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LEMES, Leonardo Francisco Rafael. Desenvolvimento de método para a
determinagdo de Cadmio por TS-FF-AAS em farinha de linhaga combinando
extracdo assistida por ultrassom e pré-concentracdo por solvente
supramolecular. 2020. 68 f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) - Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

RESUMO

Alimentos funcionais sé&o alimentos ou ingredientes que produzem efeitos benéficos a
saude, além de suas funcdes nutricionais basicas, por exemplo, o trigo, o feijao, a
aveia, o tomate e a linhaca. Apesar dos beneficios a satde humana, alguns alimentos
funcionais podem conter metais potencialmente toxicos. A farinha de linhaca € um
alimento bastante consumido no Brasil e rico em &cidos graxos essenciais, no entanto,
estudos tem reportado a presenca de cadmio, muito provavelmente devido a
contaminacgao do solo com agrotoxicos e despejos industriais. Em face de nao existir
legislacdo no Brasil quanto ao conteudo de cadmio neste alimento, constata-se ser
fundamental a determinagédo do referido metal em farinha de linhaga, visando o
controle de qualidade. Considerando que o teor de cadmio na farinha de linhaca € da
ordem de pg kg* e por se tratar de uma amostra com elevado conteldo lipidico,
métodos eficientes de preparo de amostras, bem como métodos sensiveis para a
deteccdo de cadmio sdo necessarios. Sendo assim, neste trabalho foi desenvolvido
um método analitico para determinacdo de cadmio em farinha de linha por
espectrometria de absorcdo atbmica em forno tubular com aerossol térmico (TS-FF-
AAS) empregando extracdo ultrassbnica e pré-concentracdo com solvente
supramolecular (SUPRA). Para execu¢do do método, 200 mg de farinha de linhaca
sdo misturadas com 20,0 mL de HNO3z 1,50 mol L* e mantido em banho ultrass6nico
por 20 min na frequéncia ultrassdnica de 40 KHz. ApGs o processo de extracdo e
centrifugacdo, as varidveis pertinentes a pré-concentracdo por solvente
supramolecular foram avaliadas em um planejamento fatorial fracionario 26! com
ponto central, com o intuito de analisar os efeitos mais significativos na preé-
concentracdo de cadmio. Para a pré-concentracdo 10,0 mL do sobrenadante sao
retirados e submetidos a extracdo com solvente supramolecular empregando 1,46 %
(m/v) de agente complexante dietilditiofosfato de amdnio (DDTP) e 4,3 mg mL? de
acido laurico em tetrahidrofurano (THF). ApGs a pré-concentracao assistida por vortex,
a fase rica de acido laurico contendo o complexo Cd-DDTP é removida, dissolvida
com etanol e introduzida num sistema FIA acoplado com TS-FF-AAS. Os limites de
deteccédo e quantificacéo obtidos foram de 0,10 ug L e 0,35 ug L%, respectivamente,
e faixa linear de 0,35 a 20,0 yg L*. Outros parametros analiticos do método incluem
o fator de pré-concentracéo (8,72), indice de consumo (1,32 mL), eficiéncia de pré-
concentracdo (0,87 mL?) e frequéncia analitica (13 h). A precisdo do método foi
avaliada em termos de repetibilidade intra (n=10) e inter dia (n=2) e o desvio padrao
relativo obtido em dois niveis de concentracdo variaram de 3,12 a 7,34 %. A exatidao
do processo de extracao foi realizada por meio da comparacéo da extracao assistida
por ultrassom com a digestéo acida assistida por micro-ondas, ndo havendo diferenca
significativa entre os dois métodos de extracao (teste t de Student pareado, 95 % de
confianga).

Palavras-chave: Microextragdo supramolecular. Micelas reversas de &cido
dodecanoico-THF. Farinha de Linhaga. TS-FF-AAS. Alimento
funcional. Cadmio.



LEMES, Leonardo Francisco Rafael. Development of method for the determination
of cadmium by TS-FF-AAS in flaxseed flour combining ultrasound assisted
extraction and supramolecular solvent preconcentration. 2020. 68 p. Dissertacéo
(Mestrado em Quimica) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

ABSTRACT

Functional foods are foods or ingredients that produce health-beneficial effects in
addition to their basic nutritional functions, such as wheat, beans, oats, tomatoes, and
flaxseed. Despite the benefits to human health, some functional foods may contain
potentially toxic metals. Flaxseed is a food widely consumed in Brazil and rich in
essential fatty acids, however, studies have reported the presence of cadmium, most
likely due to soil contamination with pesticides and industrial dumping. Given that there
IS no legislation in Brazil regarding the content of cadmium in this food, it is essential
to determine the metal in flaxseed flour, aiming at quality control. Considering that the
cadmium content in flaxseed meal is of the order of ug kg and because it is a high
lipid content sample, efficient sample preparation methods as well as sensitive
cadmium detection methods are required. Therefore, in this work an analytical method
for cadmium determination in line flour was developed by Thermospray Flame Furnace
Atomic Absorption Spectrometry (TS-FF-AAS) employing ultrasonic extraction and
supramolecular solvent preconcentration (SUPRA). To perform the method, 200 mg of
flaxseed flour are mixed with 20.0 mL of 1.50 mol Lt HNOz and kept in an ultrasonic
bath for 20 min at a ultrassonic frequency of 40 KHz. After the extraction and
centrifugation process, the Variables pertinent to supramolecular solvent
preconcentration were evaluated in a fractional factorial design 25 with central point,
in order to analyze the most significant effects on cadmium preconcentration. For pre-
concentration 10.0 mL of the supernatant are removed and subjected to
supramolecular solvent extraction employing 1.46% (w / v) ammonium diethyl
dithiophosphate complexing agent (DDTP) and 4.3 mg lauric acid 4.3 mg in
tetrahydrofuran (THF). After vortex assisted preconcentration, the lauric acid rich
phase containing the Cd-DDTP complex is removed, dissolved with ethanol and
introduced into a TS-FF-AAS coupled FIA system. The detection and quantification
limits obtained were 0.10 ug L't and 0.35 ug L%, respectively, and linear range of 0.35
to 20.0 ug L. Other analytical parameters of the method include preconcentration
factor (8.72), consumption index (1.32 mL), preconcentration efficiency (0.87 mL*) and
analytical frequency (13 h't). The accuracy of the method was evaluated in terms of
intra (n = 10) and inter day (n = 2) repeatability and the relative standard deviation
obtained at two concentration levels ranged from 3.12 to 7.34%. The accuracy of the
extraction process was performed by comparing ultrasound assisted extraction with
microwave assisted acid digestion, with no significant difference between the two
extraction methods (paired Student's t-test, 95% confidence).

Key words: Supramolecular solvent extraction. Reverse micelles of dodecanoic acid-
THF. Flax Flour. TS-FF-AAS. Functional food. Cadmium.
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1 INTRODUCAO

Alimentos funcionais podem ser definidos como alimentos que fornecem
nutrientes adicionais aos consumidos diariamente, com a finalidade de
complementar a nutricdo basica e atuarem na prevencao de doencas crénicas.
Entre os alimentos que podem ser considerados funcionais encontra-se a
linhaca, que é rica em acidos graxos essenciais [1,2].

O linho (Linum usitatissimum L.) € uma planta pertencente a familia das
Linaceae e sua semente € conhecida popularmente como linhaca. As sementes
de linhaca apresentam duas variedades, marrom e dourada [3-5]. A origem da
planta do linho é desconhecida, mas acredita-se que seja originaria das regides
entre o Sul da Europa e Asia Central, tendo os primeiros registros cerca de
10.000 anos atras [6,7].

Em sua composi¢do Fisico-Quimica possui cerca de 30 a 40% de
gordura, 20 a 25% de proteina, 20 a 28% de fibra dietética total, 4 a 8% de
umidade e 3 a 4% de cinzas, além de vitaminas A, B, D, E e minerais, além de
ser rica em &cidos graxos 6mega-3, a-linolénico e linoleico. Em seus principais
beneficios para a salude destacam-se a reducdo do colesterol, prevencdo de
doencas do coracao e a prevencado do cancer [8-11].

O maior produtor mundial de linhaca é o Cazaquistdo, com um total de
aproximadamente 683.338 toneladas em 2017. O Brasil, no mesmo periodo,
obteve uma producgéo de 5.953 toneladas, sendo assim o quarto maior produtor
do continente americano, ficando atras apenas do Canada (555.100 toneladas),
Estados Unidos da América (97.590 toneladas) e Argentina (13.575 toneladas)
[12].

Por se tratar de um alimento que é bastante consumido no mundo todo,
pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de monitorar metais
potencialmente toxicos em sementes de linhaca. Na Finlandia os teores de
cadmio em amostras de linhaca foram em média de 610,0 ug kg? [13]. Na
Turquia, Ozkutlu [14] analisou cadmio em amostras de especiarias e ervas e
constatou que a linhaga continha a maior quantidade de cadmio em todas as
amostras de plantas analisadas (128 ug kg*). No Canada, Grant e colaboradores

[15] avaliaram amostras de linhaca provenientes de diferentes formas de cultivo
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e verificaram que as concentracdes de cadmio variaram de 200 a quase 400 ug
kgl. Em ambos os trabalhos os autores verificaram uma variacdo na
concentracdo de cadmio em diferentes amostras de linhaca. A presenca desse
elemento e outros metais pode estar associada as formas de cultivo incluindo a
aplicacdo de fertilizantes, o uso indevido de agrotdxicos e despejos industriais
[14,16].

O cadmio, pode acarretar uma variedade de doencas em seres humanos
e € considerado um metal carcinogénico [17,18]. Uma das doeng¢as mais comuns
causada pela exposi¢cdo ao cadmio é a osteoporose e osteomalécia graves (a
doenca Itai-Itai) que podem ser caracterizadas por multiplas fraturas causadas
pela substituicdo do célcio pelo cadmio na estrutura 6ssea [19,20].

Todavia, até o presente momento (dezembro de 2019), ndo ha legislacao
especifica para os niveis maximos de cadmio em sementes de linhaca, contudo
ha legislacbes nacionais e internacionais que podem ser usadas como
parametros, como a resolucdo RDC n° 42, de 29 de agosto de 2013, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a European Food Safety Authority
(EFSA), e a Codex Alimentarius, do programa conjunto das entidades Food and
Agriculture Organization e World Health Organization (FAO/WHO), que
estabelece um limite maximo de cadmio em cereais de 100,0 pg kg? [21-23].

Devido as baixas concentragBes de cadmio em farinha de linhaca, na
ordem de pg g* a determinacéo deste elemento usualmente tem sido realizada
com emprego de técnicas espectroanaliticas com alta detectabilidade, tais como
como a Espectrometria de Emissdo Atdmica por Plasma Acoplado Indutivamente
(ICP OES), a Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado
(ICP-MS) e a Espectrometria de Absorgéo Atdmica em Forno de Grafite (GFAAS)
[24-26]. Adicionalmente, devido a farinha de linhaca apresentar elevado
conteudo lipidico e de proteinas, eficientes métodos de preparo de amostras
devem ser utilizados para garantir a total mineralizacdo da amostra e, dentre
eles, fornos de micro-ondas tem sido os mais empregados [25].

