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RESUMO

Os solventes eutéticos profundos (DES) vém atualmente sendo bastante
estudados conforme observado na literatura, dado o elevado numero de
publicacdes dentro das mais diversas areas da Quimica. Uma das razdes refere-se
a simplicidade e rapidez de sintese dos DES, baixo custo e toxicidade, e
flexibilidade quanto a capacidade de modulagao desses solventes, possibilitando
que seja adaptavel e otimizado conforme o propdésito de aplicagdo. Os solventes
eutéticos profundos naturais (NADES), sendo uma das subclasses do DES tém
como precursores compostos naturais como acidos organicos, aminoacidos,
agucares e alcoois e tem ganhado atencdo devido ao seu alinhamento aos
conceitos da Quimica Verde e sua versatilidade de uso, em particular no preparo
de amostras. No presente estudo, sera avaliado o uso dos NADES a base de acido
citrico (Ac), acido latico (Al), cloreto de colina (CICo) e glicose (Gli) como solvente
extrator no preparo de amostras para a determinacédo de As, Cd e Pb, elementos
cuja toxicidade em humanos €& bem fundamentada, empregando-se duas
estratégias de preparo de amostras distintas (assistido por vértex e ultrassom), bem
como a compatibilidade dos NADES com a técnica de Espectrometria de Absorgao
Atébmica com o Forno de Grafite (GFAAS), através da avaliagao de interferéncias
espectrais e/ou nao espectrais decorrentes das condi¢cdes reacionais/instrumentais
aplicadas, por meio de ferramentais quimiométricas como planejamentos
experimentais, funcbées de desejabilidade e analise de superficie de resposta, por
meio das variaveis dependentes: recuperacao (%), massa caracteristica (mo) e o
parametro signal-to-background-ratio (SBR) na otimizagdo e avaliacdo do
comportamento dos NADES frente a técnica GFAAS. Além dos NADES terem a
capacidade de extrair os analitos estudados no método mais simples (vortex a
temperatura ambiente), foi observado uma possivel capacidade dos constituintes
dos NADES atuarem sinergicamente com modificadores quimicos para os analitos
As, Cd e Pb na técnica GFAAS, tornando a aplicagdo dos estudos com NADES
muito promissor para a area de Quimica Analitica. O destaque fica com o NADES
(ClCo-Ac-A), atingindo recuperagdes em valores desejados (90,25 a 95,89 %) na
determinacao de Cd e Pb em todos os MRC’s avaliados neste estudo. Os LOD’s
obtidos foram, para NADES (Al-Gli-A) e (ClICo-Ac-A), respectivamente, 0,2722 e
1,2308 mg kg para As, 0,0837 e 0,1914 mg kg™' para Cd e 0,1859 a 0,6135
mg kg™' para Pb.

Palavras-chave: GFAAS; NADES,; calibracdo multivariada; interferéncias,
modificador quimico, sinergia.



ABSTRACT

Deep eutectic solvents (DES) are currently being extensively studied as
observed in the literature, given the high number of publications within the most
diverse areas of Chemistry. One of the reasons refers to the simplicity and speed of
DES synthesis, low cost and toxicity, and flexibility regarding the modulation
capacity of these solvents, allowing it to be adaptable and optimized according to
the application purpose. Natural deep eutectic solvents (NADES), being one of the
subclasses of DES, have as precursors natural compounds such as organics, amino
acids, sugars and alcohols and have gained attention due to their improvement to
the concepts of Green Chemistry and their versatility of use, particularly in sample
preparation. In the present study, the use of NADES based on citric acid (Ac), lactic
acid (Al), choline chlorine (CICo) and glucose (Gli) will be evaluated as an extractor
solvent in sample preparation for the extraction of As, Cd and Pb, elements whose
toxicity in humans is well-known, using two different sample preparation strategies
(assisted by vortex and ultrasound), as well the compatibility of NADES with the
technique of Atomic Absorption Spectrometry with the Graphite Furnace ( GFAAS),
through the evaluation of spectral and/or non-spectral interferences suffered from
the applied reaction/instrumental conditions, through chemometric tools such as
experimental designs, desirability functions and response surface analysis, through
the dependent variables: recovery (% ), resource mass (m0) and the signal-to-
background-ratio (SBR) parameter in the optimization and evaluation of the NADES
behavior against the GFAAS technique. In addition to the NADES having the ability
to extract the analytes studied in the simplest method (vortex at room temperature),
an ability of the NADES constituents to act synergistically with chemical modifiers
(Pb(NO3)2) for the analytes As, Cd and Pb in the GFAAS technique was observed,
making the application of studies with NADES very promising for the area of
Analytical Chemistry. The highlight is NADES (CICo-Ac-A), achieving recoveries in
desired values (90.25 to 95.89%) in the Cd and Pb experiment in all MRCs
evaluated in this study. The LOD's obtained were, for NADES (Al-Gli-A) and (CICo-
Ac-A), respectively, 0.2722 and 1.2308 mg kg™' for As, 0.0837 and 0.1914 mg kg™
for Cd and 0.1859 to 0.6135 mg kg for Pb.

Key-words: GFAAS; NADES; Multivariate Calibration; interferences, chemical
modifier, synergy.
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1. INTRODUGAO

Acompanhando o desenvolvimento industrial e tecnolégico ao longo das
ultimas décadas, a geragcdo de residuos e exposicdo aos contaminantes
inorganicos (As, Cd, Se, Pb, Hg, etc) € uma preocupacéao global devido aos riscos
de degradacdes do meio ambiente e a saude humana (MICHELSEN-CORREA,
2021). Oriundos da contaminagéo de solos e agua, a exposigao a esses elementos
mesmo em baixas concentracdes causam uma variedade de efeitos adversos a
saude de animais e humanos, sendo esses elementos quimicos incluidos na cadeia

alimentar por meio da ingestao de alimentos contaminados.

Bioacumulativos e de elevada toxicidade mesmo presentes em baixas
concentragbes, € de interesse global o monitoramento dos contaminantes
inorganicos. Agéncias reguladoras como a Food and Drug Administration (FDA)
nos EUA e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e outras
equivalentes de cada pais sao responsaveis pelo monitoramento e estabelecimento
de métodos de analise para fins de avaliagdo de conformidade, através do
parametro como o limite maximo tolerado (LMT) para cada contaminante inorganico
em diversos tipos de matrizes (ANVISA, 2021). Dentro desse contexto,
metodologias analiticas mais sustentaveis estdo atualmente sendo propostas, ou
seja, métodos de analise quimica que demandam baixo consumo de energia,
reduzida toxicidade, baixo custo e reduzida geragcédo de residuos alinhados aos
principios da Quimica Verde para a determinacdo do teor dos contaminantes
inorganicos por técnicas espectrométricas (ABBOTT, 2004; GALUSZKA, 2013;
BENVENUTTI, 2019; NOWAK, 2021).

Entre as técnicas analiticas para a quantificagdo dos constituintes
inorganicos, a espectrometria de absorgédo atdbmica com forno de grafite (GFAAS)
€ uma técnica comumente empregada para a quantificagao de elementos como:
As, Cd e Pb - objeto de estudo desse trabalho (BUTCHER, 2017). A técnica,
também conhecida como espectrometria de absor¢cao atdmica eletrotérmica
(ETAAS), consiste no monitoramento da radiacdo absorvida por elementos na
forma atomizada produzidos dentro de um tubo de grafite (atomizador) aquecido
eletricamente. Vantagens para essa técnica incluem nivel de detectabilidade na
ordem de pg L' a ng L', reduzido consumo de massa/volume de amostra, para as
analises quimicas, requerendo comumente volumes de amostra na ordem de uma
aliquota de 20 pyL. (WELZ, 2008; SKOOG, 2021; BUTCHER, 2021).
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1.1. A Toxicidade nos Alimentos

Por meio de uma variedade de fatores comumente presentes na industria
alimenticia, como o tipo de cultivo do solo, poluicdo ambiental, praticas agricolas,
contaminagdes durante as operacgdes unitarias, condicdes de armazenamento
(enlatados, por exemplo), elementos quimicos potencialmente danosos a saude
humana podem ser inseridos no produto final a ser consumido pelo ser humano
(ORESTE, 2013). Em plantas, diversos contaminantes inorganicos podem ser
bioacumulados e transferidos para a cadeia alimentar tanto de animais como de
seres humanos. Para tanto, indices de transferéncia de elementos metalicos entre
solo-planta (por exemplo, fator de bioconcentragao e indice de carga-polui¢éo) séo
propostos para descrever a translocacao de metais em sistemas de solos e plantas,
de modo a determinar e monitorar os efeitos ecotoxicolégicos do consumo de
alimentos contaminados (RAI, 2019).

