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RESUMO

A manteiga de cacau é a gordura natural da semente do cacau, geralmente sélida a temperatura ambiente.
Matéria prima indispensavel na producéo de chocolate e também muito utilizada na inddstria farmacéutica.
Entretanto, na manteiga de cacau podem ocorrer teores elevados de cadmio e chumbo. Isso ocorre
principalmente pela contaminacéo dos solos, geralmente solos vulcanicos podem conter altos niveis de Cd,
onde é feito o plantio do cacaueiro. Algumas metodologias tém sido utilizadas recentemente, entre elas a
possibilidade de usar RP-DLLME para gorduras sélidas, como a manteiga de cacau, 0 que representa um
avanco no preparo de amostras, uma vez que o lipidio é considerado uma matriz complexa de decompor,
por possuir vérias limitagdes, por exemplo, impedir a solidificacdo das amostras durante o preparo para
anélise. Este trabalho propde um método alternativo de preparo de amostras empregando a micro extracdo
dispersiva liquido - liquido em fase reversa (RP — DLLME) para a posterior determinacdo em Cd e Pb por
espectrometria de absor¢do em chama (F AAS). O procedimento por RP-DLLME foi ajustado, utilizando
5 g de amostra, aquecimento em banho a 60 °C por 20 min, injecdo da solugdo extratora, contendo 70% de
agente dispersor (n-propanol) e 30% de agente extrator (HNO3 1,0 mol L-1, v/v), seguido da agitacdo
mecéanica em vortex por 1 minuto e centrifugacdo por 10 min a 6000 RPM. Com relacdo aos métodos
tradicionais para determinacdo de metais em amostras de matrizes lipidicas, o0 método proposto para a
determinagdo de Cd e Pb em manteiga de cacau neste trabalho diferiu por simplicidade, rapidez, uso de
baixas concentracdes de reagentes, para atender os principios analiticos da quimica verde.

Palavras-chave: Manteiga de cacau, RP-DLLME, F AAS, Quimica Verde.

ABSTRACT
Cocoa butter is the natural fat of the cocoa seed, usually solid at room temperature. Indispensable raw material in the
production of chocolate and also widely used in the pharmaceutical industry. However, cocoa butter can contain high
levels of cadmium and lead. This is mainly due to soil contamination, usuallyvolcanic soils can contain high levels of Cd,
where cacao is planted. Some methodologies have been used recently, including the possibility of using RP-DLLME for

solid fats, such as cocoa butter, which representsan advance in sample preparation, since the lipid is considered a complex
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matrix to decompose, for have several limitations, for example, preventing the solidification of samples during
preparation for analysis. This work proposes an alternative method of sample preparation employing reversed phase
liquid-liquid micro dispersive extraction (RP — DLLME) for subsequent determination in Cd and Pb by flame absorption
spectrometry (F AAS). The RP-DLLME procedure was adjusted, using 5 g of sample, heating in a bath at60 °C for 20
min, injection of the extracting solution, containing 70% of dispersing agent (n-propanol) and30% of extracting agent
(HNO3 1.0 mol L-1, v/v), followed by mechanical vortexing for 1 minute and centrifugation for 10 min at 6000 RPM.
Regarding traditional methods for determination of metals in samples of lipid matrices, the method proposed for the
determination of Cd and Pb in cocoa butter in this work differed by simplicity, speed, use of low concentrations of
reagents, to meet the analytical principlesof green chemistry.

Keywords: Cocoa butter, RP-DLLME, F AAS, Green chemistry.

1 INTRODUCAO

Além de ser um ingrediente indispensavel na fabricacéo de chocolate, a manteiga de cacau é muito usada
em formulagBes cosméticas e dermatolégicas. Possui propriedades hidratantes e emolientes, portanto é um
excelente hidratante, é facilmente absorvida pela pele, atingindo as camadas mais profundas. Assim, a
manteiga de cacau é usada na fabricacdo de cremes e lo¢Ges hidratantes e sabdes como xampus e sabonetes,
tendo também espaco na industria farmacéutica (RAMOS E OLIVEIRA, 2010).

