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RESUMO 
 

Tese de Doutorado 

Programa de Pós-Graduação em Química 
Universidade Federal de Santa Maria 

 

SISTEMAS EMULSIONADOS PARA ANÁLISE DE 
AMOSTRAS COM ALTO TEOR LIPÍDICO POR 

ESPECTROMETRIA DE ABSORÇÃO ATÔMICA. 

AUTORA: Carine Viana Silva Ieggli 
ORIENTADORA: Prof.ª Dr.ª Denise Bohrer do Nascimento 

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 04 de junho de 2010 
 

Cresce a atenção para o conhecimento do perfil nutricional e toxicológico dos 

alimentos. Assim, métodos que permitam a determinação de componentes 

desejáveis ou necessários, como os elementos essenciais, e de indesejáveis como 

metais pesados são necessários. A Espectrometria de Absorção Atômica (AAS) é 

uma técnica robusta e bastante estabelecida para a determinação de vários 

elementos nos mais variados tipos de amostras.  

Análises espectrométricas geralmente são feitas em soluções obtidas pelo 

processo de decomposição ou digestão da amostra original. Entretanto, tais 

procedimentos implicam em passos adicionais, que podem levar a inconvenientes 

como contaminação, perdas durante manipulação e a maiores tempos de análise. 

Sistemas emulsionados têm sido utilizados no preparo de amostras e, como alguns 

alimentos apresentam alta fração lipídica, esta pode ser uma alternativa 

conveniente. Com a emulsificação direta com surfactantes não há necessidade de 

digestão da matéria orgânica e, além disso, permite reduzir o conteúdo final de 

matéria orgânica e estabilizar o conteúdo oleoso presente.  

 Desenvolveram-se sistemas emulsionados para determinar diversos metais 

por AAS em amostras de ovos de galinhas, chocolates, óleo de arroz, óleo de 

canola, óleo de girassol, óleo de milho, óleo de soja, azeite de oliva, margarina light, 

margarina e manteiga.  
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 Os tensoativos utilisaos neste trabalho foram Triton X100, Triton 114 e Tween 

80. Componentes oleosos adicionais, o estearato de octila e o óleo de milho, foram 

utilizados para melhorar a estabilidade das emulsões de ovos e de chocolate.  

 Todas as emulsões foram preparadas usando uma seqüência específica para 

garantir a sua estabilidade e um procedimento geral de preparo das emulsões pode 

ser alcançado: as alíquotas de surfactante, amostra oleosa ou componente oleoso, 

quando for o caso, são pesadas e colocadas em béqueres de 80 mL; água aquecida 

é adicionada sob agitação contínua, para que ocorra o emulsionamento da amostra, 

adicionando-se água até completar o volume final. Agitação magnética deve ser 

mantida durante o arrefecimento.  

Nas amostras de ovos emulsionados foram determinados de selênio por 

Espectrometria de Absorção Atômica com Forno de Grafite (GF AAS) e sódio, 

potássio, cálcio, magnésio, zinco e ferro por Espectrometria de Absorção Atômica 

com Chama (F AAS). A exatidão dos métodos foi avaliada pela análise do Material 

de Referência Certificado (MRC) Whole Egg Powder (NIST RM 8415). A 

recuperação para o Se correspondeu a 95,2% do valor certificado e para os demais 

metais as recuperações dos valores certificados variaram de 97,5% para magnésio e 

102,2% para sódio. Os métodos mostraram adequada sensibilidade, precisão e 

exatidão. 

Sódio, potássio, cálcio, magnésio, zinco e ferro foram determinados por F 

AAS em amostras de chocolate emulsionadas e micro-emulsões foram aplicadas 

para determinar alumínio, cobre e manganês por GF AAS. Baking Chocolate (SRM 

2384) foi utilizado para realizar a validação dos métodos e as recuperações dos 

valores certificados variaram de 88,6% para potássio a 108% para o manganês.  

Nas amostras emulsionadas de óleos vegetais, margarina e manteiga, 

puderam ser determinados As, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni e Pb por GF AAS e Na, K, Ca, 

Mg, Zn e Fe por FAAS. Para cada caso as condições de medida e os parâmetros 

operacionais foram otimizados. As recuperações variaram entre 90% (Na) a 112% 

(Fe) para as medidas por F AAS e entre 83% (Cd) a 121% (Pb) para as medidas por 

GF AAS.  

 
Palavras-chave: emulsões, espectrometria de absorção atômica, metais, ovos, 
chocolates e óleos vegetais. 
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The attention to the knowledge of nutritional and toxicological profiles of 

foodstuffs is increasing. Therefore, methods that allow for the determination of 

components desirable or necessary, as essential elements, and of undesirable as 

heavy metals are of great importance. Atomic Absorption Spectrometry (AAS) is a 

robust and well established technique for the determination of several elements in 

the most varied types of samples. 

Spectrometric analyses are usually made with sample solutions obtained by 

decomposition processes or sample digestion. However, such procedures result in 

additional steps that can cause inconveniences such as contamination and losses 

during manipulation. Emulsified systems have been used in the preparation of 

samples with high fat content. Emulsifing makes the sample decomposition not 

necessary, allows reducing the final content of organic matter, and stabilizes the 

present oily content. 

In this work, emulsified systems were developed to measure several metals by 

AAS in samples such as chicken eggs, chocolates, rice oil, canola oil, sunflower oil, 

corn oil, soy oil, olive oil, margarine light, margarine and butter. 

The tensoactives used in this work were Triton X100, Triton 114 and Tween 

80. Additional oily components, the octila estearato and the corn oil, were used to get 

better in the stability of the chocolate and egg emulsions. 
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All of the emulsions were prepared using a specific sequence to guarantee the 

stability and a general procedure of emulsion preparation can be established: to 

weigh the surfactant, oily sample or additional oily component, when it is the case, 

and to put in beakers of 80 mL. Adding heated water under continuous agitation to 

happen the sample emulsification, after following adding water until to reach the final 

volume. Magnetic agitation should be maintained during the cooling. 

In the samples of emulsified eggs were determined Selenium (Se) for Graphite 

Furnace Atomic Absorption Spectrometry (GFAAS) and sodium, potassium, calcium, 

magnesium, zinc and iron for Flame Atomic Absorption Spectrometry (FAAS). The 

methods validations were accomplished with the Certified Material of Reference 

(CRM) Whole Egg Powder (RM 8415). The Se recovery was 95,2% of the certified 

value and for another metals the recoveries of the certified values varied from 97,5% 

for magnesium and 102,2% for sodium. The methods showed appropriate sensibility, 

precision and accuracy. 

Sodium, potassium, calcium, magnesium, zinc and iron were determined in 

chocolate samples emulsified by F AAS and micro-emulsions were applied for the 

determination of aluminum, copper and manganese by GF AAS. The validation of the 

method was against SRM Baking Chocolate (SRM 2384) and the recoveries of the 

certified values varied from 88,6% for potassium to 108% for manganses.  

In the emulsified samples of vegetable oils, margarine and butter were 

determined As, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni and Pb by GF AAS and Na, K, Ca, Mg, Zn and Fe 

for FAAS. And each in case the best measurement conditions were selected and the 

operational parameters were fit. The results for accuracy with inorganic recovery 

assays varied among 90% (Na) to 112% (Fe) for the FAAS measurements and 

among 83% (Cd) to 121% (Pb) for the GFAAS measurements.  

 

keywords: emulsions, atomic absorption spectrometry, metals, eggs, chocolates and 
edible oils.   
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1 INTRODUÇÃO 

 

Para a quantificação dos componentes majoritários em alimentos, como 

proteínas, gorduras e açúcares, existe uma literatura tradicional e métodos oficiais. 

Mais recentemente, passou a haver uma preocupação com os componentes 

presentes em menores concentrações, mas nem assim menos importantes, como os 

metais. 

Ao mesmo tempo, continua crescendo a atenção para o que os alimentos 

contêm, não apenas os componentes desejáveis ou necessários, como os 

elementos essenciais, mas também componentes indesejáveis como metais 

pesados. Há ainda os elementos que apresentam uma dualidade de classificação: 

desejáveis até uma certa concentração, por serem essenciais, porém indesejáveis a 

partir de certo nível, a partir do qual se tornam tóxicos. E, quanto mais estreita esta 

fronteira, maior a responsabilidade do analista. 

Além dos fatores nutricionais e toxicológicos, o controle de metais pesados 

em alimentos é de grande importância para a comercialização, exportação e 

importação de alimentos. Os níveis destes elementos devem atender aos limites 

estabelecidos pelas normas e legislações. 

A espectrometria de absorção atômica é uma técnica bem estabelecida e é 

amplamente utilizada para a determinação de vários elementos nos mais variados 

tipos de amostras. Embora as amostras possam ser analisadas na forma sólida em 

alguns modelos de espectrômetros de absorção atômica, tradicionalmente as 

análises são feitas com soluções da amostra. Estas soluções são normalmente 

obtidas pelo processo de decomposição ou digestão, os quais podem ser efetuados 

de diversas maneiras. Entretanto, tais procedimentos resultam em passos adicionais 

que podem levar a inconvenientes como erros de amostragem, contaminação e 

perdas durante a manipulação, além do aumento do tempo de análise. 

Devido à complexidade da sua constituição orgânica, os alimentos muitas 

vezes são considerados matrizes difíceis de serem analisadas. Outra questão 

relevante é que certos tipos de alimentos contêm uma concentração muito alta de 

componentes oleosos normalmente mais refratários aos procedimentosde 
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dissolução. Nestes casos, a emulsificação direta com surfactantes é uma alternativa 

interessante para o preparo da amostra. 

As vantagens atribuídas ao uso de emulsões no preparo de amostras lipídicas 

residem no fato de que não há necessidade de digestão da matéria orgânica ou o 

uso de grandes quantidades de solventes orgânicos. Inclusive o uso de emulsões 

pode reduzir o conteúdo final de matéria orgânica para valores abaixo de 5%. 

Quando um óleo é disperso em água, o sistema obtido apresenta um 

comportamento similar ao de uma solução aquosa, permitindo assim realizar a 

calibração com soluções de padroes aquosos. Outra vantagem além da redução do 

conteúdo orgânico da amostra, é que a emulsificação da amostra reduz a sua 

viscosidade, mantendo a homogeneidade e estabilidade do sistema, tornando-se 

adequado para ser analisado por AAS. 

Este trabalho surgiu da necessidade e carência de métodos disponíveis na 

literatura para determinação de selênio em amostras de ovos de galinha. Como o 

ovo é um sistema naturalmente emulsionado pelos seus componentes, investigou-se 

a possibilidade desta amostra ser preparada na forma de uma emulsão para 

posterior análise por Espectrometria de Absorção Atômica em Forno de Grafite (GF 

AAS). O que era uma alternativa promissora permitiu, então, a determinação do 

selênio em amostras de ovos de galinhas por GF AAS. Com a evolução da pesquisa 

avaliou-se a possibilidade das emulsões serem utilizadas para outras amostras 

também com alto teor lipídico. 

Espectrometria de Absorção Atômica em Chama (F AAS) foi utilizada para 

determinar Na, K, Ca, Mg, Zn e Fe em ovos de galinha, chocolates, óleos vegetais, 

azeites, margarinas e manteiga. Através da técnica de GF AAS foram determinados 

Se em ovos de galinhas; Al, Mn e Cu em chocolates; e Cr, Ni, As, Pb, Cd, Cu e Mn 

em óleos vegetais, azeites, manteigas e margarinas. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Emulsões e micro emulsões 

   

  Quando dois líquidos imiscíveis são agitados mecanicamente, no início 

ambas as fases tendem a formar gotículas. Quando cessa a agitação, as gotículas 

coalescem rapidamente e os dois líquidos separam-se. Este processo é espontâneo, 

porém a estabilidade da estrutura em gotículas pode ser aumentada com a adição 

de um tensoativo (LACHMAN et al., 2001). 

Agentes tensoativos (também chamados surfactantes, agentes 

emulsificantes, emulsionantes ou emulsificadores) são moléculas ou íons que são 

adsorvidos nas interfaces (THOMPSON, 2006). Os tensoativos contém moléculas 

com afinidade tanto pela água como pelo óleo, ou seja, com grupos hidrofílicos e 

hidrofóbicos. Estes compostos possuem duas funções principais na formação de 

emulsões: (1) se orientar na interface, diminuindo a tensão interfacial entre o óleo e 

a água, permitindo a formação da emulsão sem muito gasto de energia e (2) formar 

um filme ou barreira ao redor das gotículas, estabilizando a fase dispersa frente a 

coalescência (PRISTA et al., 2003). 

Emulsão é um sistema de duas fases (óleo/água) onde uma das fases está 

dispersa na forma de gotas na outra. A fase que está presente na forma de gotas é 

referenciada como fase dispersa ou fase interna e a fase que forma a matriz na 

quais tais gotas estão em suspensão é chamada de fase contínua ou fase externa 

(LACHMAN et al., 2001). As emulsões consistem de sistemas inerentemente 

instáveis (AULTON, 2005). 

Diferentemente das emulsões, as microemulsões podem ser definidas, de 

forma geral, como sistemas termodinamicamente estáveis, isotrópicos, oticamente 

transparentes, de baixa viscosidade e que contêm uma pseudo-fase, ou seja, uma 

fase dispersa constituída por gotículas de tamanho nanométrico em uma fase 

contínua, formando um sistema micro-heterogêneo, apesar de visualmente 

homogêneo (AULTON, 2005; MENDONÇA, 2005). 
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Os dois tipos principais de emulsões e microemulsões são óleo em água 

(O/A) e água em óleo (A/O). No primeiro, o óleo está disperso como gotículas em 

uma fase aquosa, é o tipo mais comumente utilizado. O segundo tipo compreende 

partículas de água dispersas como gotículas em um óleo. O que determina o tipo de 

emulsão/microemulsão são, portanto, o tipo de emulsionante e a quantidade relativa 

de cada fase (THOMPSON, 2006).  

As principais propriedades desejáveis de uma emulsão para fins analíticos 

são ter baixa viscosidade e ser cineticamente estável por um tempo suficiente para 

ocorrer a análise. Estas características podem ser alcançadas com um planejamento 

experimental adequado para a correta escolha da formulação e do procedimento de 

preparação. 

 

2.1.1 A escolha do tensoativo 

 

 A escolha do sistema emulsionante mais adequado para uma determinada 

emulsão requer certa experiência, dada a ampla variedade de agentes 

emulsionantes atualmente disponíveis e, evidentemente, a escolha final dependerá 

das propriedades e do uso pretendido. A decisão de formular uma emulsão O/A ou 

A/O já permitirá descartar uma série de sistemas emulsionantes inadequados 

(AULTON, 2005). Para fins analíticos o tipo de emulsão mais adequado é O/A por 

serem geralmente mais estáveis e apresentarem uma menor viscosidade, além de 

tenderem a se comportar conforme a fase externa aquosa, permitindo muitas vezes 

o uso de soluções de calibração aquosas. 

 Para auxiliar na escolha do tensoativo ideal para cada formulação foi 

desenvolvido por Griffin o sistema EHL (equilíbrio hidrófilo-lipófilo). Ele baseia-se no 

fato de todos os tensoativos apresentarem uma porção hidrófila e outra lipófila. O 

equilíbrio entre as partes varia de acordo com o tensoativo. Com base neste 

equilíbrio, foram atribuídos valores de 1 a 20 para os tensoativos, sendo os menores 

valores para os mais lipofílicos. Como regra geral, agentes emulsionantes nos quais 

os grupos hidrofílicos são relativamente dominantes são os mais adequados para 

produzir emulsões O/A (THOMPSON, 2006). 

 Os tensoativos não iônicos sintéticos são ésteres complexos e ésteres-éteres, 

derivados dos polióis, óxidos de alquilenos, ácidos graxos e alcoóis graxos. A porção 
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hidrofílica dessas moléculas consiste em hidroxilas livres e grupos óxidos de etileno. 

A parte lipofílica apresenta longas cadeias hidrocarbonadas de ácidos graxos e 

álcoois graxos. São compostos neutros, estáveis em uma ampla faixa de pH, 

relativamente insensíveis à presença de altas concentrações de eletrólitos, estáveis 

ao aquecimento e não aumentam a viscosidade do sistema (THOMPSON, 2006). 

Dentro deste grupo estão os tensoativos Tween 80, Triton X 100 e Triton 114. 

Quanto à proporção a ser usada de tensoativo, alguns autores recomendam 

que a quantidade necessária de tensoativo deva depender da quantidade da fase 

interna a ser emulsionada e neste caso recomendam usar de 10 a 20% (p/V) da fase 

interna (THOMPSON, 2006). Porém, esta quantidade pode ser determinada 

experimentalmente através de um planejamento experimental, onde são testadas 

diferentes quantidades de óleo e tensoativo para determinar a quantidade mínima 

necessária para ser produzida uma emulsão estável. 

 

2.1.2 A formação de emulsões e microemulsões 

 

A formação espontânea de uma emulsão raramente acontece, requerendo 

primeiramente, a formação de gotículas da fase interna e, depois, a estabilização 

destas gotículas na fase externa. Para tal, é necessária a agitação mecânica e a 

aplicação de energia na forma de calor. O processo inteiro deve ser feito de tal modo 

que estes dois passos sejam executados antes da fase interna começar a coalescer. 

A fase de estabilização e a velocidade de coalescência dependem principalmente do 

tempo de agitação e da temperatura, então, para alcançar uma emulsão estável, 

estes dois parâmetros devem ser corretamente selecionados e monitorados 

(LACHMAN et al., 2001).    

Na prática a emulsificação é conseguida pelo calor. Porém, as interações são 

complexas, sendo praticamente impossível prever se um aumento da temperatura 

irá favorecer a emulsificação ou a coalescência. O aumento da temperatura reduz 

tensão interfacial, porém o calor também pode favorecer a separação das fases 

devido à energia cinética aumentada das gotículas (LACHMAN et al., 2001).   

Emulsões O/A são muitas vezes preparadas pela técnica de inversão de 

fases, na qual a fase aquosa é lentamente adicionada à fase oleosa durante a 

mistura. Assim, no início forma-se uma emulsão A/O, mas à medida que a fase 
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aquosa continua sendo adicionada, ocorre a inversão da emulsão formando a 

emulsão O/A pretendida (LACHMAN et al., 2001). Este método frequentemente 

produz emulsões com tamanho médio de gotícula muito pequeno (AULTON, 2005). 

Quanto menores as gotículas da fase dispersa, mais lenta será a velocidade de 

cremagem da emulsão. O tamanho das partículas pode também afetar a sua 

viscosidade (AULTON, 2005). 

A influência mais importante que a temperatura tem sobre a emulsão é 

provavelmente sobre sua inversão. A temperatura de inversão de fases (TIF) é 

considerada como a temperatura na qual as propriedades hidrofílicas e lipofílicas do 

emulgente se equilibram, é também conhecida como temperatura de EHL. Este 

fenômeno pode ocorrer durante a formação das emulsões já que são normalmente 

preparadas em temperaturas elevadas e, em seguida, arrefecidas à temperatura 

ambiente. A TIF é dependente do tensoativo e da quantidade dele na emulsão. 