Dos contaminantes inorgéanicos, sao de relevancia toxica os elementos As,
Cd e Pb, pois além de serem bioacumulativos (animais e vegetais), possuem baixo
nivel de LMT (limite maximo tolerado). Para a saude humana, elevadas
concentragdes de As, Pb e Cd trazem severas complicagdes como disfungdes
renais, cirrose, danos cerebrais, problemas cardiovasculares e sdo também
agentes cancerigenos como indicados pela Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC) (SMITH, 1997).

O arsénio é o vigésimo elemento mais abundante da crosta terrestre e sua
presenca na agua pode ocorrer por fonte natural e antrépicas (GONG, 2002). A
principal forma de contaminagao por As é pelo consumo de agua contaminada,
sendo absorvido pelo trato gastrointestinal. Outras fontes de contaminagao incluem
os processos de fundicdo de metais nao-ferrosos, plantas termoelétricas,
atividades de mineracéo, deposicao de particulados provenientes da queima de
combustivel féssil e pesticidas contendo o elemento como impureza (VEZZA,
2018). A exposicdo ao arsénio pode levar a disfungdo de multi-organismos,
problemas na medula éssea, encefalopatia, hepatomegalia, melanoma, diarreia,
neuropatias, disturbio no ritmo cardiaco e doenga vascular periférica, além de risco
de cancer, no figado, rins, bexiga e pele (RAI, 2019). A tolerancia maxima de
arsénio segundo a Food and Agriculture Organization/World Health Organization

(FAO/WHO) ¢é de 100 ug g para oleos vegetais, de 10 ug g' para agua mineral, e
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0,02 pg g' para arroz. No Brasil o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) estabelece um limite de 1000 pug g' para peixes.
(NOGUEIRA, 2006; COMMISSION, 2011; MEETING, 2011; DAI, 2013; ABBAS,
2016).

A exposicdo humana ao elemento Cd se da pelo consumo de alimentos
contaminados, cigarro e residuos de processos de mineragao e industrias como as
de baterias e metalurgicas. Em humanos, a exposi¢céo ao Cd pode causar edemas
pulmonares e irritacdes respiratorias quando inalado. A exposi¢ao crénica pode
levar a doencgas renais, anemia, pneumonia, inibicdo de hormonios (progesterona
e estradiol), osteoporose e fraturas dsseas, além de risco de cancer no pulmao e
mamas (RAIl, VARDHAN, 2019).

Um caso notoério de contaminacéo pelo elemento Cd ocorreu no Japao em
1912 onde os esforgos para a remediacado da contaminagao veem ocorrendo desde
1972 até os dias atuais. Tal evento se deu pela contaminagao de rios por residuos
de companhias de mineragao contaminando centenas de pessoas por meio do
consumo de arroz contaminado por Cd. A doencga, desde entdo denominada itai-
itai, além dos sintomas supracitados causa severas dores em juntas como também
dor nas costas (IKEDA, 2015). Segundo a agéncia reguladora (FAO/WHO), a
tolerancia maxima de Cd é de 400 ug g para arroz, 100 ug g™ para vegetais e 50
ug g™ para frutas vegetais (COMMISSION, 2011; MEETING, 2011; ABBAS, 2016).

O chumbo é um elemento nao biodegradavel e acumulativo nos organismos
vivos. A maior preocupacado quanto a contaminagdao de Pb esta relacionada ao
consumo de agua contaminada principalmente por atividades de mineragao,
processos metalurgicos, plantas eletrotérmicas, queima do petroleo cru e uso de
tintas que contém chumbo em sua composi¢cao (SHARMA, 2005; SENGAR 2008).
Entre as consequéncias de sua bioacumulagdo no organismo humano, séo
relatados casos de anemia, doencgas renais e outras doencas relacionadas ao
metabolismo, encefalopatia, nauseas e vomitos. Danos ao sistema nervoso central,
sistema circulatorio e dores abdominais também sao relatadas em caso de
contaminacgao por Pb, além de ser considerado um potencial cancerigeno aos seres
humanos. Em criangas, situagdes de vulnerabilidade sdo descritas desde o
desenvolvimento do feto, podendo causar disturbios quanto aos aspectos
cognitivos, afetando areas neurologias relacionadas a concentragcdo e ao

aprendizado da crianga (RAI, 2019; KIM, 2019). A tolerancia maxima de chumbo
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segundo a FAO/WHO é de 300 ug g para peixes, 100 ug g™' para vegetais e 20
ug g em leites (COMMISSION, 2011; MEETING, 2011; ABBAS, 2016).

Todos os fatores citados contribuem para a importancia e crescente
demanda na determinagao quantitativa desses contaminantes inorganicos (As, Cd
e Pb) em diversos tipos de amostras, onde a area de quimica analitica vem
contribuindo significativamente na elucidagao quanto ao teor desses elementos,
como também na analise de especiagao quimica, que consiste na determinacio da
concentracdo de varias formas quimicas de um determinado elemento em uma
matriz (ORESTE, 2013; VAN BEIK, 2017; VALASQUES, 2020; NASCIMENTO,
2020; ATAEE, 2020; HUANG, 2022). Nas analises de alimentos, elementos
potencialmente toxicos, a considerar As, Cd, e Pb necessitam de uma atengao
especial devido ao grau de toxicidade elevada mesmo em baixas concentragdes,
cujo o LMT esta na ordem de ug g™'. Para tanto, a técnica de GFAAS é comumente
utilizada nesse contexto, pois ela abrange a determinacao de elementos tracos (ug
g') a ultratragos (ng g'), além de ser um instrumento bem consolidado na literatura
devido a elevada sensibilidade e seletividade, esse ultimo parametro intrinseco as
técnicas de AAS. Como ja comentado, a origem desses elementos nos alimentos
€ variada, podendo ocorrer a partir do cultivo do solo, da poluicdo ambiental,
praticas agricolas, como também durante o processo de fabricacdo (ORESTE,
2013). Outras técnicas analiticas como a espectrometria de absorgédo atémica com
chama (FAAS) e técnicas multielementar como espectrometria de emissao optica
com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) também sao utilizadas em analises de
alimentos, entretanto ou ndo apresentam o nivel de detectabilidade desejado para
a quantificacdo desses elementos, ou apresentam um custo relativamente alto,
como o ICP-MS, fazendo com que a técnica GFAAS ainda seja muito empregada

na quantificagcdo de As, Cd e Pb em diversos tipos de amostras (ORESTE, 2013).

1.2. Técnicas Espectrométricas de Analise
As técnicas espectrométricas sdo empregadas na determinagcéo qualitativa
e quantitativa de uma variedade de elementos quimicos, em nivel tracos-
ultratracos. Os métodos analiticos desenvolvidos empregando a espectrometria
sdo geralmente rapidos, eficientes e no geral apresentam desejavel seletividade

quando bem otimizados os parametros reacionais/instrumentais de cada método.
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A determinagdo das espécies quimicas inorganicas ocorre na fase gasosa e
atbmica do analito, tornando a denominada etapa de atomizacdo uma das fases
criticas durante a analise que garante alta eficiéncia e reprodutibilidade para as
técnicas espectrométricas (CROUCH, 2006).

