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RESUMO

DETERMINACAO DE CD E PB POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO
ATOMICA EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES OLEOSOS APOS EXTRACAO
POR QUEBRA DE EMULSAO

AUTORA: Gabriela Camera Leal
ORIENTADORA: Carine Viana Silva

Os suplementos alimentares sdo obtidos de forma sintética e derivados de plantas, podendo
ocorrer a contamina¢do de metais devido ao ambiente industrial, caracteristicas geoquimicas
do solo, entre outras formas. Neste trabalho ¢ descrito um método para a determinacdo de
cadmio (Cd) e chumbo (Pb) em suplementos alimentares oleosos usando a extracdo induzida
por quebra de emulsdo (EIEB) e espectrometria de absor¢do atomica de alta resolucdo com
fonte continua equipado com forno de grafite (HR CS GFAAS). O método de preparagdo das
amostras baseia-se na formacdo de uma emulsdo dgua/dleo pela adigdo de uma solugdo
extratora composta por 5% de Triton X-100 e 15% de é4cido cloridrico (HCI) a amostra de dleo
diluida com 1,5 mL de tolueno e quebra desta emulsdo por centrifuga¢do (4000 rpm por 5
minutos). Duas fases bem definidas foram formadas e a fase aquosa acida contendo os ions
extraidos de Cd e Pb foi analisada por HR CS GFAAS. Diferentes pardmetros que influenciam
a eficiéncia de extragdo de Cd e Pb foram otimizados univariadamente. Um método de
calibra¢do baseado em matriz foi aplicado para compensar a interferéncia causada pelos efeitos
da matriz. A precisdo, expressa como desvio padrao relativo, foi de menor que 11% para o Pb
e menor que 7 % para o Cd. Os limites de detec¢do foram 3,32 ng/Kg para Pbe 1,51 ng/Kg Cd.
A exatidao dos métodos foi avaliada por meio de testes de adi¢do e recuperacdo de analito
utilizando a amostra de suplemento com 6leo de cartamo preparada pelo procedimento de
emulsdo, e os valores obtidos apresentaram intervalo de confianca entre 94,65-108,41% com
Pb e 100,8-106,1% com Cd. Os parametros de desempenho dos métodos estavam de acordo
com as normas da Farmacopeia Americana para andlise inorganica em suplementos
alimentares. A quantidade de chumbo e cddmio foram determinadas em 9 suplementos
alimentares oleosos disponiveis no mercado brasileiro. A concentragdo de Cd variou de 8,81 a
9,35 ng/Kg e a maior concentragdo de Pb foi de 19,91 pg/Kg. A proposta de preparo de amostra
por quebra de emulsdes de suplementos alimentares oleosos mostrou ser uma estratégia simples
e eficiente para avaliar a qualidade de suplementos oleosos quanto a concentra¢ao de Pb e Cd
determinada por HR CS GFAAS.

Palavra-chave: Metais, Suplementos Oleosos, Emulsdo, Espectrometria atdmica.



ABSTRACT

DETERMINATION OF CD E PB BY ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETRY IN
OIL FOOD SUPPLEMENT AFTER EMULSION BREAKAGE EXTRACTION

AUTHOR: Gabriela Camera Leal
ADVISOR: Carine Viana Silva

Food supplements are obtained synthetically and derived from plants, and metal contamination
may occur due to the industrial environment, soil geochemical characteristics, among other
forms. In this work, a method for the determination of cadmium (Cd) and lead (Pb) in oily food
supplements is described using emulsion breakage-induced extraction (EIEB) and continuous
source high resolution atomic absorption spectrometry equipped with a graphite furnace. (HR
CS GFAAS). The sample preparation method is based on the formation of a water/oil emulsion
by adding an extractor solution composed of 5% Triton X-100 and 15% hydrochloric acid (HCI)
to the oil sample diluted with 1.5 mL of toluene and break this emulsion by centrifugation (4000
rpm for 5 minutes). Two well-defined phases were formed and the acidic aqueous phase
containing the extracted Cd and Pb ions was analyzed by HR CS GFAAS. Different parameters
that influence the extraction efficiency of Cd and Pb were univariately optimized. A matrix-
based calibration method was applied to compensate for interference caused by matrix effects.
Precision, expressed as relative standard deviation, was less than 11% for Pb and less than 7%
for Cd. The detection limits were 3.32 pg/Kg for Pb and 1.51 pg/Kg Cd. The accuracy of the
methods was evaluated by means of analyte addition and recovery tests using the safflower oil
supplement sample prepared by the emulsion procedure, and the values obtained showed a
confidence interval between 94.65-108.41% with Pb and 100.8-106.1% with Cd. The
performance parameters of the methods were in accordance with the American Pharmacopoeia
standards for inorganic analysis in food supplements. The amount of lead and cadmium were
determined in 9 oily food supplements available in the Brazilian market. The Cd concentration
ranged from 8.81 to 9.35 pg/Kg and the highest Pb concentration was 19.91 ng/Kg. The
proposed sample preparation by breaking emulsions of oily dietary supplements proved to be a
simple and efficient strategy to assess the quality of oily supplements in terms of Pb and Cd
concentration determined by HR CS GFAAS.

Keyword: Metals, Oily Supplements, Emulsion, Atomic Spectrometry.
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1 INTRODUCAO

Suplemento alimentar ¢ definido todo produto apresentado em formas farmacéuticas e
destinado a suplementar a alimentacdo de pessoas sauddveis com nutrientes, substincias
bioativas, enzimas ou probidticos. No Brasil o 6rgdo responsavel pela regulamentagdo destes
produtos ¢ Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) (BRASIL,2018).

De uma maneira geral, tem se observado um aumento prenunciado no consumo de
suplementos alimentares nas ultimas décadas. Esta maior preocupacdo nas questdes
nutricionais, levanta questdes cientificas acerca dos beneficios e maleficios do uso da
suplementagao (WEBER et al., 2018; DOS SANTOS, OLIVEIRA, CHAVES, 2023; SILVA et
al., 2022). O consumo de suplementos oleosos tem sido amplamente promovido pela midia
para diversas finalidades como melhora do perfil lipidico, protecao cardiovascular, combate ao
estresse e depressdo, além de outros importantes efeitos a saide (LETRO et al., 2022; CHEN
etal.,2021). Apesar dos inumeros efeitos benéficos comprovados dos suplementos alimentares,
se contrapdem os efeitos toxicos, que apesar de pouco elucidados por estudos cientificos,
podem acarretar em consequéncias na saiide do individuo. Ademais, alguns estudos
demonstram falta de qualidade desses produtos, tanto com adultera¢cdes intencionais com
substancias quimicas proibidas para esta categoria, como também por contaminagdes
inorganicas (WHITE, 2022; MUSCHIETTI, REDKO, ULLO, 2020).

Em 2018, a Anvisa publicou a primeira resolucdo especifica sobre suplementos
alimentares, categoria de produtos que até entdo ndo existia nomenclatura no Brasil. Produtos
que estavam enquadrados em outros grupos de alimentos, como alimentos para atletas,
alimentos para gestantes e suplementos vitaminicos foram incluidos nesta norma. A agéncia
sanitaria definiu regras mais adequadas, incluindo limites minimos e maximos de constituintes,
populagdes indicadas, compostos autorizados e alegagdes com comprovacdo cientifica. Os
suplementos alimentares em geral foram definidos como produtos dispensados de registro
sanitario, porém aqueles contendo enzimas ou probiodticos possuem obrigatoriedade de registro
sanitario para comercializagdo. Em geral os suplementos alimentares sdo classificados como
alimentos, sendo que sua producdo e controle de qualidade dependem tunica e exclusivamente
do produtor, sem a necessidade de autorizacdo prévia para a comercializagdo do produto
(BRASIL, 2018).

As regulamentagdes sanitarias brasileiras ndo estabelecem limites de contaminantes
inorganicos especificamente para suplementos alimentares. Todavia, a Resolug¢ao da Diretoria

Colegiada da Anvisa n° 243 de 2018 define que na auséncia de uma legislacdo brasileira, o
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Compéndio de Suplementos Alimentares da Farmacopeia Americana pode ser seguido
(BRASIL, 2018). A Farmacopeia Americana (USP, do inglés United States Pharmacopeia)
define limites de cadmio (5 pg/dia) e chumbo (10 pg/dia) nesta categoria de produtos (USP,
2017 d).

A contaminagdo inorganica de suplementos alimentares pode ser oriunda de diversas
fontes, e a falta de controle na producdo e de controle sanitario da comercializa¢do sdo os fatores
determinantes para que estes produtos cheguem desta forma ao consumidor. A contaminagao
dos suplementos alimentares ndo ¢ previsivel e pode ocorrer de forma cumulativa ao longo de
todo o processo de producdo. Diversos fatores podem acarretaar na contaminagdo do produto,
como o ambiente pode conter poluentes antropogénicos, as matérias primas utilizadas nas
formulagdes podem ja estar com certa carga de contaminagdo inorgénica, o proprio processo de
manipulagdo e producao, ou mesmo o armazenamento inadequado de embalagens e do produto
final. Desta forma, ¢ necessario monitorar a quantidade em que alguns elementos estdo
presentes, uma vez que mesmo em concentragdes baixas, devido a ingestdo didria, podem
causar efeitos deletérios ao consumidor (SZOK; KURZAWA; SZLYK, 2015; VAREDA,
VALENTE, DURAES, 2019).

Diversas técnicas analiticas podem ser utilizadas para a determinagdo de elementos
traco em amostras solidas e liquidas, no entanto existem poucos estudos com amostras oleosas,
devido a complexidade da matriz (GAB-ALLAH et al., 2019; FERNANDES et al., 2022). A
complexidade da matriz, faz com que o preparo da amostra seja provavelmente a fase mais
critica na determinagdo de metais em suplementos alimentares oleosos. Muitos procedimentos
vém sendo empregados corriqueiramente para o tratamento das amostras para a extragdo do
analito, no entanto um método de preparo de amostra proposto para determinacdo de elementos
traco em amostras oleosas ¢ o método por quebra de emulsao.

A quebra de emulsdo ¢ baseado na formagdo de uma emulsdo de 6leo com surfactante
e acido e sua posterior quebra por aquecimento ou centrifugacdo com formagado de duas fases,
uma fase orgénica e outra fase aquosa. Devido a maior afinidade dos ions metdlicos com a fase
aquosa acida, estes se concentram nesta fase podendo ser determinados por diferentes técnicas
analiticas (LEITE et al., 2018).

Tendo em vista a necessidade da determinagao de elementos toéxicos como Cd e Pb em
amostras de suplementos alimentares oleosos, sem o uso de elevados volumes de acidos
concentrados e sem o risco de perda de analitos por volatiliza¢do, torna-se necessario a busca

por um método para o preparo dessas amostras que seja adequado.
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1.1  OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
Desenvolver métodos analiticos para a determinagcdo de Cd e Pb em amostras de
suplementos alimentares oleosos utilizando quebra de emulsdo como técnica de preparo de

amostra e quantificagdo através de HR CS GF AAS.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Desenvolver um método simples e rapido para o preparo de amostras utilizando a quebra
de emulsdo para a determinagdo de Cd e Pb;

2. Desenvolver e validar métodos para a determinacdo de Cd e Pb por HR CS GFAAS em
suplementos alimentares apds preparo de amostra;

3. Aplicar os métodos validados para a determina¢ao Cd e Pb por HR CS GFAAS com as

amostras de suplementos alimentares oleosos apos preparo.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS REGULATORIOS DOS SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Na legislagdo brasileira, o 6rgdo responsavel pela regulamentagdo de produtos como os
suplementos alimentares ¢ a Anvisa. A legislacdo brasileira define os suplementos alimentares
como todo produto apresentado em formas farmacéuticas e destinado a suplementar a
alimentacdo de pessoas sauddveis com nutrientes, substancias bioativas, enzimas ou
probioticos. Em 2018, a agéncia criou esta categoria de produtos e publicou as primeiras normas
para suplementos alimentares com o objetivo de melhorar o acesso dos consumidores
brasileiros a produtos seguros e de qualidade, diminuir o desnivel de informagdes observado,
além de aprimorar o controle sanitario (BRASIL, 2018). O conjunto de normas que foram
considerados como um marco regulatdrio dos suplementos alimentares ¢ formado por seis

resolucdes, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Regulamentacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) para

suplementos alimentares.

Normas Anvisa Ementas

RDC 239/2018 Estabelece os aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia

autorizados para uso em suplementos alimentares.

RDC 240/2018 Categorias de alimentos e embalagens isentos e com obrigatoriedade

de registro sanitario.

RDC 241/2018 Dispde sobre os requisitos para comprovagdo da seguranca e dos

beneficios a satde dos probiodticos para uso em alimentos.

RDC 242/2018 Regulamenta o registro de vitaminas, minerais, aminoacidos e

proteinas de uso oral, classificados como medicamentos especificos.

RDC 243/2018 Dispde sobre os requisitos sanitarios dos suplementos alimentares.
Instrucao Estabelece as listas de constituintes, de limites de uso, de alegagdes e
Normativa 28/2018 de rotulagem complementar dos suplementos alimentares.

Fonte: adaptado de Anvisa (2018)
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Certos paises estabelecem limites de contaminantes inorganicos para os suplementos
alimentares, como por exemplo a Farmacopeia Americana (USP), a Comissdo Europeia (CE) e
o Codex Alimentarius. No Brasil, a Anvisa ndo definiu limites de contaminantes inorganicos
para os suplementos alimentares, no entanto, na auséncia de uma regulamentagao brasileira, os
compéndios internacionais podem ser seguidos (BRASIL, 2018).

A CE estabelece no seu Regulamento n°® 629/2008 os teores maximos de certos
contaminantes presentes nos géneros alimenticios e ¢ estabelecido os seguintes teores maximos
de contaminantes em suplementos alimentares: 1,0 pg/g de cadmio, 3,0 pg/g de chumbo e 0,10
ng/g de mercurio (CE, 2008).

O Codex Alimentarius ¢ um programa conjunto da FAO (do inglés, Food and
Agriculture Organization) e da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), criado em 1963, que
estabelece normas internacionais de produtos da area de alimentos, diretrizes e guias de boas
praticas e de avaliagdo de seguranca. Por exemplo para os 6leos vegetais sdo estabelecidos os
limites de 0,08 pg/g de chumbo e 0,1 pg/g de arsénio (CODEX STAN, 2010).