Contudo, técnicas alternativas de preparo de amostras podem ser
empregadas com o intuito de tornar o método analitico mais acessivel e com
custo relativamente mais baixo. A extracdo assistida por ultrassom é
considerada uma alternativa para o pré-tratamento de amostras soélidas, pois a

radiacdo ultrassonica facilita a lixiviacdo de ions metéalicos. A capacidade da
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energia ultrassénica em extrair ions metalicos de diferentes matrizes € atribuida
ao processo de cavitacdo, gerando altas temperaturas locais e a acdo mecanica
entre interfaces solidas e liquidas. O emprego de banho ultrassénicos, reduz o
tempo de andlise, o consumo de reagentes, além de fazer uso de 4cidos diluidos
no preparo de amostras [27,28]. A Tabela 1 relne algumas aplicacbes de
extracdo assistida por ultrassom com posterior determinacdo por técnicas

espectroanaliticas.

Tabela 1. Aplicacdo da técnica extragdo com radiacdo ultrassonica.

Amostra Analitos Técnica Referéncia
espectroanalitica
Sangue Cd ICP-MS [29]
Fertilizantes Inorganicos Cu, Pb, Cd FAAS [30]
Racdes de Frango Cu, Mn, Ni, Zn FAAS [31]
Achocolatado em p6 Fe, K, Na FAAS [32]
Chorume Cd, Cu, Pb ETAAS [33]
Solo Ag, As, Pb, ICP-OES [34]
Cu, Cd
Tecido de Mexilhdo Cd,Pb ETAAS [35]
Medicamentos Cd, Cr, Pb GFAAS [36]
Fitoterapicos

A Espectrometria de Absorcdo Atbmica em Chama (FAAS) é uma
alternativa, em termos de custo de analise, aquisicdo e simplicidade na
execucao, para a quantificacdo de metais comparada com ICP-MS, ICP OES e
GFAAS. No entanto, a determinacao direta de cadmio em amostras complexas
como a linhaca pode se tornar um desafio devido a baixa detectabilidade da
técnica para a determinacdo de metais em niveis trago (<ug L7). A reduzida
detectabilidade se deve a baixa eficiéncia de amostragem do nebulizador
pneumatico convencional e pelo reduzido tempo de residéncia dos analitos no
caminho optico (da ordem de ms) [37].

Em face a essa limitacdo, Gaspar e Berndt [38] propuseram uma nova
técnica denominada Espectrometria de Absorcdo Atdémica em Forno Tubular
com Aerossol Térmico (TS-FF-AAS), com o intuito de se aumentar a
detectabilidade do FAAS, que se baseia na introducdo da amostra através de

uma capilar metalico em forma de spray térmico para o interior do tubo de niquel
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aquecido por uma chama de ar/acetileno que fica posicionado sobre o0 queimador
do FAAS. Com este sistema, ha uma eficiéncia maior de amostragem, pois 100%
da amostra é introduzida no atomizador, bem como ha um aumento substancial
do tempo de residéncia dos atomos no caminho optico [39].

Apesar do TS-FF-AAS apresentar poder de deteccdo muito superior ao
FAAS, especialmente para elementos volateis, tais como cadmio, chumbo, cobre
e zinco, a detectabilidade da técnica pode nao ser suficiente para analises de
amostras como a farinha de linhaga visando a determinacdo de cadmio. Neste
sentido, etapas prévias de pré-concentracdo da amostra ainda sdo, em geral,
necessarias para viabilizar o emprego da TS-FF-AAS para anéalise em baixas
concentracoes.

A literatura reporta o emprego de métodos de pré-concentracdo de ions
metélicos em fase sélida acoplado em fluxo com TS-FF-AAS utilizando
nanotubos de carbono, fulereno, carvdo ativado e polimero quimicamente
impressos como adsorventes [40-43]. Outros métodos de pré-concentracdo
baseados em microextracao liquido-liquido por ponto nuvem e com solvente
supramolecular (SUPRA) também tém sido desenvolvidos e associados com TS-
FF-AAS, porém em menor quantidade [44-46].

Considerando a tematica deste trabalho, esta dissertacédo de Mestrado
€ pautada no desenvolvimento de um método analitico para determinacdo de
cadmio em farinha de linhaga por TS-FF-AAS combinando extracao ultrassdnica
com posterior etapa de pré-concentracdo, observa-se que 0s métodos de
microextracao liquido-liquido sdo mais convidativos que aqueles em fase sélida.
Esta observacéo pode ser fundamentada nos seguintes aspectos: 1) A extracao
ultrassbnica requer, usualmente, que &cidos minerais diluidos sejam
empregados no processo de extracdo. Assim, se 0 extrato obtido fosse
submetido a pré-concentracdo em fase solida para retencdo de cadmio, seria
necessario ajustar o pH com alcalis, 0 que poderia contaminar a amostra ou
provocar co-precipitacdo. No caso de microextracdo liquido-liquido ndo €
necessario efetuar o ajuste de pH, pois ha complexantes disponiveis
comercialmente que formam complexos metalicos em meio acentuadamente
acido; 2) A técnica TS-FF-AAS necessita de pequenos volumes de amostra (da
ordem de pL). Assim, quando se emprega microextracao liquido-liquido, o

volume da fase rica (fase contendo o solvente extrator com o analito) é
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compativel com o volume de andlise no TS-FF-AAS ndo necessitando, desta
forma, que a amostra seja diluida.

Em face destas consideracbes, a seguir serdo apresentadas a
fundamentacgéo bésica de algumas técnicas de microextragao.

A extracdo em ponto nuvem (CP, cloud point) tem sido aplicada em
diversas matrizes [47,48] e tem como principio a extracdo de analitos em duas
fases aquosas, no qual se usa um tensoativo-nao idnico em um meio binario
agua-tensoativo. Em temperaturas acima da CMC (Concentragcdo micelar
critica), a solugcdo contendo o analito e o surfactante turva-se. Com o aumento
de temperatura pode-se provocar um fendmeno de desidratacéo de grupos com
propriedades hidrofilicas das moléculas do tensoativo, podendo também elevar
0 numero de agregacdo e um aumento referente ao tamanho das micelas até
que a separacao de fases aconteca. O ponto nuvem é conhecido como a
condicdo de temperatura ou presenca de sal que promove diminuicdo da
solubilidade da micela. A fase extremamente concentrada em tensoativo,
denominada fase rica, encontra-se em equilibrio com a fase pobre, no qual
encontra-se com baixa concentracdo de moléculas tensoativas [49]. Esta
interacdo entre analito-surfactante ocorre pelas interacdes eletrostaticas e/ou
hidrofébicas. Suas principais vantagens sdo o baixo custo com aquisicdo de
solventes, solventes poucos téxicos e elevado fator de pré-concentracdo que
pode ser obtido a partir dos pequenos volumes iniciais da amostra [48], porém
sua principal limitacdo séo os coeficientes de particao relativamente baixos de
varias espécies metalicas com quelatos determinados, e para que iSsO seja
contornado € necessario utilizar ligantes altamente hidrofébicos. Outro aspecto
negativo da técnica refere-se ao emprego de banhos termostatizados para atingir
0 ponto nuvem, além do tempo de aquecimento ser relativamente alto, em alguns
casos até 40 minutos [47,50].

A microextracéo liquido-liquido dispersiva (DLLME) apresentou-se como
um aperfeicoamento das técnicas de microextracdo liquido-liquido [51], e se
fundamenta basicamente na dispersdo de um solvente extrator e um solvente
dispersor em uma solugéo aquosa. Entdo ocorre a formagéo de uma solucéo
turva que contém goticulas finas de solvente extrator dispersas na fase aquosa,
facilitando a transicdo do analito presente na amostra para o solvente extrator

[52]. A DLLME tem como vantagens a simplicidade de operacao, rapidez, baixo
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custo, consumo baixo de solventes orgéanicos, area de superficie muito grande
entre as goticulas finas do solvente de extracao, alta recuperacéo e alto fator de
enriqguecimento [53]. No entanto, a DLLME apresenta a desvantagem de o
solvente extrator ter que ser miscivel no solvente dispersor, possuindo baixa
solubilidade em &gua e sua densidade deve ser maior do que da agua para
proporcionar a correta separacdo das fases apos centrifugacdo. Porém existe
um numero limitado de solventes de extracdo disponiveis com essas
caracteristicas, principalmente que tenha densidade maior do que da agua. Os
hidrocarbonetos halogenados possuem essas caracteristicas e sdo usados na
maioria das vezes, porém sao solventes téxicos [51,53].

A busca por técnicas que sejam mais rapidas e utilizem volumes cada
vez menores de solventes organicos, tem ganhado destaque nos ultimos anos.
A combinacdo de uma técnica de extracdo baseada em coacervagcdo com a
DLLME vem sendo utilizada [54-57]. A microextracdo liquido-liquido dispersiva
com base em solvente supramolecular (SM-DLLME ou SUPRA) tem
demonstrado ser um método com alto desempenho, preciso e confiavel [54]. A
extracdo com solvente SUPRA baseia-se no fendmeno de coacervagéo e utiliza
solventes menos toxicos que a DLMME e necessita de menor tempo de extracao
devido a grande area de superficie de contato entre o analito e o solvente de
extragcdo. Além disso, 0 uso de coacervatos baseados em montagem
supramolecular fornece uma regiao de diferentes polaridades para solubilizar o
analito em uma ampla faixa de polaridade/carga. O método se fundamenta na
formacdo espontanea de micelas reversas em uma solucdo de tetrahidrofurano
THF/Agua em uma concentracdo critica de agregacdo e ndo requer
aguecimento, tal como ocorre na extracdo por ponto nuvem. Em condi¢des
ideais, as micelas reversas atuam como um excelente meio para a extragao do
complexo metalico a partir do meio aquoso [58,59]. A extracdo SUPRA é
considerada uma técnica hibrida entre CP e DLLME, pois utiliza extracao
baseada na dispersdo do solvente extrator, mas faz uso de extratores nao
toxicos como os surfactantes.

Mediante o exposto, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver
uma metodologia combinando a extracao assistida por ultrassom para a extracao
de cadmio de farinha de linhaca com posterior pré-concentragdo com solvente
SUPRA e determinacgéo por TS-FF-AAS acoplado a um sistema FIA.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LINHACA E CONTAMINACAO POR METAIS

A linhaca (Linum usitatissimum L.) € uma planta pertencente a familia das
Linaceas, descrita por apresentar uma altura entre 30 a 130 cm, com talos
eretos, folhas estreitas lineares ou lanceoladas, de coloragdo verde. Do talo
principal da planta podem surgir ramificac6es, onde nascem as folhas, as flores
e as capsulas (onde se encontra a semente da planta) (Figura 1). Da casca da
planta é de onde se retira a fibra do linho, matéria-prima para a inddstrias téxtil
[60].

Figura 1. Planta do linho (Linum usitatissimum L.).

A composicdo quimica da semente de linhagca dourada e marrom
apresenta bastante similaridade. De acordo com Barroso et. al. [61] a linhaca
dourada apresenta menor quantidade de fibra dietética total e maiores teores de
proteina em relacdo a semente de coloracdo marrom, entretanto o 6leo extraido
da linhaca marrom apresenta um maior teor de tocoferdis, maior capacidade
antioxidante e estabilidade oxidativa. O 6leo varia entre 30 a 50% do peso da
semente de linhaca.

Entre os principais constituintes do grao da linhaca estao os lipidios, as
proteinas e os polissacarideos. Observa-se grande quantidade de acidos graxos
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poli-insaturados da familia n-3 (linolénico e di-homo-alfa-linolénico) e em menor
guantidade da familia n-6 (linoleico, gama-linolénico e eicosadiendico) [62].

