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RESUMO

Atualmente ha um grande interesse no desenvolvimento de métodos analiticos que
minimizem o uso de reagentes, solventes e energia. Este € um dos objetivos da
quimica verde e seus principios estdo cada vez mais inseridos nos procedimentos de
preparo de amostras. Os Solventes Eutéticos Naturais Profundos (do inglés, NADES)
sao produtos das interacGes de acidos organicos e acucares por meio de ligacbes de
hidrogénio e interagdes do tipo Van der Waals, oferecendo vantagens como baixa
toxicidade, biodegradabilidade, sustentabilidade e preparacdo simples. Neste
contexto, esta tese teve como objetivo a sintese dos NADES a base de xilitol, acido
citrico, acido malico e agua por trés diferentes métodos, além da caracterizacao e
avaliacdo das suas propriedades fisico-quimicas. Posteriormente, os NADES
produzidos foram utilizados em diferentes técnicas de extracdo e tipos de amostras
para a determinacao elementar por espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente (do inglés, ICP-MS) e espectrometria de emissdo 6tica com plasma
acoplado indutivamente (do inglés, ICP OES). Por meio de um planejamento de
misturas restrito foi otimizada a propor¢édo de cada um dos precursores dos trés
solventes com base nos valores de densidade e viscosidade. As analises de
infravermelho dos NADES indicaram o deslocamento das bandas carbonilas para
maiores numero de ondas, indicando a formacédo das ligacbes de hidrogénio e
confirmando a formacdo dos NADES. Os termogramas dos NADES mostraram
temperaturas de decomposicdo em torno de 170 °C, com numero de etapas e
temperatura de decomposicado distintos em relacdo a seus materiais precursores,
indicando a formacdo de um novo material, com comportamento térmico
caracteristico. Os trés métodos de sintese estudados resultaram em solventes com
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes. Quando utilizados para a extracao de
constituintes inorganicos em amostras inorganicas e bioldgicas, apresentaram
recuperacédo na faixa de 80 % a 120 %, para os elementos estudados. Os resultados
mostraram que os NADES sédo promissores para a extracao elementar, além de serem
compativeis com técnicas com fonte de plasma. Os métodos propostos apresentaram-
se em acordo aos principios da Quimica Verde, exibindo vantagens como simplicidade
operacional, uso de reagentes ndo volateis e emprego de menores volumes de
solvente extrator, sendo considerados uma alternativa valida aos métodos

convencionais de preparo de amostra.



Palavras—chave: quimica analitica verde, extracdo, preparo de amostra, ICP-MS, ICP
OES, MAE, UAE.



ABSTRACT

Currently there is a strong interest in developing analytical methods that minimize the
use of reagents, solvents, and energy. These points are the goal of green chemistry,
and its principles are increasingly inserted into the sample preparation procedures.
Natural Deep Eutectic Solvents (NADES) are products of the interactions of amino
acids, organic acids, sugars through hydrogen bonds and Van der Waals interactions,
offering advantages such as low toxicity, biodegradability, sustainability, and simple
preparation. In this context, the aim of this tesis was to synthesize NADES based on
xylitol, citric acid, malic acid, and water by three different methods and the
characterization and evaluation of their physical-chemical properties. Subsequently,
the NADES produced were used as solvents in different extraction techniques and in
different types of samples for elementary determination by inductively coupled plasma-
mass spectrometry (ICP-MS) and inductively coupled plasma-optical emission
spectrometry (ICP OES). Finally, a mixture design was performed for the optimized
proportion for each of the three solvents synthesized, and the solvents were selected
based on density and viscosity values. The NADES infrared analysis indicated the
displacement of the carbonyl bands to greater wavelengths, indicating the formation of
hydrogen bonds and confirming the formation of NADES. Furthermore, the NADES
thermograms showed decomposition temperatures around 170 °C, in which the
number of decomposition steps and decomposition temperature were distinct from
their precursor materials, indicating the formation of a new material with distinct
characteristic thermal. The three synthesis methods resulted in solvents with similar
physicochemical characteristics. The recoveries of the NADES extraction methods
ranged from 80 % to 110 % for the studied elements. The results showed that NADES
are promising for elemental extraction and being compatible with plasma-based
techniques. Besides, the proposed methods were following the principles of Green
Chemistry, showing advantages such as operational simplicity, use of non-volatile
reagents, and lower extractor solvent volumes. Therefore, it can be considered a valid

alternative to conventional sample preparation methods.

Keywords: green analytical chemistry, extraction, sample preparation, ICP-MS, ICP
OES, MAE, UAE.
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solvent)

ICP-MS: Espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (do inglés,

inductively coupled plasma-mass spectrometry)

ICP OES: Espectrometria de emissao 6tica com plasma acoplado indutivamente (do
inglés, inductively coupled plasma-optical emission spectrometry)

ILs: Liquidos ibnicos (do inglés, ionic liquids)

INMETRO: Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia

IPEN: Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares

KED: Discriminacao por Energia Cinética (do inglés, kinetic energy discrimination)

LIBS: Espectrometria de emisséo Optica com plasma induzido por laser (do inglés,

laser-induced breakdown spectroscopy)

LLE: Extracao liquido-liquido (do inglés, liquid-liquid extraction)

LOD: Limite de detecc¢éo (do inglés, limit of detection)

LOQ: Limite de quantificacéo (do inglés, limit of quantification)

LPME: microextracdo em fase liquida (do inglés, liquid phase microextraction)

MAE: Extracdo assistida por radiagdo micro-ondas (do inglés, microwave-assisted

extraction)

MDES: Solvente eutético profundo magnético (do inglés, magnetic deep eutectic

solvent)

MW-AD: Digestédo acida assistida por radia¢cdo micro-ondas (do inglés, microwave-

assisted acid digestion)



NADES: Solvente eutético natural profundo (do inglés, natural deep eutectic solvent)
NADES Ac-Am: NADES sintetizados a partir de acido citrico e acido malico
NADES Ac-Xil: NADES sintetizados a partir de acido citrico e xilitol

NADES Am-Xil: NADES sintetizados a partir de acido méalico e xylitol

NCS ZC 73033: Material de referéncia certificado de cebola verde produzido pelo
National Analysis Centre for Iron and Steel (NACIS), China.

NIST: National Institute of Standards and Technology

NIST 1547: Material de referéncia certificado de folhas de péssego produzido pelo
NIST

NIST 1573a: Material de referéncia certificado de folhas de tomate produzido pelo
NIST

NIST 1579a: Material de referéncia certificado de folhas de espinafre produzido pelo
NIST

NIST SRM 1577b: Material de referéncia certificado de figado bovino produzido pelo
NIST

OES: Espectrometria de emissao otica (do inglés, optical emission spectrometry)
PTFE: Politetrafluoretileno

QRO: Voltagem aplicada ao quadrupolo analisador de massas (do inglés quadrupole
rod offset)

RPq: Relacionado a voltagem aplicada as hastes do quadrupolo
R %: Porcentagem de recuperacgéo
RF: Poténcia de radiofrequéncia (do inglés, radiofrequency power)

RM-2011/207: Material canditado a material de referéncia de peixe produzido pelo
IPEN

RM-Agro E2001a: Material de referéncia de suplemento mineral produzido pela

Embrapa

RM-Agro E2003a: Material de referéncia de fosfato de rocha produzido pela

Embrapa



RM-Agro E100la: Material de referéncia de Brachiaria Brizantha cv. Marandu

produzido pela Embrapa

RM-Agro E3001a: Material de referéncia de figado bovino produzido pela Embrapa
RSD: Desvio de padrao relativo (do inglés, relative standard deviation)

SRM 2709a: Material de referéncia certificado de solo produzido pelo NIST

TG: Analise termogravimeétrica (do inglés, thermogravimetric analysis)

THEDES: Solvente eutético profundo terapéutico (do inglés, therapeutic deep

eutectic solvent)

UA-LPME: microextracdo de fase liquida assistida por ultrassom (do inglés,

ultrasound-assisted liquid phase microextraction)

UAE: Extracdo assistida por ultrassom (do inglés, ultrasound-assisted

extraction)
UCT: Tecnologia de célula universal (do inglés Universal cell technology)

UNSCCUR: Conferéncia cientifica da organizacdo das NacfGes Unidas sobre a
conservacao e utlizacdo de recursos (do inglés, United Nations Scientific
Conference on the Conservation and Use of Resources)
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1. INTRODUCAO

O preparo de amostra € uma etapa de extrema importancia em um
procedimento analitico, pois perdas dos analitos ou contaminacdes podem
comprometer o resultado final da analise (ROCHA et al., 2013; TOBISZEWSKI et al.,
2009). Em andlises de amostras com baixas concentragcbes com propriedades
quimicas distintas e matrizes complexas, h& a necessidade de uma etapa de preparo
de amostra que minimize os problemas de contaminacao, perdas ou conversao dos
analitos durante a analise quimica (NAZARIO et al., 2017). Os problemas de
interferéncias nas determinac¢des analiticas também devem ser considerados devido
as baixas concentracfes dos analitos e a introducéo de outras espécies oriundas do
preparo de amostra. (OLIVEIRA, 2003).

Além disso, hd um interesse no desenvolvimento de métodos analiticos que
minimizam custos com reagentes quimicos e energia (KOEL, 2016). Este € um dos
objetivos da quimica verde, e sua incorporacdo esta cada vez mais inserida no preparo
de amostra, que é a etapa que consome 0s maiores volumes de reagentes além de
elevada producéo de residuos quimicos (PEREZ & ESCANDAR, 2016; ARMENTA,
GARRIGUES & DE LA GUARDIA, 2015). A quimica verde prioriza a reducdo e
substituicdo de reagentes e solventes téxicos, reciclagem de solventes, preparo
minimo de amostra, uso de microssistemas e desenvolvimento de métodos mais
simples (KOEL, 2016).

A digestéo acida assistida por radiacdo micro-ondas (do inglés, MW-AD) é um
dos procedimentos mais utilizados na etapa de preparo de amostra para determinacao
de elementos inorgéanicos, e consiste na absorcdo da radiacdo micro-ondas pela
amostra e por meio dos fendmenos de migracao iénica e rotacdo de dipolos ha um
rapido aumento da temperatura que aliada a presenca de reagentes oxidantes
converte amostras solidas em solugdes liquidas (MORAES et al., 2019). O uso do
acido nitrico diluido na MW-AD se mostra eficiente devido a uma série de reacgdes,
resultando na regeneragdo do acido nitrico e consequentemente no aumento da
temperatura do meio reacional (ROCHA et al., 2013). Além disso, o perdxido de
hidrogénio pode ser utilizado como um agente oxidante auxiliar, devido a formacéo de
H20 e O2 por meio da sua decomposicdo e também atua como oxidante da matéria
organica, ocasionando na melhoria da eficiéncia e decomposicdo (MATUSIEWICZ,

2003). Essa alternativa apresenta vantagens como o uso de menores volumes de



acido, melhor controle dos brancos analiticos, menor acidez residual e menor teor de
sélidos dissolvidos (MORAES et al., 2019).

As técnicas convencionais de extragcdo sélido-liquido utilizam grandes volumes
de solventes organicos e geralmente demoradas, com iSso a extragdo assistida por
ultrassom (do inglés, UAE) e a extracao assistida por radiacdo micro-ondas (do inglés,
MAE) sdo técnicas promissoras para acelerar e simplificar o preparo de amostra
(RUTKOWSKA, NAMIESNIK & KONIECZKA, 2017; DE LA CALLE & COSTAS-
RODRIGUEZ, 2017). A UAE emprega menores volumes de solventes e tempos de
extracdo, condizentes com o0s principios da quimica verde (RUTKOWSKA,
NAMIESNIK & KONIECZKA, 2017). A MAE € uma técnica de preparo de amostras em
consolidagéo devido a vantagens como menores tempos de extracéo, alta eficiéncia,
reducdo ou inexisténcia de perdas e contaminacdes (DE LA CALLE & COSTAS-
RODRIGUEZ, 2017).

Em todos estes procedimentos experimentais, digestdo ou extracdo, 0s
solventes apresentam um papel crucial na etapa de preparo de amostra por meio da
dissolucdo de sélidos, transferéncia de massa e extracdo de analitos desejaveis
(PLOTKA-WASYLKA et al., 2017). Devido a sua importancia em um procedimento de
extracdo, a selecdo de um solvente no preparo de amostra € baseada na solubilidade
e estabilidade do analito e na interacdo com a matriz da amostra (DE LA CALLE &
COSTAS-RODRIGUEZ, 2017).

Os solventes eutéticos profundos (do inglés, DES) sao misturas de um sal
(principalmente sais de aménio) com outro composto que possa realizar ligagdes de
hidrogénio e apresentam ponto de fusédo significantemente inferior aos seus
componentes individuais (ABBOTT el al., 2013). Quando o0s compostos que
constituem os DES sao constituintes celulares abundantes como acidos orgéanicos,
acucares ou derivados de colina, os DES sdo denominados solventes eutéticos
naturais profundos (do inglés, NADES) (CHOI et al.,, 2011; DAI et al., 2013). As
vantagens relacionadas aos NADES sado o uso de precursores amplamente
disponiveis, preparacao facil, baixa toxicidade, biodegradabilidade, presséo de vapor
desprezivel, ampla faixa de estado liquido, alto poder de solubilizacdo e baixo custo
(ESPINO et al., 2016; DAI et al., 2013; FERNANDEZ et al., 2018).

As interacdes intermoleculares entre os compostos precursores resultam em
diferentes propriedades fisico-quimicas desses solventes (ESPINO et al., 2016; DAI

etal., 2013; FERNANDEZ et al., 2018). Portanto, é possivel ajustar suas propriedades,



incluindo viscosidade e densidade, variando a proporcdo de seus precursores,
permitindo inimeras abordagens ao uso dos métodos de extracdo (ESPINO et al.,
2016; DAl et al., 2013; FERNANDEZ et al., 2018). A grande parcela de aplicagdes dos
NADES (e DES) esta relacionada a extracdo de analitos organicos, como &cidos
fendlicos, hidrocarbonetos e compostos fendlicos (FERNANDEZ et al., 2018, ESPINO
et al., 2016; CUNHA & FERNANDES, 2018; LI & ROW, 2019).

Ha poucos trabalhos na literatura que relatam uso de NADES ou DES para a
extracdo de analitos inorganicos (GONZALEZ, CHOI & VERPOORTE, 2020; SOCAS-
RODRIGUEZ et al., 2020). Destes trabalhos com andlise elementar h4 uma pequena
parcela que utiliza técnicas com fonte de plasma. O plasma € uma fonte de excitacao
que apresenta energia suficiente para promover a excitagcdo da grande parcela dos
elementos, além de promover maior sensibilidade e ampla faixa de trabalho (NOVAES
et al.,, 2016). Tanto a espectrometria de emissdo O6tica com plasma acoplado
indutivamente (do inglés, ICP OES) quanto a espectrometria de massas com plasma
acoplado indutivamente (do inglés, ICP-MS) s&o técnicas multielementares,
contemplando mais uma vez os preceitos da quimica analitica verde. Todavia, a Ultima
apresenta maior sensibilidade (THOMAS, 2013).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA & OBJETIVOS

Nesta secdo é apresentada uma revisdo bibliografica demostrando a
importancia da Quimica Verde e também da Quimica Analitica Verde nos estudos
relacionados ao preparo de amostras e ao desenvolvimento de solventes verdes.
Além disso, um levantamento sobre os solventes eutéticos profundos (do inglés, DES)
e solventes eutéticos profundos naturais (do inglés, NADES), suas caracteristicas e
aplicacfes na &rea analitica sera apresentado. Ao final dessa se¢do sao expostos 0s

objetivos gerais e especificos da tese.

2.1 Reviséo Bibliografica

2.1.1 Quimica Verde e Quimica Analitica Verde

A preocupacado com questdes ambientais devido ao crescimento dos processos
industriais ocorreu gradualmente, com os primeiros indicios na década de 1940
(FARIA & FAVARO, 2011). As questdes ambientais comecaram a ter uma maior
atencdo a partir de 1949 por meio da Conferéncia Cientifica da Organizacao das
Nacdes Unidas sobre a Conservacéao e Utilizacdo de Recursos (do inglés, UNSCCUR)
nos Estados Unidos. Em paralelo a outros eventos com a tematica de meio ambiente,
Cathcart (1990) apresentou uma discussao referente ao crescimento das atividades
das industriais quimicas irlandesas e provavelmente foi a primeira vez que o termo
“Quimica Verde” foi usado na literatura (MARCO et al., 2019).

Anastas & Williamson (1996) abordaram a Quimica Verde com a filosofia que
€ usada atualmente. Segundo Anastas (1999), o principal objetivo da Quimica Verde
€ a reducdo ou até mesmo a eliminacdo da geracéo de residuos toxicos visando a
minimizacgdo dos impactos ambientais, prezando pela satude dos operadores. Anastas
& Warner (1998) publicaram o que é considerado o primeiro manual de Quimica Verde
no qual havia a proposta de 12 principios, no que conhecemos hoje como “Os 12
principios da Quimica Verde”.

Assim, a Quimica Verde vem conquistando cada vez mais espago nas
pesquisas, além do uso da quimica para a prevencgéo da poluicdo ambiental (FARIA
& FAVARO, 2011). Desde a publicacéo de Anastas & Warner (1998) referente aos “12



Principios da Quimica Verde”, o numero de publicagbes tratando dessa tematica
aumentou de forma expressiva como apresentado na Figura 1 com base em pesquisa
on-line realizada dia 20 de setembro de 2020 no banco de dados do site Web of

Science®©, buscando pelo termo “green* chemistry*”.

Figura 1. Namero de publicacdes desde 1998 para “green* chemistry”, segundo o
Web of Science®©.

3000
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Fonte: elaborado pela autora.

E de conhecimento a importancia da utilizacdo dos 12 principios da Quimica
Verde para o desenvolvimento de métodos analiticos com a finalidade de diminuig&o
dos impactos ambientais por meio da reducédo ou eliminacdo do uso e geracéo de
substancias perigosas nas etapas da sequéncia analitica (ANASTAS, 1999). Desse
modo, houve a adaptacdo desses principios a fim de se adequar a quimica analitica,
surgindo o conceito de Quimica Analitica Verde. Contudo, somente em 2013 houve
uma adaptacdo para os “12 principios da Quimica Analitica Verde”, que estao
descritos na Tabela 1 (GALUSZKA, MIGASZEWSKI & NAMIESNIK, 2013).



Tabela 1. Os 12 principios da Quimica Analitica Verde propostos por Gatuszka,
Migaszewski & Namiesnik (2013).

Numero Principio

1 Sempre que possivel aplicar técnicas analiticas diretas para evitar
tratamento da amostra.

2 Tamanho minimo da amostra e numero minimo de amostras possivel.

3 Sempre que possivel realizar medigdes in situ.

4 A integracdo de processos e operacfes analiticas que economiza
energia e reduz o uso de reagentes.

5 Sempre que possivel utilizar métodos automatizados e miniaturizados.

6 Sempre que possivel evitar os processos de derivatizacao.

7 A geracdo de um grande volume de residuos deve ser evitada e deve
ser fornecida uma gestao adequada dos residuos quimicos.

8 Os métodos multielementares ou multiparametros sdo preferidos.

9 O uso de energia deve ser minimizado.

10 Reagentes obtidos de fonte renovavel devem ser preferidos.

11 Os reagentes téxicos devem ser eliminados ou substituidos.

12 Aumento da seguranca do operador.

Fonte: elaborado pela autora.

Portanto, novas metodologias analiticas estdo sendo desenvolvidas com

diferentes estratégias como a miniaturizacdo, andlise direta com menores



manipulacbes de amostra, métodos de analise multielementares, substituicdo de
reagentes toxicos, reducdo do consumo de reagentes e solventes, geracdo de
menores quantidades de residuos, menores consumo energia e menores risco para
operador (GALUSZKA; MIGASZEWSKI & NAMIESNIK, 2013). Tais estratégias tem
mostrado um progresso na consciéncia ambiental no qual esta intimamente ligada na
preservacao de ecossistemas e a contribuicdo na protecdo do meio ambiente e na
seguranca do operador (ARMENTA; GARRIGUES & DE LA GUARDIA, 2015).

2.1.2 Solventes para o preparo de amostra

A etapa de preparo de amostra é primordial para uma andlise precisa e é
considerada a etapa mais demorada da sequéncia analitica, pois inclui procedimentos
como homogeneizacao, extracao, digestdo, limpeza e pré-concentracéao (VIAN et al.,
2017). Uma vez que tais procedimentos necessitam do uso de elevado volume de
solventes, ha um grande interesse no desenvolvimento de alternativas menos toxicas
por meio da reducdo (ou eliminacdo) ou até mesmo a substituicdo de solventes
tradicionais perigosos (ERYTHROPEL, et al., 2018; PACHECO-FERNANDES &
PINO, 2019).

Normalmente, a amostra deve ser convertida em uma forma apropriada para a
determinacao do analito alvo. Embora algumas técnicas permitam a analise direta do
sélido, como por exemplo, a espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido
por laser (do inglés, LIBS), a grande parcela das medidas instrumentais ainda envolve
a introducao de uma amostra na forma de solucéo (ROCHA et a, 2019).

Portanto, os solventes representam um papel fundamental na etapa de preparo
da amostra (PLOTKA-WASYLKA et al., 2017). Solventes convencionais com baixa
massa molecular e alta volatilidade apresentam um maior potencial de exposi¢ao
ocupacional, aumentando o risco, pois muitos possuem propriedades toxicas
(ERYTHROPEL, et al., 2018). Por essas razdes, a minimiza¢éo do uso de solvente ou
ainda a substituicdo tem sido uma area ativa na quimica verde (VIAN et al., 2017,
PLOTKA-WASYLKA et al, 2017; ERYTHROPEL, et al, 2018; ARMENTA;
GARRIGUES & DE LA GUARDIA, 2015).

Quando se trata da definicdo de um solvente verde apenas € considerada a
sua origem, e aspectos relacionados a sua sintese ndo sdo levados em consideracao

(ARMENTA et al., 2017). E extremamente dificil um solvente atender todos os



requisitos verdes, como prevencao de residuos, eficiéncia energética, uso de matéria-
prima renovavel e baixa toxicidade e biodegradacdo (WYPYCH & WYPYCH, 2019).

Todavia, fatores como concentracdo e volume do solvente devem ser
considerados para classificar um solvente como ambientalmente amigavel em um
procedimento analitico (ARMENTA et al., 2017). Além disso, o termo “solvente verde”
€ relativo, pois a quimica verde foi definida por Anastas & Warner (1998) como
reducdo de danos e ndo como processos que ndo causam danos. Portanto, um novo
solvente pode ser denominado verde quando € “mais verde” em comparagdo com um
outro solvente que deve ser substituido (HACKL & KUNZ, 2018).

2.1.3 Solventes eutéticos naturais profundos (NADES)

Os solventes eutéticos profundos (do inglés, DES) sdo formados por misturas
de sais de amonio, um composto receptor de ligacdo de hidrogénio (do inglés, HBA),
com um composto doador de ligacdo de hidrogénio (do inglés, HBD) dando origem a
uma mistura que forma um sistema eutético liquido na temperatura ambiente e com
ponto de fusdo abaixo do apresentado por cada precursor individualmente (ABBOTT
et al., 2003). Quando a mistura de dois componentes apresenta um ponto de fuséo
menor comparado aos reagentes avaliados individualmente, ha o ponto eutético.
(SMITH, VAN NESS & ABBOTT, 1949).

Com o objetivo de aumentar o numero de combinacdes assim como ampliar
suas aplicacdes, além dos compostos sintéticos, os DES comecaram a ser
preparados a partir de compostos naturais encontrados como metabdélicos comuns
nas células, tais como acidos organicos, acgUcares, ureia ou derivados de colina.
Portanto, surgiu uma subclasse desse tipo de solvente, 0s solventes eutéticos naturais
profundos (do inglés, NADES) (CHOI et al., 2011; DAl et al., 2013).