A USP estabelece limites de contaminantes inorganicos para os suplementos alimentares
e define metodologia descrita em seu Capitulo 2232. A exposi¢do diaria permitida de chumbo
e cadmio em suplementos alimentares pela farmacopeia americana ¢ de 10 pg/dia e 5 pg/dia,
respectivamente, sendo que a exposi¢do didria permitida (PDE) ¢ calculada pelo peso corporal

de 50 kg (USP, 2017).

2.2 SUPLEMENTOS ALIMENTARES OLEOSOS

A alimentacao deve fornecer os nutrientes para a manutencao das fungdes vitais e garantir
a energia para exercer as atividades diarias, mantendo o equilibrio corporal. A dieta humana
depende da ingestdo de macronutrientes (proteinas, carboidratos e lipidios) e de micronutrientes
(vitaminas, minerais, antioxidantes, entre outros). Uma boa saude depende parcialmente, de
uma adequada e balanceada ingestdo desses componentes (NYARADI et al, 2013;
DOMINGUES et al., 2022).

Entretanto, grande parte da populagdo consome alimentos com baixo teor de fibras e de
gorduras insaturadas, mas ricos em agucares ¢ em gorduras saturadas. Diante disso, a inddstria
de suplementos alimentares estd em expansdo no desenvolvimento de produtos com
ingredientes bioativos que exercam funcdes benéficas para o organismo. Estes nutrientes
desencadeiam efeitos metabdlicos e fisioldgicos ao organismo, podendo desempenhar

importante papel na prevencao de doencgas cronicas (COSTA et al., 2020).
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O consumo de suplementos oleosos tem sido amplamente promovido pela midia para
exercer fungdes como auxiliar a perda de peso, melhora do perfil lipidico, além de outros efeitos
a saude.

Os suplementos alimentares na forma farmacéutica de capsula oleosa se apresentam, em
sua maioria, na forma cépsulas de gelatina mole. A capsula ¢ uma apresentagdo farmacéutica
formada por um envoltorio de gelatina ou celulose que protegem o 6leo da oxidagdo e
deterioragdo, além de facilitar a administragdo e transporte do produto pelo consumidor
(BAHMANI et al., 2015; FERNANDO et al., 2015; ULLAH et al., 2016).

Dentre os componentes dos suplementos alimentares oleosos destacam-se os dleos de
cartamo, dmega 3 e 6, linhaga, 6leo gergelim, 6leo de peixe, 6leo de borragem, 6leo de girassol,

além da vitamina E.
2.3 COMPOSICAO DOS SUPLEMENTOS OLEOSOS

Os acidos graxos (AGs) sdo acidos carboxilicos que geralmente apresentam uma cadeia
carbonica longa, ndo ramificada, com o nimero par de atomos de carbono. Os AGs podem ser
classificados como saturados, quando ndo possuem insaturacdes (duplas ligacdes) em sua
cadeia carbonica e insaturados, quando apresentam em sua cadeia uma ou mais insaturagdes
(SANTOS et al., 2020).

Os AGs sao produtos sintetizados pelo ser humano, de acordo com sua necessidade
organica, com exce¢do dos acidos graxos poli-insaturados (PUFAs, do inglés Poli Unsaturated
Fatty Acid) que sdo considerados acidos graxos essenciais (AGE), uma vez que ndo sdo
sintetizados de forma enddgena, sendo obtidos através da dieta (MORI, 2017).

Uma vez ingeridos, os PUFAs de cadeia curta sdo convertidos em 4acidos graxos de cadeia
longa, conforme pode ser observado na Figura 1. A sintese de 4cidos graxos de cadeia longa
(LC-PUFASs) ocorre principalmente no figado, cérebro, coragao e pulmdes (HAWKEY, NIGG,
2014). Dentre os acidos graxos essenciais, os principais sao os PUFAs 6mega 3 (ALA,18:3n-

3) e bmega 6 (AL, 18:2n-6).
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Figura 1 - Etapas metabolicas dos acidos graxos poli-insaturados.
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Fonte: adaptado de Calder e colaboradores (2003).

Os 4cidos graxos 6mega 6 sdo encontrados principalmente em Oleos vegetais, ovos e
carnes, estando amplamente presente na nossa dieta. Sua importancia maior se d4 em sua
atuagdo no sistema imunolégico, uma vez que seu composto natural, o acido linoleico (AL), de
18 carbonos, tem como seu sucessor metabolico o acido araquidonico (AA), de grande

relevancia fisiologica e precursor das prostaglandinas (MORI, 2017; GRANDINI et al., 2020).
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Os PUFAs da série 0mega 3 estdo principalmente presentes em dleos de peixe, algas e
linhaga. Dentre estes, destacam-se, pela inerente importancia fisioldgica, o acido alfa-linolénico
(ALA), de 18 carbonos, o 4cido eicosapentaenoico (EPA), de 20 carbonos, € o acido
docosahexaenoico (DHA), de 22 carbonos (CALDER, 2017). Pequenas quantidades de EPA e
DHA podem ser sintetizadas no corpo usando ALA, encontrado em plantas como linhaga,
canola e nozes (LETRO et al., 2022).

O oleo de peixe tem varios beneficios, muitos ligados a acdo antioxidante e anti-
inflamatoria. Alguns estudos associam o consumo de suplementos de 6leos de peixe com a
melhorara da saude musculoesquelética em idosos, além dos efeitos anti-inflamatérios
conhecidos por reduzir a lesdo oxidativa (RUSS et al., 2020).

Dentre os beneficios do grupo de 4cidos graxos 0mega 3, podemos destacar a prevengao
de doencas cardiovasculares, através do combate aos marcadores inflamatorios, impedindo a
progressdo da lesdo aterosclerdtica (NASCIMENTO, SCALABRINI, 2020; FERNANDES et
al. 2021). A capacidade de redu¢do da formagao de ocitocinas pro-inflamatorias em pacientes
com cancer podem retardar a evolucdo dos tumores, contribuindo para um prognostico
favoravel (GAROFOLO; PETRILLI, 2006; VAZ et al., 2014). A suplementagio com dmega-
3 promove melhora sobre os parametros do diabetes, como redugdo da glicemia de jejum e da
resisténcia a insulina (DELPINO et al., 2021). Estudos clinicos também relatam efeitos
protetores dos n-3 PUFAs na doenga de Alzheimer, capacidade de aprendizado, sintomas
depressivos, transtorno bipolar e doengas autoimunes (VAZ et al., 2014; FERNANDES et al.,
2021).

O oleo de cartamo ¢ extraido das sementes do Carthamus Tinctoriu L. e contém alto
valor dietético (KOYAMA et al., 2006; ABUD et al., 2010; SANTANA et al., 2017). As
sementes de cartamo sdo ricas em um 6leo no qual predominam é4cidos graxos de cadeia média,
com acidos do tipo mono e poli-insaturados (90%), sendo composto principalmente pelo acido
oleico (20-30%) e 4cido linoleico (55-88%), gorduras do tipo 6mega 9 e 6 (SCHULZE et al.,
2014). O dleo de cartamo ¢ fonte de a-tocoferdis, apresentando assim potencial antioxidante
(VOSOUGHKIA et al., 2011).

A composicao do 6leo de cartamo estimulou pesquisas com a finalidade de demonstrar
que a suplementacdo dietética com este nutriente poderia ter efeito positivo no perfil lipidico e
também desempenhar um papel antiaterogénico. Estudos demonstraram uma melhoria do perfil
lipidico, com aumento das concentragdes de HDL-colesterol (lipoproteina de alta densidade)
(ASP et al., 2011) e agdo hepatoprotetora (WU et al., 2013; GAO et al., 2015.). Entretanto, ha

relatos conflitantes, pois a sua utilizacdo gerou efeitos deletérios sobre o perfil lipidico em um
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estudo com modelo experimental de sindrome metabodlica, com elevagao do colesterol sérico
total e de sua fragcdo mais aterogénica (LDL-c). Como resultado, também ocasionou esteatose
hepatica, indicando que o uso de d6leo de cartamo possa ter efeitos deletérios no perfil lipidico
e na saude (SANTANA et al., 2017).

O ¢6leo de cartamo também ¢ consumido como suplemento dietético para emagrecer,
diminuir a gordura corporal e aumentar a massa muscular, embora estudos clinicos nao
comprovem esse beneficio. Na literatura, sdo descritos casos de insuficiéncia hepatica aguda
induzidos pelo consumo excessivo de 6leo de cartamo com esta finalidade, onde os desfechos
clinicos foram a submissao dos pacientes a transplante hepatico (DE ATAIDES et al., 2018).

A linhaca (Linum usitatissimum L.) possui acidos graxos poli-insaturados, fibras,
compostos fendlicos, antioxidantes e outros bioativos, que lhe coloca na condi¢do de alimento
funcional. Na sua composicdo, o 6leo de linhaca apresenta predominancia de acidos graxos
insaturados (95,1%), sendo o de maior concentragdo o acido linolénico (53,58%), seguido do
oleico (25,98%), linoleico (15,54%). A riqueza em acidos graxos Omega-3 proporciona
propriedades funcionais relacionadas a reducdo do colesterol total, do LDL-colesterol, dos
triglicerideos, das doencas cardiovasculares, além de exercer efeitos anti-inflamatorios
(COSTA et al., 2020; MOHAMED, DIAAELDIN, SHERIF, 2021).

O ¢6leo de gergelim (Sesamum indicum L.) apresenta componentes bioativos incluindo
gorduras poli-insaturadas, fitoesterois, ligninas, vitaminas, tocoferois, minerais e aminoacidos
como metionina, valina e triptofano (ANDARGIE et al., 2021). O 6leo de gergelim contém
uma alta porcentagem de acidos graxos (85%) e dois constituintes menores, a sesamina e
sesamolina. Além do Oleo, as sementes de gergelim também possuem alto percentual de
proteinas dietéticas (ricas em metionina), carboidratos, vitamina E, além de minerais. E
caracterizado por vdrias propriedades, incluindo antiproliferagdo, efeitos pré-apoptose, anti-
inflamatorios, efeitos antimetastiticos, antiangiogénicos € pro-angiogénicos, pro-
autofagociticos e potencial antioxidante (YASEEN et al., 2021).

O dleo de girassol, obtido da semente da planta Helianthus annus L., da familia
Compositae, destaca-se por ser a quarta oleaginosa em produgdo de graos e a quinta em area
cultivada no mundo. O 6leo de girassol ¢ interessante pelo seu conteudo em acido linoleico,
possui uma combinagdo de gorduras monoinsaturadas e poli-insaturadas com baixos niveis de
gorduras saturadas e ¢ fonte dietética de PUFA n-6. Além de leve no sabor e aparéncia, fornece
mais vitamina E do que qualquer outro 6leo vegetal (RAMIREZ-TORTOSA et al., 2020;
CASTRO et al., 2021). O consumo do 6leo tem sido associado com os efeitos positivos sobre

a saide humana, devido a 4cidos graxos especificos, que possuem os beneficios
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cardiovasculares, como reconhecidas fun¢des de hidratacdo e reestruturagdo, sendo utilizado
no tratamento do colesterol e prevencdo da aterosclerose (CASTRO et al., 2021).

A semente de borragem (Borago offinalis L.) € uma fonte rica de dcido gama-linolénico
(GLA, 26-38%), mas também ¢ uma fonte importante de outros PUFAs, como acido linoleico
(35-38%) e 4cido oleico dmega-9 (16-20%). O seu 6leo € reconhecido pelo potencial na terapia
de doengas inflamatdrias cronicas, como dermatite atopica (eczema), artrite reumatoide, cancer,
aterosclerose, entre outras (ARANAZ et al., 2020; TANWAR, GOYAL, 2021).

A vitamina E ¢ um nutriente antioxidante lipossoluvel essencial, necessario em pequenas
quantidades para processos bioldgicos importantes (CUSTODIO et al., 2020). A vitamina E
refere-se a compostos lipossoluveis, incluindo quatro tocoferois e quatro tocotrienois, sendo o
a-tocoferol a forma biologicamente mais disponivel e mais conhecida (HIGGINS, IZADI,
KAVIANI, 2020). A vitamina E ¢ um antioxidante soluvel em gordura que pode proteger os
PUFAs da oxidacao, regula a producao de espécies reativas de oxigé€nio e espécies reativas de
nitrogénio (LEE, HAN, 2018). Estudos mostram a importancia da vitamina E na patogénese da
tuberculose pulmonar, atuando como micronutriente, melhorando a qualidade da satide e na
imunomodulac¢ao durante o curso da doenga (CRUZADO et al., 2019). Em homens adultos,
concentragdes séricas maiores de a-tocoferol foram relacionadas a menores indices de

mortalidade em geral, assim como menores incidéncias de cancer e doengas cardiovasculares

(CUSTODIO et al., 2020).

24 IMPUREZAS ELEMENTARES EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Os suplementos alimentares sdo do género alimenticio e, consequentemente, ¢ de
exclusiva responsabilidade do produtor/distribuidor assegurar que a rotulagem representa
fielmente o contetido do produto e que os ingredientes sdo seguros. Entretanto, nem sempre a
seguranga destes produtos ¢ garantida uma vez que tém sido descritos incidentes com
suplementos alimentares, incluindo casos associados a contamina¢des com metais pesados
(MUSTATEA et al., 2021).

As plantas medicinais e 6leos de origem vegetal utilizados como matéria-prima na
obtencdo de suplementos alimentares podem ser frequentemente contaminadas com metais
pesados devido ao ambiente em que sdo cultivadas, também sendo contaminadas com metais
pesados na industria ou na agricultura. Além da contaminacdo da matéria-prima, a

contamina¢do dos suplementos também pode ser causada acidentalmente por contaminagao
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cruzada no fluxo tecnoldgico ou por transferéncia da embalagem utilizada no produto

(AMARIEIL, GHEORGHE, OROIAN., 2017; MUSTATEA et al., 2021).