Em face a sua composicao rica em acidos graxos essenciais, Cintra et. al.
[63] avaliaram os efeitos de dietas ricas em acidos graxos monoinsaturados
(proveniente do amendoim), poli-insaturados (compostas de linhacga ou truta) e
em acidos graxos saturados (como pele de galinha) no perfil lipidico de ratos. A
dieta contendo linhaca foi considerada a mais eficiente para diminuir o colesterol
total e os niveis de triglicérides. Ocorrendo também uma maior liberacdo de
lipideos nas fezes dos animais que receberam a ragao rica no grdo em questao,
inclusive, uma menor deposicao hepatica de gordura se comparando aos outros
tratamentos. Os autores concederam o0s resultados ao grande conteudo de
acidos graxos n-3, a presenca de lignanas e de fibra soltuvel na linhaca.

Em relacdo ao efeito hipocolesterolémico, a linhaca pode atuar
diretamente sobre as paredes de vasos e artérias, prevenindo a aterosclerose.
Por fim, o efeito hipocolesterolémico da linhaca tem importantes implicacfes
terapéuticas em pacientes dislipidémicos, sendo que estudos em humanos tém
mostrado que o consumo de 40 a 50 g/dia de linhacga reduz o colesterol sérico
entre 5 a 9% [64,65].

Martins et al. [66] avaliaram os efeitos da linhaga sobre a aterogénese em
coelhos submetidos a uma dieta rica em colesterol. Os pesquisadores
observaram uma reducdo significativa dos niveis de triglicérides
(aproximadamente 70%) no grupo no qual foi administrado alimentos contendo
linhaca. Para Adkins e Kelley [67] o consumo de linhaca, por conter dmega 3,
ajuda a reduzir os niveis de triglicérides, e uma das explicacfes para essa reacdo
é devido a reducdo de particulas de quilomicrons remanescentes e inibicao da
sintese e secrecédo de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL-colesterol)
pelo figado. Sendo assim um alimento muito consumido por pessoas que
apresentam um nivel de colesterol elevado em seu organismo.

Entretanto estudos apontam uma grande capacidade de absorcado de
metais pela planta do linho em solos possivelmente contaminados, sendo de
grande preocupagdo, uma vez que com a crescente demanda desse tipo de
alimento pelo consumidor podem vir a ingerir esses metais possivelmente toxicos

causando maleficios a saude humana.
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Amna et. al. [68] realizaram um estudo com cadmio e cromo, onde a planta
do linho foi submetida ao solo com uma concentracdo dos referidos metais
variando de 250 a 500 ppm por 24 dias. As amostras de solo foram submetidas
ao processo de homogeneizacdo das particulas (malha de 8 mm), apds as
amostras foram submetidas a uma temperatura de 121 °C sob uma pressao de
15 psi por 30-40 minutos e a quantificacdo dos metais foi realizada através da
Espectrometria de Absorcdo Atdmica (FAAS). Os resultados apontaram uma
faixa de acumulo de metais possivelmente toxicos no linho que variou de 90 a
95% para cadmio e 61 a 84% para cromo.

Em outro estudo Angelova et. al. [69] analisaram Pb, Cu, Cd e Zn em linho,
canhamo e algoddo em uma regido industrialmente poluida, onde as amostras
(raizes, caules, folhas, sementes, flores) foram submetidas a mineralizacao seca
e a quantificagdo dos referidos metais foi realizada por Espectrometria com
Plasma Indutivamente Acoplado (ICP). Os resultados apresentaram que a planta
do linho foi a que mais absorveu os metais, principalmente nas raizes. Onde as
concentracdes de Pb, Cu, Cd e Zn foram de 104,4, 30,5, 8,69 e 211,8 mg kg*.

Com o aumento da concentragdo de cadmio no solo devido a possivel
contaminacgdo oriunda de agrotéxicos e despejos industriais, resultou-se em um
maior acumulo de cadmio principalmente nas raizes da planta do linho [70].

Estudos de acimulo de metais possivelmente toxicos em plantas de linho
revela-se maiores concentracdes principalmente nas raizes. Segundo Baraniecki
et al., e Bjelkova et. al. [71,72] a maior concentracdo de cadmio na planta do
linho apresentou-se o0 seguinte gradiente: raizes> parte aérea> capsula =
semente.

Hocking et. al. [73] comparou a distribuicdo de cadmio em vérias plantas,
como linhaca, mostarda indiana de canola, duas espécies de tremoco e trigo, e
associou os resultados obtidos aos mecanismos fisiolégicos de cada planta,
onde esses mecanismos que impedem a translocacao de cadmio do fruto para
a semente sdo muito menos eficazes na linhaca do que em todas as outras
plantas estudadas.

No entanto outros metais foram estudados e apresentaram resultados
diferentes aos estudos com cadmio, onde Grabowska et. al. [74] e Baraniecki et
al. [75] encontraram as maiores concentracdes de Pb e Cu em capsulas e Zn em

sementes. Outro pesquisador, Grzebisz et al. [76] reportou Pb em um gradiente
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de concentracdo diferente, sendo: raiz> broto> semente> capsula, e em Cu,
sendo o gradiente: capsula> raiz> semente> broto.

Com base nos dados acima mencionados, € notdrio que a distribuicdo de
metais possivelmente toxicos é consideravelmente afetada pelas condicfes

experimentais, propriedades dos solos e gendtipos utilizados.

2.2 SOLVENTES SUPRAMOLECULARES

Os conjuntos supramoleculares tém sido amplamente utilizados em
esquemas analiticos de extragdo e concentracdo. Sua capacidade de formar
uma fase com regides de diferentes polaridades, acidez e viscosidades, onde
solutos de estruturas muito diferentes podem ser solubilizadas [77]. Desde que
Watanabe et. al. reportaram a técnica de extracdo por ponto nuvem, diversos
pesquisadores trabalharam na Ultima década para aperfeicoar as técnicas de
extracdo e pré-concentracdo de compostos organicos hidrofébicos e complexos
metalicos, utilizando conjuntos supramoleculares baseados em entidades
polimoleculares que resultam da associacao espontanea de um grande nimero
indefinido de componentes em uma fase especifica (isto é, micelas,
microemulsdes, vesiculas, etc) [78,79].

No presente momento 0s aspectos tedricos e praticos das extracdes e
pré-concentracdo de compostos organicos hidrofébicos e complexos metéalicos
que fazem uso de conjuntos supramoleculares ja estdo bem esclarecidas, sendo
uma base promissora para desenvolvimento de novas metodologias analiticas

com o intuito de fornecer uma extracdo seletiva em matrizes especificas [79,80].

2.2.1 Automontagem

No processo de automontagem, a formacdo de um solvente
supramolecular acontece quando moléculas anfifilicas (tensoativos e acidos
carboxilicos de cadeia longa) se auto-organizam. As moléculas anfifilicas
orientam-se por efeito de forcas intermoleculares (por exemplo, interacdes de
hidrogénio, intera¢des 1-11, forga de atragao eletrostatica, entre outras), de modo
que seus grupos polares e apolares diminuem as interacdes solvatofébicas com
0 solvente. Esta etapa resultante do conjunto de forgas intermoleculares da
origem a formagé&o de agregados moleculares tridimensionais (Figura 2), no qual

a morfologia do agregado depende do tamanho relativo do grupo polar hidrofilico
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e da cadeia de hidrocarbonetos do anfiflo e, pode ser previsto usando o

chamado fator de empacotamento (Cpp) [81-84], descrito na equacao 1.

%4
Cpp = AxL 1)

Na equacdo, V € o volume da cadeia hidrofébica, A € a area da secéao
transversal da cabeca polar e L € o comprimento aparente da cadeia de
hidrocarboneto do monémero de surfactante na micela. Uma vez estimado o
valor do fator de empacotamento (Cpp), pode-se determinar a estrutura da

micela mais favoravel utilizando o parametro de empacotamento do anfifilo.

Figura 2. Estrutura de agregados supramoleculares de acordo com o fator de
empacotamento (Cpp). (Adaptado de Medina et al., [81])

i Micelas
Micelas :\_licel.as Veatoilai Bicamadas —
' aquosas cilindricas planares
A e Har B e &
L ¥
v
Crp= AL Cpp<1/3 1/3<Cpp<1/2 12<Cp< 1 Cp>1

Por exemplo, para se prever a formagédo de micelas aquosas o valor de
empacotamento (Cpp) é proximo a 1/3. Da mesma forma, para se prever a
formacéo de micelas cilindricas o valor de empacotamento deve estar entre 1/3
e 1/2. Quando o valor de Cpp € préoximo a 1, a forma de empacotamento do
agregado supramolecular mais provavel é a a bicamada planar. Por outro lado,
quando o fator de empacotamento € maior que 1/2 e menor que 1, a formacao
do agregado supramolecular tende a ter a morfologia de uma vesicula. E para
valores de fator de empacotamento inferiores a 1, pode-se prever agregados

supramoleculares cuja morfologia se denomina micelas reversas [84].
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2.2.2 Coacervacao

A coacervacao € um fenbmeno de separacao das fases liquidas, sendo
que esse fenbmeno s acontece se 0 sistema apresentar uma concentracao
minima de moléculas anfifilicas, a concentracao micelar critica (CMC). Ao atingir
a concentracdo micelar critica as estruturas tridimensionais se aproximam e se
agregam, orientando a formacédo de gotas de coacervado, que em seguida
organizam-se em agregados de maior tamanho (micro e nano-estruturados),
tornando-se imisciveis e dispersos na fase continua [85].

A formagdo das gotas de coacervado ocasiona uma mudanga de
densidade e consequentemente uma separacdo de fases. Alguns agentes de
coacervacgao sao frequentemente usados para induzir a coacervacao no sistema
supramolecular, por exemplo, pelo aumento da temperatura acima do ponto de
nuvem, pela adicao de co-solvente ou co-tensoativo com grupo polar menor, pela
adicao de um contra-ion anfifilico ou um eletrdlito, ou ainda por mudancas no pH
[86].

Entretanto uma estratégia muito Util para induzir a coacervacgao a partir de
surfactantes ndo iGnicos é usar uma mistura de dois solventes misciveis nos
quais os agregados tém uma solubilidade muito diferente. Neste caso, a
dessolvatacao dos grupos polares, com o consequente aumento no tamanho dos
agregados, é favorecida pela interacdo solvente-solvente que compete com a
interac&o solvente-grupos polares. Um exemplo de separacéo de fases causada
por esse mecanismo € aguela originaria de micelas reversas de acidos
carboxilicos em tetra-hidrofurano, promovido pela adicdo de agua [87].

No sistema tetrahidrofurano (THF)/agua, a prépria agua atua como efeito
indutor, em face que o THF tende a interagir preferencialmente com a agua do
gue em relacdo a micela reversa de acido dodecanoico, aumentando assim a
sua area superficial e a area extratora, favorecendo o agrupamento das micelas

reversas e consequentemente favorecendo o fenémeno de coacervagéao [87-89].
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2.2.3 Aplicagéo para Determinacdo de Metais

Alguns meétodos analiticos baseados na pré-concentracdo de metais
utilizando solvente supramolecular (SUPRA) tém sido reportados na literatura
em amostras com diferentes graus de complexidade de suas matrizes,
corroborando assim uma alta aplicabilidade do solvente supramolecular para a
pré-concentracdo de metais.

