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RESUMO

O desenvolvimento de métodos baseados na quimica analitica verde (QAV) tem atraido
atencao nos ultimos anos, priorizando a miniaturizagao de métodos, a diminui¢ao do
consumo de reagentes, a eficiéncia energética e a reducdo do uso de compostos toxicos.
O emprego de solventes € crucial para o preparo de amostras, havendo uma necessidade
do desenvolvimento de novos compostos que sejam ambientalmente amigdveis, € que
atendam as necessidades analiticas de cada método. Os solventes eutéticos profundos
naturais (NADES) surgiram com enorme potencial de aplicagcdo devido as suas vantagens
como baixa toxicidade, propriedades fisico-quimicas possivelmente modulaveis, baixo
custo e simples preparagdo. Neste trabalho, sintetizou-se NADES a partir de misturas de
acido malico, 4cido citrico, xilitol e 4gua por agitacdo e aquecimento nas propor¢des
definida por um planejamento de misturas previamente realizado, avaliando as
propriedades de densidade e viscosidade. Os valores de densidade (1,25 £ 0,01 e 1,26 &
0,01 g mL™) e viscosidade (7,54 + 0,03 e 5,20 + 0,01 mPa s) para os solventes AC-Xil e
AC-AM, foram obtidos, respectivamente. Estes solventes foram empregados em métodos
assistidos por radia¢do micro-ondas e ultrassom (MAE e UAE, respectivamente) para
determinagdes de As, Cd, Cr e Pb por espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) em amostra vegetal. A partir do planejamento
Doehlert a condicao 6tima para MAE utilizando NADES AC-Xil e NADES AC-AM para
extracdo de As, Cd e Pb no modo padrio e As no modo KED (vazio de 2,0 mL min™ de
He), sendo temperatura (100 °C), tempo de extra¢io (40 min) e razdo m v'!' (40:1) com os
valores otimizados. Para o método UAE escolheu-se a condi¢ao de 40 minutos, 40 °C ¢
razio m v’ de 30:1. A aplicacdo da condi¢do otimizada para cada método resultou em
recuperagdes na faixa de 66,8 - 84,3 % para MAE (As, Cd e Pb) e 95,7 - 109,5 % para
UAE (As) em amostra de capim forrageira, enquanto que para as amostras alimenticias
os valores foram menores que o LOD. Os valores determinados para LODs e LOQs
empregando NADES, em geral, foram superiores aos valores para MW-AD por conta do
aumento do sinal analitico ocasionado por reagdes de transferéncia de carga entre o
analito e espécies de carbono no plasma. Os métodos avaliados mostraram-se em
consonancia com os principios da quimica analitica verde uma vez que foram
considerados ambientalmente amigaveis devido a avaliacdo pelas métricas Eco escala
analitica e GAPL.

Palavras chaves: Quimica analitica verde. NADES. Composic¢ao inorganica. I[CP MS.



ABSTRACT

The development of methods based on green analytical chemistry (QAV) had attracted
attention in recent years prioritizing method miniaturization, reducing reagent
consumption, energy efficiency, and reducing the use of toxic compounds. The use of
solvents is crucial for sample preparation, and there is a need to develop new compounds
that are environmentally friendly that meet the analytical needs of each method. Natural
deep eutectic solvents (NADES) have emerged with enormous potential for application
due to their advantages such as low toxicity, possibly modifiable physicochemical
properties, low cost and simple preparation. In this work, NADES were synthesized from
mixtures of malic acid, citric acid, xylitol and water by stirring and heating in the
proportions defined by a previously mixture planning evaluating the properties of density
and viscosity. The values of density (1.25 + 0.01 and 1.26 + 0.01 g mL™") and viscosity
(7.54 £ 0.03 and 5.20 £ 0.01 mPa s) for the solvents AC-Xil and AC-AM were obtained,
respectively. These solvents were used in microwave and ultrasound-assisted methods
(MAE and UAE, respectively) for determination of As, Cd, Cr and Pb by inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) in plant and food samples. From the
Dochlert design, the optimal condition for MAE was reached using NADES AC-Xil and
NADES AC-AM for extraction of As, Cd and Pb in standard mode and As in KED mode
(flow rate of 2.0 mL min™! of He), being temperature (100 °C), extraction time (40 min)
and m v'! ratio (40:1) the optimized values. For the UAE method, the condition of 40min,
40 °C and 30:1 was chosen. The application of the optimized condition for each method
resulted in recoveries in the range of 66.8 - 84.3 % for MAE (As, Cd and Pb) and 95.7 -
109.5 % for UAE (As) in a forage grass sample while whereas for the food samples the
values were lower than the LOD. The values determined for LODs and LOQs using
NADES, in general, were higher than the values for MW-AD due to the increase in the
analytical signal caused by charge transfer reactions between the analyte and carbon
species in the plasma. The methods evaluated were in line with the principles of green
analytical chemistry since they were considered environmentally friendly due to

evaluation by the Analytical Eco scale and GAPI metrics.

Keywords: Green analytical Chemistry. Natural deep eutectic solvents (NADES).

Inorganic elements. ICP MS.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Devido a problematica da contaminagdo por metais toxicos e outros
compostos nocivos ao ambiente ¢ a saide humana, instituicdes e 6rgdos mundiais
passaram a dar importancia a alternativas de diminui¢do ou elimina¢ao do uso desses
compostos em larga escala. Essa preocupagdo foi notada, principalmente, por conta de
reunides e acordos internacionais com tematica ambiental, visando a sustentabilidade e
menores emissdes de poluentes toxicos no ambiente, sendo a Convencao de Estocolmo
de 2001 um dos principais marcos historicos em relagdo a problematica ambiental
(YILMAZ, 2019).

A mudanca no cendrio para analises sustentaveis se intensificou a partir dos
anos 1990 com varias publicagdes relacionadas a sustentabilidade em processos
quimicos. Um grande marco foi a publicacdo de Anastas e Warner (1998) com o
“primeiro manual” de Quimica Verde. Este trabalho foi e ¢ utilizado até hoje em varios
setores da sociedade (industrial, ecologico, educacional e politico). Segundo Anastas
(1999), a Quimica Verde pode ser definida como “o uso de técnicas e metodologias
quimicas que buscam reduzir ou eliminar o uso ou geracao de matérias-primas, produtos,
solventes, reagentes, etc, que sao perigosos para a saude humana e para o ambiente”.
Esses principios propdem mudangas comportamentais que sao desejadas na industria
quimica para alcancar a sustentabilidade e enfatizam a diminui¢do ou elimina¢do do
impacto que compostos perigosos possam causar no ambiente (ANASTAS,1999;
ANASTAS P. & KIRCHOFF, 2002; PLOTKA-WASYLKA, 2021).

Uma das subéreas mais ativa da quimica verde ¢ a de desenvolvimento de
solventes sustentaveis (ESPINO et al., 2016). Idealmente, seria interessante a
implementagao de métodos livres de solventes, porém, devido a aspectos fisico-quimicos,
como a dissolugado de solidos, transferéncia de massa e calor no equilibrio quimico e em
etapas de extragdo, purificacdo e separagdo, o emprego de solventes torna-se inevitavel
(ESPINO, et al., 2016), quando ndo se t€ém uma técnica de andlise direta adequada
disponivel. Sendo assim, ha um grande interesse no desenvolvimento de novos solventes
que apresentem baixo impacto ambiental e que atendam as necessidades da andlise
quimica e aos padrdes de qualidade laboratorial (GHANDI, 2014; ARMENTA et al,
2008). Podemos citar dois grupos de solventes que emergiram como candidatos a
solventes ambientalmente amigaveis, os liquidos idnicos (LI) e os solventes eutéticos

profundos (DES).
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Ambos os solventes atrairam atencao por conta de suas propriedades unicas.
Geralmente sdo sais a temperatura ambiente, liquidos a temperaturas inferiores a 100 °C
e apresentam pressdo de vapor insignificante. Além disso, aspectos como viscosidade,
densidade, hidrofobicidade e hidrofilicidade podem ser ajustados de acordo com a selegao
apropriada do cation e do anion, garantindo uma vasta aplicacdo em reagdes quimicas e
enzimaticas (GHANDI, 2014; VISSER, et al., 2000; MAKOS, 2020).

Os LIs foram, num primeiro momento, classificados como solventes verdes
por ndo apresentarem caracteristicas de inflamabilidade, de volatilidade, por serem
reciclaveis, possuirem elevado potencial de solvéncia e de estabilidade térmica
(WELTON, 1999; MEINE, et al., 2010). Embora os LIs sejam amplamente utilizados
como solventes e catalisadores de reagdes, a literatura relata problemas relacionados a
biodegradabilidade, toxicidade e estabilidade de subprodutos gerados, de acordo com os
precursores quimicos empregados, além de alguns dos LIs terem elevado custo de sintese
(CANAL, et al., 2006; AGGARWAL, et al., 2002, MAKOS, 2020).

Para reverter estas desvantagens, estudos foram desenvolvidos em busca de
alternativas de solventes que possuissem as propriedades semelhantes ao dos LIs, mas
sem as desvantagens relatadas. Uma nova geracdo de solventes chamados solventes
eutéticos profundos (DES, do inglés Deep Eutectic Solvents) foram desenvolvidos.
(HULSBOSCH, et al., 2016; MARIA, 2014). A disseminacio de estudos envolvendo os
DES iniciou-se no comego dos anos 2000, quando foram relatadas as caracteristicas
fisico-quimicas destes (ABBOTT et al., 2001).

Os DES sao geralmente uma mistura de dois ou trés sais, também chamados
de precursores, que possuem interagdes de hidrogénio entre si, ou seja, sdo constituidos
de uma espécie doadora (HBD) dessas ligacdes de hidrogénio e outra aceptora (HBA),
formando-se uma mistura eutética com ponto de fusdo abaixo do apresentado por cada
precursor individualmente, diferenciando-os dos LIs (WANG, et al., 2015; DAI, 2013).
As primeiras misturas eutéticas foram feitas a partir de haletos orgénicos, como sais de
amonio, juntamente a um composto organico HBD podendo ser amidas, aminas, alcoois
e acidos carboxilicos. Existe um interesse crescente relatado pela literatura nos DES pois
suas aplicagdes sdo amplas, abrangendo areas como: eletroquimica, biocatalise, sintese
inorganica e principalmente em organocatalise (FLORINDO et al., 2019).

Posteriormente, varios precursores para DES comegaram a ser investigados e
novos estudos desenvolveram sinteses a partir de metabolitos primarios naturais e/ou

compostos celulares, como aminodcidos, acidos organicos, agticares e derivados naturais
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de colina. Quando estes precursores dos DES sdo oriundos dessas fontes naturais, sdao
chamados de solventes eutéticos profundos naturais (NADES, do inglés Natural Deep
Eutetic Solvents). Esses compostos sdo formados, igualmente aos DES, por ligagdo de
hidrogénio entre um precursor que atua como HBD e outro HBA desta ligagdo, em
conjunto com outras interagdes intermoleculares como van der Waals e forcas
eletrostaticas (ESPINO et al.,, 2016). Os NADES apresentam baixa toxicidade,
biodegradabilidade e estabilidade. Além disso, o processo de sintese ¢ simples e
economicamente viavel em comparagao com os liquidos i6nicos (ABBOTT, et al., 2013;
IMPERATO, et al., 2005).

A sintese de solventes ambientalmente amigaveis impacta diretamente em
outro campo de estudo da quimica verde, que sdo os métodos de preparo de amostras.
Nessa etapa podem ocorrer perdas dos analitos, contaminagdes que afetam o resultado da
analise, ademais, € a etapa que consome maiores volumes de reagentes e produz a maior
parte dos residuos quimicos (ROCHA et al., 2013; TOBISZEWSKI et al., 2009). Além
disso, processos de extracdo geralmente usam solventes organicos volateis e toxicos,
representando perigo a satde humana e ao ambiente. Por conta disso os DES se tornaram
candidatos promissores para substitui-los (ANASTAS,1999; ANASTAS P. &
KIRCHOFF, 2002; DE ALMEIDA PONTES et al., 2021).

Desta forma, o presente estudo descreve a aplicacdo de diferentes NADES a
base de acido malico, acido citrico, xilitol e agua utilizando metodologias verdes de
preparo de amostras, sendo elas a extragcdo assistida por radiacdo micro-ondas (MAE) e
extracdo assistida por ultrassom (UAE). A aplicacdo foi baseada em um planejamento
fatorial do tipo Doehlert para avaliacdo da melhor condi¢@o de extrag¢do para As, Cd, Cr
¢ Pb mediante determinagdo dos teores por ICP-MS. E valido ressaltar que a sintese e
caracterizacdo dos solventes foram previamente otimizadas por Santana e colaboradores
(2020). A formagdo do solvente a partir de ligagcdes de hidrogénio foi avaliada por
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier, calorimetria diferencial
exploratoria, termogravimetria, densidade e viscosidade. As medidas de densidade e
viscosidade foram realizadas novamente com o intuito de avaliar se os valores estavam
coerentes com os descritos por Santana et al. (2020), indicando a formacgao do solvente

eutético.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Quimica verde e quimica analitica verde

Estima-se que o conceito de quimica analitica verde surgiu a partir de 1987,
num congresso em Paris (Euroanalysis VI) onde Malissa apresentou as primeiras ideias
sobre mudangas em diretrizes da quimica analitica com abordagens historicas e conceitos
ecologicos. Essas ideias corroboraram as de Pimentel que, em 1985, dissertou sobre o
impacto da quimica na saude do planeta e como os efeitos das praticas analiticas no
ambiente deveriam ser pensados (ARMENTA et al., 2008).

Por conta disso, a preocupagao ambiental com relagdo a quimica e o ambiente
se intensificou a partir da década de 90, evidenciada a partir de 1995 com publicacdes
relacionadas a: 1) redug¢dao no uso de solventes para o pré-tratamento de amostras; ii) a
redugdo de solventes toxicos empregados nas medigdes; iii) o desenvolvimento de
métodos analiticos diretos ou alternativos; iv) a miniaturizagao ¢ automagao dos sistemas
de medicdo para evitar perdas; v) o desenvolvimento de compostos seguros; vi) o
desenvolvimento de condigdes reacionais que visam obten¢do de maior rendimento ¢ a
menor geragao de subprodutos e vii) a minimizagao do consumo de energia (ANASTAS,
1999; ANASTAS & KIRCHOFF, 2002; PRADO, 2003; ARMENTA et. al, 2008).

A implementacdo dos principios da QV na quimica analitica ¢ muito
importante pois suas ferramentas permitem a deteccdo, medicdo e monitoramento de
contaminantes (ANASTAS & KIRCHOFF, 2002). Gatuszka e colaboradores
desenvolveram uma releitura dos principios da Quimica Verde propostos por Anastas e
Warner a fim de adequéa-los a quimica analitica. O resultado foi a publicacdo dos

chamados “12 Principios da Quimica Analitica Verde”, descritos na Tabela 1 abaixo:
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Tabela 1 - 12 Principios da Quimica Analitica Verde

Numero Principio

1 Técnicas analiticas diretas devem ser priorizadas a fim de evitar pré-

tratamento de amostras

2 Buscar tamanho e quantidades minimas de amostras
3 Realizag¢do de medigdes in situ

4 Integragdo de processos e operacgdes analiticas

5 Sele¢ao de métodos miniaturizados e automatizados
6 Evitar formacao de derivados

7 Diminui¢do do volume de residuos e tratamento de forma apropriada
8 Priorizar métodos de analise multielementares

9 Minimizag¢do do uso de energia

10 Utilizagao de reagentes oriundos de fontes renovaveis
11 Eliminagao ou substituicdo de reagentes toxicos

12 Aumento da seguranca do operador

Fonte: Elaborado pelo autor

Geralmente,  “compostos”  (reagentes/produtos/residuos)  perigosos
apresentam certas propriedades fisico-quimicas como: explosividade, inflamabilidade e
corrosividade. Além disso podem provocar efeitos toxicos agudos e/ou cronicos, varios
tipos de cancer e danos ao DNA. Esses compostos podem causar desde intoxicacdo de
plantas e animais até danos na atmosfera, deplecdo de recursos ambientais ¢ mudangas
climaticas (ANASTAS, 1999).

No entanto, a quimica analitica verde enfrenta desafios no que faz mencgao a
sinergia entre os aspectos sustentaveis e as necessidades dos métodos de validagdo como

sensibilidade, seletividade, limites de deteccdo e de quantificagcdo, robustez, precisao e

18



eficiéncia. E também com aspectos praticos (custos, impacto social e geografico) em
relacdo aos dados, materiais, reagentes, residuos gerados, custo de energia e tempo de
analise. O ideal seria encontrar um equilibrio entre os pardmetros de validacdo e o aspecto
sustentavel do método (GALUSKA, 2013; NOWAK etal., 2021; PLOTKA-WASYLKA
etal., 2021).