2.4.1 Toxicidade e contamina¢io do chumbo em suplementos alimentares

O Pb ¢ um poluente ambiental nocivo que tem altos efeitos toxicos para muitos 6rgaos
do corpo. Embora possa ser absorvido pela pele, ele € absorvido principalmente pelos sistemas
respiratério e digestivo, este elemento ¢ absorvido no intestino e posteriormente transportado
para os tecidos moles, por exemplo, no figado e rins, onde se acumula ao longo do tempo. O
principal processo de transporte, para diferentes tecidos corporais a partir do intestino, ¢ através
dos globulos vermelhos, onde ocorre a ligagdo com a hemoglobina. Quase 99% do Pb no sangue
¢ observado nos eritrdcitos, e com aproximadamente 1% no soro e no plasma. A distribui¢ao
nos oOrgaos (pulmdes, bago, cérebro, aorta, cortex renal, ossos e dentes) depende muito da
concentragdo deste no plasma, e ndo no sangue total. A meia-vida do Pb no sangue ¢ estimada
em 35 dias, enquanto a meia-vida no tecido mole ¢ estimada em 40 dias e nos ossos por até 30
anos (KABATA-PENDIAS et al., 2015; BALALI-MOOD et al., 2021).

A contaminagdo de Pb em adultos pode causar altera¢des no sistema nervoso (causando
fadiga, altera¢des de humor, sonoléncia, distirbios de concentragdo, dores de cabeca, coma),
no sistema circulatério (aumento da pressdo arterial e, em casos graves, encefalopatia), no
sistema gastrointestinal (célicas/dores, nauseas, vomitos, diarreia e constipagao) e hormonios
(distarbios de fertilidade, diminui¢do da libido), outros efeitos incluem adstringéncia da boca,
gosto metalico, sede ou mesmo morte (WANI et al. 2015;.CHARKIEWICZ, 2020).

A exposicdo a este metal também tem sido associada ao cancer. Uma meta-analise
avaliou a relacdo entre tumores cerebrais e exposicdo ocupacional em varios paises (EUA,
Finlandia, Suécia, Australia e Russia) (AHN et al., 2020). Pesquisas subsequentes na Finlandia
e no Reino Unido confirmaram uma relagdo entre as concentragdes deste elemento no sangue
e alguns tipos de cancer (cérebro e pulmao) (STEENLAND et al., 2019).

A toxicidade do Pb tem sido um assunto de interesse devido ao seu efeito toxico em
plantas, animais e humanos. Um aumento em vdrias atividades industriais € o uso de produtos,
como agroquimicos, 6leos, tintas, mineragdes, podem levar a contamina¢do no meio ambiente
e, portanto, este metal pode entrar na cadeia alimentar. Sendo um dos metais pesados mais
toxicos, a ingestdo de Pb através da cadeia alimentar provou ser um potencial perigo para a

saude humana (KUMAR et al., 2020; GAO 2020; BALALI-MOOQOD et al., 2021).
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Na literatura sdo encontrados estudos que investigaram a presenga de Pb em
suplementos, como o estudo de Pinheiro e colaboradores (2019) que investigaram a presenca
deste elemento e de outros metais (arsénio, cadmio e mercurio) em suplementos para atletas, as
amostras na forma solida e liquida foram digeridas com auxilio de micro-ondas usando uma
solu¢do diluida de acido nitrico. O teor dos metais foi determinado em 10 suplementos através
da andlise por Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, do
inglés Inductively Coupled Plasma - Mass Spectrometry). Os resultados obtidos foram de 0,032
a 0,042 ng/g de Pb e 0,008 a 0,030 pg/g de Cd, nenhuma das amostras analisadas continham os
elementos acima do permitido pela USP.

Beltran e colaboradores (2020) determinaram Pb e outros metais pesados em
suplementos alimentares, as amostras em pd foram analisadas por Espectroscopia de
Fluorescéncia de Raios-X de Reflexdo Total (TXRF). De acordo com os autores, a concentragao
de Pb nas duas amostras analisadas foi de 1,12 e 1,32 pg/g, as amostras apresentaram
concentragdes de metais dentro dos limites maximos permitidos pelas normas internacionais.

Um estudo de Leal e colaboradores (2020) determinou Pb em suplementos alimentares
comercializados no Brasil usando amostragem direta de solidos e espectrometria de absor¢ao
atdmica em forno de grafite. A concentragdo de Pb foi determinada em 74 amostras e o contetido
variou na faixa de 0,04 a 25,3 pg/dia, sendo que 2 amostras tiveram resultados acima do
permitido pela USP (LEAL et al., 2020).

Yao e colaboradores (2023) quantificaram alguns metais nocivos a saude, entre eles o
Pb e 0 Cd, em suplementos de calcio comercializados na China. A quantificacdo dos metais nas
amostras solidas foi realizada por ICP-MS e os resultados encontrado nos suplementos foram
de até 8,49 mg/kg para Pb e 1,104 mg/kg para Cd. Os resultados estdo dentro dos limites
estabelecidos pelos padrdes nacionais chineses e pelo JECFA (Joint Expert Committee on Food

Additives).

2.4.2 Toxicidade e contamina¢io do cadmio em suplementos alimentares

O Cd ¢ um metal pesado que ndo tem funcao fisioldgica e ¢ toxico para os humanos,
este elemento se espalha no meio ambiente na forma de 6xido de cadmio, cloreto de cadmio ou
sulfeto de cadmio por meio de atividades industriais que utilizam como reagente corrosivo,
estabilizador em produtos de PVC, pigmentos coloridos e baterias de Ni-Cd (FRIBERG et al.,
2019; GENCHI et al., 2020); HAO et al., 2017; GENCHI et al., 2020).
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Quando o Cd entra no corpo, ele ¢ transportado para a corrente sanguinea via eritrocitos
e albumina e é entdo acumulado nos rins, figado e intestino, a sua excre¢ao de cadmio do corpo
¢ lenta e ocorre através dos rins, urina, saliva e leite durante a lactagdo (TINKOV et al., 2018
a; SATARUG, 2018).

Em humanos, a exposi¢do a este metal pode resultar em uma variedade de efeitos
adversos, como disfun¢do renal e hepatica, edema pulmonar, dano testicular, osteomalécia e
dano ao sistema hemopoiético e as glandulas supra-renais. Além disso, devido aos seus efeitos
citotoxicos que podem levar a eventos apoptoticos ou necréticos ¢ considerado um elemento
carcinogénico do Grupo 1 da classificagdo da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o
Cancer) (TINKOV et al., 2018 b). A exposi¢do ocupacional ou ambiental a este elemento tem
sido relacionada a cénceres de pulmdo, mama, prostata, pancreas, bexiga e nasofaringe
(MEZYNSKA, BRZOSKA, 2018).

Na literatura algumas pesquisas investigaram a presenca de Cd em suplementos, como
no estudo de Corazza e Tarley (2016) que determinaram Cd em suplementos de dmega 3
empregando extra¢do induzida por quebra de emulsdo (EIEB) e espectrometria de absor¢ao
atdmica em forno de chama termo pulverizada (TS-FF-AAS). Os valores de Cd encontrado nas
amostram variaram entre 37,3 a 54,5 ng/g.

Begu e colaboradores (2019) também determinaram Cd em suplementos
multivitaminicos/minerais através de um procedimento com trés etapas de coprecipitacio para
a separagdo dos metais e posterior determinagao por ICP-MS. Os niveis médios de Cd ficaram
entre 28 e 125 ng/g, indicando que a quantidade de Cd ingerida por por¢do estava abaixo dos
limites de exposi¢do didrio seguros.

Neher ¢ colaboradores (2018) determinaram 15 metais, entre eles o Cd, em 11 amostras
de suplementos alimentares contendo espirulina. Neste estudo, foi realizada uma digestao
assistida por ultrassom para a determinacdo multielementar por espectrometria de emissao
atdmica induzido por micro-ondas. As concentragdes de Cd variaram de 1,74 a 2,14 ng/g, que
conforme os autores estavam acima dos niveis permitidos pelo FDA e pode ser explicado pela
capacidade das algas de bioacumular este elemento (NEHER e al., 2018).

Jairoun e colaboradores (2020) determinaram metais pesados em suplementos
alimentares comercializados nos Emirados Arabes Unidos, foram analisados 277 produtos por
ICP-MS. Nenhum dos metais analisados apresentaram limites acima do permitido pela
American Herbal Products Association (AHPA), a ingestdo diaria média de chumbo foi de 0,85
pg em comparagdo com a ingestao diaria aceitavel (IDA) de 20 pg, e a ingestdo diaria média

de cadmio foi de 0,73 pg em comparagdo com a ingestao didria aceitavel de 6 pg.
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Cwielag-Drabek e colaboradores (2020) investigaram o risco do consumo de
suplementos alimentares a base de plantas determinando cadmio e chumbo por Espectrometria
de absorcao atdmica com chama (FAAS, do inglés Flame Atomic Absorption Spectrometry) em
41 suplementos alimentares. As concentracdes de cddmio em todas as amostras estavam abaixo
do estabelecido pela legislacdo de 1,0 mg/kg.

Mustatea e colaboradores (2021) determinaram Pb e Cd em suplementos alimentares
comercializados na Romenia. Para determinar os metais por GFAAS as amostras foram
digeridas em micro-ondas com HNO3 e H>O,. As concentragdes de Pb variaram de 0,002 a
1,274 mg/kg e a faixa de concentracdo de Cd foi de 0,0002-0,203 mg/kg, tais resultados nao
excederam os limites estabelecidos pela Commission Regulation (EC) 1881/2006 (3,0 mg/Kg
Pb e 1,0 mg/Kg Cd). Além disso eles constataram que os suplementos alimentares obtidos de
plantas tiveram valores superiores quando comparados com os suplementos alimentares de

origem mineral ou animal.

2.5 CONTAMINACAO DE CHUMBO E CADMIO EM OLEOS VEGETAIS
COMESTIVEIS

A maioria dos estudos que investigaram metais em suplementos foram realizados em
produtos na forma farmacéutica de p6 e comprimidos. Existem poucos estudos com céapsulas
oleosas, mas ha na literatura muitos estudos que investigaram metais em 6leos comestiveis que
muitas vezes sao matérias primas de suplementos oleosos.

As varias etapas da producdo de 6leo comestivel, como a embalagem, o transporte ou o
armazenamento, podem causar contaminag¢ao inorganica nos 6leos. Durante o processamento e
armazenamento de oleos vegetais, os equipamentos e tubulagdes contém vestigios de elementos
metalicos que podem causar este tipo de contaminagao (XIA ef al., 2021). Durante o cultivo
dos graos, o uso de fertilizantes e pesticidas contendo metais pesados como chumbo, mercurio,
cadmio e arsénio também podem fazer com que os 6leos sejam contaminados (SHAH,
SOYLAK, 2022).

Taghizadeh e colaboradores (2022) determinaram Pb e Cd em 6leo de gergelim e 6leo de
girassol para avaliar o risco de exposi¢do dos humanos, foram analisadas 375 amostras de 6leos
vegetais por Espectrometria de Emissao Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES,
do inglés Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectrometry). Em todas as amostras
analisadas os niveis de Pb e Cd nao refletiram nenhum risco, os resultados ficaram abaixo do

limite de quantificagdo dos métodos aplicados (1,0 pg/kg).
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Mukhametov e colaboradores (2020) determinaram metais pesados em oOleos vegetais
produzidos no Cazaquistdo. A analise de amostras dos 6leos vegetais revelou que a maior
contaminagdo por chumbo foi de 0,065 mg/Kg em o6leo de linhaga. A maior quantidade de
cadmio foi encontrada no 6leo de cartamo no teor de 0,009 mg/Kg. O conteudo de metais
pesados nas amostras analisadas no estudo atendeu aos requisitos da Comissdo do Codex
Alimentarius.

Rounizi e colaboradores (2020) determinaram metais pesados em 6leo de gergelim por
ICP-OES, o estudo mostrou que a semente de gergelim analisada continha 3,27 mg/kg de Pb e
0,058 mg/kg de Cd, e que quando a semente passava pelo processo de extragdao do 6leo esses
valores diminuiram consideravelmente (0,37 mg/kg Pb e 0,021 mg/kg Cd). No entanto no
mesmo o 6leo extraido o valor de chumbo € superior ao permitido pelo Codex Alimentarius de
0,1 ppm em O6leos comestiveis.

Um estudo de Magalhaes e colaboradores (2021) determinou metais em diversos dleos
vegetais, dentre eles 6leo de cartamo, 6leo de coco, dleo de linhaca e 6leo de chia, os metais
foram quantificados por ICP-MS. Os elementos Cd e Pb foram encontrados variando de 19,5 a
20,2 ng/Kg e 20,6 a 22,2 pg/Kg, respectivamente. Neste contexto, todos os diferentes oleos
comestiveis analisados atenderam os padrdes de qualidade recomendados pela Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

2.6 METODOS PARA PREPARACAO DE AMOSTRAS OLEOSAS PARA
DETERMINACAO DE METAIS

Virios métodos de preparo amostra podem ser utilizados para determinar metais em
amostras oleosas. A escolha do método de preparacdo deve considerar fatores, como técnica
analitica instrumental que sera utilizada, o nlimero de amostras a serem analisadas com precisao
e exatiddo requeridas, disponibilidade de equipamentos e tempo de preparacio (SANCHEZ et
al.,2015). A seguir serdo discutidos os principais métodos de preparo de amostra reportados na

literatura para determinagao de metais em amostras oleosas.
2.6.1 Digestao acida ou mineralizaciao

M¢étodos baseados em digestdo acida ou mineralizacdo consistem na dissolucdo da
amostra com acidos inorganicos, que pode ser realizado geralmente em chapas ou blocos de
aquecimento, em frascos aberto ou fechado. A decomposi¢do 4cida permite minimizar, ou até

mesmo eliminar, problemas relacionados com matrizes complexas, pois consiste na destrui¢ao
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da matéria organica existente nas amostras em presenca de um acido mineral oxidante, mistura
de acidos oxidantes ou ainda mistura de um acido oxidante com perédxido de hidrogénio, sob
aquecimento. Os acidos mais utilizados sao HNO;, H,SO,4, HCI, e HCIO, os quais podem oxidar
completamente a maioria das amostras se o aquecimento for feito em temperaturas adequadas
durante o tempo necessario, possibilitando que os analitos estejam na solucao acida resultante
na forma inorganica mais simples e apropriada para a analise (KRUG, 2008).

