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RESUMO

Titulo: Microextragao liquido-liquido dispersiva em fase reversa combinada com

HR-CS GF AAS para a determinagao de cromo em hidratante labial

Autora: Enilin de Mendonga de Azevedo
Orientador: Prof. Dr. Bruno Meira Soares

Neste estudo, foi desenvolvido, pela primeira vez, um método analitico
empregando a microextracao liquido-liquido dispersiva em fase reversa (RP-DLLME)
para a extragdo e pré-concentragdo de cromo em hidratante labial para posterior
determinacao por espectrometria de absorgcdo atbmica de alta resolugdo com fonte
continua com atomizagao por forno de grafite (HR-CS GF AAS). Os principais
parametros da RP-DLLME foram investigados e as condi¢gbes selecionadas foram
hexano (4 mL) como solvente de solubilizagdo das amostras, aquecimento da amostra
em banho-maria a 85 °C, n-propanol como solvente dispersor e HNO3 1% (v/v) como
solvente extrator, na propor¢édo 90:10 (% v/v), agitagdo em vortex por 10 s e
centrifugacéo a 4000 rpm por 5 min. As temperaturas de pirélise e atomizagdo também
foram cuidadosamente avaliadas e as condi¢cdes selecionadas foram 1400 e 2300 °C,
respectivamente, na presenga de Pd 1000 mg L', como modificador quimico. O
método se mostrou linear entre 3,7 e 20 ug L' (curva de calibragédo externa) e os
valores de LOD e LOQ foram 11 e 37 ng g, respectivamente, com um fator de
enriquecimento de 6,01. A exatidao foi avaliada a partir da comparacao dos resultados
com os obtidos pelo método de referéncia empregando a extragao induzida por quebra
de emulsdo (EIEB) com posterior determinagcdo por HR-CS GF AAS. As
concordancias estiveram entre 90 e 120%, com RSDs inferiores a 14%. As
concentragdes nas amostras avaliadas estiveram entre 66 e 372 ng g'. A aplicagéo
da métrica AGREE revelou um score de 0,55, evidenciando que o método proposto
se encontra alinhado com boa parte dos principios da Quimica Analitica Verde (GAC).
Portanto, o método proposto mostrou-se eficiente para a determinacdo de cromo em
hidratantes labiais, oferecendo vantagens como rapidez, simplicidade, baixo custo,
miniaturizagdo, redugéo na geracgéao de residuos e seguranga ao operador.

Palavras-chave: RP-DLLME, HR-CS GF AAS, hidratante labial e cromo.
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ABSTRACT

Title: Reverse phase-dispersive liquid-liquid microextraction combined with HR-
CS GF AAS for the determination of chromium in lip balm

Author: Enilin de Mendong¢a de Azevedo
Advisor: Prof. Dr. Bruno Meira Soares

In this study, an analytical method employing dispersive liquid-liquid microextraction in
reverse phase (RP-DLLME) for the extraction and preconcentration of chromium in lip
balm was developed for the first time, followed by determination using high-resolution
continuum source graphite furnace atomic absorption spectrometry (HR-CS GF AAS).
The main parameters of RP-DLLME were investigated, and the selected conditions
were hexane (4 mL) as the sample solubilization solvent, heating the sample in a water
bath at 85 °C, n-propanol as the disperser solvent, and 1% HNO3 (v/v) as the extraction
solvent, in a 90:10 ratio (% v/v), vortex stirring for 10 s, and centrifugation at 4000 rpm
for 5 min. The pyrolysis and atomization temperatures were also carefully evaluated,
and the selected conditions were 1400 and 2300 °C, respectively, in the presence of
Pd 1000 mg L' as a chemical modifier. The method showed linearity between 3.7 and
20 pg L™ (external calibration curve), and the LOD and LOQ values were 11 and 37
ng g, respectively, with an enrichment factor of 6.01. Accuracy was assessed by
comparing the results with those obtained using the reference method, employing
extraction induced by emulsion breaking (EIEB) followed by HR-CS GF AAS
determination. The agreements were between 90 and 120%, with RSDs below 14%.
The concentrations in the evaluated samples ranged from 66 to 372 ng g'. The
application of the AGREE metric revealed a score of 0.55, indicating that the proposed
method aligns well with most of the Green Analytical Chemistry (GAC) principles.
Therefore, the proposed method proved to be efficient for the determination of
chromium in lip balms, offering advantages such as speed, simplicity, low cost,

miniaturization, waste reduction, and operator safety.

Keywords: RP-DLLME, HR-CS GF AAS, lip balm, and chromium.
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1. INTRODUGAO

Os cosméticos sdo produtos para uso externo, destinados a protecdo ou
embelezamento das diferentes partes do corpo, sendo amplamente consumidos por
distintas classes sociais, por homens e mulheres. Os cosméticos sdo preparacoes
constituidas por substancias naturais ou sintéticas com diferentes composicoes,
sendo utilizados em diversas partes do corpo humano e classificados conforme o grau
de risco a saude (ANVISA, 2005; DRAELOS, 2001).

Os cosmeéticos utilizados na boca podem conter em sua composi¢ao elementos
potencialmente toxicos, como Cd, Cr, Ni, Pb e Sb, os quais fazem parte dos pigmentos
utilizados para adicionar cor ao produto ou na forma dos seus proprios 6xidos. O uso
diario desses cosméticos pode expor os consumidores a problemas de pele
localizados e efeitos sistémicos causados por contato dérmico ou absorcéo oral de
alguns elementos quimicos (MESKO et al., 2020). Por serem utilizados proximos aos
olhos e diretamente nos labios, ha a possibilidade de absor¢do e ingestdo desses
elementos, 0 que pode ocasionar danos a saude. Portanto, a determinacdo de
elementos tdéxicos em cosméticos labiais € um desafio analitico devido a
complexidade e a diversidade das matrizes, pois podem conter éxidos insoluveis e
refratarios na sua composi¢cao (MESKO et al., 2020).

Elementos potencialmente toxicos geralmente estdo presentes em baixas
concentragdes nas amostras (na ordem de ug L' ou ug kg'). Entre as técnicas
analiticas mais empregadas para a determinagdo elementar em cosméticos
destacam-se a espectrometria de absorgdo atdbmica com chama (F AAS, do inglés
flame atomic absorption spectrometry) e a espectrometria de absorgéo atémica com
forno de grafite (GF AAS do inglés, graphite furnace atomic absorption spectrometry),
as quais sao técnicas bastante eficientes quando o objetivo € a determinacéo
elementar. Entretanto, apresentam como principal desvantagem a capacidade
monoelementar. A espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES, do inglés inductively couped plasma optiacal emission
spectrometry) e a espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-
MS, do inglés inductively coupled plasma-mass spectrometry) s&o técnicas
multielementares, pois permitem a determinagao simultanea de diversos elementos
na mesma analise, porém apresentam elevado custo de aquisicdo dos equipamentos,

assim como de manutenc¢ao (MESKO et al., 2020).



Como alternativa, a técnica de espectrometria de absor¢cao atbmica de alta
resolucdo com fonte continua (HR-CS AAS, do inglés high resolution-continuum
source atomic absorption spectrometry) tem ganhado destaque, pois permite a
determinacdo de metais e ndo metais em diversos tipos de amostras, incluindo os
cosmeéticos, além do monitoramento e controle de interferéncias espectrais, analise
direta de amostras sélidas e a possibilidade de determinagao simultdnea de 2 ou mais
elementos (desde que as suas linhas de absorgdo estejam na mesma janela
espectral) empregando a atomizagcdo em forno de grafite e determinagédo sequencial
de 2 ou mais elementos empregando a atomizagao por chama (BORGES et al., 2005;
WELZ, 2003).

O preparo de amostras € primordial em um método analitico para que as
amostras possam ser introduzidas nos instrumentos com o minimo de interferéncias
causadas pela matriz. Para realizar a analise da amostra, € necessario converté-la em
uma forma compativel com o sistema de introdu¢édo de amostras do instrumento, a fim
de permitir uma calibragcédo simples e efetiva. Frequentemente, essa etapa é a mais
laboriosa, além de ser a principal fonte de erros em uma analise quimica (KRUG,
2019). Na analise de cosméticos visando a determinacdo elementar, diferentes
métodos de preparo de amostras tém sido reportados na literatura, como a
decomposicéo por via umida com aquecimento convencional (em sistema aberto) e a
digestao assistida por micro-ondas (MAD). Na decomposi¢&o por via umida, existe a
possibilidade de contaminacdo e perda de elementos por volatilizagcdo, além de
consumir bastante tempo durante a etapa de preparo. J& o emprego da MAD
apresenta menor consumo de acidos, ndo ha perda de analitos (sistema fechado),
reducdo da contaminagdo e menor geragao de residuos. Entretanto, a aquisicao de
um forno micro-ondas pode ser considerada inviavel para muitos laboratorios, devido
ao seu alto custo (KRUG, 2019).

Portanto, é importante que sejam desenvolvidos métodos analiticos
alternativos capazes de realizar uma correta avaliagdo dos teores destes metais em
cosmeéticos, visando um controle de qualidade mais simples e eficiente, com métodos
menos Morosos € que minimizem o consumo de reagentes e a geragao de residuos
(GALUSZKA, MIGASZEWSKI E NAMIESNIK, 2013). Como alternativa, a
microextracdo liquido-liquido dispersiva em fase reversa (RP-DLLME, do inglés
reverse phase-dispersive liquid-liquid microextraction) consiste na extragdo dos

analitos por particdo em um sistema ternario de solventes, consistindo em uma fase



lipofilica (amostra), uma fase aquosa (solvente extrator) e um solvente dispersor que
deve ser miscivel em ambas as fases. O procedimento permite tanto a extragdo como
a pré-concentragao dos analitos (GODOY-CABALLERO et al., 2013). A RP-DLLME é
uma derivagdo da microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME, do inglés
dispersive liquid-liquid microextraction), diferenciando-se apenas pela polaridade da
amostra e do solvente extrator, pois na DLLME a amostra é aquosa e o solvente
extrator uma substancia apolar. No entanto, até o momento, existem poucos estudos
na literatura que investigaram a RP-DLLME como método de preparo de amostras
tanto para a extracdo de analitos orgénicos como inorganicos e, até o momento, foi
encontrado na literatura apenas um estudo investigando a RP-DLLME para a
determinacdo de Cd e Pb em cosméticos utilizados na regidao da boca (batom e
cremes) (SOROURADDIN et al., 2022). Portanto, este trabalho visa, de forma inédita,
o desenvolvimento de um método analitico empregando a RP-DLLME e a
espectrometria de absorcdo atdbmica de alta resolugdo com fonte continua com
atomizagao em forno de grafite (HR-CS GF AAS, do inglés high resolution-continuum
source grafite furnace atomic absorption spectrometry) para determinagéo de Cr em

hidratante labial.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e otimizar uma metodologia analitica baseada na microextragao
liquido-liquido dispersiva em fase reversa (RP-DLLME), combinada com
espectrometria de absorgdo atdbmica de alta resolugdo (HR-CS GF AAS), para a
determinacdo precisa e eficiente de cromo em amostras de hidratante labial,
assegurando a conformidade com os regulamentos sanitarios e minimizando o

impacto ambiental do processo.

2.2 Objetivos especificos

- Investigar a influéncia de diferentes solventes extratores e dispersores (como
hexano, tolueno, n-propanol, entre outros) na eficiéncia da extracdo do cromo
utilizando RP-DLLME.

- Avaliar o efeito de parametros operacionais, como volume de solvente, temperatura
de aquecimento, e tempo de agitagéo, para otimizar o rendimento da extragéo e pré-
concentracao de cromo.

- Determinar as condigdes ideais de pirdlise e atomizagéo (temperatura e tempo) no
forno de grafite durante a quantificacédo de cromo por HR-CS GF AAS.

- Validar a metodologia desenvolvida com base em parametros de mérito como fator
de enriquecimento, limites de detecgdo e quantificagdo, exatiddo e precisdo dos
resultados.

- Comparar os resultados obtidos pela técnica RP-DLLME/HR-CS GF AAS com os
obtidos por métodos convencionais, como ICP-MS, para avaliagdo de desempenho e
conformidade com normas regulatérias (ANVISA).

- Investigar o uso de modificadores quimicos para eliminar interferéncias na
volatilizacdo dos analitos durante o processo de atomizacéao.

- Avaliar o carater verde da metodologia desenvolvida, com foco na minimizagédo de
residuos téxicos e no uso de menores volumes de solventes, alinhando-se aos

principios da Quimica Analitica Verde.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cosméticos labiais

A utilizagcdo de produtos cosméticos € muito antiga, antecede a invengao da
escrita e visa realgar a beleza, sendo as primeiras evidéncias encontradas no Egito
(GAO et al., 2015). E uma pratica que sempre fez parte da vida humana, desde a pré-
histéria até os dias de hoje (KUMAR, 2005). Ao longo do século XIX, principalmente
no periodo pds-guerra, iniciou-se a produgao em larga escala de produtos cosméticos
(ANGONESE, 2010). Segundo a Associagdo Brasileira da Industria de Higiene
Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), a industria de cosméticos é
extremamente importante para a economia de grande parte dos paises, dentre os
quais inclui o Brasil. Em janeiro de 2024, o Brasil foi 0 4° maior consumidor do mundo
de Produtos de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosmeéticos (HPPC) e o 2° lugar no
ranking global de paises que mais langam cosmeéticos anualmente (ABIHPEC, 2024).

Os cosméticos, incluindo os cosméticos labiais, sao classificados pela ANVISA
de acordo com o grau de risco em duas categorias principais, conforme estabelecido
pela Resolugdo RDC n° 7, de 10 de fevereiro de 2015. Os produtos de grau 1 sdo
aqueles com propriedades basicas, que nao requerem comprovacao de eficacia e
possuem menor risco associado ao seu uso, como batons e brilhos labiais comuns.
Ja os produtos de grau 2, possuem indica¢des especificas e exigem comprovagéo de
seguranca e eficacia, devido ao maior potencial de risco em caso de uso inadequado,
como protetores labiais com filtro solar ou produtos com ingredientes ativos. Essa
classificagao é essencial para determinar os requisitos regulatorios e as exigéncias de

documentagédo para o registro desses produtos no Brasil (ANVISA, 2015).

3.1.1 Hidratante labial

Os hidratantes labiais sdo produtos cosmeéticos desenvolvidos e formulados
especificamente para fornecer hidratacdo e protecdo aos labios, uma area da pele
particularmente sensivel a condigbes adversas. Os hidratantes labiais atuam na
diminuigdo do ressecamento, rachaduras e desconforto labial, proporcionando uma
aparéncia suave e saudavel. A composi¢cao pode variar para atender a diferentes

necessidades, incluindo a adi¢do de antioxidantes, vitaminas, e até mesmo protetor



solar. Esses produtos desempenham um papel essencial nos cuidados com a pele,
promovendo labios macios, hidratados e protegidos (FERNANDES et al., 2013;
VASCONCELOQOS, 2022). Na Tabela 1, estdo apresentados os ingredientes basicos de
um hidratante labial.

Tabela 1 - Ingredientes basicos do hidratante labial com cor.

Insumos Funcao Concentragéao (%)

] Untuosidade, fluidez, molhabilidade,
Oleos brilho, espalhabilidade e facilita a 20-80
aplicagao - Emolientes

Manteiga Suavidade e aderéncia - Emolientes 5-15
Brilho e consisténcia - Agente de
Cera consisténcia 2-30
Antloxmlante © Conservacgao e estabilidade 0,5-2
protecdo UV

Cofa”te’ Conferir cor desejada a formulagéo,

flavorizante e 0-10
ativos* mascarar o odor da base e outros.

Fonte: Adaptado de Vasconcelos (2022), Fernandes et al. (2013) e Mesko et al. (2020).

*A faixa de concentragao de cada formulagao é variavel para cada tipo de hidratante labial.

Os hidratantes labiais e batons sao formulagdes tépicas para aplicagao labial
que compartilham semelhancas em termos de forma e caracteristicas, como sabor
agradavel, resisténcia a variagbes de temperatura, inocuidade, suavidade na
aplicacao, aderéncia e facil remog¢ao (FERNANDES et al., 2013). No entanto, existem
diferencas entre eles, especialmente em termos de funcionalidade, desde que
enquanto o batom é usado para colorir os labios, o hidratante labial ou lipbalm tem
finalidade de reduzir o ressecamento, perda de agua dos labios, mantendo a sua
hidratagéo e protegendo-os de fatores ambientais adversos. Outra diferenca € que as
formulagbes de batom geralmente apresentam um maior numero de insumos em
comparagao com os hidratantes labiais. Na formulagdo de hidratantes labiais, é
necessario equilibrar adequadamente as concentragdes dos principais insumos, como
oleos, ceras, manteigas e pigmentos, de modo a atingir propriedades desejadas. Uma
maior propor¢gdo de ceras e pigmentos, confere maior durabilidade ao produto,
enquanto a redugdo dessas substancias resulta em uma textura mais suave. O

hidratante labial deve proporcionar uma aplicacdo suave, evitando fricgdo e



ressecamento. Além disso, o contato com a formulagdo deve formar uma camada
homogénea e protetora sobre a mucosa labial, oferecendo barreira eficaz contra
fatores ambientais adversos, como radiagédo UV, desidratagao e poluicdo. (GOUVEA,
2007; Kadu et al; 2013; FERNANDES et al., 2013).