A quimica verde tem sido reconhecida internacionalmente pelos beneficios
que tem agregado ao ambiente, saude humana e processos industriais. Os métodos
analiticos verdes tém atraido muita atengdo desde o ano 2000, isso pode ser observado
pelo aumento consideravel de trabalhos publicados a cada ano (ANASTAS e
KIRCHOFF, 2002; ARMENTA, 2008; GALUSKA, 2013; ARMENTA et al., 2015). Foi
possivel observar que o nimero de publicagdes tratando dessa temdtica aumentou de
forma consideravel, como apresentado na Figura 1, elaborada com base em pesquisa on-
line realizada dia 07 de setembro de 2022 no banco de dados do site Web of Science©,
buscando pelo termo “green* chemistry™®”.

Figura 1- Numero de publicagdes nos ltimos 10 anos para o termo “green* chemistry”,
segundo o Web of Science©
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Fonte: Elaborado pelo autor

No Brasil, estudos envolvendo esta areca estdo sendo desenvolvidos e
ganhando espago de forma significativa nos ultimos anos (GOMES et al., 2018). Isso
pode ser observado na Figura 2. Apesar de serem poucas publicagdes em comparagdo ao
montante publicado ao redor do mundo, foi notavel o crescimento da produgdo cientifica

empregando os principios da quimica verde no Brasil, ¢ foi observado também um
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aumento significativo no nimero de trabalhos relacionados a quimica verde nos ultimos

dez anos no Brasil.

Figura 2 - Numero de publicagdes nos ultimos 10 anos, no Brasil, para "green
chemistry", segundo o Web of Science©
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Fonte: Elaborado pelo autor

Estudos e inovacdes estdo sendo realizados para aprimorar conceitos
estabelecidos pela quimica analitica verde para que possam atender as necessidades que
analises exigem. Nowak e colaboradores (2021) elaboraram um conceito e um algoritmo
considerado como extensao da quimica analitica verde, chamado de “Quimica analitica
branca” (WAC, do inglés White analytical chemistry). A ideia da WAC estd baseada em
12 principios que buscam avaliar o método em trés categorias principais representadas
pelas cores vermelho, verde e azul (RGB, do inglés Red, Green e Blue).

A cor vermelha representa critérios analiticos como escopo de aplicagao,
limites de detecgdo, de quantificacao, precisao e eficiéncia. A cor verde esta relacionada
com a toxicidade dos reagentes, geracdo de residuos, eficiéncia energética, impactos
ambientais e seguran¢a do operador e a cor azul direciona-se a aspectos praticos, como
relagdo entre custo, eficiéncia e tempo, requisitos como tempo de andlise, fluxo de
trabalho e facilidade operacional. Os 12 principios sao divididos igualmente entre as cores
(quatro principios de cada), que ao serem misturadas formam a cor branca, ou seja,
significa a escolha de um método balanceado. A aplicacdo do algoritmo ¢ feita por uma
planilha elaborada pelos autores, que apresentaram informacdes sobre como aplicar os

conceitos da WAC.

20



Ainda existem outras formas de avaliar o quao “verde” um método analitico
¢. Entre essas métricas que podemos citar o NEMI, GAPI e Analytical Eco Scale (SAJID,
M., & PLOTKA-WASYLKA, J. 2022). O NEMI (do inglés, National Environmental
Methods Index) ¢ uma das primeiras ferramentas utilizadas para determinar a viabilidade
ambiental de procedimentos analiticos, consiste na aplicagdo de critérios como forma de
identificar métodos quimicos que usam solventes mais verdes e que minimizam a geragao
de residuos (KEITH et. al, 2007; TOBISZEWSKI, M., 2015).

A Analytical Eco Scale ¢ uma das ferramentas mais utilizadas e funciona a
partir de um sistema de penalidades. O método inicia com 100 pontos que podem diminuir
a medida que estiverem em desacordo com os parametros avaliados pela métrica. A partir
da eco-scale ¢ possivel avaliar de forma simples, a toxicidade dos solventes, consumo
energético e geragao de residuos (GALUSKA et al., 2012; SAJID, M., & PLOTKA-
WASYLKA, J. 2022).

O GAPI (do inglés, Green analytical procedure index) ¢ uma ferramenta
elaborada por Plotka-Wasylka em 2018 cujo objetivo ¢ analisar o carater ambiental de
um método analitico que se busca aplicar. O GAPI ¢ reconhecido por ser uma das
ferramentas mais completas para avaliagao de quao “verde” um método analitico €. Possui
um excelente diferencial pois abrange desde as etapas de amostragem até a determinagao
final, com isso ¢ possivel identificar “pontos fracos” do método, riscos ambientais através
de uma visualizagao grafica simples de pentagramas coloridos de verde, amarelo e/ou
vermelho (GAMAL et al., 2021).

A utilizagdo de uma ou mais métricas ¢ de suma importdncia no
desenvolvimento de novos compostos sustentdveis, no caso dos solventes, e também na

otimizacdo de novas metodologias analiticas.

2.2. Contaminantes inorganicos

Para Okereafor (2020), o termo ‘“contaminante inorganico” ¢ utilizado para
descrever “qualquer espécie de origem natural que nao pode ser degradado ou destruido,
mas que sua toxicidade ¢ conhecida para humanos”. Por mais que alguns elementos sejam
essenciais a vida humana em baixas quantidades (Fe, Zn, Cu, Cr, Co, Mn), existem outros
que apresentam toxicidade em qualquer nivel de concentragdo, como Pb, Ni, Cd, As e
Hg. Por exemplo, de um lado tem-se ions de Fe (II) que participam do processo de
respiragdo e transporte de oxigénio entre tecidos e de outro, existem ions de As (III, V)

podem inibir a respiracdo mitocondrial, causar cancer e morte celular (FERREIRA et al,
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2019). Mesmo que esses contaminantes inorganicos estejam presentes de forma natural
na crosta terrestre, a contamina¢do do ambiente e exposi¢cdo humana ¢ majoritariamente
resultado de atividades antropogénicas, com énfase nas industrias: de tintas, alimenticias,
tecnologicas, farmacologicas, de insumos agricolas, metalurgicas, mineradoras, dentre
outras (GOK et al, 2008; OKEREAFOR et al, 2020).

Os contaminantes inorganicos podem produzir efeitos deletérios quando ingeridos
durante um longo periodo, mesmo que em baixas concentragdes. Eles podem afetar a
regulacao da pressao osmdtica, interacoes eletrostaticas e cofatores que realizam suporte
para estabilizar macromoléculas e enzimas, ou seja, afetam intrinsecamente os processos
bioquimicos do individuo exposto (ARMENTA et al, 2008; TOKALIOGLU et al, 2010).
Além disso, a presenca excedente desses elementos no ambiente pode: intensificar sua
acumulagdo nos diversos compartimentos ambientais (agua, solo, ar e sedimento),
contaminar reservas de agua potavel e causar bioacumulagdo em animais, micro-
organismos aquaticos e plantas. Logo, cereais, vegetais e outras fontes de nutrientes
relacionadas ao solo se tornam vias de exposi¢do, porém, os contaminantes também
podem ser inseridos em alimentos durante processamentos industriais ou por manuseio
inadequado (OKEREAFOR et al, 2020; JI et al, 2021; ROMAN-OCHOA et al, 2021).

O arsénio ¢ um semimetal que pode ser encontrado naturalmente no ambiente
sob formas inorganicas, como arsenito (As™), que é a sua forma mais téxica, e arsenato
(As™). E sob formas organicas, como o 4cido dimetilarsinico (DMA) e 4acido
monometilarsonico (MMA), que s@o menos toxicas em relagdo as espécies i0nicas. As
espécies derivadas de arsénio podem provocar inibi¢do do DNA mitocondrial, afetando a
sintese de adenosina-tri-fosfato (ATP), mutagdes no DNA, além de cancer e morte celular
(OKEREAFOR, 2020). Nao obstante, a exposi¢ao cronica ao As pode provocar danos ao
figado, bexiga, ao trato gastrointestinal e pode ser absorvido pelo organismo
principalmente por alimentos contaminados devido a sua capacidade de bioacumulagdo
em tecidos animais e vegetais (FERREIRA, 2019).

O cadmio pode ser encontrado em rochas sob a forma de sulfetos que ao
serem queimados formam 6xidos. O Cd apresenta toxicidade similar ao mercurio, pode
provocar danos ao figado, rim, placenta, cérebro e ossos. Os efeitos mais comuns a
intoxicacdo por Cd sdo nduseas, dores abdominais, vomito, fraqueza muscular e em casos
extremos pode causar morte ¢ edemas nos pulmdes afetando os alvéolos e bronquiolos.
Espécies de Cd também j& foram associadas a osteoporose e infarto cerebrovascular

(OKEREAFOR, 2020).
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O chumbo estad presente em uma série de processos industriais, como sintese
de 6leos, tintas, mineragdo, agroquimicos, etc. E um dos contaminantes que pode permear
pela cadeia alimentar devido ao seu aspecto bioacumulativo e biomagnificativo. O Pb
pode causar danos a plantas, solo e organismos. Os efeitos toxicos sdo amplos, desde
dores abdominais, vertigem, fraqueza muscular até hipertensdo, danos neurologicos e
psicose. A principal via de exposi¢do ao Pb seria por inalagdo e ingestdo de agua e
alimentos contaminados. Ao ser ingerido, o Pb reduz a sintese proteica, afeta 0ssos,
sistema cardiovascular e orgdos reprodutores a nivel de exposi¢do cronica (KUMAR;
OKEREAFOR, 2020).

O cromo ocorre naturalmente na forma de o6xidos, em dois estados de
oxidacdo, trivalente e hexavalente. O ion Cr (III) ¢ mais estavel que o Cr (VI), este por
sua vez apresenta toxicidade mais elevada. As espécies de Cr podem causar cancer no
trato respiratdrio, necrose, alteracdes bioquimicas no plasma sanguineo e uma série de
efeitos deletérios assim como os metais supracitados. As principais vias de exposi¢do do
Cr sdo por via dérmica e inalacdo de vapores toxicos, estes relacionados principalmente
a funcionarios de industrias, por exemplo. Os quais que estdo expostos diretamente a

vapores de Cr (SAFETY, 2011).

2.3. Solventes eutéticos naturais profundos (NADES)

Os solventes eutéticos profundos (DES) surgiram a partir do ano 2000, e sdao
formados por dois precursores sendo, um doador de ligagdes de hidrogénio (HBD) e outro
aceptor de ligacdes de hidrogénio (HBA). Essa interagdo ocorre juntamente a forcas de
Van der Waals e forcas eletrostaticas (DAI et al., 2013). Geralmente a mistura ¢ formada
por um sal de amdnio quaternario (HBA) com algum outro composto HBD que possui
grupos alcoois, carboxilicos, aminas ou amidas. A interagdo entre os componentes HBD
¢ HBA resulta na diminuicdo da forca eletrostatica e portanto, na redu¢ao do ponto de
fusdo da mistura a um valor inferior a dos precursores separados (ABBOTT et al., 2003).

O termo NADES foi apresentado por Choi e colaboradores (2011) e se aplica
a alguns tipos de DES formados a partir de fontes naturais e constituintes celulares, como
acucares, acidos organicos, alcoois, derivados de colina, aminoacidos, dentre outros
(ESPINO et al., 2016). Os NADES apresentam vantagens como sintese simples sem
necessidade de etapas de purificacdo ou separagdo, perfis de toxicidade aceitdveis,
volatilidade desprezivel, baixo custo, menor consumo energético de sintese, elevada

estabilidade térmica e sdo considerados sustentaveis e biodegradaveis. Esses fatores sdo
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muito importantes do ponto de vista ambiental e econdmico, além de atender os critérios
estabelecidos pela Quimica Verde. As propriedades fisico-quimicas dos NADES, como
densidade, viscosidade e polaridade, sdo ajustaveis dependendo dos precursores
utilizados.

Apesar dos estudos de NADES e DES serem recentes, existe um crescente €
notavel interesse da comunidade cientifica em relagdo a essa classe de solventes, como
pode ser observado na Figura 3 a partir de uma pesquisa realizada no banco de dados do
site Web of Science©, buscando pelo termo “Deep Eutectic Solvent” OR “Natural Deep
Eutectic Solvent”, em 07 de setembro de 2022.

Figura 3 - Numero de publicagdes nos ultimos dez anos para “Deep Eutectic Solvent”
OR “Natural Deep Eutectic Solvent”, segundo o Web of Science©
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Fonte: elaborado pelo autor

A escolha dos componentes ¢ de grande importancia e deve-se levar em
consideragao a quantidade de grupos doadores e receptores de ligagdo de hidrogénio
presentes na estrutura quimica, pois estes influenciam significativamente a estabilidade
dos NADES, ou seja, estruturas ricas em grupos hidroxilas, carboxilas e carboxilicos
permitem a formacao de mais ligacdes de hidrogénio e consequentemente aumenta a
estabilidade dos solventes (DAI et al., 2013; ESPINO et al., 2016).

Neste trabalho foram sintetizados NADES a partir de combinagdes entre os
acidos organicos malico e citrico juntamente ao xilitol. O xilitol (CsHi20s) ¢ um
polidlcool de estrutura aberta que ¢ um adogante muito utilizado na industria alimenticia

como substituto da sacarose principalmente por ser menos calérico. Além disso, ¢ obtido
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da xilose, que ¢ considerada uma “molécula de plataforma” (tradugao livre) no sentido de
que ¢ possivel obter uma série de moléculas como: xilitol, propilenoglicol, etilenoglicol,
glicerol, 4cido latico e uma mistura de hidroxifuranos (DELGADO ARCANO et al.,
2020).

O 4cido citrico ¢ um acido tricarboxilico (CsHgO7) € um metabdlito comum
em plantas, animais e estd presente em sucos de frutas. Também ¢ muito utilizado na
industria como anticoagulante, mascador de sabor, também possui aplicagdes biomédicas
(ANGUMEENAL, A. R., & VENKAPPAVVA, D., 2013). O acido malico C4HeOs € um
acido dicarboxilico encontrado principalmente em frutas como maga e péra. Também
apresenta aplicagdes na industria alimenticia como aromatizante, acidulante e como
aditivo alimentar e, por fim, possui um grande potencial em aplicagdes biotecnoldgicas e
farmacéuticas na regeneragao e higienizagao de ferimentos (LEE J. W., 2011).

As combinagdes de componentes para formacdo de NADES e DES sdo
praticamente ilimitadas e, portanto, oferecem uma série de oportunidades no
desenvolvimento de métodos analiticos. Por conta da sua versatilidade, velocidade de
preparo e capacidade de extracdo, ¢ perceptivel que existe um interesse crescente na
comunidade cientifica em relagdo a esses solventes, evidenciado no amplo registro de
publicagdes em extragdes de compostos organicos e inorganicos, biocatalise, analise de
materiais, analises eletroquimicas, biotecnologia, sistemas de entrega de medicamentos,
dentre outros (ESPINO et al., 2016; FLORINDO et al., 2019; SHAFIE et al., 2019; HAQ
etal., 2021).

De Almeida Pontes e colaboradores (2021) aplicaram DES a base de cloreto
de colina (HBA) e 4cido carboxilicos (citrico, malico, maldnico e acético) com adi¢do de
agua para extragao de compostos fendlicos em folhas de oliveira. Apos o preparo dos
solventes por agitacao e aquecimento, os pesquisadores avaliaram densidade, viscosidade
e capacidade de extragcdo dos DES por UHPLC-MS. A capacidade de extracdo dos DES
foi comparada com a extracdo por etanol, um solvente muito utilizado nesse tipo de
analise. Constatou-se que os DES, com 50% de 4gua e a 54 °C, extrairam duas vezes mais
compostos fendlicos que o etanol, com destaque para o solvente [Ch]Cl:4cido acético que
extraiu 15% de oleuropeina a mais que o etanol.

Chen e colaboradores (2021) extrairam flavonoides em duas espécies de
Rubia (Rubia truppeliana e R. cordifolia) com DES a base de cloreto de colina e acidos
malico e latico, glicerol, glicose e ureia por UAE. A determinacdo foi feita por

espectrofotometria na regido do UV-Visivel. Apds a avaliacdo das propriedades das
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misturas estudadas, concluiu-se que a mistura eutética [Ch]Cl:acido latico apresentou
menor viscosidade e notou-se que o solvente penetrou de forma mais efetiva no tecido
vegetal, ou seja, possibilitou maior eficiéncia de extracdo. Além disso foi observado que
o rendimento da extragdo aumentou com a adicdo de dgua (no intervalo de 10-30 % em
relacdo a massa de solvente) e superou a extracao utilizando etanol.