Este procedimento tem como grande vantagem a utilizagdo de padrdes inorganicos
aquosos na calibracdo, pois as caracteristicas fisicas das solu¢des resultantes sdo similares as
solucdes de referéncia (GAB-ALLAH et al., 2019; NANDASIRI et al., 2023). Poucos trabalhos
tém dedicado a utilizagdo de procedimentos que empregam a digestdo acida com aquecimento
em chapa ou bloco digestor no pré-tratamento de amostras de dleos vegetais. Entretanto, a
decomposic¢ao 4cida assistida por micro-ondas como uma alternativa efetiva aos procedimentos
convencionais de decomposi¢do tem sido bastante empregada (MOHAMED, ZAINUDIN,
YAAKOB, 2020; BALDO et al., 2020), devido a vantagens como redu¢do nos tempos de
digestdao e dos problemas associados a perdas do analito e contaminacdo da amostra, além de
ser possivel utilizar 4cidos diluidos ou em quantidades reduzidas.

Keshvari e colaboradores (2021) determinaram Pb, Cd, As e Hg em suplementos
alimentares consumidos no mercado Iraniano. Foram analisados 45 produtos de marcas
diferentes, cada amostra foi digerida com acido nitrico pelo método de digestio umida e
posteriormente analisadas por FAAS. Os teores de chumbo, cddmio, arsénio e mercurio nas
amostras investigadas ndo apresentaram niveis significativos que possam estar associados a
toxicidade. Todos os quatro metais estavam presentes em concentragdes abaixo dos limites
recomentados pela OMS (Organizagdo Mundial da Satde) e AHPA (Admerican Herbal Products
Association).

A maioria dos estudos que envolvem digestao acida com amostras oleosas referem-se a
amostras de 6leos comestiveis ou 6leos crus.

Mohajer e colaboradores (2019) descreveram a determinagdo de As, Pb, Cr, Cd, Cu, Mn
e Zn por ICP-OES em amostras de 6leo de farelo de arroz digeridas por micro-ondas
empregando a mistura de HNO3 e H20o.

Karasakal (2020) determinou os teores de varios elementos tragos em 6leos comestiveis
por ICP-OES, para o preparo das 125 amostras de 6leos (6elo de soja e 6leo de nozes) o autor
utilizou HNO3 e H>O; para a digestao por micro-ondas.

Taghizadeh e colaboradores (2020) investigaram os niveis de alguns elementos (As, Cd,

Cr, Hg, Ni, Pb, Fe e Cu) em cinco diferentes tipos de 6leos (canola, milho, oliva, gergelim e
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girassol) adquiridos no mercado Iraniano. As amostras foram digeridas em HNO3 e H2O2 em
sistema de digestao por micro-ondas e posteriormente os elementos foram determinados usando
ICP-OES.

A digestao acida requer um tempo relativamente longo de analise e necessita de um
controle cuidadoso da temperatura para evitar a perda de metais volateis (DAMAK et al., 2019).
Outras desvantagens deste método ¢ maior risco de contaminagao (quando realizado em sistema
aberto ou devido as impurezas dos reagentes), tempo elevado de execugdo, elevado consumo
de reagentes, possibilidade de perda do analito pela formagao de precipitados insoluveis no
tratamento com alguns tipos de acidos e efeitos de matriz devido a ndo decomposicdo total da

matéria organica (POSCIC et al., 2019; GAB-ALLAH et al., 2019).
2.6.2 Diluicdo com solvente orgéanico

A diluigdo com solvente organico ¢ um método de preparacao bastante simples e rapido,
que consiste simplesmente na dilui¢do da amostra com o solvente apropriado. Alguns exemplos
de solventes utilizados sdo xileno, isobutilmeticetona, dimetilbenzeno, 1,2 dimetilbenzeno, 4-
metil-2-pentanona, querosene, pentano, hexano, heptano entre outros (GAB-ALLAH et al.,
2019; MARTINEZ et al., 2020).

Apesar da simplicidade, muitos inconvenientes estdo relacionados com a aplicacdo
deste método de preparo: 1) a maioria dos solventes utilizados sdo toxicos e carcinogénicos; ii)
necessidade do uso de padrdes organicos, que apresentam maior custo que os padrdes
inorganicos; iii) baixa estabilidade do analito dos padrdes organicos diluidos para calibragao;
iv) alteracdo da concentragdo do analito devido a adsor¢do nas paredes do recipiente ou ainda
pela evaporagdo do solvente; v) a gestdo de alguns solventes organicos com equipamentos
convencionais de laboratério ¢ dificil devido a sua elevada pressdo de vapor e/ou baixa
viscosidade e vi) a dilui¢do em solventes organicos implica na dilui¢do do proprio analito
exigindo técnicas com elevada sensibilidade (MARTfNEZ et al., 2020; KORN et al., 2007;
BARROS et al., 2012).

Panggabean e colaboradores (2019) determinaram Cd em 6leo lubrificante por FAAS a
partir da dilui¢do direta com solventes organicos. No estudo, os melhores resultados foram
obtidos com a dilui¢do direta com metilisobutilcetona.

Li e colaboradores (2020) propuseram a determinac¢do de Ni em amostras de 6leo cru.
As amostras foram preparadas por meio de dilui¢cao simples com ciclohexano e posterior anélise

por espectrometro de absorcao eletrotérmica baseado em bobina de tungsténio portatil.
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Martinez e colaboradores (2020) determinaram Al, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn,
Mo, Ni, Pb, Si, Tie V em 6leos vegetais por I[CP-OES. As amostras foram diluidas com xileno
e introduzidas no equipamento através de um sistema integrado de introduc¢do de amostras com
tocha de alta temperatura (hTISIS). A andlise mostrou-se rapida e precisa para determinar

multielementos em 6leos vegetais.

2.6.3 Emulsao

Como uma alternativa as solucdes em solventes organicos e suas misturas, o uso de
emulsdes tem sido proposto como método de preparo de amostras oleosas. A emulsdo ¢ um
sistema de duas fases em que uma fase ¢ dispersa na outra na forma de goticulas, estabilizados
por um emulsionante. A fase presente na forma de gotas ¢ referida como fase interna ou fase
dispersa e a fase que forma a matriz na qual as gotas estdo suspensas ¢ chamada de fase continua
ou fase externa. Os dois principais tipos de emulsdes sdo 6leo em agua (O/A) onde o 6leo ¢
disperso como goticulas em uma fase aquosa e dgua em 6leo (A/O) que as particulas de agua
estdo dispersas como goticulas no 6leo, como pode ser observado na Figura 2. A emulsdao O/A
¢ a mais comumente usada e o tipo de emulsdo pode ser determinado pela quantidade relativa

de cada fase (VIANA et al., 2014).

Figura 2 - Representacdo esquematica dos tipos de emulsdo: a) (O/A), onde goticulas de dleo
estdo dispersas em agua (fase continua) e b) (A/O), onde goticulas de dgua estdo
dispersas em o6leo (fase continua).
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Fonte: adaptado de VALASQUES et al. (2017).

As emulsdes sdo termodinamicamente instaveis, ndo se formam espontaneamente, o que
torna necessario agitacdo manual ou mecanica, além disso tende a separacao de fases dos seus
componentes imisciveis ao longo do tempo. Para aumentar a estabilidade da emulsado ¢ preciso
adicionar um surfactante ou tensoativo, pois este forma barreiras fisicas que protegem a gota
de coalescéncia, além de reduzir a tensdo superficial entre a 4gua e o 6leo (VALASQUES et
al., 2017).

Os surfactantes correspondem a grupos de substancias cujas moléculas sdo anfifilicas,
ou seja, sua estrutura possui uma parte hidrofilica (soltivel em 4gua) e outra parte lipofilica
(soluvel em lipideos) e, de acordo com sua estrutura, podem ser classificados em ndo id6nicos
(Triton X-100, Triton X-114, Tween 80 , Tween 60 ), catidonicos (brometo de cetiltrimetil
amonio, cloreto de cetilpiridinio), anidnicos (dodecil sulfato de sodio, dodecil benzeno
sulfonato de s6dio) ou anfoteros (N-alquil e C-alquil betaina e sultaina, dlcool amino fosfatidil)
(PELIZZETTE, PRAMAURO, 1985).

A emulsificacio de amostras constitui uma atraente alternativa aos métodos
convencionais empregados na modificagdo de matrizes complexas, devido a uma série de
vantagens como: i) ndo requer a destruicdo da matéria organica; ii) ndo ocorrem perdas do
analito por volatilizagdo; ii1) requer baixo ou nenhum consumo de acidos; iv) possibilita o uso
de padroes aquosos. Além disso, em comparacdo com a digestdo acida da matéria organica, a
emulsificacdo da amostra introduz muito menos contaminantes externos a amostra, uma vez
que o manuseio da amostra e a adicdo de reagente sdo minimizados (VIANA et al., 2014;

SHAH, SOYLAK, 2022).
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Desde as primeiras pesquisas na década de 1940, as emulsdes ja receberam inimeras
aplicagdes, tais como: industria de cosméticos, para aumentar a qualidade dos produtos;
industrias de produtos farmacéuticos para tornar o sabor do medicamento mais atraente ou com
propriedades antibacterianas; industria de petréleo, baseada na baixa tensdo interfacial e boa
propriedade emoliente das emulsdes; extracdo de metais nobres de minérios com baixo
conteudo de metais; pesquisas de poluentes ambientais em amostras de solo e efluentes
dissolvidos em emulsdes (BURGUERA, BURGUERA, 2012; SHAH, SOYLAK, 2022).

Castillo e colaboradores (1999) desenvolveram um método para a determinagdo de
varios metais (Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, T, Pb, U, V e Zn) em azeites por ICP-MS. Para o
preparo das amostras foi realizada a formagao de emulsdo com 20% HNOs e 1,5 mL de Triton
X-100. Outro estudo que utilizou emulsdes no preparo de amostras para analise de metais foi o
estudo de Huang e colaboradores (2001). Neste estudo, foi investigada a determinagdo de Zn,
Cd e Pb em oleo vegetal por vaporizacao eletrotérmica em combinagdo com espectrometria de
massa com plasma acoplado indutivamente (ETV-ICP-MS). Para a quantificagdo as amostras
foram preparadas na forma de emulsdo contendo 10 % (v/v) de 6leo, 2 % (v/v/) Triton X-100,

2 % (v/v/) Ha0z € 0,4 % (v/v) HNOs.

2.6.3.1 Extracdo induzida por quebra de emulsdao (EIEB)

A extragdo induzida por quebra de emulsdo (EIEB) com aplica¢cdo na separacdo e/ou
pré-concentragdo de metais foi proposto por Cassella e colaboradores, em 2010, em um estudo
que tinha como objetivo determinar metais tragos em amostra de diesel por ETAAS (do inglés,
Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry). A técnica € baseada na extracdo liquido-
liquido na qual a amostra organica ¢ emulsificada com uma solugdo extratora contendo acido e
um agente emulsificante apds vigorosa agitacdo. O acido auxilia na extracdo do analito presente
na fase organica para a fase aquosa e o agente emulsificante ¢ adicionado para diminuir a tensao
interfacial entre as fases, aumentando a interagdo da amostra com a solucdo acida. Durante o
processo de quebra da emulsdo, o qual pode ser induzido por aquecimento ou centrifugacao, os
analitos sdo transferidos do 6leo para a fase aquosa acida que é separada e utilizada para a
determinagdo dos metais extraidos (CASSELLA et al., 2010).

A EIEB ¢ uma alternativa para tratamento de amostras que possuem alta carga de
substancias organicas em relacdo aos métodos de preparagdo de amostras convencionais,
porque promove a extracdo e/ou pré-concentracdo dos analitos de interesse para uma fase

aquosa. A técnica vem sendo explorada para a determinagdo de metais em diversas matrizes
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com alto teor organico, tais como: petréleo (TREVELIN et al., 2016), gasolina (SOUZA et al.,
2021), biodiesel (PEREIRA, CASSELLA, 2022) e 6leos comestiveis (CERQUEIRA et al.,
2022). O Triton X-114 e o Triton X-100 sdo surfactantes anidnicos comumente usados na EIBB,
geralmente acidificados com HNO3. As solugdes acidas destes tensoativos sdo adicionadas nas
amostras e agitadas manualmente, por agitadores automaticos ou ainda submetidos a banhos de
ultrassom, para a formag¢do das emulsdes (SOUZA et al., 2021).

Além de evitar etapas morosas, como no método de digestdo acida de amostras, a EIEB
apresenta outra importante vantagem quando aplicada as amostras com alto teor organico que
¢ a transferéncia dos analitos de uma fase complexa para uma fase aquosa mais simples de ser
analisada, possibilitando o uso de padrdes aquosos que sdo mais acessiveis (VALASQUES et
al., 2017). Entretanto, alguns parametros devem ser otimizados para que a EIEB tenha maior
eficiéncia dentre estes estdo: a concentragdo e natureza do acido, concentracao do tensoativo,

tempo de quebra, processo de quebra, entre outros (PEREIRA, CASSELLA, 2022).

2.7 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA

Virias técnicas analiticas instrumentais tém sido empregadas na determinacdo de metais
em diferentes matrizes. Alguns estudos utilizam a espectrometria de absor¢ao atomica para a
determinagdo de metais em diferentes tipos de suplementos alimentares, como suplementos
multivitaminicos (ADOLFO et al., 2019), suplementos proteicos (ELGAMMAL, KHORSHE,
2019) e suplementos a base de plantas (GOMEZ-NIETO et al., 2017), no entanto poucos
estudos determinaram metais em suplementos oleosos devido a complexidade da matriz.

A espectrometria de absor¢@o atdmica ¢ considerada uma técnica analitica bem-sucedida
e das mais utilizadas na determinacdo de elementos inorganicos em baixas concentragdes
presentes numa ampla variedade de amostras, sejam estas liquidas, sélidas, em suspensdo, e até
mesmo gasosas. Esta técnica permite associacdo a sistemas de analise de amostras em fluxo e
também estudos de especiacao dos elementos presentes (CHILOV, 1975; WELZ et al., 1993).