As matérias-primas utilizadas em produtos cosméticos sdo, normalmente,
inofensivas para a saude. Entretanto, algumas categorias possuem em sua
composi¢cdo elementos metalicos, sendo estes empregados para o bloqueio da
radiagdo UV, classificadas como grau 2, além de conferir cor aos produtos, como no
caso dos pigmentos inorganicos (ANVISA, 2022; LEE et al., 2010). Os corantes e
pigmentos sao os principais responsaveis pela presenga de elementos metalicos em
cosmeéticos. Os pigmentos inorganicos podem conter 6xidos metalicos, como o 6xido
de ferro, didéxido de titanio, p6 de cobre, 6xido ou hidrato de cromo, entre outros. Além
de diversas cores, ha também uma grande variedade de aparéncia da superficie do

cosmeético.

3.1.2 Metais em cosméticos

O monitoramento de metais em cosméticos labiais € crucial para garantir a
seguranga e conformidade regulatéria dos produtos cosméticos, devido a possivel
presenca de elementos potencialmente toxicos em produtos destinados ao cuidado
da pele e beleza. Elementos como Cd, Cr e Pb podem estar presentes em batons e
outros cosmeéticos labiais representando riscos a saude humana (MATOS, 2014;
IWEGBUE et al., 2016). A presenca de elementos toxicos em cosméticos depende da
matéria-prima utilizada, tanto no processo de formulagcédo, quanto na fabricagdo. Os
elementos considerados potencialmente téxicos, quando absorvidos pelo corpo
humano, podem afetar processos bioquimicos especificos e limitar as funcdes de
certas enzimas (KONIECKI et al., 2011; VOLPE et al., 2012; BOCCA et al., 2014;
PINTO et al., 2018).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece que os
componentes utilizados nas formulagdes de cosméticos para a area dos labios devem
atender as especificagbes de identidade e pureza rigorosas. Apenas corantes
inorganicos insoluveis em agua sao permitidos. No que se refere aos corantes
organicos, a Resolugdo RDC n° 529, de 04 de agosto de 2021, proibe a presencga de
qualquer concentragao dos elementos quimicos considerados téxicos para humanos,
como As, Be, Cd, Cr, Sb, Te e Ta (ANVISA, 2021). Aléem disso, a RDC n° 628, de 10



de margo de 2022, regulamenta a utilizagdo de corantes, estipulando que as
impurezas nao devem ultrapassar limites especificos: 3 ppm para As, 20 ppm para Pb
e 100 ppm para Cromo e outros metais “pesados” (ANVISA, 2022).

3.1.3 Cromo em cosmeéticos

O cromo é um elemento quimico que pode existir em diferentes valéncias,
sendo as mais comuns o cromo trivalente, Cr (lll), e o cromo hexavalente, Cr (VI). O
estado de oxidagédo do Cr pode ter distintas implicagdes na toxicologia do elemento.
A espécie Cr (VI) possui propriedades téxicas e carcinogénicas comprovadas, ja a
espécie Cr (lIl) é essencial para a manuteng¢ao da taxa normal de glicose no organismo
humano. A presenga de cromo em cosméticos labiais pode ocorrer como resultado da
contaminagao durante a fabricagdo ou através de pigmentos utilizados nos produtos.
A exposicao diaria e repetida a produtos labiais contendo Cr pode levar a efeitos
adversos a saude, incluindo irritagdo cuténea, alergias e até mesmo o aumento do
risco de desenvolvimento de cancer (LIU et al., 2013; MATOS, 2014; MESKO, et al.,
2020; ABED et al., 2024).

A determinagcdo de Cr em cosméticos labiais € crucial para garantir a
conformidade com os padrbes de seguranga regulatorios. No Brasil, a ANVISA
estabelece limites permitidos para a presenga de Cr em cosméticos. A analise
contribui para a protegdo dos consumidores, garantindo que os produtos de beleza
nao representem riscos para a saude quando usados conforme as instrugdes. Além
disso, a pesquisa continua sobre a presenga de cromo em cosmeticos auxilia na
melhoria das praticas de fabricagdo e na formulagdo de produtos mais seguros e
saudaveis para os consumidores (IWEGBUE et al., 2016; MESKO et al., 2020).

3.2 Determinacgao elementar em cosméticos labiais

3.2.1 Técnicas analiticas de determinagao

Dentre as técnicas analiticas mais empregadas para a determinagéo elementar
em cosméticos destacam-se a F AAS, GF AAS, ICP OES, ICP-MS, cromatografia de
ions (IC, do inglés ion chromatography), a espectroscopia de emissao optica induzida
por laser (LIBS, do inglés laser-induced breakdown spectroscopy), a espectrometria
de massa com plasma indutivamente acoplado com ablasdo por laser (LA-ICP-MS,

do inglés laser ablation inductively coupled plasma mass spectrometry), a



espectrometria de difragao de raios X (XRD, do inglés X-ray diffration spectrometry) e
a espectrometria de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDXRF, do inglés
energy dispersive X-ray fluorescence) (MESKO et al., 2020). As técnicas baseadas na
espectrometria de absorcdo atbmica sao as mais populares para a determinagao
elementar em cosméticos. No entanto, a técnica de F AAS possui menor sensibilidade
quando comparada com a GF AAS. As técnicas de ICP OES e ICP-MS destacam-se
pela sua capacidade multielementar, mas utilizam de equipamentos de custo
relativamente elevado. Ja as técnicas de LIBS e LA-ICP-MS permitem analises
diretas, as quais sdo promissoras e vantajosas. Entretanto, a escassez de material de
referéncia certificado com composi¢cao semelhante a matriz das amostras e a falta de
solucdes de referéncia adequadas para a construcdo de curvas de calibragao,
dificultam as analises quantitativas.

A HR-CS AAS ¢é uma evolucdo da espectrometria de absor¢cao atdbmica com
fonte de linhas (LS-AAS, do inglés line source-atomic absorption spectrometry). Os
instrumentos possuem um monocromador duplo de alta resolugdo, o qual é
constituido por dois elementos dispersores em série, um prisma e uma rede de
difracdo do tipo Echelle, com resolugao de 2 pm por pixel em 200 nm. As principais
vantagens do uso da fonte continua unica de radiacdo estdo associadas a
possibilidade de determinar mais de 67 elementos sem a troca de ldampada, baixos
LDs, uso de sistema de feixe duplo simultdneo capaz de corrigir flutuagdées de
intensidade da lampada e na transmissdo de radiagdo, sem prejuizo para a
razao sinal/ruido do equipamento. Além disso, o equipamento de HR-CS AAS permite
a analise direta de amostras solidas (BORGES et al., 2005; WELZ et al., 2003). No
entanto, a maioria das técnicas analiticas empregadas para a analise de cosméticos
visando a determinagédo elementar exigem que as amostras sejam introduzidas nos
instrumentos na forma de solugdo. Portanto, é de fundamental importancia o
desenvolvimento de métodos de preparo de amostras que sejam capazes de isolar os

analitos e minimizar a presenca de interferéncias na etapa de determinacgao.

3.2.2 Métodos de preparo de amostra

O preparo de amostra € uma etapa critica de qualquer método analitico. O
conhecimento prévio das propriedades da matriz e do analito permite escolher o
meétodo de preparo de amostra mais adequado. A analise elementar da maioria das

matrizes orgéanicas e inorganicas requer a dissolug¢ao parcial ou total da amostra antes
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da etapa de determinagéo instrumental. Nas amostras de cosmeéticos, uma das
limitacbes para a determinagdo elementar € a complexidade da matriz, pois as
amostras contém um elevado teor orgéanico e a presenga dos elementos na forma de
oxidos. Portanto, o emprego de um eficiente preparo de amostra € fundamental para
determinar concentragbes em niveis traco dos analitos em amostras cosméticas
(KRUG, 2019; SOROURADDIN et al., 2022). Na Figura 1, estdo apresentados os
métodos de preparo de amostra comumente empregados para a determinagao
elementar em cosméticos labiais e encontrados na literatura. Foram utilizadas as
bases de dados "Google Scholar" e "Periddicos da CAPES" entre os anos de 2010 e

2023 com as palavras-chave "hidratante labial", "metais", “preparo de amostra” e

"cosmeéticos labiais".

Figura 1 - Métodos de preparo de amostra empregados na determinagédo elementar

em cosmeéticos labiais.
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umida convencional por micro-ondas (MAD)

Os métodos de preparo de amostra mais empregados em amostras de
cosmeéticos utilizados na regido dos labios para posterior determinagdo elementar
envolvem predominantemente a decomposi¢ao acida por via umida com aquecimento
em blocos digestores ou assistidos por radiagdo micro-ondas (VOLPE et al., 2012;
MESKO et al., 2020). Além destes, a decomposig¢ao por via seca (em forno mufla), a
combusté&o iniciada por micro-ondas (MIC), as dissolugdes alcalinas, a formacéo de
emulsdo e a extracdo da fragdo organica também tém sido reportadas na literatura
(MESKO et al., 2020).
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A decomposicao por via umida com aquecimento convencional compreende
58% das publicacdes encontradas na literatura e consiste no aquecimento da amostra
na presencga de acidos inorganicos concentrados como o HNO3, HCI, H2SO4, HCIO4,
HF ou utilizando também H20> como auxiliar de oxidagdo. O aquecimento pode ser
feito em chapas de aquecimento ou blocos digestores em frascos abertos (a forma
mais comum) ou fechados, em que as amostras organicas oxidadas e os elementos
sdo solubilizados na solugdo acida na forma inorgénica, sendo compativel com
diversas técnicas analiticas de determinagao (IWEGBUE et al., 2016; MESKO et al.,
2017). Como desvantagens das decomposicbes com aquecimento convencional,
podem ser citados o alto consumo de reagentes, elevado tempo de analise, risco de
contaminagao e perdas de analito por volatilizagao.

Ja a decomposicéo assistida por micro-ondas (MAD) compreende 30% das
publicacdes e € um meétodo de preparo de amostra bem consolidado, o qual consiste
na utilizagdo de acidos inorganicos (geralmente concentrados) na presenga da
radiagdo micro-ondas, uma radiagdo eletromagnética n&o-ionizante que provoca a
agitacdo das espécies em solugéo através de dois mecanismos, a migragao iénica
e/ou a rotacéo de dipolo. As vantagens sao o curto tempo necessario para realizar a
decomposicédo da amostra, o baixo teor de carbono residual dos digeridos, a minima
contaminagdo e, especialmente, sem perda de elementos volateis (em sistemas
fechados) (MESKO, et al, 2017; KRUG, 2019). Entretanto, a maioria dos
procedimentos de digestdo, exige a aquisicdo de equipamentos de custo
relativamente elevado e uma alta experiéncia do operador (ambos no caso da MAD).

Neste contexto, novas alternativas de preparo de amostra tém sido propostas
na literatura com o objetivo de desenvolver métodos mais simples, de baixo custo e
que atendam aos principios da Quimica Analitica Verde (GAC, do inglés Green
Analytical Chemistry). Como alternativa, diversas modificagbes estdo sendo
empregadas no preparo de amostras, preconizadas pelos principios da GAC, visando
métodos mais simples, com numero reduzido de amostras e etapas, com possibilidade
de miniaturizagdo, menor consumo de reagentes e energia, com a utilizagdo de
solventes menos agressivos ao meio ambiente, entre outros (GALUSZKA,
MIGASZEWSKI & NAMIESNIK, 2013). Nessa abordagem, a RP-DLLME é uma
alternativa interessante para o preparo de amostras, especialmente oleosas. Na
Tabela 2, estdo apresentados os trabalhos que foram encontrados na literatura para

a determinacao elementar em cosméticos labiais.



Tabela 2: Trabalhos com foco na determinagdo elementar em cosméticos labiais (2005 - 2023)
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Elementos Preparo de amostra

Técnica de

Limitagdo de

Preparo de amostra determinacao detecgio (LD) Referéncia
. Decomposicao com 1000 mg de amostra, HNO3s™ 1 M,
Cd, Cr, Fe, Ni, aquecimento evaporagao Eia m|§tura a SeC*LiraL HCIO. F AAS N&o informado Nnorom et al., 2005
Pb e Zn convencional (com reposigao ap6s secura). ** Nao foram
informados os volumes dos acidos
Decomposigao com
; 200 mg de amostra, 4 mL de HNOs, 1 )
Pb aquemm_ento repouso por 4 h, 1 mL de H202 GF AAS 0,25ugg Al-Saleh et al., 2009
convencional
GF AAS
(Mg g)
As: 0,32
CVG-AAS (Hg) Cd: 0,025
F AAS (K e Na) CO’_O’16
200 mg de amostra, 5 mL de HNOs, 1 mL GF AAS (As, Cd, Co, Cr'.0’10
As, Cd, Co, Cr, Decomposicéo assistida de HF, pré-digestdo por 2 h, aquecimento, Cr, Cu, Ni e Pb) CU'-O ’025 Atz ef al. 2009
Cu, Hg, Nie Pb por micro-ondas 2 mL de H20:2 apds o resfriamento, repouso  ICP-OES (Al, As, Ba, Ni-' 0’ 12 v
por 1 h e novo aquecimento Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Pb'.0’035
Fe, K, Mg, Mn, Ni, Pb, n
Tie Zn)
CVG-AAS
Hg: 0,1 ug g
Digestao por via umida (kg )
Co, CreNi assistida por radiagdo 200 - 400 mgode amostra, 6 mlL deoHN03, 2 GF AAS Co: 0,2 Corazza et al., 2009
. mL de HF 40% e 2 mL de H202 30% Cr: 0.1
micro-ondas (MAWD) N'. 0,1
i: 0,
Digestéo por via umida 300 mg de amostra, 7 mL de HNO3 e 2 mL
Pb assistida por radiagdo  de HF, aquecimento, resfriamento, 30 mL ICP-MS Pb: 0,04 yg g™ Hepp et al., 2009

micro-ondas (MAWD)

de H3sBO3 4%
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As, Ba, Ca, Ce,
Co, Cr, Cs, Eu,
Fe, Hf, K, Na, ) 300 e 700 mg de amostra (sem preparo de a
Rb. Sb, S¢, Sm. amostra) NAA Nao informado Sneyers et al., 2009
Sn, Ta, Tb, Th,
U, W, YbeZn
) 0,25 a 2,0 mg de amostra (sem preparo de SS-HR-CS 4
Pb amostra) GF AAS 10,6 ng g Gunduz et al., 2009
Cd, Cr, Pb e Zn Digestso acida 1000 mg de amostra, adigoes repetidas de ICP-OES N3o informado Gondal et al., 2010
HNOs e H202
Cd. Cu. Fe. Ni Digestéo por via umida 200 mg de amostra, 7 mL de HNOse 3 mL
,Pb é Zn’ ’ assistida por radiagdo de HF, adigdo de 2 mL de HCI (para F AAS - Chaet al., 2010
micro-ondas (MAWD) determinagéo de Fe)
(mgg™)
Aquecimento a 105 °C, remogé&o de agua, Cd: 2,0
Cd, Cr, Pb e Zn - congeladas e cortadas em pequenos LIBS Cr:2,3 Gondal et al., 2010
pedacos circulares de 1 cm de diametro Pb: 2,6
Zn: 1,73
. Digestao acida 1000 mg de amostra, adicdo de HNOs e 5 .
Cd, Cr,Nie Pb convencional H202, aquecimento a 100°C F AAS N&o informado Khalid et al., 2013
S (ngg”)
CdePb Digestao acida ;gggciﬂin?oeaa&')ofgaéd? 20 do 1 ml. o GF AAS . Nourmoradi et al., 2013
convencional » adie Cd: 0,1 -
H-0z, Pb: 0,1
(mg L)
Cd, Cr, Hg, Ni Digestao acid 200 mgd t dicdode 0,2 e 0,5 mL CVG-AAS (Hg) Cd: 0,006
, Cr, Hg, Nie igestdo acida mg de amostra, adicdo de 0,2e 0,5 m - g Cr: 0,01 .
Pb convencional de H2S04 GF AAS Hg: 0,02 Orisakwe et al,, 2013
Ni: 0,18
Pb: 0,20
1000 mg de amostra, aquecimento a 450 °C (mg L)
Mn e Pb Calcinagao/ mufla (obtengéo das cinzas, solubilizagdo com F AAS Pb: 1,0 Tarigh et al., 2013

HNO:s diluido)

Mn: 0,6
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&g,él), %? glu Digestéo por via umida 1000 mg de amostra, adigdo de HNO3** e
Mn 7Mo’ Ni ’Pb é assistida por radiacdo  HF** em sistema fechado. ** Nao informado ICP-MS N&o informado Al-Qutob et al., 2013
’ in ’ micro-ondas (MAWD)  os volumes de acidos.
Digestao por via umida 250 mg de amostra, adicdo de 5 mL de
Pb assistida por radiagdo  HNOs e 2 mL de HF, aquecimento a 170 °C HR-CS GF AAS N&o informado Gunduz et al., 2013
micro-ondas (MAWD) e posteriormente a 190 °C.
Digestso por via tmida 200 mg de amostra, adicdo de 7 mL de
e L HNOs e 2 mL de HF, aquecimento a 130 °C, ) - .
Pb as_S|st|da por radiacao 200 °C e 180 °C, adicao de 30 mL de HsBOs ICP-MS Nao informado Piccinini et al., 2013
micro-ondas (MAWD) 49
Dissolugao Alcalina
digestado por via umida 50 mg de amostra, aquecimento a 60 °C, 1
Pb assistida por radiagio  adicio de 460 mL de TMAH a 25% GF AAS 0.20 g g Soares et al,, 2013
micro-ondas (MAWD)
Hg ) ggcs)a;%em de amostras e aquecimento a CVG-AFS 0.1ngg" Liang et al., 2013
. . M-SPE: adsorcdo: nanoparticulas de . 1 .
Cd e Pb Digestao acida Fe,O,: modificador ligante: 2.6- FAAS Cd: 9.089 Mg I; Ebrahimzadech et al.,
+ M-SPE 3 O ” . Pb: 1,3 ugL 2013
diaminopiridina; eluigéo :HCL e Tioureia
(Mg g)
500 + 100 mg de amostra, adigdo de 25 mL As: 0,048
de HNOs e HF (3:1) e 3 mL de HCI, CVG-AFS (Hg) Cd: 0,018
As, Cd, Co, Cr, Digesté&o acida aquecimento a 130 °C. ICP-MS Cr: 0,052 Heop ef al. 2014
Hg, Ni e Pb convencional Determinagéo de Hg: diluigdo de 4 mL dos  (As, Cd, Co, Cr,Nie Co: 0,0066 PP N
digeridos com cloreto de bromo 5% para 40 Pb) Hg: 0,0010
mL Ni: 0,032
Pb: 0,0084
(Mg g)
Cd: 0,0001
Cd, Co, Cr,C Digestéo acid 500 d t dicdo de 2 mL d Co: 0,0002
, Co, Cr, Cu, igestéo acida mg de amostra, adicdo de 2 mL de i Cr: 0,0007
Mn, Ni e Pb convencional HNOs e aquecimento a 130 °C ICP-MS Cu: 0,0001 Gao et al,, 2015
Mn: 0,0009
Ni: 0,0005

Pb: 0,0003
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As, Cd, Hg e Pb

Digestéo acida
convencional

1000 mg de amostra, adi¢do de 15 mL de
HNOs, 5 mL de H202 e 5 mL de HCI e
aquecimento a 150 °C

CVG-AAS (Hg)
F AAS (Cd and Pb)
HG-AAS (As)

Nao informado

Nasirudeen et al., 2015

Pb

Digestéo acida
convencional

400 mg de amostra, adicdo de 5 mL de
HNOs e 2 mL de H202, aquecimento,
resfriamento e dissolugdo com 25mL de
agua ultrapura.