Um estudo publicado por Sukor e colaboradores (2021) relatou a aplicacao
de UAE juntamente a DES para extra¢ao de acido tanico em cascas de cebola. Os DES
foram formados a partir de cloreto de colina e ureia na razao molar 1:1. A analise foi
realizada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de tempo de voo
(LC-QTOF/MS). O solvente eutético apresentou capacidade de extragdo superior ao
solvente convencional empregado. O DES extraiu 641,16 + 0,01 ug g de 4cido tanico,
enquanto o metanol extraiu 368,99 + 0,02 ug g

Popovic e colaboradores (2022) sintetizaram NADES a partir de cloreto de
colina, frutose, acido malico, ureia e com 20% de teor de agua (propor¢do molar 1:1) para
extracdo de polifendis em bagago de cereja azeda por HPLC-PDA. Os solventes foram
sintetizados por agitacdo e aquecimento, radiacdo ultrassonica e radiacdo micro-ondas.
Os pesquisadores conseguiram sintetizar NADES em cerca de 30 segundos utilizando um
micro-ondas doméstico. A extragdo foi realizada pelos trés métodos e comparada com um
solvente convencional. Os resultados indicaram excelente capacidade de extragdo dos
NADES para antocianinas por radiacdo micro-ondas com destaque para a mistura
ChCl:acido malico que foi 62,33 % mais eficiente que o solvente convencional.

Moreira e colaboradores (2020) realizaram a extragdo de As e Cd por NADES
em amostras ambientais por [ICP-MS. NADES a base de 4dcido malico, xilitol e 4gua com
extracdo por UAE. A precisdo da extragao foi avaliada a partir de comparagao com outros
métodos. As concentragdes de Cd em peixe e molusco obtidas foram abaixo do limite de
quantificacdo enquanto de As variaram entre 1,88-12,0 ug g, excedendo os valores
maximos recomendados.

Os métodos para determinagdo de contaminantes vém sendo estudados
juntamente a procedimentos de preparo de amostra, uma vez que essa ¢ uma das etapas
mais criticas e que afetam drasticamente o resultado analitico (ARMENTA et al., 2015;
GONZALEZ et al., 2009, 2017; MOREIRA et al., 2020). E ¢ possivel observar que para
aplicagoes de elementos inorganicos ainda € pouco explorada na literatura, o que justifica

este projeto de pesquisa e amplia tais usos destes solventes em tecido vegetal.
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2.4. Métodos de preparo de amostra

A etapa de preparo de amostra ¢ de extrema importancia € quase que
indispensavel na maioria dos métodos analiticos. Nessa etapa, a qualidade dos resultados
obtidos ¢ sempre avaliada, sendo que ¢ a principal fonte de erros sistematicos e aleatorios.
Os métodos de preparo de amostra mais utilizados incluem etapas de homogeneizacao,
filtragdo, centrifugagdo, limpeza, extracdo, pré-concentragdo e ou derivatizagdo
(ARMENTA et al., 2015; GONZALEZ et al., 2017).

Métodos convencionais geralmente usam radiacdo micro-ondas (digestao
acida assistida por radiacdo micro-ondas —- MWAD) para o aquecimento do solvente e da
amostra por movimento de ions e de rotagao de dipolos (MOLDOVEANU; DAVID,
2015). Além disso, essa técnica € muito utilizada por conta da diminuigdo significativa
no volume de solventes e reagentes, baixos tempos de extracdo e consumo de energia e
ainda, o emprego de frascos fechados resulta na redugdo ou inexisténcia de perdas por
volatilizag¢do e contaminagdes, aumentando a eficiéncia de extragao.

A radiagdo micro-ondas pode ser empregada com acidos oxidantes ou
misturas de acido nitrico com peréxido de hidrogénio, sendo conhecida como digestao
acida assistida por radiagdo micro-onda (MW-AD). O HNO3; ¢ muito utilizado por
apresentar manipulagdo simples e possuir elevada capacidade oxidante. A aplicagcdo de
acidos diluidos tem atraido a atengdo por conta da menor geracao de residuos, nao
necessitarem de fatores de diluigdo severos antes da determinacdo e apresentam
resultados interessantes para extracdo de uma série de amostras (KRUG, 2001;
GONZALEZ et al., 2009; MOREIRA et al., 2020). Gonzalez e colaboradores (2017)
realizaram a determinagio de impurezas (°As’,Cu*, 2Cr", 3*Ni*, ?%Pb" e °'V") em
medicamentos e matérias-primas por ICP-MS. A extracdo foi realizada por radiagdo
micro-ondas empregando 4cido nitrico diluido (7 e 14 mol L'') (MW-AD) com posterior
determinagao por ICP-MS. Os valores de recuperacao encontrados estdo na faixa de 85,6-
132 % com concentragdes obtidas na faixa de ug kg™'. Pinheiro e colaboradores (2019)
aplicaram o método de digestdao acida assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD)
como preparo de amostras de suplemento alimentar com solucdes diluidas de 4cido nitrico
para posterior determinacao de As, Cd, Hg e Pb por ICP-MS. Os pesquisadores utilizaram
trés métodos de calibracao para corregdo de efeitos matriciais e aplicaram o planejamento
fatorial do tipo Doehlert para avaliar os resultados de desejabilidade global com relagao

a acidez residual, carbono organico dissolvido e recuperagdes dos analitos. Foi possivel
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obter valores de recuperacao na faixa de 82 a 125 % e os valores de As, Cd e Pb, em oito
amostras das dez avaliadas, apresentaram valores menores que os limites estabelecidos
pela legislacao.

Para o desenvolvimento de metodologias por extragdao assistida por micro-
ondas (MAE), a poténcia de radiacdo, a natureza do solvente e da amostra e a temperatura
e pressdo aplicadas sdo fatores que devem ser otimizados durante o procedimento
analitico (ARMENTA; GARRIGUES; GUARDIA, 2015).

A extracdo assistida por ultrassom (UAE) ¢ considerada uma excelente
alternativa aos métodos convencionais. A extracdo ¢ realizada a partir do efeito de
cavitagdo acustica provocado pelas ondas ultrassdnicas para romper os tecidos vegetais,
quebrar a membrana celular e reduzir as limitagdes de transferéncia de massa. A
sonicacao favorece um contato eficiente entre o solido e o agente extrator geralmente
resulta em uma boa recuperagao do analito (ARMENTA et al., 2015; ZENG, et al., 2017;
SUKOR et al, 2021). A UAE estd de acordo com os principios da quimica verde, uma
vez que usam baixas quantidades de solventes, menor tempo de extragdo, menor
temperatura, facilitam a solubilidade do s6lido e possibilitam maior reprodutibilidade
experimental (RUTKOWSKA; NAMIESNIK; KONIECZKA, 2017).

A UAE empregando solventes eutéticos tém sido estudada principalmente na
extracdo de compostos orginicos em amostras liquidas, mas alguns trabalhos ja
empregam para amostras solidas e extragdo de analitos inorganicos (CUNHA;
FERNANDES, 2018). Wu e colaboradores (2021) empregaram DES como solvente
extrator em UAE para determinacdo de antioxidantes naturais em folhas de Polygonum
aviculare. Turker e colaboradores (2021) relataram um método UAE para determinagao
de antocianinas em amostras de cenoura preta, mediante o uso de DESs a base de cloreto
de colina e apresentou resultados satisfatorios de extracdo. Ji e colaboradores (2021)
aplicaram solventes eutéticos hidrofobicos a base de acido latico e derivados de colina
em micro extracao assistida por ultrassom (UAE) para determinagdo de arsénio e cddmio
em amostras de vinho por espectroscopia de absorcao atdmica com chama (FAAS), e
obtiveram limites de detec¢do satisfatorios e valores de recuperagdo na faixa de 90,6 —
103,6 %.

DES a base de cloreto de colina foram empregados em MAE para extragao
de compostos fendlicos em residuos de cervejaria. Avaliou-se preliminarmente quatro
DESs e sua eficiéncia na extragdao, sendo que os melhores resultados foram observados

para o solvente cloreto de colina:glicerol. A partir do estudo preliminar, os parametros
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para extracao como temperatura, tempo, poténcia do micro-ondas e relagado solido-liquido
foram estudados e otimizados. O solvente apresentou Otima eficiéncia de extragdo,
melhor que o solvente organico metanol (80 % v v'') que ja era utilizado (LOPEZ-
LINHARES, 2020).

Ku Ren e colaboradores (2021) utilizaram DES a base de cloreto de colina
como solvente extrator juntamente com MAE para extrair lignina e hemicelulose de
madeira, com o intuito de facilitar a inser¢do de um polimero de imida na estrutura da
madeira para melhorar as suas propriedades como supressdo de fogo e isolamento
térmico. O procedimento foi eficiente e rapido, e a modificagao da madeira foi realizada
com sucesso ¢ as propriedades do material foram aprimoradas.

Craveiro e colaboradores (2021), sintetizaram dois NADES a partir da
combinacdo de glicose:ureia:prolina na propor¢ao molar de 1:1:1 e prolina:glicose na
propor¢ao molar de 5:3. A sintese foi realizada por agitagdo e aquecimento com posterior
caracterizagdo fisico-quimica dos solventes por FTIR-ATR, calorimetria diferencial de
varredura e microscopia Optica polarizada com o intuito de comprovar a formacao dos
NADES. Os solventes foram aplicados como agentes de preservacdo criogénicos em
células a partir de monitoramento por DSC e apresentaram potencial satisfatorio devido
a baixa toxicidade em relagdo a outros solventes, alteracdo de temperatura de cristalizagao
e do tamanho dos cristais.

Como pdde ser observado, existe uma crescente pesquisa de métodos verdes
de extracdo baseados nos principios da GAC. Esse aumento de publicagdes tem
influenciado mudangas em conceitos e praticas analiticas (ARMENTA et al., 2015), e
para aplica¢des em analitos inorganicos o campo de pesquisa ainda ¢ incipiente e estd em
expansado. Por conta disso, o presente trabalho buscou aprimorar a aplicagao de NADES,
que sao solventes que atendem os requisitos da quimica analitica verde, buscando a
eliminagdo e/ou reducdo de reagentes toxicos nas andlises juntamente a um alto potencial

de atuarem como solventes extratores.

3. OBJETIVO
O objetivo do presente estudo foi a aplicacao de solventes eutéticos naturais
profundos a base de acido malico, acido citrico, xilitol e agua em processos de extragao
em métodos verdes (MAE e UAE) para determinagdo de As, Cd, Cr e Pb por
espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) em amostras

vegetais e alimenticias.
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4. MATERIAIS E METODO

4.1. Vidrarias, reagentes e amostras

As vidrarias, frascos, tubos, ponteiras e outros materiais que foram utilizados
na parte experimental deste trabalho foram previamente lavados com Extran®, detergente
livre de metais e em seguida, descontaminados em banho 4cido contendo HNO3 10 % (v
v'1) por 24 horas e enxaguados com agua deionizada (18,2 MQ cm) purificada em sistema
Milli-Q® (ICW-300, Merck KgaA, Alemanha) e secos a temperatura ambiente. Acido
nitrico foi previamente subdestilado em sistema de subebuli¢do (subCLEAN PTFE,
Milestone, Italia). Os NADES foram sintetizados usando acido 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 otimizagdo dos métodos de preparo de amostras e avaliagdo da acurécia dos
resultados foi avaliada mediante o uso do material de referéncia (MRC) de capim-
forrageira Brachiaria brizantha cv. Marandu (EMBRAPA, FO-01/2012) produzido pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa, Brasil).

Solugdes padrio individuais contendo 1000 + 2 mg L™ para arsénio, cadmio
e chumbo e 1001 + 4 mg L™! para cromo (Fluka® Analytical traccCERT® CRM:s for ICP-
MS) em HNO; 1 % v v'! (Sigma Aldrich EUA). Essas solu¢des foram empregadas no
preparo das solugdes padrao para a construcao das curvas analiticas de calibracdo. As
solugdes foram preparadas a partir de dilui¢cdes simultaneas e a curva linear de trabalho

para as solugdes de calibracio foi de 0,1a 15 ug L,
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4.2. Sintese e caracteriza¢ao dos NADES

Os NADES foram sintetizados empregando agua ultrapura, DL- &cido
malico, acido citrico e xilitol a partir de propor¢des previamente otimizadas e
caracterizadas (SANTANA et al., 2020). A Tabela 2 apresenta as estruturas moleculares

e propriedades destes reagentes.

Tabela 2- Propriedades e estrutura molecular dos precursores dos NADES

Reagentes Pureza  Peso molecular Densidade Estrutura molecular
Acido citrico 99,5 192,12 1,66 O OH O
HO OH
O~ OH
DL -Acido malico 99,0 134,09 1,61 e
HO
OH
O OH
Xilitol 99,0 152,15 1,52 HO
Ho/\‘/H/\OH
HO HO

Fonte: Elaborado pelo autor

Foram sintetizados dois solventes a partir dos precursores apresentados,
sendo o NADES 1 formado por acido citrico, xilitol e dgua (AC:Xil) e o NADES 2
formado por acido malico, 4cido citrico e dgua (AM:AC). A propor¢do dos precursores
para sintese dos solventes foi determinada em razio massa/massa (m m™), sendo 42:13:45
para o NADES 1 (para acido citrico, xilitol e dgua, respectivamente) e 42:13:45 para o
NADES 2 (para acido citrico, acido malico e agua, respectivamente). Estes valores foram
escolhidos a partir do planejamento de misturas descrito por Santana e colaboradores
(2020) que avaliou a melhor propor¢cdo dos precursores para sintese dos solventes
considerando as respostas densidade e viscosidade.

A sintese foi realizada por meio de agitacdo magnética a 220 rpm e 50°C por
2h conforme o método descrito por DAI e colaboradores (2013) e Santana (2019). Apos
o liquido limpido e transparente ser formado, colocou-se o solvente em tubos conicos que

foram identificados e armazenados em dessecador a temperatura ambiente.
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4.3. Medidas de densidade e viscosidade

Medidas de densidade e viscosidade foram realizadas para todos os NADES
sintetizados, as medigdes foram realizadas em triplicata.

As densidades dos solventes foram determinadas em picndmetro previamente
calibrado com agua a 25 °C e balanga analitica com precisdao de + 0,0001 g (Modelo
AG200, Gehaka, Brasil). Os valores foram determinados pelo céalculo de densidade,
conforme apresentado na Equacdo 1, sendo m (em g) ¢ a massa e v (em mL) € o volume

de NADES.

Densidade (p) == Equacéo (1)

v

As medigdes de viscosidade dos NADES foram realizadas empregando um
viscosimetro Cannon-Fenske calibrado com agua, a uma temperatura de 25 °C. Os valores
foram determinados por meio da Equacgao 2, sendo d1 e t1 sdo a densidade e o tempo de
fluxo da agua, d2 e t2 sdo a densidade e o tempo de fluxo dos NADES e n representa o

valor da viscosidade da dgua a 25 °C.

Viscosidade (1) = % . Equagdo (2)

4.4. Otimizacdo dos métodos UAE e MAE por meio de planejamentos do tipo
Doehlert

Planejamentos experimentais do tipo Doehlert foram utilizados para avaliar
os efeitos das variaveis tempo de extragao (min), temperatura (°C) e razao entre massa de
amostra por volume de solvente extrator — razio m/v — (mg mL™!) na extracdo de As, Cd,
Cr e Pb em amostras de tecido vegetal (MRC Marandu) em condi¢cdes MAE e UAE. Trés
repeticoes no ponto central foram realizadas para estimar o erro aleatério e avaliar
superficies de respostas. Para realizagdo da MAE foram considerados sete niveis fatoriais
para a varidvel temperatura (80, 90, 100, 110, 120, 130 e 140 °C), cinco niveis fatoriais
para a variavel tempo (30, 40, 50, 60 e 70 minutos) e trés niveis fatoriais para a variavel
m/V (40:1, 60:1, 80:1 mg mL™).

Para UAE foram considerados sete niveis fatoriais para a varidvel tempo (10,
20, 30, 40, 50, 60 e 70 minutos), cinco niveis fatoriais para a variavel temperatura (30,
35, 40, 45 e 50 °C) e trés niveis fatoriais para a variavel m/v (10:1, 30:1, 50:1 mg mL™).
A exatiddo do método (% de recuperagdo) foi considerada com resposta aos

planejamentos experimentais. No total foram realizados 15 experimentos para cada
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método de preparo de amostras estudado, utilizando dois diferentes NADES, de forma

randomica. A Tabela 3 apresenta os valores das variaveis estudadas para UAE.

Tabela 3— Matriz do tipo Doehlert — Fatores e niveis avaliados empregando extra¢ao
assistida por radiag¢do ultrassonica.