O principio desta técnica se baseia na absorc¢ao de radiacdo eletromagnética de frequéncia
especifica por dtomos livres no estado gasoso. O atomo, no estado fundamental, absorve
quantidade especifica de energia, ou seja, uma radiacdo de frequéncia definida, emitida por uma
fonte de radiacdo, sendo assim excitado. A atenuagdo da intensidade de radiagdo emitida pela
fonte ¢ proporcional a quantidade de analito presente, sendo utilizada para quantificar o analito

(WELZ, 1999).
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Quando utiliza uma fonte de radiag@o especifica a técnica ¢ denominada espectrometria
de absorcao atdomica com fonte de linha (LS AAS, do inglés Line Source Atomic Absorption
Spectrometry). A LS AAS utiliza lampadas de catodo oco, as quais emitem radiacdo especifica
para cada elemento, tornando a técnica altamente seletiva e dispensando o uso de
monocromadores de alta resolugdo (BORGES et al., 2005; WELZ, 2005). Apesar dessas
vantagens a técnica apresenta diversas limitacdes, entre elas a andlise monoelementar,
dificultando a determinacdo de diversos elementos devido a necessidade de ter uma ldmpada
para cada elemento, e principalmente, devido a falta de informagao obtida na regido da analise;
como uma estreita faixa do espectro ¢ utilizada na analise se obtém uma limitada informagao
da regido espectral (WELZ, 1999; BORGES et al., 2005; WELZ et al., 2003).

A busca por melhorias na razdo sinal/ruido e a existéncia de limitacdes para a
determinagdo de alguns elementos, fizeram com que um novo conceito surgisse, a
espectrometria de absor¢do atdmica com fonte continua. Esta técnica utiliza o conceito da AAS,
porém emprega uma unica ldmpada de xendnio emitindo radiacdo de alta intensidade nas
regides do ultravioleta e do visivel, um monocromador double-echelle de alta resolugdo e um
detector de carga acoplada bidimensional. A alta intensidade da fonte melhora a razdo
sinal/ruido, além desta vantagem, esta técnica analitica possibilita usar linhas secundarias que
normalmente sdo pouco intensas quando se utiliza lampadas monoelementares e também
permite determinar elementos para os quais ndo existem lampadas monoelementares. O
detector permite visualizar o espectro nas vizinhangas da linha analitica de interesse, permitindo
identificar interferéncias espectrais e, também proporcionando a corre¢do do fundo de forma

simultanea a determinacio elementar.

2.7.1 Espectrometria de absorcio atomica de alta resolucio com fonte continua

acoplado ao forno de grafite

A espectrometria de absor¢do atomica de alta resolugdo com fonte continua (HR CS
AAS) surgiu na década de 1990 para superar as dificuldades e limitagdes encontradas na técnica
convencional de AAS. Inicialmente, foi comercializado o espectrometro de absor¢ao atdmica
de alta resolugdo com fonte continua somente com atomiza¢do em chama e ap6s quatro anos
foi equipado também com atomizag@o em forno de grafite.

A espectrometria de absor¢do atomica de alta resolugdo utilizando fonte continua ¢
composta por uma lampada de arco curto de xendnio de alta pressdo, formada por dois eletrodos

de tungsténio, a partir da qual ¢ emitida uma radiagdo de alta intensidade e na faixa da regido
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do UV-visivel. Esta radiag¢do passa pelo atomizador e chega a um monocromador duplo de alta
resolugdo, constituido por um prisma pré-dispersor ¢ de uma rede de difragdo do tipo Echelle.
O prisma separa o espectro da radiacdo incidente na regido de interesse e a rede de difragdo ¢
responsavel pela alta resolucdo do intervalo selecionado. Apos ser selecionada, a radiagao
atinge o detector que ¢ constituido por um arranjo linear de dispositivos de carga acoplada
(CCD, do inglés charge-coupled device) contendo 512 pixels fotossensiveis independentes.
Destes 512 pixels, 200 sdo destinados para fins analiticos, permitindo a visualizagdo de 200 a
500 pm da regido espectral na qual esta contida a linha analitica (BORGES et al., 2005; WELZ
et al., 2003). Um esquema com os principais componentes de um espectrometro de HR CS

AAS ¢ apresentado na Figura 3.

Figura 3- Representagdo esquematica dos principais componentes de um espectrometro de HR
CS AAS. Adaptado de Welz et al, 2005.

Atomizador

Fonte de radiagao

Monocromador de alta resolugao

Fonte: (WELZ et al., 2005).

O equipamento ¢ controlado por um software que realiza o processamento dos dados
pés-leitura, além de corrigir automaticamente os eventos continuos, que incluem qualquer
absorcao de fundo que seja continua dentro da janela espectral. Isso significa que o sinal obtido
Jjé esté corrigido e o nivel de ruido ¢ extremamente baixo, como consequéncia, melhores limites
de deteccdo, limites quantificagdo e precisdo sdo alcancados. No entanto, se ocorrer

sobreposi¢ao direta ou parcial da absor¢do de concomitantes com a linha do analito, o software
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oferece a correcdo de fundo com algoritmo de minimos quadrados (LSBC, do inglés Least
squares background correction), usando espectros de referéncia (WELZ et al., 2014), ou seja,
¢ uma alternativa em que o espectro sem analito ou da matriz da amostra € subtraido do espectro
de determinada amostra, resultando no espectro somente do sinal atdomico (BORGES et al.,
2005).

A técnica HR CS GFAAS ¢ muito empregada para a determinacdo de baixas
concentragdes de metais em diversos tipos de matrizes, pois apresenta alta sensibilidade e

seletividade necessitando de reduzido volume de amostra.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 INSTRUMENTACAO

Para o preparo das amostras foram utilizadas uma balanca analitica com quatro casas de
precisdo (Schimatzu), bloco digestor de Kjeldahl para 40 tubos, banho-maria digital e uma
centrifuga (C4-12, jOUn, Thermo Scientific, EUA).

Todas as determinagdes de Cd e Pb foram realizadas em um espectrometro de alta
resolucdo com fonte continua, modelo ContrAA 700 (AnalytikJena®, Alemanha), equipado
com amostrador liquido automatico MPE 60. A fonte de emissdo ¢ composta de uma ldmpada
de arco curto de xenonio (GLE, Berlim, Alemanha), operando em modo “hot-spot”. O sistema
inclui um duplo monocromador composto de um prisma como pré-monocromador associado a
um monocromador de alta resolucdo com rede de echelle. O detector CCD possui 588 pixels,
sendo 200 deles usados com finalidade analitica e o restante utilizado para corre¢des internas
do equipamento. As linhas analiticas utilizadas foram 217,0005 nm e 228,8018 nm, para o Pb
e o Cd, respectivamente. A quantificacdo do sinal analitico foi realizada através da medida de
absorvancia proveniente da area do pico, considerando dois ou trés pixels adjacentes. O
atomizador utilizado foi o forno de grafite sem plataforma para andlise liquida com orificio
dosador (Analytik Jena, Jena, Alemanha). O gas argonio utilizado como gas de protecao e purga
possui pureza 99,999%. O programa de aquecimento do atomizador utilizado na determinacao

dos analitos nas emulsdes ¢ apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Programa de temperatura aplicado na analise das emulsdes, nas linhas analiticas
217,0005 nm e 228,8018 nm, para o Pb e o Cd respectivamente.

Temperatura Rampa ,
Etapa ?°C) °C /ps) Gas
Secagem 90 3 oxigénio
110 5 oxigénio
Pir6lise 500 50 oxigénio
i1 600 (Pb) 300 (Pb) .
Pir6lise 600 (Cd) 300 (Cd) argdnio
C 1400 (Pb) 1400 (Pb)
Atomizagao 1200 (Cd) 1200 (Cd) -
Limpeza 2550 500 argodnio

Fonte: Autora.

3.2 PREVENCAO DA CONTAMINACAO

Todos os frascos plésticos utilizados foram lavados com 4gua corrente, em seguida
enxaguados com agua deionizada e imersos em solu¢ao 10% de HNOs (v/v) em etanol diluido
(50% etanol e 50% agua) por 48 horas. Toda vidraria utilizada foi imersa em solu¢cdo de HNO3
1% (v/v) em &gua por pelo menos 48 horas e, antes do uso, foi lavada com agua ultrapura

abundantemente.

3.3 AMOSTRAGEM

As amostras (n=9) foram obtidas no Brasil, em lojas fisicas e virtuais. As formulacdes
adquiridas foram analisadas e classificadas de acordo com o pais de procedéncia e composi¢ao
declarada pelo fabricante (material vegetal, nutrientes, aminoacidos e outros aditivos). Para
realizar a analise de cada amostra foi preparado pool do mesmo lote (n=10), retirando o 6leo de
cada capsula gelatinosa.

Por razdes legais o nome das amostras, independentemente do resultado, ndo sera
divulgado, procedendo-se assim a codificagdo do nome das amostras (Al- A9). Na Tabela 3
encontram-se descritas as caracteristicas das 9 amostras que foram analisadas durante este

trabalho.
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Tabela 3 - Caracteristicas das amostras de suplementos alimentares oleosos em estudo.

Amostra FOI‘I{la . Pa.ls de Ingredientes declarados Posologia/Modo
Farmacéutica  origem de usar

Oleo de linhaca, 6leo de
gergelim, 6leo de cartamo,

Al Cépsula Importado dleo de borragem, dleo de 3 capsulas por dia
, girassol

A2 Cépsula Importado Acéggigglzlf/i:rgizf% de 5 capsulas por dia

A3 Cépsula Brasil Oleo de cartamo 2 cépsulas por dia
Oleo de cartamo, vitamina

A4 Cépsula Brasil B1, B3, D, E ¢ biotina 4 cépsulas por dia

(vitamina H)

AS Cépsula Brasil Oleo de cartamo 4 capsulas por dia

A6 Cépsula Brasil Oleo de peixe 3 capsulas por dia

A7 Cépsula Brasil Oleo de cartamo e vitamina E 4 capsulas por dia

A8 Cépsula Brasil Oleo de peixe 3 capsulas por dia

A9 Cépsula Brasil Oleo de peixe 2 capsulas por dia

Fonte: Autora.

3.4 REAGENTES E SOLUCOES

Os reagentes utilizados foram todos de grau analitico. Agua de alta pureza (resistividade
18,2 MQ/cm) foi obtida utilizando em sequéncia os equipamentos de deionizacdo, destilacdo e
sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).

As solugdes estoques aquosas individuais de Pb e Cd foram preparadas em 0,1% (v/v)
de HNOs destilado, através da diluigdo apropriada de solucdes padrdes monoelementares
contendo 1000 mg/L (Sepcsol, USA).

Para os procedimentos de preparo de amostra baseado na decomposi¢ao acida em bloco
digestor foram utilizadas HNO3 65 % (v/v) (Sigma-Aldrich, Brasil), H2SO4 95% (m/m) (Vetec,
Brasil), H2O2 30% (m/v) (Dindmica, Brasil).

As solugdes oleosas usadas nos testes de recuperagdo foram preparadas a partir da
dilui¢do de padrdes organometalicos de Pb e Cd de 1000 mg/g (SPC Science, Quebéc, Canada).
Os padroes oleosos foram diluidos em 6leo base Conostan 75c¢St (SPC Science, Quebéc,

Canada).
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A solugdo acida de Triton X-100 usada para a emulsificagdo da amostra foi preparada
pela dissolugdo de 1,25 g do Triton X-100 (Vetec, RJ, Brasil) em 25 mL de solugdo HCI 15%
v/v. O Acido cloridrico 38,5% m/m padrdo analitico (Labsynth, Sdo Paulo, Brasil) e tolueno

(Quimica Moderna, Sdo Paulo, Brasil) também foram utilizados no preparo das amostras.
3.5 PROCEDIMENTO PARA EXTRACAO INDUZIDA POR QUEBRA DE EMULSAO

Inicialmente, pesou-se 0,5 g de amostra dentro de um tubo de polipropileno de 15 mL
(tipo falcon) e adicionou-se 1,5 mL de tolueno, agitou-se manualmente durante 20 segundos.
Em seguida, adicionou-se 2,0 mL de solugdo acida de Triton X-100 5% m/v (HCI 15% v/v),
agitou-se por 30 segundos, assim foi obtida a emulsdo que posteriormente foi rompida com
centrifugacdo durante 5 minutos a 4000 rpm. Assim, obtiveram-se duas fases visivelmente
separadas: uma organica, contendo a parte oleosa da amostra e solvente, e outra fase aquosa
acida, contendo os metais extraidos. Um volume de aproxidamente 2,0 mL da fase aquosa foi
retirado com o auxilio de uma micropipeta para posterior analise por HR CS GFAAS. Os
brancos das amostras foram preparados adicionando os reagentes aos tubos e, em seguida,

submetidos a0 mesmo procedimento descrito.

3.6 DIGESTAO ACIDA PARA DETERMINACAO DE CHUMBO E CADMIO POR HR
GF-AAS

Devido a indisponibilidade de material de referéncia certificado para 6leos vegetais, as
amostras também foram preparadas por meio da decomposicdo acida em sistema aberto com
aquecimento convencional (bloco digestor) como forma de obter um procedimento
comparativo aos métodos propostos neste estudo. O procedimento consiste em pesar
aproxidamente 1,0 g de amostra, adicionar 5,0 mL de HNO; e 3,0 mL de H>SOs, as misturas
resultantes foram submetidas a aquecimento a 200 °C até completa carbonizagdo. Uma adi¢ao
de 6,0 mL H>O- foi feita para a dissolucdo da massa carbonizada e a reagdo foi mantida sob
aquecimento a 200 °C até a obtengdo de solucdes limpidas e incolores. A dura¢do do
procedimento ¢ de 120 minutos. Os brancos de amostra foram preparados pela adicdo dos
reagentes nos tubos de reacao e entdo submetidos ao mesmo procedimento descrito. As solugdes
(amostras e brancos de amostra) resultantes dos procedimentos de digestdo foram transferidos

para frascos de polipropileno e os volumes completados para 10,0 mL com dgua deionizada.
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3.7 VALIDACAO DO METODO

Os métodos foram validados conforme os seguintes capitulos da Farmacopeia
Americana: Capitulo <233> (USP, 2017 a), Capitulo <1225> (USP, 2017 b) e Capitulo <852>
(USP, 2017 c). Os parametros avaliados foram exatidao, precisdo (repetibilidade e precisao
intermediaria), linearidade, faixa de concentragdo, limite de quantificacdo e limite de detec¢ao.
Além disso, diferentes curvas analiticas preparadas em diferentes dias (n=3) foram analisadas

por Analise de Variancia (ANOVA).