A duração da agitação, assim como a temperatura, tem uma influência 

profunda sobre o processo de emulsificação. No período inicial de agitação as 

gotículas necessárias para o processo de emulsificação são formadas. Porém, se a 

agitação exceder o período necessário para cisalhamento ideal das gotículas, 

poderá ocorrer adesão devido à colisão entre as gotículas. Normalmente, este 

tempo é determinado empiricamente (LACHMAN et al., 2001).  

Finalmente, existe uma relação entre a temperatura e a duração de agitação 

devido ao elevado movimento cinético das moléculas do emulsionante na interface 

óleo/água. Assim, é necessário manter uma agitação contínua durante o processo 

de resfriamento, para evitar a demulsificação (AULTON, 2005). 

 

2.1.3 Estabilidade das emulsões 

 

uma emulsão estável pode ser definida como um sistema no qual as gotículas 

da fase interna retêm suas características iniciais e permanecem uniformemente 

distribuídas por toda a fase contínua (AULTON, 2005). A manutenção do tamanho 

das gotículas e da facilidade de redispersão é essencial para a estabilidade física do 

sistema (THOMPSON, 2006).  

A natureza física da barreira interfacial formada pelo tensoativo determina se 

as gotículas irão coalescer ou não quando se aproximarem. Qualquer agente ou 
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fator que destrua ou influencie no filme interfacial poderá gerar a quebra da emulsão 

(separação das fases) (AULTON, 2005). Assim, a estabilidade de uma emulsão, ou 

sua resistência à quebra, depende de uma série de fatores, tais como o tipo de 

agente emulsificante, a viscosidade do sistema formado, o peso específico das 

fases, a concentração, a idade e a quantidade de agitação (SINKO, 2008). 

Os mecanismos pelos quais a emulsão pode se tornar instável são: 

cremagem, floculação e coalescência. A cremagem ocorre sob a influência da 

gravidade, com as gotículas da emulsão tendendo a se separar do corpo da 

emulsão, sedimentando ou emergindo, dependendo das diferenças das densidades 

específicas entre as fases dispersa e dispersante (LACHMAN et al., 2001).  A 

floculação é adesão reversível das gotículas como resultado de forças repulsivas e 

atrativas entre as fases. Na floculação o filme interfacial e a individualidade das 

gotículas são mantidos, porém uma rede bidimensional é formada (AULTON, 2005). 

A coalescência, por ser irreversível, é uma alteração mais profunda que as 

anteriores. A coalescência é um processo de separação em que as gotículas 

emulsificadas se unem, formando gotículas maiores, que terminarão por se 

separarem da fase externa (PRISTA, 2003).  

Alguns procedimentos podem ser utilizados para evitar, contornar ou pelo 

menos minimizar estas instabilidades físicas como: procurar produzir emulsões com 

tamanho pequeno de gotículas, aumentar a viscosidade da fase contínua, reduzir a 

diferença de densidade entre as duas fases e controlar a concentração da fase 

dispersa (AULTON, 2005). 

 

2.2 Espectrometria de absorção atômica 

 

A escolha de uma técnica analítica adequada para a determinação de 

elementos metálicos em alimentos depende de vários fatores: preparo de amostra, 

limite de detecção das técnicas disponíveis, precisão, exatidão, faixa de 

concentração, interferências e tempo de análise.  

A espectrometria de absorção atômica (AAS, do inglês Atomic Absorption 

Spectrometry) é uma das principais ferramentas da química analítica para a 

quantificação de metais, devido à sua alta sensibilidade e seletividade.  É uma 
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técnica bem estabelecida e bastante utilizada em laboratórios de pesquisa, 

desenvolvimento e prestação de serviços, sendo capaz de determinar cerca de 70 

elementos, em amostras das mais diversas origens em níveis de µg L-1 (HARRIS, 

2001).  

A AAS utiliza basicamente o princípio de que átomos livres (estado gasoso) 

gerados em um atomizador são capazes de absorver radiação de freqüência 

específica, que é emitida por uma fonte espectral; a quantificação obedece, desta 

forma, os princípios da lei de Beer (SKOOG et al., 1998). 

A espectrometria de absorção atômica em chama (F AAS, do inglês Flame 

Atomic Absorption Spectrometry) e a espectrometria de absorção atômica em forno 

de grafite (GF AAS, do inglês Grafite Furnace Atomic Absorption Spectrometry) são 

técnicas analíticas bem estabelecidas e suficientemente robustas para serem 

implantadas em laboratórios envolvidos com análises químicas em larga escala. Por 

outro lado, erros sistemáticos e aleatórios podem prejudicar a exatidão e precisão 

dos resultados bem como o desempenho das técnicas analíticas em questão (WELZ 

& SPERLING, 1999). 

Em F AAS as alterações que ocorrem na temperatura da chama, na taxa de 

aspiração da solução, na composição da amostra, entre outras, podem prejudicar os 

resultados analíticos. Comparada com a FAAS, a GF AAS é substancialmente mais 

sensível e versátil, devido à configuração do tubo de grafite e ao seu caráter dual: 

reator químico e atomizador. A técnica GFAAS também é susceptível a alterações 

instrumentais e operacionais: variações na temperatura e na taxa de aquecimento 

do tubo de grafite, no volume injetado de amostra, na radiação emitida da fonte, nas 

diluições, na estrutura do atomizador, são alguns exemplos de parâmetros que 

podem afetar o desempenho analítico (FERNANDES et al., 2003). 

 

2.2.1 Atomização em chama 

 

A espectrometria de absorção atômica com chama tem sua sensibilidade 

limitada por fatores como a dispersão dos átomos dos analitos gerados na chama, 

que passam rápida e continuamente através do caminho ótico durante a aspiração 

da amostra, e a baixa eficiência do sistema de nebulização pneumático que é de, no 

máximo, 10%. Porém, é uma técnica consolidada, sendo utilizada para 
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determinações rotineiras de diversos metais em diversas amostras em função de ser 

uma técnica amplamente disponível, de baixo custo e fácil manutenção e operação 

(SKOOG et al., 1998).  

Na atomização em chama uma alíquota da solução da amostra é convertida 

em aerossol no nebulizador e transportada para a chama. O tempo de residência 

dos átomos livres no caminho óptico é menor devido ao caráter dinâmico da chama, 

resultando em uma menor sensibilidade (WELZ & SPERLING, 1999). As gotas que 

entram na chama evaporam e o aerossol sólido resultante também se evapora e se 

decompõe em átomos. Assim, a chama deve possuir temperatura suficiente não só 

para vaporizar a amostra, mas também para atomizá-la. A composição química da 

chama tem influência neste processo (HARRIS, 2001).  

Na escolha da chama, os parâmetros mais importantes a serem considerados 

são a sua temperatura, a velocidade linear de queima e a razão entre o combustível 

e o oxidante (estequiometria da chama). As combinações mais comuns de 

oxidante/combustível, empregadas, atualmente, em absorção atômica são ar-

acetileno e óxido nitroso-acetileno. A chama de óxido nitroso-acetileno é uma chama 

redutora utilizada na determinação de elementos com alto ponto de ebulição e/ou 

que possuem uma forte tendência a formar óxidos refratários, tais como Al, Zr, Cr, 

Ca, etc. Já, a chama de ar-acetileno é preferencialmente utilizada na determinação 

de aproximadamente 35 elementos, que conseguem ser bem atomizados na sua 

temperatura, que é de cerca de 2300ºC (WELZ & SPERLING, 1999). 

Uma das desvantagens dos métodos espectroscópicos em chama é a 

necessidade de que a amostra seja introduzida na fonte de excitação em forma de 

uma solução, mais comumente uma solução aquosa. Para se obter a solução do 

analito, é geralmente necessário um tratamento preliminar da amostra que, 

geralmente, consome tempo e introduz mais erros do que aqueles próprios da 

medida espectroscópica. Além, disso os reagentes usados na decomposição de 

uma amostra podem introduzir interferências espectrais e não espectrais (SKOOG, 

et al., 1998).  

 

2.2.2 Atomização em forno de grafite 
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Para a determinação de elementos traço, a técnica GF AAS é bastante 

apropriada e tem sido amplamente usada devido à sua seletividade, sensibilidade e 

capacidade de analisar, com mínima ou nenhuma preparação, amostras com 

matrizes diversas como sedimentos, tecidos biológicos, fluidos corpóreos, água, 

alimentos, combustíveis, e outros (SKOOG et al., 1998). 

Uma vez dentro do tubo de grafite, a amostra é submetida a um programa de 

temperatura, incluindo três passos básicos: secagem da amostra, decomposição 

térmica da matriz (pirólise) e produção de átomos livres no estado vapor 

(atomização), e dois passos complementares: limpeza do forno e resfriamento. Na 

etapa de secagem, ocorre a evaporação do solvente da amostra, seguida da 

destruição da matriz na etapa de pirólise, com conseqüente eliminação dos 

concomitantes da amostra. A atomização é a etapa na qual ocorre a formação da 

nuvem atômica do analito e a leitura do sinal de absorvância (SKOOG et al., 1998).   

A técnica GF AAS possui alguns diferenciais em relação a F AAS, o principal 

é que o forno de grafite permite que a eliminação da matriz, cuja presença pode 

diminuir o desempenho analítico, e a atomização da amostra ocorram em momentos 

distintos, através do programa de temperatura do forno (WELZ & SPERLING, 1999). 

Outra vantagem é que o forno de grafite confina o vapor atômico no caminho ótico 

por um tempo maior e em volume menor do que na chama, fornecendo uma maior 

sensibilidade (HARRIS, 2001). As quantidades de amostra também são diferentes, 

pois enquanto F AAS requer pelo menos 1 a 2 mL para realizar a análise, para GF 

AAS a quantidade adequada pode ser de até 1 µL (HARRIS, 2001). 

As características requeridas pelos espectrômetros de absorção atômica com 

forno de grafite são completamente diferentes das requeridas pelos espectrômetros 

com chama. O conjunto de características instrumentais desejáveis para GF AAS é 

descrito pelo conceito STPF (do inglês, Stabilized Temperature Platform Furnace), 

conceito introduzido por Slavin na década de 80. Este conceito tem como principais 

pontos a atomização da amostra a partir de uma plataforma de L’vov, medida da 

absorvância integrada ao invés da altura do pico, o uso de modificadores químicos e 

um eficiente sistema de correção de fundo. Mais tarde, o uso de tubos com 

aquecimento transversal substituindo os atomizadores longitudinais, foi 

acrescentado ao conceito, resultando, assim, em condições de atomização 

essencialmente isotérmicas (SLAVIN et al., 1989). 
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O uso de plataforma é uma das condições usadas para garantir 

determinações livres de interferência no forno de grafite. A plataforma atrasa a 

atomização do analito permitindo que as paredes do tubo e a atmosfera gasosa 

alcancem o equilíbrio térmico. Atualmente, existem dois tipos de plataformas 

comercialmente disponíveis, a plataforma de L'vov e o tubo com plataforma 

integrada. Segundo Lajunen, o aquecimento excepcionalmente rápido da plataforma 

de menor massa, como é o caso da integrada, leva à maior eficiência de atomização 

e a temperaturas de atomização mais baixas, proporcionando maior tempo de vida 

para o tubo de grafite e menor tempo de análise (LAJUNEN, 1992). 

Junto com o estabelecimento do conceito SPTF, surgiram acessórios e 

modificações que tornaram a GF AAS uma técnica extremamente atraente e 

competitiva. Essas modificações referem-se à automação do processo de introdução 

da amostra no forno de grafite; controle da instrumentação com recursos eletrônicos 

modernos, possibilitando um aquecimento ultra-rápido (1500 ºC/s); correção de 

fundo com o corretor Zeeman; melhoramento dos tubos de grafite, permitindo uma 

maior vida útil dos mesmos e sensibilidade das medidas. Todos estes 

desenvolvimentos resultaram em uma redução significativa nas interferências 

(WELZ & SPERLING, 1999). 

 

2.2.2.1 Modificadores químicos 

 

O emprego de modificadores químicos é uma prática comum em 

determinações por GF AAS, principalmente para elementos voláteis, e têm como 

objetivo criar um ambiente químico favorável à detecção dos analitos pela melhor 

separação destes da matriz, durante a etapa de pirólise (WELZ & SPERLING, 1999).  

O modificador é uma substância adicionada no tubo de grafite, previamente, 

juntamente ou posteriormente à introdução da amostra, cuja principal função é 

diminuir, ou até mesmo eliminar, interferências provocadas pela matriz ou 

concomitantes presentes na amostra, por meio do aumento da eficiência da etapa 

de pirólise. O modificador atua diminuindo a estabilidade térmica dos concomitantes 

ou convertendo analitos voláteis em espécies mais estáveis termicamente, 

permitindo o uso temperaturas de pirólise mais altas. Com uma temperatura de 
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pirólise elevada, é viável a eliminação dos concomitantes, sem com isso afetar a 

atomização do analito de interesse (WELZ & SPERLING, 1999). 

A escolha de um modificador deve considerar aquele que permita um 

aumento significativo na temperatura de pirólise, mas que não eleve 

consideravelmente o sinal do branco, nem gere sinais de fundo de difícil correção.  

Além disso, como os modificadores são usados em concentrações relativamente 

elevadas, não devem conter elementos que são freqüentemente determinados no 

mesmo laboratório, para evitar possíveis contaminações (WELZ et al., 1992). 

O modificador químico pode atuar de duas formas: combinando-se com o 

analito, aumentando sua estabilidade térmica ou combinando-se com a matriz 

aumentando sua volatilidade. Os elementos utilizados como modificadores químicos 

são geralmente metais e devem apresentar as seguintes características (WELZ & 

SPERLING, 1999):  

• Permitir a estabilização do analito até uma temperatura de pirólise 

relativamente alta (aproximadamente 1000 ºC), eliminando total ou 

parcialmente os concomitantes; 

• O mesmo tipo de modificador deve ser aplicável a um grande número de 

analitos, contribuindo para maior simplicidade no processo de determinações; 

• O modificador deve ser encontrado em uma forma altamente pura, e não 

deve conter concentrações mensuráveis do analito de interesse; 

• Em muitos casos é desejável que a espécie seja refratária e/ou forme 

compostos refratários; 

• Preferencialmente, o modificador não deve reduzir a vida útil do forno de 

grafite; 

• O modificador não deve produzir uma excessiva atenuação de fundo, em 

comprimentos de onda próximos do elemento de interesse. 

Existem dois tipos de modificação química: a modificação química 

convencional, onde o modificador está presente em solução e é adicionado antes, 

depois ou conjuntamente com a amostra e a modificação química permanente, na 

qual o modificador é impregnado previamente na superfície da plataforma ou na 

parede do forno de grafite (WELZ & SPERLING, 1999). 

Inúmeros elementos já foram utilizados como modificadores químicos 

convencionais, mas é a mistura nitrato de paládio e nitrato de magnésio a mais 
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utlizada e reconhecida como modificador universal. Como modificadores químicos 

permanentes são utilizados os elementos do grupo da platina (Pt, Ir, Ru, Rh) e os 

elementos formadores de carbetos (Zr, W, Nb, Ta), e também misturas destes 

(WELZ & SPERLING, 1999). 

 

2.3.3 Interferências em AAS 

 

Interferência é qualquer efeito que modifica o sinal enquanto a concentração 

do constituinte permanece inalterada. Em todo processo analítico sempre haverá a 

possibilidade de ocorrer algum tipo de interferência. O sinal da espécie de interesse 

é geralmente afetado por alguns componentes que acompanham o analito durante a 

determinação analítica (LAJUNEN, 1992). 

Dois tipos de interferências podem ser encontrados em espectrometria de 

absorção atômica. A interferência espectral que se refere à sobreposição do sinal do 

constituinte com os sinais relativos a outros elementos ou moléculas na amostra ou 

com sinais relativos à chama ou ao forno e a interferência química que é causada 

por qualquer componente da amostra que diminui o grau de atomização do 

constituinte (SKOOG, 1998). 

 

2.3.3.1 Interferências em F AAS 

 

As interferências espectrais são causadas pelo isolamento incompleto da 

radiação da linha analítica, ou seja, por radiação estranha que está alcançando o 

detector, ou absorção da linha analítica por átomos, moléculas ou partículas que não 

sejam o analito. No entanto, estas interferências da chama podem ser subtraídas 

utilizando-se os chamados corretores de fundo. 

As interferências não espectrais alteram o percentual de átomos livres do 

analito no volume de absorção, e podem ser subdivididas em interferência de 

transporte, interferência na fase condensada e interferência na fase vapor. 

a) A interferência de transporte relaciona-se a alguma alteração das 

propriedades físicas da solução amostra em relação à solução de referência, como 

viscosidade, tensão superficial, pressão de vapor e temperatura, o que irá resultar 
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em algum efeito na taxa de aspiração e nebulização das soluções, evaporação do 

solvente, vaporização do analito e espalhamento da luz. Este tipo de interferência 

pode ser minimizado, quando se procura igualar a composição química das soluções 

amostra e de referência. Porém, se a composição da amostra não é conhecida, e 

interferências de concomitantes são esperadas. O efeito de matriz, em uma 

determinada análise, pode ser observado por vários métodos. Entre estes, estão o 

teste da recuperação do analito, o teste da diluição, a análise de um material 

certificado e a comparação dos coeficientes angulares das curvas de calibração 

obtidas nos diferentes meios. 

b) A interferência na fase condensada ocorre devido a processos que 

resultam em atomização incompleta do analito. Este tipo de interferência ocorre 

quando o analito forma, com outra espécie reativa, um novo composto termicamente 

mais estável, causando uma diminuição na atomização do analito. Exemplos típicos 

são os metais alcalinos terrosos, quando determinados na presença de fosfatos, 

aluminatos ou silicatos. Esta interferência pode ser minimizada usando um reagente 

liberador, o qual se liga ao interferente, deixando o analito livre; ou pelo uso de um 

agente protetor, que irá se combinar com o analito para formar um composto mais 

volátil e menos refratário do que com o interferente. 

c) A interferência na fase vapor pode acontecer quando átomos vaporizados 

do analito, já na fase gasosa, reagem com outros átomos ou radicais presentes. A 

ionização é um exemplo de interferência que ocorre na fase vapor. A ionização 

parcial de um elemento ocorrerá mais intensamente em chamas quentes e com 

elementos que possuem baixo potencial de ionização, o que irá afetar 

significantemente a sensibilidade e a linearidade de uma curva de calibração. Este 

tipo de interferência é comum para os metais alcalinos e alguns metais alcalinos 

terrosos, quando são determinados em uma chama de óxido nitroso-acetileno. Este 

efeito pode ser minimizado utilizando uma chama mais fria, como ar-acetileno, ou 

um supressor de ionização (LAJUNEN, 1992; WELZ & SPERLING, 1999). 

2.3.3.2 Interferências em GF AAS 
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Apesar de existir uma etapa específica para a eliminação da matriz, desde 

sua introdução a técnica de GF AAS tem mostrado uma susceptibilidade a 

interferências de matriz, as quais podem causar severas reduções ou aumentos no 

sinal analítico. Aqui também as interferências podem ser classificadas em espectrais 

enão espectrais. 