Matriz do tipo Doehlert

Extracdo assistida por radiagao ultrassonica (UAE)

Fatores codificados Fatores ndo codificados

Experimento Tempo Temperatura Razaom/v Tempo Temperatura Razdo m/v

(min) ©C) (mgmL™)  (min) °C)  (mgmL™)
1 0 0 0 40 40 30:1
2 0 0 0 40 40 30:1
3 0 0 0 40 40 30:1
4 1 0 0 40 50 30:1
5 0,5 0,866 0 70 45 30:1
6 0,5 0,289 0,817 50 45 50:1
7 -1 0 0 40 30 30:1
8 -0,5 -0,866 0 10 35 30:1
9 -0,5 -0,289 -0,817 30 35 10:1
10 0,5 -0,866 0 10 45 30:1
11 0,5 -0,289 -0,817 30 45 10:1
12 -0,5 0,866 0 70 35 30:1
13 0 0,577 -0,817 60 40 10:1
14 -0,5 0,289 0,817 50 35 50:1
15 0 -0,577 0,817 20 40 50:1

Fonte: Elaborado pelo autor

A UAE foi realizada mediante a pesagem das massas de amostras pré-

determinadas pelo planejamento Doehlert (sendo escolhidos 50, 150 e 250 mg para as
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razdes m/V 10:1, 30:1 e 50:1, respectivamente) e adicdo posterior a tubos conicos de 15
mL seguida de adicdo de 5 mL de cada NADES sintetizado individualmente referente ao
planejamento estudado. Essa mistura foi submetida ao banho ultrassoénico (Eco-Sonics,
Modelo Q3.0/40A, Indaiatuba, SP, Brasil) na frequéncia 40kHz pelo tempo determinado
pelo planejamento experimental. As misturas obtidas foram avolumadas para 10 mL com
agua deionizada e centrifugadas por 10 min a 4000 rpm. O sobrenadante foi separado
empregando papel de filtro quantitativo de porosidade de 25um e gramatura de 80 g m™.
Antes da analise por ICP-MS, os extratos foram diluidos 10 vezes.

Para a realizagdo da MAE adicionou-se em frascos de politetrafluoretileno
(PTFE) as massas de amostras pré-determinadas pelo planejamento Doehlert (sendo
escolhidos 200, 300 e 400 mg para as razdes m/v 40:1, 60:1 e 80:1, respectivamente) e 5
mL de NADES. As misturas foram submetidas a radiacdo micro-ondas (AntonPaar,
modelo Multiwave GO, GmbH, Austria) empregando o programa de aquecimento: (i)
dois minutos até alcancar a temperatura de aquecimento pré-determinada pelo
planejamento; (ii) permanéncia durante o tempo e temperatura pré-determinados pelo
planejamento e (ii1) resfriamento para 50 °C.

As misturas obtidas foram avolumadas para 10 mL com dgua deionizada e
centrifugadas por 10 min a 4000 rpm. O sobrenadante foi separado empregando papel de
filtro quantitativo (J. Prolab, Brasil) de porosidade de 25um e gramatura de 80 g m™.
Antes da analise por ICP-MS, os extratos obtidos por MAE para o MRC foram diluidos,
volumetricamente, 10 vezes. A Tabela 4 apresenta as varidveis e os niveis aplicados para

a MAE.
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Tabela 4 — Matriz do tipo Doehlert — Fatores e niveis avaliados empregando extracao
assistida por radiagdo micro-ondas

Extracdo assistida por micro-ondas (MAE)

Fatores codificados Fatores nao codificados

Experimento Tempo Temperatura Razdom/v Tempo Temperatura Razdo m/v

(min) ©C) (mgmL™)  (min) °C)  (mgmL™)
1 0 0 0 40 110 60:1
2 0 0 0 40 110 60:1
3 0 0 0 40 110 60:1
4 1 0 0 60 110 60:1
5 0,5 0,866 0 50 140 60:1
6 0,5 0,289 0,817 50 120 80:1
7 -1 0 0 20 110 60:1
8 -0,5 -0,866 0 30 80 60:1
9 -0,5 -0,289 -0,817 30 100 40:1
10 0,5 -0,866 0 50 80 60:1
11 0,5 -0,289 -0,817 50 100 40:1
12 -0,5 0,866 0 30 140 60:1
13 0 0,577 -0,817 40 130 40:1
14 -0,5 0,289 0,817 30 120 80:1
15 0 -0,577 0,817 40 90 80:1

Fonte: Elaborado pelo autor

4.5. Digestao acida assistida por radiacio micro-ondas (MW-AD)

As digestdes acidas foram realizadas em forno micro-ondas com cavidade de
850 W de poténcia (AntonPaar, modelo Multiwave GO, GmbH, Austria) em frascos
fechados de PTFE. Aproximadamente 100mg de amostra foi digerida com adi¢dao de

HNO; 7 mol L! (Sigma-Aldrich, EUA) e 2 mL de H2O, 30 % v v'! (Sigma-Aldrich,
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EUA), utilizando o seguinte programa de aquecimento: (i) 10 min de aquecimento até
190 °C; (i1) 40 min de permanéncia a 190 °C e (iii) resfriamento para 50 °C (SANTANA
et al., 2020). Apds as digestdes, os digeridos e os brancos foram avolumados para 25mL
antes da analise por ICP-MS. O M¢étodo foi realizado em triplicata e os resultados foram

expressos com média + desvio padrao.

4.6. Determinacao elementar por ICP-MS

Para a determinacio dos isotopos °As, ''Cd, *Cr e 2*®Pb em modo padrio e
KED (para "*As e 32Cr) utilizou-se o equipamento ICP-MS (NexION 300X, PerkinElmer,
EUA) com nebulizador Meinhard concéntrico, cAmara de nebulizagdo ciclonica e tocha
de quartzo com tubo injetor de quartzo (2,0 mm). A nebulizacdo convencional foi usada
e a vazao do gas nebulizador e o alinhamento da tocha foram ajustados de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. O ICP-MS modelo NexION 300X empregado neste
trabalho ¢ equipado com uma célula que se utiliza a estratégia de discriminacdo por
energia cinética (KED), utilizada para corrigir interferéncias espectrais. Os valores
escolhidos de vazdes de He foram escolhidos com base nos trabalhos relatados acima, e

na Tabela 5 estdo apresentadas as condi¢des de operagdo do ICP-MS.

Tabela 5 - Condi¢des Operacionais do ICP-MS para determinagio de °As, '''Cd, ¥Cr e

208py,
Pardmetros instrumentais
Poténcia de radiofrequéncia (W) 1600
Vazio do gas no plasma (L min™) 18
Vazdo do gés auxiliar (L min™') 1,2
Vazio do gas de nebulizagdo (mL min™) 0.7
Voltagem de entrada (V) -3,00
Voltagem de saida (V) -32,00
CRO* (V) -15,00
QRO® (V) -12,00
Parametros do método
Numero de varreduras por leitura (varreduras) 50
Leituras (replicatas) 1
Numero de leituras (leituras) 3
Tempo de espera (s) 25
Gas de colisao He
RPq ¢ (V) 0,25
Vazdes do gas da cela de colisdo (mL min™) 2,0;2,2¢3,0
Intervalo de calibragdo (ug L) 0,1-15
Isotopos analisados 5As, ""Cd, 32Cr e 2%°Pb
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2CRO (Cell Rod Offset): voltagem aplicada ao quadrupolo da cela de colisdo.

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

Fonte: elaborado pelo autor.

4.7. Avaliacio dos parametros de desempenho

Curvas de calibragdo externa foram preparadas por diluigdes consecutivas a
partir de solugdes estoque de °As, '''Cd, >2Cr e 2%Pb 1000 + 2 mg L' (Sigma-Aldrich,
EUA). A curva de calibracdo para analise dos extratos foi preparada em meio de NADES
1 % (v v'!), enquanto que a curva para analise dos digeridos foi preparada em meio de
HNO; 1 % (v v'!), visando garantir a compatibilizagio de matriz. Os pardmetros de
exatidao (% de recuperacdo) e precisdo (RSD) foram avaliados empregando os MRCs
apresentados no topico 4.1. A recuperacao (em %) foi calculada conforme apresentado
na equagao 3, enquanto que o RSD foi calculado baseando-se na equagdo 4 (INMETRO,
2020).

Recuperagio (%) = Cdeterminada 1)) Equagao (3)

Ccertificada

RSD(%) = —2=.100 Equagdo (4)

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinacio de viscosidade e densidade
Os valores de densidade e viscosidade medidos para os dois NADES estao

apresentados na Tabela 6 abaixo.

Tabela 6 — Valores de densidade e viscosidade para os NADES 1 e 2 a 25 °C

Solvente Densidade Viscosidade
(gmL1)? (mPas)?

NADES 1 (AC-XIL) 1,25+ 0,01 7,54 £ 0,03
NADES 2 (AC-AM) 1,26 +£0,01 5,20 +0,01

Fonte: Elaborado pelo autor.
Média + desvio padrdo (n =3).
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Os NADES, assim como os DES, apresentam valores de densidade e
viscosidade superiores ao da d4gua em temperatura ambiente por conta da extensa rede de
ligagdes de hidrogénio que afetam diretamente a mobilidade de espécies livres em meio
ao solvente eutético. Uma das limitagdes de aplicacdes dos solventes eutéticos pode ser
a viscosidade e densidade elevadas em alguns casos, por conta da sua estrutura e forcas
que atuam em meio ao solvente (MARTINS et al., 2018; QIN et al., 2020).

Estudos relatam que a adi¢ao de dgua favorece a diminui¢do da viscosidade,
melhora a seletividade da extracdo devido a diminui¢do da resisténcia interna das
moléculas, além de aumentar o rendimento e diminuir custos. No entanto, o excesso de
agua afeta negativamente o desempenho da extragdo pois pode quebrar a estrutura
molecular dos NADES. Além disso, pode-se optar pela variagdo dos precursores dos DES
e suas razoes molares ou pelo aumento da temperatura do sistema (DAI et al., 2015;
ESPINO et al., 2016; SAVI et al., 2019; DE ALMEIDA PONTES et al.,2021).

A proporgdo de dgua de 45% m m' foi escolhida por conta do trabalho
realizado por Dai (2015) e Santana (2020) que evidenciaram o enfraquecimento das
interacdes entre as moléculas de HBA e HBD pela competi¢ado por ligagdes de hidrogénio,
pela adi¢do de 4gua no sistema NADES acima de 50% (m m™'). A medida em que a 4gua
foi adicionada no sistema, as liga¢des de hidrogénio entre os precursores dos DES foram
rompidas, resultando na dissociacdo dos compostos precursores em agua, alterando as
propriedades fisico-quimicas do DES (ESPINO et al., 2016; ZHEKENOV et al., 2017).

As principais variaveis que podem afetar a estabilidade, densidade e
viscosidade do solvente sdo: tamanho das moléculas, estrutura, intensidade das forgas
intermoleculares dos precursores, temperatura, propor¢ao e porcentagem de agua. Uma
pequena mudanca de proporcao de um precursor ou a adigdo de agua pode gerar uma
mistura eutética com viscosidade proxima a um solvente organico, uma pasta gelatinosa
ou até pode ocorrer formagao de solidos (ZHANG et al., 2012; GUO et al., 2013). Dai e
colaboradores (2013) observaram que diferentes razdes molares dos precursores dos
NADES podem afetar a estabilidade do solvente, e descreveu que NADES de glicose-
cloreto de colina a razdo 2:5 teve um comportamento estavel, enquanto que para as
propor¢des 2:1, 1:1 ou 1:4 apresentaram gradual surgimento de precipitado.

Ribeiro e colaboradores (2015) ao sintetizarem DES a base de mentol (HBA)
e acidos laurico, acético, lactico e piruvico (HBD) constataram que a adigdo de agua pode
aumentar ou diminuir a viscosidade dependendo dos precursores envolvidos na mistura.

A presenca de dgua aumentou a viscosidade para misturas de mentol com: 4cido laurico
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e acético; enquanto que para a mistura com acido lactico e piruvico a reposta foi oposta,
a viscosidade diminuiu.

E preferivel que os solventes extratores apresentem menores valores de
densidade e viscosidade por conta dos fendmenos de transferéncia de massa em relagao
ao soluto alvo. Solventes com alta viscosidade levam a uma menor taxa de transferéncia
de massa e desempenho insatisfatorio de extracdo por conta da menor difusividade e
mobilidade das moléculas. Ao trabalhar com amostras de matriz vegetal, a alta
viscosidade dificulta a difusdo do solvente na matriz e resulta em baixa eficiéncia de
extracdo (DWAMENA, 2019; FUAD et al., 2021).

Além disso, ao trabalhar com técnicas de plasma, a viscosidade esta associada
a representatividade da amostra no plasma durante o processo de introdu¢ao de amostra.
No caso, um liquido mais viscoso implica em maior tensdo superficial e reducao de
eficiéncia de transporte da amostra para o plasma e na formagao das goticulas no
nebulizador (KRUG, 2001). Porém, isso pode ser desconsiderado neste projeto pois os
NADES nao foram inseridos diretamente no ICP-MS, trabalhou-se com dilui¢des
proximas a 1 % de NADES (v v'!) e, dessa forma, os precursores estdo diluidos em
solucao (DAl et al., 2015).

O NADES 1 apresentou maior viscosidade em relacio ao NADES 2
possivelmente devido a estrutura dos precursores. O acido citrico apresenta maior nimero
de grupos carboxilicos para interagir com os grupos hidroxilicos do xilitol. Existem
relatos na literatura que evidenciaram aumento de estabilidade do liquido e
consequentemente aumento de viscosidade para NADES formados a partir de acidos
organicos e agucares (DAl et al., 2013; SAVI et al., 2019). Ao comparar-se combinagdes
de NADES contendo cloreto de colina como HBA e acidos organicos, percebeu-se que a
viscosidade foi maior em NADES a base de acido, em comparacdo com NADES a base
de élcool (FUAD et al., 2021).

Os NADES preparados neste trabalho apresentaram valores de viscosidade
menores ao serem comparados com outros NADES comentados na literatura atual (ver

Tabela 7) devido a presenca de 45 % (em m m™') do seu teor em 4gua.
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Tabela 7— Comparagao entre valores de viscosidade (a 25°C) e teor de agua de DES e
NADES relatados na literatura

DES/NADES  Viscosidade Teor de agua Referéncia
(mPa s) (em m m™)
AC-Xil! 7,54 45 Este trabalho
AC-AM? 5,20 45 Este trabalho
AC-Xil! 10,71 45 SANTANA et al. (2020)
AC-AM? 7,92 45 SANTANA et al. (2020)
AM-Xil? 7,63 45 SANTANA et al. (2020)
[Ch]CI-AC* 84.58%* 20 ALMEIDA PONTES (2021)
[Ch]CI-AA’® 6.83%* 20 ALMEIDA PONTES (2021)
Fru-[Ch]CI° 280.8* 7.84 DAI et al. (2013)
Fru-Gli-Sac’ 720% 22.0 DAl et al. (2013)
Xil-[Ch]CI® 86.1% 11.17 DAl et al. (2013)
Ala-AM’ 165,71 25 GUIMARAES et al. (2022)

Fonte: Elaborado pelo autor. ) ) )
*Viscosidade a 40 °C; **Viscosidade a 50°C; 'Acido citrico-xilitol; 2Acido citrico-acido malico; *Acido
malico-xilitol; “ChCI-AC: cloreto de colina-4cido citrico; >ChCIl-AA: cloreto de colina-acido acético; °Fru-
ChCl: frutose-cloreto de colina; "Frutose-glicose-sacarose; $Xil-ChCl: xilitol-cloreto de colina; °B-alanina-
acido malico.

Santana e colaboradores (2020) sintetizaram trés NADES, sendo misturas de
acido citrico-xilitol (AC-Xil), acido malico-xilitol (AM-Xil) e &cido citrico-acido mélico
(AC-AM), todos com 45 % (em m m™') em 4gua. Os valores de viscosidade obtidos pelos
autores foram 10,71 + 0,07 mPa s para NADES AC-Xil, 7,92 + 0,03 mPa s para NADES
AC-AM e a menor viscosidade para NADES AM-Xil com valor de 7,63 + 0,02 mPa s.
Apesar da composicdo dos NADES 1 e 2 ser a mesma dos descritos por Santana e
colaboradores (2020), observou-se pequena diminui¢do dos valores de viscosidade
possivelmente relacionada a variaveis do processo de sintese relacionadas ao operador,
como pesagem dos precursores e realizacao das medicdes. Por conta disso, o presente
trabalho buscou aprimorar a aplicagdo de NADES devido ao seu alto potencial de atuarem
como solventes extratores, mesmo com estas pequenas variacdes dos valores de
viscosidade e densidade.

