumulo de Fe no organismo também pode causar estresse oxidativo, e
como o0s outros metais ja citados, ele é altamente lipofilico, consequentemente,
dissolve-se facilmente em lipidios (AJEEL et al., 2021). Porém, consumimos
diariamente uma grande quantidade de ferro, sendo necessario para um homem

adulto 8 mg/dia, utilizados na manutengéao de varias fungdes do organismo, entre eles
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a sintese de biomoléculas, no transporte de oxigénio, na replicacdo e no reparo do
DNA, entre outros (BORTOLINI; FISBERG, 2010; MORALES; XUE, 2021).

Assim, a presenca Fe € um problema quando se observa a oxidagao de
alimentos, degradagdo que pode levar a obtencdo de caracteristicas sensoriais
desagradaveis, manifestando odor e sabor com tragos rangosos, além da perda de
funcao nutricional (SOUZA, 2018; SANTOS, 2022).

3.1.1 Contaminantes metalicos e a oxidacao lipidica

Tem-se grande parte de contaminantes metalicos oriundos dos processos
industriais, da agricultura, por meio do uso de fertilizantes, e outros tipos de poluentes.
Esses metais ndo se degradam naturalmente e, portanto, permanecem na natureza e
podem ser absorvidos pelo organismo humano pelo consumo da agua, de plantas e
seus derivados e pelo ar (ZHOU et al., 2022).

A degradacéo lipidica pode ser catalisada por varios fatores, pela hidrélise,
pela polimerizagdo, pela pirdlise, pela absor¢do de odores e sabores, mas,
principalmente pelo processo de oxidacdo. Na oxidagdo ocorre a transferéncia de
elétrons de uma substancia para outra levando a decomposicdo e formacado de
peréxidos (ARAUJO, 2004).

Em lipidios a presenga de metais é responsavel por facilitar a reacdo de
oxidacdo, chamada também de rancidez lipidica, que gera a deterioragéo dos acidos
graxos presentes (CAMPBELL-PLATT, 2015; SRINIVASAN; KIRK, 2019).

Considerando as implicagdes negativas que a simples presenga desse metal
pode ocasionar, e 0 aumento crescente do consume de azeite de oliva, que € um
alimento que pode sofrer deterioracdo em fungdo de sua acao, € indispensavel a

disponibilidade de métodos confiaveis para a determinagcao desse analito.
3.1.2 Métodos de preparo de amostras oleosas para determinagao de metais

Partindo do objetivo de qualificar e posteriormente quantificar um analito de
interesse, é necessario em primeiro lugar analisar as caracteristicas fisicas e quimicas
da matriz que sera explorada e do analito que se deseja extrair, como pH, solubilidade,
densidade, reatividade, dureza, polaridade, entre outros. Considerando esses

aspectos, na sequéncia essa amostra precisa passar pelo processo de preparo, que
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tem a finalidade de tornar a amostra adequada para a quantificagdo seja em
equipamentos especificos, seja para uma analise subsequente (LANCAS, 2009).

A matriz que sera analisada possui grande interacdo com metais pesados, e
essa seria a primeira dificuldade a ser observada na escolha do método de extragao.
Precisa-se ainda considerar que a quantidade de ferro encontrada pode ser a nivel de
traco, ja que esses metais podem ser oriundos de contaminagdo ambiental. Essas
caracteristicas tdo especificas exigem um método que seja preciso e com alta
sensibilidade.

Na literatura estao disponiveis muitos métodos de preparo de amostras como:

A extracao induzida por quebra de emulsédo — EIEB (do inglés, emulsion break-
induced extraction), com subsequente determinagao por espectrometria de absorg¢ao
atbmica em forno de grafite de fonte continua de alta resolu¢do - HR-CS GFAAS, (do
inglés, high resolution continuous source graphite furnace atomic absorption
spectrometry ) (LEAL, 2022).

A microextragdo liquido-liquido baseada em liquido i6nico - IL-DLLME (do
inglés liquid-liquid microextraction based on ionic liquid), e medigdo em espectrometro
de absorgdo atdbmica com chama - FAAS, (do inglés flame atomic absorption
spectrometry) (ADHAMI; ASADOLLAHZADEH; GHAZIZADEH, 2020).

Pela RP-DLLME, e consecutiva leitura em espectrometria de absorgao
atdbmica com chama (FAAS) (KALSCHNE et al., 2020).

A extracao liquido-liquido - LLE (do inglés liquid-liquid extraction) promove a
extracao do analito da fase aquosa, por meio de um solvente de polaridade contraria,
e, portanto, imiscivel em agua (REZAEE et al., 2010).