As interferências espectrais podem ser de dois tipos: interferências de 

emissão e de absorção de fundo. As interferências de emissão são causadas pela 

radiação emitida pelo tubo ou plataforma de grafite que atinge o detector. Estas 

levam a um aumento no ruído e ainda podem “cegar” a fotomultiplicadora 

provocando medidas incorretas. A absorção de fundo é a atenuação da radiação no 

comprimento de onda do analito pela absorção molecular e/ou pelo espalhamento 

da radiação por componentes da amostra não dissociados (efeito de matriz). Tais 

interferências podem ser atenuadas através do tratamento da amostra, do uso de 

corretor de fundo adequado ou do uso de modificador químico. 

As interferências não espectrais podem ser divididas em físicas e químicas. 

As físicas tendem a alterar o perfil do pico de absorção por mudanças no tempo de 

aparecimento do sinal de absorção atômica e, dessa forma, a temperatura aparente 

do analito. Isso resulta numa mudança no perfil do sinal e, por conseguinte, na 

resposta do analito. Exemplos de mecanismos sugeridos para interferências físicas 

incluem co-volatilização do analito com a matriz volátil e oclusão do analito nos 

cristais da matriz. Interferências químicas podem ser causadas pela reação entre a 

espécie de interesse e as paredes quentes do forno de grafite formando carbetos 

refratários e pela formação de moléculas gasosas estáveis que são perdidas antes 

de serem decompostas em átomos. Para evitar este tipo de interferência é feito o 

tratamento químico da superfície do forno de grafite (WELZ & SPERLING, 1999). 

 

2.3 Uso de emulsões na determinação de metais por espectrometria de 

absorção atômica 

 

Embora o desenvolvimento da instrumentação tenha possibilitado avanços em 

muitos aspectos da Química Analítica, em muitos casos a instrumentação não 

permite analisar quimicamente amostras em sua forma original, pois elas podem 

conter espécies interferentes ou serem incompatíveis com o equipamento analítico. 
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Para contornar tais problemas, são empregados procedimentos de preparo da 

amostra, os quais podem incluir várias etapas. A preparação da amostra para 

análise pode ser considerado ainda o "calcanhar de Aquiles" de todo o procedimento 

analítico, devido ao fato dessas etapas serem lentas e apresentarem a possibilidade 

de contaminação e/ou perda das espécies de interesse durante o manuseio da 

amostra (CARASEK, 2002).  

Os tensoativos possuem a capacidade de modificar algumas propriedades 

visando melhora na sensibilidade e/ou seletividade do método analítico, sendo que 

as principais características do seu uso estão relacionadas à formação de ambientes 

organizados, também conhecidos como ambientes micelares (MANIASSO, 2001). 

Agentes com atividades de superfícies tem a capacidade de modificar propriedades 

químicas (reacionais) e físicas (tensão superficial, densidade, viscosidade, pressão 

osmótica, etc.) do sistema em que se encontram (SANZ-MEDEL et al., 1999). 

Os ambientes micelares proporcionados por tensoativos como micelas, 

microemulsões, emulsões e vesículas tem sido extensivamente empregados em 

Química Analítica. Pode-se destacar seu uso em vários processos de separação 

como, por exemplo, na cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), extração, 

filtração com gel, ultra-centrifugação e eletroforese capilar (KHALEDI,1997; SKOOG 

et al., 1998).  

Em AAS o emprego de meios organizados por tensoativos tem se destacado 

com base principalmente nos seguintes benefícios nos aspectos físicos: (a) aumento 

da eficiência de nebulização; (b) aumento da dissolubilidade de substâncias em 

diferentes solventes; (c) aumento da compatibilidade entre fases aquosas e 

orgânicas; (d) aumento da homogeneidade da solução pela emulsificação; (e) 

melhora das propriedades óticas das soluções e (f) diminuição do ângulo de contato 

das soluções sobre superfícies sólidas como o forno de grafite, melhorando o 

espalhamento da gota da amostra. Os benefícios em termos de propriedades 

químicas podem ser citados: (a) aumento da eficiência na formação de espécies 

voláteis em técnicas de geração de hidretos; (b) modificação da posição de equilíbrio 

de uma reação com favorecimento da espécie química desejada e (c) catálise de 

reações (SANZ MEDEL et al., 1999). 

A separação em duas fases isotrópicas, geradas a partir de sistemas 

micelares, é utilizada para extrair diversos tipos de analitos por meio do processo 
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denominado extração no ponto nuvem (EPN). Neste processo, os tensoativos não 

iônicos e anfóteros acima da concentração micelar crítica e aquecidos a uma 

determinada temperatura, podem separar-se em duas fases distintas uma aquosa e 

a outra rica em tensoativo contendo o analito extraído (BEZERRA & FERREIRA, 

2006). A EPN tem sido amplamente aplicada para a extração e/ou a pré-

concentração de espécies inorgânicas para posterior análise por AAS nas mais 

variadas amostras como água, alimentos, amostras biológicas e amostras 

ambientais (SAITOH et al., 1995; NASCENTES & ARRUDA, 2003; SUSSULINI et 

al.,  2006; MARANHÃO et al., 2007; SANG et al., 2007). 

Os tensoativos também têm sido aplicados como coadjuvantes na preparação 

de suspensões de amostras (técnica conhecida como “slurry-sampling”). Estes 

agentes, quando adicionados às suspensões, agem como estabilizantes e ajudam a 

manter sua homogeneidade. Eles podem atuar diminuindo a tensão entre as 

partículas sólidas, que muitas vezes têm características hidrofóbicas, e o meio; ou 

alterando as propriedades físicas da suspensão, como por exemplo, a viscosidade 

(MAGALHÃES & ARRUDA, 1998). Alimentos variados, como chocolate em pó, leite 

e comidas de bebê já foram analisados com esta técnica (GARCIÁ et al., 1999; 

VIÑAS et al., 2000; BARALKIEWICZ et al., 2004; SANTOS et al., 2005;  SILVA, et 

al., 2006).  

Emulsões e microemulsões têm sido utilizadas como métodos de preparo de 

amostra para posterior determinação por espectrometria. Em AAS destaca-se o seu 

uso em produtos derivados do petróleo como betume, óleo cru, óleos lubrificantes, 

petróleo condensado, diesel, gasolina, querosene, biodiesel e asfalto (PLATTEAU & 

CARRILLO, 1995; AUCELIO et al., 2000; AUCELIO & CURTIUS, 2002; BURGUERA 

et al., 2003; AUCELIO et al., 2004; BURGUERA et al., 2005; DOS SANTOS et al., 

2007; DE JESUS et al., 2008; SANTELLI et al., 2008). Em análises por Plasma 

Indutivamente Acoplado (ICP, do inglês Inductively Coupled Plasma), os óleos 

vegetais são as amostras mais freqüentes (CASTILLO et al., 1999; MURILLO et al., 

1999; JIMENEZ et al., 2003; ANTHEMIDIS et al., 2005; DE SOUZA et al., 2005). 

Embora tensoativos catiônicos, como brometo de cetil trimetilamonio (CTAB), e 

aniônicos, como dodecil sulfato de sódio (SDS), tenham seu uso relatado no preparo 

destas emulsões, os tensoativos não iônicos são os mais utilizados para fins 

analíticos, e o Triton X100 é o mais frequente. Os procedimentos para preparo 
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destas emulsões e micro emulsões são os mais variados possíveis, sendo citada até 

mesmo a formação on line de emulsões através de sistemas em fluxo (JIMENEZ et 

al., 2003; ANTHEMIDIS et al., 2005; BURGUERA et al., 2005).  
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3 OBJETIVOS 

 
 

O objetivo geral deste trabalho é avaliar o uso de sistemas emulsionados para 

análise de amostras com alto teor lipídico através de espectrometria de absorção 

atômica.  

 

Os objetivos específicos foram: 

 

1. Investigar o uso de emulsões como procedimento de preparo da amostra para 

uma determinação rotineira de Na, K, Ca, Mg, Zn e Fe em amostras de ovos de 

galinha, chocolates, óleos vegetais, margarinas e manteigas por espectrometria de 

absorção atômica com chama. 

2. Desenvolver e validar metodologia de análise por espectrometria de absorção 

atômica com forno de grafite para determinação de selênio em amostras de ovos 

usando um sistema emulsionado contendo surfactante, amostra de ovo, óleo e água 

para o preparo da amostra. 

3. Desenvolver e validar metodologia de análise por espectrometria de absorção 

atômica com forno de grafite para determinação de Cr, Mn, Pb, Ni, Cd, As e Cu em 

amostras de óleos vegetais, margarina e manteiga usando um sistema emulsionado 

contendo apenas a amostra oleosa, surfactante e água para o preparo da amostra. 

4. Desenvolver e validar metodologia de análise por espectrometria de absorção 

atômica com forno de grafite para determinação de Al, Cu e Mn em amostras 

chocolates usando microemulsões contendo apenas a amostra, surfactante e água 

para o preparo da amostra. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Intrumentação 

A instrumentação analítica utlizada no desenvolvimento deste trabalho está 

descrita a seguir: 

• Espectrômetro de absorção atômica ANALYTIK Jena AG (Jena, 

Alemanha) modelo novAA 300. 

• Espectrômetro de absorção atômica modelo ZEEnit 600 equipado com: 

atomizador de grafite transversalmente aquecido (Analytik Jena, Jena, 

Germany); auto-amostrador modelo MPE 60z; corretor de fundo com efeito 

Zeeman. 

• Lâmpadas de cátodo oco SpectrAA (Varian, Austrália) como fonte de 

radiação.  

• Capela de Fluxo Laminar classe 100 (Trox, Curitiba, Brazil). 

• Destilador de ácidos a Bergrof BSB 939-IR (Enigen, Germany). 

• Agitador mecânico Edmund Bühler 7400. 

• Medidor de pH Digimed D 20 (São Paulo, Brasil). 

• Sistema de purificação de água Milli-Q Millipore. 

• Balança analítica Sartorius com precisão 0,1 mg. 

• Agitador vórtex. 

• Viscosímetro de vidro Cannon-Fenske. 
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4.2 Reagentes 

 

Todos os reagentes utilizados foram produtos de grau de pureza analítico, e 

todas as emulsões foram preparadas com água destilada, deionizada e purificada 

em sistema Milli-Q (resistividade elétrica de 18.2 MΩ cm).  

Ácido nítrico concentrado utilizado neste estudo foi fornecido pela Merck 

(Darmstadt, Alemanha).  

Os surfactantes não-iônicos usados no preparo dos sistemas emulsionados 

foram: Monooleato de sorbitan etoxilado (Tween 80) (Fluka, UK); 4-(1,1,3,3-

tetrametilbutil) fenil polietilenoglicol (n=9 ou 10) (Triton X-100) (Fluka, Suíça); e o 

(1,1,3,3-tetrametilbutil) fenil polietilenoglicol (n=7 ou 8) (Triton 114) (Sigma-Adrich, 

E.U.A.).  

Óleo de milho comercial, oleato de decila (DEG, Brazil) e estearato de octila 

(Galena, Brazil) foram utililizados como fase oleosa. 

Os materiais de referência certificado (MRC) Whole Egg Powder (RM 8415) e 

Baking Chocolate (RM 2384) foram fornecidos pelo National Institute of Standards 

and Technology (NIST, E.U.A.).  

Seleno-metionina foi usada nos ensaios de recuperação (Acrós Organics, 

E.U.A.).  

Todas as soluções padrões de metais (1 g L-1) foram obtidas do National 

Institute of Standards and Technology (NIST, EUA) e diluidas conforme necessário 

para obter soluções de concentrações intermediárias.  

Modificadores químicos usados na determinação de alguns metais por GF 

AAS foram: nitrato de paládio (10 g L-1) (Fluka), nitrato de magnésio (2 g L-1) (Sigma 

Aldrich) e nitrato de níquel (50 mg L-1) (NIST).  

Argônio 99,996% (White Martins, São Paulo, Brasil) foi empregado como gás 

de arraste nas determinações por GF AAS. 

Para as medidas por FAAS foram utlizados os gases ar, acetileno e óxido 

nitroso todos fornecidos pela White Martins (São Paulo, Brasil). 
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4.3 Amostras  

 

Para a determinação de Se em ovos foram utilizadas amostras  provenientes 

de aves tratadas com rações enriquecidas com Se. Cinqüenta aves fêmeas 

reprodutoras Cobb 500 com 22 semanas de idade foram pesadas e selecionadas 

antes do alojamento. Cada ave foi colocada individualmente em uma gaiola de 

arame com dimensões de 33x46x40 cm. As galinhas foram alimentadas com dieta 

basal contendo suplementação de Se durante 25 semanas e, então, foram 

determinados cinco tratamentos (n=10) compostos ou de selenito de sódio 

(inorgânico) ou de Zn-L-Se-metionina (orgânico) ou de uma mistura dos dois. As 

dietas foram como segue: T1 = 0,15% inorgânico; T2 = 0,30% inorgânico; T3 = 

0,15% orgânico; T4 = 0,30% orgânico; T5 = 0,15% inorgânico e 0,15% orgânico. As 

amostras de ovos foram conservadas congeladas (-18°C) até a análise. 

Para as determinações de Na, K, Ca, Mg, Zn e Fe foram comprados ovos 

frescos de galinhas domésticas (Gallus gallus) ou em estabelecimentos comerciais, 

incluindo supermercados na cidade de Santa Maria, ou diretamente de pequenos 

produtores rurais. Um total de 6 amostras diferentes foi analisado, consistindo de um 

pool de amostras da mesma caixa que continha seis ovos cada. 

As amostras de chocolates analisadas neste estudo foram compradas em 

supermercados de Santa Maria (Brasil) e o percentual de cacau foi variado. As 

amostras de chocolates foram cinco chocolates brancos (marcas: Neugebauer, 

Classic Nestlé, Lacta Laka, Neugebauer Dupy, Garoto), cinco chocolates ao leite 

(Neugebauer, Nestlé Classic, Lacta, Dupy de Neugebauer, Garoto) e sete 

chocolates preto (Neugebauer, Nestlé Classic, Lacta Amaro, Dupy da Neugebauer, 

Garoto, Neugebauer 70% cacau e Dark & Soft 50% cacau da Lacta). 

Óleo de arroz, óleo de canola, óleo de girassol, óleo de milho, óleo de soja, 

azeite de oliva, margarina light, margarina e manteiga comercialmente disponíveis 

foram comprados em estabelecimentos comerciais. Com exceção do azeite de oliva 

que foram produtos da Espanha e Itália todas as amostras foram produzidas no 

Brasil.  
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4.4 Controle da contaminação 

 

 Os recipientes utilizados, tanto de vidro quanto de plástico, foram deixados 

em contato com uma solução de HNO3 10% (v/v) em etanol por 48 horas, e lavados 

posteriormente com água purificada antes de serem utilizados. 

 Anteriormente ao procedimento de descontaminação com HNO3, os 

recipientes de vidro foram deixados em contato com solução detergente de Extran 

2% (v/v), por, no mínimo, 24 horas, e lavados com água ultra-pura em abundância, 

para garantir uma superfície livre de contaminação orgânica. 

 A contaminação do ar foi evitada utilizando-se uma câmara de fluxo laminar 

classe 100 para o preparo das soluções e amostras. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Sistemas emulsionados 

 

5.1.1 Procedimento geral de preparo dos sistemas emulsionados 

 

Todas as emulsões deste trabalho foram preparadas usando uma seqüência 

específica garantir sua estabilidade. E um procedimento geral de preparo das 

emulsões pode ser determinado: pesar as alíquotas de surfactante, amostra oleosa 

ou componente oleoso, quando for o caso, e colocar em béqueres de 80 mL. 

Adicionar água aquecida sob agitação contínua para que ocorra o emulsionamento 

da amostra, após seguir adicionando água até que o volume exigido seja alcançado. 

Após agitação magnética deve ser mantida durante o arrefecimento por 15 minutos. 

A temperatura da água adicionada deve observar o tensoativo usado e o tipo 

de amostra. As melhores temperaturas observadas foram: 65 °C para Triton X 100 e 

75 °C para Tween 80 e Triton 114.  

Existe uma relação entre a temperatura e a duração de agitação devido ao 

elevado movimento cinético das moléculas do emulsionante na interface óleo/água, 

por isso é necessário manter uma agitação contínua durante o processo de 

resfriamento, para evitar a demulsificação. 

 

5.1.2 Preparo das emulsões para determinações por AAS  

 

As amostras foram preparadas conforme explicado no item 5.1.1 e para todos 

os sistemas para alcançar o volume final (50 mL) foi utilizada água destilada em 

quantidade suficiente. A Figura 1 apresenta um fluxograma descrevendo a 

composição das emulsões de amostras para as determinações por FAAS e a Figura 

2 descreve o preparo dos sistemas emulsionados usados nas determinações por GF 

AAS. 
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5.1.3 Planejamento experimental  

 

Para investigar a influência da quantidade de óleo e tensoativo sobre a 

estabilidade de emulsão, preliminarmente, foi aplicado um planejamento fatorial. A 

influência deles na estabilidade de emulsão foi avaliada usando um planejamento 

factorial 23 (Tabela 1). O design requereu um total de 9 experimentos por 

combinação óleo/emulsionante. 

 
TABELA 1 – Variáveis e níveis do planejamento factorial 23 para preparação das 
emulsões 

Fator 
Nível 

Baixo (-1) Médio (0) Alto (+1) 

Emulsionante (%, p/v) 1,0 2,0 4,0 

Óleo (%, p/v) 1,0 2,0 4,0 

 

 

5.1.4 Determinação da estabilidade  

 

A estabilidade física das emulsões foi monitorada medindo a extensão da 

separação de fases. As melhores formulações do planejamento experimental, 

mostradas na Tabela 2, foram monitoradas por este teste. Para a medida da 

estabilidade, foram vertidos 10 mL de cada emulsão em tubos graduados e mantidos 

a temperatura ambiente (25 ºC). O volume da camada separada (nata) em cada tubo 

foi registrado depois de 1, 2, 7, 14 e 21 dias de armazenamento. O índice de 

estabilidade de emulsão (IEE) foi calculado como porcentagem: IEE (%) = (altura 

emulsão que permeneceu estável/altura inicial da emulsão) x 100. O IEE foi 

calculado para mostrar a estabilidade das emulsões desde que quanto maior o valor 

de IEE maior a estabilidade da emulsão.  

 

5.5.5 Viscosidade 

 

A viscosidade das emulsões foi medida a temperatura constante (25 °C) 

usando um viscosímetro de vidro Cannon-Fenske (Remington, 1998). 
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5.1.6 Resultados e discussão 
 

 

O grande desafio quando se trata da aplicação de emulsões em análises 

químicas é que sua estabilidade que deve ser adequada o suficiente para permitir a 

análise. A baixa estabilidade das emulsões é relato freqüente em grande parte dos 

trabalhos já publicados. 

O modo de preparo é um dos maiores responsáveis por se conseguir uma 

boa estabilidade. Sabe-se que é muito raro obter uma emulsão de maneira 

espontânea, ao contrário disso, deve ser aplicado energia ao sistema na forma de 

calor e agitação.  Além disso, reagentes como ácido nítrico, que é comumente usado 

para a destruição da matriz orgânica no preparo de amostras para análises de 

metais, pode agir sobre a estrutura micelar formada pelos tensoativos, 

desestruturando-as.  

Analisando trabalhos publicados que aplicam sistemas emulsionados para o 

preparo de amostras para determinações espectrométricas percebe-se que a 

maioria faz uso de ácido nítrico na decomposição da amostras e a aplicação de calor 

ao sistema é rara. Estes fatos, aliados a, por exemplo, a escolha inadequada do 

tensoativo pode levar a sistemas com baixa estabilidade. 