E valido pontuar que ndo apenas a Agua, mas a presenga de grupos
carboxilicos e hidroxilicos nas estruturas dos precursores influenciam também nas

propriedades fisico-quimicas devido a sua capacidade de formar ligagdes de hidrogénio

(DAI et al, 2013; RIBEIRO et al., 2015; SAVI et al., 2019; SANTANA et al., 2019).
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O interesse pelos NADES como solventes de extragdo vem crescendo como
uma das aplicacdes mais promissoras, pois espera-se que os NADES fornegam um melhor
rendimento de extracdo, e diminua ou substitua o uso de solventes orgénicos, causam
impacto ambiental e residuos de maior toxicidade quando comparado aos solventes
sustentaveis (DOLDOLOVA et al. 2021; FUAD et al., 2021). E pelo fato de serem
considerados solventes moduldveis, se faz necessario estudar os parametros que
influenciam suas propriedades, com énfase na viscosidade e na densidade. A grande parte
dos DES exibiram viscosidades relativamente altas a temperatura ambiente

(> 100 mPa s) (ZHANG et al., 2012; DAI et al., 2015; ESPINO et al., 2016).

5.2. Otimizacio e aplicacdo de métodos verdes de preparo de amostras empregando
NADES

As etapas de preparo de amostras sdo essenciais na determinagdo de
elementos inorgdnicos para amostras ambientais, porém consomem alto volume de
reagentes e energia. Dessa forma, com o intuito de minimizar a produgdo de residuos
toxicos e diminuir o consumo de reagentes toxicos, a aplicagdo dos NADES como
solventes extratores € vista como um grande potencial para o desenvolvimento de novos
métodos analiticos por conta de suas propriedades moduléaveis, capacidade de solvatagao
e caracteristicas ambientalmente amigaveis (ESPINO et al., 2016; MOREIRA et al.,
2020).

A principal propriedade dos NADES como solventes de extracdo estd
relacionada a capacidade deles em formar ligagdes de hidrogénio com o analito de
interesse, pois atuam como acidos de Lewis na presenga de grupos doadores de elétrons
e, dessa forma, realizam a extra¢do do analito da amostra para a solu¢do de NADES
(SANTANA et al., 2019a). Serao apresentados abaixo resultados obtidos com a aplicacio
de NADES a base de 4cido citrico, 4cido malico, xilitol e 4gua como solventes na extragao
assistida por micro-ondas (MAE) e extragdo assistida por ultrassom (UAE) de As, Cd, Cr
e Pb determinados por ICP-MS em amostra de capim forrageira cv. Marandu.

Um planejamento fatorial do tipo Doehlert visou otimizar as melhores
condi¢des experimentais para um dado problema. Os planejamentos de experimentos sdo
muito importantes pois possibilitam: a avaliagdao de interagdes sinérgicas ou antagdnicas
entre as variaveis estudadas, conhecimento da quantidade de experimentos que deverao
ser realizados e além disso possibilitam a menor geracdo de residuos quimicos para

alcangar um determinado objetivo. Dessa forma foi possivel afirmar que existe relagao
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entre o uso de planejamentos experimentais com os principios da quimica verde, pois ao
considerar menos experimentos realizados implica-se num menor consumo de reagentes,
tempo de andlise além da reducgdo de custos (GALUSKA et al.,2013; PEREIRA FILHO,
2018). O critério escolhido para otimizagao das condi¢des experimentais foi a exatidao
entre 80% e 110% conforme ¢ estabelecido pelo INMETRO para concentracdes em mg
kg!, estando delimitado pela faixa tracejada nas figuras INMETRO, 2020).
5.2.1. Extracéo assistida por Ultrassom (UAE)

Na figura 4 sdo apresentadas as recuperacoes de As obtidas apos a execugao
dos planejamentos Doehlert (ver tabela 3), e nas tabelas 8 e 9 estdo apresentadas a
concentragdo certificada de As para o MRC Marandu e os resultados obtidos para
extracdo de As empregando o método UAE para o NADES 1 e 2. O is6topo de °As foi
analisado no modo padrao e utilizando o modo discriminacao por energia cinética (KED)

com trés vazdes diferentes de Hélio (2,0; 2,2; e 3,0 mL min™! de He).

Figura 4— Valores de recuperagao (%) para As obtidos no método UAE para amostra de MRC
Marandu utilizando solvente extrator: a) NADES 1 (AC-Xil); b) NADES 2 (AC-AM)
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b) NADES AC - AM UAE
As - modo padrao e KED
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Fonte: Elaborado pelo autor

aAs KED 2 — vazdo de He = 2,0 mL min™'.
bAs KED 2.2 — vazio de He = 2,2 mL min™'.
°As KED 3 — vazdo de He = 3,0 mL min™'.



Tabela 8 - Concentragdes e recuperacdes (%) de As no material certificado Marandl no modo padrao do ICP-MS e modo KED com diferentes

vazdes de He para otimizag¢do do método de preparo de amostra UAE utilizando NADES 1 (AC-Xil)

MRC MARANDU - 7As

NADES AC-XIL

UAE
As — Padrio aAs KED 2 ®As KED 2.2 ‘As KED 3
Valor certificado Experimento Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R
(mgkg™) (mgkg™) (%) (mgkg™) (%) (mgkg™) (%) (mgkg™) (%)
1,69 +0,70 1 1,4 84,0 3,0 179,5 3,2 187,9 4,4 258,1
2 0,8 46,4 1,7 101,1 1,7 101,6 2,7 159,7
3 0,8 459 1,7 99,5 1,8 104,7 2,6 154,0
4 0,9 53,9 1,9 112,1 2,1 121,9 3,0 175,2
5 0,8 49,3 1,8 104,0 1,8 106,5 2,9 170,4
6 1,4 82,3 2,9 172,1 3,1 181,5 4,1 244.8
7 0,5 29,2 1,1 63,2 1,1 66,7 1,8 106,0
8 1,0 58,4 2,0 116,1 2,1 125,4 3,1 183,8
9 2,0 120,8 3,8 221,7 4,0 2339 4,9 291,2
10 1,3 79,1 2,7 161,3 2,7 157,2 3,8 223,1
11 0,6 32,8 1,3 76,0 1,3 74,0 2,0 120,6
12 1,5 85,9 2,9 173,0 3,0 179,9 4,5 263,2
13 0,3 16,9 0,8 48,4 0,8 49,7 1,4 80,9
14 2,8 167,8 5,6 329,5 5,9 349,1 8,8 518,5
15 0,9 53,0 1,7 102,9 1,8 108,1 2,8 166,7

Fonte: Elaborado pelo autor

aAs KED 2 — vazdo de He = 2,0 mL min™".
bAs KED 2.2 — vazdo de He = 2,2 mL min’.
¢As KED 3 — vazdo de He = 3,0 mL min™".
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Tabela 9 - Concentragdes e recuperacdes (%) de As no material certificado Marandl no modo padrao do ICP-MS e modo KED com diferentes

vazdes de He para otimiza¢do do método de preparo de amostra UAE utilizando NADES 2 (AC-AM)

MRC MARANDU - 7As

NADES AC-AM
UAE
As — Padrio “As KED 2 "As KED 2.2 °‘As KED 3
Valor certificado Experimento Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R
(mg kg™ (mg kg™ (%) (mgkg™) (%) (mg kg™ (%) (mg kg™ (%)
1,69 +0,70 1 0,7 44,0 1,2 73,2 1,2 70,0 1,8 106,0
2 1,0 58,7 1,7 100,4 1,7 103,3 2,2 129,3
3 0,9 50,3 1,5 89,3 1,5 91,2 1,9 113,4
4 1,2 73,8 2,0 119,2 2,3 135,0 3,2 187,1
5 0,8 45,5 1,4 81,4 1,5 86,8 1,8 105,4
6 1,3 79,8 2,3 136,4 2,4 139,8 2,6 155,8
7 11,0 652,8 17,9 1.060,8 18,7 1.106,7 23,3 1.380,1
8 7,0 411,5 11,4 677,2 12,3 730,0 16,6 980,2
9 0,6 32,7 1,2 68,5 1,2 69,5 1,6 97,5
10 1,5 88,5 2,9 171,3 3,0 174,8 4,6 2714
11 0,8 49,4 1,6 97,1 1,7 100,2 2,7 158,8
12 33 192,4 6,3 3744 6,4 378,5 8,7 513,3
13 0,2 14,3 0,7 40,7 0,7 394 1,1 64,2
14 2,1 122,1 4,0 2384 4,2 247,77 6,1 361,1
15 3,5 209,9 6,8 399,9 7,2 424,3 9,4 554,6

Fonte: Elaborado pelo autor

aAs KED 2 — vazdo de He = 2,0 mL min™".
bAs KED 2.2 — vazdo de He = 2,2 mL min’.
¢As KED 3 — vazdo de He = 3,0 mL min™".
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Tanto o NADES 1 como o NADES 2 ndo apresentaram recuperacoes
satisfatorias para ”>As em amostra vegetal a0 empregar-se o modo padrio do equipamento
no intervalo estudado, porém, foi possivel observar que os valores de recuperacio para
As aumentaram ao utilizar-se a cela de colisdo nas diferentes vazdes empregadas,
podendo-se destacar as recuperagdes obtidas nos experimentos 2, 3, 5 e 15 para o NADES
1 e experimentos 2, 3, 5 e 11 para NADES 2. Moreira e colaboradores (2020) realizaram
a extragdo de As e Cd por NADES a base de 4cido maélico, xilitol e 4gua com extragdo
por UAE em amostras ambientais por ICP-MS. Além dos valores de recuperagado obtidos
na faixa de 85-120 %, os autores relataram que o uso do KED aumentou a sensibilidade
para determinacdo de As, e que ap0s introduzir uma fonte de carbono no plasma (NADES,
por exemplo), a ionizagdo de elementos com alto potencial de ionizagdo (entre 9 e 11 eV)
aumentaram por conta das reagdes de transferéncia de carga entre espécies de carbono.
Os resultados apresentaram menores LOD e LOQ para As no modo KED (0,0127 e
0,0422 pg g !, respectivamente) quando comparado com o modo padrio (0,0315 e 0,105
ng g !, respectivamente).

Também foram observados valores de recuperagdo muito elevados
(experimentos 7 e 8), que estdo relacionados a formacao, principalmente, de interferentes
isobaricos formados no plasma.

Oliveira e colaboradores (2017) avaliaram a concentracdo de As em tilapias
por ICP-MS utilizando cela de discriminagdo por energia cinética (KED). A partir do
estudo de cinco vazdes de He foi possivel observar baixos LOD e LOQ, que foram
similares aos valores obtidos no modo padrdo de operacdo, sendo que o volume de He
recomendado foi 2,0 mL min!, e de acordo com os resultados do presente trabalho, o
mesmo volume de He proporcionou maiores recuperagdes para o analito As.

Os resultados obtidos para recuperacdo de Cr apds a execucdo dos
planejamentos Doehlert (tabela 3) estdo representados nas tabelas 10 (NADES 1) e 11
(NADES 2) juntamente a concentracdo certificada de Cr para o MRC Maranda
empregando o método UAE. O is6topo de **Cr foi analisado no modo padrio e utilizando
o modulo de célula de colisao (KED) com trés vazdes diferentes de Hélio (2,0; 2,2; e 3,0
mL min™! de He) para eliminar possiveis interferentes. Isso se faz necessario pelo fato de
o principal interferente do >2Cr ser resultado da interagio do C com Ar (*°Ar '2C"). E
como a curva de calibracdo foi preparada em NADES 1 %, os valores obtidos para o
modo padrdo ndo foram satisfatorios. Esse efeito foi observado por VERA e

colaboradores (2021) para amostras ambientais na determinacio de **Cr.
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Tabela 10 - Concentragdes e recuperagdes (%) de Cr no material certificado Marandu no modo padrao do ICP-MS e modo KED com diferentes
vazdes de He para otimizag¢do do método de preparo de amostra UAE utilizando NADES 1 (AC-Xil)

MRC MARANDU - 52Cr

NADES AC-Xil

UAE
*Cr KED 2 °Cr KED 2.2 °Cr KED 3

Valor certificado Experimento Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R
(mg kg™ (mgkg™) (%) (mg kg™ (%) (mgkg™) (%)
3,30 + 1,66 1 1,8 55,0 1,4 41,3 0,8 25,0
2 1,7 51,4 1,2 36,4 0,1 3,1

3 1,7 50,6 1,2 37,3 0,1 3,5

4 2,0 61,9 1,5 454 0,1 43

5 1,6 48,6 1,2 35,8 0,1 33

6 2,1 63,8 1,5 46,8 0,2 4,9

7 0,9 28.4 0,7 20,6 0,1 1,7

8 1,7 50,5 1,2 37,1 0,1 3,0

9 1,5 45,5 1,0 31,6 0,1 2,1

10 2,5 76,8 1,8 54,6 0,1 4,5

11 1,7 52,4 1,2 36,5 0,1 2,7

12 2,6 79,8 1,9 56,7 0,2 5,2

13 1,7 52,1 1,2 37,6 0,1 3,0

14 2,7 81,4 2,0 59,3 0,2 5,5

15 1,2 36,8 0,9 27,8 0,1 2,8

Fonte: Elaborado pelo autor
aCr KED 2 — vazdo de He = 2,0 mL min™".

5Cr KED 2.2 — vazdo de He =2,2 mL min™".

¢Cr KED 3 — vazdo de He = 3,0 mL min™".
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Tabela 11 - Concentragdes e recuperagdes (%) de Cr no material certificado Marandu no modo padrao do ICP-MS e modo KED com diferentes
vazdes de He para otimiza¢do do método de preparo de amostra UAE utilizando NADES 2 (AC-AM)

MRC MARANDU - 52Cr

NADES AC-AM
UAE
*Cr KED 2 °Cr KED 2.2 °Cr KED 3

Valor certificado Experimento Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R
(mg kg™ (mgkg™) (%) (mg kg™ (%) (mgkg™) (%)
3,30 + 1,66 1 1,2 35,5 0,9 28,2 0,8 22,7
2 1,3 40,5 1,1 32,1 0,1 3.4

3 1,4 42.4 1,2 35,9 0,1 3,6

4 1,8 55,2 1,6 47,4 0,2 6,3

5 1,5 443 1,2 35,7 0,1 4,1

6 1,6 47,8 1,3 39,6 0,2 4,7

7 1,1 33,7 0,8 25,6 0,1 2,6

8 1,5 454 1,2 36,7 0,1 3,8

9 1,5 443 1,1 33,5 0,1 3,2

10 2,5 74,7 1,9 58,6 0,2 6,2

11 1,7 51,0 1,3 39,5 0,1 43

12 2,7 81,2 2,1 63,2 0,2 6,7

13 1,7 51,5 1,3 39,9 0,1 3,9

14 2,7 81,8 2,2 66,1 0,2 7,5

15 1,4 43,1 1,1 343 0,1 4,0

Fonte: Elaborado pelo autor
aCr KED 2 — vazdo de He = 2,0 mL min™".

5Cr KED 2.2 — vazdo de He =2,2 mL min™..

¢Cr KED 3 — vazdo de He = 3,0 mL min™".
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Conforme os valores de recuperacao observados nas tabelas 10 e 11 foi
perceptivel que o aumento da vazao do gas He (Cr KED 3) diminuiu as recuperagdes para
o analito. O KED pode diminuir o problema dos interferentes porém vazdes maiores do
gas implica em maiores quantidades de 4&tomos de He que podem colidir com o analito
de interesse e impedi-los de chegarem ao detector, diminuindo a recuperagdo (TYLER,
1994).

Apesar da maior parte dos resultados ndo estarem no intervalo desejado os
solventes NADES 1 e 2 apresentaram recuperagdes aceitaveis para os experimentos 12 e
14 para Cr KED 2 empregando o NADES 1 (79,8 % e 81,4 %, respectivamente) e NADES
2 (81,2 % e 81,8 %, respectivamente). Além disso ¢ valido pontuar que o analito Cr ¢
dificil de ser determinado por conta dos interferentes e demais interagdes do analito com
o meio (VERA et al., 2021)

As tabelas 12 e 13 trazem os valores de recuperagao obtidos para Cd e Pb
empregando o método UAE para o NADES 1 e 2, respectivamente. Os valores de
recuperagdo obtidos ficaram fora da faixa desejada no intervalo estudado, porém alguns
experimentos, como 14 para 2*Pb empregando NADES 1 (91,4 %) e o experimento 6
para o NADES 2 (91,9 %) (Figura 5) e o experimento 14 para '''Cd para o NADES 1
(77,4 %) e NADES 2 (98,5 %) (Figura 6) foram aceitaveis.