Os métodos espectrométricos de absor¢cao e emissdo atbmica podem ser
classificados de acordo com o atomizador empregado nas analises quimicas,
sendo os mais utilizados as técnicas com fonte de plasma, como as técnicas de
ICP OES e ICP-MS, técnicas com atomizador de chama e eletrotérmico, utilizados
em FAAS e GFAAS, respectivamente (GORDON, 2001; CROUCH, 2006; THUY,
2010; PERIC, 2013; KERTON, 2013).

A técnica de GFAAS baseia-se na absorcao de radiagao por atomos livres,
no estado gasoso, em um atomizador eletrotérmico (normalmente um atomizador
de grafite). A radiacao incidida no vapor atdbmico possui comprimento de onda
especifico para cada elemento, o que torna a técnica essencialmente
monoelementar. O processo de atomizagédo (geracdo de atomos no estado
elementar e gasoso) ocorre no interior de um tubo de grafite, aquecido
eletricamente. Como o processo se passa no interior do tubo (atomizador), o
ambiente parcialmente fechado permite que a nuvem atdbmica da amostra
permaneca por um tempo consideravel no caminho 6ptico, melhorando a eficiéncia
e a sensibilidade da técnica. Importante mencionar também que toda a amostra &
volatilizada no processo de quantificacdo do analito e associado ao tempo no
caminho o6ptico de 1s ou mais, a técnica de GFAAS apresenta um nivel de
detectabilidade na faixa de ug L' a ng L' (WELZ, 2008; SKOOG, 2013).

Essas condi¢des caracteristicas do GFAAS, como elevada sensibilidade,
baixo consumo de amostra (aliquotas de 20 uL em geral) e considerando ainda que
0 numero de etapas do preparo de amostras € menor — visto que o tratamento
térmico da amostra pode ser realizado durante a etapa de quantificagao do analito
onde efetivamente ocorre a separagao dos concomitantes inorganicos (presentes
na matriz) do analito, a técnica de GFAAS é extensivamente empregada para
muitos propositos analiticos, quando se deseja elevada sensibilidade para a
quantificacdo dos espécies inorganicas em variadas amostras.

As analises, bem como as otimizagées de um procedimento analitico por
GFAAS seguem um programa de aquecimento bem estabelecido (Figura 1). O

volume de amostra injetada (de 10 — 100 L), sob a forma de gota, é aquecida em
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uma primeira etapa cuja fungao é a evaporacao e eliminagao do solvente (etapa de
dessolvatagao). Posteriormente, é definido como etapa de pirdlise (400 — 1300 °C)
aquela responsavel pela separacédo térmica do analito da matriz (concomitantes
inorganicos). O sinal do analito é obtido na etapa de atomizagdo, onde a
temperatura é elevada o suficiente (1300 — 2600 °C a depender do analito) para
criar uma nuvem do analito vaporizado e atomizado. Este sinal é gerado através da
absorcao da radiacao proveniente da fonte primaria da radiacdo lampada de catodo
oco (HCL), juntamente com o corretor de fundo, a ldmpada de Deutério (D2) que
podera ser empregado ou nao, a depender do comprimento de onda do analito.
Ambos os sinais obtidos (sinal do analito e sinal de fundo (background) sao
integrados e equalizados (WELZ, 2008). Por fim, o atomizador passa por uma etapa
de limpeza para a eliminagdo de possiveis residuos remanescentes da amostra,
para eliminacao ou reducao de possiveis efeitos de memodria, aplicando-se uma

etapa de resfriamento no final do programa, para iniciar uma nova analise.
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Figura 1: Programa de aquecimento, com as etapas bem estabelecidas (secagem, pirdlise,

atomizacgao e limpeza) na técnica de GFAAS.
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Problemas de interferéncias espectrais e/ou ndo espectrais em técnicas
analiticas baseadas em absor¢ao atdmica e seu conhecimento/entendimento é de
interesse comum dentro da area de aplicacdo da espectrometria para a
quantificacdo de elementos em diversos tipos de amostras, visto que a presenga
de interferentes afeta diretamente a sensibilidade, a exatiddao e a preciséao dos
resultados. Na espectrometria de absor¢ao atdmica (AAS), as interferéncias séao
classificadas de acordo com o conjunto de caracteristicas em comum, entretanto
nao devem ser consideradas independentes pois podem interagir mutualmente.
Deste modo, as interferéncias sao divididas em interferéncias espectrais e nao
espectrais.

As interferéncias espectrais sdo aquelas relacionadas a separagao
incompleta da radiagao absorvida pelo analito, sendo ocasionada por outras fontes
de radiacdo como também a radiacbes de absor¢éo de outras espécies quimicas
detectadas e processadas pelo sistema de detecg¢ao do instrumento. Incluem como
interferéncia espectral a sobreposicao de linhas de absorgdo ocasionada por outros
elementos quimicos e de vibragdes de moléculas no estado gasoso; a absor¢ao
por concomitantes em comprimentos de onda (A) muito proximos ao A do analito,

gue nao sao possiveis de serem separadas pelo monocromador/corretor de fundo;
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como também devido ao espalhamento da radiagdo do analito ocasionada pela
presenca de materiais solidos particulados. Em AAS as interferéncias espectrais
oriundas do processo de absorgdo dos elementos quimicos sdo menos comuns,
sendo mais observadas em espectrometria de emissao atémica (OES) por se tratar
de uma técnica multielementar e que atinge altos valores de temperatura no
atomizador suficiente para promover a excitagao eletrénica da grande maioria dos
elementos quimicos presentes em uma amostra (WELZ, 2008). Em AAS sao mais
comuns as interferéncias espectrais relacionadas a absor¢ao molecular quando a
etapa de pirdlise nao é eficiente para reduzir/eliminar os concomitantes presentes
na matriz.

Quanto as interferéncias nao espectrais, essas estdo relacionadas
diretamente ao numero de atomos dos analito no estado gasoso livre quando na
etapa de atomizagao, sendo que eventual mudanga no estado quimico do analito
afeta diretamente no sinal analitico. Desta forma, perdas do analito durante a etapa
de pirdlise é comumente uma fonte de interferéncia ndo espectral, ou seja, quando
o elemento quimico a ser determinado tem sua volatilidade alterada consequente
das condic¢des reacionais (preparo de amostras) e instrumentais de analise, sendo
neste caso crucial a otimizagao da temperatura de pirélise para cada analito/matriz
e a possibilidade do emprego de modificadores quimicos. Neste sentido também
se aplica para a etapa de atomizacao, pois para cada analito uma temperatura de
atomizacdo deve ser avaliada. Temperaturas baixas podem nao possibilitar a
atomizacao eficiente do analito, bem como temperaturas demasiadamente
elevadas podem favorecer a atomizagdo de contaminantes — intensificando
também as interferéncias espectrais - além da possibilidade de acelerar o desgaste
do tubo de grafite. A depender do solvente utilizado no preparo de amostras (seja
aquosa ou solvente organico), a etapa de secagem deve ser otimizada de modo a
evitar que a gota inserida “espirre” e expulse o analito para fora do tubo de grafite.

E comum, ao se observar com interferéncias ndo-espectrais, o emprego de
modificadores quimicos a fim de se evitar possiveis perdas do analito e melhorar a
eficiéncia de separacado dos concomitantes presentes na matriz do analito, efeito
este que reflete consideravelmente na seletividade, bem como no nivel de
detectabilidade do método, quanto aos limites de determinagdo (LOD) e
quantificacédo (LOQ). A viabilidade do emprego de modificadores quimicos deve-se

a possibilidade no aumento da temperatura de pirdlise, pois o analito se torna mais
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refratario, permitindo eficiente separacao térmica da matriz e do analito, reduzindo
significativamente as interferéncias n&o espectrais. A sistematica de trabalho é
fazer a adicdo dos modificadores quimicos nas solugdes padrdao, como também nas
amostras de analise (LIMA, 2016; BUTCHER, 2021). Ou ainda, pode-se empregar
a estratégia de se adicionar o modificador quimico uma unica vez no tubo de grafite,
modificador quimico permanente (WELZ, 2008; BUTCHER, 2021). Dentre os
modificadores empregados nas analises, comumente sao utilizados modificadores
quimicos de Pd(NOs)2 e/lou Mg(NOs)2, conhecido como modificador quimico
universal, devido a possibilidade do emprego desses modificadores quando em
conjunto atuarem de forma significativa para um grande numero de analitos, por
meio da formagédo de compostos ou sélidos de paladio/magnésio, oxigénio e o
analito, viabilizando uma eficiente separacdo térmica do analito/matriz (WELZ,
2008; BUTCHER, 2021).