O desenvolvimento de sistemas emulsionados viáveis, com baixa 

viscosidade, com estabilidade adequada e que permitissem a análise de metais por 

AAS em alimentos que contivessem uma composição centesimal lipídica 

relativamente alta constitui-se no principal objetivo geral do presente trabalho tendo 

em vista o desafio que é a análise deste tipo de amostra.  

Em todas as aplicações foram usados alguns critérios essenciais para 

escolher a composição da emulsão e a quantidade relativa de cada componente nas 

emulsões:  

� A emulsão de escolha seria O/A que é a mais adequada para fins 

analíticos, por comportar-se conforme a fase externa aquosa permite a calibração 

frente a padrões aquosos, além deste tipo de emulsão apresentar geralmente longa 

estabilidade e baixa viscosidade. 
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� A emulsão deveria conter somente os componentes necessários para 

produzir uma emulsão estável, em outras palavras, amostra, surfactante, água e um 

componente oleoso, se fosse o caso para melhorar a estabilidade.  

� A emulsão deveria ser estável por um período razoável e não deveria 

produzir coalescência. No caso dela produzir floculação, cremagem ou sedimentos, 

a homogeneidade deveria ser alcançada com a simples agitação da mistura. 

� A emulsão deveria ter baixa viscosidade para evitar, principalmente, o 

entupimento do capilar amostrador tanto do GF AAS como do FAAS 

� Todos os componentes deveriam apresentar baixa absorção de fundo 

durante a medida por AAS e uma baixa contaminação pelo metal analisado. 

� O surfactante deveria apresentar algumas características importantes para 

o seu emprego como, por exemplo, não possuir propriedades espumógenas, 

possuir baixa contaminação pelo metal analisado e ser solúvel na fase contínua, ou 

seja, hidrossolúvel. 

 

5.1.6.1 Estudos de formulação 

 

O tipo de emulsão (óleo-água (O/A) ou água-óleo (A/O)), estabilidade e 

comportamento reológico são conhecidos por depender de três tipos de variáveis: da 

formulação fisico-química, da composição e das condições fluido-mecânicas 

(REMINGTON, 1998). Assim, a quantidade de óleo, surfactante, água e a forma de 

agitação foram otimizadas para produzir emulsões estáveis e com baixa 

viscosidade. 

Emulsão óleo-água (O/A) foi escolhida principalmente devido a suas 

características de estabilidade a longo prazo e por sua baixa viscosidade. Após 

escolher o tipo de emulsão apropriada, o próximo passo é selecionar o 

emulsionante. As características ideais do tensoativo para cada sistema óleo-água é 

determinado pelo equilíbrio hidrófilo-lipófilo (EHL), surfactantes com valores de EHL 

entre 9.6 e 16.7 são considerados hidrófilos (solúveis em água), e tendem a formar 

emulsões O/A (SINKO, 2008). Triton 114, Triton X 100 e Tween 80 têm valores de 

EHL de 12,4, 13,5 e 15,0 respectivamente. Emulsionantes não-iônicos como Tween 

80, Triton X 100 e Triton 114 satisfazem todas as exigências requeridas para serem 

usados em determinações por AAS, além de serem baratos e prontamente 
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disponíveis na maioria dos laboratórios analíticos. Óleo de milho, oleato de decila e 

estearato de octila foram escolhidos devido ao baixo custo e a fácil obtenção. 

A relação óleo/surfactante foi determinada através de planejamento 

experimental. Em todos os experimentos nas quais a quantidade de óleo era menor 

que a quantidade de emulsionante, a separação de fases ocorreu imediatamente 

depois da preparação. Isto mostra que um excesso de emulsionante em relação à 

fase oleosa favorece a instabilidade da emulsão. As diversas combinações 

apresentaram comportamentos diferentes de estabilidade e as melhores 

formulações são mostradas na Tabela 2. A Tabela 2 também apresenta os metais 

possíveis de serem determinados em cada formulação, levando em consideração a 

baixa concentração dos mesmos como contaminantes nos óleos e tensoativos 

escolhidos na formulação..  

TABELA 2 – Composição das formulações otimizadas e metais capazes de serem 
determinados em cada uma das formulações. 

Formulação Fase oleosa (%) Emulsionante (%) Metal 

1 Óleo de milho 4,0 Triton 114 2,0 K 

2 Estearato de octila 4,0 Tween 80 4,0 K, Ca, Mg, Zn 

3 Oleato de decila 2,0 Triton 114 1,0 K, Mg 

4 Estearato de octila 2,0 Triton 114 1,0 K, Ca, Mg, Fe 

5 Estearato de octila 4,0 Triton X 100 4,0 Na 

 

 

A viscosidade da emulsão, a qual depende essencialmente do conteúdo da 

fase interna, pode ser usada para determinar sua adequabilidade para propósitos 

analíticos. Para relação O/A otimizada neste trabalho (8:92, O/A) a viscosidade 

manteve um valor quase constante (1,17 ±0,04 cP a 25 °C, n=24). Como 

conseqüência, a injeção de amostra é facilitada e evitando problemas de 

reprodutibilidade pela aderência da fase oleosa nos capilares amostradores, 

principalmente do GF AAS. 
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Além da estabilidade das formulações e da possibilidade de determinação dos 

metais, era necessário determinar o nível de contaminação pelos metais estudados 

nos óleos e surfactantes investigados.  

Para as determinações por GF AAS foi escolhido o tensoativo Tween 80 em 

todas as determinações por apresentar conteúdo abaixo dos limittes de deteção 

para todos os metais escolhidos. 

Para os metais determinados por FAAS, o conteúdo de metal do surfactante 

foi determinado após sua diluição em água, porém, no óleo esta medida foi realizada 

após a estabilização com um emulsionante que foi usado como branco. A Tabela 3 

apresenta os conteúdos de metal nos óleos e surfactantes selecionados para este 

estudo. Triton 114 e Tween 80 apresentaram alto conteúdo de sódio e Triton X100 

apresentou alto conteúdo de potássio e cálcio. Os componentes oleosos 

apresentaram baixa contaminação, com exceção do óleo de milho que apresentou 

conteúdo mais alto de cálcio. A contaminação limitou a escolha do surfactante e do 

óleo. 

TABELA 3 - Níveis de concentração dos metais (mg kg-1) nos óleos e surfactantes 
usados neste estudo. 

 Na K Ca Mg Zn Fe 

Óleo de milho 0,1 1,3 26,4 0,9 <LD 9,2 

Estearato de octila 14,4 1,4 6,6 <LD 0,7 0,7 

Oleato de decila 0,6 0,7 1,7 0,3 <LD  12,4 

Triton 114 367 3,8 8,7 0,4 1,5 8,8 

Tween 80 82 <LD <LD <LD 0,6 10,2 

Triton X 100 1,3 342 32,1 <LD 0,2 3,5 

 

5.1.6.2 Formação e estabilização da emulsão 

 

Como a formação espontânea de emulsão raramente acontece, este 

processo requer uma sucessão de passos: (i) formação de gotículas da fase interna 
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e (ii) estabilização destas gotículas na fase externa. Além disso, requer a aplicação 

de energia na forma de calor e agitação mecânica (ENGELS et al., 1995).    

O aumento da temperatura reduz a tensão interfacial, porém o calor pode 

favorecer a separação das fases devido à energia cinética aumentada das gotículas. 

Normalmente, as emulsões são preparadas em temperaturas entre 70 a 80 °C, e a 

fase aquosa é aquecida 5 °C acima da fase oleosa. Porém, a temperatura máxima 

foi determinada pelo tipo de amostra como no caso das emulsões de ovos a 

temperatura usada foi 60 °C devido à presença de proteínas na matriz de ovo que 

poderiam coagular em temperaturas mais altas. 

O comportamento de sistemas estáveis depende diretamente das condições 

de preparação, por isso foi tomado cuidado para assegurar que o procedimento 

fosse exatamente do mesmo modo para todos os experimentos (LACHMAN etal., 

2001). O preparo da emulsão por inversão de fases, mudando a relação de água-

óleo para óleo-água através do aumento do volume de fase externa de surfactante-

água e correspondente decréscimo relativo do volume de fase interna, proporciona 

uma emulsão O/A finamente dispersa e com uma estabilidade a longo prazo 

(ENGELS et al., 1995). No período inicial de agitação, as gotículas necessárias para 

a emulsificação são formadas. Se a agitação exceder o período necessário para a 

estabilidade ideal, pode ocorrer adesão devido à colisão entre as gotículas. Este 

período de tempo é determinado, normalmente, empiricamente. Neste estudo, o 

tempo estipulado foi 2 minutos de agitação mecânico manual alcançar 

emulsificação, seguido de agitação magnético a 3000 RPM durante 15 minutos a 

temperatura ambiente para estabilização completa do sistema. 

A estabilidade das emulsões pode ser determinada experimentalmente 

medindo-se a extensão da separação de fases (HUANG et al., 2001; MIRHOSSEINI 

et al., 2009). A aparência final de todas as emulsões foi branco leitoso e todas as 

emulsões de ovo apresentaram valores relativamente altos de IEE. A combinação 

estearato de octila/Tween 80/amostra de ovo apresentou valores mais altos de IEE 

(IEE1 dia=100 % até IEE21 dias=97,5%). A combinação estearato de octila/Triton 

X100/amostra de ovo apresentou valores mais baixos IEE (IEE1 dia=97,6 % até IEE21 

dias=93,9%). Emulsões contendo material de referência certificada apresentaram um 

precipitado após 24 horas. O precipitado provavelmente foi formado pelo conteúdo 
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sólido que não foi estabilizado pelas micelas devido ao processo de liofilização, 

porém, a homogeneidade foi restabelecida pela agitação da mistura. 

A estabilidade das emulsões foi verificada por inspeção visual durante 90 

dias, a emulsão branco mostrou-se estável ao longo de todo período monitorado, 

porém as emulsões contendo amostra ou material de referência certificado 

apresentaram um precipitado após 24 horas. Todavia, coalescência não aconteceu. 

O precipitado foi provavelmente formado pelo conteúdo sólido que não foi 

estabilizado pelas micelas, porém a homogeneidade pode ser restabelecida pela 

agitação da mistura. A estabilidade alcançada foi considerada adequada para o 

propósito analítico deste trabalho. 

 

5.1.6.3 Emulsões das amostras 

 

a) Emulsões de ovos: 

 

O ovo é uma amostra com alta viscosidade e alto conteúdo de matéria 

orgânica, e a sua análise direta tanto por GF AAS quanto por F AAS é 

particularmente difícil. Por ser um sistema naturalmente emulsionado, a fração 

lipídica da amostra teoricamente já estaria estabilizada. Entretanto, o uso de uma 

emulsão para a análise contribuiu com a redução a viscosidade e o conteúdo 

orgânico da amostra, mantendo a homogeneidade e estabilidade da amostra. 

Na formulação da emulsão de ovo para análise de Se por GF AAS, o 

tensoativo escolhido foi o Tween 80. Este tensoativo possui valor de EHL capaz de 

produzir uma emulsão O/A, ele tem baixa absorção de fundo no GF AAS, não altera 

a viscosidade do meio e tem baixa contaminação. Para auxiliar na estabilidade da 

emulsão foi utilizado o óleo de milho foi utilizado como componente oleoso adicional. 

O óleo de milho foi escolhido por apresentar baixo fundo nas medidas por GF AAS e 

baixo conteúdo de Se. No preparo da emulsão teve que ser tomado o cuidado de 

não utilizar uma temperatura alta suficiente para provocar a desnaturação das 

proteínas do ovo. A emulsão resultante apresentou baixa viscosidade e uma 

estabilidade de mais de 90 dias sem produzir coalescência. 
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No desenvolvimento do método para determinar Na, K, Ca, Mg, Zn e Fe em 

ovos de galinha por F AAS foram testados tensoativos e componentes oleosos 

diferentes daqueles usados no método por GF AAS devido a presença dos presença 

dos analitos como contaminantes. 

Foram escolhidos os tensoativos não iônicos Triton 114, Triton X 100 e Tween 

80 que são os mais freqüentemente aplicados em química analítica. Os 

componentes oleosos escolhidos foram o óleo de milho, oleato de decila e estearato 

de octila. Triton 114 e Tween 80 apresentaram alto conteúdo de sódio e Triton X100 

apresentou alto conteúdo de potássio e cálcio. Os componentes oleosos 

apresentaram baixa contaminação, com exceção do óleo de milho que apresentou 

conteúdo mais alto de cálcio. A contaminação limitou a escolha do surfactante e do 

óleo. Porém, com posse destas informações pode-se saber quais metais poderiam 

ser determinados com cada combinação óleo/surfactante.  

A aparência final de todas as emulsões foi branco leitoso e todas as emulsões 

de ovo apresentaram valores relativamente altos de IEE, desde que a composição 

das emulsões foram previamente aperfeiçoadas através de planejamento 

experimental. Emulsões contendo material de referência certificada apresentaram 

um precipitado após 24 horas. O precipitado provavelmente foi formado pelo 

conteúdo sólido que não foi estabilizado pelas micelas devido ao processo de 

liofilização, porém a homogeneidade foi restabelecida pela simples agitação da 

mistura. 

Embora tenha um procedimento geral descrito para o preparo das emulsões, 

neste estudo foi necessário considerar que os metais estavam presentes em 

concentrações diferentes nas amostras de ovos e, então, devem ser usadas 

quantidades apropriadas de amostra para a concentração de cada elemento cair 

dentro da curva analítica. As quantidades de amostra variaram entre 0,6 e 4,0% (p/v) 

de acordo com a quantidade esperada do analito na amostra. Para componentes 

presentes em concentrações maiores, como sódio e potássio, a emulsão deveria ser 

preparada com uma quantidade de amostra de no máximo 0,6%. Para cálcio, 

quantidades entre 0,6 e 1,0% podem ser usadas e para magnésio, entre 0,6 e 2,0%. 

Finalmente, para zinco e ferro, quantidades entre 2,0 e 4,0% devem ser usadas. 
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b) Emulsões de chocolate 

 

Chocolate também se apresenta como uma amostra complexa e com alto 

conteúdo de gorduras. A análise direta por FAAS não é possível e a determinação 

de metais neste tipo de matriz envolve, necessariamente, a digestão da amostra, 

considerando que ele contém um elevado teor de compostos orgânicos. 

Com base nas informações já levantadas sobre a presenca dos analitos nos 

tensoativos e óleos escolhidos, e das melhores combinações destes componentes o 

estudo da pré-formulação pode ser simplificado. Mesmo que amostras de ovos e de 

chocolate sejam relativamente diferentes, as emulsões mostraram sua versatilidade 

em termos de aplicabilidade, pois apresentaram estabilidade e viscosidades 

comparáveis as obtidas anteriormente.  

Paras as emulsões de chocolate preparadas para as determinações por 

FAAS utilizou-se como tensoativo somente o triton X 100 e o tween 80. O triton X 

100 que apresenta um menor conteúdo de sódio e, portanto é o ideal para medir 

este metal, porém apresenta elevado teor de potássio. O Tween 80, embora 

apresente um conteúdo de sódio relativamente alto, possui conteúdos baixos dos 

demais metais. E como fase oleosa somente o estearato de octila foi utilizado por ter 

apresentado baixas contaminações de todos os metais e uma facilidade na 

manipulação das emulsões.  

As amostras de chocolate foram analisadas também por GF AAS, onde foram 

determinados Al, Cu e Mn. A alta sensibilidade do método faz com que baixas 

quantidades de amostra sejam requeridas e isto encorajou o uso de microemulsões.  

O Tween 80 foi o tensoativo escolhido para este estudo. Experimentalmente 

foi observada com este emulsionante uma maior facilidade de manipulação da 

emulsão e uma maior flexibilidade em termos de variações na temperatura de 

emulsificação em relação aos outros emulsionantes utilizados. Considera-se assim o 

Tween 80 como um tensoativo de escolha para o preparo de emulsões para fins 

analíticos dada a sua versatilidade, devendo ser substituído por outro somente em 

casos específicos. 

Desde que foi escolhido trabalhar com microemulsões não foi utilizado 

componente oleoso. No preparo da amostra foi utilizado somente o 2% do tensoativo 

e amostra de chocolate, cuja quantidade variou entre 0,04 e 0,4% dependendo do 
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metal. A solução resultante apresentou-se como um líquido límpido e transparente 

com a cor levemente amarronzada, aparência típica e característica de 

microemulsões.  

A estabilidade das microemulsões foi estudada por inspeção visual por 60 dias e não 

apresentaram separação de fases. Todavia, apresentaram precipitados depois de 24 

horas, provavelmente formado do conteúdo sólido que não foi estabilizado pelas 

micelas. A homogeneidade pode ser restabelecida agitando a mistura. Esta 

estabilidade foi considerada adequada para o propósito analítico deste trabalho.  

 

c) Emulsões de óleos vegatais, margarinas e manteigas 

 

Tendo em vista o caráter fundamentalmente oleoso e que quando 

corretamente estabilizada a amostra emulsionada é compatível com a maioria da 

instrumentação analítica, a emulsão deveria ser uma alternativa mais freqüente para 

o preparo deste tipo de amostras. Todavia o uso de emulsionamento no preparo 

destas amostras para análise espectrométrica é pouco relatado, e para análises por 

AAS nao é muito empregado.  

Emulsões já foram aplicadas para análise de metais em óleos e gorduras 

comestíveis por Plasma Indutivamente Acoplado (ICP) (CASTILLO et al., 1999; 

MURILLO et al., 1999; JIMENEZ et al., 2003; ANTHEMIDIS et al., 2005; DE SOUZA 

et al., 2005). Com exceção dos estudos em que a formação da emulsão ocorre on 

line por sistemas de análise em fluxo e que a leitura ocorre imediatamente após a 

formação da emulsão (JIMENEZ et al., 2003; ANTHEMIDIS et al., 2005), a 

estabilidade da emulsão é geralmente um fator importante a ser considerado e deve 

pelo menos ser o suficiente para ocorrer a análise. 

Com base nos resultados já apresentados foram escolhidos como tensoativos 

o Triton X100 para a determinação do sódio e Tween 80 para os demais metais. 

Devido aos metais estarem presentes em concentrações diferentes nas amostras de 

óleo, margarina e manteiga, quantidades de amostra apropriadas que permitissem a 

concentração do elemento para cair dentro da curva analítica tiveram que ser 

usadas. Quantidades de amostra variaram entre 0,4 e 8,0% (p/v) de acordo com a 

quantidade esperada do analito na amostra. Quatro tipos de emulsões, com variada 
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quantidade de amostra e tipo de emulsificante, foram necessárias para determinar 

todos os elementos por GF AAS e FAAS.  

Como as amostras são a própria fase oleosa, a estabilidade da emulsão foi 

conseguida adicionando apenas água e surfactante. Além disso, como óleos 

vegetais, margarinas e manteiga são líquidas ou podem ser perfeitamente liquefeitas 

através de aquecimento, estas amostras são facilmente emulsionadas, favorecendo 

a estabilidade e homogeneidade do sistema.  