ICP-MS

0,02 ug g

Yilmazcan et al., 2015

Pb

Digestéo por via umida

assistida por radiagao

micro-ondas (MAWD)
+DLLME

100 mg de amostra, adicdo de 7 mL de
HNOs 65% e 2 mL de HF 47%,
aquecimento a 130°C e 200°C,
resfriamento a 50°C, adicdo de 30 mL de
solugdo aquosa de acido bédrico a 4%,
aquecimento a 180 ° C. Microextragao
liquido-liquido dispersiva (inje¢ao rapida de
acetona (500 mL), 1-undecanol (30 mL) e
acido dietil ditiofosforico na digestéo),
centrifugagao, resfriamento, transferéncia
do 1-undecanol solidificado para um frasco
adequado e analisado.

GF AAS

0,1ngg™

Sharafi et al., 2015

Cd,CrePb

Digestéo por via umida
assistida por radiagao
micro-ondas (MAWD)

400 mg de amostra, adicdo de 6 mL de
HNO3 (69%), aquecimento a 130 °C e 200
°C, resfriamento, filtragem dos digeridos em
agua ultrapura até o volume de 50 mL.

ICP-OES

Cd: 0,06 ug g™’
Cr:0,21 ug g™
Pb: 0,63 ug g’

Zakaria et al., 2015

Pb

EIEB
e
digestao por via umida
assistida por radiagao
micro-ondas (MAWD)

Emuls&o: 100 mg de amostra, adi¢gdo de 0,5
mL de Triton X'00 a 10%, 0,05 mL de
HNOs e 5 mL de agua, aquecimento a
85°C, resfriamento e mistura com solugdes
padréao de Pb e KsFe(CN)s.

MAWD: 500 mg de amostra, adicdo de 4
mL de HNO3z e 2 mL de HF, aquecimento a
200°C.

HG-ICP-MS

0,11 ng g (EIEB)

Chen et al., 2015
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(mg g”)
Ba: 324
Bi: 10
Br:9-64
i : Ca: 53-165
oy 2 |
gg g?"ﬁ’eM;ﬁ . de XRF com didmetro de 32 mm, simulando EDXRF Fe: 7 - 31 Melquiades ef al., 2015
»oh seu uso no rosto. Precisdo nao informada. K. 53 - 226
Mn: 9 - 31
Rb: 61
Sr: 62
Ti: 25-83
Zn: 4-20
(Mg g7)
250 mg de amostra, adicdo de 5 mL de Cd: 0.02
Cd. Co. Cr. Cu Digestéio acida HNOs a 32%, 2 mL de 3Q% H202e 1 mL de GF AAS (Pb) Co: 0’04 _
’ Ni é Pt:; ’ convencional 25% Triton X100, aquecimento a 100°C por ICP-OES (Cd, Co, Cr, Cr'. 0’02 Batista et al., 2016
180 min. As recuperagdes variaram de 80 a Cu e Ni) Cu-' O' 02
0, - 3
11%. Ni: 0,07
Pb: 0,01
Cd: 0,23
Co: 0,05
Cr.0,6
Cd, Co, Cr, Cu, Digestso 4cida 1000 mg de amostra, adigao de 20 mL de Cu: 0,08
Fe, Mn, Ni, Pb e cgnvencional HNO3 65%, 10 mL de HCl e 5 mL de H20z, F AAS Fe: 1,7 Iwegbue et al., 2016
Zn aquecimento a 125°C por 2h. Mn: 0,1
Ni: 0,8
Pb: 0,1
Zn: 0,8
2-3 g de amostra, adicdo de HNO3 65% e
Digestao cida 37% de HCI, (1:1,5, v/v), aquecimento a 60
Cd,PbeZn e 80°C por 2h. Diluigio com agua PSA N&o informado Kalicanin et al., 2016

convencional

duplamente destilada, filtragem até o
volume de 50 mL.
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Cd

Digestéo acida
convencional

1000 mg de amostra, adi¢do de 8 mL de
HNOs (65%) e 2 mL de acetona. Repouso
(24h), filtragem e centrifugagéo (4000 rpm
— 30 min), separagdo (solido e seco),
adicdo do material seco a um copo com
etanol absoluto, agitagdo a 1500 rpm (2h).
Remogdo do material sdlido por
centrifugagao.

FS 0,276 umol L™*

Khani et al., 2016

Cd (Il) e Ni (Il)

Digestéo acida
+
DLLME

100 mg de amostra, adicdo de 10 mL de
HNOs 65% em uma placa a 100°C,
resfriamento, adicdo de 10 mL de HNO3
65% e 2 mL de H20., aquecimento até a
secura novamente. Dissolugdo do residuo
em HNO:3 (0,45%), filtragem e volume final
de 10 mL. Microextracdo simultinea
liquido-liquido dispersivo, aposicdo dos
digeridos em tubo de ensaio de 25 mL com
tampa de rosca e fundo conico, adigédo de
reagente quelante 2-metil5 - [(Z) -piridin-4-
yldiazenil] quinolin-8-ol (0,28 mg) e uma
mistura de 640 mL de etanol (solvente
dispersor), 160 mL de CHCI; (solvente
extrator) e solugéo tampao NH3 / NH4ClI (0,1
mol L1, pH 8). Mistura e agitagao,
centrifugagdo por 3 min a 4000 rpm
(separagdo das fases). Remogao da fase
aquosa, volume da fase organica de 50 mL.

Cd(I): 0,25 ug L'

FAAS Ni(ll): 0,84 pg L

Sagmaci et al., 2016

Cd, Cr, Cu, Mn,
Ni e Pb

Calcinagao/mufla

3,0 g de amostra, aquecimento a 550°C por
2h, solubilizacdo de cinzas residuais com 5
mL de HNO3 (4,5%), evaporagéo proximo a
secura, resfriamento, filtragem e diluigao
para 100 mL.

(mg L")

Cd: 0,01
Cr: 0,04
F AAS Cu: 0,04
Mn: 0,03
Ni: 0,05
Pb: 0,08

Sani et al., 2016

Ag, As, Bi, Br,
Cr, Cu, Hg, |, Mn,
Mo, Ni, Pb, Sn, e

\

Secagem das amostras a 105-350 °C (10
h), homogeneizagéo (misturador),
armazenamento, compressao em pellets
(20 s - 7 ton.) em uma prensa hidraulica.

EDXRF Nao informado

Sogit et al., 2016
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As e Hg

Digestéo acida
e
Extracdo de acido

500 mg de amostra, adicdo de uma solugao
de HNOs e HCI (1:3). Extragdo de acido:
1000 mg de amostra e 50 mL de HCI 0,31%
fervida por 15 min sob refluxo.
Resfriamento, filtragem e diluigdo com
0,31% HCI para 50 mL.

CVG-AAS (Hg)
HG-AAS (As)

As: 0,02 yg g™
Hg: n&o informado

Jelic et al., 2017

Cd, Cr,Cu, Nie
Pb

Digestéo acida
convencional

2,0 g de amostra, dissolugdo com 6 mL de
HNO3 69% e 4 mL de HCI 37%, adicéo de
15 mL de HNOs 4,5% a amostra digerida,
filtragem e diluigdo com agua deionizada.
Evaporacdo a 70°C com cerca de 1 mL,
frasco de polietileno e diluido com 25 mL de
agua deionizada.

FAAS

Nao informado

Massadeh et al., 2017

Cd, Cr,Nie Pb

Digestéo acida
convencional

1000 mg de amostra e 10 mL de HCIO4
70%. Aquecimento, digestdo a 50 e 60°C
(2h) com adigao intermitente de HCIO4 para
evitar que a mistura seque. Resfriamento,
adicdo de 10 mL de HNOs. Digestao por
mais 1 hora, resfriamento, transferéncia
para frascos de 25 mL e completados para
marcar com agua destilada.

FAAS

Nao informado

Igwo-Ezikpe et al., 2017

Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, Ni, Pb e Zn

Digestéo por via umida
assistida por radiagao
micro-ondas (MAWD)

Secagem das amostras sélidas em estufa a
105°C, armazenamento em dessecadores.
Pesagem de 3,5 g de cada amostra,
aquecimento até 550 °C. Digestdo com
HNO; 1M, evaporacgdo quase até a secura
resfriamento, filtragem e diluigdo até 100
ml.

F AAS

Nao informado

Ullah et al., 2017

Cd and Pb

Digestéo por via umida
assistida por radiagao
micro-ondas (MAWD)

500 mg de amostra, adicdo de 6 mL de
HNO3s 65% e 0,5 mL de HCI a 37%.
Aquecimento por micro-ondas: 750 W para
10 min e 0 W por 20 min para resfriamento.
As recuperacgdes de Cd e Pb ficaram entre
95 e 103%.

ICP-MS

(ngg”)

Cd: 3
Pb: 77

Mesko et al., 2017
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Ag, As, Be, Cd,
Ce, Co, Cr,Cu,
Dy, Er, Eu, Gd,
Ge, Hf, Hg, Ho,
La, Li, Lu, Mn,
Mo, Nb, Nd, Ni,
Pb, Pr, Rb, Re,
Se, Sb, Sm, Sn,
Sr, Ta, Tb, Te,
Tm, U, V, W, Yb,
ne’Zr

Digestéo por via umida
assistida por radiagao
micro-ondas (MAWD)

300 mg de amostra, 7 mL de HNOs e 2 mL
de HF. Aquecimento a 130 °C por 3 min
(rampa de 15 min) e 200 °C por 30 min
(rampa de 15 min). Resfriamento, abaixo
de 50 °C, adi¢cdo de 30 mL de H3BO3 a 4%,
aquecimento a 170 °C por 10 min (rampa
de 15 min). Resfriamento, ajuste do volume
para 50 mL com agua ultrapura.

ICP-MS

Ag: 0,001 yg g™
As: 0,110 pg g™
Be: 0,006 ug g™
Cd: 0,001 yg g™
Ce: 0,044 ug g™
Co: 0,002 ug g™
Cr: 0,102 yg g™
Cu: 0,134 yg g™
Dy: 0,002 ug g™
Er: 0,0004 ug g’

Eu: 0,0004 ug g™’

Gd: 0,005 pug g™
Ge: 0,105 ug g™
Hf: 0,0004 ug g’
Hg: 0,032 ug g’

Ho: 0,0004 ug g™

La: 0,019 ug g™
Li: 0,015 ug g™
Lu: 0,0001 pug g
Mn: 0,026 ug g’
Mo: 0,040 ug g™
Nb: 0,004 ug g’
Nd: 0,017 ug g™
Ni: 0,139 ug g™
Pb: 0,008 ug g™
Pr: 0,006 ug g’
Rb: 0,012 ug g™

Re: 0,0001 pg g™

Sb: 0,009 ug g’
Se: 0,098 ug g’
Sm: 0,007 ug g™
Sn: 0,069 ug g’
Sr: 0,014 pg g™
Ta: 0,0003 ug g™
Tb: 0,001 ug g™
Te: 0,0001 ug g’
TI: 0,0002 pug g™

Tm: 0,0001 pg g’

U: 0,0003 g g™

Pinto et al., 2018
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V: 0,086 pg g™
W: 0,002 ug g™
Yb: 0,0003 ug g
Zn: 0,151 ug g™
Zr: 0,008 ug g™

Cd

1,0 a 2,5 mg de amostra. Calibragéo
realizada com solugbes padrao aquosas.
As recuperagdes variaram de 93 a 110%.
Paladio utilizado como  modificador
quimico. As temperaturas de pirdlise e
atomizagdo foram 850 e 1600°C,
respectivamente.

SS-HR-CS
GF AAS

25ngg™

Tinas et al., 2018

Pb, Cd, As e Hg

Digestéo assistida por
micro-ondas

Digestdo de 0,3 g de amostra e 5 ml de
HNOs a 65%, selados e colocados em um
suporte de vasos em um forno de micro-
ondas, com o programa do forno ajustado.
Oito vasos foram digeridos
simultaneamente, transferidas para tubos
Falcon e diluidas para 15 ml com agua
deionizada.

GF AAS
DMA

Pb: 0,99 ug L™
Cd: 0,14 ug L™
As: 2,9 ug L™

Saadatzadeh et al.,
2019

Pb e Cd

Digestao convencional

HNO3 e acido perclorico (3:1). Adicao de
hidroxido de sodio para liberacdo de
amonia, filtragem em um baldo volumétrico
de 25 mL.

FAAS

Cd: 0,2287 mg kg™

Asra et al., 2019

Pb, Cd e As

Digestéo acida

Digestéo de 0,5 g de cada amostra com 10
ml de agua régia (3:1 HCEHNO:3).
Aquecimento por trinta minutos,
resfriamento a temperatura ambiente,
diluigdo para 50 ml com agua destilada e
filtragem.

F AAS

Pb: 3,16 - 9,47 ug g™

Jihad et al., 2020

Pb

Digestéo acida

HNO3 e H20:o.

F AAS

Hashim et al., 2020
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Digestao acida assistida

mistura de HNOs (65%) e H202 (30%) na

0,81 ug L’

Cd por radla(glz\jzvr\r;ll:)c)ro-ondas proporgdo de 2:1. GF AAS LQ: 0,28 g L Afridi et al., 2021
HNOs 65%, aquecimento a 450 °C por 24 Al: 40 pg L™
Al,CdePb Digestéo acida horas. Dissolugdo das cinzas resultantes ICP OES Cd: 3 g L™ Torres et al., 2021
em HNOsa 1,5% Pb: 3 ug L™
As: 0,545 mg kg™’
Co: 0,027 mg kg™
Cr: 0,031 mg kg™
Pb, Ni, Cr, Cd, Digestdo acida Cd: 0,061 mg kg™’
As, Hg, Ti, Fe e 9 . 0,15 g da amostra e 3,0 mL de HNO; ICP-OES Hg: 0,09 mg kg™’ Al-mouraee et al., 2021
Co convencional Ni- 0.012 ma kg-'
) g kg
Pb: 0,129 mg kg™
Ti: 0,186 mg kg™
Zn: 0,047 mg kg™
Pré-tratamento: secagem (estufa a 80 °C
por 12 horas), **HNO; e HCIO,* na
propor¢cdo 2:1. 1 g das amostras secas,
HNO; evaporacao até quase a secura e
resfriamento. Repeticdo da etapa em acido
perclérico (HCIO,) até a evolugdo de Ni: 0.11 mg L-
Nie Co Digestao acida vapores brancos (indicando o fim do uPAD c s 9 4 Abdulkareen et al., 2022
. N 0:0,15mg L
processo de digestdo) antes de aquecer
novamente até quase a secura. Dissolugao
de HNO; 1 M, filtragem com papel de filtro
e completado até a marca com agua
deionizada). **N&o foram informados os
volumes dos acidos.
50 mg da amostra, adigdo de 3 mL de HNO3
purificado e 2,00 mL de H20.. Bloco
digestor por uma hora (1h) a 110 °C,
. o resfriamento a temperatura ambiente. .
Pb Digestdo acida Segunda etapa, 3 mL de HNOs purificado e GF AAS - De Paula Miranda et al,

convencional

1 mL de H20z2, bloco digestor nas mesmas
condigbes, resfriamento a temperatura
ambiente e ajuste do volume final para 10
mL com &gua ultrapura.

2022
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Ag,AlLAs,Ba,
Cd,Co,Cr,Cu,
Fe,Hg,Mn,Pb,
Sb, Se, Sn, Sr,
TI,Zn

Digestao acida assistida
por radiagdo micro-ondas
(MAWD)

0,5 g de amostra, 5 mL de HNOs3; 65%.
Programa: 120 °C por 5 horas. Diluigdo com
25 mL com agua ultrapura Armazenagem a

4 °C.