Além dos tradicionalmente modificadores de Pd(NOs3)2 e/ou Mg(NO3)2, outros
modificadores sao recorrentemente relatados na literatura, como modificadores de
iridio, peréxido de hidrogénio, acido citrico, ureia, nanoparticulas como FesOs,
dentre outros (ACAR, 2008; LIMA, 2016; BAFGHI, 2020; BUTCHER, 2021).

Deslocamento nos equilibrios de ionizag&o e dissociagéo do analito também
pode ser significativamente alterado pela presenga dos concomitantes, além de
processos de recombinacdo do analito com os interferentes sdo comuns de
ocorrerem em AAS. As formagdes de 6xidos metalicos sao indesejaveis, para tanto
a utilizacao de argdnio como gas de purga se faz necessario para evitar que o
oxigénio presente no ar nao reaja com elementos quimicos presentes na amostra,
em particular o analito (WELZ, 2008). Outro fator importante é a possivel formagao
de carbetos podendo ser influenciada pelos concomitantes presentes na amostra,
que também reagem com o tubo de grafite diminuindo sua vida util.

Em geral, quando as etapas do programa de aquecimento (pirdlise e
atomizacgao) sao bem otimizadas, levando-se em consideragao o analito e a matriz
de analise, problemas de interferéncias sao significativamente reduzidos,
propiciando um ambiente quimico na etapa de atomizacao eficiente e reprodutivel,
refletido na qualidade analitica dos resultados, em termos de sensibilidade,
exatidao e precisao.

A excitacdo dos atomos em sua forma vaporizada geralmente é feita por

fontes de radiacdo externa de linha espectral, como lampadas de catodo oco
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(HCLs). Para as analises das amostras, € comum a necessidade de estratégias
analiticas que reduzam significativamente os sinais de fundo gerado pela presenca
dos concomitantes inorganicos, que podem absorver, emitir ou espalhar radiagéo,
muito proxima a radiacdo emitida ou absorvida pelo analito, podendo gerar
resultados super/subestimados quanto ao teor do analito na amostra. Desta forma,
estratégias analiticas para a corregédo do sinal de fundo sdo empregadas, como a
corregao por fonte continua (lampada de deutério, D2), como também pode ser
empregado a corregao de fundo baseado no efeito Zeeman, pela incorporagao de
magnetos no atomizador ou na fonte de radiacéo, aplicando-se o conceito do
desdobramento dos niveis eletrénicos quando um vapor atdmico € submetido a um
forte campo magnético (WELZ, 2008; BUTCHER; 2021).

A técnica de corregao de fundo (background) utilizando uma fonte continua
se baseia assumindo que a atenuacgao do sinal do analito proveniente do sinal de
fundo é uma banda larga comparada a linha de absorcdo do analito (linhas
estreitas, caracteristica em AAS) e que esta banda n&o varia na faixa da largura da
fenda selecionada. Um modulador rotatério alterna a radiacdo proveniente da
lampada de HCL e a lampada D2 e a banda de radiagao (sinal do analito) € isolada
pela diferenca dos espectros obtidos destas duas fontes de radiagdo. Vantagens
desta técnica inclui baixo custo, sem perda de sensibilidade e boa exatidao para os
elementos quimicos que absorvem radiagdo entre 190-360 nm. Quanto as
limitacdes incluem a necessidade de alinhar a fonte de radiacdo primaria com a
fonte de radiacdo continua e a quantificacdo do analito deve estar contemplada
dentro da faixa da lampada de D2 (190 a 360 nm). Fora desta faixa outras fontes
de radiagao continuas sao recomendadas, por exemplo a fontes de tungsténio ou
halogénio para a correcao do sinal de fundo (WELZ, 2008; BUTCHER; 2021).

O efeito Zeeman se baseia no fenbmeno de desdobramento das linhas de
absorgcao/emissdo com a influéncia de um campo magnético. Considerado uma das
formas mais eficientes para a correcdo de fundo, entretanto os instrumentos
equipados com este método de correcdao geralmente sdo mais custosos e pode
ocorrer também perca de sensibilidade (devido ao desdobramento de picos de alta
intensidade), além da possibilidade de gerar possiveis interferéncias espectrais, ou
seja, desdobramentos de outras linhas de absorgao nas proximidades da linha do
analito (WELZ, 2008; BUTCHER; 2021).
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Um dos destaques das técnicas de espectrometria de absor¢ao atdmica esta
na aplicagdo de fontes continuas de alta resolugdo (HR-CS) em AAS, ao qual
superou algumas limitagbes instrumentais, como elevados ruidos e baixa
intensidade das lampadas de xendnio de arco voltaico em baixos comprimentos de
onda (onde se encontra a maioria das linhas de absor¢do, 190-360 nm) e
monocromadores com baixa resolucdo. A despeito de todos os problemas e
obstaculos, os trabalhos empregando-se fonte continua em AAS n&o foram
abandonados e hoje essa técnica se mostra viavel, levando a obtencédo de
resultados promissores. Almeida et al. (2020) determinaram Be, Cd e Pb em
particulados atmosféricos utilizando da técnica HR-CS-GFAAS, com satisfatorios
valores para o LOD 0,001 e 0,004 ug g™' para Be e Pb, e valores de LOQ 0,0033 e
0,0132 ug g para Be e Pb respectivamente). Schriter et al. (2021) analisaram
amostras de plantas e solos empregando-se a técnica HR-CS-GFAAS por
amostragem solida para a determinacdo de Ge, podendo-se verificar um método
analitico robusto, de elevada frequéncia analitica e alta sensibilidade, para um
elemento quimico ndo usualmente estudado, como o Ge. Uma das vantagens em
relacéo as fontes de linha (LS) esta nas informagdes que sédo geradas e obtidas de
todo o espectro de analise, que podem auxiliar na determinagdo e corregcdo de
interferéncias espectrais (WELZ, 2005).

A geragao quimica de vapor, empregando-se a geracao de hidretos (HG
GFAAS) é uma estratégia analitica de introdugdo de amostra consolidada na
literatura que visa a reducgao/eliminacao de possiveis interferentes e significativa
melhora na sensibilidade da técnica analitica. Nesse sistema de introducédo de
amostras, compostos volateis do analito sdo transportados por um fluxo de gas
inerte, geralmente argbnio, até o atomizador. Dentre as técnicas de geragao
quimica de vapor, o sistema de geracao de hidretos € o mais estudado e aplicado
para a quantificagcdo dos elementos inorganicos. Para a formacgao de hidretos de
dos elementos quimicos (As, Sb, Bi, Se, Te, Ge, Sn, Pb, Cd, Hg e Zn) é empregado
um agente redutor, sendo o tetrahidroborato de sédio (NaBH4) mais comumente
empregado, por apresentar uma cinética de reacédo elevada e ser de facil
automacado, ou seja, apresenta caracteristicas ideais no que se refere a
estabilidade, nado flameabilidade e baixa toxicidade para ser empregado em
métodos automaticos de analise (YU, 2014; BUTCHER, 2021). Shaltout et al.
(2020) compara as técnicas de fonte de linha: LS-GFAAS, HR-CS GFAAS e HG-
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LS GFAAS para a determinacao de selénio em amostras de feijao. No mencionado
estudo, LS-GFAAS e HR-CS GFAAS néo atingiram sensibilidade adequada para
analises de Se em teor abaixo de 5ng g (LOD de 2,3 e 24,0 ug L' para LS-GFAAS
e HR-CS GFAAS respectivamente) devido a interferéncias espectrais, ocasionadas
pela presenca de 6xidos de PO e NO na linha do Se 196,026 nm). Para a técnica
HR-CS GFAAS a lampada de xendnio apresentou baixa intensidade na linha mais
sensivel para o Se 196,026 nm. Empregando como sistema de introdugéo de
amostras, a geragao de hidretos (HG-GFAAS), a microextragéo e aprisionamento
dos hidretos gerados foram fundamentais para superar as interferéncias ocorridas
nas demais técnicas avaliadas, apresentando assim sensibilidade satisfatéria (LOD
0,030 ug L") sendo considerada a técnica adequada pelos autores nesse estudo.
1.3. Preparo de Amostras

Uma das etapas cruciais dentro de um método analitico € o preparo de
amostras, pois € nessa etapa onde ocorre a remocao/redugdo de potenciais
interferentes, liberando o analito da matriz e tornando-o quimicamente livre e
disponivel para ser quantificado pelas técnicas analiticas. Quando a amostragem é
inserida no estado liquido, em geral a etapa de preparo de amostras constitui das
seguintes etapas: i) digestdo/mineralizacdo da matéria organica constituinte; ii)
extracao do analito (considerando a especificidade do analito) e iii) manuten¢do do
analito em uma forma quimica estavel e compativel com a técnica de determinacéo
(IEGGLI, 2011; MACHADO, 2020; BUSTOS, 2022).