Combinacdes de cloreto de colina e seus derivados (atuando como HBA) como
glicose, xilitol, ribitol, acido citrico, acido malico, acido oxalico, acido tartarico, acido
propanoico, frutose (atuando como HBD) sdo os principais exemplos relatados na
literatura na preparacdo dos NADES (ESPINO et al., 2016, FERNANDEZ et al., 2018,
DAl et al., 2013).

O xilitol € um alcool de agucar pentose usado como um substituto de acucar na
industria alimenticia por apresentar baixa caloria. Também apresenta aplicacbes

importantes nas industrias farmacéuticas e alimenticias devido a suas propriedades



edulcorantes e inibi¢cdo do crescimento microbiano (MAKINEN, 2000). O acido malico
é um é&cido organico que é encontrado naturalmente em maca e péra. E muito
empregado na industria alimenticia como acidulante, aromatizante e estabilizante e
aditivo e na induastria farmacéutica é utilizado na higienizacdo e tratamento de
gueimaduras (JENSEN, 2007). O acido citrico é amplamente utilizado na industria
alimentar como um aditivo natural seguro e também na industria farmacéutica como
anticoagulante, mascarador de sabor. Além disso, ha estudos da utilizagdo do acido
citrico em biopolimeros, aplicacdes biomédicas além do uso ambientalmente correto
para a remocao de metais (DHILLON et al., 2011).

Os NADES sao encontrados em plantas e estdo envolvidos na biossintese e
armazenamento de uma grande parcela de metabdlitos celulares insolUveis em agua.
Além disso, apresentam um papel fundamental na protecéo de plantas em condi¢cdes
extremas de seca ou frio. Nessas condic¢des, as células podem sobreviver formando
NADES e as ultimas moléculas de agua séo retidas fortemente, consequentemente
evitando a sua perda (CHOI et al., 2011).

Em relacdo aos DES e NADES, essa é uma area recente de pesquisa e nos
altimos 10 anos o numero de publicacdes referente a esta classe de solventes
aumentou de forma significativa, como mostra a Figura 2. A pesquisa foi realizada no
banco de dados do site Web of Science©, buscando pelo termo “Deep Eutectic
Solvent” OR “Natural Deep Eutectic Solvent”, no dia 20 de setembro de 2020.

Figura 2. Numero de publicacbes nos ultimos 10 anos para “Deep Eutectic Solvent”

OR “Natural Deep Eutectic Solvent”, segundo o Web of Science®©.
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Fonte: elaborado pela autora.
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Além disso, estes artigos (no total 2762) recuperados no banco de dados do
site Web of Science®© foram avaliados por um mapa bibliométrico utilizando o software
VOSviewer© (versao 1.6.12), com andlise de co-ocorréncia de todas as palavras
chaves entre os artigos no dia 20 de setembro de 2020. O mapeamento bibliométrico
permite a visualizagdo de indicadores a serem apresentados em redes (JAN VAN ECK
& WALTMAN, 2010). A anadlise estatistica revelou 2318 palavras-chave de autores do
total de artigos recuperados. A Figura 3 mostra as 60 palavras-chave com maior co-
ocorréncia entre os artigos. Nesse mapa bibliométrico, o tamanho dos circulos é
proporcional ao nimero de vezes em que a palavra chave se repete na pesquisa.
Quando a palavra-chave apresenta alguma relacéo, essas séo ligadas por linhas que
formam as redes. Quando um grupo de palavras-chave exibe uma conexdo, ha a
formacdo dos clusters, representados por cores distintas (JAN VAN ECK &
WALTMAN, 2010).

Figura 3. Mapa bibliométrico de co-ocorréncia de palavras-chave a partir de 2762

resultados e 60 palavras chave mais importantes.
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E possivel observar na Figura 3 que ha um interesse entre estudos
relacionados aos solventes eutéticos como extratores por meio da relacdo entre as
palavras “Deep Eutectic Solvent” e “extraction” no cluster azul. Estudos de
propriedades como viscosidade e densidade sdo importantes, pois permitem inUmeras
abordagens dos métodos de extracdo (ESPINO et al., 2016; DAI et al., 2013), e 0
ajuste de tais propriedades € possivel por meio da variacdo do tipo e também da
proporcdo dos precursores dos NADES. O interesse do estudo da viscosidade e
densidade dos NADES pode ser notado na correlagdo entre as palavras “Deep
Eutectic Solvent’, “density”, “densities” e “viscosity” no cluster vermelho.

Os DES surgiram com uma alternativa para usufruir das propriedades dos
liqguidos ibnicos (do inglés, ILs), tais como pressdo de vapor insignificante, boa
estabilidade térmica e alto poder de extracdo para diferentes analitos, além de serem
mais ambientalmente amigaveis (SINGH & SAVOY, 2020; GHANDI, 2014; DE MARIA,
et al., 2017). Os DES nao devem ser vistos como um ILs de baixo custo, uma vez que
os DES sé&o misturas e nao compostos (MARTINS, PINHO & COUTINHO, 2018).

Uma das principais vantagem dos NADES ¢ a facilidade da sua preparacao,
sem etapas de purificacdo, uma vez que para prepara-los basta misturar pelo menos
dois componentes, HBD e HBA (PAIVA et al., 2014; SOCAS-RODRIGUEZ et al.,
2020). Além disso, esse tipo de solvente é considerado de baixo custo em razéo da
maior disponibilidade dos seus precursores (GONZALEZ, CHOI & VERPOORTE,
2020; SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2020).

As trés principais metodologias descritas de preparacdo dos NADES séo a
sintese por aquecimento e agitacdo, por evaporacdo e pelo método de liofilizacéo
(SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2020). Esses métodos demostram variacéo de tempo de
aquecimento e temperatura, propor¢do dos componentes e o volume de agua
empregado.

O método de aquecimento e agitacdo consiste na mistura de dois componentes
com quantidades calculadas de agua e esta solucao formada é colocada em agitacéo
e aquecimento em banho maria até 50 °C até a formacgao de um liquido transparente
(DAI et al., 2013). Diferentes NADES cujo precursores foram cloreto de colina:
glicerina: agua e cloreto de colina: glicerina foram sintetizados a 50 °C e agitacéo
magnética por aproximadamente 30 minutos (LAPENA et al., 2019). Diferentes
combinacgdes de cloreto de colina, acido latico, glicerol, propilenoglicol, frutose, lisina,
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acido malico, prolina foram usadas para sintese de diferentes NADES em agitacéo e
aguecimento a 70 °C (FUNARI et al., 2019).

No método de evaporacdo, os componentes sdo dissolvidos em &agua e
evaporados a 50 °C em evaporador rotativo e o liquido obtido € colocado em
dessecador até atingir massa constante (DAI et al.,, 2013). Os mesmos autores
sintetizaram mais de cem combinacdes de NADES por esse método, obtendo um
liguido homogéneo e viscoso. Martins et al.,, (2014) sintetizaram oito diferentes
NADES combinando cloreto de colina, sucrose, xilose, glucose, acido citrico e acido
tartarico com diferentes propor¢cdes molares e porcentagem de agua pelo método de
evaporacao a 50 °C até a formacao de um liquido viscoso e homogéneo.

O método de liofilizacdo consiste em congelar e em seguida liofilizar uma
solucéo com os precursores, obtendo um liquido viscoso e claro (GUTIERREZ et al.,
2009). O método de liofilizacdo permite uma sintese a baixa temperatura, evitando a
degradacéo térmica dos componentes (JEONG et al., 2015; NAM et al., 2015). NADES
a base de cloreto de colina combinado com diferentes aclcares e acidos organicos
foram sintetizados por meio de liofilizacdo e, de trinta combinacdes realizadas,
somente 12 foram bem sucedidas (NAM et al., 2015).

O numero de combinacfes € praticamente ilimitado e as propriedades dos
NADES sao devido a sua composicao (DAl et al., 2013), sendo dificil prever quais
proporcdes molares dardo origem a um NADES (PAIVA et al., 2014). A composicao e
as propriedades fisicas, térmicas, quimicas ou até mesmo biolégicas necessitam ser
caracterizadas. As interacfes intermoleculares entre compostos precursores
(envolvendo ligacdes de hidrogénio, forcas de Van der Waals e interacbes
eletrostaticas) resultam em diferentes propriedades fisico-quimicas desses solventes
de baixo custo (ESPINO et al., 2016; DAI et al., 2013; FERNANDEZ et al., 2018).

Devido as suas consideraveis vantagens em relacdo aos outros tipos de
solventes, h4 uma ampla aplicacdo dos NADES nas mais variadas &reas, como
mostra a Figura 4. A pesquisa foi realizada no banco de dados do site Web of
Science®©, buscando pelo termo “Deep Eutectic Solvent” OR “Natural Deep Eutectic
Solvent”, no dia 20 de setembro de 2020.
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Figura 4. As 10 areas mais relevantes de publicacdes nos ultimos 5 anos para “Deep

Eutectic Solvent” OR “Natural Deep Eutectic Solvent”, segundo o Web of Science®©.
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Fonte: elaborado pela autora.

Dentro da quimica, os NADES oferecem uma oportunidade para estudos e
desenvolvimento nas mais diversas areas: extragdo para andlise elementar
(GHANEMI, et al., 2014; MATONG et al., 2017) ou orgéanica (WEl et al., 2015; ZHANG,
TANG & ROW, 2014; CUI et al., 2015), sintese organica e catalise (PAWAR, JARAG
& SHANKARLING, 2011; MOBINIKHALEDI & ARIMI, 2013; HAWKINS & HANDY,
2013), polimeros (MARTINS et al.,, 2014), eletroquimica (ZHENG et al., 2014;
HAERENS, et al., 2009), especiacdo quimica (ALTUNAY, ELIK & GURKAN, 2019;
PANHWAR, TUZEN & KAZI, 2017; YILMAZ & SOYLAK, 2016) e nanotecnologia (YIN
et al., 2020). Além disso, estudos mostram eficiéncia dos NADES na area alimenticia,
cosmeética e farmacéutica em processos de extracdo e separacdo (LI et al., 2016;
RADOSEVIC et al., 2016; TOME et al., 2018).

Industrialmente, h4 uma importante aplicacdo dos NADES para obtencéo de
extratos vegetais comercializados pela marca Eutectys™ do grupo Naturex. Segundo
a propria marca, trata-se de um solvente composto de seis diferentes extratos
botanicos com propriedades restauradoras e antienvelhecimento que foram
submetidos ao processo de eutectigénese. A eutectigénese é um processo de
extracdo patenteado que consiste na introducdo de um material biolégico (que inclui

folha de oliveira, flor de acafréo, cavalinha, flor de cerejeira e outros ingredientes) no
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NADES a temperatura de até 60 °C que, apos filtracdo, o extrato derivado de vegetal
obtido é utilizado em cosméticos (LAVAUD et al., 2016).

Outras subclasses dos solventes eutéticos estdo surgindo com a finalidade de
aumentar suas possibilidades de aplicagbes. Os solventes eutéticos profundos
terapéuticos (do inglés, THEDES) emprega como precursor pelo menos um
ingrediente farmacéutico ativo, utilizando por exemplo lidocaina, ibuprofeno, acido
acetilsalicilico, acido benzoico e &cido fenilacético (AROSO et al., 2017; DUARTE et
al., 2017). O interesse nesses solventes € devido ao aumento da solubilidade,
permeabilidade e absorcéo das drogas (TOME et al., 2018). Estudos mostraram que
THEDES a base de cloreto de colina e mentol aumentaram a solubilidade e
permeabilidade quando complexados com acido acetilsalicilico, &cido benzodico e
acido fenilacético, sugerindo que esses sistemas proporcionam uma entrega mais
eficiente (DUARTE et al., 2017).

Solventes eutéticos profundos a base de aminoacidos (do inglés, AADES) sao
uma subclasse na qual pelo menos um dos seus precursores sdo aminoacidos, sendo
a prolina o componente mais usual (RAHMAN et al., 2020). Os AADES tem sido
utilizado principalmente em aplicacdes biolégicas como bioconversao e biocatéalise
(RAHMAN et al., 2020).

Quando se adiciona aos precursores FeCls (ion tetracloroferrato), o produto
resultante € um solvente eutético profundo magnético (do inglés, MDES). Os MDES
apresentam uma susceptibilidade a campos magnéticos externos, podendo ser
isolado de modo facil e rapido por separacdo magnética no preparo da amostra
(KHEZELI & DANESHFAR, 2017; PIAO et al., 2021). Além disso, o uso do MDES
permite minimizar a aglomeracdo das particulas e consequentemente aumentar a
eficiéncia de extracédo (SHISHOV, et al., 2020).

Com a finalidade de aumentar a eficiéncia de extracdo de analitos apolares de
solugdes aquosas, surgindo os solventes eutéticos profundos hidrofébicos (do inglés,
HDES) (DWAMENA, 2019; LEE, JUNG & PARK, 2019). Os primeiros HDES relatados
séo constituidos de mentol e acidos naturais ou sais de amonio quaternarios com
acido decanoico (RIBEIRO et al., 2015; VAN OSCH et al., 2015). Os HDES sédo uma
alternativa de substituicdo de solventes organicos ou ILs hidrofobico de alto custo que
vem crescendo gradativamente na area de extragéo liquido-liquido (do inglés, LLE) e
microextracdo em fase liquida (do inglés, LPME) (LEE, JUNG & PARK, 2019).
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2.1.4 Extracao assistida por ultrassom (UAE) e extracao assistida por radiacdo micro-

ondas (MAE) utilizando solventes eutéticos naturais profundos (NADES)

A extracdo é um dos principais procedimentos no preparo de amostras no qual
a selecdo de uma técnica adequada depende de fatores como simplicidade, custo,
toxicidade e praticidade, além da disponibilidade instrumental (TOBISZEWSKI et al.,
2009). Os métodos de extracdo em amostras solidas permitem a transferéncia do
analito para a fase liquida por meio de mecanismos de dessorcdo, difusdo ou
solvatacdo e o solvente extrator deve ser selecionado considerando as caracteristicas
da matriz e dos analitos (DEAN & CRESSWELL, 2002).

O potencial de extracdo dos NADES pode estar relacionado a sua capacidade
de formacéo de ligacdo de hidrogénio com os analitos organicos (ESPINO et al.,
2016). Muitas questbes ainda devem ser estudadas referentes ao desempenho dos
NADES na extracdo elementar. E desejavel que um solvente ndo apresente elevada
viscosidade devido a sua menor difusidade (DWAMENA, 2019). Além disso, €
importante que o solvente ndo seja degradado a temperatura ambiente, pois ndo
poderia ser aquecido e utilizado na etapa de preparo de amostra (SANTANA et al.,
2019a).

A otimizacéo dos parametros de um procedimento de extracdo como tempo de
aguecimento e temperatura, propor¢cdo dos componentes e o uso dos NADES em
combinacdo com outras técnicas verdes, como extracdo assistida por ultrassom (do
inglés, UAE) ou ainda extracdo assistida por radiacdo micro-ondas (do inglés, MAE)
sao alternativas para a obtencédo de resultados satisfatérios (ESPINO et al., 2016).

A UAE consiste na acédo de ondas mecanicas com frequéncias maiores que 20
kHz (ndo audiveis por humanos), no qual a sonificacdo de um liquido por meio dessas
ondas leva ao fenbmeno da cavitacdo acustica (KORN et al.,, 2019; MASON &
LORIMER, 2002). A cavitagdo acustica consiste na nucleacéo, crescimento e colapso
de microbolhas em liquidos formadas durante a exposicdo do meio reacional
(RUTKOWSKA, NAMIESNIK & KONIECZKA, 2017). O colapso dessas microbolhas
gera perturbagfes significativas, refletindo em areas pontuais de alta pressdo e
temperatura, e também a formacdo de microjatos (VINATORU, MASON &
CALINESCU, 2017). Tais microjatos sao responsaveis pela erosdo da matriz solida,
favorecendo a disperséo do solvente no meio reacional por meio do aumento da area

superficial, e consequentemente facilitando o processo de extracao (KORN et al.,



16

2019; VINATORU, MASON & CALINESCU, 2017). No geral, mecanismos de
cavitacdo, fragmentacdo, erosdo, efeito sonoro-capilar, sonoporacédo, estresse de
cisalhamento local e destruicdo de texturacdo também agem na UAE, cuja eficiéncia
provavelmente ocorre devido a uma combinacdo desses efeitos (CHEMAT et al.,
2017).

Nos ultimos anos had um interesse no uso do UAE devido a uma série de
vantagens como a reducéo do tempo de extragéo, alta eficiéncia, baixo consumo de
reagentes, minimizacao de riscos de contaminacdo quando a amostra é preparada
diretamente no frasco e aumento da seguranca do operador devido ao procedimento
geralmente ser conduzido a temperatura ambiente (KORN et al., 2019).

Entretanto, os mesmos autores relatam limitagcbes relacionadas com a
robustez, pois a distribuicdo da intensidade ultrassdnica no interior da cavidade do
banho ndo é homogénea podendo variar conforme o volume do solvente extrator,
material do frasco, numero e posicdo de frascos expostos simultaneamente a
irradiacdo. Apesar da UAE oferecer tempos curtos de extracdo, ha a diminuicdo da
frequéncia analitica, uma vez que o numero de frascos inseridos no banho
simultaneamente € limitado (VINATORU, MASON & CALINESCU, 2017).

Yilmaz & Soylak (2016) utilizaram microextracdo de fase liquida assistida por
ultrassom (do inglés, UA-LPME) como DES composto de cloreto de colina e fenol para
a determinacédo de Cr (lll) e (V) em amostras de agua por espectrometria de absorcao
atomica com chama (do inglés, FAAS). Arain, Yilmaz & Soylak, (2016) utilizaram
também UA-LPME em material de referéncia certificado (do inglés, CRM) de cebola
verde (NCS ZC 73033) para a determinacéo de Co utilizando DES a base de cloreto
de colina e fenol como solvente extrator. Nestes casos ha desvantagem do uso do
fenol como um dos componentes das sinteses dos DES por ser considerado toxico e
cancerigeno, afetando a sobrevivéncia e reproducao dos organismos maritimos como
também a satde humana (DAVI & GNUDI, 1999; WOLFF et al., 2015).

Matong et al., (2017) utilizaram o UAE para a determinagéo de As, Cr, Mo, Sb,
Se e V em amostras de solo utilizando NADES formado por cloreto de colina e acido
oxalico (proporgdo molar 1:2). O sobrenadante foi analisado por espectrometria de
emissao otica com plasma acoplado indutivamente (do inglés, ICP OES) e obtiveram
recuperacoes na faixa de 99 % — 102 %.

Amostras de agua e alimentos foram submetidas a UAE usando DES a base

de cloreto de colina e diferentes HBD e posteriormente analisados por espectrometria
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de absorcédo atbmica com atomizacéao eletrotérmica (do inglés, ETAAS). Material de
referéncia certificado de 4gua (CRM SLRS-5) e cogumelo (CRM CS-M3) foram
analisados e o método de adicao e recuperacéo foi submetido em amostras reais, com
recuperacdes aceitaveis (PANHWAR et al., 2018).

Procedimento de UAE empregando DES a base de cloreto de colina e acido
latico foi aplicado na extracdo de Fe em amostras de figado de ovinos, bovinos e de
frango utilizando FAAS para deteccéo. A exatiddo do método proposto foi verificada
por testes em CRM de figado bovino (NIST SRM 1577b). O método apresentou
resultados satisfatérios, com recuperacdes superiores a 95 % e limite de deteccéo (do
inglés, LOD) igual a 0,026 pg mL* (YILMAZ & SOYLAK, 2015).

Apesar da extracdo assistida por radiacdo micro-ondas (do inglés, MAE) ter
surgido 35 anos depois da UAE, € uma técnica que vem ganhando destague nos
altimos anos (VINATORU, MASON & CALINESCU, 2017). Os fenébmenos decorrentes
da absorcdo da radiacdo na frequéncia de micro-ondas proporcionam um rapido
aumento da temperatura (KINGSTON & HASWELL, 1997). A oscilacdo do campo
elétrico na frequéncia da radiacdo micro-ondas induz um alinhamento dos polos das
moléculas, ocorrendo a dissipacdo de energia micro-ondas em forma de calor, e
consequentemente aquecendo a solucdo (KINGSTON & HASWELL, 1997). O
mecanismo de transferéncia de energia da radiacdo micro-ondas envolve a absorcao
de energia direta pelo material aquecido, promovendo dessa forma um aquecimento
uniforme e seletivo (KINGSTON & HASWELL, 1997).

O solvente é um parametro de suma importancia para a MAE e por isso ha
muitos estudos relacionados a diferentes solventes como agua, acidos, ILs, DES (ou
NADES). O solvente para a MAE deve ser selecionado com base na solubilidade do
analito de interesse, interacdo com a matriz da amostra e constante dielétrica.
Solventes com altas constantes dielétricas absorvem fortemente a energia de micro-
ondas e, portanto, aumentam a eficiéncia da extracdo (DE LA CALLE & COSTAS-
RODRIGUEZ, 2017).

A MAE oferece vantagens como menores tempos de extracao, alta eficiéncia,
maior seguranca e condi¢cdes de trabalho para os operadores devido ao desligamento
instantaneo (VINATORU, MASON & CALINESCU, 2017). Além disso, € possivel a
extracdo de diferentes espécies quimicas sem afetar a estrutura em diferentes tipos
de matrizes ambientais e biolégicas (VINATORU, MASON & CALINESCU, 2017; DE
LA CALLE & COSTAS-RODRIGUEZ, 2017).
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Ghanemi et al., (2014) utilizaram MAE com NADES a base de cloreto de colina
e acido oxalico em CRM de proteina de peixe para a determinacdo de Cu, Zn, Ni e Fe
e obtendo recuperacdes acima de 96 %. A MAE foi utilizada para a extracdo de
compostos fendlicos em Cajanus cajan obtendo recuperacdes variando 96 a 102 %
com parametros de temperatura, tempo, relacédo solvente e sélido otimizados (WEI et
al., 2015). DES de cloreto de colina e hexadienol foi utilizado como solvente extrator
em MAE em raizes de plantas para a determinacdo de genisteina e apigenina e
ginestina com parametros de tempo, temperatura e relacdo liquido e sélido otimizados
e recuperacdes entre 98 e 100 % (CUI et al., 2015).

2.1.5 Técnicas com fonte de plasma

Quando se trata de quantificacdo de analitos inorganicos, as técnicas
espectrométricas sdo alternativas viaveis. Na espectrometria de emissao 6tica (do
inglés, OES) a deteccédo da radiacao eletromagnética emitida pelos atomos e ions (no
estado gasoso) excitados é realizada nas regides do espectro eletromagnético visivel
e ultravioleta e infravermelho proximo. Uma fonte de alta energia é utilizada para a
conversdo do &tomo no seu estado excitado, no qual o elétron mais externo é
promovido para um orbital de mais alta energia. Quando o elétron retorna para o orbital
de mais baixa energia é emitido um foton de frequéncia especifica. Esse feixe de
radiacdo é encaminhado para o policromador, no qual ocorre a selecdo do
comprimento de onda especifico para ser quantificado (SKOOG, et al., 2014).

A excitacdo dos elementos a serem analisados é realizada por meio do plasma
induzido de argbnio. O plasma é um gas parcialmente ionizado de alta temperatura
(8000 até 10000 K). Para a formacédo do plasma, um fluxo de argdnio (variando de 8
a 20 mL mim?) flui através da tocha (combinacdo de trés tubos concéntricos de
quartzo), que esta envolvida em uma bobina de inducédo e alimentada por um gerador
de radio-frequéncia. A bobina produz uma fagulha responséavel pela promocédo dos
primeiros elétrons e a geracéo de ions. Os ions resultantes e seus elétrons associados
interagem com 0 campo magnético oscilante de alta frequéncia e tal interacdo leva a
um movimento anelar fechado formando o plasma (SKOOG, et al., 2014; KRUG et al.,
2001).