Muito utilizada, a LLE exige uma grande quantidade de amostra e de extrator,
gerando elevada quantidade de produtos. Para torna-la mais vantajosa e diminuir a
quantidade de produtos poluentes, foi desenvolvida a microextracdo dispersiva
liquido-liquido — DLLME (do inglés reverse-phase liquid-liquid microextraction), que
usa o0 mesmo método, mas com porgcdes menores tanto de amostra quanto de extrator
(REZAEE et al., 2006; REIS, 2018).

Na DLLME, com relagao aos solventes, devem possuir um extrator organico
apolar, e consequentemente, ser imiscivel em agua, e um dispersor com polaridade
compativel para ser soluvel no extrator e na fase oleosa (REIS, 2018).

Como ja descrito, o extrator possui caracteristicas apolares e, por defini¢éao,

tem pouca afinidade com espécies polares. Na qualificagcao de analitos metalicos, que


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/atomic-absorption-spectroscopy
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/atomic-absorption-spectroscopy
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possuem natureza polar, usa-se agentes quelantes, que os tornam elegiveis para
interacdo com o extrator. Porém em matrizes oleosas que possuem carater apolar
esse método é invalidado (REIS, 2018).

Como alternativa, desenvolveu-se a partir da DLLME a RP-DLLME, que utiliza
o solvente extrator/dispersor de forma inversa (HASHEMI et al., 2010). Dessa forma,
este método pode ser aplicado para amostras oleosas, extraindo os analitos metalicos

ou inorganicos para a fase aquosa.

3.1.3 Microextragao dispersiva liquido-liquido em fase reversa

Neste método de preparo de amostra, demonstrado na Figura 3, as partes
constituintes tém polaridades invertidas. A amostra oleosa € apolar, enquanto o
solvente é formado por um extrator de caracteristica polar e o dispersor se configura
parcialmente miscivel na fase aquosa e na fase organica, dando a esta solugéo carater
anfifilico.

Assim se pretende obter uma solugdo com miscibilidade suficiente na fase
oleosa organica, a ponto de concluir a captura e remo¢ao do analito para a fase
aquosa. Esse tipo de dispersor € obtido por meio da inser¢do de um alcool de cadeia
curta como o etanol (RAZIC et al., 2023; DELPINO, 2017).

A RP-DLLME possui varios atributos positivos alguns herdados da DLLME,
outros obtidos pelo aprimoramento, dos quais podemos destacar o baixo custo,
eficiéncia de extragao, a simplicidade de analise, tempo reduzido no desenvolvimento

da extracdo, e o menor volume de produtos nocivos (LANCAS, 2009).
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Figura 3 - Esquema do método RP-DLLME
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Considerando as vantagens, esse método tem sido amplamente utilizado para
extracdo de analitos de diversificadas matrizes oleosas, como pode-se observar na
tabela 1. Em amostras contaminadas de oleo vegetal isolante, aplicando técnicas de
otimizacao, foi possivel identificar Fe e Cu (TASISTRO, 2022). Aplicando o método
em amostras de dleo de peixe, OZZEYEK et al. (2020) recuperou cadmio. Pode ser
utilizada para identificar tanto analitos metalicos, como farmacos, obtendo étimos
valores de recuperagao, acima de 90% em todos os casos, sendo classificado pelos
autores um método de alta precisao e eficiéncia, o que o configura como adequado e

confiavel para o desenvolvimento deste método.



Tabela 1 - Lista de pesquisas desenvolvidas aplicando o RP-DLLME
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Autor Ano Matriz Analito Recuperagao
Hashemi et al. 2011 Azeite de oliva hidroxitirosol e tirosol 97,6 a 104,3%
Razic 2023 Oleos vegetais Triptofano 90%
Garcia; Martinez; Cérdoba 2014 Oleos comestiveis CdePb -
Reis 2018 Oleos vegetais Fe, Mg e Zn -
Kalshene et al. 2019 Oleo de peixe Multielementos Para Fe e Pb de 85% a 94%
Ozzeybeck et al. 2020 Azeite de oliva Cd 95,6% a 105,7%
Rezaeinejad e Hashemi 2021 Azeite de oliva Anions inorganicos 103,3 % a 116,4 %
Tarsistro 2022 Oleo vegetal isolante Fe e Cu Acima de 90%

Fonte: Autoria prépria (2023).
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3.1.4 Analise por imagem digital

ApOs a preparacao da amostra, e isolamento do analito, inicia-se a etapa em
que se busca quantificar o analito, e interpretar a solugdo extraida, que pode ser
realizada por meio de um equipamento ou método.