Os métodos de preparo de amostras comumente reportados envolvem via
seca ou umida, utilizando diversas formas de energia como térmica, ultrassom,
micro-ondas ou ultravioleta. A etapa de preparo de amostras geralmente é
selecionada de acordo com a matriz e técnica de determinacgao, cuja otimizagao do
processo inclui alcancar as melhores condicdes reacionais que favoregam a
extracdo do analito na matriz, em um menor tempo de preparo, minima
contaminacgao, reduzido gasto de reagente, e minima geracdo de residuos e
efluentes, além de manter a integridade quimica do elemento a ser determinado.

De forma geral, a maior parte do preparo de amostras se da por via umida.
Muitas das estratégias de preparo de amostras empregadas em AAS para analise
quantitativa dos elementos inorganicos incluem o emprego de radiagdao micro-
ondas combinada com a digestao acida. Entretanto, nos métodos de digestao acida

0s riscos estao associados a seguranga do analista, geragao de residuos quimicos,
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além do elevado custo de aquisicdo de um forno de micro-ondas com cavidade.
Também se caracteriza, em alguns casos, por ser morosa, podendo ocorrer perdas
do analito por volatilizagdo (KRUG, 2008; NOBREGA, 2006; SANTANA, 2019;
ORESTE, 2020). Desta forma ha uma variedade de trabalhos na literatura propondo
estratégias alternativas de preparo de amostras que demandam menor tempo
operacional, evitando alguns dos problemas classicos supracitados (NOBREGA,
2006; SANTANA, 2019). Dentre elas, se destacam as com amostragem direta na
fase solida e por suspenséo (slurry).

Parte das vantagens do ETAAS inclui a possibilidade de injetar amostras
diretamente na fase sdlida, ou na forma de uma suspensao. Manfro et al (2020)
analisaram amostras de sangue e plasma previamente secas para a determinagao
de Li por amostragem solida em GFAAS, apresentando paréametros de
desempenho adequados (LOD 7 mg L, valores de recuperagdo de 104,0% e
precisdo 11%) para o monitoramento terapéutico de ions Li nessas amostras.
Rodriguez et al. (2020) determinaram os elementos Cr, Fe, Mg, Mn, Na e Ni por
amostragem solida no GFAAS em difenilmetano diisocianato polimérico, um
material precursor para polimeros poliuretano. Calibragdes foram feitas utilizando
solugdo padrdao e os resultados mostraram que a quantificagdo dos analitos,
empregando-se a amostragem solida por GFAAS alcangou valores de LOD
significativamente mais baixos quando comparada a quantificagdo dessa amostra
(na forma de solugéo) por ICP OES e ICP-MS. Entretanto, a amostragem sdlida
possui algumas limitagdes, dentre elas a necessidade de um controle maior sobre
o tamanho de particula (homogeneizacdo da amostra), em razdo de se garantir a
representatividade da amostra na técnica analitica empregada; limitacbes quanto
ao tipo de amostra, visto que matrizes como solo sao altamente heterogéneas e
sdo susceptiveis as interferéncias ndo espectrais como, por exemplo,
espalhamento da radiagéo; limite maximo para a massa de amostra sélida injetada,
0 que pode ser superado utilizando-se métodos de preparo de amostras com
suspensao (MACHADO, 2020).

O preparo de amostra com suspensao (slurry) se baseia na formagao de
uma solucdo contendo particulados solidos em suspenséo introduzido no GFAAS.
Nessa estratégia de preparo de amostras, as vantagens da jungao da amostragem
solida e liquida permite uma gama de possibilidades, incluindo o uso de solventes

alternativos e materiais de adsor¢gdo, como o uso de nanoparticulas (FILATOVA,
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2020). Em comparacdo com a digestdo acida, o emprego da suspensdo reduz
significativamente etapas do preparo de amostras, reduzindo assim a possibilidade
de contaminagdo da amostra, reducdo do tempo de preparo e volume de
solvente/agente extrator. Entretanto, essa estratégia de preparo de amostras por
suspensao apresenta algumas desvantagens como a promogdo da
heterogeneidade das amostras, o que leva as maiores imprecisdes para 0s
resultados obtidos quando comparado a bem fundamentada e consolidada
digestéo acida. Deve-se mencionar também, que a quantidade de amostra presente
na suspensao € em geral, maior quando comparada a digestado acida, o que se faz
necessario, na maioria das vezes, a aplicagado de estratégias de otimizagdo das
condicdes instrumentais de analise, como também a reducéo do sinal de fundo por
meio da aplicagéo de corretores de fundo. Kriegerova et al. determinaram Pb em
amostras de placentas humanas por GFAAS utilizando a estratégia de preparo de
amostras por suspensao. O método foi validado empregando-se materiais de
referéncia certificado (MRC) e comparado com o método de digestdo acida, ndo
apresentando diferencga significativa entre os dois métodos avaliados. Maratta et al.
(2020) determinou Bi em minérios de cobre empregando a preconcentragao
fotocatalitica em nanoparticulas de éxido de titanio (IV) utilizando a técnica GFAAS
e planejamentos experimentais tipo Box-Behnken, para o desenvolvimento do
método. O método foi validado com MRC, com recuperagdes obtidas na faixa de
97,3a102% e LOD e LOQ de 0,5 e 1,6 ng L' respectivamente.

Tanto a amostragem direta em fase sélida quanto por suspenséao
apresentam um numero significativo de aplicagdes em sistemas ETAAS, pois para
as técnicas analiticas seja de AAS ou técnicas de fonte de plasma, em geral o
sistema de introdugcédo de amostras ndao € compativel com elevados teores de
sélidos dissolvidos, ou mesmo com suspensbes de amostras, podendo
sobrecarregar o sistema de nebulizagdo em técnicas de FAAS, ICP OES e ICP-MS,
nao tendo representatividade da amostra no atomizador, além da possibilidade de
danificar o sistema de introdugcao de amostras.

Nos preparos de amostras via umida, o solvente/agente extrator comumente
utilizado sdo os acidos minerais, em particular acido com potencial propriedade
oxidante, como o HNO3s que é extensivamente empregado (GONZALEZ, 2009;
ORESTE, 2013). Todavia, apesar de bem fundamentada as técnicas de preparo

de amostras que fagam uso de acidos minerais, o seu elevado nivel de
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periculosidade sempre é uma preocupacgao, o que faz com que a busca por
reagentes quimicos ambientalmente amigaveis e de baixa periculosidade como os
solventes alternativos sejam atualmente promissores solvente/agente extrator para
analise elementar. Dentro desse contexto, e em acordo com os doze principios da
quimica verde (ANASTAS, 2010), o preparo de amostras empregando solventes
alternativos de baixa toxicidade e que veem apresentando notério efeito extrator
dos elementos inorganicos em diferentes tipos de amostras, como os solventes
eutéticos profundos naturais (NADES), vem apresentando elevado potencial de
aplicabilidade no preparo de amostras e que ainda demanda aprofundamento nos
estudos na area de quimica analitica em destaque para as técnicas
espectrométricas, em particular para a técnica de GFAAS, objeto do estudo de
pesquisa. (RASHID, 2019, SANTANA, 2019; RUI 2020; BROUWER, 2021).