O argobnio € usado para a formacgéo do plasma devido ao seu alto potencial de

ionizagcdo, que é superior a maioria dos elementos da tabela periddica, maior
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estabilidade e eficiéncia de decomposicao de 6xidos (diminuindo interferéncias). Além
disso, comparado aos outros gases nobres, o argbnio apresenta o0 menor custo.
(NOVAES et al., 2016; GIL et al., 2007; AYDIN, AYDIN & HAMAMCI, 2013).

Apesar de ndo ser uma técnica espectroscopia, a espectrometria de massas
também vem se tornando cada vez mais usual para analise elementar. A
espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (do inglés, ICP-MS)
apresenta como fonte de excita¢do o plasma acoplado indutivamente, porém utiliza o
espectrobmetro de massas para a separacao dos ions formados com base na razao
massa/carga (m/z) (THOMAS, 2013). O analisador de massas, geralmente é
composto por hastes cilindras opostas entre si que formam um campo magnético onde
havera a passagem dos ions. A voltagem é ajustada de acordo com os ions de certa
m/z, criando uma trajetoria estavel para que haja uma travessia do analisador até o
detector (THOMAS, 2013).

As técnicas de ICP-MS e ICP OES apresentam algumas diferencas e
similaridades. Ambas as técnicas sdo multielementares, porém o ICP-MS é mais
sensivel que o ICP OES (TYLER, 1994). O uso de técnicas com fonte de plasma e
introducdo de amostra pelo sistema de nebulizacdo pneumatica € sujeito a
interferéncias matriciais, tendo como consequéncia o efeito de transporte de amostras
(EVANS & GIGLIO, 1993; KRUG et al., 2001). O efeito de transporte € ocasionado
pela diminui¢cdo do sinal analitico devido por exemplo a um aumento da viscosidade
ou ainda a composicao da matriz (THOMAS, 2013; KRUG et al., 2001). Em amostras
com alta viscosidade haverd uma maior dificuldade na formacédo das goticulas no
nebulizador e na separacdo pela camera de nebulizacdo, conseguentemente
reduzindo o sinal analitico (THOMAS, 2013; KRUG et al., 2001).

O uso de altas concentracfes de acidos na etapa de preparo de amostra
também ocasiona uma interferéncia matricial. Solu¢des acidas concentradas além de
serem mais viscosas, ocasionam a diminuicdo da temperatura do plasma e
consequentemente diminuem a eficiéncia de ionizacdo (FIALHO, PEREIRA &
NOBREGA, 2011; TODOLi & MERMET, 1999). O efeito de transporte também pode
ser ocasionado pela alta concentracdo de carbono, afetando a estabilidade do plasma
(SUN, et al., 2000; EVANS & GIGLIO, 1993; GRINDLAY et al., 2013).

As interferéncias fisicas acontecem quando ha o uso de amostras com um alto
teor de sélido dissolvido. O alto teor de solido dissolvido pode danificar o sistema de

introducdo de amostra, diminuir a vida Gtil da tocha ou ainda ocasionar em uma
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diminuicao no sinal devido a problemas durante o transporte (KARANDASHEV et al.,
2016).

ICP-MS foi utilizado para a determinacao total de Cu, Mn, Mo e Zn em amostras
de cevada apdés o procedimento de extragdo com agitacdo em vortex por 30 minutos
utilizando NADES a base de cloreto de colina. Os valores de desvio de padrao relativo
(do inglés, RSD) variaram entre 0,52 a 2,36 % enquanto que os valores de LOD foram
entre 0,05 a 1,2 ug L*. Método de adicéo e recuperacéo foi utilizado para a avaliacdo
da exatidéo, obtendo recuperacdes entre 90 a 103 % (OSOWSKA & RUZIK, 2019).

Cinco diferentes NADES a base de cloreto de colina foram preparados e
utilizados como solventes extratores em amostras de leite em pé e férmula infantil, e
0s extratos foram analisados em ICP OES para a determinagao de Zn. Os autores
utilizaram CRM de leite em pé (ERM BD 150) para a avaliacao da exatiddo do método
gue posteriormente foi aplicado em amostras reais com recuperacdes variando entre
73 a 106 % com LOD de 4,2 pug L. Além disso, as curvas de calibracdo foram
preparadas em meio de NADES para compatibilizacdo de matriz (KURT, BAGDA &
ALTUNDAG, 2020).

Para a extracdo de Cu em amostras de sedimentos foi utilizado DES a base de
diferentes combinacbes de cloreto de colina com ureia e acido oxalico. Para a
avaliacao da exatiddo do método foi utilizado CRM de sedimento de lago (BCR-280R).
Os LOD e limite de quantificacédo (do inglés, LOQ) foram de 1,2 ug Lt e 3,97 ug L+,
respectivamente. O método proposto foi aplicado em amostras reais de sedimento de
rios e lagos (BAGDA et al., 2017).

ICP OES também foi utilizado por Bagda, Altundag & Soylak (2017) para a
quantificacdo de Mg em amostras de vegetais apés o uso de NADES preparados a
partir das combinacdes de cloreto de colina e 4cidos organicos como solvente extrator.
A exatiddo do método proposto foi avaliada com o uso de CRM de folhas de tomate
(CRM 1573a) com LOD na faixa de 0,34 a 1,23 ug L e coeficiente de correlacéo
superior a 0,99. Aléem disso, as concentracbes de manganés nos extratos foram
determinadas com a tocha em modo radial e amostrador automatico.

Matong et al., (2017) utilizaram ICP OES para a determinagao de As, Cr, Mo e
Sb em amostras de solos ap6s um procedimento de UAE utilizado NADES formados
a partir de cloreto de colina e acido oxalico. CRM de solo (SRM 2709a) foi utilizado
para a verificacdo da exatiddo do método, obtendo recuperagbes acima de 99 %,
como LOD variando de 0,3 a 0,07 ug g* e RSD abaixo de 2,7 %.
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo Geral

Realizar a sintese de NADES empregando diferentes misturas de acido citrico,
acido maélico, xilitol e agua por trés diferentes métodos. Caracterizar e avaliar suas
propriedades fisico-quimicas. Utilizar os NADES produzidos como solventes em
diferentes técnicas de extracdo e tipos de amostras para a determinacéo elementar
por ICP-MS e ICP OES. E por fim, por meio de um planejamento de misturas, otimizar
a proporcao de cada um dos precursores dos trés solventes com base nos valores de
densidade e viscosidade e utilizar esses solventes nas técnicas de UAE e MAE para
amostras de tecido vegetal e animal para a determinacéo de As, Cd, Hg, Pb, Se e V
por ICP-MS.

2.2.2 Objetivos especificos

2.2.2.1 Objetivos especificos da Sec¢éo 3

¢ Sintetizar NADES utilizando diferentes misturas de acido malico, &cido citrico, xilitol
e agua por trés diferentes métodos: agitacdo e aquecimento, sintese assistida por
micro-ondas e sintese assistida por ultrassom;

e Caracterizar os NADES sintetizados pelos diferentes métodos por meio de
infravermelho, termogravimetria (do inglés, TG), densidade e viscosidade;

¢ Avaliar os efeitos dos diferentes precursores e diferentes métodos na sintese dos
NADES e

e Comparar os métodos de sintese no quesito ambientalmente amigavel por meio da

Eco-Scale.

2.2.2.2 Objetivos especificos da Secédo 4

e Sintetizar trés NADES por diferentes combina¢es de &cido malico, acido citrico,
xilitol e agua pelo método de agitacdo e aquecimento;
e Caracterizar o0s NADES por meio de infravermelho, TG, calorimetria exploratoria

diferencial (do inglés, DSC), densidade e viscosidade;
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e Aplicar os NADES sintetizados como solventes extratores em UAE em amostras de
tecido vegetal para a determinacao de As, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn
por ICP OES e ICP-MS e

e Comparar os resultados obtidos com a MW-AD.

2.2.2.3 Objetivos especificos da Secdo 5

e Sintetizar dois NADES por diferentes combinagfes de acido malico, &cido citrico,
xilitol e Agua pelo método de agitacdo e aquecimento;

e Aplicar os NADES sintetizados como solventes extratores em UAE e extragao por
aguecimento em amostras de fosfato de rocha e suplemento mineral para a
determinacao de As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg. Mn, Na, P e Zn por ICP OES e
ICP-MS e

e Comparar os resultados obtidos com a MW-AD.

2.2.2.4 Objetivos especificos da Secédo 6

e Otimizar a sintese de trés NADES a base das combinacfes de agua: acido citrico:
xilitol (Ac-Xil); agua: acido malico: xilitol (Am-Xil) e &gua: acido citrico: acido malico
(Ac-Am) por planejamento de mistura restrito;

e Aplicar os NADES sintetizados e otimizados como solventes extratores em UAE e
MAE em materiais vegetais e tecidos biologicos para a determinacao de As, Cd,
Pb, Se e V por ICP-MS;

e Comparar os resultados obtidos com MW-AD e

e Comparar os procedimentos UAE, MAE e MW-AD no quesito ambientalmente

amigavel por meio da Eco-Scale analitica.
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3. SINTESE E CARACTERIZACAO DOS NADES POR DIFERENTES METODOS

Nesta secdo € apresentado o estudo da sintese dos NADES a base de xilitol,
acido citrico, acido maélico e agua, por trés diferentes métodos: agitacdo e
aguecimento, assistida por ultrassom e assistida por radiacdo micro-ondas, incluindo
a caracterizacdo e avaliacdo das propriedades fisico-quimicas dos solventes

sintetizados (Figura 5). A partir desses estudos foi publicado o seguinte trabalho:

A.P.R. Santana, J.A. Mora-Vargas, T.G.S. Guimardes, C.B.D. Amaral, A. Oliveira,
M.H. Gonzalez, Sustainable synthesis of natural deep eutectic solvents (NADES) by
different methods, Journal of Molecular Liquids, v. 293, p. 111452, 2019
https://doi.org/10.1016/j].molliq.2019.111452.

Figura 5. Resumo grafico para sintese de NADES por trés diferentes métodos e

técnicas de caracterizacdo destes solventes.
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Fonte: adaptado de Santana et al., 2019a.

3.1Materiais e métodos

3.1.1 Reagentes e Amostras

As vidrarias utilizadas nos experimentos foram previamente descontaminados

e desmineralizadas por 24 h em banho acido contendo HNO3 10 % (v v1), seguido de


https://doi.org/10.1016/j.molliq.2019.111452
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lavagem completa com agua ultrapura. Para a sintese dos NADES foram utilizados
acido citrico de 99,5 % de pureza, DL-acido malico de 99 % de pureza, xilitol de 99 %
de pureza (todos da Sigma-Aldrich, MO, EUA) e agua ultrapura. A agua ultrapura (18
MQ cm) gerada a partir de um sistema de purificacdo Milli-Q (ICW-3000, Merck KGaA,

Darmstadt, Alemanha) foi usada para a sintese dos NADES.

3.1.2 Sintese dos solventes eutéticos naturais profundos (NADES) por diferentes

métodos

As sinteses dos NADES empregaram misturas de acido citrico: acido malico:
agua (Ac-Am), acido citrico: xilitol: agua (Ac-Xil) e acido malico: xilitol: agua (Am-Xil).
Para cada combinacéao foi considerada a razdo molar de 1: 1: 10, respectivamente.
Na Tabela 2 sdo apresentadas a estrutura e algumas caracteristicas dos componentes
empregados para a sintese dos NADES.

Tabela 2. Estrutura quimica e algumas caracteristicas dos acido citrico e acido malico

e do xilitol que sdo componentes dos NADES.

Componente Estrutura Massa  Pontode Caracteristicas
Molar Fuséo (°C)
(g mol?)
Acido citrico N 192,2 153 P6 cristalino
N ~° branco
Acido malico i 134,1 130 P6 cristalino
HO branco
oH
.
Xilitol oH 152,2 92 P4 cristalino
Ho oH branco
OH OH

Fonte: elaborado pela autora.
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3.1.2.1 Sintese por agitacdo e aquecimento

A sintese dos NADES foi baseada no método descrito por Dai et al., (2013), no
qual as misturas descritas na Sec¢&o 3.1.2 foram colocadas em béqueres com tampa
e aquecidas em banho-maria por 2 h a temperatura de 50 °C, sob agitacdo magnética
a 220 rpm (AccuPlate Hotplate Stirrer, Labnet, Edison, NJ, EUA). O tempo de sintese
foi ajustado para obtencdo de um liquido limpido. Os solventes resultantes foram

caracterizados e armazenados em dessecador, a temperatura ambiente

3.1.2.2 Sintese assistida por ultrassom

As misturas descritas na Sec¢do 3.1.2 foram homogeneizadas em vortice por
cerca de 1 min, seguido de tratamento em banho ultrassénico (Modelo Q3.0 / 40A,
Eco-Sonics, Indaiatuba, SP, Brasil) por 30 min. As misturas foram novamente
homogeneizadas usando agitacédo do vértex, seguido de novo no banho ultrassénico
por mais 15 min. Os solventes foram caracterizados e armazenados em dessecador,

a temperatura ambiente.

3.1.2.3 Sintese assistida por micro-ondas

As misturas descritas na Secao 3.1.2 foram homogeneizadas por cerca de 1
min usando extrator vortex, seguido de tratamento em um reator de micro-ondas
(Monowave 300, Anton Paar GmbH, Graz, Austria) por 45 min a temperatura de 80
°C, operado a 850 W e 600 rpm. A temperatura e a pressao dentro do reator foram
controladas e um fluxo de ar constante (cerca de 10 bar de presséo), o que garantiu
o controle rigido das condi¢cdes de sintese. Ap6s a sintese, os NADES foram

caracterizados e armazenados em dessecador, a temperatura ambiente.

3.1.3 Caracterizacdo fisico-quimica dos solventes eutéticos naturais profundos
(NADES)

3.1.3.1 Espectrometria de Infravermelho (do inglés, ATR-FTIR)

Os espectros de infravermelho dos NADES sintetizados pelos trés métodos,
bem como dos precursores, foram obtidos utilizando um espectrometro de
infravermelho com transformada de Fourier (modelo Spectrum Two, PerkinElmer,

Shelton, CT, EUA) com resolucéo de 4 cm, média da acumulacéo de 30 varreduras,
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com espectrogramas obtidos por refletancia total atenuada (do inglés, ATR) na faixa
de 4000 a 400 cm™.

3.1.3.2 Termogravimetria (TG)

As analises de decomposicdo térmica dos solventes sintetizados pelos trés
métodos, bem como dos precursores, foram realizadas por meio da termogravimetria
(doinglés, TG), utilizando um instrumento TGA 4000 (PerkinElmer, Shelton, CT, EUA).
Aproximadamente 10 mg das amostras, sob atmosfera de N2 (20 mL mint) foram

aquecidas de 25 a 500 °C, a uma taxa de 10 °C min.

3.1.3.3 Viscosidade e densidade

As medidas das densidades dos NADES sintetizados pelos trés diferentes
métodos foram realizadas volumetricamente a 24 °C, por meio de picndmetro
calibrado com agua e balanca analitica com precisao de + 0,0001 g (Gehaka, Modelo
AG200, Sao Paulo, Brasil). As medidas de viscosidades dos solventes sintetizados
pelos diferentes métodos foram realizadas por meio de um viscosimetro Cannon-
Fenske calibrado com agua. As medidas de densidade e viscosidade foram
determinadas em triplicata e os dados investigados por analise de variancia (do inglés,

ANOVA) com nivel de confian¢a de 95 % utilizando o software Statistica®.

3.2. Resultados e discusséao

3.2.1 Sintese dos solventes eutéticos naturais profundos (NADES)

Os NADES adequados para aplicagdo como solventes extratores necessitam
ser estaveis a temperatura ambiente e a pressado atmosférica. Portanto, é necessario
que estes apresentem uma mistura liqguida e homogénea e que ndo haja precipitacao
(NAM et al., 2015). Na Figura 6 estdo apresentados os NADES sintetizados pelo
meétodo de aquecimento e agitacdo por meio das combinacdes Ac-Xil, Am-Xil e Am-
Ac.

Estudos anteriores avaliaram diferentes propor¢des molares de agua (4, 6, 8 e
10 mol) na sintese dos NADES. No entanto, devido a alta viscosidade dos solventes

obtidos com as menores propor¢des de agua, foi selecionada a razdo molar de 10



27

mols de agua em razao a futuras aplicacées dos NADES como solvente extrator, além

da estabilidade a temperatura ambiente.

Figura 6. NADES sintetizados por aquecimento e agitagdo no qual 0s componentes
sdo as misturas de acido citrico: xilitol: agua (Ac-Xil), acido malico: xilitol: agua (Am-
Xil) e acido citrico: acido malico: agua (Ac-Am), com razdo molar de 1: 1: 10,

respectivamente.

Fonte: elaborado pela autora.

Apés 7 dias, o NADES Ac-Am de propor¢cdo 6 mols de agua apresentou a
formacdo de gel (Figura 7). A estabilidade dos NADES esta relacionada com a razéo
molar dos seus precursores. Dai et al., (2013) sintetizaram NADES usando cloreto de
colina e glicose nas razées molares 2:1; 1:1; 1:4 e 2:5 e foi observado que em alguns
casos houve a formacao gradual de um sdlido cristalino apés a sintese, portanto ndo
sendo estavel. A formacao do sélido cristalino foi atribuida ao fato do ion cloreto formar
duas ligacdes de hidrogénio com dois grupos hidroxila da glicose, se comportando de
maneira semelhante a um NADES sintetizado a partir do cloreto de colina e um &cido
carboxilico (DAI et al., 2013).

Estudos anteriores mostraram que a combinacdo de acido succinico com
cloreto de colina ndo formava um liquido estavel, porém quando o cloreto de colina foi
combinado com acido méalico, &cido citrico e acido tartarico houve a formagédo de um

solvente estavel. Segundo os autores, a presenca de grupos hidroxilas ou carbonila
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permite um maior nimero de ligacdes de hidrogénio e, consequentemente, aumento
da estabilidade (DAl et al., 2013).

Figura 7. NADES sintetizado a partir de acido citrico, acido mélico com 6 mols de

agua apos 7 dias.

Fonte: elaborado pela autora.

Porém, ndo € apenas o numero de grupos capazes de realizar ligacdes de
hidrogénio que influencia na formagéo e estabilidade dos NADES. O NADES formado
pelas combinagbes de galactose e cloreto de colina ndo foi estavel, enquanto que
NADES a base de cloreto de colina e glicose se apresentou estavel. Neste caso, 0s
autores acreditam que a diferenca esteja relacionada ao impedimento estérico das
estruturas dos componentes (DAl et al., 2013). NADES a base de cloreto de colina
combinado com diferentes agUcares e acidos organicos foram sintetizados por meio
de liofilizagdo. Das trinta combinacfes realizadas, somente doze foram bem-
sucedidas (NAM et al., 2015). Portanto o nimero de grupos doadores e receptores de
ligacdes de hidrogénios, a estrutura espacial destes grupos e a posicao das ligacbes
de hidrogénios influenciam, significativamente, na formacédo e estabilidade dos
NADES (DAl et al., 2013).

Os principais métodos descritos na literatura para sintese de NADES sao
baseados em agitacdo e aquecimento, liofilizacdo, evaporacdo (SOCAS-
RODRIGUEZ et al., 2020). A sintese assistida por radiagio micro-ondas assim como
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a sintese assistida por ultrassom sdo métodos ainda pouco explorados (ESPINO et
al., 2016; TOME et al., 2018; SANTANA et al., 2019a).

O uso de radiagcdo micro-ondas na formacdo dos NADES é promissora devido
a sinteses mais faceis e com menores tempos. A reducdo do tempo de sintese
ocasiona uma diminuicédo significativa do consumo de energia, que € um dos principios
da quimica verde (ANASTAS & WARNER, 1998). Na sintese dos NADES assistida
por radiacdo micro-ondas, 0s precursores sao irradiados em um sistema fechado com
poténcia e temperatura controladas. A radiacéo interage com o material, causando
rotacdo dipolo que leva a colisbes entre as moléculas e entre os HBD e HBA,
resultando em aquecimento dielétrico que diminui o tempo de sintese (GOMEZ et al.,
2018; ZHU & HANG, 2013).

Na sintese assistida por ultrassom as ondas sonoras causam o fendmeno de
cavitacdo, que consiste na formacéo e colapso de bolhas produzidas pela solucéo
(RUTKOWSKA, NAMIESNIK & KONIECZKA, 2017). Quando a bolha atinge um
tamanho critico e implode, ocorre a liberagdo de calor e pressao muito elevados em
um curto intervalo de tempo (RUTKOWSKA, NAMIESNIK & KONIECZKA, 2017). A
energia liberada auxilia nas interacdes entre os componentes HBD e HBA, levando a
formacdo do NADES. O uso das ondas ultrassdnicas proporciona uma sintese rapida
e eficiente (SANTANA et al., 2019a).

A busca por métodos com menor consumo de energia € um dos objetivos da
quimica verde (ANASTAS & WARNER, 1998). Desse modo, parametros como
poténcia do equipamento, tempo de sintese e volume de solvente sintetizado foram
considerados para o célculo do consumo de energia elétrica para a sintese do NADES

para os diferentes métodos estudados (Equacao 1).

((Poténcia (W)). (tempo (h))/1000)
Volume (mL)

Consumo (kWh) = (Equagdo 1)

onde Consumo (kWh) é o consumo de energia elétrica para a sintese, Poténcia (W)
corresponde a do equipamento, tempo (h) da sintese e Volume (mL) de solvente

sintetizado.

O consumo de energia elétrica para a sintese dos NADES foi de 0,014 kWh

mL? para o método de aquecimento e agitacdo; 0,106 kWh mL? para o método
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assistido por radiacdo micro-ondas e 0,006 kWh mL? para o método assistido por
ultrassom. Em termos de aproveitamento de energia, a sinteses auxiliadas por
ultrassom foi a mais ecoldgica, com aproximadamente 130 % menor consumo de
energia em comparagdo ao método de aquecimento e agitacao.

O método Eco-Scale foi proposto como um critério objetivo de medida para
producdo de solventes, inclui o uso de precursores de baixo custo, sinteses em
temperatura ambiente, alto rendimento e seguranga para o0 operador € 0 meio
ambiente (AKEN, STREKOWSKI & PATINY, 2006). O calculo para a pontuacao

baseado na Eco-Scale esta mostrado abaixo, na Equacao 2:
Eco — Scale = 100 — Z Penalidades (Equacao 2)

onde as penalidades estdo relacionadas com custo, temperatura, tempo, seguranga

do método da sintese do solvente e também rendimento.

Para a sintese dos NADES por agitacdo e aguecimento houve a penalidade de
3 pontos devido ao uso de aquecimento por mais de 1 h. A sintese dos NADES
assistida por radiacdo micro-ondas obteve penalidades devido ao uso da radiacao
micro-ondas, uso de regulador de pressdo, aquecimento abaixo de 1 h e uso de
vidraria especial (tubos de quartzo para a sintese), descontando no total de 6 pontos.
E por fim, a sintese assistida por ultrassom obteve penalidade de 3 pontos devido ao
uso da radiacdo de ultrassom e tempo sintese abaixo de 24 h.

Portanto, as pontuacbes da Eco-Scale determinadas para os NADES
sintetizado por diferentes métodos foram 97 para sintese por aguecimento e agitacao,
94 para a sintese assistida por radiacdo de micro-ondas e 97 para sintese assistida
por ultrassom. Pontuacdes acima de 75 representam um excelente procedimento
verde baseada na EcoScale (AKEN, STREKOWSKI & PATINY, 2006).