Figura 5 — Valores de recuperacéo (%) para Pb obtidos no método UAE para amostra de MRC
Marandu utilizando solvente extrator: a) NADES 1 (AC-Xil); b) NADES 2 (AC-AM).
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b) NADES AC AM UAE - Pb
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Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 12 - Concentragdes e recuperagdes (%) de Pb no material certificado Maranda
para otimizac¢ao do método de preparo de amostra UAE utilizando NADES 1 (AC-Xil)
e NADES 2 (AC-AM)

MRC MARANDU - 208pp

UAE
NADES 1 NADES 2
Valor certificado Experimento Valor obtido R Valor obtido R

(mgkg™) (mgkg™) (%) (mgkg™) (%)

4,0+1,8 1 1,7 42,1 2,0 49,9
2 1,6 41,0 2,1 52,4
3 2,0 49,1 2,3 57,6
4 1,9 46,3 2,6 65,4
5 2,6 64,2 2,4 60,7
6 3,0 74,4 3,7 91,9
7 1,2 30,7 1,5 37,0
8 1,6 40,2 2,0 49,3
9 0,3 8,6 0,5 12,4
10 2,2 56,1 3,2 78,8
11 0,4 9,1 0,8 21,2
12 2,7 66,3 3,1 77,1
13 1,1 27,5 0,7 17,5
14 3,7 91,4 53 132,0
15 1,7 43,3 2,6 64,5

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 6 — Valores de recuperacdo (%) para Cd obtidos no método UAE para amostra de MRC
Marandu utilizando solvente extrator: a) NADES 1 (AC-Xil); b) NADES 2 (AC-AM).
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Tabela 13 - Concentragdes e recuperacdes (%) de Cd no material certificado Marandu
para otimiza¢do do método de preparo de amostra UAE utilizando NADES 1 (AC-Xil)

e NADES 2 (AC-AM)

MRC MARANDU - ''Cd

UAE
NADES 1 NADES 2
Valor certificado Experimento Valor obtido R Valor obtido R
(mg kg™) (mg kg™) (%) (mg kg™) (%)
19,9 +5,1 1 6,9 34,6 8,0 40,4
2 6,9 34,7 8,4 42,2
3 7,0 35,4 8,6 43,4
4 7,0 35,3 8,5 42,8
5 7,4 37,1 8,2 41,0
6 10,6 53,5 13,5 67,6
7 5,5 27,5 6,3 31,7
8 6,5 32,8 8,5 42,6
9 2,5 12,6 2,9 14,5
10 9,9 50,0 13,2 66,4
11 2,4 12,2 32 15,9
12 10,7 53,6 13,2 66,6
13 2,6 13,2 3,4 16,9
14 15,4 77,2 19,6 98,5
15 7,4 37,3 10,1 50,6

Fonte: Elaborado pelo autor

Fuad e colaboradores (2021) relataram que a capacidade de extragdo do

NADES pode variar dependendo da natureza dos compostos alvo e por vezes ¢ dificil
determinar qual combinagdo de precursores e propor¢des seria mais efetiva para um dado
elemento ou composto. Mesmo que as recuperagdes ndo estivessem dentro da faixa
adequada, a extracdo de Cd foi bem sucedida no trabalho realizado por Costa e
colaboradores (2022), que aplicaram NADES a base de cloreto de colina e obtiveram
éxito na extragdo de Cd por MAE em folhas de tomate, obtendo recuperagdes na faixa de
102%.

Além disso, os NADES sdo considerados solventes altamente seletivos e €
possivel que alguns ndo apresentem capacidade para extragao de determinados analitos
inorganicos ou organicos (GONZALEZ, CHOI & VERPOORTE, 2020).

Outros fatores como efeitos matriciais, propriedades do analito de interesse,
propor¢ao dos precursores e temperatura afetam a extracdo de alguns analitos
(SANTANA et al., 2019a; SANTANA et al., 2020). Dessa forma, com a finalidade da
otimiza¢do de um Unico método UAE para extra¢do elementar, continuamos os estudos

de avaliacdes estatisticas apenas para extragdo de As empregando NADES 1 (AC-Xil) e
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NADES 2 (AC-AM) juntamente a determinacao empregando a cela de colisdo com vazao
de 2 mL min™!' de He (As KED 2).

A significancia das varidveis estudadas foi avaliada aplicando-se a analise de
variancia unilateral (ANOVA) em intervalo de confianca de 95%, sendo o modelo linear-
quadratico foi adequado. Obteve-se valores de r* entre 64% empregando NADES 1 ¢ 88%
empregando NADES 2 para As KED 2 indicando que no méximo 36% das respostas em
relacdo as variaveis ndo foram explicadas pelo modelo aplicado. Na Figura 7 estdo os
Graficos de Pareto, utilizados para avaliacdo da significancia das variaveis estudadas.
Para o NADES 1, nenhuma varidvel se mostrou significativa, enquanto que para o
NADES 2 todas as variaveis se mostraram significativas, inclusive a falta de ajuste do
modelo, pardmetro que avalia a capacidade do modelo em descrever o comportamento

das respostas.

Figura 7 - Graficos de Pareto para os efeitos padronizados para recuperagdo de As KED 2 (%)
obtidos para UAE empregando: a) NADES 1 e b) NADES 2

Gréfico de Pareto para os efeitos padronizados
a) Planejamento do tipo Doehlert Erro puro = 2092,57
DV: Recuperagéo (%)

1Lby3L | 3,38025
(3)Razao m/V(L) 2,305822
Razao m/V(Q) | ‘ 1,26691
(2)Temperatura(L) ‘—1,25135
1Lby2L | ‘—1,24845

Temperatura(Q) -,934928
Tempo (min)(Q) ,6923459
(1)Tempo (min)(L) | ,2959343

2Lby3L ,2731627

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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Gréfico de Pareto para os efeitos padronizados
b) Planejamento do tipo Doehlert Erro puro =187,62
DV: Recuperagao (%)

(2)Temperatura(L) IIIIIIIIIIIIIIIIIII. -50,29

Temperatura(Q) IIIIH 40,17382

(1)Tempo (min)(L) ‘ -17,7794

(3)Razao m/V(L) ‘ 16,9469

1Lby3L ‘—13,848

Tempo (min)(Q) ‘ 12,03225

1Lby2L ‘ 7,769672

2Lby3L ‘ -6,97895

Razao m/V(Q) -4,16625

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

A partir dos graficos de Pareto foi possivel observar que o NADES 2
apresentou erro puro bem menor (187,62) em relagdo ao NADES 1 (2092,57), além de 12
de 88%. Isso indicou que o modelo se ajustou melhor para as respostas obtidas para o
NADES 2 na extragao de As.

Gerou-se superficies de resposta com o intuito de ilustrar graficamente as
interagdes entre as varidveis estudadas e as respostas obtidas para As KED 2 (Figura 8
paraNADES 1 e 2, respectivamente) além de identificar as condi¢des experimentas ideais
para uso dos NADES no preparo de amostra por UAE. As superficies exibem as regides
nas quais os valores das respostas sdo minimizados (coloragao verde). ou maximizados
(coloragdo vermelha). Com base na observacgdo das superficies de resposta e nos valores
de recuperagdo, decidiu-se aplicar a condi¢do do experimento 2 (40min, 40 °C e razdo
m/v 30:1), que apresentou recuperacao satisfatoria de As para ambos os solventes (ver
tabela 14).

Tabela 14 - Condic¢des 6timas pré-determinadas para UAE empregando NADES 1 e 2
para extragdo de As (vazdo 2,0 mL min'! de He para KED).

UAENADES 1e2

Temperatura 40 °C
Tempo 40 min
Razdo m/V 30:1

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 8 - Superficies de respostas para recuperagdo (%) de As KED 2 em fun¢do do tempo, temperatura e razdo m/V para UAE utilizando:

55



5.2.2 Extracao assistida por radiacdo micro-ondas (MAE)

Na figura 9 sdo apresentadas as recuperacoes de As obtidas apos a execugao
dos planejamentos Doehlert (ver tabela 3), e nas tabelas 15 e 16 estd apresentada a
concentragdo certificada de As para o MRC Marandu e os resultados obtidos para
extracdo de As empregando o método MAE para os solventes NADES 1 e 2. O isétopo
de ">As foi analisado no modo padrio e utilizando o médulo de célula de colisdo (KED)

com trés vazdes diferentes de Hélio (2,0; 2,2; e 3,0 mL min™! de He).

Figura 9 - Valores de recuperacio (%) para As obtidos no método MAE para amostra de MRC
Marandu utilizando solvente extrator: a) NADES 1 (AC-Xil); b) NADES 2 (AC-AM)

a) NADES AC-Xil MAE - As
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Fonte: Elaborado pelo autor

2As KED 2 — vazdio de He = 2,0 mL min™'.
®As KED 2.2 — vazdo de He = 2,2 mL min™",
¢As KED 3 — vazdo de He = 3,0 mL min™'
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Tabela 15 - Concentragdes e recuperagdes (%) de As no material certificado Marandi no modo padrao do ICP-MS e modo KED com diferentes

vazdes de He para otimizag¢do do método de preparo de amostra MAE utilizando NADES 1 (AC-Xil)

MRC MARANDU - 7As

NADES AC-Xil

MAE
As — Padrio “As KED 2 ®As KED 2.2 ‘As KED 3
Valor certificado Experimento Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R
(mgkg") (mgkg") (%) (mgkg") (%) (mgkg") (%) (mgkg") (%)
1,69 + 0,70 1 1,1 67,4 1,8 106,2 1,7 102,4 1,8 103,6
2 1,8 105,3 2,2 127,5 1,8 108,7 3,0 178,1
3 1,8 107,1 2,3 133,4 1,9 111,5 2,2 127,2
4 0,6 38,2 1,0 60,8 0,8 46,9 1,0 56,8
5 0,7 42,1 1,1 65,2 0,9 50,4 1,0 60,7
6 0,8 46,6 1,2 70,0 0,9 54,6 1,1 67,6
7 1,2 72,0 1,7 102,3 1,4 80,4 1,6 94,7
8 1,3 75,8 1,9 110,5 1,5 87,6 1,7 99,9
9 1,7 102,4 2,7 157,8 2,1 124,7 2,6 151,8
10 0,8 443 1,3 77,9 1,0 61,3 1,2 72,9
11 0,3 17,6 1,0 59,5 0,7 41,6 0,9 55,4
12 1,4 81,1 2,2 130,1 1,7 99,5 2,0 115,9
13 0,1 7,3 0,8 47,8 0,5 31,2 0,7 40,9
14 1,1 59,8 1,0 58,6 1,1 62,1 1,1 63,7
15 0,4 21,5 0,3 20,3 0,4 22,7 0,4 24,5

Fonte: Elaborado pelo autor

aAs KED 2 — vazdo de He = 2,0 mL min™".
bAs KED 2.2 — vazdo de He = 2,2 mL min’.
¢As KED 3 — vazdo de He = 3,0 mL min™".
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Tabela 16 - Concentragdes e recuperagdes (%) de As no material certificado Marandi no modo padrdo do ICP-MS e modo KED com diferentes

vazdes de He para otimiza¢do do método de preparo de amostra MAE utilizando NADES 2 (AC-AM)

MRC MARANDU - 7As

NADES AC-AM
MAE
As — Padrio “As KED 2 "As KED 2.2 °‘As KED 3
Valor certificado Experimento Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R
(mg kg™ (mg kg™ (%) (mgkg™) (%) (mg kg™ (%) (mg kg™ (%)
1,69 +0,70 1 1,3 77,9 1,5 86,8 1,4 84,6 1,6 92,8
2 1,2 72,4 1,5 90,3 1,4 83,7 1,5 86,3
3 1,4 82,2 1,6 96,3 1,6 92,6 1,6 94,2
4 1,9 111,4 2,2 128,2 2,2 131,3 2,2 131,0
5 1,8 103,6 2,0 121,3 2,1 121,3 2,3 138,5
6 1,6 93,9 1,9 113,2 1,9 113,4 2,1 122,1
7 1,6 96,0 2,1 122,0 2,0 121,1 2,1 122,3
8 1,4 80,7 1,7 99,5 1,8 107,0 2,1 121,4
9 1,7 99,2 2,2 127,3 2,2 128,6 2,3 135,5
10 2,5 148.,4 3.4 201,1 3,5 204,2 4,3 251,5
11 2,0 120,9 2,9 171,8 2,9 174,2 3,7 220,2
12 2,0 120,3 2,9 172,7 3,0 176,5 3,2 189,5
13 1,9 112,6 2,8 166,4 3,0 179,8 4,0 237,7
14 2,4 141,5 3,4 201,5 3,5 207,8 4,3 254,9
15 1,2 73,5 1,8 107,8 1,9 112,7 2,5 147,3

Fonte: Elaborado pelo autor

aAs KED 2 — vazdo de He = 2,0 mL min™".
bAs KED 2.2 — vazdo de He = 2,2 mL min’.
¢As KED 3 — vazdo de He = 3,0 mL min™".
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Tanto o NADES 1 como o NADES 2 apresentaram recuperagdes no intervalo
estudado no trabalho para ">As em amostra vegetal tanto no modo padrdo como no uso
da cela de colisdo, porém foi possivel observar que para As KED 2 houveram maiores
valores de recuperagdo aceitaveis em relagdo as demais vazdes de He, quando os dois
solventes foram comparados.

Com base nos valores de recuperacdo obtidos juntamente aos principios da
Quimica Verde e a busca de uma condi¢do Unica para emprego de ambos os solventes,
optou-se para prosseguir com a analise estatistica para os resultados obtidos para As KED
2, que sera abordada apos exposi¢do dos resultados obtidos para os demais analitos
extraidos pelo método MAE.

Os resultados obtidos para recuperagdo de Cr apds a execucao dos
planejamentos Doehlert (tabela 4) estao representados na Figura 10, e nas tabelas 16 ¢ 17
esta apresentada a concentragdo certificada de Cr para o MRC Marandu e os resultados
obtidos para extra¢cdo de Cr empregando o método MAE para os solventes NADES 1 e 2.
0 isotopo de >2Cr foi analisado no modo padrio e utilizando o modulo de célula de colisido
(KED) com trés vazdes diferentes de Hélio (2,0; 2,2; e 3,0 mL min™! de He) para eliminar
possiveis interferentes. Os valores obtidos para o modo padrao nao foram satisfatorios no
intervalo estudado por conta, principalmente, do uso de NADES 1% na curva analitica,
fonte de atomos de carbono para o plasma. Isso acarreta a formacao de interferentes do
52Cr poliatomicos, oriundos de interagdo do C com o Ar (*°Ar '?C"). Esse efeito foi similar
ao observado por Vera e colaboradores (2021) para amostras ambientais. Valores de
recuperagdo superiores a 150 % foram retirados do grafico para melhor visualizacao

(tabelas 16 e 17), haja visto que tais valores destoaram do intervalo de interesse.
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Figura 10 - Valores de recuperacao (%) para Cr obtidos no método MAE para amostra
de MRC Marandu utilizando solvente extrator: a) NADES 1 (AC-Xil); b) NADES 2

(AC-AM)
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Fonte: Elaborado pelo autor

aCr KED 2 — vazdo de He = 2,0 mL min™'.
°Cr KED 2.2 — vazdo de He = 2,2 mL min™".
°Cr KED 3 — vazdo de He = 3,0 mL min™’.
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Tabela 17- Concentragdes e recuperacdes (%) de Cr no material certificado Marandi no modo KED com diferentes vazdes de He para
otimizagdo do método de preparo de amostra MAE utilizando NADES 1 (AC-Xil)

MARANDU - 2Cr

NADES AC-Xil

MAE
*Cr KED 2 °Cr KED 2.2 °Cr KED 3
Valor certificado Experimento Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R

(mgkg") (mgkg") (%) (mgkg") (%) (mgkg") (%)
3,30+ 1,66 1 2,3 71,0 1,1 334 3,2 97,2
2 2,8 84,7 1,5 444 13,8 417,0
3 2,7 80,4 1,4 42,6 8,8 266,9

4 0,1 3,6 0,5 14,7 1,7 50,4

5 0,3 8,3 0,6 18,7 2,1 62,6

6 0,3 8,8 0,5 15,7 1,8 55,9
7 2,0 59,5 1,1 33,2 7,3 221,9
8 2,1 64,4 1,1 33,0 7,5 226,7
9 4,1 123,4 1,9 58,2 14,6 443,6

10 0,2 53 0,6 17,2 1,8 53,7

11 -0,7 -1,9 0,5 15,7 2,2 65,9
12 2,6 79,3 1,5 46,2 8,8 265,9

13 -0,1 -3,7 0,5 14,3 1,9 58,3

14 1,2 37,4 1,0 30,8 0,5 14,5

15 -0,9 -26,4 -0,6 -17,8 -0,1 -3,8

Fonte: Elaborado pelo autor

aCr KED 2 — vazdo de He = 2,0 mL min™".
bCr KED 2.2 — vazdo de He =2,2 mL min’".
Cr KED 3 — vazdo de He = 3,0 mL min™".