1.4. Solventes Alternativos

Atualmente ha uma crescente preocupagdao com a poluicdo ambiental
gerada principalmente por atividades antropicas, e dentre essas, um olhar especial
deve ser dado aos meétodos analiticos que em sua maioria, empregam solventes
de toxicidade moderada a severa, geram quantidades apreciaveis de residuos
quimicos e ainda, nos tempos atuais, alguns desses sdo comumente descartados
nas redes de esgotos. Contudo, em acordo com os principios da quimica verde,
corrente essa datada na década de 1980, vem ganhando cada vez mais espaco
nos estudos/discussdes académicas frente a questdo da poluicdo ambiental e
possiveis acdes/estratégias de como remedia-la. A Quimica Verde foi definida pela
International Union of Pure and Applied Chemistry - IUPAC, como: "A invengéo,
desenvolvimento e aplicagao de produtos e processos quimicos para reduzir ou
eliminar o uso e a geragao de substancias perigosas" (TUNDO, 2000; ANASTAS,
2010). Nessa definigao, o termo “perigosas” deve ser entendido como substancias
nocivas de algum modo a saude humana ou ao meio ambiente.

Dentro desse contexto tém crescido a procura e desenvolvimento por
metodologias analiticas que estejam em acordo com os principios da quimica
verde, de modo a garantir a seguranga ao analista, diminuigdo de custos
operacionais, empregando reduzidas quantidades de reagentes (mg - ug) além de
empregar substancias quimicas de baixa toxicidade tanto ao analista como ao meio

ambiente. Nas ultimas décadas, acompanhando as tecnologias emergentes que
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atendam as necessidades mencionadas, os solventes alternativos vém cada vez
mais ganhando espago e atencdo dos pesquisadores. Essa classe de solventes
inclui os liquidos idnicos (ILs) e os solventes eutéticos profundos (DES).

Enquanto os ILs s&do por definigho compostos constituidos por sais
catiénicos e anidnicos organicos, com temperaturas de fusao inferior a 100 °C, os
DES séo classes de solventes alternativos, denominados em 2003 por Abbot et al.
(2001) e mais recentemente redefinidos como uma mistura eutética de acidos e
bases de Lewis/Bronsted em determinadas propor¢gdes molares de seus
constituintes precursores. Apresentando como principal e exclusiva caracteristica a
temperatura de fusado (Te, Figura 2) menor que seus constituintes iniciais (Tm,1 €
Tm,2) e principalmente de sua mistura eutética ideal (TE, idea) (MARTINS, 2019;
CHANDRAN, 2019; SANTANA, 2019). Esta ultima consideracdo final se faz
necessaria, pois a presencga de ponto eutético ideal € comum em compostos que
sdo completamente ou parcialmente imisciveis na fase sdlida. Além disso, a
formacgdo de uma Te < Tk, ideal (AT2 na Figura 2) nos DES é de suma importancia
para a sua definicdo, pois torna a classe de solventes mais restritivos e assegura a
qualificagao “profundo” de seu nome. Dito isto, esta ressalva se faz necessaria, pois
a primeira definigdo quanto a formacgao apenas de uma Te < Tm,1; Tm,2 S€ encontra
atualmente limitada e defasada (MARTINS, 2019; CHANDRAN). A formacao desta
TEe se da pelas relagdes com o efeito ndo-ideal da fase liquida através das multiplas
interacbes das substancias quimicas aceptoras e doadoras de ligacédo de
hidrogénio (HBA e HBD, respectivamente) presentes no sistema, como também as
interacoes eletrostaticas, ligagdes T, ligagdes de hidrogénio, Van der Waals, etc
(MARTINS, 2019).



31

Figura 2: Esquema adaptado (MARTIN, 2018) de comparagéo de equilibrio sélido-liquido de uma
mistura eutética ideal (linha vermelha) e de uma mistura eutética profunda (linha azul). A definicéo
dos DES deve ser aquela que garante uma diminui¢cao da temperatura de fusdo da mistura

eutética ideal (AT2) e ndo somente da diferenga de seus precursores isolados (AT1).
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Fonte: Autor.

Ao longo dos ultimos anos, devido a notabilidade dos DES, diversas
subclasses deste solvente alternativo foram desenvolvidas e descritas, com
finalidades e/ou definicdes especificas, como solventes eutéticos profundos
terapéuticos (THEDES), solventes eutéticos profundos poliméricos (PDES),
solventes eutéticos profundos hidrofébicos (hDES) e os solventes eutéticos
profundos naturais (NADES).

Os THEDES consistem em solventes sintetizados para aplicagdes
farmacéuticas, ou seja, foram desenvolvidos para aumentar a solubilidade, a
permeabilidade e a biocompatibilidade dos compostos farmacéuticos ativos
(RAHMAN, 2021). Diferentes estudos apontam que quando compostos
farmacéuticos ativos, como por exemplo, o acido acetil salicilico e ibuprofeno sao
administrados na forma de THEDES, a eficiéncia quanto ao transporte do principio
ativo, sua absorgao intestinal, solubilidade sdo significativamente aumentados.
Para a formulacédo destes THEDES s&o comumente utilizados cloreto de colina e
mentol como HBA. Pereira et al. (2022) combinaram quimicamente terpenos, como
mentol, linalol e safranol com farmacéuticos ativos como ibuprofenos, flurbiprofeno
e ketoprofeno para a formulacdo dos THEDES sendo aplicados em atividades
anticancerigenas, apresentando resultados promissores, atendendo a uma

demanda do setor relacionados a terapia alternativa, apresentando menor efeito
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adverso, de baixo custo e com reagentes ambientalmente amigaveis. Syed et al.
(2022) fez uso de um THEDES hidrofébico a base de timol e mentol como fase
dispersiva para a produg¢ao de uma nanoemulsao via ultrassom para atuagao em
atividades antimicrobiais, como por exemplo em aplicagdes dermatoldgicas,
apresentando parametros satisfatérios neste quesito.

Os PDES possuem, além das caracteristicas mencionadas dos DES, as
propriedades particulares dos polimeros, possibilitando, por exemplo, a
modificagdo de materiais funcionalizados, dentre as quais incluem materiais a base
de nanoparticula de carbono, metais nobres, de transicao entre outros (GE, 2017).
Nos estudos conduzidos por Ni et al (2020). descrevem um material a base de
nanotubo de carbono magnético modificado com PDES constituido de sais de
amoénio quaternario polimérico (cloreto de 3-acrilamidopropil trimetilamodnio) com
xilitol para a extragao de proteina bovina. Estudo similar foi realizado por Wei et al.
(2019) com PDES constituidos por sal de aménio quaternario polimérico e D-
sorbitol, um acgucar polimérico, na modificagdo de nanoparticula metal-orgénica
magnética para a separagao seletiva de tinturas catiénicas.