Aydin et. al. [59] propuseram uma metodologia analitica para a
determinacdo e quantificacdo de cobre em amostras de cabelo utilizando a
espectrometria de absorcdo atdbmica (FAAS). Primeiramente as amostras de
cabelo foram submetidas a digestdo acida por micro-ondas, e para a etapa de
pré-concentracado de cobre o0 agente quelante escolhido para a complexacao de
cobre foi o pirrolidinaditiocarbamato de aménio (APDC) e para a formacao dos
agregados supramoleculares baseados em micelas reversas foi utilizado 1-
decanol disperso em tetrahidrofurano (THF). Os limites de deteccdo e
quantificagdo para o método proposto foram de 0,11 e 0,34 ug L e o fator de
pré-concentracdo (FP) foi de 60. Salientando uma melhora significativa na
detectabilidade do FAAS.

Em um outro trabalho Jafarvand et. al. [54] determinaram cadmio em
amostras de vegetais utilizando a espectrometria de absorcéo atdmica (FAAS).
As amostras foram submetidas a digestéo por via Umida na etapa de preparo de
amostras. Assim como Aydin et. al. [59], para a etapa de pré-concentracdo o
agente quelante escolhido para a complexacdo do analito de interesse foi o
pirrolidinaditiocarbamato de aménio (APDC), entretanto para a formacédo dos
agregados supramoleculares baseados em micelas reversas a abordagem foi
diferente, onde o surfactante escolhido foi o acido decanoico disperso em
tetrahidrofurano (THF). O limite de deteccao para o método proposto foi de 0,22
ug L e o fator de pré-concentracéo foi de 22.

Shokouhifar et. al. [88] apresentaram uma abordagem diferente dos
demais pesquisadores na escolha dos parametros (agente quelante, e agente
dispersor) para a pré-concentracdo de prata por espectrometria de absorcdo
atdmica (FAAS) em amostras de 4guas naturais. Para a complexacéo de prata
0 agente quelante utilizado nesse trabalho foi a Difeniltiocarbazona e para a
formacdo dos agregados supramoleculares baseados em micelas reversas o

surfactante de escolha foi o acido decanoico disperso em etanol. O limite de
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deteccéo para o método proposto foi de 1,6 pug L e o fator de pré-concentracédo
(FP) foi de 15.

Amjadi et. al. [89] propuseram uma metodologia para a determinacao de
As(lll) em amostras de agua e tecidos de ostras utilizando a espectrometria de
absorcao atomica com forno de grafite (GF-FAAS). Para a extragdao do metal do
tecido de ostra, cerca de 250 mg de amostra foi colocado em um bécker com 30
mL de HNOs concentrado e 8 mL de HCLO4 concentrado, a mistura foi submetida
a aquecimento em banho de 6leo por 45 min a 100°C e mais 45 min a 150°C,
apos a solucdo foi evaporada até a secura a 200°C. Para a etapa de pré-
concentracdo o agente quelante escolhido foi o O,0- dietilditiofosfato de amonio
(DDTP) e para a formacdo dos agregados supramoleculares baseados em
micelas reversas o surfactante de escolha foi o 4cido decanoico disperso em
tetrahidrofurano (THF). O limite de deteccdo do método foi de 0,04 ug L* e o
fator de pré-concentracao (FP) foi de 64.

Observa-se de maneira geral que as metodologias analiticas acabam por
utilizar a digestédo acida por micro-ondas para a mineralizacdo das amostras e
posterior pré-concentracdo com solvente supramolecular, entretanto, alguns
pesquisadores desenvolveram metodologias alternativas na parte de preparo de
amostras, como por exemplo, o emprego de banhos ultrassénicos para a
extracdo de metais. Sendo bem convidativo, pois o banho ultrassénico requer o
uso acidos minerais diluidos para extracdo de metais, assim sendo compativel
com a pré-concentracdo com solvente supramolecular, pois, ndo é necessario
efetuar o ajuste de pH, pois ha complexantes disponiveis comercialmente que
formam complexos metélicos em meio acentuadamente acido.

A partir dessa premissa Beal et. al. [45] propuseram uma nova
metodologia que combina extracdo ultrassbnica e pré-concentragdo com
solvente supramolecular (SUPRA) para a determinacdo de chumbo em material
particulado por espectrometria de absorcdo atbmica em forno tubular com
aerossol termico (TS-FF-AAS). Para a extracao do metal as condi¢des utilizadas
foram HNOz0,8 mol L* e o tempo de sonificagdo foi de 30 min, a posicéo utilizada
no mapeamento do banho ultrassénico foi a posicdo central. Para a etapa de
pré-concentracdo o agente quelante escolhido foi o O,0- dietilditiofosfato de
amonio (DDTP) e para a formacao dos agregados supramoleculares baseados

em micelas reversas o surfactante de escolha foi o acido dodecanoico disperso
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em tetrahidrofurano (THF). O limite de detecc¢é&o e quantificacdo foi de 3,7 e 11,3
ug L1, respectivamente, e o fator de pré-concentracéo foi de 18,1.
Recentemente, assim como Beal et. al., Suquila et. al. [44] desenvolveu
uma metodologia baseada em extracdo ultrassbnica e pré-concentragdo com
solvente supramolecular, o0s pesquisadores determinaram cadmio em
medicamentos fitoterapicos (Ginkgo biloba L.) por espectrometria de absorcao
atdmica em forno tubular com aerossol térmico (TS-FF-AAS). Para a extracéo
do metal as condices utilizadas foram HNOs 0,10 mol L' e o tempo de
sonificagdo foi de 20 min, a posicao utilizada no mapeamento do banho
ultrassénico foi a posicdo central. A etapa de pré-concentracdo o0 agente
guelante escolhido foi o O,O- dietilditiofosfato de aménio (DDTP) e para a
formacao dos agregados supramoleculares baseados em micelas reversas o
surfactante de escolha foi o acido dodecanoico disperso em tetrahidrofurano
(THF). O limite de deteccdo e quantificacdo foi de 0,11 e 0,36 ug L%,

respectivamente, e o fator de pré-concentracao foi de 8,92.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia analitica combinando a extracéo assistida

por ultrassom para a extracdo de cadmio em farinha de linhaga com posterior

pré-concentracdo com solvente SUPRA e determinacdo por TS-FF-AAS

acoplado a um sistema FIA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do acido (HCI e HNOs), concentragéo (0,5, 1,0 e 1,5 mol
L), tempo do banho ultrassénico (5 a 40 min) e a influéncia das posicoes
das amostras no banho, no processo de extracéo ultrassonica.

Aplicar um planejamento fatorial fracionario 25! contendo ponto central
para avaliar os efeitos das varidveis pertinentes a pré-concentracdo com
solvente supramolecular.

Otimizar as variaveis mais significativas utilizando uma Matriz de Doehlert
com intuito de obter a otimizacdo final, sendo a concentracdo de
complexante (DDTP) e volume de THF (THF).

Comparar os métodos de preparo de amostras, a extracdo por radiacao
ultrassoénica e a digestdo acida assistida por micro-ondas.

Avaliar a aplicabilidade do método em farinha de linhaga comercial.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 REAGENTES E SOLUGOES

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Todas as
solugdes padréo foram preparadas com apropriada diluicdo da solucéo estoque
com agua ultrapura (18.2 MQ cm) obtida de um sistema de purificacdo ELGA®
PURELAB (High Wycombe, Bucks, UK). O sal dietilditiofosfato de aménio
(DDTP, 95%), &acido nitrico (HNOs, = 65%), tetrahidrofurano (THF, = 99,9%) e
acido dodecanoico (98%) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO,
EUA). HNOs foi duplamente destilado usando o sistema Berghof® BSB-939-IR
(Eningen, Alemanha). A solucéo padrédo de 1000 mg Lt de Cd?* foi adquirida via
Quimilab® (Jacarei, SP, Brasil) e as solucdes de trabalho foram devidamente
diluidas. Para estudo de interferéncia, solucdes de Pb?*, Zn?*, Co?*, Sr?*, Cu®*,
Ni%*, Fe3* e Cr3* foram preparados a partir de seus respectivos sais. Nitrato de
chumbo (Pb(NO3s)2, 99%), nitrato de zinco hexa-hidratado (Zn(NOs3)2. 6H20,
98%), nitrato de cobalto (Il) hexa-hidratado (Co(NOz)2. 6H20, 98-102%) foram
adquiridos via Vetec® (Rio de Janeiro, RJ, Brasil), nitrato de cobre (ll) tri-
hidratado (Cu(NOs3)2. 3H20, 98-102%), nitrato de niquel (ll) hexa-hidratado
(Ni(NOg)2. 6H20, 99%), nitrato de Ferro (lll) nona-hidratado (Fe(NOs)s. 9H20,98-
101%), nitrato de Cromo (lll) nona-hidratado (Cr(NOs3)s. 9H20, 99%), nitrato de
Estroncio (Sr(NOs)2, 99%) adquiridos via Sigma-Aldrich®. Para evitar qualquer
risco de contaminacéo, toda vidraria foi mantida em solugéo de acido nitrico a
10,0% (v/v) por 24h com posterior limpeza com agua ultrapura. Acido cloridrico
(HCI, 37,0%) foi adquirido pela Pancreac® (Darmstadt, Alemanha) e etanol
(EtOH, 99,3%) pela Quimica Moderna® (Barueri, SP, Brasil). Peroxido de
hidrogénio (H202, 29%, v/v) de Synth® (Diadema, SP, Brasil) e HNOs foram

utilizados para digerir a farinha de Linhaca.
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4.2 EQUIPAMENTOS

A determinacao de cadmio foi realizada utilizando um espectrometro de
absorcdo atdmica com chama (FAAS) Shimadzu® AA-7000 (Téquio, Japéo),
equipado com uma lampada de catodo oco de cadmio como fonte de radiagéo
(comprimento de onda: 228,0 nm; corrente: 8,0 mA) e uma lampada de deutério
(correcéo de fundo). A chama foi composta de acetileno (vazdo: 1,8 L mint) e
de ar comprimido (15 L min-t). O sistema de espectrometria de absorcdo atdmica
com aerossol térmico (TS-FF-AAS) foi composto de um tubo capilar ceramico
(99,7% de Al203) (Friatec, Mannhein, Alemanha) de 10 cm de comprimento, 0,5
mm de diametro interno e 2,0 mm de diametro externo, um tubo metalico de liga
de Ni Inconel 600 (Houston, TX, EUA) de 10 cm de comprimento, 1,0 cm de
didmetro interno, contendo seis orificios de 2,0 mm de diametro perpendiculares
a um orificio de 2,0 mm de didmetro central para introdu¢cédo da amostra. O tubo
de niquel foi colocado sobre um suporte inoxidavel adaptado ao queimador do
FAAS. As amostras foram introduzidas no TS-FF-AAS usando um sistema de
injecdo em fluxo no modo de linha Unica composto por uma bomba peristaltica
Gilson® Miniplus Evolution (Middleton, Wi, EUA), tubos de Tygon® (Courbevoie,
Franca), conectados a tubos de polietileno utilizados para propulsionar solu¢cdes
de amostra (diametro: 0,8 mm), um injetor comutador de acrilico foi usado para
transporte da amostra e do eluente, conforme apresentado na figura 3. O volume
da alca e o fluxo de introducdo da amostra no sistema foram de 47 pL e 0,5 mL
mint, respectivamente. Um oscilador de Vértex Phoenix Luferco Ltda
(Araraquara, SP, Brasil) foi utilizado para auxiliar o procedimento de
microextracdo a base de solvente supramolecular e um banho térmico Marconi®
MA127 (Piracicaba, SP, Brasil) para auxiliar na coacervacdo. Para a extracéo da
farinha de linhaca foi empregado um banho ultrassénico Quimis®-
Modelo:Q335D (Diadema, SP, Brasil) (Frequéncia ultrassonica 40 KHz com
capacidade para 2,8 L) e para digestdo total da amostra foi utilizado um forno
micro-ondas Milestone Inc® Ethos Plus (Sorisole, Italia) e uma centrifuga Quimis®
0222T2 (Diadema, SP, Brasil).
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Figura 3. Sistema de andlise de injecdo em fluxo acoplado ao TS-FF-AAS.
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4.3 AMOSTRAS DE FARINHA DE LINHACA COMERCIAL