As emulsões consistem de sistemas inerentemente instáveis (AULTON, 2005) 

e alcançar a estabilidade de um sistema formado por duas fases imiscíveis demanda 

certa habilidade e experiência do formulador. Neste trabalho este objetivo foi 

perfeitamente alcançado as emulsões finais de óleos vegetais, margarinas e 

manteiga apresentaram-se como um líquido branco leitoso com aspecto 

homogêneo, com baixa viscosidade, longa estabilidade e não ocorreu coalescência. 

Diferentemente das emulsões, as microemulsões podem ser definidas como 

sistemas termodinamicamente estáveis, isotrópicos, opticamente transparentes, de 

baixa viscosidade e formando um sistema micro-heterogêneo, apesar de 

visualmente homogêneo. As microemulsões de margarina mostraram se 

aparentemente como uma “solução” límpida e homogênea sem apresentar gotículas 

de óleo suspensa o que demonstra que o óleo foi perfeitamente estabilizado pelas 

micelas do tensoativo. 

Emulsões e micro-emulsões diferem na aparência. Neste estudo, as amostras 

de margarina preparadas a uma concentração de 0,4% se comportaram como 

micro-emulsões límpidas e transparentes. Todas as demais amostras preparadas 

com mais de 4,0% tinham aspecto branco leitoso conforme emulsões convencionais. 

A estabilidade das emulsões e micro emulsões de foram investigadas por inspeção 

visual durante 60 dias. As emulsões de amostra mostraram-se estáveis ao longo do 

período monitorado, não apresentando qualquer precipitado ou coalescência, sendo 

consideradas adequadas para o propósito analítico deste trabalho. 

5.2 Determinações de metais por FAAS 

 

A qualidade dos produtos alimentícios recebe grande atenção devido à sua 

influência na nutrição e saúde humana. Neste contexto, a determinação de metais 
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traços se tornou um campo importante em análise de alimentos (REYES & 

CAMPOS, 2006; TUZEN & SOYLAK, 2007; DEMIREL et al., 2008). Porém, a 

determinação precisa destes metais em alimentos com alto teor lipídico ainda é um 

desafio analítico devido às dificuldades que surgem das características da matriz. A 

FAAS é uma técnica de detecção poderosa para determinar elementos traços. As 

vantagens do F AAS incluem sua simplicidade, poucas interferências e 

comparativamente baixo custo de instrumentação e manutenção (WELZ & 

SPERLING, 1999). Uma desvantagem, porém, é a frequente necessidade de pre-

tratamento da amostra que é um passo necessário para determinar elementos 

traços em matrizes complexas.  

 

5.2.1 Parâmetros instrumentais  

 

Todas as medidas foram realizadas usando um espectrômetro de absorção 

atômica ANALYTIK Jena AG (Jena, Alemanha) modelo novAA 300 equipado com 

lâmpadas de cátodo oco SpectrAA (Varian, Austrália) como fonte de radiação. A 

chama usada foi ar-acetileno ou acetileno-óxido nitroso; o fluxo de gás e a altura do 

queimador foram ajustados para obter o máximo de sinal de absorbância para cada 

elemento. Outros parâmetros instrumentais foram estabelecidos e os valores são 

mostrados na Tabela 4.  
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TABELA 4 - Parâmetros instrumentrais para determinação dos metais  

Metal Comprimento 
de onda (nm) 

Largura da 
fenda (nm) 

Corrente da 
lâmpada (mA) 

Tempo de 
integração (s) Chama 

Na  589,0 0,8 3,0 3,0 C2H2 – ar 

K 766,5 0,8 4,0 3,0 C2H2 – ar 

Ca 422,7 1,2 4,0 3,0 N2O – C2H2 

Mg 285,2 1,2 2,0 3,0 C2H2 – ar 

Zn 213,9 0,5 6,0 3,0 C2H2 – ar 

Fe 248,3 0,2 8,0 3,0 N2O – C2H2 

 

5.2.2 Análise de amostras de ovos emulsionadas 

 

O conhecimento da composição mineral dos ovos de galinha tem diferentes 

propósitos; incluindo a possibilidade de estimar do acúmulo de espécies tóxicas 

oriundas do ovo e de conhecer o real papel da sua composição ovo na nutrição 

humana (PAPPAS et al., 2006). 

Os ovos estão incluídos em vários produtos alimentícios exercendo diversas 

funções, incluindo função emulsionante, onde agem formando um filme ao redor das 

gotículas de óleo estabilizando-as contra coalescência. Os ovos também 

proporcionam viscoelasticidade aos produtos, excelentes características sensoriais e 

texturais (KIOSSEOGLOU, 2003). 

Devido à sua alta viscosidade e ao conteúdo orgânico da matriz, a análise 

direta de ovos por FAAS é particularmente difícil. Os métodos relatados na literatura 

para tratamento da amostra de ovo envolvendo digestão com ácidos e peróxidos 

(KILIÇ et al., 2002; PAPPAS et al., 2006; PAN et al., 2007), tentam melhorar a 

digestão combinando o uso destes reagentes com radiação ultravioleta (MANJUSHA 

et al.,2007) ou microondas (MINE et al., 1998; BARGELLINI et al., 2008; BURGER & 

GOCHFELD, 2003; ULUOZLU et al., 2009). Entretanto, todos estes procedimentos 



39 

 

resultam em passos adicionais que podem levar a inconvenientes como erros de 

amostragem, contaminação e perdas durante manipulação (MANJUSHA et 

al.,2007). 

Emulsificação direta com surfactantes é um procedimento rápido para o 

preparo da amostra, pois não requer qualquer destruição da matriz orgânica (SANZ-

MEDEL et al., 1999). Simplesmente reduz a viscosidade e o conteúdo orgânico da 

amostra, fazendo as propriedades da emulsão adequadas para serem analisadas 

por F AAS, mantendo a homogeneidade e estabilidade do sistema. As vantagens 

esperadas deste procedimento é a manipulação mais fácil da amostra, buscando-se 

também o uso de soluções aquosas para calibração. 

 

5.2.2.1 Desenvolvimento do método  

 

As características de um método analítico são definidas pelas figuras de 

mérito que devem ser determinadas experimentalmente. O método proposto foi 

validado para os seis metais (Na, K, Ca, Mg, Zn e Fe). As figuras de mérito 

apresentadas foram linearidade das curvas analíticas, precisão e exatidão. Além 

disso, a sensibilidade foi determinada através da concentração característica (c0). 

As vantagens do procedimento de emulsificação para amostras gordurosas 

são descritas na literatura. Quando corretamente estabilizada, a amostra 

emulsificada é compatível com a maioria da instrumentação analítica, permitindo o 

uso de procedimentos de calibração simples devido a minimização de interferências 

(SANZ-MEDEL et al., 1999). Neste estudo, calibração com soluções de calibração 

aquosas foi possível e as faixas de linearidade foram selecionadas conforme as 

concentrações de metais esperadas nas reais amostras. Curvas analíticas foram 

construídas avaliando a relação entre resposta (altura do pico e absorbância) e 

concentração através de análise de regressão linear, os resultados são mostrados 

na Tabela 5. Em todos os casos, a linearidade foi adequada para o propósito. A 

Tabela 5 também apresenta os valores encontrados para concentração 

característica e limite de detecção (LD) para todos os elementos. 
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TABELA 5 - Curvas de calibração e parâmetros de regressão para determinação de 
metais em amostras de ovo emulsionadas. 
Metal Faixa 

(mg L-1) 
Equação da regressãoa R2 c0 

(mg L-1) 
Na  1,0 – 8,0 A=(0,0032+0,2038 C)/(1+0,0728 C) 0,9999 0,0263 

K 1,0 – 10,0 A=-0,003549+0,104891 C 1,0000 0,0426 

Ca 0,5 – 8,0 A=0,001232+0,110905 C 0,9996 0,0395 

Mg 0,5 – 4,0 A=(0,0147+0,4702 C)/(1+0,2392 C) 0,9944 0,0139 

Zn 0,05 – 0,4 A=0,001455+0,13473 C 0,9923 0,0357 

Fe 0,1 – 2,0 A=-0,001426+0,02232 C 0,9979 0,2412 

aAbsorvância; C (mg L-1)=concentração do elemento na solução padrão 

 

A exatidão do método foi posteriormente confirmada pela determinação dos 

metais no MRC Whole Egg Powder. Os resultados são mostrados na Tabela 6. A 

comparação estatística através do teste t mostrou que não houve nenhuma 

diferença significativa entre os valores obtidos com o método proposto e os valores 

certificados. 

A precisão dos procedimentos foi determinada através da repetibilidade 

(precisão intra-dia). Foram analisadas seis emulsões de ovos no mesmo dia, sob as 

mesmas condições experimentais. A precisão intermediária (entre-dias) foi avaliada 

analisando emulsões preparadas em três dias diferentes (n=3). A repetibilidade 

apresentou bons valores de DPR para todos os metais. A precisão intermediária foi 

avaliada usando o DPR e teste F. Os valores de F calculados foram menores que os 

valores tabelados, não indicando diferença significativa entre os resultados obtidos 

em dias diferentes. Todos os dados de precisão são mostrados na Tabela 6.  
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5.2.2.2 Aplicação em amostras reais 

O método proposto foi aplicado na determinação de Na, K, Ca, Mg, Zn e Fe 

em amostras de ovos. O objetivo foi avaliar as concentrações destes elementos em 

ovos de seis fornecedores diferentes (comercial e ovos de granja). Foram realizadas 

seis determinações para cada elemento e os resultados estão apresentados na 

Tabela 7. Não houve diferença significativa entre o conteúdo dos componentes 

majoritários (Na, K, Ca e Mg) nos ovos de diferentes origens. As variações maiores 

foram nos conteúdos dos componentes secundários, Zn e Fe, que variaram de 7,4 a 

12,2 µg g-1 e de 24,5 a 44,2 µg g-1, respectivamente.  

Informações sobre a composição mineral dos ovos têm sido investigadas 

(SHANG & HONG, 1997; KILIÇ et al., 2002; BURGER & GOCHFELD, 2003: 

PAPPAS et al., 2006; MANJUSHA et al.,2007; PAN et al., 2007; BARGELLINI et al., 

2008), porém apesar do interesse, os dados são ainda limitados. Os níveis de Ca, 

Mg, Zn e Fe obtidos neste estudo foi semelhante aos relatados por Shang e Hong 

(1997). Não há nenhum relato na literatura para os níveis de Na e K. O método 

proposto pode ser de interesse em pesquisas avículas e de nutriologia, além de, 

pode ser recomendado para análises rotineiras. Também pode ser aplicado, 

certamente, para determinação de metais em ovos de outras espécies de aves. 

TABELA 7 – Concentração dos metais (µg g-1± DP, n=6) nas amostras de ovos 

Amostras Na K Ca Mg Zn Fe 

1 1410±5 1186±29       525±15 154±2 12,2±0,8 37,4±2,5 

2 1492±12 1259±40 486±16 133±4 7,4±0,5 24,5±1,0 

3 1477±11 1167±53 509±8 137±1 10,4±0,7 36,6±3,1 

4 1444±22 1222±29 567±23 149±2 11,3±0,4 44,2±1,7 

5 1618±24 1205±75 426±7 161±1 11,0±0,7 35,3±2,8 

6 1596±13 1157±65 494±14 143±1 11,1±0,5 38,5±4,7 
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5.2.3 Análise de amostras de chocolates emulsionadas 

Chocolate é um produto obtido a partir dos grãos de Theobroma cacao. A fim de 

processar os grãos em chocolate ou cacau, estes são deixados para fermentar, são 

secos, torrados e, finalmente, triturados até serem transformados em um licor. As classes 

primárias de chocolates são preto, ao leite e branco. O primeiro é feito pela mistura de 

licor de cacau, manteiga de cacau, açúcar e baunilha. O segundo usa o mesmo 

processo, com adição de leite e o chocolate branco não inclui licor de cacau, apenas 

manteiga de cacau, leite e açúcar (AFOAKWA et al., 2007). 

Chocolate é consumido em todo o mundo, em todos os segmentos da sociedade e 

por pessoas de todas as idades. Hoje em dia, o consumidor preocupa-se cada vez mais 

com o valor nutricional dos alimentos, e levando-se em consideração que o chocolate é 

uma fonte extremamente rica de muitos minerais essenciais, ele pode contribuir para 

uma dieta saudável. No entanto, a predição correta da ingestão destes nutrientes é uma 

tarefa muito complexa (BORCHERS et al.,2000). Os dados nutricionais disponíveis são 

freqüentemente antigos e incompletos e, em muitos casos, não confiáveis, devido à falta 

de descrição dos procedimentos analíticos (RIBEIRO et al.,2003). 

A literatura relata métodos de tratamento de amostra de chocolate envolvendo 

digestão via úmida e seca, além do uso de microondas (SEPE et al., 2001; DAHIYA et 

al., 2005; JALBANI et al., 2007; GÜLDAS, 2008). Normalmente, ácidos e peróxidos são 

adicionados para melhorar a decomposição da amostra.  

O objetivo do presente estudo foi investigar o uso de emulsões como 

procedimento de preparação de amostras para determinação rotineira de Na, K, CA, Mg, 

Zn e Fe em chocolates por FAAS. A emulsificação direta das amostras com tensoativos 

propicia um procedimento rápido para a preparação de amostra, uma vez que não requer 

qualquer destruição da matriz orgânica (SANZ-MEDEL et al., 1999). 

 

5.2.3.1 Desenvolvimento do método 

 

Idealmente, uma única emulsão deveria ser usada para determinação de todos os 

elementos, porém, isto não foi possível, principalmente devido a (i) a presença dos 

analitos como contaminantes em surfactantes e em componentes oleosos e (ii) devido a 

diferentes faixas de concentrações dos metais nas amostras. Com base nestes critérios, 
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os metais que poderiam ser determinados na mesma emulsão são mostrados na Tabela 

8. 

TABELA 8 - Quantidade de amostra de chocolate e composição das formulações 
otimizadas para a determinação dos metais por FAAS. 

Elemento 

Quantidade de amostra (%) Componentes da emulsão 

Branco Ao leite Preto Fase oleosa % Surfactante % 

Na  0,2 0,2 0,2 Estearato de octila 4,0 Triton X100 4,0 

K, Ca e Mg 0,2 0,2 0,2 Estearato de octila 4,0 Tween 80 4,0 

Fe 8,0 2,0 2,0 Estearato de octila 4,0 Triton X100 4,0 

Zn 4,0 2,0 2,0 Estearato de octila 4,0 Tween 80 4,0 

 

 

O método proposto foi validado para seis metais (Na, K, CA, Mg, Zn e Fe). As 

figuras de mérito apresentados foram linearidade das curvas analíticas, exatidão e 

precisão. Além disso, a sensibilidade foi determinada pela concentração característica 

(C0). 

As vantagens do procedimento de emulsificação para amostras gordurosas são 

descritas na literatura. Quando corretamente estabilizada, a amostra emulsificada é 

compatível com a maioria da instrumentação analítica, permitindo o uso de 

procedimentos de calibração simples devido, à minimização de interferências (SANZ-

MEDEL et al., 1999). Neste estudo, calibração com soluções de calibração aquosas foi 

possível e as faixas de linearidade foram selecionadas conforme as concentrações de 

metais esperadas nas reais amostras. Curvas analíticas avaliadas através de análise de 

regressão linear, os resultados são mostrados na Tabela 9. Em todos os casos, o 

intervalo linear foi adequado para o propósito. A Tabela 9 apresenta também os valores 

encontrados de concentração característica para todos os elementos. 



45 

 

TABELA 9 - Curvas de calibração e parâmetros de regressão para determinação de 
metais em amostras de chocolate emulsionadas por FAAS. 

Metal 
Intervalo 

linear 
(mg L-1) 

Equação da regressãoa R2 c0 

(mg L-1) 

Na  1 – 3 A=(0.0087+0.2839 C)/(1+0.0558 C) 0.9951 0.015 

K 
1 - 10 A=0.0619+0.1834 C 0.9938 0.024 

Ca 
0.5 - 8 A=0.0039+0.0996 C 0.9994 0.044 

Mg 
0.5 – 4.0 A=(0.0124+0.2359 C)/(1+0.1682 C) 0.9912 0.019 

Zn 
0.05 – 0.40 A=0.0015+0.2312 C 0.9958 0.018 

Fe 
0.1 – 2.0 A=0.0014 +0.0228 C 0.9977 0.191 

aAbsorvância; C (mg L-1)=concentração do elemento na solução padrão 

 

A exatidão do método foi posteriormente confirmada pela determinação dos metais 

no MRC Baking Chocolate. Os resultados são mostrados na Tabela 10. A comparação 

estatística pelo teste t mostrou que não houve nenhuma diferença significativa entre os 

valores obtidos com o método proposto e os valores certificados. 

A precisão dos procedimentos foi determinada através da repetibilidade (precisão 

intra-dia). Foram analisadas seis emulsões de chocolate no mesmo dia, sob as mesmas 

condições experimentais. A precisão intermediária (entre-dias) foi avaliada analisando 

emulsões preparadas em três dias diferentes (n=3). A repetibilidade apresentou bons 

valores de DPR para todos os metais. A precisão intermediária foi avaliada usando o 

DPR e teste F. Os valores de F calculados foram menores que os valores tabelados, 

indicando que não houve diferença significativa entre os resultados obtidos em dias 

diferentes. Todos os dados de precisão são mostrados na Tabela 10. 
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5.2.3.2 Aplicação em amostras reais 

O método proposto foi aplicado para determinação dos níveis de Na, K, Ca, Mg, 

Zn e Fe em diferentes amostras de chocolates. A análise foi realizada em triplicata, e os 

resultados estão apresentados na Tabela 11. 

A Ingestão Diária Recomendada (IDR) e a Ingestão Adequada (IA) são níveis de 

ingestão recomendados para indivíduos e são aplicados para a população saudável em 

geral. A IDR é a ingestão média diária de nutrientes suficiente para obter as 

necessidades nutricionais de quase todos os indivíduos saudáveis. IA é a ingestão média 

diária de nutrientes recomendada considerada adequada, porém seus valores são 

baseados em estimativas. Tanto a IDR como a IA são usadas como meta para as 

ingestões individuais e assim, ambas representam níveis recomendados de ingestão 

para indivíduos. No entanto, os valores variam de acordo com fase de vida (Instituto de 

medicina-IOM, 2004; IOM, 1997 & IOM, 2000). A fim de elucidar como uma porção de 

chocolate pode contribuir para os aportes da IDR de cada nutriente, a ingestão foi 

calculada considerando os valores necessários para um homem adulto saudável.  A 

Tabela 12 mostra o percentual de IDR que pode ser fornecida por uma porção de 25 g 

dos chocolates analisados. 
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TABELA 12 – Percentual da Ingestão Diária Recomendada provida por uma porção de 
25g dos chocolates analisados. 