Os equipamentos usualmente utilizados sao espectrofotobmetro de absorcao
atbmica em forno de grafite (HR-CS GFAAS) (LEAL et al., 2022), espectrdmetro de
absorcao atébmica (FAAS), (ADHAMI, 2020), cromatografo liquido de alta eficiéncia
com detecgao ultravioleta e visivel (HPLC-UV/Vis) (do inglés, high-performance liquid
chromatography with ultraviolet/visible detection), empregado inclusive como método
de comparacédo (ABUGHRIN; ALSHANA; CALEB, 2022).

Todos os equipamentos citados possuem técnicas validadas, confiaveis e de
sensibilidade na identificagdo de analitos, possuem alto valor agregado, o que
inviabiliza sua compra muitas vezes até para realizar reconhecimentos cotidianos, por
isso sdo encontrados mais comumente em laboratorios voltados a pesquisas

analiticas.

Figura 4 - Esquema método RP-DLLME associado a leitura de imagens digitais.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

A colorimetria aliada a leitura de imagens digitais, representada na figura 4,
se mostra como uma forma muito mais vantajosa, pratica, e de facil acesso.
Considerando que para sua execugao nao € necessario o alto investimento em
equipamentos, sendo inclusive encontrados aplicativos para smartphones que fazem

a leitura de imagens.
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Desenvolvido em 2017, o Photometrix®, pode ser instalado no Windows
Phone® ou no sistema Android ®. Ele faz a leitura dos pixels emitidos por uma imagem
digital usando uma fun¢éo bidimensional, e calcula a partir intensidade da cor emitida
e valores de sinal que sdo divididos em picos de sensibilidade, em torno das cores
vermelho, verde e azul, os sinais RGB, do inglés red, green e blue (HELFER et al.,
2017; NUNES; KORN; LEMOS, 2021; ABUGHRIN; ALSHANA; CALEB, 2022;
MONOGAROVA; OSKOLOK; APIARY, 2018; Bl X et al., 2022).

De forma similar, o software SisGarq (figura 5), permite a aquisicdo de
imagens digitais, a leitura e o detalhamento da imagem dando origem a sinais RGB.
Delimitando uma regido de leitura, o software utiliza coordenadas que sao aplicadas
as todas as amostras, sendo possivel assim, gerar sinais de amostras e curvas de
calibragdo. Sequencialmente é realizada a coleta de pixels da regido de leitura e

traduzida em valores médios de sinais RGB de cada pixel (LYRA et al., 2009).

Figura 5 - Sotfware SisGarq em operagao, leitura de amostra com analito com concentragao de
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Os sinais sao relacionados utilizando a equacao mostrada na figura 6, e dao

origem a uma norma.
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Figura 6 - Equacdo que relaciona os sinais RGB a concentragao de analito.
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Fonte: LYRA et al., 2009.

Onde:

Rb + Gb + Bb sao os valores médios obtidos na regido selecionada de amostras
sem adigao de analitos, ou branco.

E Rs + Gs + Bs sao os valores médios obtidos na regido selecionada de
amostras com adicao de analito.

A equacdo determina uma relagdo linear entre os valores de RGB
encontrados e a concentragao de analito em cada amostra. A norma “|| |I” de v € obtida
com valor numérico, onde o0 aumento da concentragao de analito implica em maior
intensidade de coloracdo, e consequentemente, maior valor para v (LYRA et al.,
2009).

Este valor de norma foi utilizado para construgdo das curvas descritas a
seguir e posterior determinagado da concentragdo em amostras sem adi¢cao de analito.

A coleta de imagens foi realizada dentro de um ambiente fechado,
representado na figura 7, que foi projetado exclusivamente para a coleta de imagens
de forma que interferéncias externas sejam minimizadas.

O ambiente foi adaptado para manter o tubo suspenso e em seu interior,
posicionando uma microcamera com resolugao de 640x480 pixels, e taxa de quadros
30fps responsavel pela coleta de imagens de forma fixa.

Ele conta ainda com um sistema de iluminagao interna que permite um padrao

de incidéncia de luz.
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Figura 7 - Sistema de coleta de imagens

Fonte: Adaptado de Bif (2023).
3.1.5 A quimica analitica verde aplicada aos métodos de preparo de amostra

O desenvolvimento de novos métodos cientificos visa trazer comodidade,
precisao e eficiéncia a uma analise. Contudo, é necessario atentar-se a producéao de
residuos contaminantes.