ICP-MS

(x 105 mg/kg)
Ag: 3,00
Al: 1,20
As: 0,69
Ba: 5,00
Cd: 6,00
Co: 1,00
Cr: 8,00
Cu: 6,00
Fe: 0,43
Hg: 0,7
Mn: 7,00
Pb: 4,00
Sb: 5,00
Se: 1,00
Sn: 0,57
Sr: 1,00
TI: 80,0
Zn: 0,1

Shaaban et al., 2022

Al,As,Cd,Co,
Cr,Cu,Fe,Mn,
Ni,Pb,Zn,

Digestao acida assistida
por radiagdo micro-ondas
(MAWD)

Lip balm: 250 mg em 10 mL HNO;
Lipstick: 500mg 6 mL HNOgz, 0,5 mL HF

ICP-MS

(PPM)
As: 4,52 + 6,39
Cd: 0,24 + 0,34
Co:1,25+1,77
Cr: 22,12 + 31,23
Cu: 31,79 + 44,89
Fe: 68523,48 +
96906,62
Mn: 92,42 + 130,7
Ni: 16,54 + 23,37
Pb: 4.96 + 7.01
Zn: 83,07 + 117,47

Almukainzi et al., 2022

Al, Cr, Fe, Ni,
Cu, Zn

Solubilizagao acida
e
Calcinagao

Solubilizagado acida: 0,5 g de amostra, 5 mL
de HNO; e 1 mL de HF. Diluigcdo para 50,00
mL e armazenamento até a analise.
Calcinagao: 0,5 g de amostra
transformadas em cinzas a 900 °C por 4
horas na mufla. Adicdo de 5,00 mL de
HNO; a 1 mL de HCIO;. Filtragem com
papel de filtro.

ICP-MS

Inan et al., 2023
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Digestéo assistida por

Pré-tratamento: moagem (particulas finas
passassem por uma malha de 0,5 mm) e
mistura de cinco lotes. 0,5 g de pé da
amostra, mistura de 8 ml de HNO; 60% + 2

Cr: 0,002 mg kg™
Co: 0,0008 mg kg™
Ni:0,002 mg kg™’

Cr, Co, Ni, Cu, . ml de HF 40%. O programa de digestéo Cu: 0,002 mg kg™ .

As, Pb, Hg e Cd m'(?\;ICXWS)aS controlada por temperatura em duas ICP-MS As: 0,007 mg kg™ Voica et al., 2023
etapas: (i) 9001800 W a 200 °C por 15 min Cd: 0,004 mg kg™’
e (ii) resfriamento por 15 min. Dilui¢do para Pb: 0,0006 mg kg™
50,0 ml com &gua deionizada ultrapura, Hg: 0,004 mg kg™’
rotulados.
0,5 g de amostra, 100 mL e 8 mL de acido
(1:3 HNO3: HCI), 150 °C por 2 horas.
Resfriamento a temperatura ambiente e

b, Cd (1) filtradas com papel de filtro (didmetro da Zn(ll): 3.2 pg L
Zn (I), Cd (I) e Digestao acida malha de 125 mm). As solugdes diluidas oy 1 .
Pb (I1) convencional para 50 mL com &gua ultrapura. ICP-MS Cd(ll): 0,21 g L Dinger et al., 2023

Transferéncia de 1 mL das solugdes
diluidas para a solugao de eletrélito suporte
(10 mL de solugéo tampédo de acetato pH
4,5).

Pb(1l): 1,98 pg L™

*cosmeéticos labiais (grupo compreendido por Batons, Hidratantes Labiais, protetores labiais, gloss labial, tintas labiais- ANVISA, RDC n° 7, de 10 de fevereiro

de 2015)



3.3 Microextracgao liquido-liquido dispersiva (DLLME)

A DLLME (Microextragado Liquido-Liquido Dispersiva) € uma evolugdo da
tradicional extracédo liquido-liquido (ELL), baseada no principio de transferéncia de um
soluto entre duas fases liquidas imisciveis, geralmente uma fase aquosa e outra
organica, utilizando o coeficiente de particdo como base para a separagédo. A DLLME
difere da ELL ao utilizar um volume muito pequeno de solvente extrator, disperso
rapidamente na fase aquosa, aumentando a area de contato e acelerando o equilibrio
de particdo do analito.

A DLLME foi proposta por Rezaee et al. (2006) e tem sido uma interessante
alternativa para a extragdo e pré-concentracdo de analitos organicos e inorganicos
(SOROURADDIN et al., 2022). Consiste na rapida injegdo (com auxilio de uma
seringa) de uma mistura de um solvente extrator (imiscivel na amostra aquosa) e um
solvente dispersor (miscivel nas fases aquosa e organica) diretamente em uma
amostra aquosa. Em seguida, ocorre a formagdo de uma série de microgotas com
elevada area superficial onde se da a extragdo dos analitos para a fase orgénica. No
entanto, normalmente, utilizam-se solventes clorados, alcoois de cadeia longa e
liquidos i6nicos, como solventes extratores na DLLME. Na Figura 2, esta demonstrado
um esquema representando a DLLME.

Figura 2 - Procedimento da DLLME.

Amostra -

Centrifugacao

Injecao da mistura Retirada da fase
de solventes sedimentada

Fonte: Adaptado de (MARTINS et al., 2012).
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Desde ent&o, surgiram algumas variagdes, como a SFO-DLLME, proposta por
Leong e Huang em 2008, que utiliza solventes de baixo ponto de fusdo solidificados
apo6s a extracao, facilitando a separacdo. Em 2010, Hashemi et al. desenvolveram a
RP-DLLME, adequada para compostos polares em solu¢des aquosas. Em 2011, Yan
et al. empregaram a UA-DLLME, que incorpora ultrassom para melhorar a dispersao

do solvente e aumentar a eficiéncia da extragéo.

3.4 Microextracao liquido-liquido dispersiva em fase reversa (RP-DLLME)

A microextracdo liquido-liquido dispersiva em fase reversa (RP-DLLME) foi
proposta por Hashemi et al. (2010), a qual distingue-se da DLLME pela fase organica
nao ser o solvente extrator, e sim a amostra. Consequentemente, o solvente extrator
passa a ser a fase aquosa (GODOY-CABALLERO et al., 2013; DELPINO, 2017). O
emprego da RP-DLLME confere ao método elevados fatores de enriquecimento dos
analitos, simplicidade e seguranga no preparo de amostras, além da transferéncia dos
analitos da matriz para uma fase aquosa usando baixos volumes de solventes extrator
e dispersor. Como pode ser visualizado na Figura 3, os analitos presentes na fase
organica sao transferidos para a fase aquosa contendo uma mistura dos solventes
extratores e dispersores, os quais formardo a fase sedimentada, apds a etapa de
centrifugacédo. Apds, a fase sedimentada pode ser recolhida e analisada por uma
técnica adequada (LOPEZ-GARCIA et al., 2015; DELPINO, 2017; KASCHNE et al.,
2020).

Figura 3 - Procedimento da RP-DLLME.

Adicao da mistura de
solvente dispersor e
extrator

Centrifugacgao

Remocao do sobrenadante e
afericao

Analise por técnica

’ > de determinacao

Amostra

Fonte: Prépria autora.
A utilizagdo da RP-DLLME apresenta diversas vantagens em comparagao com

os métodos de preparo de amostras convencionais, como simplicidade, baixo custo,
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baixo consumo de reagentes e menor toxicidade, menor geragcdo de residuos e
rapidez (KALSCHNE, 2020). No entanto, o emprego do procedimento da RP-DLLME
ainda é recente, principalmente, visando a determinagdo elementar (LOURENCO,
2016; DA SILVA, 2017; JABERI et al., 2023).

3.5 Aplicagoes da RP-DLLME

Neste trabalho, foi feita uma revisdo utilizando as bases de dados "Scopus",
"Google Scholar" e "Peridédicos da CAPES" entre os anos de 2010 e 2023 com as
palavras-chave "extragdo liquido-liquido dispersiva em fase reversa", "metais" e
"compostos organicos". Na Figura 4, estd apresentado o n° de publicagdes

encontradas nesta revisao por ano.

Figura 4 - Numero de publicagdes utilizando RP-DLLME de 2010 a 2025.

7

| ®WAnalise organica OAnalise inorganica @ Total

5 1 — —

N° de publicagoes

JH S 1 Iﬂ

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025

Um total de 36 artigos foram encontrados (16 com analise orgénica e 20 com
analise inorganica). Ha uma maior concentragdo de publicagdes nos ultimos anos
(desde 2017). No entanto, com base nos trabalhos encontrados nesta revisao, ainda
s&o poucos os estudos explorando o potencial da RP-DLLME. E importante destacar,
que historicamente, a DLLME tem sido principalmente aplicada a extracido de
compostos organicos, o que nao é observado na RP-DLLME, onde ha um equilibrio
entre analise organica e inorganica até o presente momento. No entanto, como o
objetivo deste trabalho é a determinagdo elementar, focaremos a partir de agora a
discussdo em aplicagbes da RP-DLLME na analise inorgénica. Na Tabela 3, estéo
apresentados os estudos com informag¢des detalhadas sobre aplicagbes da RP-

DLLME visando a determinacéo elementar.
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Tabela 3 - Revisao bibliografica com emprego da RP-DLLME na analise inorgénica.

RP-DLLME Técnica d Limitagdo d
Amostras Elementos det?a ?m?r?a Zo detecagio(LS) Referéncias
Detalhes Tipo Valores ¢ ¢
Bagaco de azeitona, girassol,
milho, soja, abacate, noz,
Amostra macadamia, éleo de peixe, oleo 1049
Oleos de gergelim, 6leo de amendoim e (ng kg™") Lopez-Garcia
Comestiveis CdePb 6leo de milho. GF AAS CF:,cti) (3(? et al., 2014
Solvente dispersor Isopropanol 300 pL [4:1
Solvente extrator HNOs3 3% (v/v) (vl
Amostra Biodiesel 3,59 (ng kg™
I Cu,Cre : Cu: 08 Takashima,
Biodiesel Ni Solvente dispersor Isopropanol 500 pl [4:1 GF AAS or 2:0 2017
Solvente extrator HNO3 5% (v/v) (vl Ni: 1,0
Amostra Canola, glras_sol, pinhdo-manso e 3g (mg L)
jatropha
Biodiesel Ca, Mg, FAAS Ca: 00193 b Siva, 2017
lodiese NaeK  Solvente dispersor Isopropanol _ Mg: 0,0015 asiva,
780 g [3:1 Na: 0,0008
Solvente extrator HNO3 3% (v/v) (vl K:0,0009
Amostra Oleo diesel 8,59 (mg kg™")
. Al: 0,0185
Al, Cd, Fe, Solvente dispersor Isopropanol 75% Cd: 0,0005
Oleo diesel ~ Mn, Nie ICP OES Cu:0,0014  pelpino, 2017
Zn 1 mL Fe: 0,0060
Solvente extrator HNO3 3% (v/v) Mn: 0,0004
Ni: 0,0012

Zn: 0,0026
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Amostra Azeite 59
Oleos 7 : y
. n Solvente dispersor Propanol F AAS 25 ug kg Santos, 2017
vegetais .
1 mL (1:1)
Solvente extrator HNO3 1%
Amostra Oleos vegetais 5¢ (ug kg™)
Oleos Fe,Mge , Fe: 9 Dos Reis,
vegetais 7n Solvente dispersor Isopropanol 500 yL F AAS M. 2 2018
Solvente extrator HNO3 1% 500 L Zn: 8
Amostra Biodiesel 1049 (Mg kg™
. Ca, K, Mg ; Na: 0,04 Lourengo
Biodiesel 11N Solvente dispersor Isopropanol e etanol F AAS K: 0.02 ’
e Na <Y 2019
TmL Ca: 0,05
Solvente extrator HNOs Mg: 0,08
Amost VHF
Gordura mostra >9 (ug kg™)
vegetal . . F AAS e GF KASCHNE et
hidrogenada Ni Solvente dispersor Propanol 700 pyL AAS FAAS: 40 al., 2020
(VHF) GF AAS: 0,41
Solvente extrator HNO3 2 mol L' 300 L
Amostra Capsulas de 6leo de peixe 10g (ug kg)
Solvente dispersor Propanol 700 pL Cd: 0,12
, _ Cd, Fe, Fe: 0,59 KASCHNE et
Oleo de Peixe Mn, Ni, Pb ICP OES Mn: 0,10 al., 2020
e Zn Ni: 0,11
Solvente extrator HNO3 2 mol - 300 pL Pb: 0,58
Zn: 0,42
Oleos Cd e Zn Amostra Capsulas de 6leo de peixe, 2g F AAS (ug L) Sorouraddin et

manteiga e margarina

al., 2020
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: Acido gliclico e mandélico 2:1 Cd_: 0,12
Solvente dispersor (DES) 750 pL Zn: 0,18
Solvente extrator HNO3 3% (v/v) 400 pL
Amostra Xarope de 6leo de peixe e azeite 39
Peixe e Azeite CD Solvente dispersor Isopropanol (1:4 v/v) 300 pL SQT-FAAS Cd: 0’7:1 Mg kg Oz;eé%ezléet
Solvente extrator Agua 150 uL
Ag, As, Amostra Gasolina 5¢g
Ba, Cd, Variou de 0,02 Vidal et al
Gasolina Cr, Hg, Solvente dispersor - - ICP OES " "
Mn. Mo, a 50 pg kg 2021
Ni,PbeS Solvente extrator HCI 8 mol L' 115 L
Sulfato, Amostra Azeite Virgem 4 mL
fosfato, Variou de Rezaeinejad et
Azeite nitrato, Solvente dispersor Acetato de etila 1,3mL IC-CD 0,005 a 0,015 ) 20121
cloreto, mg L’ at.
fluoreto Solvente extrator Agua (pH 7,5) 120 pL
. .. -1
Otocs para scpenes T maka)
As: 0,014
Oleos para As, Cd,  golvente dispersor Propanol Cd: 0,002
excipientes  Hg, Pb, P P ICP-MS Hg: 0,001 Andriolli, 2021
farmacéuticos Co, NieV oL Pb: 0,006
Solvente extrator HNOs 3 mol L' (As, Cd, Pb, Co, C(-).: 0,002
Ni e VV) e HCI 6,0 mol & (Hg) Ni: 0,012
V: 0,031
Amostra Banha de porco 59
Banha d (g kg)
porio e Cde Pb  Solvente dispersor Propanol 1mL F AAS Cd: 0,02 Carboni, 2021
Pb: 0,03
Solvente extrator HNOs 1mL
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Oleo isolante para

Amostra transformadores elétricos (a partir 59 ,
Sleo veqetal de 6leo de soja) (mg kg™)
. 9 Fee Cu F AAS Fe: 0035  Tarsistro, 2022
isolante . 10,
Solvente dispersor Isopropanol 700 uL Cu: 0,019
Solvente extrator HNOs 300 pL
Amostra Batons e cremes 0,39
(g kg™) Sorouraddin et
Cosmeéticos CdePb  Solvente dispersor Acetonitrila 1,75 mL FAAS CP;E 8% al., 2022
Solvente extrator 5% (v/v) de HNOs3 225 L o
1/2 6leo de soja e 1/2 sebo
Amostra ; 19
bovino
. . . -1
Biodiesel Fe Solvente dispersor Isopropanol 70% SisGARQ 0,007 mg kg Nunes, 2022
1mL
Solvente extrator 30% HNO3
Amostra Azeitona, girassol e bagaco 19
Oleos Mentol, acido férmico e agua (g kg™) Shishov et al
vegetais CdePb  Solvente dispersor ’ (DES) 500 L ICP OES Pb: 0,01 2022
Cd: 0,006
Solvente extrator HNOs 5mL
Amostra Oleo de gergelim virgem 2mL (mg L")
. , K: 0,007
Oleo de Ca, K, Mg Solvente dispersor THF 1,2mL Na: 0 001 Jaberi et al.,
: IC-CDD a:y,
gergelim e Pb Mg: 0,011 2023
Solvente extrator Agua (pH 7) 150 pL Pb: 0,008

Ca: 0,009
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Oleos de peixe, girassol, soja,

Amostra ; i 59
milho, canola e amendoim ( 1)
Oleos ngg Andriolli et al.,
comestiveis Hg Solvente dispersor n-propanol 0,5mL CVG-ICP-MS Hg: 0,10 2024
Solvente extrator HCI 0,5mL
Amostra Oleo derivado de petréleo 50g (Mg L)
Solvente dispersor Isoprapanol 1200 pL %2%65‘;
Ca, Cd, Cu:9,93
. Cu, Fe, K, Fe:3,61 .
Derivado de Mg, Mn, ICP OES K:35.88 Silva ot al.
P Ni, Pb e Mg:0,85
Zn Solvente extrator 3,75% HNOs 400 pL Mn:0,19
Ni:0,93
Pb:4,75
Zn:0,31
Amostra Oleo lubrificante 59g (ng g™
. Cr: 21
Aleo MC;r, '\C/I:g,e Solvente dispersor - MIP OES cu: 3 Séez, et al.,
lubrificante ,Ni Mn: 34 2024
Solvente extrator HNOs 60 pL Mo:45
Ni: 34
Amostra Banha de porco 59
Banha de Cr, Fe, Santos, et al
Mg, Mn, e  Solvente dispersor isopropanol 600 uL FAAS Nao informado ; "
porco Ni 2025
Solvente extrator HNO3 + HCI 400 pL




Para o desenvolvimento de um método eficiente utilizando a RP-DLLME, é
necessario avaliar as condi¢gdes experimentais que afetam a eficiéncia de extracéo
dos analitos presentes em amostras oleosas. Os seguintes parametros sé&o
comumente avaliados: /) tipo de solvente dispersor; ii) tipo de solvente extrator; iii)
proporgao entre solvente dispersor e solvente extrator; iv) tipo e concentragdo do
solvente extrator; v) volume total da solugdo extratora; vi) massa da amostra; vii)
temperatura de aquecimento (se necessario); viii) tempo de centrifugacéo; ix) tipo de
agitacdo e x) tempo de agitagdo. Portanto, os estudos com RP-DLLME envolvendo
analise inorgénica serao apresentados a seguir considerando tipos de solvente
dispersor e extrator empregados, a necessidade de solubilizagao e/ou aquecimento e
os tipos de amostras, analitos e técnicas de determinagdes empregadas.