Metal Ingestão (mg) 

Chocolate 

Branco 
Faixa (%) 

Ao leite  
Faixa (%) 

Preto  
Faixa (%) 

Na  1500a 1,5 2,4 0,8 1,6 0,1 0,8 

K 2500a 2,7 4,0 2,6 3,7 3,7 6,4 

Ca 1000a 8,0 11,3 3,9 6,3 0,8 2,0 

Mg 350b 2,3 3,5 3, 6 7 13 

Zn 12b 0,3 0,6 3,1 5,7 7,5 30 

Fe 11b 2,3 3,1 1,7 2,4 2,8 5,3 

aIA; bIDR 

O mineral presente em maior concentração é o potássio (K), com valores 

variando de 2495 a 6361 µg g-1. Curiosamente, quanto mais alto o conteúdo de cacau 

maior foi o nível de K. Potássio é essencial para a manutenção da osmolaridade celular 

e dos potenciais de membrana; assim, exerce um papel no tônus vascular e em outras 

rotas bioquímicas relacionadas com a saúde cardiovascular, além disso, existe uma 

associação inversa entre a ingestão de potássio e a pressão sanguínea. No entanto, 

em pacientes que apresentam insuficiência renal, sua eliminação é reduzida, a qual 

pode levar a altos níveis de K com conseqüente perturbação da atividade muscular, 

principalmente no coração (STEINBERG et al., 2003; IOM, 2004). O teor de potássio 

em uma porção de 25 g de chocolate ao leite e preto (65 e 160 mg, respectivamente) 

pode representar 2,6 a 6,4 % da ingestão de um adulto saudável (IOM, 2004). 

Sódio, importante elemento para a regulação da pressão arterial humana (IOM, 

2004), variou entre 60 e 1400 µg g-1. A concentração de sódio mostrou-se estar 

diretamente relacionado ao conteúdo de leite e do licor de cacau nos chocolates, no 
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entanto, ela apresentou também grande variação entre as marcas. Mesmo assim, os 

valores podem ser considerados relativamente baixos, representando 0,15 a 2,3% da 

IA para indivíduos saudáveis, em chocolates pretos e brancos, respectivamente (IOM, 

2004). 

Cálcio desempenha um papel na mediação da contração vascular e 

vasodilatação, contração muscular, transmissão nervosa e secreção glandular (IOM, 

1997). Cálcio também tem sido inversamente associado à pressão sanguínea, embora 

com menos intensidade que o potássio (STEINBERG et al., 2003). Chocolates contêm 

concentrações de cálcio, variando de 324 a 4533 µg g-1, sendo os mais altos níveis 

encontrados nos chocolates brancos. Em uma porção de 25 g de chocolate branco há 

uma quantidade substancialmente maior de cálcio (113 mg) que no chocolate preto (8 

mg). Esta porção de chocolate branco pode fornecer 11% da IA para um adulto 

saudável (IOM, 1997). Embora este nível não seja significativo, em comparação com 

outras fontes de alimentos ricos em cálcio, ele pode fazer uma contribuir para o nível 

geral deste mineral na dieta. 

Magnésio catalisa várias reações biológicas, incluindo a síntese de proteínas, 

transmissão de impulsos nervosos, relaxamento musculares e produção de energia 

(STEINBERG et al., 2003; PLANELLS et al., 1997). Os chocolates analisados 

contiveram níveis de 365 a 1834 µg g-1 de Mg, para chocolate branco e preto, 

respectivamente. Um chocolate preto com 70% de licor de cacau pode fornecer 13% do 

IDR (350 mg) de magnésio por porção (25 g) (IOM, 1997). 

O conteúdo dos componentes minoritários, Fe e Zn, variaram de 1,2 a 140 µg g-1 

e de 8 a 23 µg g-1, respectivamente. Para ambos os metais, quanto maior o conteúdo 

de cacau, maior o teor do metal. Fe e Zn são elementos essenciais para o organismo. 

Fe é necessário para a homeostase e é indispensável para os sistemas sanguíneo e 

muscular e o Zn funciona como componente de várias enzimas na manutenção da 

integridade estrutural de proteínas e na regulação da expressão genética, bem como 

na função imunológica. A ingestão adulta média, para Fe e Zn, varia entre 12-18 mg/dia 

e 8-11 mg/dia, respectivamente (IOM, 2000). O chocolate preto pode ser proposto 

como um veículo potencial para a fortificação de ferro, porque uma porção de 25 g 

pode fornecer 30% da IDR de adulto saudável. 
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5.2.4 Análise das amostras de óleos margarinas e manteigas 

 

O corpo humano usa óleos e gorduras da dieta para três propósitos: como fonte 

de energia, como componente estrutural e para sintetizar reguladores biológicos. Em 

contraste com as gorduras animais, os óleos vegetais são benéficos e populares 

devido ao menor efeito sobre os níveis de colesterol. Óleos vegetais são essenciais na 

nutrição e, dependendo das condições regionais, é produzida uma variedade de óleos 

com diferentes qualidades (MENDIL et al., 2008). 

No presente estudo, as concentrações de Na, K, Ca, Mg, Zn e Fe foram 

determinadas por F AAS após a emulsificação de amostra. As figuras de mérito 

apresentadas foram linearidade das curvas analíticas, exatidão e a sensibilidade a qual 

foi determinada pela concentração característica (C0). 

 

5.2.4.1 Desenvolvimento do método 

 

A calibração foi realizada com soluções de calibração aquosas e a faixa analítica 

foi selecionada para cobrir a concentração de metal esperada nas reais amostras. As 

curvas de calibração foram construídas avaliando a relação entre a resposta (altura do 

pico) e a concentração pela análise de regressão linear, rendendo os resultados 

mostrados na Tabela 13. Em todos os casos, o ajuste linear foi considerado adequado 

para o propósito. A Tabela 13 também apresenta os valores das concentrações 

características (C0) para todos os elementos.  

As recuperações das adições de padrões inorgânicos nas amostras são 

mostradas na Tabela 14 e variaram de 89,7 a 112,3%. 
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TABELA 13 – Curvas de calibração e parâmetros de regressão para determinação de 
metal em amostras emulsionadas por F AAS. 

Metal 
Intervalo 

linear 
(mg L-1) 

Equação da regressãoa R2 c0 

(mg L-1) 
LD 

(µg L-1) 

Na  1,0 – 8,0 A=(-0,0048+0,1728 C)/(1+0,0446 C) 0,9980 0,0252 
0,03 

K 0,2 – 1,0 A=-0,00085+0,1944 C 0,9912 0,0224 0,02 

Ca 0,2 – 1,0 A=0,002145+0,118990 C 0,9957 0,0366 0,08 

Mg 0,2 – 1,0 A=(-0,00223+0,7514 C)/(1+0,3460 C) 0,9994 0,0058 0,01 

Zn 0,05 – 0,4 A=0,001395+0,21998 C 0,9928 0,0198 0,02 

Fe 0,05 – 1,0 A=0,000073+0,01146 C 0,9913 0,3803 0,08 

aAbsorbância; C (mg L-1)=concentração do elemento na solução de calibração 
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5.2.4.2 Aplicação em amostras reais 

Amostras reais de óleos, margarinas e manteigas foram analisadas pelo 

método proposto para a determinação dos metais e os resultados podem ser vistos 

na Tabela 15. Existem poucos dados na literatura relativo ao conteúdo de metais em 

óleo comestíveis, margarinas e manteigas. 
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5.3 Determinações de metais por GFAAS 
 

5.3.1 Determinação de Se em ovos 

 

Selênio (Se) é um elemento traço essencial para animais e humanos. Está 

relacionado à proteção de tecidos contra o estresse oxidativo, na defesa contra 

infecções, e na modulação do crescimento e desenvolvimento. A deficiência crônica 

de Se pode aumentar a suscetibilidade a infecções viróticas, cânceres, doenças 

cardiovasculares, disfunções da tiróide e condições inflamatórias diversas. Porém, o 

consumo excessivo pode causar efeitos prejudiciais no organismo (WHO, 2004). 

Os alimentos são a principal fonte de selênio, e o conteúdo deste elemento 

está relacionado com a origem do alimento e o seu processamento. Há um uso 

difundido de suplementação de selênio através do enriquecimento de rações para 

animais com selenito de sódio ou selênio orgânico (JIAKUI & XIAOLONG, 2004). 

Ovos são de grande importância, pois além de seu alto valor nutricional, podem 

prover até 50% da ingestão diária de Se necessária em humanos em formas 

biologicamente ativas de Se (GOLUBKINA & PAPAZYAN, 2006). Além disso, ovos 

Se-enriquecidos tem sido desenvolvidos e introduzidos em vários mercados 

tornando-se populares (BARGELLINI et al., 2008). 

Devido à sua importância nutricional e em especial à dicotomia entre 

essencialidade/toxicidade do selênio, há numerosos procedimentos para sua 

determinação em amostras biológicas e, especialmente, em alimentos (VIÑAS et 

al.,2000). Este elemento é freqüentemente determinado através de Espectrometria 

de Absorção Atômica por Forno de Grafite (GF AAS) ou Espectrometria de Absorção 

Atômica por Geração de Hidretos (HG AAS) (WELZ & SPERLING, 1999). A escolha 

depende da composição da matriz e das espécies de selênio apresentadas na 

amostra (BOHRER et al., 2007). Enquanto a resposta do HG AAS é fortemente 

dependente da forma do selênio, GF AAS é adequado para a medida de ambas as 

espécies orgânicas e inorgânicas. 

Métodos para determinar elementos traços deveriam envolver manipulação 

mínima da amostra; porém, a literatura para determinação de selênio em ovos relata 

métodos de tratamento de amostra envolvendo digestão com ácidos e peróxidos 
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(PAPPAS et al., 2006; PAN et al., 2007), e alguns tentam melhorar a digestão da 

amostra combinando o uso destes reagentes com radiação ultravioleta (MANJUSHA 

et al., 2007) ou microondas (JIAKUI & XIAOLONG, 2004; BURGER & GOCHFELD, 

2003). Isto resulta em passos adicionais, que podem levar a inconvenientes como 

erros de amostragem, contaminação e perdas durante manipulação da amostra 

(GOLUBKINA & PAPAZYAN, 2006). Além disso, ácidos podem interferir nas 

medidas por HG AAS e GF AAS e, então, resultados inexatos para a determinação 

de selênio podem ser atribuídos devido à resistência dos compostos de selênio à 

oxidação e devido à volatilidade de espécies de selênio presentes ou formados 

(WELZ & SPERLING, 1999). 

O ovo é um sistema naturalmente emulsionado, com componentes como 

fosfolipídios, lipoproteínas e proteínas (MINE, 1998; KIOSSEOGLOU, 2003); porém, 

devido à sua alta viscosidade e ao seu alto conteúdo de matéria orgânica a 

introdução direta no forno para a medida por GF AAS é particularmente difícil. 

Emulsificação direta com surfactantes é um procedimento rápido para preparação de 

amostra, porque não requer destruição da matriz orgânica (SANZ-MEDEL et al., 

1999).  O propósito deste estudo foi desenvolver um método para determinação de 

Se por GF AAS em ovos de galinha preparando um sistema emulsionado contendo 

surfactante, amostra, óleo e água. 

 

5.3.1.1 Desenvolvimento do método 

 

a) Determinação das condições analíticas 

 

A fim de encontrar as condições apropriadas para a determinação do Se, 

foram estabelecidas as curvas de pirólise e atomização usando soluções aquosas e 

emulsões branco enriquecidas com Se aquoso (Figura 4.1.1). Para determinação de 

Se em solução aquosa sem o uso de modificador químico, temperatura de pirólise 

ao redor de 600 ºC mostrou-se melhor por prevenir perda do analito. É evidente a 

partir destas curvas que o modificador químico permite usar temperaturas de pirólise 
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relativamente altas (1100 ºC), potencializando a redução dos efeitos da matriz. 

Porém, em um meio emulsionado, o modificador pareceu não influenciar 

significativamente na pirólise do Se. Com o modificador, a maior sensibilidade foi em 

uma temperatura de atomização de 2100 ºC, tanto em solução aquosa como em 

emulsão. O programa de temperatura otimizado neste estudo está apresentado na 

Tabela 4.1.1. Três passos de secagem garantiram secagem completa das soluções 

de calibração e amostras emulsionados e propiciou um depósito sólido uniforme na 

superfície da plataforma do atomizador. 

 

FIGURA 3 - Curvas de pirólise e atomização para Se em água e em emulsão. 
Temperatura de atomização para curva de pirólise: 2200 °C; temperatura de pirólise 
para curva de atomização: 1100 °C; volume de Pd(NO3)2 = 5 µL; Se = 500 pg. 

 

Como a medida de Se na amostra emulsionada apresentou menor 

sensibilidade comparada aos padrões aquosos, foram realizados experimentos 

adicionais para confirmar a recuperação tanto de Se orgânico quanto inorgânico. Em 

uma emulsão branco foram adicionados 50 µg L-1 de Se inorgânico e 50 µg L-1 de 

Se-metionina, e o Se foi medido seguindo o programa de temperatura descrito na 

Tabela 4.1.1 Adicionalmente, uma curva de pirólise foi obtida (seguindo as 

condições descritas na Figura 4.1.1) usando uma emulsão de amostra de ovo 

igualmente adicionada com ambas as espécies. As recuperações da emulsão 

branco adicionada com o elemento demonstraram que os componentes da 

formulação, isto é, óleo de milho e surfactante, não interferiu na atomização do Se 

durante a medida por GF AAS, considerando que uma recuperação de 110 ±4,6 µg 
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L-1 foi encontrada. Os resultados são apresentados na Figura 4.1.2 que mostra as 

recuperações obtidas a cada temperatura. Os valores mostram que ambas as 

espécies de Se são estabilizadas mesmo em altas temperaturas. Embora menos 

sensível, as curvas de pirólise e atomização das amostras emulsionadas mostraram-

se homogêneas mostrando que o analito é bem estabilizado nas condições 

selecionadas para a medida. 

 
FIGURA 4 - Recuperações (%) em diferentes temperaturas de pirólise (ºC) para uma 
amostra de ovo adicionada com Se inorgânico 50 µg L-1 e com Se-metionina 50 µg L-

1. Temperatura de atomização para curva de pirólise: 2200 °C. Volume de Pd 
(NO3)2 = 5 µL. 

 

 

Os parâmetros otimizados para as determinações de Se por GF AAS são 
mostrados na Tabela 16. 
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TABELA 16 - Parâmetros de operação do equipamento GF AAS e programa de 
temperatura/ tempo para determinação de Se nas amostras de ovos emulsionadas. 

Parâmetros 

Corrente da lâmpada (mA) 

Comprimento de onda (nm) 

Fenda espectral (nm) 

Vazão de argônio (L min-1) 

Volume de amostra (µL) 

Volume do modificador Pd (NO3)2 (µL) 

6,0 

196,0 

1,2 

2 

10 

5 

Programa de temperatura (°C) Rampa (°C/s) 
Tempo de  

permanência (s) 

Secagem 90 5 10 

Secagem 105 3 20 

Secagem 300 50 10 

Pirólise 1100 50 5 

Atomização 2100 1400 4 

Limpeza 2300 500 4 

 

 

b) Características de desempenho do método 

 

O método foi validado pela determinação das seguintes características 

operacionais: linearidade, precisão e exatidão. As figuras de mérito estão resumidas 

na Tabela 17.   

A calibração pelo método da adição foi usada para eliminar interferências, 

pois a curva é calculada nas mesmas condições das amostras. A calibração seguiu 

a equação: y=b+a [Se] (y=0,00055+0,0055 [Se]), e [Se] é a concentração de selênio 

na faixa de 0-25,0 µg L-1. Os dados de linearidade validados por análise de variância 
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(ANOVA) confirmaram o ajuste linear da regressão e nenhum desvio significativo da 

linearidade (P <0,05). 

A precisão do método foi determinada através da repetibilidade (precisão 

intra-dia) e pela reprodutibilidade ou precisão intermediária (entre-dia). Para a 

repetibilidade seis emulsões de ovos com a mesma concentração de amostra (40,0 

mg mL-1) foram analisadas no mesmo dia, sob as mesmas condições experimentais. 

E a precisão intermediária foi avaliada analisando emulsões preparadas em três dias 

diferentes (n=3). O desvio padrão relativo (DPR) obtido para todas as amostras foi 

4,5% indicando boa precisão e mostrando a repetibilidade do método. A precisão 

intermediária foi avaliada usando DPR e F-teste. O DPR foi de 3,4% e o valor de F 

calculado foi de 0,75 (Ftabelado=4,26), não indicando nenhuma diferença significativa 

entre os resultados obtidos em dias diferentes. 

A exatidão foi avaliada adicionando quantidades conhecidas de material de 

referência certificado (100,0 mg) na emulsão branco (50 mL). Os valores 

encontrados pelo método (1,32 ± 0,05 mg kg-1) foram concordantes com os valores 

declarados no MRC (1,39 ± 0,17 mg kg-1). No teste t de Student o valor de t 

calculado foi de 0,90; sendo mais baixo que o valor de t tabelado de 2,31 (P <0,05), 

não indicando nenhuma diferença significativa entre a concentração medida e a 

certificada. 

O limite de detecção (LD) foi de 1 µg L-1, e foi baseado em 3,3 vezes o desvio 

padrão do intercepto dividido pela inclinação da curva. A massa característica foi de 

80 pg. 
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TABELA 17 – Características de desempenho do método para determinação de Se 
em amostras de ovos emulsionadas por GF AAS. 

Parâmetros Resultadosa 

Faixa analítica µg L-1 0 – 25 

Inclinação da curva ± desvio padrão 0,0005 ± 1,2 x 10-5 

Intercepto ± desvio padrão 0,005 ± 1,7 x 10-4 

Limite de confiança da inclinação da curvab 0,00052 to 0,00058 

Limite de confiança do intercepto da curvab 0,0051 to 0,0060 

Coeficiente de correlacão (r) 0,9980 

LD 1 µg L-1 

m0 80 pg 

Repetibilidade (%) 

DPR (n=6) 

 

4,5 

Precisão Intermediária  (%) 

DPR (n=3) 

F (p=0,05) 

 

3,4 

0,75 (4,26c) 

Análise de variância 

Regressão linear 71,60 (4,96c) 

Desvio da linearidade  0,04 (3,71c) 
a Dados obtidos a partir de cinco curvas de calibração 

b Limite de confiança 95% 
c Valores em parênteses correspondem aos valores críticos de F para P = 0,05. 
 

5.3.1.2 Aplicação em amostras reais 

 

Cinqüenta aves fêmeas reprodutoras Cobb 500 com 22 semanas de idade 

foram pesadas e selecionadas antes do alojamento. Cada ave foi colocada 

individualmente em uma gaiola de arame com dimensões de 33x46x40 cm. As 

galinhas foram alimentadas com dieta basal contendo suplementação de Se durante 

25 semanas e, então, foram determinados cinco tratamentos (n=10) compostos ou 

de selenito de sódio (inorgânico) ou de Zn-L-Se-metionina (orgânico) ou de uma 

mistura dos dois. As dietas foram como segue: T1 = 0,15% inorgânico; T2 = 0,30% 

inorgânico; T3 = 0,15% orgânico; T4 = 0,30% orgânico; T5 = 0,15% inorgânico e 
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0,15% orgânico. As amostras de ovos foram conservadas congeladas (-18°C) até a 

análise. 

A Tabela 18 resume os resultados encontrados para os diferentes 

tratamentos. O conteúdo de Se nos ovos das galinhas alimentadas com Se orgânico 

foi mais alto que os outros tratamentos. Concluí-se que os conteúdos de Se em ovos 

se assemelham aos níveis adicionados ao alimento, mas Zn-L-Se-metionina provou 

ser o mais efetivo. 

 
TABELA 18 - Determinação de Se em ovos oriundos de galinhas tratadas com 
suplementação de Se. 