A chamada quimica analitica verde delimita principios (GALUSZKA,;
ZDZISLAW; NAMIESNIK, 2013), que devem ser observados a fim de minimizar os
impactos ambientais que podem ser gerados nesse processo, dos quais podemos
citar a utilizagdo de amostras miniaturizadas e de um menor numero de amostras,
gerando menor quantidade de residuos, a utilizagao de reagentes atoxicos, e obtidos
preferencialmente de fontes renovaveis.

Pode-se citar ainda a busca pelo desenvolvimento de métodos mais simples,
com menor numero de passos, 0 que minimiza o uso de vidrarias e recipientes de
preparacgao, e de reagentes utilizados na limpeza de vidrarias.

O uso de materiais descartaveis, compostos por polipropileno (PP), também
se mostram importantes, a resina € muito utilizada em varios setores da industria tanto

na sua forma virgem, como na forma reciclada. E inclusive seu uso tem sido preferivel
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na forma reciclada, por ter custo de 40% mais baixo que o PP virgem (FERNANDES
et al, 2007).
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4 METODOLOGIA

Os ensaios foram realizados no laboratério da Central Analitica Multiusuario
de Medianeira - (CEANMED), da Universidade Tecnolégica Federal do Parana -
UTFPR - Campus Medianeira.

4.1 Instrumentos e equipamentos

Para quantizacéo e determinacao da concentragao de ferro nas amostras que
foram preparadas, foi utilizado um sistema de coleta e leitura de imagens digitais,
controlado por um computador com o software SisGarq (SCHEEREN; FILHO; LEITE,
2021).

Foram utilizadas micropipetas com ponteiras removiveis (KASVI, modelo K1-
P1000, Brasil) com capacidade de coleta e insercdo de 100 microlitros a 1.000
microlitros. As amostras foram pesadas utilizando uma balanga de precisao analitica
(Marte, modelo AW220, 2010) com resolugéo de 0,0001g e sendo capaz de pesar até
220g.

Para quebra de emulsédo formada e separagado das fases das amostras, foi
utilizada a centrifuga (Cientec, CT-5000R, Brasil) que detém a capacidade de agrupar
até 12 tubos de 15 ml (Corning, ref.430766, México), proprios para centrifugagéo, com

velocidade de até 6.000 rotagdes por minuto.
4.1.1 Preparo de amostra

A agua ultrapura utilizada foi obtida no sistema Gehaka, com resistividade
inferior a 18,2Q cm™', ligada a um sistema de osmose reversa (modelo OS 10 LX,
Gehaka, Brasil).

Para a otimizacao e obtencdo de melhores resultados, foram testados como
dispersores os alcoois: 1-propanol (pureza = 99,5%, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA),
2-propanol (pureza = 95%, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), e etanol (Sigma Aldrich,
St. Louis, EUA).

Para a acidificagado da amostra, a fim de tornar a reacao viavel e favoravel, foi
utilizado o acido nitrico p.a. (pureza = 65%, Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), e como
agente complexante do ferro (lll) foi utilizado o tiocianato de aménio p.a. (pureza de

97,5%, Dinémica, Brasil).
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Foi utilizada uma solugéo de Fe de referéncia (100 ug g™ +0,6 ug g', Specsol,
Brasil). Como amostra de estudo, utilizou-se para os testes uma amostra comercial
de azeite de oliva extra virgem (acidez maxima de 0,5% no momento do envase,

Argentina).
4.1.2 Procedimento metodoldgico para determinagédo de parametros

Inicialmente foi preparada uma solugéo de acido nitrico a 0,01 mol L-" (pH 2),
onde dilui-se o0 SCN 0,8 mol L-'. Para o ajuste dos parametros de influéncia da etapa
de RP-DLLME, foram feitos testes de recuperagdo com o emprego de adi¢cdo de
analito na amostra teste, na concentracao de 1 ug g-".

A solugao dispersora/extratora € composta por um alcool que possui a fungao
de dispersar o analito, e SCN- em solugdo acida, com a fungédo de complexar o Fe3*,
e extrai-lo da fase oleosa para a fase aquosa. Essa reagdo gera um composto
intensamente colorido de tonalidade vermelha (HOUSECROFT; SHARPE, 2013; LEE;

1999), possibilitando a quantificagao colorimétrica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a aquisicdo das melhores condi¢cdes de extracdo, os testes foram
iniciados com uma solugédo extratora de pH 2, contendo 1,0 mol L' de SCN-. Como
agente dispersor, foi utilizado inicialmente o isopropanol, obtendo uma solugdo com
40% de dispersor e 60% de extrator. Em relagdo a centrifugacdo, as configuragdes
aplicadas foram: 5 minutos de centrifugacao, rotagcao: 6000 rpm, temperatura de 25°C.
As configuragdes da centrifuga se mantiveram em todos as analises, sendo avaliado

apenas o tempo de centrifugacgao.
5.1.1 Influéncia do tipo de dispersor em diferentes propor¢des em relagdo ao extrator

Para a avaliagado do agente dispersor foram utilizados trés diferentes alcoois:
etanol, propanol e isopropanol nas concentragdes apresentadas no grafico da figura
8.