Tabela 18 - Concentragdes e recuperagdes (%) de Cr no material certificado Marandi no modo KED com diferentes vazdes de He para
otimizagdo do método de preparo de amostra MAE utilizando NADES 2 (AC-AM)

MARANDU - 2Cr

NADES AC-AM
MAE
*Cr KED 2 °Cr KED 2.2 °Cr KED 3
Valor certificado Experimento Valor obtido R Valor obtido R Valor obtido R

(mgkg") (mgkg") (%) (mgkg") (%) (mgkg") (%)
3,30+ 1,66 1 1,5 44,7 1,4 41,3 1,3 38,1
2 0,9 28,7 0,7 22,7 0,1 2,4

3 1,0 31,4 0,8 25,5 0,1 2,9

4 2,8 85,4 2,5 75,1 0,3 10,4

5 1,8 54,6 1,6 48,0 0,2 6,4

6 1,2 36,8 1,1 32,5 0,1 4,0

7 1,3 39,5 1,1 333 0,1 3,9

8 1,1 34,2 0,9 28,3 0,1 32

9 1,7 53,0 1,5 442 0,2 5,0

10 1,7 51,6 1,5 44,6 0,2 5,4

11 2,1 64,7 1,8 55,2 0,2 6,7

12 2,0 61,0 1,8 54,0 0,2 7,0

13 2,7 80,3 2,2 67,4 0,3 8,4

14 1,6 49,4 1,5 44,0 0,2 6,2

15 1,0 31,8 0,9 27,8 0,1 3,6

Fonte: Elaborado pelo autor

Cr KED 2 — vazio de He = 2,0 mL min™..
°Cr KED 2.2 — vazdo de He = 2,2 mL min™’.
°Cr KED 3 — vazdo de He = 3,0 mL min™".



Os NADES 1 e 2 nao apresentaram boa capacidade de extracao para o Cr no
intervalo estudado. Porém, observou-se bons resultados para os experimentos 2 e 3 (84,7
e 80,4 %, respectivamente) para o NADES 1 e os experimentos 4 ¢ 13 para o NADES 2
(85,4 € 80,3 %, respectivamente) (ver tabelas 17 e 18) para Cr KED 2 e o experimento 1
apresentou recuperagao aceitavel (97,2 %) para Cr KED 3 para o NADES 1. Porém alguns
experimentos ficaram proximos da faixa desejada (11 e 12 para o NADES 2). E os valores
foram menores ao empregar a maior vazdo de He. Como a maior parte dos valores de
recuperagao obtidos por Cr KED 2.2 foram abaixo do intervalo aceitavel, o analito foi
desconsiderado das anélises estatisticas relacionadas ao planejamento.

Os valores de recuperacdo para '''Cd obtidos apés a execucdo dos
planejamentos Doehlert estdo descritos na figura 11, e na tabela 19 estdo apresentadas as
concentragdes certificadas de Cd para o MRC Marandu para os resultados obtidos
empregando o método MAE empregando NADES 1 e 2. Os is6topos foram analisados

no modo padrio.

Figura 11 - Valores de recuperagéo (%) para Cd obtidos no método MAE para amostra de MRC
Marandu utilizando solvente extrator: a) NADES 1 (AC-Xil); b) NADES 2 (AC-AM)

a) NADES AC-Xil MAE - Cd
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b) NADES AC-AM MAE - Cd

Recuperacao (%)
N A O @
© o o o

o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Fonte: Elaborado pelo autor

Tabela 19 - Concentracdes e recuperagoes (%) de Cd no material certificado Marand
para otimizac¢dao do método de preparo de amostra MAE utilizando NADES 1 e 2.

MRC MARANDU - ''Cd

MAE
NADES 1 NADES 2
Valor certificado Experimento Valor obtido R Valor obtido R
(mg kg™ (mg kg™ (%) (mg kg™) (%)
19,9 £5,1 1 12,8 64,1 13,3 66,9
2 16,3 81,9 13,0 65,3
3 15,6 78,6 13,7 68,6
4 12,8 64,2 16,6 83,4
5 11,4 57,1 16,1 80,8
6 10,8 54,4 13,3 66,9
7 13,1 65,7 15,3 77,1
8 13,7 68,8 14,9 74,8
9 15,6 78,3 15,7 79,1
10 10,2 51,1 15,2 76,5
11 11,2 56,2 16,5 82,7
12 12,8 64,5 16,9 85,2
13 11,1 55,8 17,9 89,9
14 12,2 61,5 13,8 69,4
15 11,5 57,8 12,7 64,0

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi observado que o NADES 1 apresentou resultados promissores para
extragdo do analito !''Cd no intervalo estudado. Mesmo que as recuperagdes estivessem,

em maioria, abaixo do intervalo desejado (ver tabela 19). Algumas condigdes
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apresentaram resultados satisfatorios, como os experimentos 2 ¢ 3 (81,93 % e 78,6 %)
parao NADES 1. O NADES 2 apresentou recuperagdes aceitaveis para o analito desejado
nos em maior parte dos experimentos (4, 5, 7-13). Dessa forma, considerou-se o NADES
2 para a avaliacdo estatistica do planejamento empregado para extracao de Cd.
Avaliando-se os resultados obtidos para recuperagio de 2*®Pb obtidos apos a
execucao dos planejamentos Doehlert indicaram que os NADES 1 e 2 apresentaram-se
como promissores para extracdo do analito empregando o método MAE. Conforme
podem ser observados, na figura 12 e tabela 20, estdo apresentadas as concentragdes

certificadas de Pb para o MRC Marandu.

Figura 12 - Valores de recuperacgio (%) para Pb obtidos no método MAE para amostra de MRC
Marandu utilizando solvente extrator: a) NADES 1 (AC-Xil); b) NADES 2 (AC-AM)
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 20 - Concentracdes e recuperagdes (%) de Pb no material certificado Marand

para otimiza¢do do método de preparo de amostra MAE utilizando NADES 1 e 2.

MRC MARANDU — 208pp

MAE
NADES 1 NADES 2
Valor certificado Experimento Valor obtido R Valor obtido R

(mg kg™) (mg kg™) (%) (mg kg™ (%)

40+1,8 1 42 103,9 4,5 112,1
2 5,1 128,3 34 83,8
3 5,1 126,2 3,6 91,2
4 4,0 98,9 4,4 110,6
5 0,9 23,2 4,4 109,4
6 1,9 46,8 3,8 94,7
7 3,8 95,1 4,2 105,9
8 3,9 98,1 3,9 97,6
9 4,5 113,3 4,1 102,3
10 3,1 78,5 4,1 103,2
11 2,8 70,9 4,3 107,4
12 3,8 95,4 4,6 115,9
13 3,0 76,1 4,5 111,8
14 2,5 63,5 3,5 88,6
15 1,8 453 34 86,1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com base nos resultados obtidos, notou-se que o NADES 1 ndo apresentou

boa capacidade de extracao pelo método MAE para Cd e Cr no intervalo estudado,
enquanto que o NADES 2 nio foi eficiente apenas para o Cr. Por outro lado, o método
apresentou valores de recuperacdo na faixa aceitavel para As e Pb em ambos os solventes
e o0 NADES 2 exibiu bons resultados para extracao de Cd. Além disso, as recuperagdes
de As foram melhores ao empregar a cela de colisdo.

Logo, as avaliagdes estatisticas foram realizadas para NADES 1 e 2 para °As
e para 2®®Pb e Cd (para NADES 2) a partir dos valores de recuperacio obtidos no modo
KED (2,0 mL min™') para arsénio e modo padrio para cddmio e chumbo (ver tabelas 15,
16, 19 e 20).

A significancia e efeito das varidveis estudadas foram avaliadas aplicando-se
a analise de variancia unilateral (ANOVA). O modelo linear-quadratico apresentou-se
como mais adequado para o conjunto de dados avaliados. Os valores de coeficiente de
determinacdo (R?) obtidos foram para As KED 2 (95 e 88 %) e Pb respectivamente, 95%
e 83% para NADES 1 e 88% e 70% para NADES 2, além de 97 % para Cd. Graficos de
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Pareto foram empregados para avaliacdo da significancia respostas experimentais das

variaveis estudadas, e foram apresentados nas figuras 13 (As KED 2), 12 (Pb) e 13 (Cd).

Figura 13- Gréaficos de Pareto para os efeitos padronizados para recuperacdo de As KED
2 (%) obtidos para MAE empregando: a) NADES 1 e b) NADES 2
Gréfico de Pareto para os efeitos padronizados

Planejamento do tipo Doehlert; Erro puro =204.2386
a) DV: Recuperagéo de As (KED 2)

Razao m/V(Q)

(1)Tempo (min)(L)

2Lby3L

1Lby3L ,998538

(3)Razao m/V(L)

Tempo (min)(Q) ‘ -3,12445
Temperatura(Q) ] -1,65708
1Lby2L ‘ -1,12832

(2)Temperatura(L) -,127762
p=,05

Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto)

Grafico de Pareto para os efeitos padronizados
b) Planejamento do tipo Doehlert; Erro puro = 23,19

DV: Recuperagéo (%)

Temperatura(Q) IIIIIIIIIIIIIIIII.] 14,86485
Razao m/V(Q) | IIIIIIIIIIIIIIM 14,4967

1Lby3L | ‘—&0609
Tempo (min)(Q) | ‘1717739
2Lby3L | ‘5,518818

(3)Razao m/V(L) } -3,64563
(2)Temperatura(L) | 3,386274
(1)Tempo (min)(L) | ,9745046

Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto)

p=,05

No caso do arsénio, para o NADES 1 (ver figura 13) observou-se efeitos
negativos para razao m/v e temperatura, porém isso ndo apresentou aplicagao pratica pois
esta em desacordo com os principios de transferéncia de massa. Estudos sugerem que
quando se utiliza uma razdo massa/volume menor, o gradiente de concentracio entre a

massa solida e o liquido durante a transferéncia de massa aumenta, e quando a quantidade
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de solvente em relagdao ao sélido nao for suficiente, varios equilibrios podem ocorrer
dificultando a transferéncia de massa (DOLDOLOVA et al., 2021).

Porém, houve efeito positivo para interagdo entre as variaveis temperatura e
razdo m/V (efeito positivo +4,384157). A partir da interacao positiva foi possivel inferir
que maiores recuperagoes foram associadas ao aumento conjunto de temperatura e massa
de amostra. Para o NADES 2 observou-se efeitos positivos para tempos maiores de
extragcdo, massa de amostra e temperatura. O aumento de temperatura afeta positivamente
a extracdo pois, segundo Kim (2017) uma temperatura mais alta aumenta a
permeabilidade do solvente no tecido da planta, favorecendo o rompimento de estruturas
celulares, diminuindo a viscosidade, tensdo superficial e aumentando a solubilidade dos
solutos. Em contrapartida, temperaturas muito altas ou tempos de exposi¢cdo mais longos
podem levar a degradacao de compostos quimicos e, consequentemente, a diminui¢ao da
eficiéncia de extracao (KIM, 2017; MAO, ROBINSON & BINNER, 2021).

Além disso, foi observado menor valor do erro puro para o NADES 2 (23,19)
em relacdo ao NADES 1 (204,23) e os valores de 1> foram acima de 80%, indicando que
o modelo se ajustou de forma aceitavel ao planejamento.

Figura 14 - Graficos de Pareto para os efeitos padronizados para recuperacao de Pb (%)
obtidos para MAE empregando: a) NADES 1 e b) NADES 2

Gréfico de Pareto para os efeitos padronizados
a) Planejamento do tipo Doehlert; Erro puro = 183,4876
DV: Recuperacao de Pb

Razao m/V(Q) } -4,79571

Temperatura(Q) | -4,32115

(3)Razao m/V(L) | ‘-3,15459

(1)Tempo(L) | ‘-2,64271

(2)Temperatura(L) | ‘-1,98609

1Lby2L | ‘-1,94046

Tempo(Q) | ‘-1,81661

1Lby 3L | ‘1,515684

2LbyaL | ,4187042

Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto)

p=,05
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b)

(3)Razao m/V(L)
(2)Temperatura(L)
Tempo(Q)
Temperatura(Q)
1Lby 2L

(1)Tempo(L)

Grafico de Pareto para os efeitos padronizados
Planejamento do tipo Doehlert; Erro puro = 215,1412

DV: Recuperagéo (%)

‘-1 ,45233

,9693886

,9406477

m

,7653887

-,413153

)

,3359424

.

1Lby 3L

"

,1626662
Razao m/V(Q) -,119726

2Lby 3L -,095534

LI

p=,05

Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto)
Fonte: Elaborado pelo autor

Observou-se que para o Pb (ver figura 14), no caso do NADES 1 as variaveis
significativas apresentaram efeitos negativos para razdo m/V e temperatura. Isso implica
que menores massas de amostra e menores temperaturas favoreceram maiores
porcentagens de extragdo, enquanto que para 0 NADES 2 nenhuma varidvel apresentou-
se significativa.

No entanto, para o analito Cd (ver figura 15), as variaveis significativas foram
razdo m/V (efeito negativo -12,4638), tempo (efeito positivo 8,6501) e temperatura
(efeito positivo 7,863805) conforme pode ser observado na figura 15, ou seja, as
recuperacdes maiores estavam relacionadas ao aumento do tempo e da temperatura de
extracdo, além da menor quantidade de amostra. Doldolova e colaboradores (2021)
realizaram a extracdo de compostos bioativos em curcuma empregando NADES por
MAE. Os pesquisadores avaliaram as condi¢des de extragao (temperatura, tempo e razao
solvente-so6lido) e otimizaram pela metodologia de superficie de resposta (RSM). Os
resultados indicaram maiores recuperagdes associadas ao aumento de temperatura, tempo
(mas a partir de um certo valor o rendimento diminuiu) e razao volume de solvente/massa
de amostra. A extragdo foi aplicada em diferentes temperaturas (45-75 °C), tempos de
extracdo (5-30 min) e razdes solvente-sélido (10-20 mL/0,2 g) da mesma forma
observada para o analito Cd, sendo as recupera¢des maiores associadas ao aumento de

temperatura e tempo de extragao.
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Figura 15 - Graficos de Pareto para os efeitos padronizados para recuperagdo de Cd (%) obtidos
para MAE empregando NADES 2.

Gréfico de Pareto para os efeitos padronizados
Planejamento do tipo Doehlert; Erro puro = 2,8411

DV: Recuperagéo (%)

(3)Razao m/V(L) IIIIIIIII.I.IIII -12,4638

Tempo(Q) ‘ 8,650185

Temperatura(Q) ] 7,863805

(2)Temperatura(L) ‘6,01051 1

Razao m/V(Q) 4,273037

1Lby2L

2Lby3L -1,76286

-1,81246

.

(1)Tempo(L)

1Lby3L -1,166

1,659689

p=,05

Estimativa dos efeitos padronizados (Valor absoluto)
Fonte: Elaborado pelo autor

A extracdo assistida por micro-ondas ¢ promissora para extragdo em amostras
vegetais pois proporciona um aumento de pressao dentro da estrutura celular que colapsa
causando uma ruptura da parede celular externa, além de potencializar o processo de
transferéncia de massa por difusdo induzida por temperatura (MAO, ROBINSON &
BINNER, 2021; COSTA, 2022).

Portanto, gerou-se superficies de resposta com o intuito de ilustrar
graficamente as interagdes entre as variaveis estudadas e as respostas obtidas para As
KED 2, Pb e Cd (NADES 2) (figuras 13, 14 e 15). Considerando a exatiddo das
recuperacdes, a temperatura de degrada¢do dos NADES e os principios da quimica
analitica verde de economia energética, os niveis ideais dos fatores (tempo, temperatura
e razdo m/v) para a resposta (% de recuperacdo) foram definidos e sdo apresentados na
tabela 21.

Tabela 21 - Condigdes otimas pré-determinadas para MAE empregando NADES 1 e 2 para
extragdo de As (KED 2), Pb e Cd.

MAE NADES 1 e 2

Temperatura 100 °C
Tempo 40 min
Razao m/V 40:1

70



Figura 16- Superficies de respostas para recuperagdo (%) de a) As KED 2 e b) Pb em fungdo do tempo, temperatura e razdo m/V para MAE
utilizando NADES 1 (AC-XIL)
a)
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Figura 17- Superficies de respostas para recuperagdo (%) de a) As KED 2, b) Pb e ¢) Cd em funcdo do tempo, temperatura e razdo m/V para MAE
utilizando NADES 2 (AC-AM)

(of) 0RARIBANOTY

g g = 7
[3" aQ @
3 . g
@ ) G
% 3 3
t o
o %‘ "g;t
o
Z = Z
o L z
B - 350
B < 340
B < 290 B - 280
=240 B < 252
[ < 190 B <212
I < 140 . <172
B = 90 B <132
<92
15 140
15t ﬁ 30
" g @ o0
| Q )
[= =
120 “g -8 1
=% =
0 % .?'3 100
t
» o) ‘g a0
a0 2 = o
z z
il =Z:§g I > 120 : . = EE>120
=124 I < 114 2 : B < 114
& =
< <104
<114 C1<104
B < 104 B <94 <94
n <o B - 54 < I <84

Continua na proxima pagina.