Apesar dos métodos de sintese dos NADES assistida por radiacdo de micro-
ondas e ultrassom se mostrarem rapidos e eficientes, o método de sintese por
agitacao e aquecimento ofereceu vantagens de facilidade, simplicidade e capacidade

de produzir maiores volumes de solventes.
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3.2.2 Caracterizacao dos solventes eutéticos naturais profundos (NADES)

A técnica de espectrometria na regido do infravermelho tem como objetivo
auxiliar na identificacdo dos grupos funcionais quimicos. Embora o espectro de
infravermelho seja caracteristico da molécula, ha alguns grupos que apresentam
bandas com frequéncia semelhante independente da estrutura da molécula
(SILVERSTEIN, WEBSTER & KIEMLE, 2015). Além da identificacdo dos grupos
funcionais, as analises por infravermelho foram realizadas para a identificacdo da
formacéao de ligacbes de hidrogénio.

A formacdo de um solvente eutético é caracterizada pelas interacfes
intermoleculares (forcas de interacdo de Van der Waals, e, principalmente, ligagbes
de hidrogénio) que podem ser realizadas devido a presenca de grupos carboxilicos e
hidroxilas dos reagentes precursores (RIBEIRO et al., 2015). A Figura 8 mostra 0s
espectros de infravermelho dos NADES sintetizados, assim como dos seus

precursores e suas bandas caracteristicas.

Figura 8. Espectro de infravermelho dos precursores e NADES sintetizados usando
diferentes métodos com (A) &cido citrico e xilitol (Ac-Xil), (B) &cido malico e xilitol (Am-
Xil) e (C) acido citrico e acido malico (Ac-Am).
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Fonte: adaptado de Santana et al., 2019a.

No espectro de infravermelho do &cido citrico pode ser observada uma banda
estreita de absorcdo em 3487 cm™, referente ao grupo hidroxila (-OH) livre de alcool
que ndo participa de ligagdo de hidrogénio (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE,
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2015). Além disso, bandas em 1745 cm™ e 1692 cm™! sdo correspondentes ao grupo
carbonila (C=0) e ao estiramento C-O-H (GHORPADE; YADAV; DIAS, 2016).

No espectro do acido malico verifica-se uma banda em 3437 cm™ que
caracteriza o grupo -OH do alcool livre, ou seja, que néo realiza liga¢des de hidrogénio
(SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2015). Observa-se também uma banda de
alongamento C=0 em 1680 cm™ e C-O-H em 1745cm, constatado também por
Baranka et al., (2003). Verificou-se uma banda em 1180 cm! referente ao grupo CH2
do acido malico, como foi observado também por Dai et al., (2015). Outra banda em
1096 cm! pode ser observada e segundo Baranka et al., (2003) esta relacionada com
as vibracdes do grupo CH2 com sobreposicao de bandas OH e C-O.

Além da identificacdo dos grupos funcionais dos reagentes de partida, os
espectros de infravermelho forneceram evidéncias de interagdes intermoleculares
entre os mesmos. Mjalli et al., (2017) sintetizaram DES a base de cloreto de colina,
brometo de tetra-n-butilamoénio, etanolamina e brometo de metila trifenilfosfato. A
confirmagdo da sintese foi realizada através das analises dos espectros de
infravermelho, observando a preservacdo das principais bandas caracteristicas dos
materiais constituintes com pequenos desvios.

Os espectros de infravermelho do NADES sintetizado pelos trés diferentes
métodos apresentaram os mesmos perfis, mantendo as bandas caracteristicas dos
precursores com pequenos desvios. Independentemente do método de sintese, os
trés NADES apresentaram banda de absorcdo intensa entre 3330 e 3440 cm,
correspondendo ao alongamento -OH devido a presenca de agua (GHAEDI et al.,
2017). A banda de absorcdo em 1630 cm™ foi devido a deformacédo angular dos
grupos -OH das moléculas de agua presentes no NADES (DURAND et al., 2013).

A banda de absorc¢éo correspondente ao alongamento C=0, que foi observada
para todos os NADES, foi deslocada para maiores numero de ondas, em comparacao
com 0S espectros para 0s reagentes iniciais, independentemente do método de
sintese. Para o NADES Ac-Xil houve um deslocamento de 1692 cm™ para 1710 cm?;
para o NADES Am-Xil um deslocamento de 1680 cm™ para 1714 cm™ e para o NADES
Ac-Am um deslocamento de para 1710 cm™. O deslocamento da banda de absorcédo
sugere um aumento na densidade eletrénica do oxigénio carbonilico, podendo ser
justificado pela formacao de ligacfes de hidrogénio (XU et al., 2005, DAI et al., 2015).

Resultados similares também foram observados por Ribeiro et al., 2015 na

sintese de DES a base de mentol e 4cido acético, no qual o espectro de infravermelho
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mostrou um deslocamento da banda da carbonila em 1693 cm™ para 1735 cm™.
Espectros de infravermelho de NADES sintetizados a partir de acido malico e prolina
mostraram um deslocamento da banda de absorcao referente ao grupo C=0 para
namero de ondas maiores (DAl et al., 2015).

Além disso, a presenca de um deslocamento de uma banda de -OH para
nimero de onda entre 2550 e 2000 cm™ também é uma indicacdo da formacéo de
ligacbes de hidrogénio (BARANKA et al. 2003). As vibracdes de alongamento -OH
podem ser afetadas pelas ligagcdes de hidrogénio (MARECHAL, 2007). De modo
semelhante, Dai et al., (2015) observaram vox em 2450 cm™ em NADES a base de
prolina e &cido malico.

Quando um material € aquecido, a sua estrutura pode sofrer alteracdes
térmicas como decomposicdo ou mudanca de fase. Assim, o estudo da estabilidade
térmica dos solventes é importante, pois fornece informacdes sobre a temperatura na
qgual um solvente pode ser empregado sem sofrer tais alteracbes (GHAEDI et al.,
2017). As propriedades térmicas dos NADES foram avaliadas por meio de anélises
termogravimétricas (do inglés, TG) e a sua derivada (do inglés, DTG). Os resultados

sdo mostrados na Figura 9.

Figura 9. Termogravimetria (TG) e termogravimetria derivada (DTG) dos precursores
e NADES sintetizados usando diferentes métodos com (Al e A2) acido citrico e xilitol
(Ac-Xil), (B1 e B2) 4cido malico e xilitol (Am-Xil) e (C1 e C2) acido citrico e 4cido malico
(Ac-Am).
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Fonte: adaptado de Santana et al., 2019a.

A Figura 9.A apresenta os termogramas obtidos para os NADES Ac-Xil,
juntamente com os termogramas para 0s precursores. A primeira fase de perda de
massa ocorreu por volta de 100 °C, com aproximadamente de 30 % de perda devido
a presenca de agua (WANG et al., 2015). A decomposicao térmica do NADES Ac-Xil
ocorreu em varias etapas, com perda de massa por volta de 60 % entre 165 °C e 450
°C, atribuida a decomposicéo dos precursores. Os NADES Ac-Xil obtidos pelos trés
métodos de sintese apresentaram decomposicdo em torno de 165 °C, indicando a
temperatura maxima de trabalho desses solventes.

Os termogramas obtidos para os NADES Am-Xil e seus componentes estao
mostrados na Figura 9.B. Como anteriormente, as amostras apresentaram perda de
massa em torno de 30 % em 100 °C, devido a perda de agua do solvente (WANG et
al., 2015). A decomposicao térmica dos NADES Am-Xil por diferentes métodos iniciou
em aproximadamente 160 °C em varias etapas e finalizando em 410 °C com uma
perda em torno de 60 % de massa. E no caso dos NADES Ac-Am o termograma
(Figura 9C) mostrou uma perda de agua em torno de 100 °C (WANG et al., 2015), e
posteriormente uma decomposic¢ao térmica iniciando em torno de 180 °C até 310 °C,

com perda em aproximadamente 60 % de massa.
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Por meio das andlises de TG é possivel também verificar a formacdo dos
NADES comparando os termogramas dos solventes com os componentes individuais
(SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2020). Os NADES sintetizados pelos diferentes métodos
apresentaram numeros diferentes de etapas de decomposi¢cdo em comparagcdo com
o0 numero de etapas dos seus precursores, provavelmente devido as interacdes
intermoleculares que ocorreram durante a formacao do solvente (HAZ et al., 2016).

O NADES Ac-Am foi o que apresentou maior estabilidade térmica, com
temperatura de decomposicao iniciando em 185 °C. Grupos carboxilicos sédo bons
doadores de ligacdes de hidrogénio, com uma alta habilidade de estabelecer esse tipo
de interacao intermolecular (RIBEIRO et al., 2015). Os NADES preparados pelos trés
diferentes métodos apresentaram termogramas semelhantes com alguns
deslocamentos (especialmente NADES sintetizado pelo método de aquecimento)
atribuidos provavelmente a uma menor presenca de agua no solvente (SAVI et al.,
2019).

A andlise térmica dos NADES pode ser algo complexo, pois ha inimeros
fatores envolvidos na sua formacéo influenciando suas propriedades térmicas.
Fatores como a natureza do HBD, interacfes intermoleculares, proporcédo da agua,
namero de atomos de carbono da cadeia principal dos precursores, tipos e posi¢coes
das ligacGes de hidrogénio influenciam na sua estabilidade térmica (GHAEDI, et al.,
2017; HAZ et al., 2016)

Materiais precursores com cadeias de carbono mais longas proporcionam
maior estabilidade térmica nos solventes eutéticos resultantes, comparado com
precursores de cadeias mais curtas e estruturas semelhantes, provavelmente devido
a capacidade de um maior nimero de interacdes intermoleculares, conforme relatado
por Ghaedi et al., (2017). O aumento da capacidade de interacdes intermoleculares
(principalmente ligacdes de hidrogénio) leva ao aumento da estabilidade térmica em
decorréncia de interacdes mais fortes entre as moléculas e, consequentemente, a
necessidade de maior quantidade de energia para interrompé-las. As forcas das
ligagbes de hidrogénio de um solvente eutético variam com a existéncia de ligagdes
de hidrogénio mais fortes ou mais fracas que podem competir entre si, alterando a
estabilidade térmica (ZHU et al., 2016).

Os valores de densidade e viscosidade obtidos para os trés NADES sao
apresentados na Tabela 3. A investigacao dessas propriedades fisicas € importante

para um melhor entendimento sobre esses solventes, assim como de suas potenciais
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aplicacoes, visto que sdo considerados possiveis substitutos para os liquidos idnicos
(doinglés, ILs) (ABBOTT et al., 2004).

Tabela 3. Valores de densidade e viscosidade dos NADES sintetizados determinados

a temperatura de 24 °C (média + desvio padrao, n=3).

Densidade (g mL™1)

NADES Ac-Xil NADES Am-Xil NADES Ac-Am
Agitacdo e Aquecimento  1,3130 £0,0001  1,2860 £0,0001  1,3260 + 0,0002
Ultrasssom 1,2995 +0,0001  1,2546 £ 0,0001  1,3066 + 0,0001
Micro-ondas 1,3019 £ 0,0002 1,2515+0,0002 1,3070 +0,0001
Viscosidade (mPa.s)
NADES Ac-Xil NADES Am-Xil NADES Ac-Am
Agitacdo e Aquecimento 11,09 £ 0,21 9,54 + 0,08 9,24 £ 0,06
Ultrasssom 11,32 +0,31 9,66 + 0,02 9,24 £ 0,04
Micro-ondas 11,34 + 0,16 9,66 = 0,09 8,93 £ 0,09

Fonte: adaptado de Santana et al., 2019a.

A andlise de variancia (do inglés, ANOVA) com fator Gnico para cada um dos
conjuntos de dados (aquecimento e agitacdo, métodos assistidos por ultrassom e
micro-ondas) revelou que ndo houve uma diferenca significativa nos valores de
densidade e viscosidade em um intervalo de 95 % de confianca. Assim, os NADES
sintetizados pelos trés diferentes métodos apresentaram as mesmas caracteristicas
fisico-quimicas, independentemente do método adotado. Consequentemente, séo
indicios que os tipos de interacfes entre 0s componentes SA0 0S Mesmos.

Propriedades como viscosidade e densidade dependem de fatores como da
natureza quimica dos componentes e também das intera¢des intermoleculares (LIU
et al., 2018). As ligacdes de hidrogénio levam a liquidos altamente estruturados e
devido a essas interagbes fortes formam cavidades nas suas estruturas, e,
consequentemente, aumentam as densidade e viscosidade (DAl et al., 2015; SOCAS-
RODRIGUEZ et al., 2020).

Quanto maior o numero de grupos capazes de realizar interagbes do tipo
ligacéo de hidrogénio, maior a viscosidade dos DES e NADES (CASTRO et al., 2018),

como pode ser observado nos resultados apresentados na Tabela 3. A adicdo da agua
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ou aumento da temperatura promove uma diminuicdo nos valores de densidade e
viscosidade dos NADES (DAl et al., 2015; SAVI et al., 2019).

A insercdo da agua na composicao dos NADES leva a reducéo da densidade
devido ao enfraquecimento das ligacdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals
entre 0s precursores, consequentemente aumentando seu volume molar (GHAEDI et
al., 2017). A utilizacdo de um teor de &gua acima de 50 % (v v'!) no preparo de
solventes eutéticos enfraquece significativamente as interages intermoleculares
levando a perda de suas propriedades fisico-quimicas, especialmente nos NADES
sintetizados com cloreto de colina (DAI et al., 2015).

O teor de agua também influencia a viscosidade dos NADES, onde um maior
percentual de 4gua reduz a viscosidade devido ao enfraguecimento das ligacGes de
hidrogénio entre os reagentes, havendo uma diminuigdo da resisténcia interna das
moléculas (ZHAO et al., 2015; DAl et al., 2015; LIU et al., 2018). A grande parcela dos
estudos relatados na literatura descreve NADES com altas viscosidades devido a
pequena adicdo de volume de agua. Dai et al., (2015) sintetizaram NADES variando
a proporgao molar dos componentes (acido mélico / alanina ou acido mélico / betaina)
de 1 a 3 mol, enquanto a quantidade de agua adicionada variou de 1 a 4 mol,
resultando em NADES com viscosidade de aproximadamente 2,0.10° mPa.s.
Altamash et al., 2018 sintetizaram NADES com quantidade de agua variando de 0,7 a
5,4 % (m m), apresentando valores de viscosidade entre 86,1 e 251 mPa.s.

Entretanto, no presente trabalho os NADES foram sintetizados usando 10 mol
de agua (aproximadamente 36 % m m?), resultando em solventes com viscosidades
mais baixas, em comparacdo com outros sintetizados com tipos semelhantes de
combinacgdes de precursores. Gomez et al., (2019) produziram variados NADES a
partir de &cido malico a 25 °C com viscosidade variando entre 9,2 a 12 mPa.s com
adicdo de 40 % (m m de 4gua). Enquanto que para diferentes NADES sintetizados
a partir de acido citrico na mesma temperatura a viscosidade variou entre 10,0 a 12,9
mPa.s, também com adicdo de 40 % (m m) de &gua, resultados semelhantes deste
trabalho.

3.3 Concluséao

Solventes eutéticos naturais profundos (do inglés, NADES) a base de acido

citrico, acido malico e xilitol foram sintetizados por trés métodos diferentes e suas
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caracteristicas fisico-quimicas foram comparadas. Os espectros de infravermelho
mostraram perfis semelhantes para os solventes formados pelos diferentes métodos
de sintese, assim como os perfis de decomposi¢ado térmica e as temperaturas iniciais
de decomposicdo também foram semelhantes, no qual a temperatura de
decomposicdo dos NADES Ac-Xil foi de 165 °C, NADES Am-Xil foi de 160 °C e
NADES Ac-Am foi de 180 °C. Os valores de densidade e viscosidade n&o
apresentaram diferencas significativas entre os métodos de sintese, evidenciando que
os NADES obtidos apresentavam as mesmas caracteristicas fisico-quimicas. Os
resultados indicaram que as técnicas de sintese de NADES assistidas por ultrassom
e por micro-ondas foram rapidas e eficientes, mostrando-se promissoras como novos
métodos para a sintese de NADES. No entanto, o método de sintese por agitacédo e
aguecimento ofereceu as vantagens de facilidade de uso, simplicidade e a capacidade

de produzir maiores volumes de solventes.
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4. NADES NO PREPARO DE AMOSTRA DE MATRIZES VEGETAIS

Nesta secdo € apresentada o estudo da sintese dos NADES a base de xilitol, &cido
citrico, &cido mélico e agua pelo método de agitacdo e aquecimento e a sua
caracterizacdo. Posteriormente, os NADES foram empregados na extracdo assistida
por ultrassom (do inglés, UAE) em matrizes vegetais para extracdo de As, Ca, Cd, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn e analise por ICP OES e ICP-MS (Figura 10). A partir destes
estudos foi publicado o seguinte trabalho:

A.P.R. Santana, D.F. Andrade, J.A. Mora-Vargas, C.D.B. Amaral, A. Oliveira, M.H.
Gonzalez, Natural deep eutectic solvents for sample preparation prior to elemental
analysis by plasma-based techniques. Talanta, v. 199, p. 361-369, 2019.
https://doi.org/10.1016/}.jct.2018.07.031

Figura 10. Resumo gréfico para a metodologia do uso de NADES no preparo de

amostra de matrizes vegetais.
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4.1 Materiais e métodos

4.1.1 Reagentes e Amostras

As vidrarias, materiais plasticos e demais materiais utilizados nos experimentos

foram previamente descontaminados e desmineralizados por 24 h em banhos acidos


https://doi.org/10.1016/j.jct.2018.07.031

a1

com HNOsz 10 % (v v1), seguidos de trés lavagens com Aagua ultrapura. Todos os
reagentes usados foram de grau analitico. As solu¢cdes foram preparadas usando
agua ultrapura (18 MQ cm) de um sistema Milli-Q (Merck KGaA, ICW-3000,
Darmstadt, Hessen, Alemanha). Acido nitrico (J. T. Baker, Philipsburg, NJ, EUA) foi
previamente purificado usando um sistema de sub-ebulicdo (Milestone, PTFE
SubCLEAN, BG, Italia). Os NADES foram sintetizados usando &cido citrico de 99,5 %
de pureza (Sigma-Aldrich, MO, EUA), acido DL-malico de 99 % de pureza (Sigma-
Aldrich, MO, EUA), xilitol de 99 % de pureza (Sigma-Aldrich, MO, EUA) em agua
ultrapura. A exatiddo do meétodo foi avaliada usando materiais de referéncia
certificados (do inglés, CRM) de folhas de tomate (NIST 1573a), folhas de espinafre
(NIST 1570a) obtidos do National Institute of Standards and Technology (do inglés,
NIST) e material de referéncia de forrageira (Brachiaria Brizantha cv. Marandu,
EMBRAPA, RM-Agro E1001a).

4.1.2 Procedimentos experimentais

4.1.2.1 Preparacao dos solventes eutéticos naturais profundos (NADES)
Os NADES sintetizados por agitagcdo e aquecimento, cujo procedimento de
sintese foi descrito Na secdo “Sintese e caracterizacdo dos NADES por diferentes

métodos” (Secdo 3.1.2.1, pagina 25) foram empregados na presente Sec¢ao.

4.1.2.2 Caracterizacao dos solventes eutéticos naturais profundos (NADES)

A caracterizacdo dos NADES, bem como dos seus precursores por meio dos
espectros de infravermelho, analise termogravimétrica (do inglés, TG), medidas de
densidade e viscosidade foram realizadas segundo os procedimentos descritos na
secdo anterior (3.1.3 Caracterizacao fisico-quimica dos solventes eutéticos naturais
profundos (NADES), pagina 25).

As andlises calorimétricas exploratorias diferenciais (do inglés, DSC) dos
NADES sintetizados foram efetuadas por meio de um instrumento de Calorimetria
Varredura Diferencial (PerkinElmer, DSC 8000, Shelton, CT, EUA), com aquecimento
de aproximadamente 8 mg da amostra em cadinho de aluminio, sob fluxo de N2 (20
mL mint), na faixa de temperatura 0 a 500 ° C, a uma taxa de 10 °C min,
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4.1.3 Solventes eutéticos naturais profundos (NADES) em preparo de amostra

4.1.3.1 Digestéo acida assistida por radiagdo micro-ondas (MW-AD)

A digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas (do inglés, MW-AD) foi
usada como método padrdo para determinacdo da concentragdo total. Os valores
obtidos pela MW-AD foram comparados aos determinados nas extragdes com oS
NADES. As digestdes acidas foram realizadas em um forno de micro-ondas em
frascos fechados de politetrafluoretileno (PTFE) (Anton Paar, Model Multiware PRO
GmbH, Graz, Austria). Aproximadamente 200 mg das amostras estudadas foram
digeridas utilizando 6,0 mL de &cido nitrico 7 mol L't e 2,0 mL de H202 30 % (m v1),
com o seguinte programa de aquecimento: ) rampa de aquecimento de 10 min para
atingir 100 °C e permanéncia durante 10 min; Il) rampa de aquecimento de 10 min de
100 a 160 ° C e permanéncia por 10 min; Ill) resfriamento a 50 °C por 10 min. Apés a
digestado, os volumes finais das amostras e brancos foram ajustados para 25 mL com
agua ultrapura (GONZALEZ et al., 2009).

4.1.3.2 Extracao assistida por ultrassom (UAE)

Aproximadamente 90 mg das amostras foram colocadas em tubos cénicos de
50 mL, seguida da adicdo de 9,0 mL de cada NADES sintetizado individualmente e
esta mistura foi submetida ao um banho ultrassénico (Eco-Sonics, Modelo Q3.0/40A,
Indaiatuba, SP, Brasil) na frequéncia de 40 kHz por 45 min. Apos a extracao, foram
adicionados 6,0 mL de agua ultrapura, em seguida centrifugada por 5 min a 4000 rpm.
O sobrenadante foi separado por filtracdo utilizando papel filtro com dos poros de 25
um e gramatura de 80 g m™? para evitar entupimento durante as andlises.
Posteriormente, os sobrenadantes foram analisados por ICP OES e ICP-MS. Todas

as extracoes foram realizadas em triplicatas (SANTANA et al., 2019b).

4.1.4 Analise por técnicas com fonte de plasma

4.1.4.1 Determinacéo de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn por espectrometria de
emissao otica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES)

As andlises dos extratos diluidos foram realizadas usando ICP OES (iCAP 7000
instrument, Thermo Fisher Scientific, Madison, WI, EUA). A Tabela 4 apresenta os

parametros instrumentais e linhas de emissdo selecionadas para as analises. Para a
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geracdo do plasma foi utilizado gas argbénio (99,996 %, White Martins-Praxair,
Sertdozinho, SP, Brasil). A curva de calibracdo para as analises dos extratos foi
realizada em meio de NADES 1 % (v v'!), enquanto que a curva de calibracdo para as

andlises dos digeridos foi realizada em meio de acido nitrico 1 % (v v1).

Tabela 4. Parametros instrumentais para as analises por ICP OES para a

determinacao de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn.

Parametros Instrumentais Condicdes de Operacéo
Poténcia de radiofrequéncia (RF) aplicada (kW) 1,15

Tempo de integracéo de baixos comprimentos de onda (s) 15

Tempo de integracdo de altos comprimentos de onda (s) 5

Fluxo de introdug&o da amostra (mL min~") 2,1

Tempo de estabilizacédo (s) 5

Vazéao do gas auxiliar (L min™") 0,5

Vazéao do gas de nebulizagdo (L min™) 0,7

Vazéao do géas do plasma (L min™1) 12
Replicadas 3

Ca(ll) 393,366°; Cu(l)
327,396%; Fe(ll) 238,204°;
K(I) 766,490°; Mg(ll)
Elementos e linhas de emissdo monitorados (nm) 279,553 Mn(ll)
257,610%; Na(l) 589,592°;
P(l) 117,495%; Zn(l)
213.856°

aModo de visdo axial, PMModo de viséo radial.
Fonte: adaptado de Santana et al., 2019b.