3.7.1 Exatidao

A exatiddo foi determinada pelo método de recuperacdo do padrao organico na amostra,
através da adicdo de trés concentracdes distintas do elemento em estudo antes do processo de

extracdo das amostras. A recuperagdo (R) ou fator de recuperacao foi expresso em porcentagem.

3.7.2 Precisao

A precisdo dos métodos foi comprovada através da repetibilidade. O teste foi realizado
com seis amostras independentes do mesmo lote, com a adi¢do dos padrdes de cada elemento
estudado antes do processo de extragdo das amostras. Para a determinagdo da precisdo
intermediaria o teste de repetibilidade foi realizado novamente em dia diferente. Os resultados
desta andlise s3o combinados com os resultados do teste de repetibilidade, totalizando 12

determinagdes. O resultado foi expresso através do desvio padrao relativo (DPR).

3.7.3 Linearidade e faixa de concentracao

A linearidade do método foi determinada através da construgdo de curvas analiticas com
oito concentragdes diferentes para as solugdes preparadas em triplicata. Os resultados foram
usados para obter uma reta por regressdo usando o método dos minimos quadrados. A
comprovagdo da linearidade foi dada através do coeficiente de correlagcdo (r). A faixa de

concentragdo testada para os elementos em estudo foram de 0-20 pg/L para o Pb e Cd.

3.7.4 Limites de quantificacio e deteccio
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Os limites de quantificagcdo (LOQ) e detec¢ao (LOD) foram obtidos através do método
do branco. Desta forma, o branco da extracao foi analisado 11 vezes, o desvio padrao do branco
(DP) ¢ obtido e aplicado a féormula: LOD = 3 x DP/IC e LOQ = 10 x DP/IC. Onde IC ¢ a
inclinagdo da curva de calibracdo. Embora a determinacdo dos limites de detec¢do e de
quantifica¢do ndo seja exigida para os métodos com finalidade de determinacdo de impurezas
elementares (Categoria 1), no presente estudo optou-se por analisar esses parametros de

validagao.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO

A otimizacdo pode ser definida como o ato de melhorar o desempenho de um sistema,
processo ou produto, a fim de obter o maximo de beneficio a partir deles. No campo da Quimica
Analitica, a otimizagdo esté relacionada com o estabelecimento de condi¢des experimentais em
que um procedimento seja capaz de produzir a melhor resposta possivel (CALDAS et al., 2011).

Neste estudo, as condi¢des experimentais iniciais para a medicdo de Cd e Pb
empregando o HR GF AAS foram estabelecidas conforme o método proposto para cada
elemento pelo programa do equipamento e sdo mostrados na Tabela 4. Além disso, como
método de preparo de amostra inicial optou-se por adaptar o método de Wuyke e colaboradores
(2017). Desta forma, no método de extragdo inicial utilizou-se 0,5 g de 6leo com 0,5 g de
tolueno, apds agitacdo manual adicionou-se 2 mL da solugdo extratora (20% HNO3+10% TX-
100). Uma vez formada as emulsdes, as mesmas foram aquecidas a 90 °C por 15 minutos e,
logo apos, foram centrifugadas por 15 minutos a 4000 rpm para separagdo das fases. Ao final,

a fase aquosa foi coletada e analisada por HR CS GFAAS.
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Tabela 4 - Programa de temperatura aplicado na andlise das emulsdes, nas linhas analiticas
217,0005 nm e 228,8018 nm, para o Pb e o Cd respectivamente.

Temperatura Rampa ,
Etapa ?°C) °C /ps) Gas
Secagem 90 3 argdnio
110 5 argonio
Pir6lise 300 50 argonio
i1 800 (Pb) 200 (Pb) A
Pir6lise 600 (Cd) 300 (Cd) argdnio
S 1500 (Pb) 1500 (Pb)
Atomizagao 1200 (Cd) 1400 (Cd) -
Limpeza 2450 500 argdnio

Fonte: Autora.

Para otimizagdo do método EIEB, uma amostra livre de analitos (A1) foi fortificada
com padrdes organicos (0,03 pg/g de cada elemento em estudo). A estratégia de otimizagao
utilizada foi a univariada, o qual ¢ caracterizada pelo monitoramento da influéncia de um fator
de cada vez sobre a resposta experimental. A absorvancia normalizada foi tomada como
resposta analitica em todos os experimentos. Todas as medi¢gdes foram realizadas em triplicata
e seus respectivos desvios padrao foram considerados na analise dos resultados, além disso o
melhor resultado foi observado através de teste estatistico (Student t-test) considerando p<0,05.

Na escolha da composi¢@o da emulsao, prioritariamente considerou-se a necessidade de
um solvente para diminuir a viscosidade da amostra. Posteriormente, foram investigadas as
condi¢des ideais para a quebra da emulsdo. Para isto, todas as varidveis (tipo de acido extrator,
concentragdo de acido, volume de solvente, concentracdo de surfactante e tempo de

centrifugacdo) foram otimizadas.

4.1.1 Avaliacao da influéncia do tipo de solvente empregado para diluir as amostras

O primeiro parametro avaliado na otimiza¢ao da metodologia proposta foi a influéncia
do tipo de solvente na diluicdo e viscosidade das amostras. Um dos principais problemas
observados na manipulag@o de amostras oleosas € a alta viscosidade, caracteristica que dificulta
o preparo das emulsdes. As amostras de 6leo foram diluidas com trés diferentes solventes

organicos (tolueno, xileno e hexano) na propor¢do 1:3 (amostra: solvente). Como pode ser
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observado na Figura 4, as maiores absorvancias foram obtidas com o tolueno para ambos os
elementos em estudo. Além disso, o uso do tolueno resultou na separacdo de uma fase aquosa
com menor turbidez, podendo indicar que a transferéncia de matéria organica para esta fase foi
minimizada com este solvente.

Outros estudos também utilizaram o tolueno como solvente organico para a diluigdo de
diferentes amostras. Caldas e¢ colaboradores (2013) determinaram Cu, Fe ¢ Mn em o6leos
lubrificantes por F AAS utilizando a EIEB como metodologia de preparo de amostra. As
amostras de oOleos lubrificantes foram diluidas com tolueno e a solugdo resultante foi
emulsificada com uma solugdo de Triton X-114 em acido nitrico. De forma semelhante, He ¢
colaboradores (2015) empregaram a EIEB para a determinacao simultanea de Mg, Cr, Ni, Cu e
Pb em dleos lubrificantes usados por ICP-MS utilizando ruténio como padrdo interno. A

amostra de oleo foi diluida com tolueno e foi emulsionada com 1 mL de uma solu¢do acida de

Triton X-114.

Figura 4 - Efeito do solvente empregado na diminui¢do da viscosidade do 6leo utilizado na

extragdo de Cd e Pb. As barras de erro representam o desvio padrao de trés medidas.
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Fonte: Autora.

O efeito da proporcao do solvente foi avaliado apenas para o tolueno, os volumes foram

variados de 0,5 a 2 mL de solvente. O sinal analitico aumentou com o aumento da quantidade
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de solvente, sendo mais significativo para a determinag¢ao de chumbo. No entanto, em volumes
maiores que 1,5 mL de solvente observou-se quantidades residuais de 6leo emulsificado na
interface entre a fase aquosa e organica, dificultando a coleta da fase aquosa. Assim, foi

escolhido para o método o volume de 1,5 mL de tolueno para diluir as amostras.

4.1.2 Avaliacdo da influéncia da natureza e concentrac¢do do acido empregado na

extracio dos metais

O 4cido usado para formar a emulsao deve desempenhar um importante papel dentro da
metodologia proposta, uma vez que o acido ¢ o responsavel pela extragdo para a fase aquosa
dos analitos a partir do 6leo, onde estdo presentes como moléculas organometalicas ou
complexos organicos. Neste estudo, a concentragdo de Triton X-100 foi mantida em 10% m/v.
Foram avaliados a adequagdo do 4acido cloridrico, nitrico e acético, todos na concentragdo de
20% (m/v) frente a matriz oleosa.

A Figura 5 apresenta o comportamento dos analitos em cada um dos trés acidos. Para o
chumbo, os acidos nitrico e cloridrico forneceram respostas similares e superiores que o acético.
O teste estatistico, a um nivel de confianca de 95 %, ndo indicou diferenca significativa
(tealculado > teritico; p>0,05) entre as amostras onde o Pb foi extraido com HCl na solu¢do extratora
e as amostras com HNO3 (t catcutado=1,7522; t critico= 4,3026; p=0,2218).

Na extra¢do do cadmio, o acido cloridrico forneceu o maior sinal havendo diferenga
significativa (tcalculado < teritico; p<0,05) entre os acidos cloridrico e acético (t calculade=49,4323; t
critico= 4,3026; p=0,00002). Assim, com o objetivo de obter um método de extragdo para ambos
analitos, optou-se pelo 4cido cloridrico que obteve bons resultados tanto para o chumbo quanto
para o cadmio.

Encontram-se na literatura alguns estudos que avaliam diferentes dcidos extratores em
metodologias que visam quantificagdo de metais em 6leos vegetais. Trindade e colaboradores
(2015) objetivaram desenvolver um método para determinag¢do de Cu, Fe, Ni e Zn em oleos
vegetais, apos extracdo destes elementos por sonicagdo, sendo que as maiores recuperagdes

foram alcancadas com o uso 4cido cloridrico.
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Figura 5 - Comparagdo das absorvancias apos EIEB utilizando HNO;, HCI ¢ HOAc como
acidos extratores em amostra enriquecida de suplementos oleosos. As barras de erro

representam o desvio padrao de trés medidas.
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Fonte:Autora.

O uso do meio acido na EIBB nao tem como objetivo a dissolu¢do completa da amostra
como normalmente ocorre nos métodos classicos de decomposicdo de amostra, contudo ¢
necessario que o meio favoreca a migracdo dos metais presentes na fase organica para a fase
aquosa.

Ap6s definir que o acido cloridrico foi o mais adequado para as extragdes, foi
investigada qual seria a sua melhor concentra¢do. Assim, a concetragdo foi variada entre 5 e
20% v/v e os resultados estdo apresentados na Figura 6. As quantidades mensuradas de Pb nao
variaram significativamente entre as concentracdes de 5 - 20%. Entretanto, a extragdo maxima
de Cd s¢ foi alcancada com 15% v/v de HCI. Este achado pode indicar que o Cd esta ligado
através de interacdes mais fortes as moléculas organicas presentes no 6leo em relagdo ao Pb.
Desta forma, afim de garantir a extragdo total de ambos analitos, a solu¢do utilizada para a

emulsificacdo foi preparada com uma concentragdo de 15% v/v HCL
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Figura 6 - Efeito da concentragdo de HCI na extracdo dos analitos pelo procedimento proposto.
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Fonte: Autora.

4.1.3 Avaliacido da influéncia da concentracio do Triton X-100 empregado na extracio

dos metais

No preparo de amostras empregando EIBB a concentracio usada do emulsificante, como
o Triton X-100, deve ser atentamente estudada, uma vez que os tensoativos sdo agentes
estabilizadores da dispersdo e, consequentemente, retardam a separacdo das fases. Nesses
experimentos, foram aplicadas condigdes similares aos experimentos anteriores, variando a
concentragdo de Triton X-100 na faixa de 1-10% m/v. Cabe ressaltar que para emulsificar a
amostra foi necessario realizar agitacdo vigorosa da mistura de 6leo diluido no solvente (500
mg) com a soluc¢do aquosa de Triton X-100 contendo HCI 15 % v/v (2 mL).

Os resultados sdo mostrados na Figura 7, foram testadas diferentes concentragdes de
Triton X-100 na fase aquosa, para o Cd a maior absorvancia foi observada quando utilizado 5%
de surfactante e para o Pb ndo ocorreu variagdo significativa na magnitude dos sinais nas

concentragdes acima de 5 %. Frente aos resultados obtidos, deu-se seguimento aos estudos
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utilizando a concentragdo de 5% (m/v) de surfactante, optou-se pela menor concentragdo com
maior absorvancia para assim promover a formagao das emulsdes de 4gua em 6leo, aumentando

assim o contato entre a solugdo aquosa acida e o 6leo.

Figura 7 - Efeito da concentracdo de Triton X-100 na extracao dos analitos pelo procedimento

proposto. Concentragao de HC1 = 15% v/v.
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Fonte: Autora.
4.1.4 Avaliacdo da influéncia do banho de ultrassom empregado na extragio dos metais

Algumas técnicas simples e de baixo custo como a agitagdo manual e a sonicagdo podem
ser aplicadas no preparo de emulsdes em escala laboratorial. A energia de ultrassom promove
uma emulsificagdo bastante efetiva, conhecida como emulsificacdo acustica. O ultrassom
facilita a formagdo de emulsdo por aumentar o contato entre as duas fases imisciveis. A alta
eficiéncia da emulsificagdo acustica deve-se ao processo de cavitagdo, onde ocorre a nucleagao,
o crescimento e o colapso das microbolhas formadas pela propagacdo das ondas de ultrassom
de baixa frequéncia (<1 MHz) (MAYOTHA, CHANTIRATIKUL, SIRIANGKHAWUT,
2023). Varios estudos utilizando o ultrassom como forma de homogeneizar as emulsdes sao
encontrados na literatura, a exemplo de Trevelin e colaboradores (2016) que determinaram Ba,

Ca, Mg e Na em o6leo bruto por ICP OES utilizando a EIEB como método de extragdo. Os
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autores diluiram as amostras de 6leo em xileno ¢ a solugao resultante foi emulsificada com uma
solucao de Triton X-100 em acido nitrico. A emulsdo foi preparada por agitacdo em vortex com
posterior exposi¢ao ao banho de ultrassom durante 25 minutos.