Amostras (n=10) Tratamento (%) Resultados 
(Se mg kg-1) 

T1 0,15 Se inorgânico 0,19 ±0,05 

T2 0,30 Se inorgânico 0,20 ±0,04 

T3 0,15 Se orgânico 0,24 ±0,06 

T4 0,30 Se orgânico 0,35 ±0,07 

T5 0,15 Se orgânico + 0,15 Se inorgânico 0,31 ±0,07 
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5.3.2 Determinação de elementos traços em óleos vegetais, margarina e manteiga 

por GF AAS  
 

 

Além da importância deles no metabolismo humano, elementos traços fazem um 

papel importante na caracterização de óleo e na detecção de adulterações nos óleos 

(ZEINER et al., 2005; BENINCASA et al., 2007). A qualidade de gorduras e óleos 

comestíveis está relacionada diretamente à sua concentração em metais traços. A 

fonte primária de espécies metálicas é o ambiente, embora também devam ser 

considerados o processamento e o armazenamento de óleos e gorduras (DE SOUZA 

et al., 2005; BENINCASA et al., 2007). Traços metálicos em óleos comestíveis são 

conhecidos por terem um efeito na sua taxa de oxidação dos óleos, diminuindo a vida 

de prateleira de produtos comerciais (MURILLO et al., 1999). Além de causar rancidez 

prematura, estes processos de oxidação podem gerar peróxidos, aldeídos, cetonas, 

ácidos, epóxidos e outros compostos que podem produzir efeitos patológicos no 

sistema digestivo e também podem reagir com componentes dos alimentos (proteínas 

e corantes), sensibilizando a ação de alguns carcinogênicos (CASTILLO et al., 1999).  

O desenvolvimento de métodos analíticos rápidos e exatos para a determinação 

da concentração de metais em óleos e gorduras comestíveis ainda é um desafio no 

controle de qualidade de alimentos, devido a baixas concentrações de alguns 

elementos e às dificuldades que surgem devido às características da matriz (ANSARI 

et al., 2009). Somente poucos métodos, específicos para óleos comestíveis, podem ser 

encontrados na literatura. Embora o uso de espectrometria de emissão atômica com 

plasma indutivamente acoplado (ICP, do inglês Inductively coupled plasma) para a 

análise de óleos comestíveis tenha aumentado nos últimos anos (ALLEN et al., 1998; 

MURILLO et al., 1999; CASTILLO et al., 1999; HUANG & JIANG, 2001; JIMENEZ et al., 

2003; ANTHEMIDIS et al., 2005; DE SOUZA et al., 2005; ZEINER et al., 2005; 

BENINCASA et al., 2007; CINDRIC et al., 2007), a espectrometria de absorção atômica 

ainda é a mais empregada entre as citadas e é a técnica de escolha em alguns 

métodos oficiais (SUN, 1989; CARBONELL et al., 1991; VAN DALEN, 1996; ALLEN et 

al., 1998; CHEN et al., 1999; DE LEONARDIS et al., 2000; LENDINEZ et al., 2001; 
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ZEINER et al., 2005; REYES & CAMPOS, 2006; CINDRIC et al., 2007; MENDIL et al., 

2008; BAKKALI et al., 2009; ANSARI et al., 2009). A maioria dos métodos requer pré-

tratamentos da amostra. Várias técnicas, incluindo extração, solubilização, pré-

concentração, diluição e digestão com microondas são usadas para reduzir a influência 

da matriz orgânica. Na maioria dos casos, estes pré-tratamentos consomem tempo, 

com o risco conseqüente de contaminação da amostra e perda de analito, devido à 

formação de compostos voláteis (HUANG & JIANG, 2001; ANSARI et al., 2009). 

Emulsões já foram aplicadas para determinação de metais em óleos e gorduras 

comestíveis por Plasma Indutivamente Acoplado (ICP) (CASTILLO et al., 1999; 

MURILLO et al., 1999; ANTHEMIDIS et al., 2005; JIMENEZ et al., 2003; DE SOUZA et 

al., 2005), mas sua aplicação na análise de óleos comestíveis por AAS ainda não foi 

relatada. No presente estudo, foi determinada a concentração de metais em óleos 

vegetais, margarinas e manteigas, por GF AAS, após a emulsificação das amostras. 

 

5.3.2.1 Desenvolvimento do método 

 

a) Determinação das condições analíticas 

 

Curvas de pirólise e atomização foram estabelecidas usando soluções aquosas 

ou emulsões de amostras adicionadas de padrão aquoso inorgânico para encontrar as 

condições apropriadas para a determinação para cada analito. Além disso, a influência 

dos modificadores foi também investigada, conforme descrito a seguir para cada 

elemento.  
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Arsênio 

 

A Figura 5 mostra as curvas de pirólise e atomização que foram construídas 

para avaliar a influência dos modificadores na determinação de As. Os modificadores 

analisados foram: (1) Pd(NO3)2 (2 µL) e Ni 50 ppm (10 µL); (2) Pd(NO3)2 (5 µL) e Ni 50 

ppm (2 µL); (3): Pd(NO3)2 (5 µL) e (4) Pd(NO3)2 (3 µL) e Ni 50 ppm (3 µL). O 

modificador composto por níquel e nitrato de paládio foi o que proporcionou uma maior 

sensibilidade nas determinações de As.  

 

FIGURA 5 - Curvas de pirólise e atomização para As aquoso. Temperatura de 
atomização para curva de pirólise: 2400 °C; temperatura de pirólise para curva de 
atomização: 1400 °C. Modificadores avaliados: (1) Pd(NO3)2 (2 µL) e Ni 50 ppm (10 µL); 
(2) Pd(NO3)2 (5 µL) e Ni 50 ppm (2 µL); (3): Pd(NO3)2 (5 µL) e (4) Pd(NO3)2 (3 µL) e Ni 
50 ppm (3 µL). As = 2000 pg. 

 

Cádmio 

 

A Figura 6 mostra as curvas de pirólise e atomização que foram construídas 

para avaliar a influência dos modificadores sobre a determinação de Cd em amostras 

emulsionadas. Os modificadores analisados foram: (1) (NH4)2HPO4 (5 µL), (2) mistura 

de Pd(NO3)2 (2 µL) e Mg(NO3)2 (2 µL) e (3) Pd(NO3)2 (5 µL). O modificador 3, composto 
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somente de nitrato de paládio, foi o que proporcionou uma maior sensibilidade nas 

determinações de Cd.  

 

FIGURA 6 - Curvas de pirólise e atomização de emulsão de amostra de azeite de oliva 
enriquecida com Cd. Temperatura de atomização para curva de pirólise: 1400 °C; 
temperatura de pirólise para curva de atomização: 900 °C. Modificadores: (1) 
(NH4)2HPO4 (5 µL); (2) Pd(NO3)2 (2 µL) e Mg(NO3)2 (2 µL); e (3) Pd(NO3)2 (5 µL). Cd = 
280 pg. 

 

Chumbo 

 

Para determinação de chumbo foram construídas curvas de pirólise e 

atomização avaliando a influência de Pd(NO3)2 (5 µL) como modificador e de uma 

mistura de Pd(NO3)2 (2 µL) e Mg(NO3)2 (2 µL). Primeiro foram construídas as curvas de 

pirólise e atomização de Pb aquoso e em solução contendo o tensoativo Tween 80 

(Figura 7). As curvas de atomização com o modificador constituído de nitrato de paládio 

e magnésio foram as que apresentaram um sinal mais estável.  
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FIGURA 7 - Curvas de pirólise e atomização para Pb aquoso e Pb em solução 
contendo 4% de Tween 80. Temperatura de atomização para curva de pirólise: 2100 
°C; temperatura de pirólise para curva de atomização: 900 °C. Modificadores: (1) 
Pd(NO3)2   (5 µL); e (2) Pd(NO3)2 (2 µL) e Mg(NO3)2 (2 µL). Pb = 250 pg. 

 

Foram construídas as curvas de pirólise e atomização de Pb sobre emulsões de 

amostras de azeite de oliva e de margarina para avaliar a influência da matriz e dos 

modificadores (Figura 8). Nos dois tipos de amostras, o uso de modificador contendo 

mistura de nitrato de paládio e magnésio proporcionou maior sensibilidade nas 

determinações. As temperaturas consideradas mais adequadas para as determinações 

de Pd foram 900 °C e 2100 °C, respectivamente para pirólise e atomização. 
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FIGURA 8 - Curvas de pirólise e atomização para Pb adicionados sobre emulsões de 
amostras de azeite de oliva e margarina. Temperatura de atomização para curva de 
pirólise: 2100 °C; temperatura de pirólise para curva de atomização: 900 °C. 
Modificadores: (1) Pd(NO3)2   (5 µL); e (2) Pd(NO3)2 (2 µL) e Mg(NO3)2 (2 µL). Pb na 
emulsão de margarina = 680 pg. Pb na emulsão de azeite de oliva = 250 pg. 
 

Cobre 

 

Primeiramente, foram construídas curvas de pirólise e atomização para avaliar a 

influência dos modificadores sobre a determinação de Cu em meio aquoso (Figura 9). 

Os modificadores analisados foram: (1) Pd(NO3)2 / Mg(NO3)2 (5 µL/5 µL) e (2) Pd(NO3)2 

/ácido ascórbico (5 µL/5 µL). 
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FIGURA 9 - Curvas de pirólise e atomização de Cu aquoso. Temperatura de 
atomização para curva de pirólise: 2200 °C; temperatura de pirólise para curva de 
atomização: 1000 °C. Modificador 1: Pd(NO3)2 (5 µL) e Mg(NO3)2 (5 µL); e modificador 
2:  Pd(NO3)2 (5 µL).e ácido ascórbico 2 g% (5 µL). Cu = 250 pg. 
 

Foram construídas curvas de pirólise e atomização para Cu adicionado sobre 

emulsões de amostras de azeite de oliva e margarina para avaliar a influência dos 

modificadores e da matriz (Figura 10). Os modificadores analisados foram: (1) 

Pd(NO3)2 / Mg(NO3)2 (5 µL/5 µL) e (2) Pd(NO3)2/ácido ascórbico (5 µL/5 µL). Os 

modificadores apresentaram do comportamento semelhante sobre as determinações, 

assim, o modificador escolhido para as determinações foi o modificador composto de 

paládio e magnésio. 
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FIGURA 10 - Curvas de pirólise e atomização para Cu adicionado sobre emulsões de 
amostras de azeite de oliva e margarina. Temperatura de atomização para curva de 
pirólise: 2200 °C; temperatura de pirólise para curva de atomização: 1000 °C. 
Modificadores: (1) Pd(NO3)2 (5 µL) e Mg(NO3)2 (5 µL); e (2) Pd(NO3)2 (5 µL).e ácido 
ascórbico 2 g% (5 µL). Cu = 250 pg. 

 

 

Cromo 

 

Foram construídas curvas de pirólise e atomização para Cr aquoso e com 

emulsões de amostras adicionadas de padrão inorgânico de Cr para avaliar a influência 

dos modificadores e da matriz (Figura 10). Os modificadores analisados foram: (1) 

Pd(NO3)2 (5 µL) e (2) Pd(NO3)2/ácido ascórbico (5 µL/5 µL). Os modificadores 

apresentaram comportamento semelhante sobre as determinações, assim, o 

modificador escolhido para as determinações foi o modificador composto somente de 

nitrato de paládio. 
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FIGURA 11 - Curvas de pirólise e atomização para Cr aquoso e adicionados sobre 
emulsões de amostras. Temperatura de atomização para curva de pirólise: 2200 °C; 
temperatura de pirólise para curva de atomização: 1000 °C. Modificadores: (1) 
Pd(NO3)2 (5 µL); e (2) Pd(NO3)2 (5 µL).e ácido ascórbico 2 g% (5 µL). Cr = 1000 pg. 
 

 

 

Manganês 

 

Foram construídas as curvas de pirólise e atomização para o Mn sobre 

emulsões de amostras para avaliar a influência da matriz e do modificador nitrato de 

paládio (Figura 12). Em ambas as amostras, o uso de modificador gerou uma 

diminuição da sensibilidade das determinações. As temperaturas consideradas mais 

adequadas para as determinações de Mn foram 1400 °C e 2400 °C, respectivamente 

para pirólise e atomização. 
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FIGURA 12 - Curvas de pirólise e atomização para Mn adicionados sobre emulsões de 
amostras de margarina e de azeite de oliva. Temperatura de atomização para curva de 
pirólise: 2400 °C; temperatura de pirólise para curva de atomização: 1400 °C. As 
curvas foram construídas sem modificador e com o uso de Pd(NO3)2 (5 µL) como 
modificador químico. Mn = 500 pg. 
 

 

Níquel 

 

As curvas de pirólise e atomização para o Ni foram contruídas com o padrão 

adionado sobre emulsões de amostras de margarina e de azeite de oliva estabelecer o 

melhor programa de temperatura (Figura 13). As temperaturas consideradas mais 

adequadas para as determinações de Mn foram 1000 °C e 2500 °C, respectivamente 

para pirólise e atomização. 
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FIGURA 13 - Curvas de pirólise e atomização para Ni adicionados sobre emulsões de 
amostras de margarina e de azeite de oliva, sem o uso de modificador químico. 
Temperatura de atomização para curva de pirólise: 2500 °C; temperatura de pirólise 
para curva de atomização: 1000 °C. Ni=500 pg. 

 

 

A Tabela 19 sumariza as condições analíticas selecionados após a análise dos 

resultados encontrados para cada elemento. Esta tabela mostra o programa de 

temperatura desenvolvido para cada metal, sendo que três passos garantiram secagem 

completa dos padrões e amostras emulsionados. 
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b) Características de desempenho do método 

Foram construídas três curvas de calibração para cada metal e foram usados os 

resultados obtidos para calcular a equação da reta pelo método de regressão dos 

mínimos-quadrados. Os dados de linearidade dos métodos por GF AAS estão 

resumidos na Tabela 20, em todos os casos, o ajuste linear foi considerado adequado 

para o propósito. 

A Tabela 20 também mostra a massa característica e o limite de detecção para 

os analitos. A massa característica, m0 (pg), foi calculada da inclinação (b) da curva de 

calibração, usando a equação m0=0,0044×10/b para um volume de amostra de 10 µL. 

E o limite de detecção (LD, µg L-1), foi calculado pela equação LD=3,3 ×Sa/b onde o Sa 

era o desvio padrão do intercepto e b a inclinação da curva analítica. 

A recuperação (exatidão) foi determinada acrescentando quantidades 

conhecidas de padrão inorgânico a todas as emulsões de amostra. Os resultados de 

recuperação são mostrados na Tabela 21 e variaram de 83 a 121%. Considerando as 

baixas quantias adicionadas (de 10 a 25 µg L-1), os valores encontrados foram 

considerados apropriados.  

TABELA 20 – Curvas de calibração e parâmetros de regressão para determinação de 
metais em amostras emulsionadas por GF AAS. 

Metal 
Linearidadea µ0 

(pg) 
LD 

(µg L-1) Faixab Equação da regressãob R2 

Cr 0 – 20 A=0,0100+0,02113 C 0,9964 9 1,1 

Pb 0 – 20 A=0,0038+0,0008 C 0,9952 117 1,3 

Mn 0 – 20 A=0,0051+0,0076 C 0,9986 115 0,6 

Ni 0 – 40 A=0,0097+0,0024 C 0,9993 36 1,0 

As 0 – 50 A=0,0016+0,0046 C 0,9920 56 4,5 

Cd 0 – 40 A=0,0208+0,1044 C 0,9695 4 6,6 

Cu 0 – 40 A=0,0069+0,0778 C 0,9981 13 1,6 

a Dados obtidos de três curvas de calibração;  
bA=absorvância; C (µg L-1)=concentração do elemento na solução padrão 
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5.3.2.2 Aplicação em amostras reais 

 

Amostras reais de óleos, margarinas e manteigas foram analisadas pelo método 

proposto para a determinação dos metais e os resultados podem ser vistos na Tabela 

22. Existem poucos dados na literatura relativo ao conteúdo de metais em óleo 

comestíveis, margarinas e manteigas, com a exceção de alguns elementos como Cu, 

Cr, Ni e Pb.   

Entre os metais analisados neste estudo, particularmente o Fe, Cu, e Ni são 

conhecidos por aumentar a taxa de oxidação dos óleos. Os elementos As, Cr, Cd, e Pb 

podem ser prejudiciais para humanos devido a sua toxicidade e seu papel metabólico 

(ANTHEMIDIS et al., 2005; MENDIL et al., 2008).    

Existe pouca regulamentação para os limites de metais em alimentos. De acordo 

com estes regulamentos, os conteúdos aprovados para os metais investigados em 

óleos e gorduras são: 0,1 mg kg-1 (As e Pb), 1,0 mg kg-1 (Cd), 5,0 mg kg-1 (Ni) e 0,1 – 

0,4 mg kg-1 (Cu). De acordo com os regulamentos do governo brasileiro, os valores 

encontrados para estes metais nas amostras analisadas estavam dentro da 

concentração máxima permitida (Brazil, 1965; Brazil, 1998).    



7
9
 

 T
A

B
E

LA
 2

2 
– 

C
on

ce
nt

ra
çã

o 
do

s 
el

em
en

to
s 

( µ
g 

g-1
) 

em
 a

m
os

tr
as

 d
e 

ól
eo

s 
e 

go
rd

ur
as

 c
om

es
tív

ei
s,

 n
=

3 
A

m
os

tr
a 

A
sa , C

db , C
rc  

M
nd 

P
b 

N
i 

C
u 

O
le

o 
de

 a
rr

oz
 

<
LD

 
<

LD
 

0,
00

7 
±0

,0
01

e  
0,

03
 ±

0,
01

 
0,

08
5 

±0
,0

53
 

O
le

o 
de

 c
an

ol
a 

<
LD

 
<

LD
 

0,
00

4 
±0

,0
02

e  
0,

02
 ±

0,
01

 
0,

04
4 

±0
,0

02
 

O
le

o 
de

 g
ira

so
l 

<
LD

 
<

LD
 

0,
01

0 
±0

,0
03

e  
0,

04
 ±

0,
01

 
0,

00
3 

±0
,0

00
4f 

O
le

o 
de

 m
ilh

o 
<

LD
 

<
LD

 
0,

00
9 

±0
,0

01
e  

0,
04

 ±
0,

02
 

0,
00

3 
±0

,0
00

6f 

O
le

o 
de

 s
oj

a 
<

LD
 

<
LD

 
0,

00
5 

±0
,0

02
e  

0,
07

 ±
0,

01
 

0,
02

9 
±0

,0
14

 

A
ze

ite
 d

e 
ol

iv
a 

<
LD

 
<

LD
 

0,
01

4 
±0

,0
08

e  
0,

07
 ±

0,
02

 
0,

04
7 

±0
,0

07
 

A
ze

ite
 d

e 
ol

iv
a 

<
LD

 
<

LD
 

0,
01

4 
±0

,0
13

e  
0,

07
 ±

0,
01

 
0,

02
8 

±0
,0

17
 

M
ar

ga
rin

a 
lig

ht
 

<
LD

 
0,

59
±0

,2
5 

0,
03

 ±
0,

01
2 

0,
52

 ±
0,

06
 

0,
04

9 
±0

,0
15

 

M
ar

ga
rin

a 
<

LD
 

0,
34

±0
,1

5 
0,

05
 ±

0,
01

0 
1,

70
 ±

0,
32

 
0,

03
9 

±0
,0

13
 

M
an

te
ig

a 
<

LD
 

0,
02

±0
,0

1 
0,

08
 ±

0,
01

6 
0,

59
 ±

0,
12

 
0,

03
2 

±0
,0

12
 

a LD
 =

 0
,0

6 
µ

g 
g-1

; b LD
 =

 0
,0

9 
µ

g 
g-1

; c LD
 =

 0
,0

2 
µ

g 
g-1

; d LD
 =

 0
,0

1 
µ

g 
g-1

; e 
va

lo
re

s 
ab

ai
xo

 d
o 

LD
 =

 0
,0

2 
µ

g 
g-1

; f va
lo

re
s 

ab
ai

xo
 d

o 
LD

 =
 0

,0
2 
µ

g 
g-1

;  

 



80 

 

5.3.3 Determinação de alumínio, cobre e manganês em amostras de chocolate 

micro emulsionadas por GF AAS. 