A maioria dos DES reportados atualmente sdo misciveis em agua, o que
limita de certa forma suas aplicagdes para extragcbes de compostos quimicos
hidrofobicos. Os hDES surgem como uma proposta para atender esta demanda,
primeiramente relatado por Van et tal. (2015) em misturas constituidas por acidos
decandicos e sais de amonio quaternario para a extragao de acidos graxos volateis
(por exemplo, acido acético, propandico e butanéico) em amostras aquosas (LIAO,
2022; VAN, 2015). Akramipour et al. (2018) utilizam hDES a base de cloreto de
imidazol como HBA e 1-undecanol como HBD em diferentes proporgdes molares
para a determinacdo de mercurio em amostras de sangue utilizando a técnica de
microextracao liquido-liquido dispersiva assistida por vortex, apresentando boas
condi¢des de recuperacgao, linearidade, precisao e limites de detecg¢ao. Habibollahi
et al (2019). realizaram determinacao de contaminantes inorganicos (Cd, Hg e Pb)
em amostras vegetais utilizando a técnica de microextragéo dispersivo liquido-
liquido via solidificagdo (em banho de gelo) de hDES a base de cloreto de 1-decil-
3metilimizadol e 1-undecanol. Os resultados foram promissores para um método
relativamente simples, boa frequéncia analitica, baixo custo, nivel de
detectabilidade (0,1 a 0,3 ug kg') e que ndo necessitou do uso de solventes

organicos considerados toxicos.
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Por fim, os NADES recentemente ganharam destaque como promissores
substituintes aos solventes classicos como metanol, etanol, acetona, hexano,
acetonitrila, acido sulfurico, entre outros, que sdo comumente empregados nas
mais variadas formas de preparo de amostras (CHANDRAN, 2019; BENVENUTTI,
2019). Os DES, em énfase aos NADES, se destacam principalmente as suas
caracteristicas como: i) baixa pressao de vapor comparada aos solventes de
conhecida volatilidade/aplicagao; ii) precursores econdmicos e de facil aquisicao;
iii) capacidade de ser “moldavel”, isto é, os NADES, assim como os outros DES
citados, apresentam a vantagem de serem sintetizados de acordo com a finalidade
de uso.

Por exemplo, no caso dos NADES, a selecdo de precursores deve-se se
basear na sua possivel atuacdo como modificador quimico para a técnica de
GFAAS, bem como a adicao de agua também ¢é possivel, na etapa da sintese do
NADES para que se torne compativel com as técnicas espectrométricas
empregadas. (ACAR, 2008; HUANG, 2015; LIMA, 2016; GHILANE, GE, 2020). De
forma geral, o reflexo das caracteristicas intrinsecas dos DES e suas subclasses,
bem como a possibilidade de atuar nas mais diversas areas, corroboram com o
aumento consideravel de publicagdes cientificas envolvendo esses solventes ao
longo dos ultimos anos, como podem ser observados nas Figuras 3 e 4,
respectivamente.

Pode-se verificar pelo perfil obtido de ambos os graficos (a partir do ano de
2004 sendo a primeira publicagcéo de definicdo dos DES e 2011 dos NADES), um
significativo aumento no numero de publicagbes envolvendo os solventes
alternativos, mostrando o interesse académico por esta classe de solventes, devido
em particular, a versatilidade e viabilidade do emprego desses solventes em
diferentes finalidades, desde a elucidacao, quantificacdo e sintese de compostos
organicos até a analise elementar nas mais diversas matrizes, empregando
inumeras técnicas analiticas. O que pode inferir na preocupag¢ao em se buscar os
solventes alternativos, alinhados aos principios da quimica verde, como uma forma
de se propor metodologias analiticas menos agressivas ao meio ambiente e ao

analista.
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Figura 3: Publicagdes por ano utilizando o termo “Deep eutectic solvent’ na Base de Dados
Scopus.
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Fonte: Elsevier (2022).

Figura 4: Publica¢des por ano utilizando o termo “Natural Deep eutectic solvent’ na Base

de Dados Scopus.

Publicagdes por ano (“Natural Deep Eutectic Solvent”)
200

150

100

Publicacdes

50

1 0

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

Fonte: Elsevier (2022).

1.5. Solventes Eutéticos Profundos Naturais (NADES)

O termo NADES foi inicialmente reportado em 2011 por Choi et al.
(MARTINS, 2019; EL ACHKAR, 2021; SEKHARAN, 2022) quando se descobriu que
metabdlitos primarios de plantas como aminoacidos (prolina, serina, alanina),
acidos organicos (acido malico, citrico, maleico), polialcoois (glicerina, xilitol,
sorbitol), agucares (glicose, frutose, sacarose) e sais organicos como a colina
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(CsH14NO) poderiam ser utilizados para a sintese dos DES (Figura 5). Na literatura
€ relatado que alguns organismos fazem uso desses constituintes para o importante
papel de protegcdo celular, quando a célula se encontra em condigdes nao
adequadas no ambiente que a circunda, como por exemplo falta de agua ou baixas
temperaturas (PAIVA, 2014).

Figura 5: Constituintes naturais mais comuns utilizados na sintese dos Solventes Eutéticos
Profundos Naturais (NADES).
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A sintese dos NADES em geral sao relativamente simples e rapidas. Os
principais métodos estdo baseados em agitacédo e aquecimento, secagem a frio,
evaporacgao e sintese assistida por radiacdo micro-ondas e ultrassom (SANTANA,
2019; BIGLARI, 2020; YANG, 2021; SANTANA, 2022).

Os NADES, por apresentar como precursores fontes naturais e ndo exigir
solventes organicos em sua sintese, sdo em geral mais vantajosos em relagéo aos
ILs atribuidos pela sua baixa toxicidade e elevada biodegradabilidade, sao
economicamente viaveis, além de possuir caracteristicas usuais dos DES como
capacidade de modulagem através da alteragao e propor¢ao de seus constituintes

precursores de modo a ser otimizado em procedimento especifico. Tais
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caracteristicas intrinsecas, alinhadas aos principios da quimica verde, colocam
atualmente os NADES em posicao de destaque em diversos estudos cientificos,
nas mais variadas finalidades (RUTKOWSKA, 2017; GOMEZ, 2018; CHANDRAN,
2019; SANTANA 2022). Kumar at al. (2016) avaliaram a extracao de ligninas em
residuos de arroz utilizando mistura de acido latico e cloreto de colina como
NADES. O método apresentou uma solubilidade de 57% (m/m) de lignina na
biomassa utilizando uma propor¢cdo molar (mol) de 1:5 dos componentes
mencionados. O conceito de biorefinaria como a do estudo citado engloba uma
gama de possibilidades de processos importantes para o tratamento de residuos
na industria alimentar. E estimado que um terco dos alimentos produzidos ndo sdo
consumidos, ou seja cerca de 1,3 bilhdes de toneladas por ano. Nesse cenario os
NADES tem apresentado aspectos promissores. PANIC et al. (2021) investigam o
uso de diversas combinacdes de NADES a base de cloreto de colina, glicerol e
etilenoglicol em diferentes propor¢cées molares para a extragdo de compostos
considerados de alto valor agregado via o biorefinamento de cascas de laranja. Os
NADES com cloreto de colina, etileno glicol na proporgédo molar (mol) 1:1 e agua
(50%, m/m) apresentou excelente capacidade de extragcédo de componentes como
D-limoneno, proteinas e polifendis em cascas de laranja, sendo assim considerado
um método promissor para o aproveitamento de residuos desta categoria na
industria.

Na literatura, foi também demonstrado a capacidade de melhora do nivel de
detectabilidade de métodos eletroquimicos utilizando os NADES. Azcarate et al.
(2022) fez uso de diferentes NADES, cujos componentes precursores eram acido
citrico, acido latico, frutose, glicose e agua, para a modificacao de eletrdlitos na
obtencdo de uma variedade de sensores voltamétricos, que nesse estudo foram
utilizados para avaliar diferentes amostras de mel cujos processos de tratamentos
térmico foram distintos. Além de evidenciar que a temperatura é um fator
significante para a alteragao dos compostos quimicos do mel, o estudo demonstrou
que todas as combinacdes dos NADES avaliados, nas propor¢cdes molares (mol)
1:1:2 (acido citrico, glicose e agua); 5:1:3 (acido latico, glicose e agua) (5:1:3); 1:1:2
(acido citrico, frutose e agua), foram compativeis para as técnicas voltamétricas de
analises empregadas para a verificacdo da qualidade do mel e de possiveis outros
processos de controle em que a qualidade do alimento € sensivel a variagdes de

temperatura. Outros estudos similares na area da eletroquimica inclui o de Gomez
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et al. (2016) em uma sintese alternativa de nanoparticulas de oxido de ferro
utilizando NADES determinacdo de flavonoides em amostras de cebola e
Percevault et al. (2022) em analises eletroquimicas via reagdes redox com NADES
para analises de polifendis.