Neste experimento, aplicou-se a extragdo com os todos os parametros ja otimizados e
descritos anteriormente, porém apds misturar manualmente a solucdo extratora com a amostra
diluida o tempo de ultrassom foi testado entre 0 e 30 minutos. Na sequéncia do banho de
ultrassom, as amostras foram aquecidas a 90 °C durante 15 minutos e depois centrifugadas por
15 minutos a 4000 rpm. A fase aquosa foi coletada para posterior analise de ambos analitos por
HR GFAAS e, conforme pode ser observado na Figura 8, a exposi¢do ao banho de ultrassom

ndo aumentou as absorvancias dos analitos.

Figura 8 - Efeito do tempo de exposi¢do ao banho de ultrassom na extracdo dos analitos pelo
procedimento proposto. Concentracdo de HCl = 15% v/v e TX-100 5% m/v,
centrifugacao por 15 minutos.
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Fonte: Autora.
4.1.5 Avaliacio do aquecimento e da centrifugacio empregado na extracio dos metais

Durante o processo de quebra da emulsdo por coalescéncia, que pode ser induzido por
aquecimento ou centrifugacdo, os analitos sdo transferidos do 6leo para a fase aquosa acida.

Assim, neste estudo ambos os procedimentos foram avaliados.
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Primeiramente, avaliou-se o tempo de aquecimento que geralmente com o seu aumento
ocorre a redugdo da estabilidade da emulsdo, sendo que o processo de desemulsificagdo se da
em consequéncia de alteragdes da tensdo interfacial e redugdo da viscosidade (CHEN, TAO,
2005). Nesse experimento, variou-se o tempo de aquecimento de 0 a 25 minutos em banho
maria a 90 ° C. No entanto, conforme pode ser observado na Figura 9, no presente estudo o
aquecimento ndo aumentou significativamente os valores de absorvancias, evidenciando que a
quebra da extracdo nao foi dependente do aquecimento da solugdo. Assim, frente a estes
resultados descartou-se a etapa de aquecimento dos procedimentos posteriores com o objetivo
simplificar o método.

Na literatura, ha estudos que também ndo utilizam aquecimento para quebra da emulsdo,
como He e colaboradores (2015) que realizaram anélise multielementar de dleos vegetais por
ICP-MS. O método proposto usou solugdo de Triton x-114 ¢ HNO;3 para formar e emulsdo e a

quebra foi induzida através de centrifugacao.

Figura 9 - Efeito do tempo de aquecimento na extracdo dos analitos pelo procedimento
proposto. Concentracdo de HCI = 15% v/v e TX-100 5% m/v, centrifugacdo por

15 minutos.
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Outro procedimento que pode ser usado para quebra da emulsdo ¢ a centrifugacdo, que
em todos experimentos anteriores foi aplicada nas emulsdes resultantes durante 15 minutos a
4000 rpm. Nesta fase do estudo, avaliou-se a influéncia do tempo de centrifugacao na separagao
das fases e nas absorvancias dos analitos. A indu¢do da quebra da emulsdo foi realizada com
diferentes tempos de centrifugacdo (5 a 20 minutos), porém sempre mantendo a rotagao de 4000
rpm. A separagdo conveniente das fases foi observada visualmente j4 com a aplicagdo de 5
minutos de centrifugacdo e a absorvancia dos analitos manteve-se inalterada nos diferentes
tempos (Figura 10). Assim, com o objetivo de deixar o procedimento mais rapido e simples

possivel o tempo de centrifugacdo de 5 minutos foi considerado adequado.

Figura 10 - Efeito do tempo de centrifugacdo na extracdo dos analitos pelo procedimento

proposto. Concentragdo de HCl = 15% v/v e TX-100 5% m/v.
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Fonte:Autora.

4.2 PROGRAMA DE TEMPERATURA DO FORNO DE GRAFITE

Na determinagdo de metais por absor¢ao atdomica em forno de grafite, o programa de
aquecimento ¢ um dos principais parametros a ser otimizado para a obten¢do de melhores sinais

de absorvancia.
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O comportamento térmico dos analito nas emulsdes foi estudado por meio de curvas de
temperatura de pirdlise e de atomizacdo. Apds a otimizacdo do programa de temperatura foi
possivel determinar a temperatura maxima permitida na etapa de pirdlise sem que ocorra perdas
dos analitos, bem como a melhor temperatura de atomizagao para que nao ocorra problemas e
reprodutibilidade do sinal.

As temperaturas de pirélise e atomizagao usados para determinar os analitos em meio
aquoso ndo garantem que o programa de aquecimento esteja otimizado para as emulsdes. Por
isso, também foram construidas curvas de pirdlise e atomizacao para determinagao dos analitos
nas amostras preparadas na forma de emulsdo uma vez que, ¢ importante observar o
comportamento térmico dos elementos de interesse na presenca da amostra sob a forma de
emulsdo. Para a escolha das melhores condi¢des foram consideradas a forma do pico de
absorcao atomica e a separacao do mesmo do sinal de fundo.

Para a construcao das curvas de pir6lise e atomizagao foi usada a solu¢do aquosa obtida
apos procedimento de quebra de emulsao de 500 mg de amostra (A1) (enriquecida com 0,03
ng/g de cada elemento do estudo). Nitrato de palddio/magnésio foi usado como modificador
quimico para a obten¢do das curvas de pir6lise e atomizagao de Cd e Pb.

Iniimeros elementos ja foram utilizados como modificadores quimicos convencionais,
mas ¢ a mistura nitrato de paladio e nitrato de magnésio a mais utilizada e reconhecida como
modificador universal (WELZ, SPERLING, 1999). Estes modificadores foram usados em
alimentos e matrizes biologicas diversas (LIMA, KRUG, JACKSON, 1998).

O experimento foi realizado de forma convencional, variando a temperatura de pirdlise
entre 400 e 1000 °C (temperatura de atomizacao fixadas em 1500 °C para o Pb e 1200 °C para
o Cd) e a temperatura de atomizacao entre 1100 e 1800 °C (temperaturas de pir6lise fixadas no
valor escolhido de acordo com o experimento anterior).

Como pode ser observado na Figura 11, as maiores absorvancias sdo obtidas quando
ndo se utiliza modificador quimico, assim o chumbo se mostrou mais termicamente estavel sem
modificador quimico, sendo a temperatura de pir6lise de 600 °C a que se obteve o maior sinal
analitico com o perfil mais simétrico. O perfil da curva de atomizagdo para o chumbo mostrou
que a melhor sensibilidade, pode ser alcancada quando esses metais sdo atomizados na
temperatura de 1500 °C, onde ¢ observado a maior absorvancia com o melhor sinal analitico.
Utilizou-se uma etapa adicional de pirdlise a 500 °C com gas adicional (oxigé€nio) para
decompor a matriz e assim diminuir a interferéncia, 15 s foram suficientes para decompor a

matriz.
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Figura 11 - Curvas de atomizacdo e pirdlise para o chumbo em solug¢do padrao aquosa (X)
absorbancia normalizada integrada para 10 ug/L de solugdo padrdo com 0,05%
Mg(NO3)2/0,1% Pd(NOs),, (A) absorvancia normalizada integrada para 10 ug/L de
solugdo padrio sem modificador; (®) absorvancia normalizada integrada para
amostra enriquecida com 0,05% Mg(NO3)2/0,1% Pd(NOs)2, ; (m) absorvancia

normalizada integrada para amostra enriquecida sem modificador.
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Fonte:Autora.

As curvas de pir6lise e atomizagdo para avaliar o comportamento térmico do cadmio
podem ser observadas na Figura 12. O cddmio se mostrou mais termicamente estavel sem
modificador para as 3 solugdes, com temperatura de 600 °C e 1200 °C, de pirdlise e atomizagao
respectivamente. Utilizou-se uma etapa adicional de pirdlise a 500 °C com gés adicional
(oxigénio) para decompor a matriz e assim diminuir a interferéncia, 15 s foram suficientes para

decompor a matriz.
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Figura 12 - Curvas de atomizacdo e pirdlise para o cadmio em solucdo padrdo aquosa (X)
absorbancia normalizada integrada para 10 ug/L de solugdo padrdo com 0,05%
Mg(NO3)2/0,1% Pd(NO3)2;; (A) absorvancia normalizada integrada para 10 ug/L de
solugdo padrio sem modificador; (®) absorvancia normalizada integrada para

amostra enriquecida com 0,05% Mg(NO3)2/0,1% Pd(NOs)2; (m) absorvancia

normalizada integrada para amostra enriquecida sem modificador.
0,50 -
045

0,40 |

Absorvancia integrada (s)

300 500 700 900 1100 1300 1500
Temperatura (°C)

Fonte: Autora.

4.3 FIGURAS DE MERITO

Uma forma de identificar a existéncia de possiveis interferéncias no desenvolvimento
do método foi construir curvas analiticas com padrao aquoso e curvas de adi¢do de padrdo nas
solugdes extraidas, e assim comparar os coeficientes das retas obtidas para cada analito. O
método das adi¢des de padrdo ¢ frequentemente usado quando a composi¢cdo da amostra ¢
desconhecida e interferéncias causadas por concomitantes podem se manifestar.

Foram investigadas nesse trabalho os métodos de calibragdo com padrdes aquosos,
curva externa e por matrizacdo. As curvas de calibragdo foram preparadas em trés meios
diferentes: (i) calibragdo externa com o branco, onde o meio € apenas o tolueno seguido do

procedimento de extracdo; (ii) calibragdo por matrizagdo, onde as curvas foram preparadas
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utilizando uma amostra seguida do procedimento de extragdo e (iii) curva de calibragdo com
H>O milli-Q e padrdes aquosos. As curvas externa e de matrizacdo foram preparadas com
padrdes aquosos inorganicos adicionados nas solu¢des aquosas apds a extragao.

Os resultados obtidos para os métodos de calibragdo sdo demonstrados na Tabela 5,
onde pode ser observado que as sensibilidades sdo diferentes entre a curva apenas com padrdes
aquosos e as curvas que utilizam extrato, assim analisou-se a sensibilidade entre as curvas
externas e as curvas de matrizagdo. Para verificar a equivaléncia entre os métodos de calibragao,
foi realizada a comparacdo das sensibidades (coeficientes angulares) das curvas de calibragao
externa ¢ de matizagdo através de teste estatistico (Student t-test) (ANDRADE et al., 2014).
Foram obtidos texp igual a 6,5 € 6,57 e tairigual a 4,302 e 4,303 para Pb e Cd, respectivamente,
ou seja, foi obtido texp > terit para ambos os analitos, indicando que as sensibilidades das curvas
sdo diferentes (p<0,05). Essa diferen¢a pode ter ocorrido devido a um efeito de matriz. Portanto,
devido a variagao significativa entre as sensibilidades na calibragdo externa e do extrato obtido
com a amostra para Cd e Pb, o método de matrizagdo foi escolhido para a calibragao.

Matrizagao ¢ normalmente o método utilizado para corrigir interferéncias relacionadas
ao efeito de matriz, como interferéncias fisicas, além de reduzir erros devido a extragdo
incompleta. Para evitar essas interferéncias, a composi¢ao do extrato e a solugdo de calibragao
devem ser a mesma. Leite e colaboradores (2018) também optaram por utilizar a matrizagao
como método de calibragdo na determinagdo de metais em gasolina utilizando EIEB como

preparo de amostra.

Tabela 5 - Curvas de calibragdo com padrdo inorganico utilizando o método de calibrag@o por
matrizagdo e calibragdo externa em HR-CS GF AAS.

Analito Curva de calibracao Equacio da regressao linear R
Pb Calibragao externa Abs=0,0121[Pb]+0,0176 0,9933
Matrizacdo Abs=0,0108[Pb]+0,0056 0,9959
Calibracdo com padrdes aquosos Abs=0,0199[Pb]+0,0219 0,9992
Cd Calibragao externa Abs=0,0247[Cd]+0,0133 0,9912
Matrizacdo Abs=0,0263[Cd]+0,0281 0,9873
Calibra¢do com padrdes aquosos Abs=0,0477[Cd]+0,0201 0,9986

Fonte: Autora.

Depois da avaliagdo das curvas de calibragdo, os pardmetros de mérito foram

determinados e podem se observados na Tabela 6. Para os métodos de quantificagdo de Pb e
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Cd foram determinados os parametros de validagdo estipulados pelo capitulo <233> da USP,
que sdo: linearidade, faixa de concentragdo, limite de quantificacdo, precisdo e exatidao.

A faixa de concentracao testada para os métodos foram de 0 a 20 pg/L, esse intervalo
demonstrou possuir relagdo linear com o sinal analitico, observado pelos valores do coeficiente
de correlacdo proximo de 1 para ambos os elementos. Os coeficientes de correlagdo atenderam
a exigéncia de R>0,99, demonstrando a linearidade do método. Os dados de linearidade
validados por andlise de variancia (ANOVA) demonstraram regressao linear e nenhum desvio
significativo da linearidade (p<0,05).

O limite de detec¢do ¢ definido como a menor concentrag¢do que pode ser detectada com
um dado nivel de confianga e calculado através do desvio padrao de onze leituras do branco
multiplicado por trés e dividido pela sensibilidade da curva de calibragao, sendo LOD calculado
desta maneira neste trabalho, utilizando o branco da calibragdo externa. A massa caracteristica
(mo) ¢ definida como a massa para analise correspondente a absorvancia integrada de 0,0044s.
As curvas de calibragdo foram determinadas a partir da solucdo da amostra extraida e oito
concentragdes de solugdes de padrdes aquosos (0 - 20 pg/L).