72



(9]0 O2HRARANDT]

-

Fonte: Elaborado pelo autor.

10
Il < 108
B < 98
1<88
B <78
<68

o ‘;Qapm-aﬁm@d

= 100
B <94
1«84
B <74
Bl <64

©l) oeheRdndSy

I <104
<94
<84
B <74
Bl <64

73



A eficiéncia dos métodos otimizados foi avaliada pelo monitoramento de As,
Cd e Pb em material de referéncia certificado de capim forrageira Brachiaria brizantha
cv. Marandii e amostras de farelo de soja (EPCB0O2021-60) e ragdo farelada
(EPCBO2021-65). Pelo fato das amostras de farelo de soja e racdo farelada nao
apresentarem laudo, realizou-se a digestdo acida por radiagdo micro-ondas a fim de
comparar os valores obtidos com os métodos verdes de preparo de amostra avaliados. No
entanto, os valores apresentaram-se abaixo do limite de detec¢ao da técnica ou os analitos
de interesse ndo estavam presentes nas amostras. A tabela 22 apresenta os valores de

concentracdo obtidos para UAE, MAE otimizados e MW-AD.

Tabela 22 - Concentragdes de As, Cd e Pb (média + desvio padrdo) e recuperagdes empregando
os métodos otimizados MAE e UAE utilizando NADES 1 e 2.

As
NADES 1 NADES 2
MAE MW-AD
Concentracao R Concentracao R Concentracao
Amostras MRCS " (mgkg’) (%)  (mgkg) (%)  (mgkg!)
Marandu ® 1,42 £ 0,02 84,3 1,35+£0,09 79,9 1,69 +0,7
Farelo de Soja ® 0,0634 £ 0,01 - 0,0897 + 0,01 - <LD¢®
Racéo farelada © 0,1365+ 0,02 - 0,1591 £ 0,01 - <LD°*®
UAE MW-AD
Concentracio R Concentracio R Concentracio
Amostras MRCS (mgkg’) (%) (mgkgh) (%) (mgkg")
Marandu * 1,85+0,23 109,5 1,62+0,11 95,7 1,69+ 0,7
Farelo de Soja ® 0,058 + 0,01 - 0,073 + 0,003 - <LD¢*
Racéo farelada © 0,116 £0,01 - 0,119 +0,01 - <LD*¢®
Cd
NADES 1 NADES 2
MAE MW-AD
Concentracio R Concentracio R Concentracio
AmostrasMRCS — “mgkg’) (%)  (mgkg) (%)  (mgke?)
Marandu * 13,6 £ 1,21 68,5 13,3+0,31 66,8 19.9+5,1
Farelo de Soja 0,018 £ 0,002 - <LD?® - <LDf
Racdo farelada 0,017 +0,0003 - <LD® - <LDf
Pb
NADES 1 NADES 2
MAE MW-AD
Concentracao R Concentracao R Concentracao
Amostras MRCS — “(mgkg’) (%)  (mgkg) (%)  (mgkg))
Marandu ® 3,3+0,55 81,2 3,15+0,38 78,8 40+1,8
Farelo de Soja ® <LD® - <LD¢ - 2,81 £0,20
Racdo farelada © <LD¢ - <LD¢ - 0,69+0,12

Fonte: elaborado pelo autor.
@ Valor certificado para: As = 1,69 mg kg'!; Cd = 19,9 mg kg'!'; Pb =4,0 mg kg™
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- LD para Cd (NADES 2) = 0,003 mg kg™';
¢-LD para Pb (NADES 1) = 0,009 mg kg'';
4_1LD para Pb (NADES 1) = 0,005 mg kg™';
¢-LD para As (MW-AD) = 0,0002 mg kg';
f_LD para Cd (MW-AD) = 0,0009 mg kg';

Conforme pode ser observado na tabela 22, os métodos de preparo de
amostras otimizados apresentaram resultados satisfatorios para extracdo de As ¢ Pb em
tecido vegetal, apresentando recuperacdes na faixa de 78,8% e 109,5 % com excecdo para
o analito Cd empregando MAE, obtendo-se 68,5 % e 66,8% para o NADES 1 e 2,
respectivamente.

Em estudos realizados anteriormente pelo grupo de pesquisa, alguns analitos,
como Cr, P e Zn apresentaram diferencas estatisticamente significativas ao comparar o
método de digestdo acida com diferentes métodos de extracdo (UAE e extracdo por banho
de aquecimento), sugerindo que diferentes interagdes quimicas entre os NADES e alguns
analitos inorganicos, enquanto que para outros analitos nao foram observadas diferencas

estatisticamente significativas (SANTANA et al., 2019, SANTANA et al., 2021).

5.3. Desempenho do método analitico

Os limites de deteccdo (LDs) e limites de quantifica¢do (LQs) para MW-AD
e os métodos de preparo de amostras otimizados foram calculados, assim como o
coeficiente de correlagdo linear (1), desvio padrao relativo (precisao) e faixa dinamica.
Esses fatores sdo imprescindiveis para a validagdo analitica ¢ na obten¢ao de dados
analiticos confiaveis. Os valores estao apresentados nas Tabelas 23-25 juntamente aos

valores de referéncia indicados pelo INMETRO (INMETRO, 2020).
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Tabela 23 - Valores obtidos para limite de deteccdo (LD), limite de quantificagdo (LQ), coeficiente de correlacdo linear (r), desvio padrio relativo (%), faixa
dinamica para os métodos propostos (MAE, UAE e MW-AD) para As.

As
NADES 1 NADES 2
Parametro de Validagao INMETRO MAE UAE MAE UAE MW-AD
Limite de Detecg¢do (LD) (mg kg™) Menor valor possivel 0,004 0,0039 0,016 0,016 0,0002
Limite de Quantificagdo (LQ) (mg kg™) Menor valor possivel 0,012 0,0118 0,049 0,049 0,0006
Coeficiente de correlagdo linear (r) 0,90 - 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
Desvio padrio relativo (%) Menor que 15 11 6.9 17 4.8 6.8
Abrangendo as concentra- 1
Faixa dindmica* ¢des a serem determinadas 0,1-50pgL

*Curva preparada em NADES 1%.

Tabela 24 - Valores obtidos para limite de deteccdo (LD), limite de quantificagdo (LQ), coeficiente de correlacdo linear (r), desvio padrio relativo (%), faixa
dindmica para os métodos propostos (MAE, UAE e MW-AD) para Cd.

Cd
NADES1 NADES?2
Parimetro de Validacio INMETRO MAE MW-AD
Limite de Detec¢do (LD) (mg kg™) Menor valor possivel 0,001 0,003 0,0009
Limite de Quantifica¢do (LQ) (mg kg™) Menor valor possivel 0,003 0,009 0,0027
Coeficiente de correlagdo linear (r) 0,90 - 0,99 0,99 0,99
Desvio padrio relativo (%) Menor que 15 1 28 27,5
Abrangendo as concentra- 1
Faixa dindmica* ¢des a serem determinadas 0,1-50pgL

*Curva preparada em NADES 1%.
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Tabela 25 - Valores obtidos para limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), coeficiente de correlagdo linear (r), desvio padrao relativo
(%), faixa dindmica para os métodos propostos (MAE, UAE e MW-AD) para Pb.

Pb
NADES1 NADES?2
Pariametro de Validacio INMETRO MAE MW-AD
Limite de Detecgio (LD) (mg kg™) Menor valor possivel 0,009 0,005 0,0783
Limite de Quantificagdo (LQ) (mg kg™ Menor valor possivel 0,027 0,016 0,2374
Coeficiente de correlagdo linear (r) 0,90 -0,99 0,99 0,90
Desvio padrio relativo (%) Menor que 15 5,5 11 32,6
Abrangendo as concentra- 1
Faixa dinamica* ¢oes a serem determinadas 0,1-50pgL

*Curva preparada em NADES 1%.
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Os valores determinados para LD empregando NADES, em geral, foram
superiores aos valores para MW-AD. Verificados pelas diferengas significativas ao
comparar o0 método MW-AD com o MAE e UAE (ANOVA, nivel de confianga de 95%).
Como citado previamente, a presenca dos componentes dos NADES no plasma implica
no aumento do contetido de carbono e dessa forma o sinal analitico ¢ elevado para analitos
que possuem potencial de ionizacdo na faixade 9 - 11 eV (As = 9,79 eV). Esse aumento
¢ resultado, ndo apenas de reagdes de transferéncia de carga entre o analito e C*, mas com
outras espécies de carbono, como CO?**, CO*, C>* E ArC*(GRINDLAY et al., 2013).

Portanto, as reacdes de transferéncia de carga entre as espécies de carbono e
os analitos proporcionam aumento da taxa de ionizagdo e consequentemente maior

geracdo de espécies em estado excitado (SANTANA et al., 2020).

5.4. Avaliacdo dos métodos MAE, UAE e MW-AD pelas métricas verdes GAPI e Eco
Escala Analitica.

Os principios fundamentais das métricas verdes ¢ avaliar o qudo

ambientalmente correto um método ou procedimento ¢ € em quais aspectos pode ser

melhorado. Por isso, os métodos de preparo de amostra avaliados nesse trabalho foram

analisados quanto a aspectos

analitica, GAPI e WAC.

‘verdes” por trés métricas diferentes sendo Eco Escala

A Eco Escala analitica esta relacionada a penalidades subtraidas do valor total
100 para uma andlise verde ideal. A métrica ¢ aplicada em 6 critérios: 1) volume de
reagente multiplicado pelo seu perigo potencial, 2) seguranca (ambiental e humana), 3)
instrumentos utilizados para o preparo de amostras e analise instrumental, 4) consumo
energético por amostra, 5) risco ocupacional, 6) geragdao de residuos quimicos
(GALUSZKA et al., 2012). Ao final da avaliagdo, os métodos sdo classificados em
intervalos, sendo o intervalo de 75 > x > 50 relacionado a uma analise verde aceitavel,
acima de 75 pontos sdo analises verdes excelentes e abaixo de 50 pontos a analise ndo ¢
considerada verde. O método MW-AD apresentou pontuagdo 76 devido a penalizagdes
relacionadas ao uso de HNOj3 (4 pontos), H>O> (4 pontos), geragdo de vapor acido (3
pontos), geragdo de residuo acido (5 pontos), gasto energético por amostra (2 pontos),
falta de tratamento de residuo acido (3 pontos), seguranga (2 pontos) e uso do ICP-MS (1
ponto). No caso do MAE a pontuagdo final foi 90, por conta das seguintes penalidades
relacionadas ao uso dos NADES (1 ponto), gerag¢ao de residuo biodegradavel (4 pontos),

gasto energético por amostra (2 pontos) e uso do ICP-MS (1 ponto). E o UAE apresentou
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pontuagdo de 94 pelo uso dos NADES (Iponto), geracdo de residuo biodegradavel (4
pontos) e uso do ICP-MS (1 ponto).

O GAPI foi proposto para a avaliagdo de novos protocolos analiticos,
considerando os requisitos da quimica analitica verde. A métrica avalia o carater verde
de cada etapa do processo analitico, incluindo amostragem, transporte, armazenamento,
preparo de amostras, reagentes, solventes e outros recursos empregados para obtengdo do
resultado final. O resultado foi um pictograma formado por um pentagono central com
outros quatro pentagonos dispostos nas bordas. Por meio das cores verde, amarelo e
vermelho foram avaliados os niveis de impactos ambientais baixo, médio e alto,
respectivamente. Assim, um campo verde no pictograma mostra a conformidade do
procedimento com os requisitos estabelecidos (PLOTKA-WASYLKA, 2018;
BILLIARD et al., 2020).

Foram observadas diferencgas significativas entre os métodos MAE, UAE e
MW-AD. Os pictogramas para os métodos MAE-NADES e UAE-NADES foram
similares, com diferencas nos parametros 12 e 14, relacionados ao gasto energético por
amostra e quantidade de residuos gerados. O uso da UAE acarretou maior geracao de
residuos (>10 mL por amostra), mas exigiu menos energia durante o processo de
preparagao. Os métodos que empregam NADES apresentaram maiores diferencas, em
relacio ao MW-AD, para o pardmetro 7, propriedades do solvente e do reagente
(parametros 10 e 11), além das propriedades instrumentais (parametros 12, 14 ¢ 15).

Ao avaliar o0 método MW-AD, observou-se um numero maior de setores
vermelhos e amarelos em relacdo aos pictogramas quando comparados as extragdes
empregando NADES, indicando desvantagens do ponto de vista ambiental. Considerando
o0 eixo correspondente aos reagentes (parametros 10 e 11), os melhores desempenhos dos
métodos MAE e UAE podem ser explicados pelo fato de empregarem reagentes de
origem natural. No caso do eixo correspondente as propriedades instrumentais, os
métodos MAE e MW-AD consumiram 15 vezes mais energia por andlise em comparacao
a UAE, com valores em torno de 1,5 ¢ 0,1 kWh, respectivamente. Porém, deve ser
observado que a digestdo por micro-ondas pdde ser compensada pela capacidade de
digerir de 4 a 12 amostras de uma vez, enquanto o método de ultrassom s6 foi possivel
processar uma amostra por vez. A geracao de residuos (pardmetro 14) variou entre os
métodos, com valores mais baixos para o método de micro-ondas (1-10 mL por amostra)

e valores maiores para o uso de ultrassom para extracao (>10 mL por amostra). Ressalta-
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se que o uso do NADES como solvente de extracdo possibilitaria a reciclagem dos

residuos (parametro 15).

Figura 18 - Pictogramas obtidos para MAE, UAE e MW-AD empregando a métrica GAPI.
MAE - NADES UAE - NADES MW - AD
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi avaliou-se NADES a base de acido citrico, acido malico,
xilitol e agua (NADES 1 e NADES 2) como solventes de extracao por MAE e UAE em
material certificado de capim forrageira c. Marandu e amostras de farelo de soja e racao
farelada para determinacdo de As, Cd, Cr e Pb por ICP-MS. Ambos os NADES
apresentaram-se promissores para extra¢ao dos analitos As, Cd e Pb empregando MAE,
porém ao utilizar a UAE os solventes apresentaram boa capacidade de extragdo para o
As. Ao empregar-se planejamento Doehlert para estudo dos efeitos das variaveis e
chegou-se as condicdes 6timas para As, Cd e Pb de temperatura de 100 °C, tempo de 40
minutos e razdo m/v de 40:1 empregando MAE. O método UAE apresentou boa eficiéncia
de extragdo para As na condi¢do: temperatura 40 °C, tempo de 40 minutos e razdo m/v de
30:1. Ressaltando que o analito As apresentou recuperagdes melhores ao realizar-se a
determinagio com a cela de colisio (KED) com vazdo de He: 2,0 mL min™.

Os métodos otimizados obtiveram elevado desempenho analitico evidenciado
por baixos limites de quantificacdo e detecgdo, precisdo e exatiddo adequadas. Além
disso, os métodos MAE e UAE se mostraram adequados aos principios da quimica
analitica verde por conta do uso de solventes sustentaveis, baixo consumo de energia e

geracdo de residuos evidenciados pelo emprego das métricas verdes Eco Escala Analitica

e GAPL
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de solventes ambientalmente amigaveis para substituicdo
de solventes organicos e toxicos tém sido uma das principais areas da quimica analitica
verde. Além dessa area, outros estudos vém sendo conduzidos para métodos de preparo
de amostras que enfatizam baixo consumo energético e de reagentes sem perder a
qualidade e necessidades analiticas, como precisdo, exatiddo, sensibilidade, robustez,
dentre outros.

O presente trabalho sintetizou-se solventes eutéticos profundos naturais
(NADES) a partir de acido citrico, acido malico, xilitol e dgua a partir de propor¢ao
previamente otimizada. Avaliou-se as propriedades de viscosidade e densidade dos
solventes e os resultados foram considerados como ideais pois solventes com baixa
viscosidade e densidade apresentam maior eficiéncia no preparo de amostras, por
favorecerem reacoes de transferéncia de massa.

Empregou-se a extracdo assistida por radiagdo micro-ondas (MAE) e extracdo
assistida por ultrassom (UAE) que foram otimizadas por meio de planejamentos do tipo
Dochlert. Através da avaliacao estatistica das varidveis temperatura, tempo e razao massa
de amostra por volume de NADES. Os resultados obtidos demostraram os NADES como
solventes promissores para extracdo de As, Cd e Pb com vantagens sobre a técnica
convencional de preparo de amostra (MW-AD) pelo uso de solventes biodegradaveis,
geragdo de residuo biodegradavel, maior seguranca ao operador € ao ambiente.

Os NADES podem ser direcionados, futuramente, para aplicagdes em
métodos de preparo de amostras para determinacdo elementar, pois além de sustentaveis,

os solventes apresentam elevada seletividade.
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