4.1.4.2 Determinacgao de As e Cd por espectrometria de massas com plasma acoplado
indutivamente (ICP-MS)

As analises dos extratos diluidos para a determinacfes de As e Cd foram
realizadas por ICP-MS (modelo NexION 300X Perkin-Elmer, Shelton, CT, EUA)
equipado com a tecnologia de célula universal (Universal Cell Technology™ UCT). O
sistema de introducdo de amostra € equipado com nebulizador concéntrico, uma

camara ciclonica e uma tocha de quartzo com um tubo injetor de quartzo (2,0 mm d.i.).
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Os parametros instrumentais foram otimizados antes das analises e 0s isétopos
analisados foram °As e 1'Cd no modo padrdo. Na Tabela 5 sdo apresentadas as
configuragdes instrumentais bem como os parametros de aquisicdo de dados. Para a
geracdo do plasma foi utilizado gas argdnio (99,996 %, White Martins-Praxair,
Sertdozinho, SP, Brasil). A curva de calibracdo para as analises dos extratos foi
realizada em meio de NADES 1 % (v v'!), enquanto que a curva de calibragdo para as

andlises dos digeridos foi realizada em meio de acido nitrico 1 % (v v1).

Tabela 5. Parametros instrumentais e do método para as analises por ICP-MS para a

determinacéo de "°As e 11'Cd no modo padréo.

Parametros Instrumentais

Poténcia de radiofrequéncia (RF) 1600 W

Vazéo de gas no plasma 18 L mint
Vazao do gas auxiliar 1,2 L min?
Vazao do gas do nebulizador 0,7 L mint

Parametros do Método

Numero de varreduras (Sweeps) 50

Numero de leituras (Readings) 1

Numero de replicatas 3

Tempo de espera (Dwell time) 25 segundos
Faixa de calibracao 0,1-15ugL?

Fonte: adaptado de Santana et al., 2019b.

4.1.4.3 Avaliacao dos parametros de desempenho

Para as analises foram preparadas curvas de calibracdo a partir de uma
solucdo estoque de 1000 mg L dos elementos inorganicos (Sigma-Aldrich, MO,
EUA). A exatiddao do método foi avaliada usando materiais de referéncia certificados
(do inglés, CRM) e materiais de referéncia citados na secdo 4.1.1. O fator de

recuperacéo foi calculado segundo a equacao 3 (INMETRO, 2016):

Cdeterminada

R (%) = 100 (Equagio 3)

Ccertificada
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onde Cdeterminada € a concentracdo determinada pelo método e Cecertificada € a

concentracéo declarada no CRM e também no material de referéncia

A precisdo normalmente € expressa pelo desvio padréo relativo (do inglés,
RDS), calculado segundo a equacao 4 (INMETRO, 2016; ANVISA, 2017):

D
RSD (%) = CM—P;) 100 (Equacio 4)

onde Dp € o desvio padrdao das medidas e CMD corresponde a concentracdo média

determinada pelo equipamento.

O limite de deteccéo (do inglés, LOD) corresponde a menor quantidade do
analito presente em uma amostra que pode ser detectado, mas nédo necessariamente
quantificado, sob as condicdes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2017).
Enquanto que o limite de quantificacdo (do inglés, LOQ) corresponde a menor
guantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e
exatiddo aceitaveis sob as condicbes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2017).
Os valores de LOD e LOQ séo calculados segundo as equacdes 5 e 6,
respectivamente (INMETRO, 2016).

Dp
LOD = —. E a
0 CA 3 (Equacgao 5)
Dp
LOQ=—11 E a
0Q CA 0 (Equacao 6)

onde Dp é o desvio padrdao das medidas de dez medidas de brancos analiticos e CA

é o coeficiente angular da curva de calibragéo.
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4.2 Resultados e discussao

4.2.1 Sintese e caracterizacdo dos solventes eutéticos naturais profundos (NADES)

NADES formados por uma mistura homogénea, liquida, sem formacdo de
precipitado e estavel em temperatura ambiente e pressao atmosférica sdo adequados
para o uso em preparo de amostra (ESPINO et al., 2016; NAM et al., 2015). Estudos
mostraram que hé casos de combina¢des para DES que ndo formam um liquido em
temperatura ambiente e consequentemente sdo inviaveis para a aplicagdo como
solvente extrator (DAl et al., 2013). O aumento da proporcdo de agua para a sintese
de NADES pode oferecer algumas vantagens como reducdo do tempo, da
temperatura de preparo de preparo de amostra e também a diminui¢cdo da viscosidade
(DAI et al., 2013). No entanto, uma diluicdo elevada resultara em uma perda de
ligacbes de hidrogénio responsaveis por interacfes intermoleculares e das
propriedades dos NADES para extracdo (GUTIERREZ et al., 2009).

A andlise da espectroscopia de infravermelho do NADES (Figura 11) revelou a
presenca de grupos funcionais nas estruturas dos solventes sintetizados com desvios,
indicativo dessas interacdes caracteristicas dos NADES (MJALLI et al., 2017). Os
resultados referentes a analise do infravermelho ja foram discutidos na secao “Sintese

e caracterizagdo dos NADES por diferentes métodos” (Segao 3.2.2, pagina 31).
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Figura 11. Espectro de infravermelho dos precursores e NADES sintetizados usando
(A) acido citrico e acido malico (Ac-Am), (B) acido malico e xilitol (Am-Xil) e (C) acido

citrico e xilitol (Ac-Xil).
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Fonte: adaptado de Santana et al., 2019b.

As propriedades térmicas do NADES sintetizados foram investigadas por meio
de andlises térmicas (Figura 12). O estudo da estabilidade térmica dos NADES é
importante quando sua aplicacdo as altas temperaturas sédo requeridas, como por
exemplo em procedimentos assistidos por radiacdo micro-ondas, onde temperaturas
podem variar de 180 °C a 220 °C (GHANEMI et al., 2014; NOBREGA et al., 2002;
MATUSIEWICK et al., 2014), podendo limitar a utilizagdo desses solventes. Alguns
dos resultados referentes a analise termogravimétrica ja foram anteriormente
discutidos na secédo “Sintese e caracterizagdo dos NADES por diferentes métodos”
(Secdo 3.2.2, pagina 31).

A decomposicéo térmica dos NADES ocorreu em varias etapas, como pode ser
observado na Figura 11.A e 11.B. O NADES Ac-Am apresentou um pico de
decomposicdo em 219 °C, referente a decomposic¢ao do acido citrico (que apresenta

um pico em 228 °C). O NADES Am-Xil apresentou um pico de decomposi¢céo a 266
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°C, referente ao acido malico tem um pico de decomposicédo a 256 °C. E por fim, o
NADES Ac-Xil apresentou um pico de decomposicéo a 316 °C, relacionado ao xilitol
no qual seu pico de decomposicdo é de 340 °C. Os picos de decomposi¢cdo dos
NADES sé&o proximos aos HBDs com deslocamentos, conforme relatado por Shahbaz

et al., (2011) e também observado neste trabalho.

Figura 12. Analises térmicas de (A) TG, (B) DTG e (C) DSC dos NADES sintetizados
utilizando acido citrico e xilitol (Ac-Xil), &cido malico e xilitol (Am-Xil) e &cido citrico e
acido malico (Ac-Am)
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Fonte: adaptado de Santana et al., 2019b.

Perfil térmico dos NADES também foi investigado usando DSC, como mostra a
Figura 11.C. Os NADES sintetizados apresentaram eventos endotérmicos entre 80 e
115 °C, que podem ser atribuidos a vaporizagéo da dgua. Nao foi possivel observar o
ponto de fusdo dos NADES na faixa de temperatura estudada pelo DSC, sugerindo

gue o ponto de fuséo esteja abaixo de 0 °C.
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As densidades e Vviscosidades determinadas dos NADES ja foram
anteriormente apresentadas e previamente discutidas na secdo “Sintese e
caracterizacdo dos NADES por diferentes métodos” (Segao 3.2.2, pagina 31). Essas
propriedades podem ser ajustadas com a adi¢cdo de diferentes volumes de agua,
permitindo que as propriedades fisico-quimicas se adaptem a aplicacdo desejada
(GONZALEZ, CHOI & VERPOORTE, 2020; SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2020).

A viscosidade € um parametro importante dos NADES, sendo um dos principais
obstaculos a sua aplicacdo, uma vez que a alta viscosidade resulta em lenta
transferéncia de massa durante os processos de extracdo (CUNHA & FERNANDES,
2018; FERNANDEZ et al., 2018; ZAINAL-ABIDIN, et al., 2017).

A viscosidade é um fator que afeta a representatividade da amostra no plasma.
Um aumento da viscosidade estd associado ao aumento da tensdo superficial,
ocasionando na diminuicdo da eficiéncia do transporte de amostra para o plasma pelo
sistema de introducdo de amostra. A viscosidade da solucdo afeta a formacdo de
spray no nebulizador, bem como a separacdo das goticulas na camera de
nebulizacdo. Solugbes com alta viscosidade produzem gotas maiores e em menores
guantidades em comparacdo com solu¢des menos viscosas. Portanto, essas gotas se
diferem das gotas formadas a partir de solucdes de calibracdo constituidas por meio
aguoso com viscosidade préxima a da agua pura, a 25 °C. Essas diferencas entre o
extrato e as solucdes de calibracdo, em termo de perfil de goticulas e padrao de
nebulizacdo podem levar a erros e a falsa conclusdo de que a extragdo foi menos
eficiente para um NADES com maior viscosidade, quando na verdade houve a
introducdo de um menor volume de solucdo (THOMAS, 2013).

Desse modo, houve um cuidado ao preparar as curvas de calibragdo assim
como a realizacao das diluicbes das amostras antes das analises em ICP OES e ICP-
MS para evitar complicacfes devido a diferenca de viscosidade. Além disso, as
medidas dos extratos digeridos e os extratos de NADES foram realizadas em curvas

de calibragcdo em meio diferentes, acido nitrico e NADES, respectivamente.

4.2.2 Aplicagdo em matrizes vegetais para analise elementar

Os trés NADES sintetizados foram avaliados em termos das recuperacdes
obtidas na extracdo de As, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn das amostras de

plantas por UAE, com determinacdo dos analitos utilizando técnicas de plasma (ICP
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OES e ICP-MS). Os valores obtidos usando os trés solventes foram comparados com
agueles obtidos usando a técnica padrao de MW-AD.

Uma metodologia analitica necessita incluir a avaliacdo de parametros nas
andlises para garantir a qualidade dos resultados obtidos. Tais parametros séo
ferramentas indispensaveis para a validacdo de um método analitico. A avaliacdo dos
parametros de desempenho € essencial para a obtencdo de dados analiticos
confidveis (THOMPSON, STEPHEN & WOOD, 2002). Para isso os métodos analiticos
desenvolvidos devem fornecer informacfes sobre linearidade, faixa analitica de
trabalho, LOD, LOQ, coeficiente de variacdo (precisdo) e fator de recuperacéo
(exatidao) (INMETRO, 2016). As Tabelas 6 e 7 mostram os requisitos indicados pelo
orgdo INMETRO e os dados obtidos pelas andlises de ICP OES e ICP-MS,

respectivamente.
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Tabela 6. Valores de faixa analitica de trabalho, correlacéo linear, desvio padrao relativo, limite de deteccdo (LOD) e limite de

guantificacdo (LOQ) dos métodos digestao acida assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD) e método de extracdo assistida por
ultrassom (UAE) com NADES Ac-Xil, NADES Am-Xil e NADES Ac-Am para determinacdo em ICP OES.

Parametro de Validacéo

INMETRO

Obtido por Obtido por UAE  Obtido por UAE  Obtido por UAE
MW-AD NADES Ac-Xil NADES Am-Xil NADES Ac-Am

Faixa de trabalho

Coeficiente de
Correlacéo Linear

(Linearidade)

Desvio Padrdo Relativo

(Precisao)

Limite de Deteccao
(LOD) (mg kg

Limite de Quantificagéo
(LOQ) (mg kg™)

Abranger as concentracées

que seréo avaliadas

0,90 - 0,99

Menor que 15 %

Menores possiveis

Menores possiveis

0,05 a 30 mg L! para Cu, Fe, Na, Mn e Zn

0,5a80mg L'paraCa, Mg, P e K

1,00 1,00 1,00 1,00

<11 % >15% >15% <13 %

0,31a9,11.10° 0,25 a 6,98.10 0,16 a 7,45.10 0,21 a 5,22.102

0,10a 0,30 0,83a0,23 0,53a0,25 0,70a 0,18

Fonte: elaborado pela autora.
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Tabela 7. Valores de faixa analitica de trabalho, correlacdo linear, desvio padrao relativo, limite de deteccdo (LOD) e limite de
guantificacdo (LOQ) dos métodos digestao acida assistida por radiagdo micro-ondas (MW-AD) e método de extracdo assistida por
ultrassom (UAE) com NADES Ac-Xil, NADES Am-Xil e NADES Ac-Am para determinagdo em ICP-MS.

Parametro de Validagéao INMETRO Obtido por UAE  Obtido por UAE  Obtido por UAE  Obtido por UAE

MW-AD NADES Ac-Xil NADES Am-Xil NADES Ac-Am
Faixa de trabalho Abranger as concentracfes 0,1al5puglL?
gue serdo avaliadas
Coeficiente de Correlagao
Linear (Linearidade) 0,90 -0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
Desvio Padrao Relativo Menor que 15 % <7% <5% <11 % <14 %

(Precisao)

Limite de Deteccéo
(LOD) (mg kg™)

Limite de Quantificagéo
(LOQ) (mg kg™)

Menores possiveis

Menores possiveis

6,25.1073 (As) e
3,75.10°3 (Cd)

2,31.102 (As) e
1,14.107 (Cd)

3,87.1073 (As) e
2,51.10° (Cd)

1,29.102 (As) e
8,36.10°3 (Cd)

4,75.10° (As) e
5,25.1073 (Cd)

1,58.102 (As) e
1,75.1072 (Cd)

6,08.10°3 (As) e
3,25.1073 (Cd)

2,02.102 (As) e
9,75.10°3 (Cd)

Fonte: elaborado pela autora.
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Os valores das concentracdes dos analitos determinados por técnicas de fonte
de plasma e suas recuperacdes estdo apresentadas nas Tabelas 8-10, dando
destaque para os valores que atendem a faixa aceitavel de 80-110 % para
concentracdes em mg kg! e 95-105 % para as concentragbes em porcentagem
(INMETRO, 2016).

O preparo de amostra utilizando o método MW-AD resultou em valores de
recuperagoes na faixa de 80 a 119 % para as amostras de folha de tomate e folha de
espinafre. Enquanto que as recuperacgdes para as amostras de forrageira foram entre
75 % e 76 % para As e Cd, respectivamente e, 81 % a 108 % para os demais
elementos. Esses resultados estdo de acordo com estudos realizados anteriormente
utilizando digestdo &cida com radiacao micro-ondas em frascos fechados para esse
tipo de amostra, que apresenta vantagens como minimizacdo de contaminagao e
perdas por volatilizagdo (SYMEZYCHA-MADEJA, 2017; SANTOS et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2016).

A utilizacdo do NADES Ac-Xil resultou em recuperacfes satisfatorias para As,
Cd e Na (folha de espinafre) e As, Ca, Cu, K, Mg (amostra de forrageira). Para o
NADES Am-Xil as recuperacoes na faixa aceitavel foram obtidas para Cd, Mn e Zn
(folha de tomate), Cd, Mn e Zn (folha de espinafre) As, Ca, Cd, Fe, K e Mg (amostra
de forrageira). O NADES Ac-Am forneceu resultados satisfatorios para os elementos
Cd e Zn (folha de tomate), Cd, Na e Zn (folha de espinafre) e Ca, Cd, K e Mg (amostra
de forrageira).
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Tabela 8. Determinacao de As, Ca, Cd, K, Mn, P e Zn (média * desvio padrdo, n = 3) em amostra de folhas de tomate (NIST 1573a)

usando digestdo acida por radiacdo micro-ondas (MW-AD) e método de extracdo assistida por ultrassom (UAE) com NADES Ac-Xil,

NADES Am-Xi, NADES Am-Xil e NADES Ac-Am.

FOLHAS DE TOMATE

MW-AD NADES Ac-Xil NADES Am-Xil NADES Ac-Am
Elementos  Valores Certificados Valores R Valores R (%) Valores R (%) Valores R (%)
determinados (%) determinados determinados determinados
As 0,112 + 0,004 0,134 + 0,003 120 0,266 £0,011 >120 0,128+0,011 114 0,173 +£0,027 >120
(mg kg™) (mg kg™) (mg kg) (mg kg™) (mg kg™)
Ca 5,05+ 0,09 4,7+0,5 93 36+0,1 72 32+0,1 <70 3,55+0,1 70
(%) (%) (%) (%) (%)
Cd 1,52 + 0,04 1,60 + 0,68 105 1,73 +0,08 114 1,41 +0,07 93 1,56 + 0,07 103
(mg kg) (mg kg) (mg kg) (mg kg) (mg kg™)
K 2,70 £ 0,05 2,50+ 0,03 92 2,33+0,03 86 2,3+0,1 86 24+0,1 87
(%) (%) (%) (%) (%)
Mn 246 £ 8 198 + 18 80 184 £ 10 75 2019 82 180+ 14 73
(mg kg*) (mg kg™) (mg kg) (mg kg™) (mg kg™)
P 0,216 + 0,004 0,20 + 0,01 93 0,134+0,004 <70 0,14 + 0,01 <70 0,15+ 0,01 72
(%) (%) (%) (%) (%)
Zn 30,9+0,7 31+2 99 45+ 2 >120 26+ 2 85 33+2 106
(mg kg) (mg kg) (mg kg) (mg kg) (mg kg™)

Fonte: adaptado de Santana et al., 2019b.
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Tabela 9. Determinacado de As, Cd, K, Mn, Na, P e Zn (média + desvio padrédo, n = 3) em amostra de folhas de espinafre (NIST 1579a)

usando digestdo acida por radiacdo micro-ondas (MW-AD) e método de extracdo assistida por ultrassom (UAE) com NADES Ac-Xil,
NADES Am-Xi, NADES Am-Xil e NADES Ac-Am.

FOLHAS DE ESPINAFRE

MW-AD NADES Ac-Xil NADES Am-Xil NADES Ac-Am
Elementos Valores Valores R (%) Valores R (%) Valores R (%) Valores R (%)
Certificados determinados determinados determinados determinados
As 0,068 + 0.012 0,081 + 0,002 119 0,068 + 0,002 101 0,117 + 0,07 >120 0,290 +0,076  >120
(mg kg*) (mg kg?) (mg kg?) (mg kg?) (mg kg?)
Cd 2,89 + 0,07 2,35+0,17 81 3,26 £ 0,11 113 2,56 + 0,27 89 2,86 + 0,08 99
(mg kg*) (mg kg?) (mg kg?) (mg kg?) (mg kg?)
K 2,90 + 0,05 2,8+0,3 95 24+0,2 83 23+0,2 80 2,59 + 0,09 89
(%) (%) (%) (%) (%)
Mn 759+19 60+6 80 32+4 <70 60,8 +0,3 80 52+ 2 <70
(mg kg?) (mg kg?) (mg kg?) (mg kg?) (mg kg?)
Na 1,82 +0,04 1,9+0,2 104 15+0,1 95 1,6 +0,3 90 1,9+0,1 105
(%) (%) (%) (%) (%)
P 0,52 +0,01 0,54 + 0,05 104 0,30+0,01 <70 0,30 £ 0,02 <70 0,38 +0,01 74
(%) (%) (%) (%) (%)
Zn 82+3 72 +8 38 51+4 <70 90 + 13 109 67 +6 82
(mg kg*) (mg kg*) (mg kg*) (mg kg*) (mg kg*)

Fonte: adaptado de Santana et al., 2019b.
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Tabela 10. Determinacao de As, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn e P (média + desvio padréo, n = 3) em amostra forrageira (RM-Agro E1001a)
usando digestdo acida por radiacdo micro-ondas (MW-AD) e método de extracdo assistida por ultrassom (UAE) com NADES Ac-Xil,
NADES Am-Xi, NADES Am-Xil e NADES Ac-Am.

(continua)
FORRAGEIRA
MW-AD NADES Ac-Xil NADES Am-Xil NADES Ac-Am
Elementos Valores Valores R (%) Valores R (%) Valores R (%) Valores R (%)
certificados determinados determinados determinados determinados
As 1,69 + 0,70 1,28 + 0,02 76 1,41 + 0,34 84 1,76 = 0,09 104 6,36 + 0,10 > 120
(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)
Ca 0,44 + 0,06 0,46 + 0,01 105 0,41 + 0,03 94 0,42 + 0,02 96 0,49 + 0,02 111
(%) (%) (%) (%) (%)
Cd 19,2+5,1 14,92 + 1,29 75 22,43 + 0,58 113 20,71 +0,82 104 20,74 £ 0,51 104
(mg kg*) (mg kg?) (mg kg?) (mg kg?) (mg kg?)
Cu 40+0,7 27+0,2 <70 41+0,9 103 50+1,0 >120 5,6 +0,6 >120
(mg kg?) (mg kg?) (mg kg?) (mg kg?) (mg kg?)
Fe 91 +13 74 +3 81 19+4 <70 84+6 92 38+5 <70
(mg kg*) (mg kg (mg kg (mg kg*) (mg kgt
K 1,20+ 0,24 1,11 + 0,03 93 1,20 + 0,04 100 1,14 + 0,03 95 1,17 + 0,02 97
(%) (%) (%) (%) (%)
Mg 0,295 + 0,044 0,319 + 0,008 108 0,272 + 0,020 92 0,283 + 0,002 96 0,313 + 0,007 105
(%) (%) (%) (%) (%)
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Tabela 10. Determinacao de As, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn e P (média + desvio padrdo, n = 3) em amostra forrageira (RM-Agro E1001a)

usando digestdo acida por radiacdo micro-ondas (MW-AD) e método de extracdo assistida por ultrassom (UAE) com NADES Ac-Xil,

NADES Am-Xi, NADES Am-Xil e NADES Ac-Am.

(concluséao)

FORRAGEIRA
MW-AD NADES Ac-Xil NADES Am-Xil NADES Ac-Am
Elementos Valores Valores Valores R (%) Valores R (%)
certificados determinados determinados determinados determinados
P 0,065 + 0,019 0,066 = 0,002 0,046 + 0,001 0,050 + 0,002 74 0,053 £ 0,001 81
(%) (%) (%) (%)

Fonte: adaptado de Santana et al., 2019b.
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A aplicacdo da analise de variancia com fator unico (do inglés, ANOVA) para
cada conjunto de dados (folhas de tomate, folhas de espinafre e amostras de
forragem) mostrou que as concentragbes dos analitos obtidos utilizando os trés
NADES néo apresentaram uma diferenca significativa (em um nivel de confianca de
95 %). Porém, quando comparado esses valores obtidos pelos métodos usando os
NADES aos valores obtidos pelo método de referéncia (MW-AD) uma diferenca
significativa entre os valores de recuperacao (em um nivel de confianca de 95%) foi
observado, sugerindo a existéncia de diferentes tipos de interagdes entre os NADES
e o0 analito na matriz.

E importante ressaltar que as amostras avaliadas sdo matrizes complexas
contendo altos teores de silica. Consequentemente, alguns elementos podem estar
fortemente ligados aos componentes dos tecidos vegetais, dificultando sua liberagéo
em solucédo. Isso poderia explicar as recuperacdes de fésforo inferiores a 70 % nas
amostras de folhas de tomate e espinafre (BOLIN & STAMBERG, 1944).