 

O chocolate é uma fonte extremamente rica de muitos elementos essenciais, 

embora possa conter possíveis elementos tóxicos. Entretanto, a predição correta da 

ingestão destes elementos tóxicos é uma tarefa muito complexa (BORCHERS et al., 

2000). Os dados disponíveis sobre o conteúdo de metais nos chocolate são 

freqüentemente antigos e incompletos e em muitos casos incertos devido à falta de 

descrição dos procedimentos analíticos (RIBEIRO et al., 2003).   

Neste estudo, o propósito foi determinar alguns metais traços (Al, Cu e Mn) 

em amostras de chocolate por GF AAS, usando emulsificação como procedimento 

de preparação de amostra e demonstrar a aplicabilidade de método para análise 

rotineira de chocolate.  

 

5.3.3.1 Desenvolvimento do método 

 

a) Determinação das condições analíticas 

 

Na determinação de Mn e Cu, para determinar as condições analíticas foram 

avaliadas as curvas de pirólise e atomização estabelecidas em estudo anterior. Para 

Mn optou-se por realizar as determinações sem o uso de modificador químico e para 

as determinações de Cu foi utilizado modificador químico composto por nitrato de 

paládio e magnesio. 

Para encontrar as melhores condições analíticas para Al foram contruídas 

curvas de pirólise e atomização com emulsões enriquecidas com padrões aquosos 

de Al (Figura 14). Foi analisada a influência dos modificadores químicos nitrato de 

paládio e nitrato de magnésio, sendo que o uso destes não influenciou nas 

determinações de Al. Foram escolhidas as temperaturas de 1300 ºC para pirólise e 

2600 ºC para atomização do analito. 
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FIGURA 14 - Curvas de pirólise e atomização para Al em emulsão. Temperatura de 
atomização para curva de pirólise: 2600 °C; temperatura de pirólise para curva de 
atomização: 1300 °C; volume dos modificadores Pd(NO3)2 = 3 µL e Mg(NO3)2 = 3 µL; 
Al = 1430 pg. 

 

As condições analíticas para as determinações para Al, Mn e Cu em amostras 

de chocolate microemulsionadas estão sumarizadas na Tabela 23, onde estão 

apresentados os modificadores químicos empregados e o programa de temperatura 

desenvolvido. Três passos garantiram secagem completa dos padrões e amostras 

emulsionados. 
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TABELA 23 – Condições analíticas para determinação de metais em amostras de 
chocolate por GFAAS 

 Al Mn Cu 

Comprimento de onda (nm) 309,3 279,5 324,8 

Modificador (µL) - - 
Pd (NO3)2 (5) 

Mg (NO3)2 (5) 

Programa de temperatura ºC (tempo da rampa (s), tempo de permanência (s)) 

Secagem 
90 (5, 20) 90 (5, 20) 90 (5, 20) 

Secagem 
105 (3, 20) 105 (3, 20) 105 (3, 20) 

Secagem 
110 (2, 10) 110 (2, 10) 120 (2, 10) 

Pirólise 
1300 (250, 10) 1400 (250, 10) 1000 (250, 10) 

Atomização 
2600 (1500, 3) 2400 (1500, 4) 2500 (1500, 4) 

Limpeza 
2700 (250, 4) 2600 (500, 4) 2700 (500, 4) 

 

 

b) Características de desempenho do método 

 

O método foi validado pela determinação das seguintes características 

operacionais: linearidade, precisão e limite de detecção. Além disso, a sensibilidade 

foi determinada pela massa característica (m0).   

Foram construídas três curvas de calibração para cada metal e foram usados 

os resultados obtidos para calcular a equação da reta usando regressão linear pelo 

método dos mínimos-quadrados. Os dados de linearidade avaliados por análise de 

variância (ANOVA) demonstraram uma regressão linear adequada  e nenhum desvio 

significativo da linearidade (P <0,05). Os dados da linearidade do método por GF 

AAS estão resumidos na Tabela 24 e, em todos os casos, o ajuste linear foi 
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considerado adequado para o propósito. A Tabela 24 também mostra a massa 

característica e o limite de detecção para os analitos. A massa característica, m0 

(pg), foi calculada da inclinação (b) da curva de calibração, usando a equação 

m0=0,0044×10/b para um volume de amostra de 10 µL. E o limite de detecção (LD, 

µg L-1), foi calculado da equação LD=3,3×Sa/b onde o Sa era o desvio padrão do 

intercepto da curva de calibração e b o declive da curva de calibração. 

 

TABELA 24 - Curvas de calibração e parâmetros de regressão para determinação 
de metal em amostras emulsionadas. 

Metal 
Linearidadea ANOVAa µ0 

(pg) 
LDb 

Faixab Equação da 
regressãoc 

R2 Regressão 
lineard 

Desvio da 
linearidadee 

Al 0-100 A=0,0018+0,0071 C 0,9988 686,91 0,21 49 3,5 

Mn 0 – 50 A=0,0094+0,0229 C 0,9977 198,66 0,11 9 2,4 

Cu 0 – 40 A=0,0066+0,0560 C 0,9958 232,06 0,25 13 2,4 

a Dados obtidos de três curvas de calibração; bµg L-1; cA=Absorvância e C (µg L-1) = 
concentração do elemento na solução padrão; dFtab= 4,75 (p=0,05); eFtab= 3,26 
(p=0,05) 

 

A exatidão do método foi verificada pela análise de materiais de referência 

certificados. Para Cu e Mn, usou-se o Baking Chocolate SRM 2384 e o Whole Egg 

Powder RM 8415 foi usado no caso do Al, pois nao há valor certificado no Baking 

Chocolate. Os valores obtidos foram 103%, 98% e 108% para o Al, Cu e Mn, 

respectivamente. O teste t de Studant foi empregado para comparar os valores 

obtidos com os valores certificados. Todos os valores de t calculados foram mais 

baixos que os valores de t tabelados (P <0,05), não indicando nenhuma diferença 

significativa entre as concentrações medidas e as certificadas. A Tabela 25 mostra 

os resultados da determinação dos metais nos MRCs comparando-os com os 

valores certificados. Além disso, um ensaio adicional de recuperação foi realizado 

pela adição de quantidades conhecidas de padrão inorgânico a todas as amostras 

emulsionadas. Os resultados de recuperação variaram de 88 a 108% e estão 
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mostrados na Tabela 26. Considerando as baixas quantidades adicionadas (de 25 a 

50 µg L-1), estes valores foram considerados satisfatórios. 

TABELA 25 - Determinação dos analitos em materiais de referência certificada. 

Elemento 
Concentrações µg g-1 

Recuperação 
(%) texp

e 

Valor certificadoa Valor encontradod 

Al 540 ± 86b 556 ± 27 103,0 ± 4,9 0,04 

Cu 23,2 ± 1,2c 22,8 ±1,4 98,3 ±1,4 0,05 

Mn 20,3 ± 1,3c 22,0 ±0,7 108,5 ±3,3 0,16 
a Limite de confiança 95% 
b Whole Egg Powder (RM 8415) 
cBaking chocolate (NIST SRM 2384) 

dMédia ± desvio padrão 
e ttab = 2,78 (p 0,05) 
 
 
TABELA 26 - Resultados de recuperação (% ±DP, n=3) dos analitos nas amostras 
adicionadas. 

Tipo de chocolate Ala Mnb Cub 

Branco 102,5  ± 13,4 94,3 ± 5,4 88,1 ± 1,0 

Ao leite 101,4 ± 7,8 100,2 ± 8,3 101,4 ± 5,6 

Preto 108,7 ± 4,1 106,0 ± 11,5 103,7 ± 5,1 

a 50 µg L-1 

b 25 µg L-1 

 

5.3.3.2 Aplicação em amostras reais 

 

Há poucos dados relativos ao conteúdo de metais em amostras de chocolate 

na literatura (SEPE et al, 2001; JALBANI et al, 2007; GÜLDAS, 2008). Os resultados 

obtidos para as amostras de chocolate analisadas estão mostrados na Tabela 27. As 

concentrações médias de Al, Cu e Mn obtidas para todas as amostras examinadas 

foi 27,6 ±18,6 mg kg-1, 3,6 ±3,8 mg kg-1 e 6,3 ±4,6 mg kg-1, respectivamente. A 
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ampla dispersão entre os dados é devido aos diferentes conteúdos dos metais entre 

as amostras de chocolate branco, ao leite e pretos; sendo que para os três 

elementos, os valores foram diretamente correlacionados ao percentual de cacau. 

Os valores de Al são mais altos dos achados por SEPE et al. (2001) (9,2 ±7,5 mg kg-

1), porém estão próximos aos valores descritos por JALBANI et al. (2007) que 

encontraram 69,3 ±30,5 mg kg-1 para chocolate baseado em cacau e 24,3 ±5,0 mg 

kg-1 para chocolate baseado em leite. A média de Cu nas nos chocolates analisados 

estava próximo dos valores encontrados por Güldas (2008) que variaram de 9,2 a 

10,6 mg kg-1. Não há dados na literatura consultada para Mn em amostras de 

chocolate. 
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TABELA 27 – Níveis de concentração dos elementos (µg g-1± SD, n=3) em amostras 
de chocolate. 

n.i.: não informado 
LD: Limite de Detecção 

 

Do ponto de vista toxicológico, podem ser feitas algumas considerações: 

alumínio é um elemento não-essencial, ao qual os humanos são freqüentemente 

expostos e esta exposição pode ocorrer via oral por todos os tipos de alimentos. O 

corpo humano saudável tem barreiras efetivas para reduzir a absorção sistêmica do 

alumínio ingerido e este pode ser considerado inofensivo. Porém, a exposição ao Al 

tem sido implicada em várias patologias humanas, incluindo encefalopatia/demência 

dialítica, doença de Parkinson e a doença de Alzheimer (FAO/WHO, 1989). O 

Tipo de  
Chocolate   

Marca Teor de 
cacau % 

Al Mn Cu 

Branco 1 n.i. 20,90 ± 3,88 2,09 ± 0,26 0,17 ± 0,04 

 2 n.i. 10,58 ± 1,20 2,71 ± 0,23 0,07 ± 0,03 

 3 27 11,05 ± 0,79 1,73 ± 0,10  < LD 

 4 n.i. 14,09 ± 1,34 0,83 ± 0,05 < LD  

 5 n.i. 20,96 ± 3,19 1,31 ± 0,18 < LD  

Ao leite 6 n.i. 22,57 ± 3,34 4,37 ± 0,26 2,31 ± 0,14 

 7 n.i. 22,74 ± 2,96 4,38 ± 0,26 2,06 ± 0,30 

 8 32 17,14 ± 2,27 5,19 ± 0,23 1,84 ± 0,01 

 9 n.i. 19,85 ± 1,31 3,57 ± 0,25 1,53 ± 0,03 

 10 n.i. 22,69 ± 2,38 4,76 ± 0,19 1,82 ± 0,18 

Preto 11 n.i. 30,17 ± 1,14 8,10 ± 0,19 4,42 ± 0,15 

 12 n.i. 32,96 ± 3,91 10,17 ± 0,44 7,11 ± 0,06 

 13 43 27,61 ± 1,42 8,42 ± 0,21 7,74 ± 0,27 

 14 n.i. 42,30 ± 2,42 9,74 ± 1,06 4,26 ± 0,10 

 15 n.i. 27,23 ± 3,74 8,55 ± 0,40 5,58 ± 0,13 

 16 50 34,22 ± 5,06 13,35 ± 0,97 9,72 ± 0,66 

 17 70 92,14 ± 4,55 17,33 ± 0,28 12,38 ± 0,84 
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WHO/FAO - Expert Committee on Food Additives estabeleceu uma ingestão diária 

tolerável de 1 mg kg-1 de peso corporal, e que dá uma entrada diária tolerável de 70 

mg para um adulto com 70 kg. A quantidade Al resultante do consumo dos 

chocolates estudados aqui não representa perigo para uma população saudável. Até 

mesmo em chocolates escuros, onde as quantidades são mais altas, ela representa 

somente cerca de 3% da ingestão tolerável para um adulto saudável. 

Cobre é um elemento essencial para humanos e é amplamente distribuído 

nos tecidos biológicos. Enzimas de cobre estão envolvidas em uma variedade de 

reações metabólicas, como na utilização de oxigênio durante respiração celular e na 

utilização de energia. Entretanto, como para todos os elementos essenciais, 

quantidades excessivas podem causar problemas sérios de saúde. Sua presença 

em chocolates é devida aos compostos de cobre utilizados no plantio do cacau 

como praguicida (SILVA et al., 2006). A Ingestão Diária Recomendada (IDR) para 

homens e mulheres adultos são 900 µg/dia. Os chocolates analisados contêm níveis 

de 0,07 a 12,4 µg g-1 de Cu, para chocolate branco e preto, respectivamente. Um 

chocolate preto com 70% de licor de cacau pode prover 35% da IDR de cobre por 

porção (25 g) (IOM, 2000). 

Manganês é envolvido na formação dos ossos e no metabolismo de 

aminoácidos, lipídios e carboidratos. Não há dados suficientes para fixar uma 

Estimativa da Quantidade Requerida (EQR) para o manganês, mas uma Ingestão 

Adequada (IA) para um adulto é de aproximadamente, 2,0 mg/dia e uma Ingestão 

Superior Tolerável (IST) de 11 mg/dia pode ser considerada (IOM, 2000). Nas 

amostras analisadas, as quantidades de Mn variaram de 0,8 a 17,3 µg g-1 e os níveis 

mais altos foram nos chocolates pretos. Em uma porção de 25 g de chocolate preto 

há uma quantidade substancialmente maior de manganês (0,4 mg) do que no 

chocolate branco (0,02 mg). Um chocolate preto pode prover 22% da IA para um 

adulto saudável (IOM, 2000).   
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5.4 Considerações finais 

A análise de alimentos é uma área que está em constante evolução, 

expansão dada sua importância sobre a saúde humana. O conhecimento do perfil 

nutricional e toxicológico dos alimentos, bem como, se eles estão respondendo às 

exigências das leis vigentes, é de suma importância. 

Alguns metais, em níveis de concentração adequados, são indispensáveis a 

diversos processos metabólicos. Entretanto, quando em excesso, estes mesmos 

metais podem provocar sérios problemas à saúde. Portanto, há uma necessidade de 

se ter métodos confiáveis de determinação de traços de metais em alimentos.  

Além do custo, o desenvolvimento e validação de um método analítico 

demandam tempo e dedicação. Disponibilizar métodos já validados e com 

problemas contornados, como a alta concentração lipídica de amostras, é de grande 

valia para o campo das análises químicas, além de contribuir para a pesquisa 

acadêmica. 

Quanto ao método de análise, a sua escolha é um passo muito importante, 

pois o alimento é, geralmente, uma amostra muito complexa, em que os vários 

componentes da matriz podem estar interferindo entre si. Esta escolha depende 

essencialmente do analito e do produto a ser analisado. A AAS mostrou-se uma 

técnica robusta e versátil, permitindo realizar todas as análises pretendidas com boa 

precisão e exatidão. 

Sistemas emulsionados têm sido utilizados no preparo de amostras para 

análises espectrométricas e, frente ao fato da alta fração lipídica presente em alguns 

alimentos, a aplicação destes sistemas mostrou ser uma alternativa eficaz e com 

grandes perspectivas para contornar esta questão. Contudo, o grande desafio 

quando se trata da aplicação de emulsões em análises químicas é que sua 

estabilidade que deve ser adequada o suficiente para permitir a análise. O modo de 

preparo é um dos maiores responsáveis por se conseguir uma boa estabilidade. 

Sabe-se que é muito raro obter uma emulsão de maneira espontânea, ao contrário 

disso, deve ser fornecida energia ao sistema na forma de calor e agitação.  Além 

disso, reagentes como ácido nítrico, que é comumente usado para a destruição da 

matriz orgânica no preparo de amostras para análises de metais, pode agir sobre a 

estrutura micelar formada pelos tensoativos, desestruturando-as.  
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Analisando trabalhos publicados que aplicam sistemas emulsionados para o 

preparo de amostras para determinações espectrométricas percebe-se que a 

maioria faz uso de ácido nítrico na decomposição da amostras e a aplicação de calor 

ao sistema é rara. Estes fatos, aliados a, por exemplo, a escolha inadequada do 

tensoativo pode levar a sistemas com baixa estabilidade. 

As emulsões consistem de sistemas inerentemente instáveis (AULTON, 2005) 

e alcançar a estabilidade de um sistema formado por duas fases imiscíveis demanda 

certa habilidade e experiência do formulador. Neste trabalho este objetivo foi 

perfeitamente alcançado as emulsões finais apresentaram-se como um líquido 

branco leitoso com aspecto homogêneo, com baixa viscosidade, longa estabilidade 

e não ocorreu coalescência. 

Diferentemente das emulsões, as microemulsões podem ser definidas como 

sistemas termodinamicamente estáveis, isotrópicos, oticamente transparentes, de 

baixa viscosidade e formando um sistema micro-heterogêneo, apesar de 

visualmente homogêneo. As microemulsões de margarina e de chocolate 

mostraram-se aparentemente como uma “solução” límpida e homogênea sem 

apresentar gotículas de óleo suspensa. 

Para finalizar podemos estabelecer que para determinar as condições ideais 

para a aplicação de sistemas emulsionados devem ser reunidas informações 

fundamentalmente do tipo de amostra, da quantidade de amostra a ser emulsionada, 

do tipo do tensoativo escolhido e da quantidade do tensoativo. 

O emprego de sistemas organizados por tensoativos como emulsões e 

microemulsões no preparo de amostra mostrou-se uma alternativa promissora e 

versátil, mostrando-se capaz de ser aplicada nas mais diversas amostras e para 

medir diversos elementos por AAS. Todavia, sua aplicação requer conhecimento a 

cerca do comportamento destes sistemas. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Emulsões de amostras com elevado teor lipídico contendo apenas tensoativo 

e água foram satisfatoriamente preparadas para a determinação de metais 

essenciais e não essenciais em diversas matrizes. As emulsões se mostraram 

estáveis por longos períodos de tempo. Com exceção das medidas de Se em ovos 

por GF AAS em que o padrão foi preparado na própria emulsão, para todos os 

outros sistemas, as emulsões permitiram o uso de padrões aquosos para calibração, 

além de determinações por AAS livres de interferências, com as condições 

otimizadas. 
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