As amostras de farinha de linhaga comercial foram todas adquiridas em
supermercados locais na cidade de Londrina (Parand, Brasil). Foram adquiridas
seis amostras de marcas e tipos diferentes de linhaca marrom e linhaca dourada
(Figura 4). As amostras foram identificadas com letras, sendo: A) Vitao alimentos
(marrom), B) D’ Magrinha (dourada), C) K’ Life (marrom), D) Vila alimentos
(dourada), E) Vitalin alimentos (dourada) e F) Vitalin alimentos (marrom). A
linhaca em sua composicao Fisico-Quimica possui cerca de 30 a 40% de
gordura, 20 a 25% de proteina, 20 a 28% de fibra dietética total, 4 a 8% de
umidade e 3 a 4% de cinzas [8-11]. Cabe salientar que as amostras nao foram
trituradas e suas particulas ndo foram homogeneizadas. Este procedimento foi
adotado com intuito de analisar a amostra da maneira com que é vendida, sem

necessitar de pré-tratamentos, tais como limpeza ou moagem.
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Figura 4 Amostras de farinha de linhaca comercial. Sendo: A) Vitao alimentos
(marrom), B) D’ Magrinha (dourada), C) K’ Life (marrom), D) Vila alimentos

(dourada), E) Vitalin alimentos (dourada) e F) Vitalin alimentos (marrom).

A) B)

4.4. PROCEDIMENTO DE EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM E PRE-
CONCENTRACAO PoOrR SUPRA SUPRA

Para a andlise as amostras foram previamente secas em estufa a 60,0
°C por 24 h e em seguida massas de 200 mg de farinha de linhaga foram pesadas
e misturadas com 20,0 mL de HNOs 1,50 mol L' e mantido em banho
ultrassbnico por 20 min na frequéncia ultrassonica de 40 KHz. Uma bomba
peristaltica foi utilizada para a recirculagdo da agua no banho ultrassénico. Apos
a extracdo e centrifugagdo, 10,0 mL do sobrenadante foram retirados e
misturado com 400 puL do agente complexante dietilditiofosfato de aménio
(DDTP) (Figura 5) 41,6 % m/v e agitado em oscilador Vértex por 0,5 min para a
formacédo do complexo Cd-DDTP, seguido da adicdo de 1,09 mL de acido laurico
45,3 mg mL em tetrahidrofurano (THF) (Figura 6) e agitado em oscilador Vértex
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por 1 min. Apés agitacao a mistura foi submetida ao banho térmico a 60,0 °C por
1 min para nao ter formacéo de micro emulsdes, posteriormente, a solucao foi
entdo levada ao congelador para facilitar a solidificacdo da fase rica. Por fim, a
fase pobre (fase aquosa) foi descartada e a fase rica foi dissolvida em 250 pL de
etanol (1:1 v/v) e introduzida no sistema FIA acoplado com TS-FF-AAS.

Figura 5. Agente complexante dietilditiofosfato de amonio (DDTP).

H?,c:7

S
O\P/
7 N\ -

™0 S NH.
HaC 4

Figura 6. Molécula de Acido Dodecanoico para formacdo dos agregados

supramoleculares.

4.5 PROCEDIMENTO DE DIGESTAO ACIDA POR MICRO-ONDAS

O método de extragdo assistido por ultrassom foi comparado
estatisticamente (teste t de Student pareado com 95% de confianca) com o
método de digestéo assistida por micro-ondas com o intuito de checar a exatiddo
do método proposto. As amostras foram previamente secas em estufa a 60,0 °C
por 24 h e em seguida, massas de 600 mg de farinha de linhaca foram pesadas
em frascos Teflon® e mantidas overnight com um volume de 10,0 mL de HNOs
65,0 % (m/m) e 2,0 mL, de H20229,0 % (v/v) [24]. Posteriormente, a mistura foi
submetida a digestdo por micro-ondas, Milestone Inc® Ethos Plus. Para a
digestéo das amostras de farinha de linhaga foram usadas 4 etapas de gradiente
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de temperatura. A Tabela 2 relne as etapas de aquecimento na digestao acida

assistida por micro-ondas.

Tabela 2. Programa de aquecimento utilizado para o procedimento de digestéo
acida por micro-ondas das amostras de linhaca.

Etapa Temperatura Tempo Poténcia
Q) (min) (W)
1 80 5 750
2 120 2 750
3 190 10 1000
4 190 15 1000

Apés a digestdo, a solucdo resultante foi aquecida em chapa de
aguecimento até gquase a secura e imediatamente dissolvidas em agua ultrapura
e, entdo, transferidas para balbes volumétricos de 25,0 mL e levados para
analise direta no TS-FF-AAS acoplado com sistema FIA.

4.6 OTIMIZACAO DA EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

Para otimizar as variaveis que desempenham papel importante na
extracdo ultrassbnica, foram investigadas as seguintes variaveis: tipo de acido
(HCI e HNOs), concentracdo (0,5, 1,0 e 1,5 mol L?), tempo de extracdo
ultrassoénica (5 a 40 min) e a influéncia das posi¢c6es das amostras no banho
(Figura 7). Cabe salientar que essa etapa de otimizacdo foi feita de forma
univariada, em face de que a etapa de extracao assistida por ultrassom tende de
ser compativel com a pré-concentracdo por solvente supramolecular, uma vez
gue ao se aplicar um planejamento experimental a condicdo 6tima possa
comprometer a pré-concentracao por solvente supramolecular.

A amostra (E) foi empregada nesta etapa de otimizacao, pois apresentou
elevada concentracdo de cadmio (709,0+0,30 ug kg?), a qual foi determinada
previamente empregando digestdo assistida por micro-ondas e determinacao
direta no TS-FF-AAS. Assim, para avaliar os efeitos das variaveis pertinentes a
extracdo ultrassbnica e garantir a extracdo quantitativa, as concentracdes de
cadmio obtidas nos experimentos foram comparadas ao valor de 790,0+0,30 ug
kg™ e os resultados expressos em termos de porcentagem de extracdo (%).

A amostra (E) foi seca em estufa a 60,0 °C por 24 h e em seguida, 200

mg foram pesadas em tubos Falcon e misturadas com 20,0 mL de HNO3s ou HCI
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nas concentracdes especificadas supramencionadas. As amostras foram
levadas ao banho ultrassdnico Quimis® e acondicionadas nas posicdes pré-
estabelecidas (Figura 7). Uma bomba peristaltica Gilson® Miniplus Evolution foi
utilizada para a recirculacdo da 4gua no banho ultrassénico, e uma centrifuga
Quimis® 0222T2 foi utilizada para o processo de separacéo de fases. Ao término
da extracdo, um volume de 18 mL do sobrenadante foi removido e transferido

para baldes volumétricos de 25,0 mL.

Figura 7. Suporte caseiro utilizado para o mapeamento do banho ultrassénico.

4.7 OTiMzAGAO Do MEeTopO DE PRE-CONCENTRAGAO COM SOLVENTE
SUPRAMOLECULAR

ApOs a otimizagdo das variaveis relativas a extragcao ultrassdnica, um
planejamento fatorial fracionario 25 contendo ponto central foi utilizado para
avaliar os efeitos das variaveis pertinentes a pré-concentracdo com solvente
supramolecular [44].

A influéncia dos efeitos foi analisada pela ANOVA (Analise de Variancia)
e 0s niveis de cada fator estabelecido pelo p-valor foram analisados por meio do

grafico de Pareto com intervalo de confianga ao nivel de 95%.
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4.8 MATRIZ DE DOEHLERT

A partir da triagem realizada pelo Planejamento Fatorial Fracionario 261
com ponto central, empregou-se uma matriz de Doehlert para as variaveis mais
significativas com intuito de obter a otimizacéo final, sendo a concentragao de
complexante (DDTP) e volume de THF (THF). A matriz de Doehlert com duas
variaveis contempla uma variavel com cinco niveis e outra variavel com trés
niveis [90], sendo a variavel concentracdo de complexante (DDTP) e a variavel
volume de THF (THF), respectivamente. Todos o0s experimentos foram
realizados em triplicata e a concentragdo de cadmio foi mantida em 10,0 ug L
utilizando uma solucéo padrao de cadmio durante os experimentos. O ajuste do
modelo quadratico aos dados experimentais foi avaliado pela ANOVA ao nivel
de confianca de 95% e uma superficie de resposta foi empregada com intuito de

avaliar a regido de maximo do sistema.

4.9 EFEITO DE [ONS INTERFERENTES

Sob as condi¢Bes otimizadas, o efeito de ions comumente existentes em
amostras de farinha de linhaga foi avaliado sobre o sinal analitico para cadmio
[24]. Para isso, uma solucdo contendo 10,0 pug L de cadmio na presenca de
Cr(ln, Fe(ll), Co(l), Ni(ll), Cu(ll), zn(ll), Sr(ll) e Pb(ll) em diferentes
concentracdes, foi submetida a etapa de pré-concentracdo com SUPRA. O sinal
analitico (absorbancia) para cadmio nesta solugéo foi comparado a uma solucéo
contendo apenas cadmio. O limite de tolerancia foi definido como a variagéo do

sinal analitico de cadmio de + 10,0%.

4.10 DETERMINACAO DOS PARAMETROS ANALITICOS DO METODO

Sob condi¢cbes otimizadas e um volume de pré-concentracédo de 10,0
mL, o desempenho analitico do método foi avaliado a partir do célculo dos
parametros analiticos, tais como fator de pré-concentracéo, limite de deteccéo
(LOD), limite de quantificacdo (LOQ), eficiéncia de pré-concentracdo (EP) e
indice de consumo (IC), precisdo e exatidado. O coeficiente de determinacéo (R?)
das curvas analiticas, foi obtido pela razdo entre as somas quadraticas predito

pelo modelo (SQg) e o total (§Q7), de acordo com a equacao 2.
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R2 = 5Qr
SQr

O limite de deteccédo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) foram

(2)

calculados de acordo com a recomendacédo da Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada (IUPAC) [91], em que o LD=(3xSd/ a) e LQ=(10xSd/ a) , sendo
(Sd) o desvio padrédo do branco (n=10) e a = a inclinacdo da regressao linear,

respectivamente, conforme as equacdes 3 e 4.

LOD = 35d 3

= 3)
10Sd

LOQ = —— 4)

Os parametros analiticos como fator de pré-concentracdo (FP), indice
de consumo (IC) e eficiéncia de pré-concentracdo (EP) foram obtidos para o
método proposto. O FP é definido como a razdo entre os coeficientes angulares
(a) das regressoes lineares do método de microextracdo supramolecular e da

determinacao direta por TS-FF-AAS e FAAS, obtido através da equacao 5 [92].

apré —concentrando

FP =

(5)

adeterminagéo direta

O IC foi obtido por meio da razdo entre o volume total (mL) e o FP,
enquanto a eficiéncia de pré-concentracao (EP) é definido como a razéo entre o
fator de pré-concentracao e o volume de amostra de acordo com as equacoes 6
e 7 [93,94].