3.5.1 Tipos de solventes dispersores

O parametro fundamental para escolher o tipo de solvente dispersor € a sua
solubilidade tanto na fase organica como na aquosa. Deve-se considerar um solvente
dispersor que promova uma interacao rapida e eficiente entre a amostra e o solvente
extrator. A dispersdo depende de propriedades como viscosidade e polaridade dos
solventes, das solugdes e das amostras, bem como do tipo de agitagdo. Os alcoois
de cadeia curta como o isopropanol (LOURENCO, et al., 2019; LOPEZ-GARCIA,
VICENTE-MARTINEZ e HERNANDEZ-CORDOBA, 2014; TAKASHIMA, 2017; SILVA,
2017; DELPINO, 2017; DOS REIS, 2018; OZZEYBEK et al., 2020; TARSISTRO, 2022;
NUNES, 2022) e propanol (SANTOS, 2017; KASCHNE et al., 2020; ANDRIOLI, 2021;
CARBONI, 2021) tém sido os solventes dispersores mais comumente utilizados na
literatura para a determinacao elementar em diferentes amostras. O acetato de etila
(REZAEINEJAD et al., 2021), acetonitriia (SOROURADDIN et al., 2020) e
tetrahidrofurano (THF) (JABERI, HASHEMI e RAHIMI, 2023) também tem sido
empregados para a extragao de metais a partir de 6leo de oliva, cosméticos e 6leo de
gergelim, respectivamente. Outros tipos de solventes dispersores utilizados na RP-
DLLME séo os solventes eutéticos profundos (DES, do inglés deep eutectic solvents).
Os DESs sé&o frequentemente considerados um subtipo de liquidos iénicos (ILs, do
inglés ionic liquids) devido as caracteristicas compartilhadas, incluindo uma ampla
faixa de temperatura de fuséo, baixa volatilidade e toxicidade, além de alta capacidade
de solvatagdo. Como exemplo, a determinacdo de Cd e Pb em capsulas de d6leo de
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peixe, manteiga e margarina foi realizada empregando F AAS e RP-DLLME usando
uma combinagao de acido glicolico e acido mandélico na proporgdo molar de 2:1 como
solvente dispersor (SOROURADDIN et al., 2020).

3.5.2 Tipos de solventes extratores

A escolha do solvente de extragdo também é crucial, considerando sua
densidade, capacidade de extrair os analitos e compatibilidade com a técnica analitica
escolhida, além de impactar diretamente a eficiéncia e seletividade do processo de
extragdo (MARTINS et al., 2012). Ao extrair metais de amostras lipofilicas na RP-
DLLME, o uso de solventes de extragao aquosos predomina. Dada a alta solubilidade
dos metais na forma de nitrato, solugdes diluidas de HNO3; (LOURENCO, et al., 2019;
LOPEZ-GARCIA, VICENTE-MARTINEZ e HERNANDEZ-CORDOBA, 2014;
TAKASHIMA, 2017; SILVA, 2017; DELPINO, 2017; KALSCHNE et al., 2020) tém sido
as mais utilizadas. Considerando os seguintes principios da GAC: j) evitar a geragéo
de um grande volume de residuos analiticos e ii) eliminar ou substituir reagentes
toxicos, o uso de solugdes aquosas de HNO3 em concentragdes entre 1 e 5% (v/v) na
RP-DLLME representa um avango no desenvolvimento de métodos de preparo de
amostras para determinagao elementar, uma vez que métodos convencionais, como
decomposicdo por via umida em sistema aberto e MAD, empregam acidos
concentrados em grandes volumes. Além disso, existe um avango em comparagao
com a DLLME convencional, pois os solventes de extragcdo comumente empregados
sdo solventes clorados, como tetracloroetano, clorobenzeno, diclorobenzeno, entre
outros (SOARES et al., 2013).

A proporgao entre solventes dispersores e extratores adicionados a amostra
durante a extracdo na RP-DLLME é outro parametro importante, pois um excesso ou
falta de solventes pode levar a uma alteragdo na solubilidade do solvente extrator na
amostra, afetando assim a eficiéncia da extracdo dos analitos. Proporcoes
volumétricas (v/v) entre solventes dispersores e extratores de 4:1, 3:1, 2:1, 1:1 tém
sido empregadas para a extragao de analitos inorganicos em 6leo comestivel (LOPEZ-
GARCIA, VICENTE-MARTINEZ e HERNANDEZ-CORDOBA, 2014), biodiesel
(TAKASHIMA, 2017), dleo de peixe e azeite de oliva (OZZEYBEK et al., 2020), 6leos
vegetais (DOS REIS, 2018), respectivamente, entre outros.
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3.5.3 Aquecimento e solubilizagdo da amostra

A temperatura € considerada um parametro critico na RP-DLLME,
desempenhando um papel significativo no coeficiente de difusédo, transferéncia de
massa e taxa de extragao dos analitos. Dos Reis (2018), empregou a RP-DLLME para
a extragcdo de Fe, Mg e Zn em Odleos vegetais e submeteu 5 g da amostra a
aquecimento a 95 °C por 10 min. Andriolli (2021), determinou As, Cd, Hg, Pb, Co, Ni
e V em excipientes farmacéuticos oleosos usando a RP-DLLME e ICP-MS, com
amostras aquecidas em banho-maria a 85 °C. Ozzeybek et al. (2020), determinaram
Cd em dleo de peixe e azeite de oliva usando a RP-DLLME e espectrometria de
absorgao atdbmica em chama com tubo de quartzo ranhurado (SQT-F AAS, do inglés
slotted quartz tube flame atomic absorption spectrometry), com amostras aquecidas
entre 60-70 °C por 4 min. Tarsistro (2022), determinou Cu e Fe em dleo vegetal
isolante usando RP-DLLME e F AAS. As amostras foram aquecidas em banho-maria
a 80 °C por 20 min.

A depender da viscosidade da amostra, em alguns casos €& necessario
solubiliza-la em um solvente apolar para aumentar a particdo do analito entre as fases.
Rezaeinejad e Hashemi (2021), avaliaram a RP-DLLME para a extragc&do de sulfato,
fosfato, nitrato, cloreto e fluoreto em azeite de oliva e solubilizaram as amostras em
uma proporgao de 1:1 com ciclohexano, utilizando 5 mL de amostra. Kalschne et al.
(2020), determinaram Ni em gordura vegetal hidrogenada usando a RP-DLLME e GF
AAS, e as amostras (5 g) foram solubilizadas com 5 mL de xileno. Sorouraddin,
Farajzadeh e Okhravi (2022), empregaram a RP-DLLME para a extragdo de Cd e Pb
em cosméticos (batons e cremes) e 0,3 g da amostra foram solubilizados em 25 mL
de tolueno. O uso da RP-DLLME, uma técnica miniaturizada, tem como objetivo
eliminar varios aspectos negativos dos procedimentos convencionais de preparo de
amostras, especialmente a substituigdo de reagentes tdxicos por solugbes aquosas
em menores quantidades, alinhando-se aos principios da GAC. No entanto, em alguns
casos, a solubilizacdo da amostra torna-se indispensavel para garantir a particdo
eficiente dos analitos.

3.5.4 Amostras, analitos e técnicas de determinacao

Na Figura 5, esta apresentado o percentual de publicagdes que utilizaram a
RP-DLLME para cada tipo de amostra, com foco em analises inorganicas. Nesta
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pesquisa, 65% dos estudos foram realizados em 6leos comestiveis. Outros tipos de
amostras investigadas incluem biodiesel (15%), combustiveis (10%), cosméticos (5%)

e excipientes farmacéuticos (5%).

Figura 5 - Publicagdes com a RP-DLLME na analise inorgénica por tipo de amostra.

= Oleo cosmetivel

= Biocombustivel

= Combustivel
Cosméticos

Excipientes farmacéuticos
oleosos

Na Figura 6, estdo apresentados os elementos mais investigados na analise
inorganica utilizando RP-DLLME. Sao elementos toxicos como Cd (14%) e Pb (11%),
seguidos de elementos essenciais como Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni e Zn, sendo Fe, Ni
e Zn proeminentes no numero de publicacdes nesta revisdo. Outros elementos como
Ag, Al, As, Ba, Co, Cr, Hg, Mo, S e V, bem como os ions sulfato, fosfato, nitrato, cloreto

e fluoreto, também foram investigados em menor numero de publicag¢des.

Figura 6 - Publicagbes com a RP-DLLME na analise inorganica por tipo de analito.
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Na Figura 7, estdo mostradas as publicagdes que utilizaram a RP-DLLME e as
técnicas analiticas empregadas para analise inorganica. A F AAS €& a técnica mais
utilizada, seguida por ICP OES, GF AAS e cromatografia ibnica com detector de
condutividade (IC-CD, do inglés ion chromatography conductivity detection). A RP-
DLLME pode ser adaptada para ser compativel com sistemas de introducao de
amostras que requerem volumes pequenos (como GF AAS) e aqueles que requerem
volumes maiores (como F AAS, ICP OES e ICP-MS), pois a fase sedimentada pode
passar por diluicdo antes da etapa de determinacdo. No entanto, neste caso, a
vantagem da pré-concentragédo n&o € alcangada, mas pode ser aplicada para analitos

presentes em altas concentragcdes nas amostras.

Figura 7 - Publicagdes com a RP-DLLME na analise inorgénica por tipo de técnica

de determinacéo.
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3.6 Quimica analitica verde e métrica AGREE

A Quimica Analitica Verde (GAC) € uma abordagem que busca reduzir o
impacto ambiental das analises quimicas, promovendo praticas que minimizam o uso
de reagentes toxicos, a geragcdo de residuos e o consumo de energia, sem
comprometer a qualidade dos resultados analiticos. Galuszka, Migaszewski e
Namiénski (2013) adaptaram os 12 Principios da Quimica Verde, originalmente
formulados para a Quimica Organica por Anastas e Warner (1998) para atender as
necessidades especificas da Quimica Analitica. Esses principios servem como

diretrizes para o desenvolvimento de métodos analiticos mais sustentaveis, com foco
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na seguranga dos operadores e na eficiéncia dos processos laboratoriais,
promovendo uma nova perspectiva para a execucdo de analises quimicas
sustentaveis (GALUSZKA et al., 2013).

Os 12 principios da Quimica Analitica Verde, propostos incluem: a aplicagao
de técnicas analiticas diretas para evitar o tratamento da amostra (1); a utilizagao de
amostras no menor tamanho e quantidade possiveis (2); a realizagdo de analises in
situ (3); a integragéo de processos analiticos e operagdes, promovendo economia de
energia e uso reduzido de reagentes (4); a selegdo de métodos automatizados e
miniaturizados (5); a evitagao de derivatizagdes que requerem reagentes adicionais e
geram residuos (6); a minimizagdo da geracdo de grandes volumes de residuos
analiticos e a provisao do correto manejo desses residuos (7); a preferéncia por
métodos multianalitos em vez de métodos que analisam um analito por vez (8); a
minimizac&o do uso de energia elétrica (9); a preferéncia por reagentes provenientes
de fontes renovaveis (10); o descarte de reagentes perigosos (11); e o aumento da
seguranca dos operadores (12). Esses principios visam reduzir os impactos
ambientais dos processos analiticos e promover praticas mais sustentaveis e seguras

nos laboratérios.



4.MATERIAL E METODOS

4.1 Instrumentagao

As determinagdes de Cr foram realizadas em um espectrometro de absorg¢ao
atdbmica de alta resolugdo com fonte continua (HR-CS AAS) modelo ContrAA 700
(Analytik Jena, Alemanha), equipado com atomizadores por forno de grafite e por
chama. O espectrébmetro foi operado com tubos de grafite revestidos com grafite
pirolitico (Analytik Jena), com plataforma integrada e orificio para inje¢cao de liquidos.
Como fonte de radiag&o, foi utilizada uma lampada de arco curto de Xe (Analytik
Jena), a qual permite a emissao de radiagao dentro da faixa espectral entre 185 e 900
nm. O equipamento também conta com um duplo monocromador (Analytik Jena) de
alta resolugdo, composto por um prisma para separagao de ordens espectrais e uma
grade do tipo Echelle. O sistema Optico permite obter uma resolugao espectral de N/AA
= 145000, o que corresponde a uma banda espectral inferior a 2 pm por pixel em 200
nm. Também foram utilizadas uma balanga analitica modelo AG220A (Gehaka,
Japéao), com resolucdo de 0,0001 g e carga maxima de 220 g, uma centrifuga modelo
80-2B (Daiki, Brasil), com capacidade para 12 tubos de 15 mL e velocidade maxima
de 4000 rpm, agitador vortex modelo K45-2810 (Kasvi, Brasil) e chapa de
aquecimento modelo 752A (Fisaton, Brasil).

4.2 Amostras e reagentes

As amostras utilizadas para a avaliacdo e aplicagdao do método foram obtidas
no mercado local da cidade de Rio Grande - RS, todas do mesmo lote. Para os
estudos de avaliagdo da RP-DLLME foi utilizada a amostra de hidratante labial sabor
cereja denominada de amostra A. Apos o desenvolvimento e validagdo do método,
este foi aplicado em diferentes amostras de hidratantes labiais denominadas de A
(sabor amora - cor bordé intenso), B (sabor morango - vermelho), C (sabor amora -

vermelho intenso) e D (morango - rosa claro).

As solugdes aquosas foram preparadas utilizando agua ultrapura obtida através
de um sistema de purificagdo (resistividade 18,2 m cm) modelo Direct-Q UV3®
(Millipore, EUA). Para o preparo das solugdes de referéncia, foram feitas diluicbes
adequadas a partir de solugbes estoque de Cr 1000 mg L' (SpecSol, Brasil), sendo
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preparadas diariamente. O solvente utilizado na dissolu¢do da amostra foi Hexano
95% (Sigma-Aldrich, EUA). As solugdes de HNO3 e HCI que foram avaliadas como
solventes extratores foram preparadas a partir de HNO3 65% (Merck, Alemanha) e
HCI 37% (Merck), ambos destilados em um destilador de acidos sub-boiling modelo
DuoPUR (Milestone, Italia). Como solventes dispersores, foram avaliados o 1-
propanol 99% (Sigma-Aldrich, Brasil), metanol 99,8% (Sigma-Aldrich), etanol absoluto
99,8% (Sigma-Aldrich), acetonitrila 99,8% (Sigma Aldrich) e acetona PA (CRQ, Brasil).
Argénio 5.0 (99,999%) (White Martins, Brasil) foi utilizado nas determinagcées com
forno de grafite. Como modificador quimico, foi empregado o Pd (1000 mg L") (Sigma-
Aldrich) nas determinacgdes por GF AAS. O Triton X-100 foi empregado no método

comparativo.

4.3 Pré-tratamento das amostras

Seguindo abordagens similares utilizadas por autores como Voica et al. (2023),
inicialmente foi realizada a etapa de preparagao da amostra igualmente em todas as
amostras em estudo, para posterior emprego da RP-DLLME e o preparo de emuls&o
como método comparativo. As amostras foram aquecidas até fusdo completa, com o
intuito de uniformizar a sua composi¢cdo, garantindo que todos os componentes
estivessem devidamente misturados e distribuidos de maneira homogénea. Cinco
unidades de cada amostra de hidratante labial (amostra A, B, C e D), de mesmo lote
e com a mesma validade, foram transferidas para um béquer previamente
descontaminado e posteriormente submetidas a um banho-maria a 70 °C, cuja
temperatura foi ajustada e monitorada utilizando uma placa de aquecimento e um
termdémetro. A temperatura do banho-maria foi mantida constante para assegurar a
fusdo completa dos hidratantes labiais. Durante o processo de fusdo, o conteudo do
béquer foi misturado continuamente com o auxilio de um bastdo de vidro. A mistura
continua foi mantida até que todo o material estivesse completamente fundido e
homogéneo. Em seguida, o béquer foi retirado do banho-maria e deixado em repouso
a temperatura ambiente para resfriar e solidificar o material. Por fim, a amostra foi

devidamente rotulada e armazenada em frascos de vidro.



40

4.4 Avaliagao dos parametros da RP-DLLME

Inicialmente, foi feita a avaliagdo da necessidade de uma solubilizacdo prévia
da amostra e o tipo (tolueno e hexano) e volume (1 a 3 mL) de solvente de
solubilizagcdo da amostra foram avaliados, sendo adicionados apdés a fusdo da
amostra, previamente pesada, em banho-maria a 70°C. A condi¢do sem a adi¢ao de
solvente também foi avaliada. Posteriormente, o tipo de solvente dispersor (acetona,
acetonitrila, etanol, metanol e n-propanol), o tipo de solvente extrator (HNO3 5% e HCI
5%) e o tipo de agitagao (manual, em vortex e sem agitagao) foram avaliados de forma
univariada. Na sequéncia, foi empregado um planejamento fatorial fracionado 257,
onde foram avaliadas a propor¢ao entre solvente dispersor e extrator (90:10; 50:50 e
10:90, %(v/v)), a concentragdo de solvente extrator (1 a 7 mol L"), o tempo de agitagdo
(10 a 60 s), a temperatura de solubilizagdo da amostra (45 a 85 °C) e o tempo de
centrifugacéo (5 a 15 min), conforme a Tabela 4. Por fim, foi avaliado novamente o

volume do solvente de solubilizagdo da amostra (1 a 5 mL), de forma univariada.