Estudos anteriores pelo grupo de pesquisa indicaram que os NADES
sintetizados se mostraram promissores para 0 uso em procedimentos de extracéo de
elementos inorganicos em diferentes tipos de amostra. Um trabalho realizado em
parceria com Moreira et al. (2020), no qual foi aplicado o NADES Am-Xil como solvente
extrator em UAE (mesmo procedimento descrito nesta secéo) para a extracdo de As
e Cd em amostras de peixes e moluscos e determinacédo por ICP-MS apresentou
recuperacdes na faixa de 82 a 108 %, com LOD de 0,10 e 12,7 ug L para As e Cd,
respectivamente.

Gonzalez, Choi & Verpoorte (2020) relataram que os NADES sdo uma classe
de solventes ndo considerados universais e sim solventes altamente seletivos e
modulaveis. No presente caso, sugere-se um estudo mais detalhado com foco na
etapa de preparo de amostra a fim de otimizar as melhores condi¢cdes para o
procedimento de extracdo dos analitos. Além disso, foi aplicada a condi¢do otimizada
pelo equipamento para a quantificagcdo dos analitos estudados. Portanto, a
modificacdo de algumas variaveis poderia ser aplicada para o aumento da
sensibilidade e consequentemente a melhoria da determinacao de alguns dos analitos

que ndo apresentaram recuperagdes aceitaveis.
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4.3 Conclusao

Nesta secao foi proposta um método UAE utilizando NADES para a extragdo
de elementos inorganicos presentes em matrizes vegetais. O procedimento proposto
se mostrou simples na etapa de preparo de amostra, uso de equipamentos de menor
custo, além do emprego com reagentes mais acessiveis na sintese dos solventes. A
MW-AD, aqui utilizada como padréo, apresentou recuperacdes de 80 % a 119 %,
exceto para As e Cd em amostras de forrageira. As eficiéncias para a extragao por
UAE variaram entre os diferentes NADES. NADES Ac-Xil apresentaram recuperacfes
satisfatorias para As, Cd e Na (folha de espinafre) e As, Ca, Cu, K e Mn (forrageira).
Recuperacdes aceitaveis foram obtidas para Cd, Mn e Zn (folha de tomate); Cd, Mn e
Zn (folha de espinafre) e As, Ca, Cd, Fe, K, Mg e Mn (forrageira). Enquanto que
NADES Ac-Am se mostrou eficiente para a extracdo de Cd e Zn (folhas de tomate);
Cd, Na e Zn (folhas de espinafre) e Cd, K, Mg e Mn (forrageira). Neste estudo, pode-
se observar uma diferenca significativa nos valores de concentracéo obtidas utilizando
o método de extracdo com NADES e MW-AD, possivelmente devido que a interacdo
guimica entre o analito e os NADES é diferente quando comparada com o método de

preparo de amostra acido convencional.
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5. NADES NO PREPARO DE AMOSTRA DE MATRIZES INORGANICAS

Nesta secdo é apresentada outra aplicacdo de dois NADES, um composto de
acido citrico, &cido malico e agua (Ac-Am) e outro acido malico, xilitol e agua Am-Xil),
ambos na proporcdo molar 1: 1: 10 como solventes em procedimentos de UAE e em
extragcdo em banho por aquecimento em amostras de suplemento mineral e fosfato de
rocha, para extragéo de As, Cd, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn, determinados
por ICP OES e ICP-MS (Figura 13). Esta sec¢é&o resultou na redagéo e submisséo do
manuscrito intitulado “Solventes eutéticos naturais profundos (NADES) no preparo de
amostras de rocha fosfatica e suplemento mineral para determinacéo elementar por

técnicas de plasmas" para a revista Quimica Nova em outubro 2020.

Figura 13. Resumo gréfico para a metodologia do uso de NADES no preparo de

amostra de matrizes inorganicas.

== -
s Banho de
F onn aquecimento
®, . L" e y
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} (ICP-MS & ICP OES)
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Fonte: elaborado pela autora.

5.1Materiais e métodos

5.1.1 Reagentes e amostras

As vidrarias utilizadas nos experimentos foram previamente descontaminadas
e desmineralizadas em banhos acidos contendo 10 % (v v') de HNOs por 24 h,
seguido de lavagem completa com agua ultrapura. Agua ultrapura (18 MQ cm - ICW-
3000, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) foi usada para preparar todas as solugdes.

O procedimento de digestdo &cida assistida por radiacdo micro-ondas (do inglés, MW-
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AD) foi realizado com HNOs (Sigma-Aldrich, MO, EUA) previamente purificado usando
um sistema de destilacdo abaixo do ponto de ebulicdo (Milestone, PTFE SubCLEAN,
BG, Italia) e 30 % (m v1), H202 (Sigma-Aldrich, MO, EUA). Para a sintese dos NADES
foram utilizados acido citrico (Sigma-Aldrich, 99,5 % de pureza), DL-acido malico
(Sigma-Aldrich, 99 % de pureza), xilitol (Sigma-Aldrich, 99 % de pureza) e agua
ultrapura. A exatiddo do meétodo foi avaliada usando materiais de referéncia de
suplemento mineral (RM-Agro E2001a) e fosfato de rocha (RM-Agro E2003a). Os
materiais de referéncia foram produzidos pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa) (NOGUEIRA et al., 2016; SILVA, SOUZA & NOGUEIRA,
2018).

5.1.2 Sintese dos solventes eutéticos naturais profundos (NADES)

Dois tipos diferentes de NADES foram sintetizados usando as seguintes
combinac¢des de componentes: acido malico: xilitol: &gua (Am-Xil) e &cido citrico: acido
malico: dgua (Ac-Am). Os NADES sintetizados por agitacdo e aquecimento, cujo
procedimento de sintese e caracterizacdo foi descrita na secdo “Sintese e
caracterizacdo dos NADES por diferentes métodos” (Secéo 3.1.2.1, pagina 25) foram

empregados na presente secao.

5.1.3 Digestédo acida assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD)

Para a determinacdo dos teores totais dos elementos estudados, a digestéao
acida assistida por radiacdo micro-ondas (do inglés, MW-AD) foi empregada como
método padréo para comparacao com os valores das extraces com o emprego dos
NADES. As digestdes foram realizadas em um forno micro-ondas (Multivare PRO —
Anton Paar GmbH, Graz, Austria). Aproximadamente 200 mg de amostras foram
digeridas em frascos fechados com 6 mL (7 mol L) de acido nitrico e 2 mL de H202
(30 % m v?1) empregando o seguinte programa de aquecimento: 1) rampa de
aguecimento até 190 °C por 20 min; II) permanéncia a 190 °C por 20 min e lll)
resfriamento até 50 °C por 10 min. Apods a digestéao, as amostras e 0s brancos tiveram
seus volumes ajustados quantitativamente com agua ultrapura para 25 mL (SILVA,
SOUZA & NOGUEIRA, 2018; KANE & HALL, 2006).
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5.1.4 Extracdo assistida por ultrassom (UAE) com solventes eutéticos naturais
profundos (NADES)

Aproximadamente 100 mg de amostras de suplemento mineral (Embrapa, RM-
Agro E2001a) e fosfato de rocha (Embrapa, RM-Agro E2003a), foram pesadas
diretamente em tubos cénicos de 50 mL. O método de UAE foi 0 mesmo utilizado
descrito na secao “NADES no preparo de amostra de matrizes vegetais” (Secéo
4.1.3.2, pagina 42) (Santana et al., 2019a; SANTANA et al., 2020).

5.1.5 Extracao por banho de aguecimento com solventes eutéticos naturais profundos
(NADES)

Aproximadamente 100 mg de amostras de suplemento mineral (RM-Agro
E2001a) e fosfato de rocha (RM-Agro E2003a), foram pesadas diretamente em tubos
cbnicos de 50 mL, sendo a seguir adicionados 9,0 mL de cada um dos NADES
(sintetizados individualmente) e a mistura submetida a banho de aquecimento
(EVLAB, Modelo B.M.EV:015, Londrina, PR, Brasil) na temperatura de 60 °C por 45
min, sem agitacdo. Apos a etapa de extracéo, adicionou-se 4 mL de agua ultrapura e
o extrato foi centrifugado a 4000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi separado por
filtracdo utilizando papel filtro com dos poros de 25 um e gramatura de 80 g m? para
evitar entupimento durante as andlises. Posteriormente, os sobrenadantes foram
analisados por ICP OES e ICP-MS. Todas as extracdes foram realizadas em

triplicatas.

5.1.6 Determinacédo de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn por espectrometria de

emissao optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES)

Os extratos foram diluidos e analisados por ICP OES (iCAP 7000, Thermo
Fisher Scientific, Madison, WI, EUA). Na Tabela 11 estdo os parametros instrumentais
e as linhas de emissao selecionadas para determinacdo de cada analito monitorado.
A curva de calibracdo para as analises dos extratos foi realizada em meio de NADES
1 % (v v1), enquanto que a curva de calibracdo para as andlises dos digeridos foi

realizada em meio de acido nitrico 1 % (v v1).
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Tabela 11. Parametros instrumentais para as analises por ICP OES para a

determinacao de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn.

Parametros Instrumentais Condicdes de Operacao
Poténcia de radiofrequéncia (RF) aplicada (kW) 1,15

Tempo de integracdo de baixos comprimentos de onda (S) 15

Tempo de integracdo de altos comprimentos de onda (S) 5

Fluxo de introdugdo da amostra (mL min™") 2,1

Tempo de estabilizacéo (s) 5

Vazéo do géas auxiliar (L min") 0,5

Vazé&o do gas de nebulizagdo (L min™) 0,7

Vazé&o do gas do plasma (L min™") 12
Replicadas 3

Ca Il 396,847°, Cu |
327,396, Fe Il 238,2042,
K 1 766,490° Mg Il
280,270, Mn Il 259,3733,
Na | 589,592° P |
177,495% e Zn | 213,8562

Elementos e linhas de emissdo monitorados (nm)

aModo de visao axial.
bModo de viséo radial.
Fonte: elaborado pela autora.

5.1.7 Determinacdo de As, Cd e Cr por espectrometria de massas com plasma

acoplado indutivamente (ICP-MS)

Os extratos foram diluidos e analisados por ICP-MS (modelo NexION 300X
Perkin-Elmer, Shelton, CT, EUA) equipado com a tecnologia de célula universal
(Universal Cell Technology™ UCT). O sistema de introducdo de amostra € equipado
com nebulizador concéntrico, uma camara ciclénica e uma tocha de quartzo com um
tubo injetor de quartzo (2,0 mm d.i.). Os parametros instrumentais foram otimizados
antes das andlises e os isotopos analisados foram °As, 1'Cd e 5°Cr no modo de
colisdo com discriminag&@o por energia cinética (do inglés, KED) como estratégia de
correcdo a base de gas hélio. A Tabela 12 mostra as configuragdes instrumentais e

0s parametros de aquisicdo de dados. A curva de calibracdo para as analises dos
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extratos foi realizada em meio de NADES 1 % (v v1), enquanto que a curva de
calibracéo para as andlises dos digeridos foi realizada em meio de acido nitrico 1 %

(vv?h).

Tabela 12. Parametros instrumentais para as analises por ICP-MS para a
determinacao de "°As, 1*Cd e %°Cr no modo de colisdo com discriminacédo por energia
cinética (KED).

Parametros Instrumentais

Poténcia de radiofrequéncia (W) 1600
Vazao do géas no plasma (L min) 18
Vazao do gas auxiliar (L mint) 1,2
Vazao do géas de nebulizacdo (mL min-t) 0.7
Voltagem de entrada (V) -3,00
Voltagem de saida (V) -32,00
CRO?* (V) -15,00
QROP (V) -12,00

Parametros do Método

Numero de varreduras por leitura (varreduras) 50

Leituras (replicatas)

Numero de leituras (leituras) 3

Tempo de espera (S) 25

Gas de colisdo He

RPgC (V) 0,25
Vazao do géas da cela de colisdo (mL min?) 3,0
Intervalo de calibracéo (ug L) 0,1-15
Is6topos analisados SAs, 111Cd e 52Cr

3CRO (Cell Rod Offset): voltagem aplicada ao quadrupolo da cela de coliséo.

bQRO (Quadrupole Rod Offset): voltagem aplicada ao quadrupolo analisador de massas.
¢RPq: esta relacionado a voltagem aplicada as hastes do quadrupolo.

Fonte: elaborado pela autora.

5.1.8 Avaliacdo dos parametros de desempenho

Solucdes padrao para as curvas de calibracdo foram preparadas a partir de de
solucdes estoque de 1000 mg L dos elementos quimicos (Sigma-Aldrich, MO, EUA)
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por diluicdbes consecutivas com agua ultrapura. A exatiddo do método foi avaliada
usando materiais de referéncia citados na secao 5.1.1. O fator de recuperacéao foi
calculado segundo a equacao 3, a precisao foi expressa pelo RSD e calculado por
meio da equagédo 4, valores de LOD foram calculados por meio da equacao 5,
enquanto que os LOQ foram calculados usando a equacgdo 6 (INMETRO, 2016).
Todas as equac0es citadas estao descritas na secao “NADES no preparo de amostra

de matrizes vegetais” (Secao 4.1.4.3, pagina 44)

5.2 Resultados e discussao

Como foi discutido na sec¢édo anterior a respeito da importancia da avaliacao de
parametros de desempenho, as Tabelas 13 e 14 mostram os requisitos indicados pelo
INMETRO e os dados obtidos pelas analises por ICP OES e ICP-MS, respectivamente
para linearidade, faixa analitica de trabalho, LOD, LOQ e desvio padrdo relativo

(preciséo).
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Tabela 13. Valores de faixa analitica de trabalho, correlacao linear, desvio padrao relativo, limite de deteccédo (LOD) e limite de

guantificacdo (LOQ) obtidos com o emprego da digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD) e NADES Ac-Xil e

NADES Ac-Am para a determinacao por ICP OES.

Parametro de Validagéo INMETRO

Obtido por
MW-AD

Obtido por
NADES Ac-Am

Obtido por
NADES Ac-Xil

Faixa de trabalho Abranger as concentracdes
que seréo avaliadas
Coeficiente de Correlacao

Linear (Linearidade) 0,90 - 0,99
Desvio Padrao Relativo Menor que 15 %

(Precisao)

Limite de Deteccéo
(LOD) (mg kg™

Menores possiveis

Limite de Quantificacéo
(LOQ) (mg kg?)

Menores possiveis

0,05a60mgL?!paraCa, Mge Zne
0,5a80 mg L para Cu, Fe, K, Mn, Nae P

1,00 1,00 1,00

<6 % <11 % <15%

0,21 a8,22.10° 0,45 a 7,68.102 0,16 a 2,45.10°

0,73a2,77.102 1,5a0,24 0,55a8.16.10°

Fonte: elaborado pela autora.
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Tabela 14. Valores de faixa analitica de trabalho, correlacdo linear, desvio padrao relativo, limite de deteccdo (LOD) e limite de

guantificacdo (LOQ) obtidos com o emprego da digestdo acida assistida por radiagcdo micro-ondas (MW-AD) e NADES Ac-Xil e

NADES Ac-Am para a determinacao por ICP-MS.

Parametro de Validagéo INMETRO Obtido por Obtido por Obtido por
MW-AD NADES Ac-Am NADES Ac-Xil
Faixa de trabalho Abranger as concentracdes 0,1al5puglL?
que seréo avaliadas
Coeficiente de Correlacao
Linear (Linearidade) 0,90 - 0,99 0,99 0,99 0,99
Desvio Padrao Relativo Menor que 15 % <5 <11 > 15

(Precisao)

Limite de Deteccéo
(LOD) (mg kg™

Menores possiveis

Limite de Quantificacédo
(LOQ) (mg kg?)

Menores possiveis

1,48.102 a 8,82.103

4,93.102a2,94.10°

1,68.102a 1,96.103

5,42.102 a 6,54.10°3

1,38.102a 4,02.103

4,61.102a1,35.102

Fonte: elaborado pela autora.
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As Tabelas 15 e 16 apresentam as concentracdes certificadas e os resultados
obtidos para os analitos avaliados empregando MW-AD, UAE e extracdo por banho
de aquecimento para as amostras de fosfato de rocha e suplemento mineral,
respectivamente. Os resultados de recuperacdo obtidos empregando o método
padrdao (MW-AD) nas amostras de suplemento mineral foram de 88 % (para Ca) a 110
% (para Mn), com excecao para potassio com 77 % de recuperacdo. Para as amostras
de fosfato de rocha, a MW-AD apresentou recuperagdes entre 80 e 110 %, exceto
para Cd e Cr com 75 e 76 % de recuperacéo, respectivamente. Foram consideradas
aceitaveis as recuperacdes na faixa de 80 a 110 %, que estdo apresentadas na Figura
14 (INMETRO, 2016).

Figura 14. Valores de recuperacao (%) para As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na,
P e Zn (média + desvio padrdo, n= 3) para os métodos de digestao assistida por
radiacdo micro-ondas (MW-AD), extracdo assistida por ultrassom (UAE) e extracéo
por banho de aquecimento empregando NADES Ac-Xil e Ac-Am para as amostras A)
fosfato de rocha (RM-Agro E2003a) e B) suplemento mineral (RM-Agro E2001a).

a) Fosfato de Rocha
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b) Suplemento Mineral
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Para o NADES Ac-Am usando o método de UAE foram obtidas recuperacdes
satisfatorias para As, Cr, P e Zn em amostras de fosfato de rocha e de Ca, Cd, K e Na
em amostras de suplemento mineral. Para o método de extracdo por banho de
aguecimento utilizando o mesmo solvente extrator (NADES Ac-Am), observou-se
recuperacdes em um intervalo aceitavel apenas para Zn em amostras de fosfato de
rocha e para Ca, Cd, K, Mn, Na e P em amostras de suplemento mineral.

O método UAE utilizando NADES Ac-Xil apresentou recuperacdes no intervalo
aceitavel para Ca, K e Na em amostras de suplemento mineral, enquanto para as
amostras de fosfato de rocha para os elementos Cr, P e Zn. Porém, para o0 método de
extracdo em aquecimento com o mesmo NADES, as recuperacfes variaram de 85 a
110 % para os elementos Cd, Mn, Na e P nas amostras de suplemento mineral. No
caso das amostras de fosfato de rocha utilizando a técnica de extracdo com
aquecimento, foi obtida recuperacéo satisfatoria para Zn.

Em um contexto geral, as extracbes por UAE apresentaram melhores
resultados quando comparadas com as extra¢des por banho de aquecimento. A UAE
tem se mostrado uma técnica efetiva para extracdo de uma grande parcela de analitos
e em diferentes tipos de amostras, devido ao fendmeno de cavitacdo que favorece a
transferéncia de calor (RUTKOWSKA, NAMIESNIK & KONIECZKA, 2017).
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Tabela 15. Concentracdes (média + desvio padrao, n = 3) e recuperacdes (%) de As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn em

amostras de fosfato de rocha (RM-Agro E2003a) empregando digestéo acida assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD), extracao

assistida por ultrassom (UAE) e extracdo em banho de aguecimento utilizando NADES Ac-Xil e NADES Ac-Am.

Valor certificado*

(continua)
FOSFATO DE ROCHA
NADES Ac-Am NADES Ac-Xil
Banho de Banho de
MW-AD UAE UAE
aquecimento aguecimento

Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R

Analito (mg kg*) (mgkgh) (%)  (mgkg!) (%)  (mgkg') (%)  (mgkg?) (%)  (mgkg') (%)
As 15,53 + 7,25 145+0,7 94 134+15 86 9,4+0,6 61 11,7+0,1 75 59+0,7 38
Ca 35,99 + 5,642 305+1,72@ 85 271+262 75 226+40* 63 229+17% 64 199+17% 55
Cd 21,26 + 3,02 16,0+07 75 131+14 61  11,8+08 56 151+03 71  142+0,7 67
Cr 288,78 + 18,91 219 +1 76 286 + 3 99 66 + 2 23 236+ 1 82 95+ 1 33
Cu 36,25 + 12,65 36,9+0,1 102 19,2+01 53 19.8+0,1 55 164+0,1 45 148+01 41
Fe 1708,60 + 62,13 1360 + 1 80 205 + 1 12 301+ 1 18 165 + 1 10 205+ 1 12

K 567,87 +51,71  670,9+0,1 118 263+01 46  342+01 60 211+01 37  244+0,1 43
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Tabela 15. Concentracdes (média + desvio padrdo, n = 3) e recuperacdes (%) de As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn em
amostras de fosfato de rocha (RM-Agro E2003a) empregando digestéo acida assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD), extracao

assistida por ultrassom (UAE) e extracdo em banho de aguecimento utilizando NADES Ac-Xil e NADES Ac-Am.

(concluséao)

FOSFATO DE ROCHA

Valor certificado*

Analito (mg kg?)

NADES Ac-Am

NADES Ac-Xil

Banho de

UAE

aguecimento

Banho de
UAE
aguecimento

Valor obtido

Valor obtido R Valor obtido

(mg kg?) (%) (mg kg™)

R

(%)

Valor obtido R Valor obtido R

(mg kg™) (%) (mg kg™) (%)

Mg 2695,87 + 132,55
Mn 16,29 + 6,90
Na 5350,20 + 273,43
P 14,27 + 3,942

Zn 277,91+ 12,80

15,3+0,1

13,7+0,82

1567 + 1 58 1534 £ 1
6,2+0,1 38 8,2+0,1
2687 £ 1 50 2704 +1
15,7+1,62 110 9,9+0,92

280+1 105 235+1

57

50

51

70

85

1333+ 1 46 1377+ 1 51
45+0,1 28 6,2+0,1 38
2908 + 1 54 2550+ 0,1 48
142+222 100 10,6 +£0,92 74

265+ 1 95 230+1 83

aConcentracées em % m m-1,

*Nogueira et al., 2016; Silva, Souza & Nogueira, 2018.

Fonte: elaborado pela autora.
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Tabela 16. Concentra¢cGes determinadas (média + desvio padréao, n = 3) e recuperacodes (%) de Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn

em amostras de suplemento mineral (RM-Agro E2001a) empregando digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD),

extracao assistida por ultrassom (UAE) e extracdo em banho de aguecimento utilizando NADES Ac-Xil e NADES Ac-Am.

(continua)
SUPLEMENTO MINERAL
NADES Ac-Am NADES Ac-Xil
Banho de Banho de
MW-AD UAE UAE
aquecimento aquecimento
Valor Valor
R Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R
certificado* obtido (g
Analito (%) (g kg (%) (g kg™ (%) (9 kg?) (%) (g kg™ (%)
(g kgt kg?)
Ca 187,8 + 36,3 167 +1 88 178 + 2 97 152 +2 81 174 + 1 93 138+ 1 74
Cd 425,3 + 76,372 450 + 12 106 461 + 22 108 470 + 52 110 511 + 12 120 465 + 12 110
Cu 803,8 + 86,5 776 + 1P 97 473 + 1b 58 463 + 1P 58 448 + 1° 56 436 + 1P 54
Fe 2729 + 213b 2914 + 2b 107 332+ 1P 12 452 + 1b 17 332+ 1P 12 331 +2° 12
K 35,6 +4,3 27,3+1,3 77 296 +0,1 83 289+0,1 81 28,7+0,2 81 289+0,1 76
Mg 10,8+ 2,7 10,3+0,2 95 6,5+0,2 61 6,7+0,6 62 6,6 +0.8 61 6,6 +0,3 61
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Tabela 16. Concentracfes determinadas (média + desvio padréo, n = 3) e recuperacoes (%) de Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn

em amostras de suplemento mineral (RM-Agro E2001a) empregando digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD),

extracao assistida por ultrassom (UAE) e extracdo em banho de aguecimento utilizando NADES Ac-Xil e NADES Ac-Am.