Vtotal
IC = 6
FP (6)
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_ FP
" Volume de amostra

EP (7)

A precisao intradia (n=10) e interdia (n=2) do método foi avaliada em
termos de repetibilidade em dois niveis de concentracéo (0,5 e 16,0 pug L1). Os
desvios padréo relativos (DPR, %) foram calculados entre as réplicas a fim de

determinar a precisdo do método.

4.11 PROGRAMAS COMPUTACIONAIS

Para os devidos tratamentos estatisticos, os dados experimentais foram
processados com o software Statistica® 7.0 (Statistica para Windows 7.0,
Statsoft, Tulsa, OK, EUA, 2004). As demais representacdes graficas foram feitas
utilizando o software Origin® Pro 8 SRO (OriginLab Corporation, Northampton,
MA, EUA, 2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DE CADMIO NAS FARINHAS DE LINHACA APOS DIGESTAO ACIDA
ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS

Em face do desenvolvimento do método de extracdo ultrassonica, fez-
necessario, inicialmente, efetuar a determinagdo de cadmio nas amostras de
farinha por TS-FF-AAS apos a digestdo assistida com micro-ondas, utilizada
como técnica de preparo como referéncia/comparativa. Desta forma, mediante o
conhecimento prévio da concentracdo de cadmio nas amostras foi possivel
avaliar a eficiéncia do preparo de amostra com ultrassom. Porém, € oportuno
mencionar novamente conforme secdo 4.6, que a comparacado da extracdo
ultrassénica com o método assistido por micro-ondas, em ambos 0s casos
efetuando a determinacdo direta de cadmio por TS-FF-AAAS, foi realizada
apenas com a amostra E, por apresentar elevado teor de cddmio e nédo
necessitar da etapa de pré-concentracdo. Por outro lado, para as amostras A, C,
D, e F que possuem concentra¢cdes muito baixas, a comparacao foi efetuada
entre o método proposto contemplando a extracdo ultrassénica, pré-
concentragdo com solvente SUPRA e determinagdo por TS-FF-AAS, com o
método assistido por micro-ondas e determinacao direta por TS-FF-AAS. No
entanto, cabe salientar que a determinacdo de cadmio por TS-FF-AAS nas
amostras A, C, D e F sem efetuar a etapa de pré-concentracdo so6 foi possivel
devido ao emprego de massas elevadas de amostra (600 mg) digeridas no forno
de micro-ondas, conforme descrito na secdo 4.5. A Tabela 3 relne as

concentracfes de cadmio obtidas para diferentes amostras.

Tabela 3. Amostras comerciais de farinha de linhaga e suas respectivas
concentracfes de cadmio.

Amostra Concentracéo (ug kg?)
A 110,0+0,40
B <LD*
C 200,0+0,10

D 260,0+0,30
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E 790,0+0,30

F 280,0+0,20
* LD - Limite de deteccéo

5.2 OTIMIZACAO Do TEMPO DE EXTRACAO E CONCENTRACAO Do Acipo NiTRricO E
CLORIDRICO

As variaveis pertinentes a extracao ultrassoénica, incluindo o efeito do -
tempo de extragdo, concentracdo do agente extrator (acido nitrico e acido
cloridrico) e posi¢des do banho ultrassénico foram estudadas a fim de obter os
maiores percentuais de extracdo (%), os quais foram comparados com o
resultado obtidos com a digestdo acida da amostra E, em face de sua maior
concentracdo de cadmio. Cabe salientar que todos os tubos foram colocados
juntos contemplando as 13 posi¢cdes do banho ultrassonico em todo o processo
de extracdo, em face que a uma diferenca no percentual de extracdo se a
posicdo do banho fosse avaliada de forma independente.

A Figura 8 reune os resultados do percentual de extracao em funcao da
concentracéo de HCI e a posi¢cédo do banho. De acordo com os dados obtidos,
constata-se que a porcentagem de extracdo € maior ao se empregar HCI 1,0 e
1,5 mol L. O bom desempenho do HCI na extracéo é resultado da capacidade
extratora/complexante deste acido e, com o auxilio da radiacéo ultrassoénica, ha
fragmentacdo das particulas das farinhas com consequente liberacdo do
conteudo de ions cadmio [95,96]. Em relacdo a posicdo do banho, observa-se,
que ao empregar o HCI 0,5 mol L ndo se obtém porcentagem de extracdo
quantitativas em nenhuma posicdo do banho ultrassénico, entretanto, ao
comparar as concentracdes de HCI 1,0 e 1,5 mol L%, a concentracédo de 1,5 mol
L1 forneceu eficiéncia de extracdo em todas as posicdes do banho ultrassonico.
Quando se emprega a HCl 1,0 mol L1 a porcentagem de extracdo néo é

quantitativa em algumas posic¢oes (1,4,7 e 12).

Figura 8. Percentagem de recuperacéo de extragcao em funcdo da concentracao
de HCI e a posicédo do banho empregando as condi¢des de 200 mg de farinha
de linhacga e tempo de banho de 40 min.
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Figura 9. Percentagem de recuperacédo de extracdo em funcdo da concentracdo
de HNOs e a posicao do banho empregando as condi¢cées de 200 mg de farinha
de linhaca e tempo de banho de 40 min.
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Para o acido nitrico as mesmas condi¢cdes foram empregadas, e 0s
resultados obtidos para a otimizacdo a concentracdo de acido nitrico estédo
reunidos na Figura 9.

Como pode-se observar os resultados da extragdo com &cido nitrico
foram similares a extragdo com &cido cloridrico. O HNO3 é comumente reportado
na literatura [97,98] devido ao fato de sua alta capacidade oxidante, o que
favorece a extracdo do metal da matriz. Na concentracdo menor de acido nitrico
0,5 mol L' a extracdo € ineficiente em qualquer posicdo do banho, ao passo que
o emprego da concentracdo 1,5 mol L? fornece extracGes quantitativas em
qualquer posicdo. Para a concentracdo de 1,0 mol L, as posi¢Ges centrais ndo
apresentaram porcentagens de de extracdo quantitativas.

Sendo assim, tanto o HCI quanto o HNOs na concentragéo de 1,5 mol L
! podem ser empregados para a extracdo de cadmio na farinha de linhaca em
todas as posi¢cdes do banho ultrassonico. No entanto, optou-se por empregar o
HNOs por ser um &cido com maior grau de pureza, por ndo apresentar um carater
complexante como o HCI, o que poderia influenciar na pré-concentragéo e, pelo
fato dos nitratos serem sollUveis para a maioria dos ions metélicos.

Apds a adogdo do HNOs 1,5 mol L' como meio extrator no banho

ultrassonico, foi avaliada a influéncia do tempo de extracéo (Figura 10).

Figura 10. Otimizacao do tempo de extracdo utilizando &cido nitrico 1,50 mol L
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De acordo com os resultados obtidos, 20 min de banho s&o suficientes
para extracdo quantitativa de cadmio. Resultados similares sdo reportados na
literatura para extracao de ions metalicos em amostras de lodo de esgoto com

banho ultrassonico [99].

5.3 OTIMIZACAO DA MICROEXTRACAO COM SOLVENTE SUPRAMOLECULAR

5.3.1 Efeito Do Acido Nitrico E Acido Cloridrico

Conforme discutido na secdo 5.2, ambos os acidos HNOs e HCI na
concentragdo de 1,5 mol L podem ser empregados como extrator de cadmio
das amostras de farinha de linhaca. Porém, considerando que o extrato obtido é
submetido a pré-concentracdo com solvente SUPRA, o efeito dos acidos e da
concentracdo no desempenho da pré-concentracdo deve ser investigado.

Como apresentado na Figura 11, menores valores de absorbancia para
cadmio apdés a pré-concentracdo em meio de HCI foram obtidos, quando
comparados com HNOs. Ainda, concentracdes maiores de HCI depreciam ainda
mais o desempenho da pré-concentracao. Estes resultados séo esperados, pois
o HCI possui propriedades complexantes e podem competir com a complexacéo
de cadmio com DDTP e, consequentemente, no processo de pré-concentracao.

Para o HNOs, maiores sinais analiticos de cadmio sédo obtidos,
especialmente para concentracdes menores, 0,5 mol L'1. A acidez em excesso
no meio de pré-concentracdo pode desestabilizar o complexo formado Cd-
DDTP. Neste sentido, para a pré-concentracdo de cadmio usando SUPRA,
HNOs 0,5 mol L! seria a condigéo de escolha, mas esta condicéo € insuficiente
para extrair cadmio da amostra de farinha de linhaca, como discutido na secao
5.2 Desta forma, a fim de estabelecer um compromisso entre eficiéncia de
extracdo ultrassonica e pré-concentracdo SUPRA, o HNOs na concentracdo de
1,50 mol L™* foi escolhido como a condicédo 6tima.

Figura 11. Influéncia da concentracdo do acido cloridrico e &cido nitrico para a
microextracdo com solvente supramolecular.
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5.3.2 Otimizacdo Multivariada Do Meétodo De Pré-Concentracdo Com

Solvente Supra

A fim de investigar o efeito das varidveis que podem influenciam no
desempenho do método de pré-concentracdo com solvente SUPRA foi realizado
um planejamento fatorial fracionario 26! contendo ponto central. A Tabela 4
apresenta o planejamento contendo os valores codificados e descodificados e
as intensidades de sinais (Absorbancia). As respostas obtidas da intensidade de
sinal (Abs) foram utilizadas para construir as equacfes das regressoes lineares
para o modelo proposto e as significancias estatisticas foram determinados pela
andlise de variancia (ANOVA). Com intuito de avaliar o modelo linear aos dados

experimentais.
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Tabela 4. Fatores, niveis e matriz experimental do Planejamento Fatorial
Fracionario 25! com ponto central utilizado na otimizacdo para a pré-

concentracdo de cadmio baseado em solvente supramolecular. *

Variaveis Niveis
, B 0 (+)
Acido laurico (mg mL?) 1,07 2,68 4,3
THF (uL) 400 700 1000
DDTP (%, m/v) 0,1 1,05 2
NacCl (%, m/v) 0 1 2
Tempo de banho (min) 1 3 5
Vortex (min) 1 3 5
Ensaio Igg;?c% OI/DDT? NaCl 'It')ecrir(l):o Vértex THF At:orbar;ma
(mg mL) (%, m/v) (%, miv) (f‘n”ing’ (min) @) C ;‘fég) °

1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,070

2 1 -1 -1 -1 -1 1 0,329

3 -1 1 -1 -1 -1 1 0,449

4 1 1 -1 -1 -1 -1 0,455

5 -1 -1 1 -1 -1 1 0,046

6 1 -1 1 -1 -1 -1 0,129

7 -1 1 1 -1 -1 -1 0,079

8 1 1 1 -1 -1 1 0,653

9 -1 -1 -1 1 -1 1 0,342

10 1 -1 -1 1 -1 -1 0,071
11 -1 1 -1 1 -1 -1 0,175
12 1 1 -1 1 -1 1 0,608



13 -1
14 1
15 -1
16 1
17 -1
18 1
19 -1
20 1
21 -1
22 1
23 -1
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25 -1
26 1
27 -1
28 1
29 -1
30 1
31 -1
32 1
33 0
34 0
35 0
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0,038
0,184
0,239
0,238
0,128
0,281
0,194
0,623
0,194
0,135
0,166
0,269
0,177
0,061
0,403
0,448
0,155
0,104
0,139
0,533
0,734
0,68
0,619

* Concentragdo de cadmio utilizada foi de 10 pg L™

A Tabela 5 fornece a analise de variancia (ANOVA), com o intuito de

avaliar a qualidade do ajuste dos dados ao modelo linear.