Entretanto, na manteiga de cacau podem ocorrer teores elevados de cddmio e chumbo. Isso ocorre
principalmente pela contaminacgdo dos solos, geralmente solos vulcanicos podem conter altos niveis de Cd,
onde é feito o plantio do cacaueiro. A ingestdo de pequenas quantidades € quase inevitavel, porém ndo tem
efeitos negativos no momento da ingestao, entretanto os metais pesados tém toxicidade cumulativa, que pode
significar sérios danos & saide humana, sendo os principais efeitos colicas abdominais, dores de cabega,
vomitos. A longo prazo, a exposi¢do ao cadmio pode produzir danos renais.

Como extrair e detectar esses mestais, Cd e Pb, de forma facil e rapida, sem alfots custos e com alta
efeiciencia? As técnicas de micro extragdo surgiram como métodos alternativos, por possibilitar o uso de
quantidades superiores a 3,0 g de massa de amostra (SILVA, 2011), o que facilita a deteccdo de concentracoes
vestigiais e baixo consumo de reagentes, tornando-o um método menos toxico. Estas técnicas estdo sendo
renovadas constantemente, e com isso superando desvantagens e oferecendo novas vantagens, como preparo
de amostras mais verdes, mais rapidos, mais baratos, mais faceis, com reducdao do consumo de reagentes e
solventes (SHISHOV), estando de acordo com os principios da quimica verde.

A ideia da quimica verde tem suas raizes no desenvolvimento sustentavel, com o objetivo de tornar as
praticas de laboratério mais amigaveis ao meio ambiente. O desenvolvimento de instrumentacdo e
metodologias vem sendo amplamente estudado, bem como a dedicacgao para reduzir o impacto negativo dos
produtos quimicos no meio ambiente e possibilitar a implementacdo de principios de desenvolvimento
sustentavel para laboratorios analiticos (GALUSZKA, 2013).

Sdo listados na literatura 12 principios da quimica analitica verde, sendo no presente trabalho citados
o0 tratamento da amostra, miniaturizacdo do processo, diminui¢cdo dos reagentes e consequentemente menor
geracao de residuos, economia de &tomos e menor riscos ao operador.

Sendo assim, neste trabalho é proposto a Micro extragdo Liquido-Liquido Dispersiva em Fase Reversa
para o preparo de amostras de forma simples, rapida e verde visando a determinacdo de Cd e Pb em manteiga
de cacau por espectrometria de absor¢do atbmica com chama (FAAS).

2 METODOLOGIA

A determinacdo de Cd e Pb em manteiga de cacau foi executada utilizando um espectrémetro de absorcéo
atémica (Varian, modelo aa 240FS, Australia) com chama de acetileno e ar comprimido.
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2.1 Amostras

Para o desenvolvimento desta pesquisa foram utilizadas amostras comerciais de manteiga de cacau,
adquiridas pela internet em uma industria de produtos de chocolate localizada em Santa Cruz do Rio Pardo —
SP, as amostras foram acondicionadas em um refrigerador (4 °C) afim de manter suas propriedades e so
retiradas de refrigeracdo no momento em que se inicia 0 processo de preparo de amostras para posterior
determinacdo.

Apos a pesagem das amostras em balanca analitica, em frascos de polipropileno (15 ml) previamente
descontaminados, adicionou-se quantidades especificas do padrdo mono-elementar de éleo mineral, com 0s
analitos Cd e Pb. As amostras foram preparadas de modo que a concentracdo fosse de 0,5 mg/g dos analitos
para 0s ensaios de recuperacdo, para assim avaliar a exatiddo e a precisdo do método mediante a adicdo e
recuperacdo dos analitos em amostras. A homogeneizacdo da amostra e padrdo foi realizada por meio de
agitacdo mecanica intensa por 1 minuto por meio de vortex. Todos os frascos foram identificados com nome,
data e concentracdo dos analitos. Com o intuito de minimizar possiveis erros realizou-se o procedimento de
adigéo de analitos diariamente.

2.2 Avaliagéo do solvente dispersor

Para solvente dispersor estudou-se a melhor eficiéncia do isopropanol e n-propanol na recuperacdo do
analito. A proporcéo de agente dispersor em relagdo ao extrator foi ajustada. A fase contendo a solugdo de
solvente dispersor e extrator foi avaliada em diferentes proporc6es que variaram em 20, 30 e 40% de agente
dispersor em relagéo ao volume total da mistura.