Figura 8 - Avaliacao da Influéncia da concentragao e determinagdo do melhor
dispersor na etapa de RP-DLLME.

Agente dispersor
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75

Norma de RGB/u.a
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35 T T 1
Etanol Propanol Isopropanol

50:50 % =60:40 %

Condigbes experimentais: 5 g de amostra, 1 mg g de solugio padrio de Fe, 1 mL de solugio
extratora contendo 500 uL solugéo de 1,0 mol L' de SCN acidificada com HNO; na concentragio
de 0,001 mol L', com concentragbes de etanol, isopropanol e propanol variando entre 50% e
60%, agitagdao manual de 1 min e centrifugag¢ao de 10 min. (n=3)

Fonte: Autoria prépria (2023).
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Quando foram testados os dispersores, nas proporgdes descritas, verificou-
se que o melhor dispersor foi o etanol na propor¢géo 50%, dado dispersor/extrator v/v,

conforme os dados mostrados.
5.1.2 Influéncia do pH da solugéo extratora

A solugédo extratora possui carater acido e seu pH foi avaliado (figura 9)
verificando o sinal obtido nas concentragdes de 0,1 mol L', 0,01 mol L', 0,001 mol L

', que se referem, respectivamente, aos valores de pH 0, 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0.

Figura 9 - Avaliagao da Influéncia do pH na etapa de RP-DLLME

pH da solugéo extratora
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Condigbes experimentais: 5 g de amostra, 1mg g de solugdo padrio de Fe, 1 mL de solugio
extratora contendo 500 pL de etanol como solvente dispersor e 500 L de solugao de extratora
de 1,0mol L' de SCN com HNO3 e concentragdes variando entre 0,1 mol L™, 0,01 mol L™, 0,001
mol L', agitagdo manual de 1 min e centrifugagio de 10 min. (n=3).

Fonte: Autoria prépria (2023).

O melhor sinal e com menor erro foi obtido no pH 0, porém, neste pH foi
observada a instantdnea degradagdo do SCN-, gerando uma solugdo instavel
heterogénea com corpo de fundo, o que a torna impropria, resultando na possibilidade
de um erro de medida. Entdo, foi adotado o pH 1,0 que apresenta melhor
desempenho, como pode ser verificado na figura 6, e se mantém estavel ao longo do
periodo de analise. A variacao de sinal observada confirma a influéncia e importancia

do pH mais acido para a formagao do complexo.
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5.1.3 Influéncia da concentracdo do agente extrator

A concentracdo de SCN- foi avaliada, e para isso neste teste, mostrado na

figura 10, utilizou-se 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 mol L-' do agente complexante

Figura 10 - Avaliagao da Influéncia da concentragao do complexante na etapa de RP-DLLME
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Condigbes experimentais: 5 g de amostra, 1mg g de solugdo padrio de Fe, 1 mL de solugéo
extratora contendo 500 pL de etanol como solvente dispersor e 500 pL de solugcao de extratora
de HNO3 com concentragées de 0,01 mol L', e concentragio de SCN variando entre 1,0 ug g™,
2,0 yg g, 3,0 ug g, 4,0 ug g e 5,0 pg g, agitagdo manual de 1 min e centrifugagio de 10 min.
(n=3)

Fonte: autoria prépria (2023).

Avaliando as diferentes concentragdbes o melhor sinal foi obtido na
concentragdo de 3,0 mol L', observou-se também o menor desvio padrio,

categorizando-o como a mais adequado.
5.1.4 Influéncia do tempo agitacdo manual

A agitagao manual tem por objetivo formar uma emulsao entre o azeite e a
solugao extratora (figura 11), e possibilitar a interagdo entre a solugao e a amostra,

para que assim o metal de interesse seja complexado.
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Figura 11 - Avaliagao da Influéncia da agitagao na etapa de RP-DLLME.
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Condigbes experimentais: 5 g de amostra, 1mg g de solugio padrio de Fe, 1 mL de solugéo
extratora contendo 500 uL de etanol como solvente dispersor e 500 L de solugio de 3,0 ug g™
SCN com HNO3 na concentragio de 0,01 mol L', com 10 min de centrifugagio e variagdo no
tempo de agitagdo manual de 1, 2, e 3 min. (n=3)

Fonte: Autoria prépria (2023).