Tabela 5. Analise de variancia dos dados para a modelagem linear.

Parametros SQa GLP MQ¢ Fcar  Ftab (95%)
Regressdo (SQr) 1,4254 22 0,0645
Residuo (SQres)® 0,0746 12 6,2x103
Falta de ajuste (SQfaj)? 6,80x102 10 6,80x102
2,1 19,4 F(10,2)
Erro puro (SQep)f 6,59x10°3 2 3,29x103
Total (SQ7)" 1,50 34 0,044
R2 0,950 R 0,975
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aSoma quadratica; PGraus de liberdade; CMg_z SQ/GL; 9SQr = Y™ 1(Pi — )% °SQues =
'$Qep = X%y ,1-[;1(371'; — )% 95Qrqj = X%y 21 (Vi — 0% "SQr = Yk.(vi — )%

S - 0%

De acordo com a ANOVA, o modelo ndo apresentou falta de ajuste
devido ao valor tabelado Fio0.2 (19,4) ser superior aos valores calculados de F
(2,1), em um nivel de confianca de 95%.

O diagrama de pareto /mostra a distribuicdo dos efeitos calculados para
o modelo linear. A andlise dos efeitos principais, de interacdo e o grau de

significancia estdo apresentados Figura 12.

Figura 12. Diagrama de Pareto para os efeitos das varidveis na pré-
concentracdo de cadmio baseado em solvente supramolecular.
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A analise dos efeitos revelam que a curvatura é significativa ao nivel de
95%, atribuido a regido de maxima absorbancia préximo a regido central dos
experimentos (A= Yy, — y.=0,254—-0,678 = —0,424). Note que, com
excecdo ao tempo de banho e vortex para tca < tab todos 0s outros efeitos
principais sao estatisticamente significativos (p < 0,05). Sem dlvida, as variaveis
concentracéo de DDTP (2), concentracdo de acido laurico (1) e volume de THF
(7) sdo os fatores mais importantes na pré-concentracdo com solvente

supramolecular, seguido pelo efeito de interacdo acido laurico x DDTP. Se
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examinarmos o efeito da variavel NaCl, constatamos que a mudanc¢a do nivel
inferior para o nivel superior produz uma diminuicio média do sinal de
absorbancia, isso se deve ao fato que o efeito “salting out”, que em niveis
superiores de NaCl promove um aumento da forca idnica do meio, reduzindo
também o efeito indutor da agua no equilibrio ternario miscela, THF e agua,
podendo reduzir também a transferéncia de massa do analito para a fase
extratora (acido laurico) causando um decréscimo na eficiéncia da extracéo e,
consequentemente, no sinal analitico [45,87]. Portanto, os experimentos
posteriores foram realizados na auséncia de NacCl.

A interacdo DDTP x acido laurico em niveis positivos, de acordo com o
diagrama de pareto revela que estas variaveis sdo dependentes entre si. Em
outras palavras, maiores sinais analiticos(Absorbancia) para cadmio podem ser
obtidos com 0 aumento da concentracdo de DDTP e de &cido laurico.

As variaveis tempo de banho e vortex ndo apresentaram influéncia no
processo de pré-concentracdo e, portanto, foram mantidas em seus niveis
inferiores como condi¢des 6timas (1,0 min).

A concentracdo de &cido laurico em niveis positivos evidencia que
guanto maior a concentracdo do solvente extrator, pode-se obter também
maiores fatores de pré-concentracdo. No entanto, o aumento da concentracéo
de acido laurico, acima de 4,3 mg mL*! torna-se inviavel devido a baixa
solubilidade. Assim, a concentragéo de 4,3 mg mL! foi adotada como 6tima.

Quanto a variavel mais importante (concentracdo de DDTP), o aumento
da concentracdo do DDTP de 0,1 para 2,0% (m/v) resultou no aumento médio
de 0,202 na intensidade de sinal, o que pode ser explicado pelo deslocamento
do equilibrio para formac¢éao do complexo Cd-DDTP, bem como pela natureza do
complexo. O DDTP € um complexante que possui atomos de enxofre em sua
composicao, que atuam como base mole, de acordo com a Teoria de Pearson.
fons cadmio sdo considerados acidos mole pela teoria e possuem alta afinidade
para formacdo de complexos com DDTP. O complexo formado possui maior
interacdo com a micela constituida de acido laurico por meio de forcas
intermoleculares, se comparado a ions cadmio isolados [100,101], justificando,
desta forma, o aumento de sinal analiitco com o0 aumento da concentracéo de
DDTP.
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O efeito do volume de THF também é positivo e significativo, que pode
ser explicado pela capacidade deste solvente em dispersar as miscelas no meio
aguoso e, consequentemente, aumentando a area extratora [59].

Assim sendo, a otimizagao final dos fatores DDTP e THF foi realizada
por meio de uma matriz de Doehlert em torno das melhores condigdes, 2,0%
(m/v), e 1,0 mL, respectivamente e as outras variaveis foram fixadas nas
condi¢cBes supramencionadas. Os valores codificados das variaveis, os valores

reais e as respostas analiticas estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Fatores, niveis e matriz experimental do Planejamento Doehlert
utilizado na otimizag&o para a pré-concentracéo de cadmio baseado em solvente
supramolecular.

_ Variaveis
Ensaios
DDTP (%, m/v) THF (mL) Absorbancia
1 0 (2,0) 0 (1,0) 0,617
L 0 (2,0) 0 (1,0) 0,635
L 0 (2,0) 0 (1,0) 0,620
1 0 (2,0) 0 (1,0) 0,640
1 0 (2,0) 0 (1,0) 0,633
1 0 (2,0) 0 (1,0) 0,643
2 1 (3,5) 0 (1,0) 0,421
3 0,5 (2,75) 0,866 (1,5) 0,433
4 -1 (0,5) 0 (1,0) 0,574
5 -0,5 (1,25) -0,866 (0,5) 0,508
6 0,5 (2,75) -0,866 (0,5) 0,507
7 -0,5 (1,25) 0,866 (1,5) 0,600

Os valores entre parénteses sdo os valores codificados da matriz de Doehlert e os valores ao lado séo os
niveis estudados na matriz.

A partir da matriz de Doehlert, foi construida uma superficie de resposta
(Figura 13) por meio do modelo quadratico (equacéo 8) e validado pela ANOVA
(Tabela 7).
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sav

Figura 13.

Superficie de resposta obtida a partir da matriz de Doehlert.

y (Abs) = —0,07370 + 0,2951(DDTP) — 0,0593(DDTP)? + 0,9163(THF)
— 0,3434(THF)2— 0,1104(DDTPXTHF) ®)

Tabela 7. Analise de variancia dos dados para a modelagem quadréatica.

Fontes de variacdo SQ3 GLP MQ°© Feal Fiab (95%)
Regressao (SQr)“ 0,07206 5 0,0144

Residuo (SQres)® 6x10* 6 1x10*

Falta de ajuste (SQra)? 4,1x10° 1 4,1x10°

Erro puro (SQep)’ 5,59x10 5 1,12x10* 0,366 6,61 Fus)
Total (SQr)" 0,07266 11 6,60 x10°

R? 0,9917 0,9959
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aSoma quadratica; *Graus de liberdade; MQ = SQ/GL; SQg = Y™ 1(Fi — )% °SQres = Xr1(yi — D)%,
n; —2. _ LU PPN =2. _ =
fSer =2ty j=1Vij — )% 98Qfaj = Xiz1 Z;il(J’i - ¥)% "SQr = Ty - A

De acordo com a analise de variancia (ANOVA) o modelo néo apresenta
falta de ajuste devido ao valor tabelado Fi15 (6,61) ser superior aos valores
calculados de F (0,366), em um nivel de confianca de 95%.

Apoés a triagem feita pelo planejamento fracionario e otimizacdo pela
matriz de Doehlert os valores otimizados para o método proposto estédo
apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Valores otimizados do método empregando o planejamento fatorial

fracionario 261,

Parametro Valores otimizados
Acido laurico (mg mL%) 4,3
THF (mL) 1,09
DDTP (%, m/v) 1,46
Tempo de banho (min) 1
Vortex (min) 1

5.4 PARAMETROS ANALITICOS

Sob condicbes otimizadas, a linearidade do método de microextracéo
por solvente supramolecular foi avaliada para cadmio na faixa de concentracao
de 0,35-20 pg L. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados de
acordo com a IUPAC [91], conforme a equacao 4, onde o valor de LOQ (0,35 ug
L) foi averiguado experimentalmente, e inserido na curva analitica. O modelo
da regressao linear foi estatisticamente avaliado por meio da andlise de variancia
(ANOVA) ao nivel de 95% de confianga. A Figura 14 mostra as curvas analiticas
com e sem a etapa de microextragdo por solvente supramolecular obtidas por
TS-FF-AAS e FAAS.
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Figura 14. Curvas analiticas realizadas (a) com a etapa de microextracao
supramolecular e determinacdo por TS-FF-AAS (0,35 - 20 pg L7, (b)
determinacéo direta por TS-FF-AAS (2,5 - 30 ug L) e (c) determinacéo direta
por FAAS (100 - 1000 ug L1).

1,0
0,9
0.8 €Y
07
06

0,5

Absorbancia

0,4
0,3
0,2

0,1

0’00 5 10 15 20

Concentragdo de Cd** (ug L™

0,12
(b)
0,10

0,08

0,06

Absorbancia

0,04

0,02

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Concentracéo de Cd*"(ug L™)



0,26
0,24
0,22
0,20
0,18
0,16
0,14
0,12
0,10
0,08
0,06
0,04
0,02

Absorbancia

(©

200

400

600

800

Concentracdo de Cd**(ug L™

1000

Abs = 0,0026z0,00136 + 0,043620,00005 X Ccq?

Abs = 0,00520,0009 + 0,005+0,00009 X Ccq?*
Abs = - 0,0014=0,0004 + 0,0003:0,0000008 X Ccq?* (C)

(b)

52

O modelo foi estatisticamente avaliado por meio da andlise de variancia

aplicando a one-way ANOVA. O resumo da analise variancia do modelo de

regressao esta apresentado na Tabela 9. Ao nivel de 95% de confianca, a razéo

entre as variancias das médias quadréaticas explicadas pelo modelo (MQr) e

residual (MQres), para um Fca (7023,27) >>>> Fap (4,38), revelam que o modelo

linear parece mesmo o mais indicado para descrever a correlagcdo entre a

absorbancia em relacéo a concentracdo de cadmio contemplando uma faixa de

0,35-20,0 pg L. Aplicando o mesmo modelo estatistico com o intuito de se

avaliar o ajuste do modelo, ao nivel de 95% de confianca obtém-se a razao entre

as variancias das médias quadraticas de falta de ajuste (MQtj) € erro puro

(MQep), para um Fca (1,30) < Fuab (2,96), nos mostram que o modelo nao

apresentou falta de ajuste.

Tabela 9. Analise de variancia para o ajuste do modelo de regressao linear para

a relacao absorbancia e concentracdo de cadmio.