(concluséao)

SUPLEMENTO MINERAL

NADES Ac-Am NADES Ac-Xil
Banho de Banho de
MW-AD UAE UAE
aquecimento aquecimento

Valor Valor

R Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R

certificado* obtido (g

Analito (%) (g kg (%) (g kg™ (%) (9 kg?) (%) (g kg™ (%)
(g kgt kg?)

Mn 1571 + 141b 1744 + 1P 110 1775 + 1P 113 1445 + 1P 92 1820 + 1P 116 1328 + 1P 85

Na 80+ 15 79+1 99 77+ 1 96 77+ 1 96 76 £ 1 95 70+ 1 87

P 845+17,3 79,4+0,4 96 97,1+0,5 115 78.3+0,4 93 100,2 + 0,6 119 85,5+0,9 101

aConcentragfes em % m m-1,
bConcentragdes em mg kg

*Nogueira et al., 2016; Silva, Souza & Nogueira, 2018.

Fonte: elaborado pela autora.
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Os resultados obtidos pelos métodos propostos foram comparados com 0s
valores de concentracdo determinados pelo método de referéncia (MW-AD), sendo
observadas diferencas significativas ao nivel de 95 % de confianca (teste t de Student)
para alguns dos casos. A comparagdo desses resultados revelou diferencas
significativas para alguns elementos, sugerindo diferentes interacdes quimicas entre os
NADES sintetizados e cada elemento avaliado (SANTANA et al., 2019b). Na extracao
das amostras de fosfato de rocha, os melhores resultados foram para As (UAE com
NADES Ac-Am), Cr (UAE com NADES Ac-Am), P (UAE com NADES Ac-Xil) e Zn (UAE
com NADES Ac-Xil e banho de aquecimento com NADES Ac-Xil). Em relacdo ao
suplemento mineral, ndo foram observadas diferencas significativas para Ca (UAE com
NADES Ac-Am e UAE com NADES Ac-Xil), Cd (UAE com NADES Ac-Am e banho de
aguecimento com NADES Ac-Xil), K (UAE com NADES Ac-Am e banho de aquecimento
com NADES Ac-Xil), Mn (UAE com NADES Ac-Am e banho de aguecimento com NADES
Ac-Xil), Na (UAE com NADES Ac-Am, banho de aguecimento com NADES Ac-Xil e
banho de aquecimento com NADES Ac-Am), e P para todos os métodos avaliados.

Porém para a maioria dos analitos foram observadas baixas recuperacdes (de
10 a 77 %) para ambas as amostras, indicando a necessidade de estudos de novas
propor¢cdes dos precursores assim como a otimizacdo das condi¢bes de extracdo dos
analitos durante o preparo das amostras e também nos métodos de deteccao. Matrizes
inorganicas sdo complexas e dificeis de serem digeridas ou realizar extracao quantitativa
dos analitos (KRUG et al., 2019). E valido ressaltar que até o presente momento n&o ha
relato na literatura de aplicacdo dessa classe de solventes em matrizes inorganicas.

Além disso, estudos mostraram que os NADES ndo sao considerados
solventes universais, pelo contrario, sdo solventes altamente seletivos e modulaveis
(GONZALEZ, CHOI & VERPOORTE, 2020). Isso sugere que a escolha de um método
de sintese dos NADES e a proporcdo de seus reagentes também deve levar em
consideracdo a matriz e o analito pois a existéncia de efeitos matriciais pode diminuir a
eficiécia de extracdo de alguns analitos (GONZALEZ, CHOI & VERPOORTE, 2020), fato

comprovado com os resultados obtidos no presente estudo.
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5.3 Concluséo

Nesta secao dois tipos de NADES foram preparados a partir da combinacao de
acido mélico, &cido citrico, xilitol e 4gua e, posteriormente, avaliados como possiveis
solventes extratores de matrizes inorganicas. A extracdo assistida por radiacéo
ultrassonica (UAE) e a extracdo com banho de aquecimento mostraram-se como
métodos eficientes para a extracdo seletiva de alguns dos analitos monitorados em
amostras de fertilizante fosfatado e suplemento mineral. Os NADES se mostraram
solventes seletivos, interagindo de maneira diferente com cada analito estudado em
matrizes complexas. Nao foi possivel identificar um solvente ou método de extracao
ideal para determinagéo quantitativa de todos analitos simultaneamente nas matrizes
avaliadas. Deve ser ressaltada a dificuldade existente na solubilizagdo dos materiais
inorganicos avaliados, altamente refratarios. Os resultados mostraram que os NADES
Sao promissores para a extracdo de matrizes inorganicas, além de serem compativeis
com técnicas com fonte de plasma. Além disso, os métodos propostos apresentaram-
se em acordo aos principios da Quimica Verde, exibindo vantagens como simplicidade
operacional, uso de reagentes ndo volateis e emprego de menores volumes de
solvente extrator. Portanto, pode ser considerada uma alternativa aos métodos
convencionais de preparo de amostras inorganicas, como fosfato de rocha e

suplemento mineral.
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6. USO DE PLANEJAMENTO DE MISTURA PARA A OTIMIZACAO DA SINTESE
DOS NADES

Nesta secdo € descrito 0 uso de planejamento de mistura para a otimizagdo da
sintese de trés diferentes NADES usando acido citrico, acido malico, xilitol e agua. A
proporcao otimizada para cada um dos trés solventes sintetizados foi selecionada com
base nos valores de densidade e viscosidade. Os NADES com as proporgdes
otimizadas foram caracterizados e posteriormente empregados como solventes em
extracdo assistida por ultrassom (do inglés, UAE) e extracdo assistida por radiacéo
micro-ondas (do inglés, MAE) em material vegetal e tecido biol6gico para a
determinacao de As, Cd, Hg, Pb, Se e V por ICP-MS. (Figura 15). A partir destes
estudos foi publicado o seguinte trabalho:

A.P.R. Santana, D.A. Andrade, T.G.S. Guimarées, C.B.D. Amaral, A. Oliveira, M.H.
Gonzalez, Synthesis of natural deep eutectic solvents using a mixture design for
extraction of animal and plant samples prior to ICP-MS analysis, Talanta, v. 2016, p.
120956, 2020 https://doi.org/10.1016/].talanta.2020.120956

Figura 15. Resumo grafico para a metodologia do uso de planejamento de mistura
para a otimizacdo da sintese dos NADES.

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Water

Fonte: adaptado de Santana et al., 2020.


https://doi.org/10.1016/j.talanta.2020.120956
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6.1 Materiais e métodos

6.1.1 Reagentes e Amostras

Os materiais utilizados nos experimentos foram previamente descontaminados
e desmineralizados por 24 h em banho acido contendo 10 % (v v) de HNO3s, seguido
trés lavagens com agua deionizada ultrapura. As solucdes foram preparadas usando
agua ultrapura (18 MQ cm) de um sistema Milli-Q (Merck KGaA, ICW-3000,
Darmstadt, Hessen, Alemanha). O acido nitrico (Sigma-Aldrich, MO, EUA) foi
previamente purificado usando um sistema de sub-ebulicdo (Milestone, PTFE
SubCLEAN, BG, Italia). Os NADES foram sintetizadas utilizando xilitol de 99 % de
pureza (Sigma-Aldrich, MO, EUA), &cido citrico de 99,5 % de pureza (Sigma-Aldrich,
MO, EUA), &cido DL-malico de 99 % de pureza (Sigma-Aldrich, MO, EUA) em agua
ultrapura.

A exatiddo dos métodos foi avaliada usando materiais de referéncia certificados
(do inglés, CRM) de folhas de péssego (NIST 1547) e proteina de peixe (DORM-4) e
0s materiais de referéncia Brachiaria Brizantha cv. Marandu (Embrapa, RM-Agro
E1001a) e figado bovino (EMBRAPA, RM-Agro E3001a) produzidos pela Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa, Brasil) e tecido de peixe (RM-
2011/207) produzido pelo Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN,
CNEN / SP, Brasil).

6.1.2 Sintese de solventes eutéticos naturais profundos (NADES)

6.1.2.1 Sintese de solventes eutéticos naturais profundos (NADES) por planejamento
de mistura

As proporc¢des dos componentes para a sintese do NADES estdo de acordo
com o planejamento de misturas restrito apresentado na Figura 16. Todos os
componentes da mistura foram restringidos pelos limites superior e inferior pois a
proporcdo dos valores maximo e minimo para cada componente ndo é viavel na
sintese dos NADES. As propor¢des dos componentes estavam em porcentagem de
massa (% m m). Neste espaco viavel do experimento A a J (Figura 16) foi aplicado

a trés misturas diferentes: agua: acido citrico (componente 1): xilitol (componente 2)
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(Ac-Xil), agua: acido malico (componente 1): xilitol (componente 2) (Am-Xil), e agua:
acido citrico (componente 1): acido malico (componente 2) (Ac-Am).

Ambos os componentes 1 e 2 foram misturados com &gua de acordo com as
proporcdes do planejamento de misturas restrito (Figura 16) e o resultado de cada
mistura foi aquecido em banho-maria por 2 h a 50 °C sob agitacdo magnética
(AccuPlate Hotplate Stirrer, LAbNet, NJ, EUA) a 220 rpm. Os NADES sintetizados
foram armazenados em dessecador até o uso. A sintese dos NADES por agitacao e
aquecimento foi baseada no método descrito por DAI et al., (2013).

Figura 16. Planejamento de mistura restrito para a sintese de trés NADES de misturas
diferentes: dgua: acido citrico (componente 1): xilitol (componente 2) (Ac-Xil); agua:
acido malico (componente 1): xilitol (componente 2) (Am-Xil) e agua: acido citrico:

(componente 1): acido malico (componente 2) (Ac-Am).

Fonte: adaptado de Santana et al., 2020.

6.1.2.2 Caracterizacdo dos solventes eutéticos naturais profundos (NADES)
As medidas de densidade e viscosidade foram realizadas para todas as
combina¢cdes dos NADES sintetizados (experimentos A a J, Figura 16), total de 30

combinagdes diferentes. As densidades e viscosidades de cada uma dessas
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combinac¢des de NADES foram determinadas segundo os procedimentos descritos na
secdo 3.1.3 “Caracterizacéao fisico-quimica dos NADES”, pagina 25. Os espectros de
infravermelho do NADES sintetizado usando as propor¢des otimizadas foram obtidos
segundo os procedimentos descritos na secdo 3.1.3 “Caracterizacao fisico-quimica
dos NADES”, pagina 25.

6.1.3 Preparo de amostra e analises utilizando espectrometria de massas com plasma

acoplado indutivamente (ICP-MS)

Os NADES sintetizados por meio das proporcgdes otimizadas (NADES Ac-Xil;
NADES Am-Xil e NADES Ac-Am) foram utilizados como solventes extratores nas

etapas de preparo de amostra descritas a seguir.

6.1.3.1 Digestéo acida assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD)

Para a determinacdo das concentracdes dos elementos inorganicos, as
amostras foram submetidas ao procedimento de MW-AD antes da analise por ICP-
MS. Aproximadamente 150 mg de cada amostra foram digeridos com 6,0 mL de HNO3
(7,0 mol L™") e 2,0 mL de H202 (30 % m v~'), em frascos fechados. O programa de
aguecimento de micro-ondas (Multiwave PRO, Anton Paar GmbH, Graz, Austria) foi o
seguinte: 1) rampa de aquecimento de 10 min até 190 °C, II) mantendo a 190 °C por
40 min, e Ill) resfriamento até 50 °C por 10 min. Apés a digestdo, as amostras e 0s
brancos tiveram seus volumes ajustados quantitativamente com agua ultrapura para
25 mL. O procedimento foi realizado em triplicata (GONZALEZ et al., 2009).

6.1.3.2 Extracdo assistida por ultrassom (UAE)

Aproximadamente 90 mg de amostras foram pesados diretamente em tubos
conicos de 50 mL. O método de UAE foi o mesmo utilizado descrito na se¢do “NADES
no preparo de amostra de matrizes vegetais” (Sec¢éo 4.1.3.2, pagina 42) (Santana et
al., 2019a; SANTANA et al., 2020).

6.1.3.3 Extracéo assistida por radiagcédo micro-ondas (MAE)
Aproximadamente 90 mg das amostras e 9 mL de NADES foram colocados em

vasos fechados. As misturas foram submetidas a irradiacdo de micro-ondas (Modelo
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Multivave PRO, Anton Paar GmbH, Graz, Austria) usando o seguinte programa de
aguecimento: I) rampa de aquecimento de 2 min até 100 °C, Il) permanéncia a 100 °C
por 18 min, e lll) resfriamento até 50 °C por 10 min. O sobrenadante foi separado por
filtrac&o utilizando papel filtro com dos poros de 25 um e gramatura de 80 g m? para
evitar entupimento durante as analises. Posteriormente, os sobrenadantes foram

analisados por ICP-MS. Todas as extracdes foram realizadas em triplicatas.

6.1.3.4 Determinacéo de As, Cd, Hg, Pb, Se e V por ICP-MS

As andlises dos digeridos e extratos diluidos foram realizadas usando ICP-MS
(NexION 300X, PerkinElmer, Shelton, CT, EUA) equipado com a tecnologia de célula
universal (Universal Cell Technology™ UCT). O sistema de introducéo de amostra foi
com nebulizador concéntrico, uma camara ciclénica e uma tocha de quartzo com um
tubo injetor de quartzo (2,0 mm d.i.). A taxa de vazdo do gas nebulizador, o
alinhamento da tocha e as tensfes do quadrupolo foram ajustados de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Os parametros instrumentais foram otimizados antes
das andlises e os isotopos 8Se e 5V foram analisados no modo de colisdo com
discriminacao por energia cinética (do inglés, KED) como estratégia de correcao a
base de gas hélio. Os isétopos "°As, 111Cd, 2°°Hg e 2%8Pb foram analisados no modo
padrao. As condi¢cbes de operacao do ICP-MS sao mostradas na Tabela 17. A curva
de calibracdo para as analises dos extratos foi realizada em meio de NADES 1 % (v
v1), enquanto que a curva de calibracédo para as andlises dos digeridos foi realizada

em meio de &cido nitrico 1 % (v v1).
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Tabela 17. Parametros instrumentais para as analises por ICP-MS para a

determinacdo de °As, 111Cd, ?2°°Hg, 2%8Pb, 82Se e 5V.

Parametros Instrumentais

Poténcia de radiofrequéncia (W) 1600
Vazéo do gas no plasma (L min?) 18
Vazdo do gas auxiliar (L mint) 1,2
Vazdo do gas de nebulizagdo (mL min?) 0.7
Voltagem de entrada (V) -3,00
Voltagem de saida (V) -32,00
CRO?* (V) -15,00
QROP (V) -12,00
Parametros do Método

Numero de varreduras por leitura (varreduras) 50
Leituras (replicadas) 1
Numero de leituras (leituras) 3
Tempo de espera (S) 25
Gas de colisdo He
RPq° (V) 0,25
Vazao do gas da cela de colisédo (mL min?) 2,2 para 82Se e 5V

a3CRO (Cell Rod Offset): voltagem aplicada ao quadrupolo da cela de coliséo.

bQRO (Quadrupole Rod Offset): voltagem aplicada ao quadrupolo analisador de massas.
¢RPq: esta relacionado a voltagem aplicada as hastes do quadrupolo.

Fonte: adaptado de Santana et al., 2020.

6.1.4 Avaliacdo dos parametros de desempenho

As curvas de calibracdo foram preparadas por diluicdes consecutivas de
solucdes padréo de concentracdo 1000 mg L* dos analitos de interesse (Sigma-
Aldrich, MO, EUA). A exatiddo do método foi avaliada usando materiais de referéncia
certificados (do inglés, CRM) e matérias de referéncias citados na se¢éo 6.1.1. O fator
de recuperacéo foi calculado segundo a equacéo 3, a preciséo foi expressa pelo RSD,
e calculado por meio da equacéo 4, valores de LOD foram calculados por meio da
equacdao 5, enquanto que os LOQ foram calculados usando a equacao 6 (INMETRO,
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2016). Todas as equacOes citadas acima estdo descritas na secdo “NADES no

preparo de amostra de matrizes vegetais” (Se¢ao 4.1.4.3, pagina 44)

6.2 Resultados e discussao

6.2.1 Sintese dos solventes eutéticos naturais profundos (NADES) por planejamento

de mistura restrito

Para se obter a melhor condicdo reacional, um total de 30 experimentos foi
previamente realizado pelo planejamento de misturas restrito. Para se identificar a
melhor propor¢do de cada NADES sintetizado, densidade e viscosidade foram
monitorados em cada uma das misturas sintetizadas.

O planejamento de misturas apresenta ampla aplicacdo nos ramos da ciéncia,
industria e engenharia, por exemplo (MARCHEAFAVE et al., 2019; CORNELL, 2002).
Usando o planejamento de misturas € possivel verificar como as propriedades de
interesse sao afetadas pela variagdo das propor¢cdes dos componentes da mistura
com apenas alguns experimentos (LEARDI et al.,, 2002). Consequentemente, um
namero minimo de experimentos fornece menores volumes de reagentes e residuos,
menor gasto de energia e, portanto, ecologicamente correto. Além disso, a aplicacéao
do planejamento de misturas, metodologia da superficie de resposta, leva a definicdo
das composi¢ces mais apropriadas que atendem as propriedades especificadas para
a aplicacao desejada (LEARDI et al., 2002).

A proporcado experimental de cada componente para a sintese dos NADES
(experimentos A a J, Figura 16), bem como os valores de densidade e viscosidade
para as tés combinacfes avaliadas (total de 30 experimentos) sdo mostradas na
Tabela 18. Densidade e viscosidade sdo caracteristicas importantes que influenciam
a eficiéncia do transporte de massa, consequetemente influenciando a eficiéncia de
extracdo (RIBEIRO et al., 2015). NADES com baixa densidade e viscosidade s&o
melhores solventes extratores devido principalmente a sua alta difusividade
(DWAMENA, 2019). De fato, aumentar a difusividade causa um maior movimento das
moléculas, melhorando a eficiéncia de extracdo (HUANG et al., 2017).

Quando se trata do uso de técnicas de plasma como ICP-MS, a viscosidade &

um parametro importante na representatividade das amostras no plasma. Por
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exemplo, o uso de solventes com alta viscosidade e tensdo superficial reduz a
eficiéncia de transporte da amostra para o plasma, devido ao efeito na formacéo de
spray no nebulizador e a separacdo das goticulas na camara de nebulizacdo
(THOMAS, 2013). Portanto, é importante monitorar esses parametros nesses novos
solventes sintetizados, uma vez que podem influenciar diretamente tanto em

procedimentos de extracdo quanto na determinagéao dos analitos alvos.
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Tabela 18. Valores de densidade e viscosidade dos experimentos A a J para as trés misturas diferentes. NADES Ac-Xil: acido citrico

(componente 1), xilitol (componente 2) e agua; NADES Am-Xil: acido malico (componente 1), xilitol (componente 2) e agua; NADES

Ac-Am: &cido citrico (componente 1) e 4cido malico (componente 2) e agua.

Densidade?®(mg L™?)

Viscosidade? (mPa.s)

Experimento Componentel Componente 2 Agua
(% mm) (% m mt) (% m m1) NADES NADES Am- NADES NADES NADES NADES
Ac-Xil Xil Ac-Am Ac-Xil Am-Xil Ac-Am
A 12,5 75 12,5 -b -b -b -b -b -b
B 43,75 43,75 12,5 -© 1,42 + 0,02 -¢ -€ -¢ -¢
C 25 50 25 1,28+0,03 1,33+0,02 1,39+ 0,02 65,06+0,96 71,36+1,04 -¢
D 12,5 43,75 43,75 1,25+0,03 1,24+0,02 1,18+ 0,02 10,44+0,12 7,63 +£0,02 6,05+ 0,25
E 50 25 25 1,38+£0,02 1,33+0,01 1,40+£0,02 99,21+1,31 5045+090 81,40+1,03
F 33,33 33,33 33,33 1,33+0,02 1,31+0,02 1,35+0,01 2153+1,81 1845+0,25 18,24+0,16
G 25 25 50 1,22+0,02 1,22+0,02 1,26 £ 0,01 5,21 +0,03 4,22 + 0,02 4,03 + 0,03
H 75 12,5 12,5 -b -b -b -b -b -b
I 43,75 12,5 43,75 1,29+0,01 1,29+0,02 1,30+ 0,02 10,71 +0,07 8,31+0,01 7,92 £ 0,03
J 12,5 12,5 75 1,07+£0,02 1,10+0,02 1,13+ 0,02 1,13+0,03 1,36 £ 0,15 1,47 £ 0,06

a Média £ desvio padréo (n = 3).
b N&o houve a formagédo de um liquido homogéneo.

¢ Houve a formacéo um liquido homogéneo, mas a medicao nao foi possivel devido aos altos valores de viscosidade ou densidade.
Fonte: adaptado de Santana et al., 2020.
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Ambas as respostas (valores de densidade e viscosidade) foram codificadas
de O (resposta indesejada; alta densidade e viscosidade) a 1 (resposta desejada;
baixa densidade e viscosidade) usando uma funcéo de desejabilidade individual (di).
Desta forma, todos os valores foram combinados em uma Unica resposta (D,
desejabilidade global) (COSTA, LOURENCO & PEREIRA, 2011). As melhores
proporcdes (em % m m™) obtidas neste estudo foram 42: 13: 45 (&cido citrico: xilitol:
agua), 34: 21: 45 (acido malico: xilitol: agua) e 42: 13: 45 (acido citrico: acido malico:
agua). A Figura 17 mostra o modelo de superficie de resposta ajustada obtido para os
trés diferentes NADES sintetizados, nos quais os valores proximos a 1 mostram
valores mais baixos de densidade e viscosidade e a propor¢ao selecionada para cada

solvente (ponto preto).

Figura 17. Modelo de superficies de resposta para NADES (A) acido citrico: xilitol:
agua (Ac-Xil); (B) acido malico: xilitol: agua (Am-Xil) e (C) &cido citrico: acido malico:

agua (Ac-Am).
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Fonte: adaptado de Santana et al., 2020.
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A porcentagem de 45 % m m' de Agua foi selecionada para a sintese do
NADES, de acordo com estudos de Dai et al., (2015). O uso de um teor de agua acima
de 50 % (m m) na sintese do NADES dificulta significativamente as interacdes
intermoleculares de solventes eutéticos, especialmente aqueles sintetizados com
cloreto de colina, levando a perda de suas propriedades fisico-quimicas (Dai et al.,
2015).

A andlise de variancia (do inglés, ANOVA) para os dados obtidos com os
planejamentos de mistura indicou um modelo quadratico com p < 0,05, o que significa
gue o modelo foi adequado. Os gréficos da Figura 18 mostram os valores observados
vs. valores teoricos, pelos quais pode ser verificada boa concordancia dos valores
observados em relacao aos valores previstos pelo modelo, o que indica que o modelo
quadratico proposto esta bem ajustado aos dados experimentais obtidos para todos
os planejamentos. Além disso, os coeficientes de determinacéo (R?) foram superiores
a 0,90 evidenciando uma correlacédo satisfatoria para os trés solventes em estudo
(PEREIRA-FILHO, 2015).
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Figura 18. Grafico de valores observados vs. valores teoricos dos dados obtidos com
o planejamento de mistura para NADES (A) acido citrico: xilitol: agua (Ac-Xil); (B) acido
malico: xilitol: agua (Am-Xil) e (C) &cido citrico: &cido malico: agua (Ac-Am) para
modelo quadratico.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Outro parametro avaliado foi o comportamento dos residuos, mostrando que 0s
valores tedricos vs. valores residuais apresenta aleatoriedade, ou seja, sdo
homocedasticos (Figura 19) (PEREIRA-FILHO, 2015).
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Figura 19. Residuos do modelo quadratico proposto para o planejamento de mistura
para NADES (A) acido citrico: xilitol: agua (Ac-Xil); (B) acido malico: xilitol: agua (Am-

Xil) e (C) acido citrico: acido malico: agua (Ac-Am).
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Fonte: Elaborado pela autora.