Neste teste as amostras foram expostas diferentes tempos de agitagéo: 1, 2
e 3 minutos. Os sinais obtidos em 1 e 2 min foram muito similares, porém avaliando,

apresentando desvio-padrao irrelevante, por isso foi assumido o tempo 1 min.

5.1.5 Influéncia do tempo de centrifugagao

A etapa de centrifugacado promove a separacgao de fases, gerando uma fase
aquosa que se deposita no fundo do tubo e que carrega o analito e uma fase oleosa
na parte superior. As amostras foram submetidas a trés periodos diferentes 2, 5 e 10

min, mostrado na figura 12.
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Figura 12 - Avaliagao do tempo de centrifugagao na etapa de RP-DLLME.
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Condigdes experimentais: 5 g de amostra, 1mg g de solugio padrio de Fe, 1 mL de solugio
extratora contendo 500 L de etanol como solvente dispersor e 500 L de solugao de 3,0ug g
SCN-' com HNO3 na concentragéio de 0,01 mol L', tempo de agitagdo manual de 1 min, e variando
o tempo de centrifugagao entre 2, 5 e 10 min. (n=3)

Fonte: Autoria prépria.

Para os tempos 5 e 10 min os sinais obtidos na norma foram muito similares,
mas apresentaram desvios padrdes com diferencas consideraveis, para 5 min 2,01 e
para 10 min igual a 1,51.

Ap6s a anadlise e avaliacdo sinais obtidos nos diversos parametros de

influéncia, chegou-se as condi¢des expostas no quadro 2.

Quadro 2 - Relagado dos parametros de influéncia do método.

Parametros do método Condigoes ajustadas
Massa da amostra 59
Solvente dispersor 500 L Etanol
Solvente extrator 500 uL HNO3
Agente complexante SCN
Proporgao (solvente dispersor/solvente extrator) 50/50
Concentragao do agente extrator 3,0 mol L
pH da solucéo extratora 1,0
Tempo de agitacao manual 1 min
Tempo de centrifugagao 10 min

Fonte: Autoria prépria (2023).
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5.1.6 Configuracao da curva analitica

A sequéncia de tons com intensidade crescente, mostrado na figura 13,

representa a imagem obtida no software, sendo a primeira imagem, a esquerda, o

zero e a Ultima imagem, a direita, concentragéo de 10 ug g™.

Figura 13 - Representac¢ao da curva.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Sendo assim, a intensidade do sinal é diretamente influenciada pela

intensidade de concentracao de analito na amostra, que pela reflexao, apds a leitura

€ traduzida em sinais RGB, e sequencialmente na norma, possibilitando a

identificacdo e quantificagdo em amostras com ou sem adi¢cao analito.

A curva da norma, mostrada na figura 14, foi dividida afim de encontrar faixas

lineares e assim determinar uma regido da curva com maior sensibilidade. Como

observado, obteve-se uma faixa entre 3 y.g"' e 7 y.g', com R?= 0,97.
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Figura 14 - Representagao da curva da norma.
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Fonte: Autoria prépria (2023).
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ApoOs essa determinacédo efetuou-se testes de recuperagao aplicando os
parametros determinados no quadro 2, porém, quando comparados com os valores
determinados na curva, ndo foram compativeis. Por este motivo optou-se por realizar
o tratamento dos dados pela analise a partir da adicdo de padréo.

Este método utiliza a equagao da reta para determinacéo da concentragcao
de analito na amostra sem adigdo, isolando a incégnita X. Para isso foram adicionados
a amostra padrdo 0,1 ug g™, 1,0 ug g, 2,0 ug g' e 3,0 ug g' de analito (figura 15) e
obtido o seguinte grafico:

Figura 15 - Curva relacionando sinais nas concentracdes de 0,1 uygg*,1,0 ugg*,2,0pug g’ e

3,0 ug g de analito.
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Condigoes experimentais: 5 g de amostra, 1 mL de solugao extratora contendo 500 pL de etanol
como solvente dispersor e 500 pL de solugio de 3,0mol L' de SCN com HNO3 na concentragio

de 0,01 mol L, tempo de agitagdo manual de 1 minutos, e tempo de centrifugagio de 10 minutos.
(n=3)
Fonte: Autoria prépria (2023).