As massas caracteristicas estdo descritas na Tabela 6, pode-se observar que a mo para o
Cd apresentou resultado melhor que as concentragdes reportadas em outros estudos como
Valasques e colaboradores (2020) que determinaram Cd em o6leo bruto de palma por GF AAS
apos extracdo induzida por quebra de emulsdo (m0 54pg), ndo foi encontrado nenhum estudo
que tenha determinado Pb pela mesma técnica em amostras semelhantes e que descrevesse a
m0. Para ambos os analitos investigados foram encontrados valores de coeficiente de
determinagdo proximos a 1, o que significa uma boa correagdo linear entre a absorvancia e a

concentracao.
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Tabela 6 - Figuras de mérito para determina¢do de Cd e Pb em suplementos oleosos usando

HR-CS GF AAS.
Parametros Cd Pb
Faixa analitica (ug / L) 0-20 0-20

Inclinacdo + desvio padrao
Intercepto + desvio padrdo

0.0087 £5.0x107*
0.0246 £6,6x1073

0.0105 £6,4x1073
0.0886 +4,5x1073

Limite de confianga da inclina¢do® 0,0013 0,0008
Limite de confianga da intercepto 0,0169 0.0115
Coeficiente de correlagdo (1) 0,9922 0,9975
LOD (ng/kg) 1,51 3,3192
LOQ (ng/kg) 5,0364 11,197

mO0 (pg) 10,115 8,381

Andlise de variancia
Regressao linear

Desvio de linearidade
2 Dados obtidos para trés curvas de calibragao
® 95% limite de confianca.
¢ Valor critico para F a p=0,05
LOD: Limite de detec¢ao; LOQ: Limite de quantificagdo; m0: massa caracteristica
Fonte:Autora.

9582,17 (4,6
21,56 (2,96°)

4781,69 (4,6
3,38 (2,96°)

Os limites de deteccao dos métodos propostos apresentaram melhores resultados quando
comparados com outros estudos da literatura. Corazza e Tarley (2016) determinaram Cd em
suplementos de 6mega-3 por TS-FF-AAS ap6s EIEB e reportaram um LOD de 2,5 pg/kg e
LOQ 8,3 pg/kg, ndo ha na literatura nenhum estudo que tenha determinado cadmio e chumbo
em suplementos oleosos contendo 6leo de cartamo e poucos estudos que determinaram em
suplementos de 6mega. Assim seguiu-se uma comparacao do método de extracao proposto com
outros procedimentos baseados em diferentes abordagens para extragdo de Cd e Pb em
diferentes amostras de 6leos vegetais.

Bakircioglu e colaboradores (2015) determinaram Cd em O6leos vegetais por FAAS
utilizando a EIEB como método de extragdo e obteve um LOD de 5,3 pg/kg. Ozzeybek e
colaboradores (2020) determinaram Cd em O6leo de peixe e de oliva por FAAS ap6s micro
extracdo de fase reversa liquido-liquido e obteve um LOD de 0,75 pg/L, sendo que no nosso
estudo o LOD foi de 0,38 ug/L para Cd. Ansari e colaboradores (2009) determinaram Cd e Pb
em Oleo de semente de girassol por ETAAS apo6s digestdo acida assistida por micro-ondas e
obteve um LOD de 3,38 e 10 ug/L, para Cd e Pb, respectivamente.

As precisdes dos métodos propostos foram avaliadas pela repetibilidade e pela precisdo
intermediaria realizada em trés dias diferentes. Os resultados de desvios padrao relativos (DPR)
obtidos foram de 10,97 e 6,89 (n=6) no ensaio de repetibilidade e de 12,87 ¢ 7,7 (n=12) no

ensaio de precisdo intermedidria, para o chumbo e cadmio respectivamente. Os critérios de
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aceitacdo sdo: DPR< 20 (n=6) para a repetibilidade; e DPR< 25 (n=12) para a precisao
intermediaria (USP, 2017).

A exatidao foi realizada pelo método de recuperag@o do padrao na amostra, os resultados
para o teste de exatiddo por recuperagdo estdo apresentados na Tabela 7. Os resultados para os

testes de exatiddo contemplaram o critério de aceitacao, que ¢ de 70-150% (USP, 2017).

Tabela 7 - Resultados de exatiddo do método proposto para determinagdo de chumbo em
amostras de suplementos alimentares.

Concentracao Concentracao Recuperagiio (%)
adicionada (ng/L) encontrada (ng/L)
5 4,821 Pb 5,239 Cd 96,412 Pb 104,775 Cd
10 10,841 Pb 10,607 Cd  108,415Pb 106,070 Cd
15 14,198 Pb 15,120 Cd 94,655 Pb 100,800 Cd

Fonte: Autora.

4.4 APLICACAO DA METODOLOGIA

Apo6s o desenvolvimento do método, as condigdes Otimas obtidas para a formagao e
quebra das emulsdes, foram empregadas para extrair Cd e Pb em 9 amostras de suplementos
oleosos, com o objetivo de quantifica-las por HR CS GFAAS.

Como pode ser visto na Tabela 8, foi possivel quantificar Cd em 2 amostras € Pb em 1
amostra. As concentracdes de Pb e Cd nas demais amostras apresentaram-se abaixo do limite
de quantificagdo dos métodos. A concentracdo de Cd variou de 8,81 a 9,35 pgkg e a
concentracio de Pb encontrada em uma amostra foi de 19,91 ug/kg. E importante salientar que

a amostra A3 apresentou os dois elementos em estudo.
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Tabela 8 - Concentracio de cddmio e chumbo em suplementos alimentares oleosos pelo método

proposto.
Pb Cd
Amostra Forma de Concentra¢gio Concentra¢do Concentracio Concentracio
dosagem  (ng/g)* (ng/dia) (ng/g)? (ng/dia)
1 Cépsula <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
2 Cépsula <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
3 Cépsula 0,0200+0,0043 0,02 0,0088+0,0004  0,0090
4 Cépsula <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
5 Cépsula <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
6 Cépsula <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
7 Cépsula <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
8 Cépsula <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
9 Cépsula <LOQ <LOQ 0,0094+0,00002  0,0090

® Todos os valores indicam a diferenca de desvios padrao para n=3.
*limite diario 10 pg/dia Pb e 5 pg/dia Cd (USP,2017).
Fonte: Autora.

A fim de verificar a aplicabilidade da metodologia proposta nas diferentes composi¢des
dos Oleos analisados, foi realizado um teste de recuperagdo, adicionando as amostras
concentragdes conhecidas dos dois analitos na forma de compostos organometalicos. Em
seguida, o método otimizado da EIEB foi aplicado e os resultados foram comparados com
aqueles obtidos para as amostras ndo-enriquecidas. As porcentagens de recuperagdo foram
satisfatorias para os dois analitos em avaliagdo, indicando que o método proposto foi realmente
capaz de extrair os metais das amostras, permitindo assim a sua mensuragcdo nos extratos
obtidos. Para o Pb, o percentual de recuperagao foi de 108,41 % para amostra contendo 6leo de
cartamo e 96,73% para a amostra contendo 6leo de peixe. Para o Cd, o percentual de
recuperagdo foi de 106,07 % para amostra contendo 6leo de cartamo e 103,31% para a amostra
contendo dleo de peixe.

Além disso, como forma de eficiéncia para avaliar a exatiddo, todas as amostras desse
estudo foram submetidas a digestdo acida, conforme descrito no item 4.7. Aplicou-se uma
metodologia de preparo de amostra diferente a fim de avaliar a efetividade da extragdo,
posterior digestdo acida as amostras foram analisadas por HR CS GFAAS. De modo geral, os
resultados obtidos encontram-se concordantes com os resultados encontrados com os métodos

desenvolvidos nesse trabalho, conforme pode ser observado na Tabela 9.
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Tabela 9 - Resultado obtidos na andlise de suplementos alimentares oleosos pelo método de
preparo proposto e por digestdo acida. As concentragdes (pg/g) dos analitos sao
expressas como a média + desvio padrao (n=3).

Pb Cd

Amostra Forma Digestao EIEB Digestao EIEB

de acida acida

dosagem
1 Capsula  <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
2 Capsula  <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
3 Capsula  0,0198+0,0058 0,02+0,0043 0,0087+0,0013 0,0088+0,0004
4 Capsula  <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
5 Cépsula <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
6 Cépsula <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
7 Cépsula <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
8 Cépsula <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
9 Cépsula  <LOQ <LOQ 0,0092+0,0001 0,0094+0,00002

Fonte: Autora.

As concentragdes dos metais nas amostras determinadas pela metodologia proposta ndo
foram estatisticamente diferentes daqueles obtidos pelo método de digestao acida a um nivel de
confianga de 95% quando o teste t-Student foi aplicado. A fim de confirmar que a digestao
acida estava extraindo os analitos presentes nas amostras foi realizado um teste de recuperagao,
adicionando as amostras concentragdes conhecidas dos dois analitos na forma de compostos
organometalicos. Em seguida, as amostras foram analisadas por HR CS GFAAS e os resultados
foram comparados com aqueles obtidos para as amostras ndo-enriquecidas. As porcentagens de
recuperagdo foram satisfatorias para os dois analitos em avaliagdo, indicando que a digestao
acida foi realmente capaz de extrair os metais das amostras. Para o Pb, o percentual de
recuperagdo foi de 106,6 % para amostra contendo 6leo de cartamo e 108 % para a amostra
contendo 6leo de peixe. Para o Cd, o percentual de recuperagdo foi de 113,61 % para amostra
contendo 6leo de cartamo e 116,87% para a amostra contendo 6leo de peixe.

Conforme o capitulo 2232 da Farmacopeia Americana (USP, 2017d), o limite para
chumbo em suplementos alimentares ¢ de 10 pg/dia. O limite para cddmio em suplementos
alimentares pela USP ¢ de 5 pg/dia. Nenhuma das amostras analisadas tiveram resultados acima
do permitido. Apesar disso a exposi¢ao cronica a altos niveis desses metais toxicos pode causar

uma variedade de efeitos adversos a saude.
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5 CONCLUSAO

O preparo de amostra por meio da obtencdo de emulsdo de suplementos alimentares
oleosos constituiu um procedimento simples e rapido, que possibilitou o minimo de
manipula¢do da amostra, favorecendo a redug¢do de contaminagdes e perdas de analito por
volatizagdo, uma vez que as amostras ndo foram submetidas ao aquecimento convencional na
etapa de preparo.

A calibragdo por matrizacdo com solucdes padrdo em meio aquoso foi a estratégia
utilizada para corrigir os efeitos de matriz (interferéncia). Os parametros de confiabilidade
analitica como sensibilidade, coeficientes de correlagdo linear, limites de detec¢do e de
quantificagdo, massas caracteristicas e desvios padrdes relativos (%) RSD obtidos para a
determinagdo de Cd e Pb em suplementos oleosos por espectrometria de absor¢ao atomica de
alta resolucdo em forno de grafite utilizando a calibragdo por matrizagao foram satisfatorios.

Os teores de Cd e Pb determinados nas amostras de suplementos oleosos pelos métodos
propostos neste estudo foram semelhantes daqueles obtidos pelo procedimento de digestao
acida em bloco digestor, ao nivel de 95% de confianga.

As amostras analisadas neste estudo ndo apresentaram contamina¢do de chumbo e
cadmio, de acordo com os limites estabelecidos pela farmacopeia americana, mostrando que os
produtos sdo seguros para o consumo da populacdo. No entanto a contaminagao de suplementos
alimentares oleosos por estes elementos ¢ preocupante, mesmo em baixas concentracdes uma
vez que a exposi¢ao cronica pode causar graves efeitos deletérios a saude.

A simplicidade dos métodos propostos, a utilizagdo de baixos volumes de solventes e
custo relativo no preparo das solucdes tornam estas metodologias bastantes atraentes em
determinagdes de rotina, além do carater inédito em relacdo a determinagdo de impurezas
elementares em amostras de suplementos contendo 6leo de cartamo pelas técnicas de HR CS

GFAAS apos EIEB.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: A method is described for the determination of cadmium (Cd) and lead (Pb) in oily dietary supplements using
E‘flihle oils extraction induced by emulsion breaking (EIEB) and high-resolution continuum-source graphite furnace atomic
Dietary supplements absorption spectrometry (HR-CS GFAAS). The method is based on the formation of a water-in-oil emulsion by the

gten[]allse reparation addition of an extractor solution consisting of 5 % (w/v) Triton X-100% and 15 % (v/v) hydrochloric acid (HCI)
HR-(?S gp Ais to the sample of oil diluted with 1.5 mL of toluene and the breakage of this emulsion by centrifugation (4000 rpm

for 5 min). Two well-defined phases were formed and the acid aqueous phase containing extracted Cd and Pb
ions was analyzed by HR-CS GFAAS. Different parameters that influence the extraction efficiency of Cd and Pb
were optimized univariately. The detection limits were 3.32 pg kg~! for Pb and 1.51 pg kg ™! for Cd. A matrix-
based calibration method was applied to compensate for the interference caused by the matrix effects. The Cd
concentration in the samples ranged from 8.81 to 9.35 pg kg ™" and the highest concentration of Pb was 19.91 pg
kg~ The proposed preparation of sample through extraction by breaking emulsions of oily dietary supplements
proved to be a simple and efficient strategy to determine the amount of Pb and Cd by HR-CS GFAAS.

Emulsion breaking
Food composition

1. Introduction

Oily dietary supplements contain essential fatty acids, which inser-
ted into the human diet promote beneficial effects on cardiovascular
diseases, reducing blood levels of triacylglycerols, blood pressure and
the inflammatory process, avoiding platelet aggregation. In addition,
they are good sources of energy, act as biological regulators, offer
essential compounds for the synthesis of cellular structures and play an
active role in the transport of fat-soluble vitamins (A, E, D and K)
(Corazza and TarleY, 2016; Carneiro et al., 2020). Among the oily di-
etary supplements, safflower oil, omega 3 and 6, flaxseed, sesame oil,
fish oil, borage oil and sunflower oil stand out, in addition to pure
vitamin E.

Different factors may contribute to the presence of trace elements in
oily dietary supplements, as the raw materials used in the formulations

* Corresponding author.

may have a certain load of inorganic contamination, in addition to the
production process itself or even inadequate storage of the packaging
and the final product (Manjusha et al., 2019; Vareda et al., 2019). The
lack of quality control in production and failures in the sanitary control
of commercialization are the determining factors for these products
being contaminated when they reach the consumer. Contamination of
food supplements is not predictable and occurs cumulatively throughout
the production and handling process until consumption.

The amount in which some elements are present in these pharma-
ceutical products should be monitored, as daily intake even at low
concentrations can cause deleterious effects on the consumer. Heavy
metals such as Pb and Cd can cause adverse health effects on the lungs
and functions of the cardiovascular and reproductive system (Tinkov
et al., 2018; Yao et al., 2018; Charkiewicz et al., 2020; Ozzeybek et al.,
2020).
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