2.3 Concentracao do solvente extrator
Avaliou-se 0 uso de HNO3 como agente mediante a sua eficiéncia na recuperacdo dos analitos. Foram
realizados estudos experimentais referentes as concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mol L™ de extrator.

2.4 Volume de Solucéo Extratora
Para avaliar a quantidade necessaria de solucdo extratora utilizada na RP-DLLME ajustou-se nas
quantidades de 100, 250, 500, 1000 e 1500 uL com o objetivo de utilizar o minimo de reagente possivel.

2.5 Procedimento de RP-DLLME proposto para Cd e Pb em manteiga de cacau

Foram pesados 5,0 g de amostra de manteiga de cacau em tubos de polipropileno do tipo Falcon com
capacidade de 15 mL, em seguida as amostras foram submetidas a aquecimento no banho-maria por
aproximadamente 20 min a 60 °C, posteriormente adicionou-se xileno e por fim adicionou-se 1,0 mL da
solugdo solvente dispersor e extrator e realizou-se agitacdo das amostras no vortex por 1 minuto, para a
dispersdo e contato da mistura dispersor e extrator com o analito. Apds, as amostras foram submetidas a
centrifugacdo por 10 min a 5600 g em a 40 °C. Apos a centrifugacdo,com auxilio de uma pipeta, retirou-se
parte da amostra organica para facilitar a retirada da fase aquosa,sendo que esta Gltima foi transferida para um
novo tubo de polipropileno de 15 mL e aferida com uma solugéo de HNO3 a 0,5% (v/v) e encaminhada para
a determinacdo por F AAS. Esses ensaios de recuperagdo foram realizados com o intuito de estimar o
percentual de recuperacdo dos analitos nas amostras investigadas. Os célculos referentes a esses ensaios
foram efetuados a partir da equagéo 1.

Recuperagdo em % =cl_—362x100
c

Onde:
C1 é a concentracdo final da amostra com adicao do analito,
C2 é a concentragdo pré-existente na amostra antes da adicéo do analito,
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C3 é o valor de analito adicionado na amostra.

Testes de recuperacdo foram aplicados para todas as amostras estudadas e 0s respectivos ensaios
realizados em triplicatas. A eficiéncia e desempenho do método foram conduzidos de forma a garantir a
exatiddo e precisdo do mesmo.

3 RESULTADOS

Para o desenvolvimento de um método eficiente é necessario a avaliacdo das condi¢des experimentais
gue afetam a extracdo dos analitos. Portanto, inicialmente foi determinado o pardmetro massa/volume (m/v)
do solvente xileno para evitar a solidificacdo da manteiga durante o procedimento. Determinou-se com esse
teste que o tubo contendo 5,0 g de amostra e 5,0 ml de xileno foi o pardmetro que apresentou o melhor
resultado.

3.1 Avaliacao do solvente dispersor

Para determinacdo da proporcéao da solugéo dispersora/extratora foram realizados teste de recuperacdo com
a mistura n-propanol/HNOs (v/v) a proporgdes 80:20, 70:30 e 60:40. Verificou-se os valores de recuperacéo
de Cd e Pb, sendo a proporc¢éo 70:30 (v/v) considerada como mais adequada para determinagdo dos metais,
possibilitando sua aplicacdo em todos os experimentos seguintes.

Para a determinacdo do solvente dispersor foram analisados o isopropanol e n-propanol por mistura

com HNO:s diluido, com o objetivo de classificar o agente dispersor que promovesse interacdo rapida e
eficiente entre a amostra e o extrator. Esses solventes foram selecionados com base nas caracteristicas
compativeis com as recomendadas pelo procedimento de RP-DLLME, sendo elas a temperatura de ebuli¢éo e
sua miscibilidade na amostra organica e no solvente extrator (LOURENCO, 2016), para que ocorra uma
eficiente disperséo do solvente extrator na amostra e consequentemente a extracdo dos analitos. Determinou-
se, portanto, que o isopropanol teve melhores resultados e foi utilizado nos testes seguintes.