Os resultados obtidos a partir deste método, sdo apresentados na tabela 2, e
se mostraram satisfatorios, os sinais foram analisados observando a norma,
apresentou uma relacéo linear com R?=0,96. Assim, foi determinada a concentragéo

de Fe na amostra analisada.
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Tabela 2: Resultados da analise por adicao de padrao nas concentragoes de

0,1 pg.g™ a 3 pg.g”*

Sinal

Coeficiente angular Coeficiente linear R?2

Norma

74,575 79,93 0,9696

Fonte: Autoria prépria (2023).
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6 VALIDAGAO PARCIAL DO METODO

Para fins de validagéo, tomou-se as figuras de mérito propostas pelo Inmetro,
que no documento orientativo DOQ-CGCRE — 008 de 2020 fornece recomendacdes
para validagao de métodos analiticos.

Para representar a curva apresentada na figura 16, foram aplicados os
parametros ajustadas para o método, descritos no quadro 2, a uma triplicata para cada
ponto da curva. E utilizando dos indicadores avaliou-se a linearidade observada na
curva da figura 16.

Assim, por meio da equagao da reta, que apresenta o coeficiente angular, que
indica a inclinag&o da curva, observa-se que se obteve uma sensibilidade satisfatoria.

Sequencialmente, conceituando o limite de quantificacdo (LOQ) que
determina a quantidade minima que o método é capaz de quantificar. Para tal, utiliza-
se a seguinte equacéo:

Log= -
b

Onde tem-se:

s: desvio padrao das amostras sem adigao de analito

b: coeficiente angular da curva analitica.

E, aplicando em 7 amostras sem adicdo de analito e expostas as mesmas
condigOes ajustadas no quadro 2, resultou em um LOQ = 1,13 mg L.

Para determinacdo da concentracdo percentual, foram utilizadas as
recuperacoes obtidas nos diferentes niveis de concentracédo. De acordo com o Inmetro
€ considerado aceitavel o método com valores de recuperacéo no intervalo de 98% a
102%.

A recuperacao percentual é obtida pela equacéao (Inmetro, 2020):

. Cc1-C2
Recuperacéao = =

)*100

Onde tem-se:

C1: concentracao de analito encontrada na amostra com adigao.

C2: concentracéo de analito na amostra sem adigao.

C3: concentracao de analito adicionado na amostra.

Aplicando o calculo obteve-se 99,9% + 0,09 de recuperacao de Fe. O valor
encontrado pode ser classificado como satisfatério, considerando os limites
determinados no DOQ-CGCRE.
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7 CONCLUSOES

Analisando os dados gerados a partir da aplicagdo do método proposto,
observa-se que o método se mostra valido, por atender aos parametros estabelecidos
pelo Inmetro, resultando em 99,9% de recuperacéo. E ainda, que se mostra apto para
ser utilizado como método padrédo na determinagao de Fe em amostras de azeite de
oliva, ja que possui LOQ = 1,13 mg L', considerando o limite maximo determinado
pelo MAPA (2012), igual a 3 mg L' do analito.

Considerando a quimica analitica verde, este método atende aos principios
propostos, se qualificando como barato, ja que nao utiliza equipamentos tradicionais,
de facil execugéo, utilizando de baixas concentragdes de reagentes e em quantidades
miniaturizadas. Sao utilizados tubos de PP, e todo o processo, desde a pesagem,
extracao e leitura da amostra sao realizados utilizando um unico frasco.

E isto acarreta em um método mais seguro em relagdo a exatidao e eficiéncia,
ja que a possivel perda em decorréncia de remogao de fase aquosa para analise
externa em equipamentos tradicionais néo ocorre.

E ainda que esse frasco pode retornar a industria por meio da reciclagem,
amplamente empregada e relevante na atualidade.

Avalia-se também que aplicagdo em amostras comerciais se mostra um
caminho promissor, para consolidar este método como um padrdao para a

determinacao de Fe em analises de rotina, de forma mais acessivel e pratica.
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Presidéncia da Republica
Casa Civil
Subchefia para Assuntos Juridicos

LEI N° 9.610, DE 19 DE FEVEREIRO DE 1998".

Altera, atualiza e consolida a legislagao sobre direitos autorais e da
outras providéncias.
O PRESIDENTE DA REPUBLICA Faco saber que o Congresso Nacional decreta e eu sanciono a seguinte Lei:

Titulo | - Disposic¢des Preliminares

Art. 1° Esta Lei regula os direitos autorais, entendendo-se sob esta denominagéo os direitos de autor e os que lhes sédo
CONexos.