Fonte de Variacéo SQ2 GLP MQ° Fe Fia1,(95%)
Regressao (SQg)¢ 1,99374 1 1,99374 2023.27 4,38
Residuo (SQyes)® 0,00539 19  2,84x10%* ! Fei,10)
Falta de ajuste (SQga;)’ 0,00171 5 3,42 x10* 2,96
Erro puro (SQep)? 0,00368 14 2,63x10% 1,30 F(s,14)
Total (SQq)" 1,09913 20  0,09996

Variacdo explicada (R?)’ 0,9973 R 0,9986

Maxima variagao explicavel

(R s 2) 0,9982 Ry 0,9991
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R? ajustado (Ry”) 09972 Ry  0,9986
3Soma quadratica; "Graus de liberdade; “Valor médio quadratico; %SQgz = XL (D: — 3% ®SQres = e (Vi — 9% SQpq; =
I T L G- ID% 9SQep = B N 0y — D% "SQr = i~ 'R =SQr/SQri IRmax” = (SQr — SQep)/SQr;
kRaj2 = [1— (MQyes/MQ7)].

Um resumo dos parametros analiticos do método € apresentado na
Tabela 10. Os valores de limite de deteccédo (LOD) e quantificacdo (LOQ), fator
de pré-concentracdo (FP), indice de consumo (IC) e eficiéncia de pré-
concentracédo (EP) foram obtidos de acordo com as equacdes 3, 4, 5, 6 e 7

respectivamente.

Tabela 10. Parametros analiticos para a determinacdo de cadmio utilizando o
método proposto.

Parametros Analiticos Valores obtidos
Faixa linear (ug L?) 0,35-20,0
Modelo de regresséo linear Abs = 0,0436[Cd?**] + 0,0026
R? 0,9973
LOQ (ug LY 0,35
LOD (ug L?) 0,10
FP 8,72
FA (h?) 13
IC (mL) 1,32
EP (mL?) 0,87

FA: frequéncia analitica; IC: indice de consumo; EP: eficiéncia de pré concentracdo; FP: fator de pré-concentracédo

A precisao Intradia e Interdia (repetibilidade) foi avaliada para o método
proposto para concentracdes de 0,5 e 16,0 ug L. Os valores de preciséo inter
e intradia estdo mostrados na Tabela 11. Os resultados apresentaram desvio
padrao relativo (RSD) para n =10 menores que 7,35%, demonstrando a baixa

variagao entre as medidas e boa concordancia com a concentragdo nominal.

Tabela 11. Precisdo para o método de pré-concentracdo de ions cadmio a base
de solvente supramolecular.
Parametros

Concentracéo Avaliada de cadmio (ug L?) 0,5 16
Intradia (n =10)

Preciséao (RSD,%) 7,34 4,61
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Interdia (n =2)

Precisao (RSD,%) 3,12 4,78

Uma comparacao entre o método proposto de extracdo ultrassbnica e
pré-concentracdo com solvente supramolecular para a determinagédo de cadmio
e outros métodos de preparo de amostras utilizando TS-FF-AAS, em termos de
linearidade, LOQ, volume de amostra e eficiéncia de pré-concentracdo é
apresentada na Tabela 12. Destaca-se no presente trabalho, o baixo volume de
amostra empregado, maior faixa de concentragdo da curva analitica, auséncia
de solventes organicos como eluente e simplicidade de realizagcdo de todo o
processo de analise envolvendo o preparo da amostra com ultrassom associado
com pré-concentracdo com solvente SUPRA.

Os métodos em fase solida reportados e quando aplicados na
determinacdo de cAdmio em amostras sélidas, necessitaram de digestao prévia
da amostra com micro-ondas. O método baseado na analise direta por TS-FF-
AAS de vinho e suco, apesar de ndo necessitar de preparo de amostra, nao
apresenta detectabilidade suficiente para determinar cadmio em farinha de
linhaca. Em relacdo ao método que faz uso de CPE para determinacdo de
cadmio em refrigerante, observa-se elevado tempo de analise, cerca de 60 min.

Vale ressaltar também que o método proposto € o Unico que combina
extracdo assistida por ultrassom e microextragdo liquido-liquido por solvente
supramolecular para a determinacdo de cadmio em farinha de linhaca, o que

torna o método mais simples e com menor custo aquisitivo.

Tabela 12. Parametro analiticos do método proposto para a pré-concentracao
de caddmio com outros presentes na literatura utilizando a determinacéo por TS-

FF-AAS.
. Agente Volume LOQ FaixaLinear Amostras
Método quelante (mL) EP Lo LY)  (ug LY Ref.
Deter_mlna(;ao i 0.15 ) 58 5.8-200,00 Vinhos e [102]
direta suco de uva
Aguas,
Adsorgao em chocolate,
MWCNT- - 26,80 0,73 0,22 0,12-6,00 ervas [103]
polivinilpiridina medicinais

e cigarro
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Extracdo no Ponto Refrigerante

PAN 15,00 3,70 0,06 0,1-5,00 [104]
Nuvem
~ Aguas e
Extracao por HF- \ppe 100,00 0,9 - 004200 materiais [105]
SLME .
biolégicos
Aguas, soro
Adsorcéo em fls;?lggg:o,
Espuma de DDTP 200 25 040 0401500 9 [106]
: ovino e
poliuretano .
graminea
de centeio
SUPRAS DDTP 10,00 087 035 0,35-20,00 Farnhade  Este
linhaca trabalho

EP: eficiéncia de pré-concentracdo; LOQ: limite de quantificacio; PAN: pyridyl-azo-naphtol; APDC: Ditiocarbamato de
amonio e pirrolidina; DDTP: dietilditiofosfato de aménio; MWCNT: Nanotubo de carbono em multicamadas; HF-SLME:
Extracio de membrana liquida suportada por fibra oca; SUPRAS: Solvente supramolecular.

5.5 ESTUDO DE INTERFERENTES

A teoria de Pearson [101], estabelece que bases moles como atomos de
enxofre no complexante DDTP tende a interagir preferencialmente com acidos
moles como cadmio. Além disto, sabe-se que o DDTP forma complexos com
metais alcalinos, alcalinos terrosos e também com os elementos Al, Cr, Fe (ll),
Ga, Ge (IV), Ti, Ta, V, W e Zr [107]. Por outro lado, os ions metélicos Cu (ll),
Co(ll), Fe(ll), Mn(l1), Ni(ll), Pb(ll) e Zn(ll) formam complexos com o DDTP nas
mesmas condi¢des que o cadmio [108,109].

Para avaliar os efeitos dos ions interferentes e determinar a influéncia de
alguns cations na pré-concentracdo de cadmio, uma solucéo contendo 10,0 ug
Lt de Cd (Il) e os cations Cr (Ill), (5,52 ug L1), Fe (111) (313,00 ug L1), Co (Il
(1,44 pg LY, Ni (11) (14,56 pg L), Cu (11) (92,80 pg L), Zn (1) (532,80 ug LY), Sr
(1) (114,40 pg LY e Pb (1) (0,32 pg L) foram preparadas e analisadas pelo
método proposto.

Os resultados obtidos foram comparados com o sinal analitico de cadmio
na presenca e na auséncia dos possiveis interferentes. Observou-se
similaridade entre os resultados, em que o sinal analitico da solucdo contendo
os ions concomitantes equivale a 95% da solucdo contendo apenas cadmio.
Assim, pode-se inferir que o método apresenta seletividade para determinacao

de cadmio em amostras de farinha de linhaga.

5.6 DETERMINACAO DE CADMIO EM AMOSTRAS REAIS E EXATIDAO DO METODO
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Para avaliar a exatidao analitica e a aplicabilidade do método proposto,
amostras de farinha de linhaca comercial, foram analisas sob as condi¢cfes
otimizadas e os resultados estdo apresentados Tabela 13. Como pode ser
observado, os resultados para o método proposto sdo concordantes (teste t de
student pareado ao nivel de 95% de confianga) com os resultados obtidos
empregando digestao assistida por micro-ondas e determinacgéo direta por TS-
FF-AAS.

Tabela 13. Determinacdo de cadmio em amostras de farinha de linhaca
comercial pelo método proposto e comparacao por digestdo por micro-ondas e
determinacao direta por TS-FF-AAS.

Concentracéo de cadmio (ug kg?)

Amostras ; .
Método Proposto?  PMicro-ondas-TS

Linhaga A (Marrom) 120,0+0,30 110,0+0,04
Linhaca B (Dourada) <LD <LD
Linhaga C (Marrom) 210,0+0,20 200,0+0,10
Linhaca D (Dourada) 280,0+0,20 260,0+ 0,30
Linhaga E (Dourada) 760,0+0,40 790,0+0,30
Linhaca F (Marrom) 290,0+0,20 280,0+0,20

<LD: Abaixo do limite de deteccao; 2Resultados expressos como valor médio + desvio padrdo com base
em triplicata (n=3); "Digest&o acida por micro-ondas e determinagio por TS-FF-AAS.

Como mencionado neste texto, ndo ha valores preconizados por agéncias
reguladoras para o teor de cadmio em farinha de linhaca. Porém, se adotarmos
a resolucdo RDC n° 42, de 29 de agosto de 2013, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a European Food Safety Authority (EFSA), e a
Codex Alimentarius, do programa conjunto das entidades Food and Agriculture
Organization e World Health Organization (FAO/WHO), que estabelece um limite
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maximo de cadmio em cereais de 100,0 pug kg, observa-se que todas as
amostras analisadas apresentam concentracdes superiores a este valor.

Resultados similares tém sido reportados na literatura quanto ao teor de
cadmio em farinha de linhaga, como no trabalho publicado por Ozkutlu, F. [14]
que faz uso da digestado acida assistida por micro-ondas e determinacdo com
Espectrometria de Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS), cuja
concentracdo obtida de cadmio foi de 120,0 pg kg™.

Tokalioglu [24] em seu trabalho ndo determinou cadmio, contudo, metais
como Cr, Ni, Cu apresentaram concentracdes elevadas sendo 690,0+0,60 pg kg
1, 1820,0+0,07 ug g* e 1160,0+0,10 ug kg?, respectivamente, enfatizando a
necessidade de se monitorar esses metais potencialmente toxicos e alertar

sobre o uso indevido de agrotoxicos e seus despejos industriais.
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6 CONCLUSAO

O método analitico desenvolvido, baseado na extracdo assistida por
radiacdo ultrassbnica e pré-concentragdo com solvente supramolecular
(SUPRA) com determinacéo por TS-FF-AAS mostrou-se eficiente e confiavel na
quantificacdo de cadmio em farinha de linhaca.

A extracdo assistida por radiacdo ultrass6nica mostrou-se eficiente para
a extracdo de metais em amostras complexas como a linhaca, comprovando ser
uma Otima alternativa na etapa de preparo de amostras em comparagdo com o
a digestdo acida assistida por micro-ondas, possui vantagens como o baixo
custo, frequéncia analitica e o uso de acidos diluidos no preparo de amostras.
Adicionalmente, o extrato obtido é compativel com o método de pré-
concentracdo por solvente supramolecular, ndo sendo necessério realizar o
ajuste do pH com solugdes alcalinas e/ou solugdes tampdao, eliminando com isso
possiveis problemas de contaminacéao.

Cabe salientar que o uso do complexante DDTP mostrou-se eficaz no
tocante a seletividade do método analitico, uma vez que que a aplicacdo deste
método se pode ser estendida a diferentes amostras de farinha de linhaca.

A aplicacdo do método proposto € bastante simples, rapida e
ambientalmente amigavel por ndo exigir grandes quantidades de solvente
organico.

A presenca de cadmio em algumas amostras de farinha de linhaga
mostrou claramente a importancia de investigar as concentracées de cadmio no
controle de qualidade das industrias de alimentos, uma vez que esses alimentos
contaminados com metais possivelmente téxicos acabam por chegar a mesa do

consumidor.
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