Tabela 4 - Variaveis e os niveis codificados avaliados no planejamento fatorial
fracionado 25,

Niveis codificados

Variaveis
-1 0 +1

Proporgao entre solvente dispersor e extrator, %(v/v)  90:10 50:50 10:90

Concentracéo de solvente dispersor, mol L 1 4 7
Tempo de agitagéo, s 10 35 60
Temperatura de solubilizacdo da amostra, °C 45 65 85
Tempo de centrifugagao, min 5 10 15

4.5 Procedimento da RP-DLLME

O procedimento geral da RP-DLLME consistiu, inicialmente, na pesagem de 50
mg da amostra em tubos de vidro de 15 mL com fundo cbnico, os quais foram
posteriormente aquecidos em banho-maria a 85 °C até a fusdo completa da amostra.
Em seguida, a amostra foi solubilizada em 4 mL de hexano e, novamente, colocada

em banho-maria por 30 s. Apos, com auxilio de uma micropipeta, foi adicionada a
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mistura contendo os solventes extrator e dispersor na proporgdo 10:90 (v/v), nas
mesmas proporgdes, 38 uL de HNO3 1 %(m/v) e 290 uL de n-propanol. Apés a inje¢cao
da mistura de solventes na amostra, os tubos foram submetidos a agitagdo em vortex
por 10 segundos e a mistura foi centrifugada a 4000 rpm por 5 min para a separagao
das fases. Por fim, o sobrenadante foi descartado e a fase sedimentada foi transferida
para tubos Eppendorff e aferida a 500 yL com HNO3 1 %(m/v). Por fim, o extrato foi
analisado por HR-CS GF AAS.

4.6 Extracao induzida por quebra de emulsao (EIEB)

Como método comparativo, o Cr foi extraido por extragao induzida por quebra
de emulsdo (EIEB, do inglés extraction induced by emulsion breaking), em
procedimento adaptado de Chen et al. (2015). O método comparativo consistiu em
pesar 0,1 g de amostra em um tubo de PP. Em seguida, foram adicionados 500 yL de
Triton X-100 a 10% m/v, 50 yL de HNO3; e 5 mL de agua ultrapura. A mistura foi
aquecida por 30 min a 85 °C. Posteriormente, ja a temperatura ambiente, a emuls&o
foi analisada por HR CS GF AAS.

4.7 Determinacgao de Cr por HR-CS GF AAS

Inicialmente, os tubos de grafite foram condicionados termicamente, utilizando
o programa de formatagdo recomendado pelo fabricante. Os extratos obtidos por RP-
DLLME e as solugdes de referéncia foram pipetados manualmente sobre a plataforma
integrada dos tubos de grafite. Durante a avaliacdo dos parametros da RP-DLLME, foi
empregado o programa de temperatura do forno de grafite recomendado pelo
fabricante. Apds, as temperaturas de pirdlise e atomizagado foram otimizadas, tanto
para os extratos da RP-DLLME (na condi¢do otimizada), como para as solugdes de
referéncia, na presenga ou ndo de Pd 1000 mg L' como modificador quimico. O
programa de temperatura empregado (apds otimizagao) para as determinacdes de Cr
por HR-CS GF AAS esta descrito em detalhe na Tabela 5.
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Tabela 5 - Programa de temperatura empregado nas determinagdes de Cr por HR-CS
GF AAS, apos extracao por RP-DLLME.

Rampa de

Temperatura . Fluxo de Ar
Etapa o aquecimento Tempo (s) 1
(°C) oe o1 (L min™)
(°Cs™)

Secagem 1 90 6 20 2,0
Secagem 2 100 3 30 2,0
Secagem 3 130 5 12 2,0
Pirdlise 1400 300 10 2,0
Auto-zero 1400 0 5 2,0
Atomizagéao 2600 1500 4 -

Limpeza 2700 500 4 2,0

4.8 Performance analitica

Para avaliar a performance analitica do método proposto, foram avaliados os
seguintes parametros: linearidade, precisao, exatiddo, LOD e LOQ e sensibilidade. A
linearidade foi avaliada utilizando curvas de calibracdo externa utilizando solugdes de
referéncia de Cr, considerando a faixa de concentracdo esperada nas amostras. A
equagao da reta, o coeficiente de determinacédo (R?), e os valores de inclinagéao e
intercepto foram obtidos para avaliar a linearidade do método. A precisdo do método
foi avaliada em termos de repetitividade através da aplicagcdo do método proposto nas
amostras (n = 3) analisadas neste estudo, utilizando como critério o desvio padréo
relativo (RSD, do inglés relative standard deviation).

Para a avaliagao da exatidao do método, foi empregado um método comparativo
através da extragao por EIEB e determinagao de Cr por HR-CS GF AAS em todas as
amostras analisadas neste estudo, a partir de uma adaptacgao do trabalho de Chen et
al. (2015). Os resultados foram avaliados através do grau de concordancia entre os
resultados obtidos pelo método proposto e os resultados obtidos pelo método
comparativo.

O limite de deteccdo (LOD, do inglés limit of detection) e o limite de
quantificacédo (LOQ, do inglés limit of quantification) foram determinados com base na
inclinacéo da curva de calibragao e no desvio padrao das medigdes (n = 10) do branco
analitico. O LOD reflete a menor quantidade de Cr que pode ser detectada, mas nao
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necessariamente quantificada, enquanto o LOQ é a menor concentracdo que pode
ser quantificada com exatiddo. Os valores de LOD e LOQ foram calculados a partir
das Equacdes 1 e 2.

LOD = B’Xc"{% Equacao 1
LOQ = wxcfab”‘“c" Equagao 2
Onde:

* Opranco © O desvio padrao das medi¢des dos brancos analiticos.

*. a € a inclinagao da curva de calibragéo.

4.9 Analises estatisticas e softwares

O tratamento de dados foi realizado com o auxilio do software Microsoft Excel
2010. Para os testes de comparagdo de médias foi utilizado o programa InStat
GraphPad versédo 3.10. Durante a otimizagdo da RP-DLLME, foi utilizado o teste t-
student para a comparagao entre duas médias considerando um nivel de significancia
de 95%. Para a comparacao entre trés ou mais médias, foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA), optando-se pelo teste de multiplas comparagbes de Tukey-
Kramer, com nivel de confianga de 95%. Durante a fase de otimizagdo da RP-DLLME,
também foi aplicada uma estratégia de otimizagdo multivariada onde foi utilizado o
software Statistica 7.

4.10 Tratamento de residuos

Os residuos gerados durante o desenvolvimento desse trabalho foram
armazenados em frascos devidamente rotulados de acordo com as normas definidas
pela Comissao de Residuos da FURG, sendo posteriormente acondicionados em local
adequado para posterior recolhimento pela Instituicho e envio a uma empresa

contratada com o objetivo de realizar o seu tratamento.



5.APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 Estudos preliminares

5.1.1 Pré-tratamento da amostra

Para assegurar a homogeneidade das amostras e uma quantidade de amostras
que fosse suficiente para o desenvolvimento do trabalho, foi empregada uma
abordagem similar ao trabalho de Voica et al. (2023), onde cinco unidades de
hidratante labial da marca A, todas do mesmo lote e com a mesma validade, foram
misturadas e submetidas a um aquecimento em banho-maria, conforme descrito no
item 3.3. Na Figura 8, estda demonstrado o aspecto das amostras antes e depois do

pré-tratamento.

Figura 8: Amostras de hidratante labial antes (A) e apds (B) o aquecimento

A temperatura foi mantida constante a 70 °C para assegurar a fusdo completa
da amostra conforme Fernandes et al. (2013). Durante o processo de fusdo, as
amostras foram submetidas a agitagéo constante, para garantir a distribuigdo uniforme
dos componentes da matriz. Apds, as amostras foram retiradas do banho-maria e

deixadas em repouso a temperatura ambiente para resfriar e solidificar o material.
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5.2 Avaliagcao dos parametros da RP-DLLME
5.2.1 Avaliagdo da necessidade de solubilizagdo da amostra

Os experimentos preliminares foram adaptados a partir do estudo de
Sorouraddin et al. (2022), o unico trabalho semelhante encontrado na literatura, onde
os autores aplicaram a RP-DLLME para a extragao de Cd e Pb em batom e cremes.
Os autores fizeram a dissolugao de 0,3 g de amostra em 25 mL de tolueno, do qual 5
mL foram separados e empregados na RP-DLLME. Devido a elevada viscosidade da
amostra de hidratante labial, foi avaliada a necessidade de adicdo de um solvente
para uma solubilizagao inicial na RP-DLLME. Considerando que a escolha do solvente
ideal para a dissolugao da amostra depende da polaridade dos componentes da matriz
e que hidratante labial € uma amostra bastante lipofilica, foram feitos testes iniciais
com diferentes volumes de hexano, tolueno e sem a utilizagdo de solvente. Os
resultados empregando diferentes volumes de hexano e tolueno podem ser

visualizados na Figura 9.

Figura 9 - Avaliagdo do tipo e volume de solvente de solubilizagdo da amostra na

extragao de Cr em hidratante labial por RP-DLLME.
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Condig¢des: 50 mg de amostra, aquecimento em banho-maria a 70 °C até a fusao, adigéo do
solvente de solubilizagdo da amostra, aquecimento em banho-maria a 70 °C por 30 s,
proporgao de 90:10 (em %) entre solvente dispersor (290 uL de acetonitrila) e extrator (38 uL

de HNOs3 5%), agitagdo em vértex por 60 s e centrifugagao a 4000 rpm por 10 min. As barras
de erro representam o desvio padrao (n = 3).
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Priorizando os principios da GAC, este estudo visou reduzir a quantidade de
solvente utilizada na dissolugdo da amostra, assim como a massa de amostra. Para
isso, foram utilizadas as mesmas propor¢des empregadas no trabalho de Sorouraddin
et al. (2022), porém em quantidades reduzidas, sendo 50 mg de amostra, a qual foi
solubilizada em 1, 2 e 3 mL de hexano e tolueno. A diminuicdo da massa de amostra
esta de acordo com o principio 2 da GAC (Tamanho e numero minimo de amostras
séo desejaveis) (GALUSZKA, MIGASZEWSKI e NAMIESNIK, 2013).

Na realizacdo da RP-DLLME sem a utilizacdo de solvente, a execugao do
experimento tornou-se inviavel devido as propriedades do hidratante labial. Apesar de
apresentar diversas formulagdes, quando em formato de bastdo, o hidratante labial
assume um estado solido a temperatura ambiente, pois sua composi¢céo geralmente
€ composta por ceras, 6leos e outros componentes. Essa condi¢ao dificulta ou torna
impossivel a aplicagdo da RP-DLLME sem a presencga de um solvente apropriado. A
auséncia de um solvente adequado em amostras com elevado teor de dleos e
gorduras pode resultar em limitagcbes na dissolugdo dos constituintes da matriz
(KASCHNE et al., 2020).

Apos as avaliagdes com diferentes volumes dos solventes, observou-se que o
maior valor de absorbancia integrada foi obtido com tolueno e utilizando o maior
volume (3 mL), sendo que houve diferenga significativa (p < 0,05) na comparagéo com
2 mL. No entanto, o uso de 3 mL de tolueno apresentou um elevado RSD (44,95%).
O emprego de 3 mL de hexano também apresentou maior valor de absorbéancia
integrada, havendo também diferenga significativa (p < 0,05) na comparagdo com 2
mL e com menor RSD (7,8%). Nao houve diferenca significativa (p > 0,05) entre 3 mL
de hexano e tolueno.

A dose letal 50 (LD50, do inglés lethal dose 50) é um indicador toxicoldgico que
mede a quantidade de uma substancia ou radiagao necessaria para matar 50% de um
grupo de animais testados e é inversamente proporcional a toxicidade de uma
substancia. Portanto, quanto menor for o valor da LD50, maior sera a toxicidade da
substancia, indicando que uma menor quantidade € necessaria para produzir efeitos
letais (CASARETT e DOULL'’S, 2013). De acordo com a Agéncia para Substancias
Toxicas e Registro de Doencgas (ATSDR, do inglés Agency for Toxic Substances and
Disease Registry) (2017), a LD50 oral do tolueno em ratos € de aproximadamente
5500-7400 mg kg™!, confirmando sua toxicidade aguda em mamiferos (ATSDR, 2017).
ATSDR (2024) e Thermo Fisher Scientific (2024), reportam que a LD50 do hexano em
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ratos é de aproximadamente 15000 mg kg™, indicando uma toxicidade aguda para
essa substancia. Portanto, em relagdo ao LD50, o tolueno pode ser considerado mais
toxico que o hexano.

Desta forma, considerando o elevado RSD do Tolueno quando foram
empregados 3 mL e os principios 11 (Reagentes toxicos devem ser eliminados ou
substituidos) e 12 (A seguranga do operador deve ser aumentada) da GAC, o hexano
foi escolhido para os proximos experimentos (GALUSZKA, MIGASZEWSKI e
NAMIESNIK, 2013).

5.2.2 Avaliagao do tipo de solvente dispersor

As propriedades do solvente dispersor desempenham um papel crucial na RP-
DLLME, exercendo uma influéncia direta na dispersao do solvente extrator (em forma
de goticulas) na amostra, promovendo uma maior area de contato e facilitando a
extragdo dos analitos (MARTINS et al., 2012). Neste estudo, foram avaliadas a
acetona, acetonitrila, etanol, metanol e n-propanol como solventes dispersores, como

pode ser visualizado na Figura 10.

Figura 10 - Avaliagdo do tipo de solvente dispersor na extracdo de Cr em hidratante
labial por RP-DLLME.
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Condig¢des: 50 mg de amostra, aquecimento em banho-maria a 70 °C até a fusdo, 3 mL de
hexano, aquecimento em banho-maria a 70 °C por 30 s, proporgéo de 90:10 (em %) entre
solvente dispersor (290 pL) e extrator (38 pL de HNO3 5%), agitagdo em vortex por 60 s e
centrifugacao a 4000 rpm por 10 min. As barras de erro representam o desvio padrao (n = 3).
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Na Figura 10, é possivel observar que o n-propanol foi o solvente dispersor que
apresentou o0s maiores valores de absorbancia integrada, sendo diferente,
estatisticamente (p < 0,05), dos demais solventes. De acordo com a Tabela 6, o n-
propanol € um dos solventes menos polares entre os avaliados, pois possui a menor
constante dielétrica (20,1), o que sugere uma maior interagdo com a fase orgéanica
com relacdo a fase aquosa. O mesmo ocorre para a acetona, com valor de constante
dielétrica (20,7) muito semelhante ao n-propanol e com a segunda maior absorbancia
integrada obtida. No entanto, na sequéncia, a acetonitrila apresentou o terceiro maior
valor de absorbancia integrada, mas com a maior constante dielétrica (37,5) entre os
solventes dispersores avaliados. O etanol e o metanol com constantes dielétricas
(24,3 e 32,6, respectivamente) intermediarias, apresentaram os piores resultados.
Portanto, o n-propanol foi escolhido como solvente dispersor para os proximos

experimentos.

Tabela 6 — Propriedades fisicas dos solventes.

Substancia Viscosidade  Raio molecular Copsftante . Co~eficier_1te de
(mPa s) (A) dielétrica (g) difusédo (107° m? s™)

Hexano 0,294 2 1,89 3,71

n-Propanol 1,945 2 20,1 0,563
Acetona 0,316 2 20,7 3,45
Etanol 1,074 2 24,3 1,02
Metanol 0,545 1,5 32,6 2,67
Acetonitrila 0,341 2 37,5 3,2

Agua 0,89 1 80,1 2,45

**Os coeficientes de difusdo foram calculados utilizando a equacéo de Stokes-Einstein, considerando
um meio de agua a constante de Boltzmann (1,38 x 10722 m? kg s K') e a temperatura de 25 °C.

Fonte: Adaptado de Maryott e Smith (1951); Bird (2002), Skoog 2017 e Atkins (2010).

A partir da revisao realizada neste trabalho, foi verificado que entre os trabalhos
que empregaram a RP-DLLME para a determinagéo elementar, 40% utilizaram o iso-
propanol como solvente dispersor e 30% o n-propanol. KALSCHNE et al. (2020),
determinaram Cd, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn por ICP OES ap0ds extragédo por RP-DLLME em
oleo de peixe e empregaram n-propanol como solvente dispersor. Santos (2017),
utilizou n-propanol como dispersor na RP-DLLME para a extragdo de Zn em oleos
vegetais com determinac&o por F AAS. Andriolli (2021), investigou a RP-DLLME para
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o preparo de amostras de excipientes farmacéuticos visando a determinagao de As,

Cd, Hg, Pb, Co, Ni e V por ICP-MS e utilizou n-propanol como solvente dispersor.

5.2.3 Avaliagdo do tipo de solvente extrator

O solvente extrator também desempenha um papel fundamental na obtengao
de resultados eficazes na RP-DLLME. O solvente escolhido deve ser imiscivel na
amostra e miscivel no solvente dispersor, além de estabelecer uma interagao
significativa com o analito. Para a escolha do solvente extrator, foram avaliadas

solugdes de HCI 5% e HNO3 5%, como pode ser visualizado na Figura 11.

Figura 11 - Efeito do solvente extrator na extragcdo de Cr em hidratante labial por RP-
DLLME.