A presenca de grupos carboxilas na composicao resultou em uma mudanca
nos valores de densidade e viscosidade, uma vez que 0s grupos carboxilas
apresentam uma capacidade de estabelecer ligac6es de hidrogénio (RIBEIRO et al.,
2015). A preservacdo dos grupos funcionais precursores (grupos carboxilicos e
hidroxila) no NADES sintetizado foi confirmada pela analise de infravermelho. A Figura
20 apresenta os espectros infravermelhos dos NADES sintetizados ap0s a condicéo
otimizada selecionada, assim como dos seus precursores.

Os resultados referentes a analise do infravermelho ja foram discutidos na
secao “Sintese e caracterizacdo dos NADES por diferentes métodos” (Sec¢éo 3.2.2,
pagina 31). Assim como nas secdes anteriores, foram observados indicativos da
formacdo de ligacbes de hidrogénios nas proporcdes selecionadas para cada

combinacdo de NADES. Quando comparados os espectros de infravermelho dos
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NADES sintetizados apés a otimizacdo das proporcdes pelo planejamento de mistura
(Figura 20) com os espectros de infravermelho dos NADES sintetizados com a
proporcado 1: 1: 10 mol (componente 1: componente 2: 4gua) na secdo 3 (Figura 11)
verifica-se um comportamento semelhante, com o deslocamento para maiores
namero de ondas da banda carbonila dos NADES comparado com 0os materiais de

partida.

Figura 20. Espectro de infravermelho dos precursores e NADES sintetizados apos a
condicdo otimizada selecionada usando (A) acido citrico: xilitol: agua (Ac-Xil); (B)

acido malico: xilitol: agua (Am-Xil) e (C) acido citrico: acido malico: agua (Ac-Am).
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Fonte: adaptado de Santana et al., 2020.
Os espectros de infravermelhos mostraram o importante papel desempenhado

pelos grupos carboxilicos no estabelecimento de ligacbes de hidrogénio. Isso

corrobora os resultados nos graficos de superficie de resposta obtidos para o NADES
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(Figura 16), bem como a capacidade dos grupos carboxila de atuar como doadores
de ligacOes de hidrogénio (RIBEIRO et al., 2015).

O espectro infravermelho do xilitol revelou bandas caracteristicas das vibracdes
dos grupos -OH do aclcar e 4gua adsorvida em 3424 cm, 3358 cm™ e 3235 cm™.
Além disso, o espectro ainda apresentou um pico alongado em 743 cm™ que
corresponde a uma deformacéo angular fora do plano do grupo -OH, ao mesmo tempo
que uma banda em 1431 cm™ é revelada referente a deformacéo angular no plano
(Figura 20.A e 20.B) (ARAFA, et al., 2016).

6.2.2 Desempenho do método analitico

Como foi discutido na secdo 4 a importancia da avaliacdo de parametros de
desempenho, a Tabela 19 mostra os requisitos indicados pelo INMETRO e os dados
obtidos pelas andlises de ICP-MS para linearidade, faixa analitica de trabalho, LOD,
LOQ e desvio padrdo relativo (precisdo) com os NADES preparados apos a

otimizacao.
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Tabela 19. Valores de faixa analitica de trabalho, correlacdo linear, desvio padrao relativo, limite de deteccdo (LOD) e limite de

guantificacdo (LOQ) dos métodos digestao acida assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD) e métodos utilizando NADES Ac-Xil,
NADES Am-Xil e NADES Ac-Am, determinados por ICP-MS.

Parametro de INMETRO Obtido por Obtido por Obtido por Obtido por
Validacéo MW-AD NADES Ac-Xil NADES Am-Xil NADES Ac-Am
Faixa de trabalho Abranger as concentracfes 0,1al5puglLt?
gue seréo avaliadas
Coeficiente de
Correlacao Linear 0,90 -0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
(Linearidade)
Desvio Padrao Relativo Menor que 15 % <10 <11 >15 >15
(Precisao)
Limite de Deteccgédo Menores possiveis 3,74a0,01 1,83a8,00.10° 2,16a3,21.10° 2,66 a 0,02
(LOD) (ug kg™)
Limite de Quantificacédo Menores possiveis 8,10 a 0.04 6,11 a 0,03 8,7a0,01 7,98 a 0,06

(LOQ) (ug kg™?)

Fonte: elaborado pela autora
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Os resultados da Tabela 19 mostram uma melhora significativa dos valores de
LOD quando se compara o método MW-AD com os métodos MAE e UAE com
NADES. Por meio da ANOVA (com nivel de confianca de 95 %), verificou-se que
houve diferencgas significativas (p < 0,05) nos valores de LOD dos métodos de MW-
AD quando comparado com as extracdes empregando NADES Ac-Xil, NADES Am-Xil
e NADES Ac-Am.

Estudos mostram que a presenca de carbono no plasma ocasiona no aumento
do sinal analitico devido a i) reacdes de transferéncia de carga entre o analito e C* (C*
+ M —- M* + C), ii) melhoria na eficiéncia de transporte levando a producédo de
aerossois menores e iii) alteracdo espacial da zona de densidade maxima de ions no
plasma que afeta na passagem dos ions do plasma para o sampler cone (PETTINE
et al., 2007; HU et al., 2004; DONATI, AMAIS & WILLIAMS, 2017). Tais efeitos
matriciais foram observados para fontes de carbono inorganicos (como sal de
carbonato, por exemplo) e organico (alcool, &cido organico, por exemplo), e volateis
(metanol e acetona, por exemplo) (PETTINE et al., 2007; HU et al., 2004).

As reacdes de transferéncia de carga entre o analito e espécies de carbono
carregadas (como C*, CO*, CO2*, C2* e ArC*) no plasma podem ocorrem com
elementos que apresentam altos potenciais de ionizacao (entre 9 e 11 eV), como é o
caso por exemplo do As (9.79 eV) e Se (9,75 eV) e Hg (10,44 eV) (GRINDLAY et al.,
2013; HU et al., 2004). Embora o potencial de ionizacdo do Cd seja de 8,99 eV, pode
haver reacdes de transferéncia de carga com outras espécies carregadas de carbono,
melhorando de modo menos significativo o sinal analitico (GRINDLAY et al., 2013).

As reac0Oes de transferéncia de carga com as espécies de carbono ocasionam
em um aumento da taxa de ionizacdo devido a geracdo de uma maior populagéo de
atomos e ions dos analitos em estado excitado, levando ao aumento do sinal analitico
(GRINDLAY et al. 2008). Portanto, o aumento da ionizacédo de atomos do analito pode
contribuir efetivamente para a melhora das figuras de mérito do método (DONATI,
AMAIS & WILLIAMS, 2017).
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6.2.3 Aplicacdo dos solventes eutéticos naturais profundos (NADES) para analise

elementar de materiais de planta e tecidos biolégicos

ApOs a otimizacdo da sintese dos trés NADES por diferentes combinagdes,
esses solventes foram avaliados na extracdo em amostras vegetais e biolégicas por
meio de UAE e MAE para a determinacéo de As, Cd, Hg, Pb, Se e V por ICP-MS.

Segundo a Agéncia para o Registro de Substancias Toxicas e Doencas (do
inglés, ATSDR), As, Cd, Pb e Hg estao entre os dez primeiros elementos considerados
como uma ameaca significativa a saude humana devido a sua toxicidade ou exposicéo
humana. Embora selénio seja um elemento essencial, ja € de conhecimento da sua
toxicidade dependendo do seu nivel de ingestdo (D’LLIO et al., 2011), enquanto uma
dieta baixa em V pode resultar em deficiéncias, incluindo retardo de crescimento e ma
formacdo Ossea (JESUS, et al., 2013).

Para a determinacao elementar de baixa concentracdo em amostras bioldgicas
e vegetais, o uso do ICP-MS é recomendado devido a sua alta sensibilidade (HE et
al., 2017). Além disso, ICP-MS oferece vantagens como andlise rapida
multielementar, ampla faixa linear, espectro simples, alta sensibilidade, além da
possibilidade de acoplamento as técnicas de separacdo (THOMAS, 2013; HE et al.,
2017).

Os resultados obtidos para os métodos propostos foram comparados com 0s
valores determinados por MW-AD, considerado um método de preparo de amostra
padrdo. A Tabela 20 mostra os teores certificados para as amostras e resultados

obtidos para todos os analitos avaliados usando MW-AD, UAE e MAE.
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Tabela 20. Concentracdes de As, Cd, Hg, Pb, Se e V (média + desvio padrdo, n=3) em amostras de tecido vegetal e bioldgico usando

digestdo acida por radiagcdo micro-ondas (MW-AD), extracdo assistida por ultrassom (UAE) e extracdo assistida por radiacdo micro-
ondas (MAE) usando NADES Ac-Xil, NADES Am-Xil e NADES Ac-Am.

METODO
Amostras Analitos Va.llf)res MW-AD UAE MAE
(mg kg Certificados NADES NADES NADES NADES NADES NADES
Ac-Xil Am-Xil Ac-Am Ac-Xil Am-Xil Ac-Am
Folhas de Pb 0,87 £ 0,018 0,56 £ 0,01 0,91 £ 0,07 1,05+ 0,02 0,36 £ 0,01 1,05+ 0,01 1,18 £ 0,02 0,70 £ 0,05
péssego Y, 0,37 £ 0,038 0,30+ 0,01 0,21 +£0,01 0,22 £ 0,01 0,01 +£0,01 0,14+ 0,01 0,24 £ 0,01 0,44 £ 0,01
As 1,69+ 0,70 1,35+ 0,04 1,71+ 0,03 2,75+0,25 3,80 £ 0,20 2,03+0,14 1,75+ 0,03 1,63+ 0,04
Forrageira Cd 19,9+5,1 14,9+ 0,6 22,8+0,1 21,3+0,1 31,1+0,1 21,3+1,3 18,4+0,1 19,1+0,1
Pb 40+1,8 39+0,1 4,4+04 3,6+0,1 45+0,3 0,9+0,2 51+0,3 43+0,2
Figado Pb (ugkg') 80,60+7,83 121,12+0,12 <LOQ? 55,82 +0,23 71,68 +0,65 <LOQ? 153,08 £ 0,11 40,70+ 0,12
. Se 0,67 £0,11 0,64 £ 0,03 0,58 £ 0,01 0,75+ 0,04 0,70 £ 0,04 1,20+ 0,15 0,50 £ 0,03 0,60 £ 0,02
sovino \Y 0,03+0,01 0,01 +0,01 0,03+0,01 0,04 £ 0,01 0,04 £ 0,01 0,03+0,01 0,03+0,01 0,05 £+ 0,02
Tecido de
peixe Cd 0,02 + 0,002 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,05+ 0,01 0,03+0,01 0,01 £ 0,04 0,36 +£ 0,01
Proteina Cd 0,299+0,018 0,27+0,01 0,43 £ 0,02 0,62 £ 0,02 0,36 £ 0,01 0,40 + 0,02 <LOQ? 0,25+ 0,01
de peixe Hg 0,412+0,036 0,32+0,02 0,36 + 0,03 0,33+0,01 0,36 £ 0,05 0,39 £ 0,05 0,42 £ 0,01 0,37 £ 0,01

aValores de LOQ: 1,64 ug kg para Pb em figado bovino (UAE com NADES Ac-Xil); 1,30 ug kg* para Pb em figado bovino (MAE com NADES Ac-Xil) e 0,010
ug kg para Cd em proteina de peixe (MAE com NADES Am-Xil).

Fonte: adaptado de Santana et al., 2020.
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O meétodo de referéncia (MW-AD) mostrou de modo geral, recuperacdes
aceitaveis no intervalo de 80 a 110 % (Figura 21) para a grande parcela dos analitos,
exceto para Pb em folhas de péssego e figado bovino, Cd em forrageira e tecido de
peixe; e V em figado bovino (INMETRO, 2016). Os métodos propostos (UAE e MAE)
utilizando os trés diferentes NADES também alcancaram recuperacdes aceitaveis dos
elementos. O NADES Ac-Xil e o NADES Ac-Am foram os melhores solventes em

combinacdo com os métodos de UAE e MAE, respectivamente.

Figura 21. Valores de recuperacédo (%) para As, Cd, Hg, Pb, Se e V (média + desvio
padrdo, n= 3) em amostras de tecido vegetal e bioldgico usando digestdo acida por
radiacdo micro-ondas (MW-AD), extracdo assistida por ultrassom (UAE) e extracao

assistida por radiagdo micro-ondas (MAE) usando NADES Ac-Xil, NADES Am-Xil e
NADES Ac-Am.
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Fonte: adaptado de Santana et al., 2020.

O NADES Ac-Xil combinado com o procedimento de UAE forneceu
recuperacdes entre 80 % a 110 %, exceto para V em folhas de péssego e Cd em
proteinas de peixe. O uso do NADES Ac-Xil e MAE proporcionou recuperacées
satisfatorias para folhas de pessegueiro, forrageira e proteina de peixe, enquanto a
baixa recuperacdo foi obtida para Pb em figado bovino, em contraste com altas
recuperacdes para V em figado bovino e Cd em tecidos de peixes. As recuperacdes
obtidas para proteina de peixes também foram consideradas aceitaveis, com valores
variando de 80 a 103 % usando MAE e UAE. O uso do NADES Ac-Xil e MAE
proporcionou recuperacdes satisfatérias para folhas de péssego, forrageira e proteina
de peixe, enquanto que baixas recuperacdes foram atingidas por Pb em figado bovino.
Em contraste foram obtidas altas recuperacdes para V em figado bovino e folhas de
péssego e Cd em tecidos de peixes. As recuperacdes obtidas para proteina de peixe
foram consideradas aceitaveis para Hg usando MAE e UAE.

Vanadio esté presente principalmente nas raizes e folhas das plantas. Em nivel
subcelular, a parede celular € a principal organela onde o V se acumula (AIKELAIMU
et al., 2020). Processos de complexacdo do vanadio com compostos polares na
parede celular da raiz (envolvendo espécies que apresentam grupos OH, NH:z e
COOH) reduz a quantidade de ions de vanadio livres (AIKELAIMU et al., 2020). Isso
pode fornecer uma explicacdo para a recuperacéo inferior a 80 % para V em folhas

de péssego ao usar o NADES Ac-Xil combinado com UAE. Portanto, a extracao de V
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fortemente ligado aos componentes do tecido de plantas requer um método mais
agressivo, como o MAE. Os resultados indicaram que esses procedimentos de
extracao (UAE e MAE) com NADES foi uma combinacao promissora para a extracao
elementar. Além disso, ICP-MS fornece maior sensibilidade em comparagdo com
outras técnicas (THOMAS, 2013; HE et al., 2017).

Na secéo 4 “NADES no preparo de amostra de matrizes vegetais” utilizou-se
NADES com 0s mesmos precursores, porém com proporcao diferente em UAE em
amostras de tecido vegetal. A Tabela 21 mostra os resultados comparando as

recuperacoes de As e Cd entre esta secdo e a se¢ao 4.

Tabela 21. Recuperacdes (%) de As e Cd (média + desvio padrdo, n= 3) utilizando
NADES (1: 1: 10 mol) em procedimentos de UAE mostrados na secdo 4 e NADES
(proporcédo otimizado por meio do planejamento de mistura restrito) em procedimentos

de MAE e UAE mostrados nesta secéao.

(continua)

NADES (1: 1: 10 mol) em procedimentos de UAE mostrados na sec¢éao 4
Dados Amostra Analito NADES NADES NADES
Ac-Xil Am-Xil Ac-Am

1 Folha de As >120+1 114 +1 >120+1
Tomate Cd 114 +1 93+2 103+1

2 Folhas de As 101+2 >120+2 >120+2
espinafre Cd 110+ 2 89+1 99+2

3 Forrageira As 89+1 104 £ 1 >120+1
Cd 113+1 104 +2 104 +2

NADES (proporcdo otimizado por meio do planejamento de mistura restrito)

em procedimentos de UAE mostrados nesta sec¢ao

Dados Amostra Analito NADES NADES NADES
Ac-Xil Am-Xil Ac-Am
4 Forrageira As 9+1 >120+1 >120+1

Cd 87+1 107+ 1 >120+1
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Tabela 21. Recuperacdes (%) de As e Cd (média + desvio padrdo, n= 3) utilizando
NADES (1: 1: 10 mol) em procedimentos de UAE mostrados na secao 4 e NADES
(proporgéo otimizado por meio do planejamento de mistura restrito) em procedimentos
de MAE e UAE mostrados nesta secao.

(concluséao)
NADES (proporcéao otimizado por meio do planejamento de mistura restrito)

em procedimentos de MAE mostrados nesta segédo

Dados Amostra Analito NADES NADES NADES
Ac-Xil Am-Xil Ac-Am

5 Forrageira As 120+ 1 104 £1 96 +1
Cd 103+1 92+1 9% +1

Fonte: elaborado pela autora.

AvaliacOes estatisticas a partir da ANOVA (com intervalo de 95 % de confianca)
foi aplicada a fim de verificar se houve diferencas estatisticamente significativas entre
os valores obtidos pelos diferentes métodos. Dado um conjunto de dados (1,2,3,4 e
5) para cada tipo de NADES (Ac-Xil, Am-Xil e Ac-Am) e para cada analito
separadamente (As e Cd), houve uma diferenca significativa (p < 0,05) nos valores
das recuperacfes obtidos em todos os grupos avaliados. Portanto, houve uma
influéncia na propor¢do dos NADES sintetizados nos resultados obtidos nos
procedimentos de extracdo em um mesmo tipo de matriz, melhorando na maioria das
vezes 0s valores de recuperacdo. Mais de 200 combinacdes diferentes foram
relatadas na literatura para a sintese de NADES (e DES), apresentando uma
variedade de caracteristicas fisico-quimicas (GONZALEZ, CHOI & VERPOORTE,
2020).

O método da Eco-scale analitica foi empregado para avaliar o quao verde é
considerado as metodologias propostas nesta secdo. A Eco-scale analitica compara
diferentes parametros e etapas em um procedimento analitico como amostragem
(coleta de amostra, preservacgéao, transporte e armazenamento), preparo de amostra,
analise, calibracdo e validagdo de métodos analiticos (GALUSZKA et al., 2012). O

calculo para a pontuagéo baseado na Eco-Scale analitica esta abaixo, na Equacéo 7:
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Eco — Scale Analitica = 100 — Z Penalidades (Equacao 7)

onde as penalidades estéo relacionadas com as etapas de um procedimento analitico
como: custo, gasto energético, volume de reagente, tipo de reagente, geracdo de

residuo, condices da etapa de preparo de amostra.

Para o procedimento de MW-AD houve a penalidade do uso de acido nitrico (4
pontos), uso de peroxido de hidrogénio (4 pontos), formagédo de vapor &cido (3
pontos), geracao de residuo acido (5 pontos), gasto energético alto (2 pontos), uso do
ICP-MS (1 ponto), seguranca (2 pontos) e falta de tratamento do residuo acido (3
pontos). O procedimento de UAE adquiriu penalidades do uso de solventes NADES
(1 ponto), uso do ICP-MS (1 ponto) e geracdo de residuo (1 ponto). E por fim, o
procedimento de MAE obteve penalidades devido ao uso de NADES (1 ponto), uso
do ICP-MS (1 ponto), geracao de residuo (1 pontos) e gasto energético moderado (2
pontos).

Portanto, as pontuacgdes obtidas foram 75 pontos por amostra para MW-AD, 97
pontos por amostra para UAE e 96 pontos por amostra para MAE. Nesta abordagem,
uma pontuacdo > 75 representa uma excelente analise verde, enquanto 75 > x > 50
representa uma aceitavel analise verde (GALUSZKA et al., 2012). A diferenca entre
as pontuacdes para os métodos de UAE e MAE refletiu no consumo de energia, que

foi x < 0,1 kWh por amostra para UAE e x < 1,5 kWh por amostra para MAE.

6.3 Concluséo

A utilizacdo de um planejamento de mistura restrito para a otimizacdo da
sintese de NADES com base em xilitol, acido citrico e acido méalico mostrou ser uma
estratégia ecologicamente correta, além de promissora. As propor¢cdes NADES (% m
m) obtidas neste estudo foram NADES Ac-Xil com 42: 13: 45 (citrico acido: xilitol:
agua), NADES Am-Xil com 34: 21: 45 (4cido malico: xilitol: &gua) e NADES Ac-Am
com 42: 13: 45 (4cido citrico: acido malico: agua). A analise por espectroscopia de
infravermelho dos NADES indicou a formacdo de ligacbes de hidrogénio entre os
reagentes. NADES como fontes de carbono apresentou melhora na sensibilidade das

analises devido a transferéncia de carga entre o analito e C* e(ou) outras espécies de
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carbono. Os NADES se mostraram solventes promissores para a extracdo elementar
em diferentes tipos de amostras, além de serem compativeis com as técnicas de
plasma. NADES Ac-Xil apresentou maiores numeros de recuperacdes aceitaveis no
procedimento de UAE para Pb (folha de péssego); As, Cd e Pb (forrageira); V (figado);
Cd (tecido de peixe) e Hg (proteina de peixe). Enquanto que NADES Ac-Am foi que
obteve maiores quantidades de recuperacoes satisfatérias para procedimento de MAE
de Pb (folhas de peixe); As, Cd e Pb (forrageira); Se (figado bovino) e Cd e Hg
(proteina de peixe). O Hg obteve recuperacdes entre 80 a 103 % considerando os 3
tipos de NADES assim como MAE e UAE. O uso da Eco-scale analitica mostrou que
os métodos UAE e MAE foram excelentes procedimentos verdes, enquanto MW-AD

foi uma andlise verde aceitavel.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese foca a sintese de solventes eutéticos naturais profundos (do inglés,
NADES) a base de &cido citrico, &cido malico e xilitol a partir de trés distintos métodos.
As analises de caracterizacao evidenciaram que os NADES obtidos pelas diferentes
técnicas estudadas apresentaram as mesmas caracteristicas fisico-quimicas. Além
disso, a sintese assistida por ultrassom apresentou a mais ambientalmente amigavel,
com um gasto energético de 130 % inferior comparado com a sintese por agitacédo e
aguecimento. Todavia, 0 método de sintese por agitacdo e aguecimento oferece as
vantagens da facilidade de uso, simplicidade e capacidade de produzir volumes
maiores de solventes.

Estudos utilizando NADES como solventes extratores em diferentes tipos de
amostras (material vegetal, tecido bioldgico, fosfato de rocha, suplemento mineral) se
mostraram promissores nos mais diferentes métodos de preparo de amostra (UAE,
MAE, extragdo por aquecimento). Porém os NADES ndo podem ser considerados
como um solvente universal, mas um solvente altamente seletivo, o que significa a
necessidade da otimizacdo para cada tipo de amostra e analito de interesse. Os
meétodos propostos se mostraram ambientalmente corretos e seguros segundo a Eco-
Scale analitica.

Um planejamento de mistura restrito como uma estratégia de otimizacao para
a sintese de NADES por meio da resposta de densidade e viscosidade se mostrou
eficiente e também promissor, uma vez que até o presente momento ainda nao ha
mais estudos utilizando tal estratégia. Além disso, o uso de planejamento de mistura
engloba os principios da quimica verde como uso de menores quantidades de
reagentes e menores geracdes de residuo. Estudos estatisticos mostraram influéncia
na proporcdo dos NADES sintetizados nos resultados obtidos nos procedimentos de
extragcdo em um mesmo tipo de matriz.

Em concluséo, as perspectivas futuras associadas a quimica analitica verde
direcionam a continuidade de esforgos voltados para a utilizacdo dos NADES para a

analise elementar.
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