3.2 Concentracéo de HNOs na fase extratora

A avaliacdo da influéncia da concentracdo de HNO3 foi realizada levando em consideracdo que uma
melhor extracdo ocorre com volume e concentracdo otimizados. O volume da fase extratora foi fixado 30%
(v/v) com a proporcéo da fase dispersora. Desta forma, foram realizados ensaios de recuperacao para identificar
a melhor concentragdo de HNO3, para uma extracéo eficiente dos analitos da amostra. O procedimento de RP-
DLLME foi avaliado em diferentes concentragdes de HNOS3.

Definiu-se como a melhor concentracéo o de solugcdo de HNOs para que ocorra a extracdo eficiente dos
analitos da fase da amostra. Para os ensaios posteriores foram fixados os valores de 3,0 mol L para Pbe 2,0
mol L para Cd.

3.3 Volume da solucéo dispersor/extrator

A influéncia da solucéo dispersor/extrator na extragéo dos analitos foi avaliada com o objetivo de propiciar
ao processo de preparo de amostra maior exatiddo na recuperacao, bem como garantir a quantidade apropriada
dos solventes, para a realizagdo de uma extracdo considerada mais eficiente e mais verde, sem 0 Uso excessivo
de reagentes.

Os volumes de solugéo avaliados foram de 100, 250, 500, 750, 1000 e 1500 pL. As amostras foram
submetidas a agitacdo no vortex por 1 minuto e posteriormente levadas a centrifugagdo a 5600 g por 10 min.
Determinou-se como melhor condigdo 1000 pL da mistura de solugéo, pois obteve os melhores resultados.

3.4 Condicdes para aplicacdo de RP-DLLME em manteiga de cacau
Mediante todos os ensaios desenvolvidos, ficaram definidas as condi¢des consideradas ideais para a
aplicacdo do procedimento de RP-DLLME em amostras de manteiga de cacau para posterior determinagéo de
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Cd e Pb. Dentre os parametros avaliados, as melhores condic¢des estdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1 - ParaAmetros definidos para RP- DLLME de Manteiga de Cacau para
Determinacéo de Chumbo e Cadmio

Parametro Condicao
Proporcéo de Dispersor/Extrator 70:30 (v/v)
Dispersor n-Propanol - 700pL
Extrator HNO3, 2,0 mol.L* -300uL
Temperatura de Extracéo 60°C

Volume de dispersor/extrator 1000 pL

Massa da Amostra 5,00 gramas

Centrifugacéo 10 minutos, 6000 RPM

Fonte: autoria propria, 2021

A frequéncia analitica para 0 método proposto é de 12 amostras por hora, desde sua pesagem até a sua
analise, uma vez que a Centrifuga utilizada comporta apenas 12 tubos de 15 mL e isso acaba se tornando um
fator preponderante e limitador para a determinar a frequéncia, entretanto ainda assim 0 método proposto tem
uma alta frequéncia devido ao preparo de amostras por RP-DLLME ser um processo de rapida execugao.

Para avaliar a calibracéo e a faixa linear, a calibracéo foi feita de maneira externa com a utilizacdo de
padrGes multielementares e com concentragdes variadas. As solucbes padrbes foram preparadas com agua
ultrapura HNO3 0,5% v/v. Todos os valores da faixa linear foram detectados no equipamento por sinal de
absorbancia e relacionados com a concentragcdo dos analito e por fim criando a curva de calibragéo e
representada pelo coeficiente de correlagdo linear (R?), conforme tabela 2.

Tabela 2 - Coeficiente de Correlacédo Linear, Equacgdo da reta e faixa linear para Pb eCd.

Analito Equacéo da reta R2* Faixa linear, mg.L*
Pb Y=0,015x+0,0005 0,9968 0,1-20
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Cd Y=0,39x+0,0334 0,9814 01-20

B Fonte: Autoria prépria, 2021
4  CONCLUSOES

Tanto com as amostras com adi¢do de analitos quanto para as amostras sem adi¢do, 0 método se
mostrou eficaz e exato, tornando uma proposta viavel para a determinacgao destes metais.

No decorrer do desenvolvimento do método analitico proposto, é caracterizado pela simplicidade,
rapidez, uso de baixas concentracGes de reagentes (HNOs3), afim de estar de acordo os principios da Quimica
Verde, pois reduz o consumo de reagentes, solventes e amostras, consequentemente, reduzindo a geragéo de
residuos.
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