Absorbancia integrada (s)

HNO; 5% HCI 5%
Tipo de solvente extrator

Condig¢des: 50 mg de amostra, aquecimento em banho-maria a 70 °C até a fusao, 3 mL de
hexano, aquecimento em banho-maria a 70 °C por 30 s, proporgdo 90:10 (em %) entre
solvente dispersor (290 uL de n-propanol) e extrator (38 uL), agitagdo em vortex por 60 s e
centrifugacao a 4000 rpm por 10 min. As barras de erro representam o desvio padrao (n = 3).

Na comparacgédo entre HNO3 5% e HCI 5%, o primeiro apresentou maiores
valores de absorbancia integrada, sendo os valores diferentes estatisticamente (p <
0,05). O resultado corrobora com a revisao realizada neste estudo, onde 80% dos
trabalhos utilizaram HNOs3 diluido como solvente extrator em aplicagbes visando a
determinacao elementar, 15% utilizaram apenas agua ultrapura e 5% utilizaram HCI

diluido. Takashima (2017), utilizou HNO3 5% como solvente extrator juntamente com



50

isopropanol como solvente dispersor na RP-DLLME para a extragdo de Cu, Cr e Ni
em biodiesel com posterior determinac&o por GF AAS. Delpino (2017), determinou Al,
Cd, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn em dleo diesel por ICP OES e utilizou HNO3 3% como solvente
extrator e isopropanol 75% como solvente dispersor na RP-DLLME. Dos Reis (2018),
avaliou o emprego da RP-DLLME para a extragao de Fe, Mg e Zn em 6leos vegetais
e utilizou HNO3 1% como solvente extrator e isopropanol como solvente dispersor com
determinacdo por F AAS. Portanto, neste estudo, a solucdo de HNO3 5% foi

selecionada para os experimentos posteriores.

5.2.4 Avaliagéo do tipo de agitagao

A agitagcado da mistura na RP-DLLME, apos a adigdo da mistura dos solventes
extrator e dispersor, tem sido investigada na literatura (SANTOS, 2017; DOS REIS,
2018; ANDRIOLI, 2021). Neste estudo, foram avaliadas a agitagdo manual, agitacéo
em vortex e sem agitagdo, conforme a Figura 12.

Figura 12 - Efeito do tipo de agitagdo na extragcdo de Cr em hidratante labial por RP-
DLLME.
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Sem agitacao Agitacao manual Agitacdo em vortex

Tipo de agitagao

Condig¢des: 50 mg de amostra, aquecimento em banho-maria a 70 °C até a fusao, 3 mL de
hexano, aquecimento em banho-maria a 70 °C por 30 s, proporgdo 90:10 (em %) entre
solvente dispersor (290 uL de n-propanol) e extrator (38 uL de HNO3 5%), agitagéo por 60 s
ou sem agitagao e centrifugagao a 4000 rpm por 10 min. As barras de erro representam o
desvio padrao (n = 3).

A agitacdo em vortex foi a condigcdo que apresentou os maiores valores de
absorbancia integrada em comparagdo com a agitagdo manual e sem agitagdo. A
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agitacdo por vortex, demonstrou ser especialmente eficiente na dispersao das
microgotas na amostra. Essa dispers&o uniforme contribuiu para uma extragdo mais
quantitativa dos analitos, melhorando a eficiéncia do processo de microextragio.
Portanto, a agitacdo em vortex foi selecionada para os proximos experimentos.

5.2.5 Planejamento fatorial fracionado 25"

Para a avaliacdo das demais variaveis da RP-DLLME, foi realizado um
planejamento fatorial fracionado 2%, avaliando a proporgdo entre o solvente dispersor
e extrator (em %(v/v)), a concentragédo de solvente extrator (em %(m/v)), o tempo de
agitacao (em s), a temperatura de extragdo (em °C) e o tempo de centrifugagao (em
min), de acordo com a matriz apresentada na Tabela 7.

Tabela 7 - Matriz do planejamento fatorial fracionado 251

Tratamento Pr?j?sgg?;)o?gtre Cc?en (;i?\:reﬁio Tgmp(} de Tempergtur? de ceE?rrirf]L?goacgj:Zo, .Absorbéncia
extrator, %(v/v) extrator, %(m/v) agitagao, s extragao, °C min integrada, s

1 -1 (90:10) -1(1) -1 (10) -1 (45) +1 (15) 0,01807
2 +1(10:90) -1 (1) -1 (10) -1 (45) -1(5) 0,00344
3 -1(90:10) +1(7) -1 (10) -1 (45) -1(5) 0,00576
4 +1(10:90) +1(7) -1 (10) -1 (45) +1 (15) 0

5 -1(90:10) -1(1) +1 (60) -1 (45) -1(5) 0,02672
6 +1(10:90) -1 (1) +1(60) -1 (45) +1 (15) 0,00477
7 -1 (90:10) +1(7) +1(60) -1 (45) +1 (15) 0,00499
8 +1 (10:90) +1(7) +1 (60) -1 (45) -1(5) 0

9 -1 (90:10) -1 (1) -1 (10) +1(85) -1(5) 0,03746
10 +1 (10:90) -1 (1) -1 (10) +1(85) +1 (15) 0,01037
11 -1 (90:10) +1(7) -1 (10) +1(85) +1 (15) 0,01747
12 +1 (10:90) +1(7) -1 (10) +1(85) -1(5) 0,00801
13 -1 (90:10) -1 (1) +1(60) +1(85) +1 (15) 0,01357
14 +1(10:90) -1 (1) +1(60) +1(85) -1(5) 0,02788
15 -1(90:10) +1(7) +1(60) +1(85) -1(5) 0,02559
16 +1(10:90) +1(7) +1(60) +1(85) +1 (15) 0,00773
17 0 (50:50) 0 (4) 0 (35) 0 (65) 0 (10) 0,02228
18 0 (50:50) 0 (4) 0 (35) 0 (65) 0 (10) 0,01108
19 0 (50:50) 0 (4) 0 (35) 0 (65) 0 (10) 0,01255

E importante salientar, que cada experimento foi realizado juntamente com o

branco analitico com a condicdo experimental correspondente, para efeito de
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subtragao da absorbéancia integrada de Cr. Os tratamentos 4 e 8 forneceram valores
de absorbancia integrada negativos com a subtragdo do branco analitico. Portanto,
para efeito de construcdo da matriz, foi considerado o valor “zero” em absorbéancia
integrada para estes tratamentos. Também €& importante destacar, que os valores de
absorbancia integrada sofreram uma aparente diminuicdo com relagado aos valores
dos experimentos anteriores. Isso ocorreu devido a mudanga no tubo de grafite
utilizado, pois nos experimentos anteriores foi utilizado um tubo de grafite pirolitico
com plataforma integrada e os novos experimentos foram realizados com um tubo de
grafite pirolitico de parede, o que explica a diminuicdo natural da sensibilidade da
técnica. Na Tabela 8, esta apresentada a analise dos efeitos do planejamento fatorial
fracionado 25"

Tabela 8 - Analise dos efeitos do planejamento fatorial fracionado 25,

Variavel Efeito Erro padrao p-valor
Proporgao entre dispersor e extrator, %(v/v) -0,010933 0,003102  0,003731
Concentragao de solvente extrator, %(v/v) -0,009092 0,003102 0,011681
Tempo de agitagéo, s 0,001334 0,003102 0,674078
Temperatura de extracao, °C 0,010541 0,003102  0,004754
Tempo de centrifugagao, min -0,007236 0,003102  0,036367

A partir da analise dos efeitos, observa-se que apenas o tempo de agitagdo n&o
foi significativo (p > 0,05), ou seja, quando o tempo variou de 10 a 60 s de agitagao
em vortex, ndo houve diferenga significativa na variagdo dos valores de absorbéancia
integrada. Portanto, considerando o principio 9 (O uso de energia deve ser
minimizado) da GAC, 10 s de agitacdo em vortex foi selecionado para os proximos
experimentos (GALUSZKA, MIGASZEWSKI e NAMIESNIK, 2013).

A variavel proporgao entre dispersor e extrator apresentou efeito negativo e
significativo (p < 0,05), o que significa que ao passar de 90:10 para 10:90 ocorreu uma
diminuicdo em 0,0109 s (unidades de absorbancia integrada), indicando que é
importante manter uma maior propor¢cao de solvente dispersor do que extrator na
mistura. Portanto, a propor¢ao 90:10 foi selecionada para os préximos experimentos.

A temperatura de extragcédo € a temperatura da mistura (amostra + hexano) no
momento da adigdo dos solventes extrator e dispersor. Na analise dos efeitos, foi

observado um efeito positivo e significativo (p < 0,05) quando a temperatura passou
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de 45 para 85 °C, indicando que ocorreu um aumento de 0,010541 s (unidades de
absorbéancia) com o aumento da temperatura. Também € importante salientar, que em
temperaturas inferiores a 70 °C, ndo ocorre uma eficiente dissolugdo da matriz em

hexano, como demonstrado na Figura 13.

Figura 13 - Amostra de hidratante labial apds dissolugdo em hexano e aquecimento
em banho-maria nas temperaturas de (A) 60 °C e (B) 80 °C.

A B

Na Figura 13a, é possivel observar a presenca de particulas oriundas da matriz
nao dissolvidas em hexano na temperatura de 60 °C, o que nao ocorre na temperatura
de 80 °C (Figura 13b). Qualquer que seja o decréscimo na temperatura de extragéo
no momento da adicdo dos solventes dispersor e extrator pode influenciar
negativamente no processo de extragdo. Portanto, para garantir que ndo houvesse
variagao da temperatura no momento da adi¢cao dos solventes, a amostra passou por
2 momentos de aquecimento: /) inicialmente, a amostra foi aquecida na temperatura
de interesse até a fusdo completa e ii) foram adicionados 3 mL de hexano e a amostra
foi novamente submetida a aquecimento em banho-maria durante 30 s na temperatura
de interesse. Em seguida, a amostra foi retirada rapidamente do banho-maria e a
mistura de solventes dispersor e extrator foi imediatamente introduzida na amostra

com o objetivo de minimizar qualquer variagdo na temperatura de extragao.
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Considerando as caracteristicas ja mencionadas, a temperatura de 85 °C foi
selecionada para os préximos experimentos.

A concentracao de solvente extrator mostrou um efeito negativo e significativo
(p <0,05), indicando que ao passar de 1 para 7%, ocorreu uma diminuicdo de 0,00909
s (unidades de absorbancia integrada). Portanto, dentro da faixa de concentragéo
avaliada, foi selecionada a concentracdo de 1% com o objetivo de diminuir a
concentragcdo de HNOs3, de acordo com o principio 12 (A seguranga do operador deve
ser aumentada) da GAC. Ja o tempo de centrifugacéo apresentou um efeito negativo
e significativo (p < 0,05), indicando que a absorbancia integrada diminuiu de 0,007236
s (unidades de absorbancia integrada) ao passar de 5 para 15 min. Portanto, o tempo
de centrifugagdo de 5 min foi selecionado para os préximos experimentos, visando
diminuir o tempo do procedimento de preparo de amostras, considerando o principio
9 (O uso de energia deve ser minimizado) da GAC (GALUSZKA, MIGASZEWSKI e
NAMIESNIK, 2013). As condigdes selecionadas podem ser representadas pelo
tratamento 9 (Tabela 7) da matriz do planejamento fatorial fracionado, o qual
apresentou os maiores valores de absorbéancia integrada (0,03746 s).

5.2.6 Avaliagdo do volume do solvente de solubilizagédo

Observando os trabalhos da literatura em que também foram utilizados solventes para
a diluicao inicial da amostra na RP-DLLME, verificou-se que foram utilizados de 2 a 5
mL. Nesse contexto, foi realizada uma nova avaliagéo do volume de hexano, variando

de 1 a 5 mL como solvente de solubilizagdo, de acordo com a Figura 14.

Figura 14 — Avaliacdo do volume de hexano para a solubilizagdo da amostra na
extragao de Cr em hidratante labial por RP-DLLME.
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Condig¢des: 50 mg de amostra, aquecimento em banho-maria a 85 °C até a fusao, adigéo de
hexano, aquecimento em banho-maria por 85 °C por 30 s, agitagdo em vortex por 60 s,
proporgao 90:10 (em %) entre solvente dispersor (290 yL de n-propanol) e extrator (38 uL de
HNO3 5%), agitagdo em vortex por 60 s e centrifugagéo a 4000 rpm por 10 min. As barras de

erro representam o desvio padrao (n = 3).

O emprego de 4 mL de hexano gerou o maior valor de absorbancia integrada
em relagdo aos demais volumes. Santos (2017), descreveu que de acordo com 0s
principios da RP-DLLME, a amostra deve ser soluvel em solventes organicos, para
que o analito consiga migrar a fase aquosa. Dessa forma, sugere-se que os volumes
menores podem nao ser suficientes para solubilizar de maneira eficiente todos os
componentes da matriz, enquanto volumes maiores (5 mL) podem diluir
excessivamente a amostra, resultando em menores valores de absorbéancia integrada.

Na Figura 15, esta demonstrado um esquema com a RP-DLLME otimizada.

Figura 15 — Procedimento da RP-DLLME com as condi¢des otimizadas.

38 uL de HNO, 1% e 290 uL
de n-propanol

t
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50 mg de amostra
Aquecimentoa 85 °C Aquecimentoa 85 °C
(até a fusdo) (durante 30s)

DeterminacdoporHR-CS Aferigdoa 500 uL com Retiradado Centrifugacdoa 4000
GF AAS HNO; 1% sobrenadante rpm por 5 min

5.3 Avaliagao das temperaturas de pirdlise e atomizagao

A avaliagdo das temperaturas de pirélise e atomizagédo na técnica de GF AAS
€ fundamental para entender o comportamento térmico dos analitos e dos
componentes da matriz durante a atomizagdo. A presenga de concomitantes na matriz

pode influenciar significativamente as etapas de pirdlise e atomizagdo causando
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interferéncias espectrais. Assim, apds a otimizagdo da RP-DLLME, foram avaliadas
as temperaturas de pirolise e atomizagdo com e sem a utilizagdo de Pd como
modificador quimico, tanto para a amostra, como para as solugdes de referéncia. Na

Figura 16, esta representada a curva de pirdlise.

Figura 16 — Curvas de pirdlise obtidas por HR-CS GF AAS para solugdes de referéncia
e extratos da RP-DLLME na presenca ou ndo de Pd como modificador

quimico.
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Condicdes: As medi¢des dos sinais foram feitas por HR-CS GF AAS utilizando a linha de
absorgao principal do Cr em 357,8687 nm e monitorando o pixel central (CP) = 1. Os sinais
foram obtidos a partir de 20 pL de uma solugéo de referéncia de Cr 5 ug L™ ou 20 pL de extrato
da RP-DLLME, ambos na presencga ou ndo de 5 uL de Pd (NO3)2 1000 mg L. A temperatura
de atomizacéo foi fixada em 2300 °C.

As curvas de pirdlise foram avaliadas na faixa de 600 a 1900 °C, utilizando
solucdes de referéncia de Cr e os extratos da RP-DLLME (ap6s otimizag&o), na
presenca ou ndo de Pd como modificador quimico. Nos extratos da RP-DLLME, a
presenca de Pd forneceu uma ligeira estabilidade térmica (até 1700 °C) na
comparagao com a condigdo sem Pd. Na analise das solugdes de referéncia, a curva
com modificador também apresentou uma estabilidade térmica até 1700 °C, enquanto
na curva sem Pd é possivel observar um decaimento nos valores de absorbancia
integrada a partir de 1500 °C. Com a estabilizagado do analito proporcionada pelo Pd,
tanto para os extratos da RP-DLLME como para as solucdes de referéncia, 1400 °C

foi selecionada como temperatura de pirdlise para os proximos experimentos.
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Figura 17 — Curvas de atomizagédo obtidas por HR-CS GF AAS para solugdes de
referéncia e extratos da RP-DLLME na presenga ou ndo de Pd como

modificador quimico.
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Condicdes: As medigdes dos sinais foram feitas por HR-CS GF AAS utilizando a linha de
absorgao principal do Cr em 357,8687 nm e monitorando o pixel central (CP) = 1. Os sinais
foram obtidos a partir de 20 pL de uma solugéo de referéncia de Cr 5 ug L™ ou 20 pL de extrato
da RP-DLLME, ambos na presencga ou nao de 5 uL de Pd (NO3)2 1000 mg L. A temperatura
de pirdlise foi fixada em 1400 °C.

Nas curvas de atomizagao (Figura 17), observa-se que nas solugdes de
referéncia, o maior valor de absorbancia integrada foi obtido a 2200 °C, sem
modificador. Entretanto, os valores de absorbancia ndo se mostraram estaveis em
valores superiores de temperatura de atomizacdo. Com a adicdo do modificador,
embora a sensibilidade tenha sido consideravelmente diminuida para a solugao,
obteve-se uma maior estabilidade térmica na faixa de 2200 a 2600 °C. Um
comportamento semelhante foi observado para os extratos da RP-DLLME na
presengca de modificador, com uma estabilidade térmica na mesma faixa de
temperatura (2200 a 2600 °C), o que ndo ocorreu sem a presenga de Pd, pois abaixo
de 2400 °C de atomizagédo, observou-se a diminuicdo das absorbancias integradas.
Portanto, a condigdo de temperatura de atomizacao de 2300 °C com modificador, foi
a menor temperatura dentro de faixa de estabilidade térmica, tanto para os extratos
da RP-DLLME como para a solugao de referéncia. Entretanto, ao utilizar modificador
na temperatura de 2700 °C, foram obtidos os maiores valores de absorbancia
integrada. Na Figura 18, esta apresentado um espectro obtido por HR-CS GF AAS
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para a amostra de hidratante labial, apés extracdo por RP-DLLME e com modificador,
na temperatura de 2300 °C.