Art. 2° Os estrangeiros domiciliados no exterior gozardo da protegdo assegurada nos acordos, convengdes e tratados em
vigor no Brasil.

Paragrafo unico. Aplica-se o disposto nesta Lei aos nacionais ou pessoas domiciliadas em pais que assegure aos brasileiros
ou pessoas domiciliadas no Brasil a reciprocidade na protegédo aos direitos autorais ou equivalentes.

Art. 3° Os direitos autorais reputam-se, para os efeitos legais, bens moveis.

Art. 4° Interpretam-se restritivamente os negdcios juridicos sobre os direitos autorais.

Art. 5° Para os efeitos desta Lei, considera-se:

| - publicagao - o oferecimento de obra literaria, artistica ou cientifica ao conhecimento do publico, com o consentimento do
autor, ou de qualquer outro titular de direito de autor, por qualquer forma ou processo;

Il - transmiss&o ou emisséo - a difusdo de sons ou de sons e imagens, por meio de ondas radioelétricas; sinais de satélite;
fio, cabo ou outro condutor; meios éticos ou qualquer outro processo eletromagnético;

Il - retransmisséo - a emissao simultdnea da transmissao de uma empresa por outra;

IV - distribuicdo - a colocagdo a disposicdo do publico do original ou copia de obras literarias, artisticas ou cientificas,
interpretagdes ou execugdes fixadas e fonogramas, mediante a venda, locagdo ou qualquer outra forma de transferéncia de
propriedade ou posse;

V - comunicagédo ao publico - ato mediante o qual a obra é colocada ao alcance do publico, por qualquer meio ou
procedimento e que nao consista na distribuicdo de exemplares;

VI - reprodugéo - a cépia de um ou varios exemplares de uma obra literaria, artistica ou cientifica ou de um fonograma, de
qualquer forma tangivel, incluindo qualquer armazenamento permanente ou temporario por meios eletrénicos ou qualquer outro
meio de fixagcdo que venha a ser desenvolvido;

VII - contrafagéo - a reprodugao nao autorizada;

VIII - obra:

a) em co-autoria - quando é criada em comum, por dois ou mais autores;

b) anénima - quando néao se indica o nome do autor, por sua vontade ou por ser desconhecido;

c) pseuddnima - quando o autor se oculta sob nome suposto;

d) inédita - a que nao haja sido objeto de publicagao;

e) postuma - a que se publique apos a morte do autor;

f) originaria - a criagdo primigena;

g) derivada - a que, constituindo criagao intelectual nova, resulta da transformagéo de obra originaria;

h) coletiva - a criada por iniciativa, organizagéo e responsabilidade de uma pessoa fisica ou juridica, que a publica sob seu
nome ou marca e que é constituida pela participagdo de diferentes autores, cujas contribuicdes se fundem numa criagéo
autébnoma;

i) audiovisual - a que resulta da fixagdo de imagens com ou sem som, que tenha a finalidade de criar, por meio de sua
reprodugéo, a impressao de movimento, independentemente dos processos de sua captagdo, do suporte usado inicial ou
posteriormente para fixa-lo, bem como dos meios utilizados para sua veiculagéo;

IX - fonograma - toda fixagdo de sons de uma execugao ou interpretacdo ou de outros sons, ou de uma representagéo de
sons que ndo seja uma fixagao incluida em uma obra audiovisual;

X - editor - a pessoa fisica ou juridica a qual se atribui o direito exclusivo de reprodugao da obra e o dever de divulga-la, nos
limites previstos no contrato de edicao;

XI - produtor - a pessoa fisica ou juridica que toma a iniciativa e tem a responsabilidade econémica da primeira fixagdo do
fonograma ou da obra audiovisual, qualquer que seja a natureza do suporte utilizado;

XII - radiodifusdo - a transmissao sem fio, inclusive por satélites, de sons ou imagens e sons ou das representa¢oes desses,
para recepgao ao publico e a transmissdo de sinais codificados, quando os meios de decodificacdo sejam oferecidos ao publico
pelo organismo de radiodifusdo ou com seu consentimento;

XIlI - artistas intérpretes ou executantes - todos os atores, cantores, musicos, bailarinos ou outras pessoas que representem
um papel, cantem, recitem, declamem, interpretem ou executem em qualquer forma obras literarias ou artisticas ou expressdes
do folclore.

Art. 6° Nao serdo de dominio da Unido, dos Estados, do Distrito Federal ou dos Municipios as obras por eles simplesmente
subvencionadas.

" Disponivel em: http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/I9610.htm.
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