Figura 18 - Espectro de absorgdo (obtido por HR-CS GF AAS) resolvido
temporalmente na vizinhanca da linha de absorcao principal do Cr em
357,8687 nm, empregando 2300 °C de atomizagao
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Condigdes: 20 uL de extrato da RP-DLLME e 5 pL de Pd 1000 mg L. A temperatura de
pirdlise foi fixada em 1400 °C.

Na Figura 18, estd demonstrado o espectro de absor¢do resolvido
temporalmente na vizinhanga da linha principal do Cr em 357,8687 nm, empregando
2300 °C de atomizacao, onde ndo se observa a formacao do fundo estruturado na
janela espectral monitorada. Portanto, a temperatura de atomizagdo de 2300 °C,

utilizando Pd como modificador quimico, foi selecionada para os experimentos
posteriores.

5.4 Desempenho analitico

Através da Resolugdgo RDC n° 166 de 24 de julho de 2017, a ANVISA
estabelece os critérios para validacdo de métodos analiticos aplicaveis a
medicamentos, produtos farmacéuticos e cosméticos (ANVISA, 2017). Além disso, o
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia) através da
orientagdo DOQ-CGCRE-008, revisada em julho de 2020, também estabelece

diretrizes para a validagdo de métodos, incluindo métodos utilizados em laborat6rios
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de analises quimicas (INMETRO, 2020). Portanto, neste trabalho foram avaliadas as
figuras de mérito linearidade, limite de detecgéo (LOD), limite de quantificagdo (LOQ),
exatiddo e precisdo. Na Tabela 9, estdo apresentados os resultados obtidos na
avaliacdo do desempenho analitico dos métodos.

Tabela 9 - Desempenho analitico do método proposto (RP-DLLME) e do método
comparativo (EIEB), ambos com quantificacdo por HR-CS GF AAS.

Valores
Parametros

RP-DLLME EIEB
Curva de calibragao 0,0053x + 0,002 0,0052x + 0,0026
Faixa de calibragéo, ug L™ 3,7a20,0 1,6 a 20,0
Coeficiente de determinagéo (R?) 0,9948 0,9955
Massa caracteristica (mo), pg 8,0 7,5
Limite de detecgéo do método (LOD), ng g’ 11 27
Limite de quantificagdo do método (LOQ), ng g ™' 37 89
Desvio padrao relativo (RSD), % <14 <16
Concordancia*, % 90 - 120 -
Fator de enriquecimento 6,01 -

*Concordancia entre o valor obtido pelo método proposto e o método de referéncia.

A linearidade foi avaliada através de uma curva de calibragdo externa (Figura
19), utilizando uma faixa de calibragdo entre 3,7 (LOQ instrumental) e 20 uyg L', onde
neste intervalo o método foi linear apresentando um valor de R? de 0,994. A faixa de
calibracao foi selecionada considerando uma faixa que compreendesse os valores de
absorbancia integrada obtidos para os extratos da RP-DLLME nas amostras
analisadas. A massa caracteristica (mo), foi calculada considerando a massa (em pg)
média obtida para cada ponto da curva de calibracdo e proporcional a 0,0044 s
(unidades de absorbancia integrada), resultando em um valor de mo de 7,5 pg. De
acordo com Welz et al. (2005), o valor informado para a linha principal do Cr em
357,8687 nm é de 4 pg.
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Figura 19 — Curva de calibragao externa empregada na avaliagao da linearidade e

na quantificagao.
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Os valores de LOD e LOQ foram determinados como descrito no item 3.8,
sendo 11 e 37 ng g™, respectivamente. Na comparagao com os valores (27 € 89 ng g
', respectivamente) obtidos pelo método comparativo (EIEB/HR-CS GF AAS), os
valores obtidos pelo método proposto (RP-DLLME/HR-CS GF AAS) foram inferiores.
Este efeito pode ser explicado pela pré-concentragdo do Cr na RP-DLLME, pois
mesmo empregando uma massa de amostra (560 mg) inferior a do método comparativo
(100 mg), o LOD e LOQ foram inferiores. O fator de enriquecimento da RP-DLLME foi
calculado considerando a concentragdo de Cr determinada no extrato (apos pré-
concentragdo) dividida pela concentracdo de Cr determinada na amostra diluida em
hexano (antes da pré-concentragdo), obtendo um fator de 6,01. Os valores de LOD e
LOQ obtidos sdo compativeis com as exigéncias para analises cosmeéticas (ANVISA),
além de serem adequados para a deteccdo/quantificagdo do Cr nas amostras
analisadas neste estudo. Na Tabela 10, estdo apresentados os resultados de
quantificacdo de Cr para ambos os métodos nas amostras analisadas.
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Tabela 10 — Resultados para a determinagdo de Cr (ng g') por HR-CS GF AAS em
hidratantes labiais, apés RP-DLLME e EIEB (resultados expressos como
média + desvio padrao, n = 3).

Amostras RP-DLLME EIEB
A 170 £ 15,5 190 £ 13,9
B 101 + 14,1 92+7,7
C 372+ 23 309 + 35
D 66 + 1,74 <89

Os cadigos das amostras significam: Amostra A (Sabor amora - cor bordd intenso); B (Sabor morango
- cor vermelho); C (Sabor amora - cor vermelho intenso) e D (Sabor morango - cor rosa claro).

Para a avaliacdo da exatidao e precisao, o método proposto foi aplicado na
amostra empregada na otimizagado da RP-DLLME (Amostra A) e em outras 3 amostras
(B, C e D), onde os resultados foram comparados com os obtidos pelo método
comparativo, um método adaptado do trabalho de Chen et al. (2015), os quais
realizaram a determinacado de Pb por ICP-MS em batom empregando a EIEB. No
entanto, neste trabalho, a quantificagéo foi feita por HR-CS GF AAS para o método de
referéncia. Nas Figuras 20 e 21, & possivel visualizar o aspecto das amostras apds a
aplicacdo da RP-DLLME (Figura 20) e EIEB (Figura 21). As concentragdes de Cr
determinadas pelo método proposto estiveram entre 66 e 372 ng g, com RSDs
inferiores a 14%. Na comparagcdo com o meétodo de referéncia, foram obtidas
concordancias entre 90 e 120%, sendo que n&o houve diferenga significativa (p > 0,05)
entre os resultados. No entanto, nao foi possivel determinar Cr na amostra D pelo
método comparativo, pois a concentragdo de Cr esteve abaixo do LOQ (89 ng g),
mostrando que o método proposto € adequado para a quantificacdo em todas as

amostras analisadas.
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Figura 20 — Imagens das amostras de hidrante labial apés a aplicacédo da RP-DLLME.
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Figura 21 — Imagens das amostras de hidratante labial apds a aplicagdo da EIEB

Considerando os limites estabelecidos na Resolugdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 628 de 2022 da ANVISA, que regulamenta a presenca de substéncias e

corantes permitidos em produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, onde os

corantes ndo devem conter impurezas acima de 100 ppm para metais pesados,
incluindo o Cr, as concentragdes analisadas estiveram abaixo deste valor.

5.5 Aplicacao da métrica AGREE

Os métodos empregados neste trabalho foram avaliados quanto ao seu carater
verde pelo software AGREE (Analytical Greenness), uma ferramenta que permite
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avaliar métodos analiticos através de um score relacionado ao atendimento dos 12
principios da GAC. Na Figura 22, estdo apresentados os pictogramas obtidos para os

meétodos proposto, comparativo e convencional, empregados neste estudo.

Figura 22 — Pictogramas (software AGREE) com scores para os métodos proposto
(RP-DLLME/HR-CS GF AAS (A), comparativo (EIEB/HR-CS GF AAS) (B) e
convencional (C), ATZ et al., 2009.

B

10,4

Ho,z
0,0

A calculadora AGREE produz um score variando de 0 a 1, a qual gera uma
representacao visual na forma de um pictograma dividido em 12 sec¢des. Cada seg¢ao
€ classificada por cores em uma escala verde-amarelo-vermelho, indicando o
desempenho de cada principio da GAC, sendo a pontuagao final exibida no centro do
pictograma (PENA-PEREIRA, WOJNOWSKI e TOBISZEWSKI, 2020). O resultado da
analise realizada pelo software AGREE, o qual gerou scores de 0,55, 0,56 e 0,35 para
os métodos proposto, comparativo e convencional, respectivamente, sugere que os
dois primeiros apresentam uma boa conformidade com os principios da GAC. Estes
scores, situados proximos a metade da escala, indicam que os dois métodos possuem
caracteristicas sustentaveis e eficientes do ponto de vista ambiental, embora ainda
existam oportunidades para melhorias. Entretanto, o método convencional apresentou

score mais baixo pelos motivos expostos na Tabela 11, que apresenta um

comparativo entre os trés métodos com base nos principios da GAC.



Tabela 11- Comparativo entre os métodos proposto, comparativo e convencional com base nos principios da GAC.

Principio da GAC

Método proposto Método comparativo Método convencional

Principio 1: Analise direta

Principio 2: Tamanho minimo
de amostra

Principio 3: Medigdes in situ

Principio 4: Integragéo de
processos analiticos

Principio 5: Métodos
automatizados e
miniaturizados

Principio 6: Derivatizagao deve
ser evitada

Principio 7: Geragéao de
grandes volumes de residuos
deve ser evitada

Principio 8: Métodos
multianalitos

Principio 9: Minimizagao do
uso de energia

Possui etapa de preparo e andlise Possui etapa de preparo e Possui etapa de preparo e
em batelad:(n° re%usido de etapas) analise em batelada (n° reduzido analise em batelada (n°
P de etapas) reduzido de etapas)
50 mg de amostra 100 mg de amostra 200 mg de amostra
Medi¢des em laboratério Medicbes em laboratdrio Medi¢bes em laboratdrio
4 ou mais etapas 3 ou menos etapas 4 ou mais etapas
Manual e miniaturizado Manual e miniaturizado Manual e automatizado
Sem etapa de derivatizagao Sem etapa de derivatizacao Sem etapa de derivatizacao

4 mL de hexano + 290 uL de n-
propanol + 38 uL de HNO3; 1%; total: pL de HNO3 + 5 mL de H.O; total:

+ 2 mL de H,0,; total: 8 mL/
~4.5 mL/amostra ~5,55 mL/amostra

amostra
Analise monoelementar Analise monoelementar Analise monoelementar
Chapa de aquecimento (~20 Chapa de aquecimento (30 min) .
minutos) + emprego da HR-CS GF + emprego da HR-CS GF AAS Forno de Micro-ondas (2

AAS (0,1 — 1,5 kWh) (0.1 — 1,5 KWh) horas- rampa com 6 etapas)

500 pL de Triton X-100 10% + 50 5 mL de HNO3 e 1 mL de HF.
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Principio 10: Reagentes
obtidos de fontes renovaveis

Principio 11: Reagentes
toxicos devem ser eliminados
ou substituidos

Principio 12: Seguranga do
operador

Nao se aplica

~4,5 mL/amostra de reagentes

Reagentes toxicos para a vida
aquatica, inflamaveis, oxidantes e
corrosivos

Nao se aplica

~0,55 mL/amostra de reagentes
téxicos

Reagentes toxicos para a vida
aquatica, oxidantes e corrosivos

Nao se aplica

8 mL/ amostra de reagentes
toxicos

Reagentes toxicos para a
vida aquatica, inflamaveis,
oxidantes e corrosivos

Parametros baseados no trabalho de Pena-Pereira, Wojnowski e Tobiszewski (2020).



Os meétodos proposto e comparativo possuem vantagens e desvantagens
quando os principios da GAC sao aplicados. O método proposto possui vantagens
como: i) o uso de menor massa de amostra (50 mg), quando comparado ao método
comparativo (100 mg), o que esta associado ao principio 2 e ii) geragdo de uma menor
quantidade de residuos (~4,5 mlL/amostra) em comparagdo com o método
comparativo (~5,5 mL/amostra), associado ao principio 7. Ja o método comparativo
se destaca por: i) apresentar menos etapas (3 ou menos, incluindo a formagao da
emulsdo, aquecimento e etapa de quantificagdo) em comparagdo com o método
proposto (4 ou mais, incluindo aquecimento, extragdo, centrifugacdo, agitacdo e
quantificacdo), associado ao principio 4 e ii)) empregar um menor volume (~0,55
mL/amostra) de reagentes toxicos em comparagdo com o metodo proposto (~4,5
mL/amostra), associado ao principio 11.

Nas demais comparacdes, os métodos apresentam caracteristicas muito
semelhantes, pois possuem algum tipo de etapa de preparo de amostras,
quantificagdo monoelementar e 0 emprego da atomizagéo por forno de grafite que, do
ponto de vista da GAC, € uma desvantagem pelo elevado consumo de energia. No
entanto, € uma técnica essencial para a deteccdo de niveis tragco como as
concentracdes de Cr em hidratantes labiais. No que diz respeito ao consumo de
energia, os métodos proposto e comparativo sdo equivalentes, ao passo que o método
convencional apresentou maior consumo de energia. Da mesma forma, os métodos A
e B ndo sdo automatizados e néo realizam medicdes in situ, além de possuirem a
caracteristica do emprego de microvolumes de reagentes, tornando o processo
miniaturizado, e ndo demandarem etapa de derivatizacdo, ao contrario do método
convencional que utiliza volumes maiores (mL). No geral, a geragédo de residuos é
relativamente baixa para o método proposto e para o método comparativo. Em
contrapartida, o método convencional gera maior quantidade de residuos. Um ponto
negativo para o método proposto € o uso de hexano como solvente de solubilizagao
da amostra. No entanto, como ja descrito anteriormente, a RP-DLLME permite uma
pré-concentragdo levando a LODs e LOQs inferiores aos do método proposto e
adequados para a deteccao/quantificacao de Cr nas amostras.

Adicionalmente, o método proposto se apresenta como uma alternativa aos
meétodos convencionais que empregam decomposigao acida em sistemas abertos ou
fechados com aquecimento convencional ou com auxilio da radiagdo micro-ondas.

Como demonstrado na Figura 1, os métodos de preparo de amostras supracitados
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s&0 0s mais empregados para a analise de cosméticos labiais. No entanto, geralmente
utilizam elevados volumes de acidos concentrados como HF, HCI, HCIO4 em etapas
morosas e complexas. Em alguns casos, os métodos demandam adigbes
intermitentes de acido para evitar a secagem da mistura. Adicionalmente, sistemas
abertos podem causar a perda de analitos por volatilizagdo e sistemas fechados com
aquecimento por radiagao micro-ondas demandam a aquisi¢ao de instrumentacao de
custo e manutengao relativamente elevada.

Portanto, o emprego de vidrarias e equipamentos comuns (chapa de
aquecimento, centrifuga, agitador voértex etc.) em laboratorios tornam a RP-DLLME
bastante promissora e viavel economicamente para a analise de cosméticos labiais e
qualquer amostra lipofilica visando a determinacdo elementar, além de ser uma
alternativa mais rapida e segura em comparagdo com os metodos de preparo de
amostras tradicionais. No que diz respeito a sua aplicacio para a determinacéao de Cr,
na Figura 6 é possivel visualizar que foram encontrados na revisdo deste estudo
apenas 2 trabalhos que investigaram a RP-DLLME como método de preparo de
amostras para a extragdo de Cr em biodiesel (TAKASHIMA, 2017) e gasolina (VIDAL
et al., 2021), evidenciando o ineditismo desta proposta para a area de preparo de

amostras e espectrometria atdmica.
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6.CONCLUSOES

O emprego da RP-DLLME foi investigado, pela primeira vez, para a extragao e
pré-concentragdo de Cr em amostras de hidratante labial visando a posterior
determinacdo por HR-CS GF AAS. Os principais parametros da RP-DLLME foram
avaliados e as condigdes selecionadas foram hexano (4 mL) como solvente de
solubilizacdo das amostras, aquecimento da amostra a 85 °C, n-propanol como
solvente dispersor e HNO3 1% (v/v) como solvente extrator, na propor¢ao 90:10 (%
v/v), agitagdo em vortex por 10 s e centrifugacdo a 4000 rpm por 5 min. As
temperaturas de pirdlise e atomizagdo também foram investigadas e as condigdes
selecionadas foram 1400 e 2300 °C, respectivamente, na presenca de Pd como
modificador quimico. O método se mostrou linear entre 3,7 e 20 ug L' e os valores de
LOD e LOQ foram 11 e 37 ng g™, respectivamente, com um fator de enriquecimento
de 6,01. As concordancias com o método comparativo (EIEB/HR-CS GF AAS)
estiveram entre 90 e 120%, com RSDs inferiores a 14%.

A proposta é interessante do ponto de vista da Quimica Analitica Verde (GAC),
pois visa o emprego de solugdes aquosas diluidas, menor geragcédo de residuos,
quantidades miniaturizadas, rapidez, simplicidade e viabilidade econémica quando
comparada a métodos tradicionais da literatura. Adicionalmente, o método proposto
apresentou uma interessante capacidade de deteccdo/quantificacdo de Cir,
considerando as baixas concentracdes de Cr em amostras de hidratante labial.

A proposta de pesquisa, além de inovadora, foi bastante desafiadora, pois o
hidratante labial € uma amostra de dificil dissolugdo e o Cr encontra-se,
possivelmente, na forma de 6xido nas amostras, tornando o processo de extracao
bastante complexo. Por fim, destaca-se a importancia do desenvolvimento deste
estudo, o qual contribuiu para o estabelecimento de um novo método analitico para o
controle de qualidade de cosméticos labiais, um produto amplamente consumido pela
populagao brasileira e mundial.
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