Na area de modificagdo de materiais, Cariati et al. (2019) utilizaram
diferentes combinagbes de NADES constituidos de cloreto de colina, ureia,
etilenoglicol, glicerol para a obtengao de eletrodos de pasta de carbono modificado.
Os autores observaram um aumento na cinética de transferéncia de cargas e na
condutividade nos compositos sintetizados, evidenciando a versatilidade do uso
dos NADES na area de eletroquimica. Ren et al. (2022) utilizaram os NADES
obtidos a partir do cloreto de colina e benzotriazol como solvente para a sintese de
ponto de carbono quéntico enriquecido com nitrogénio, um derivado dos materiais
alotropicos de carbono, com caracteristicas e aplicagdes promissoras atualmente
em processos fluorescentes e eletroquimicos. O método foi proposto para a
quantificagdo de Co?* em amostras de agua, apresentando linearidade na faixa de
5 uM a 250uM.

No que se refere a area da Quimica Orgéanica, os NADES vem apresentando
notavel desempenho em processos de estabilidade e aumento da atividade
enzimatica. Em estudos conduzidos por Nian et al. (2020) foi verificado a viabilidade
e 0 mecanismo do uso dos NADES em reacdes enzimaticas. Foram avaliados a
atividade e estabilidade da enzima lipase Candida Antarctica lipase B em NADES
de diferentes composi¢cées como betaina-glicerina, cloreto de colina-xilitol, cloreto
de colina-glicerina. Os resultados sugeriram uma melhora significativa de atividade
da enzima comparado ao procedimento tradicional, que utiliza como solvente o
etanol. Quanto a estabilidade da enzima, os NADES betaina-glicerina e cloreto de
colina-glicerol apresentaram uma melhoria significativa na estabilidade térmica,
quando comparada ao método tradicional. Como pode ser observado, os NADES
apresentam grande potencialidade de aplicacdo nas mais diversas areas da
quimica. Nos estudos, de Thomas et al. (2022) os NADES foram aplicados na
biotecnologia dos canabindides, explorando a sintese de canabindides especificos
a partir de um precursor comum (acido canabigerolico). O estudo demonstrou que
aléem de serem solventes viaveis e biocompativeis para a classe de sintese
organica, foi observado um aumento de duas vezes na producdo de acido

tetrahidrocanabindise e de trés vezes para a sintese de acido canabicromérico,
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quando comparado a sintese em meio aquoso, processo esse tradicionalmente
empregado.

Setiawan et al. (2020) realizou a extragado de brazilinas, um antioxidante
utilizado em complicagdes da diabetes, a partir da madeira da arvore Caesalpiria
sappan com NADES constituidos a partir de betaina e acido latico e método
assistido por ultrassom, obtendo-se um teor de 4,49 mg/g da substancia brazilina
em um intervalo de tempo de aproximadamente 30 minutos. Os autores também
realizaram a extracédo da brazilina por maceragédo em meio de etanol-agua por 72
h, alcangando uma taxa de extracdo de 4,58 mg/g, como também empregaram a
extracao por Soxhlet empregando esse mesmo meio reacional durante um periodo
de 3 horas, obtendo-se uma concentragao de 5,43 mg/g de brazilina. Desta forma,
pode-se observar que a extragao da brazilina utilizando os NADES se mostrou além
de eficaz quanto a taxa de extragao também significativamente econbmica em
relacdo ao tempo consumido no processo de extragao (30 minutos).

Sakti et al (2019) realizaram um estudo similar quanto a extracdo da
substancia brazilina em madeiras de Caesalpinia sappan e o suber de
Cinnamomum burmannii com NADES constituidos de cloreto de colina-glicerol,
obtendo valores de extragdo de 368,67 ug/mL, seis vezes mais ao valor de extragao
(57,38 ug/mL) obtido via maceragédo com etanol-agua. Xiong et al (2019) realizaram
a extracao de flavonoides de espécies de raizes secas (Radix scutellariae) assistida
por ultrassom alcancando resultados excelentes com NADES a base de L-prolina
e glicerol na propor¢gao molar (mol) de 1:4. Nesta categoria de estudo, os NADES
apresentam alta premissa, pois convencionalmente utilizam-se solventes organicos
como: etanol, metanol e acetona (DA SILVA, 2020). Porém como se sabe, tais
meétodos utilizando os tradicionais solventes mencionados geram elevados volumes
de residuos toxicos, além de apresentar impacto negativo para a saude e
segurancga do analista dada a volatilidade e baixa flameabilidade desses solventes
(KALIA, 2008).

No que se refere ao aspecto modulavel dos NADES, propriedades fisico-
quimicas podem ser manipuladas através da variacdo de proporcionalidade molar
de seus constituintes precursores, bem como a altera¢des destes, de acordo com
um proposito especifico (LIU, 2018). Além da variagao da propor¢ado molar dos
precursores, o volume de agua utilizado na sintese altera também as propriedades

fisicas do solvente tais como sua viscosidade e densidade. Como os NADES nao
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possuem uma reatividade consideravel com agua, a adicdo desta n&o implica em
mudangas quimicas relevantes na sua estrutura, viabilizando o ajuste de densidade
e viscosidade dos NADES para uma aplicagao especifica sem afetar sua natureza
eutética do solvente. Por exemplo, tem sido reportado que o emprego dos NADES
que apresentam baixa densidade e viscosidade sdo altamente compativeis com
técnicas de fonte plasma, como o ICP OES ICP-MS. Nesses casos, a formagéo de
um aerossol homogéneo e representativo no atomizador é indicado frente ao
melhor desempenho referente aos parametros que avaliam a sensibilidade e a
exatiddo das analises quimicas, quando NADES de baixa viscosidade sao
empregados (SANTANA, 2020).

A chamada extracdo verde se baseia nos principios da quimica verde
aplicados aos diversos processos de extragdo, aos quais ponderam o uso de
reagentes e solventes que sejam: i) baixa toxicidade; ii) baixo consumo de volume
e massa de reagentes; iii) baixo consumo de energia; iv) baixa geragao de residuos
que ndo comprometam o meio ambiente e, v) seguro ao analista. E uma demanda
que esta em constante crescimento na busca por solventes mais sustentaveis e
que vao de encontro com as demandas tecnoldgicas e econdmicas. (ANASTAS,
2010; BOSILJKOV 2017).

Mais recentes estdo os estudos envolvendo a extracdo das espécies
inorganicas utilizando os NADES. Na agricultura alguns elementos como: Cu, Zn,
Ni, Mb, B, Fe sao importantes para o desenvolvimento/manutencéo das plantas até
uma concentracao limite estabelecida a depender do 6rgado regulamentador da
regiao em questao, sendo frequentemente monitorados (ELIK, 2019). Na literatura,
a utilizacdo dos NADES atuando como solventes extratores dos elementos
inorganicos na etapa de preparo de amostras veem sendo crescentemente
reportado ressaltando significativa eficiéncia de extracdo do(s) analito(s) em
diversos tipos de amostras (OSOWSKA, 2019).

Santana et al. (2019) utilizaram os NADES a base de xilitol, acido citrico e
acido malico com satisfatéria eficiéncia de extragao para As, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Na, P, e Zn em amostras de plantas, e determinacéo por ICP OES e ICP-MS.
Nesse estudo a estratégia de preparo de amostras empregando a radiagdo por
ultrassom se mostrou simples, eficiente e de total acordo aos principios da quimica
verde. O mesmo grupo de pesquisa também propds em estudo subsequente trés

tipos de NADES dos mesmos precursores mencionados, mas nas proporcoes
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massicas (% m m") 42:13:45 (acido citrico: xilitol: agua), 34:21:45 (acido malico:
xilitol: agua) e 42:13:45 (acido citrico: acido malico: agua) foram utilizados como
solventes na extracao assistida por ultrassom (UAE) e na extragcédo assistida por
micro-ondas (MAE), na determinacéo de As, Cd, Hg, Pb, Se e V por ICP-MS
(SANTANA, 2020). As duas estratégias de preparo de amostras empregando os
NADES foram comparadas com a digestdo acida assistida por micro-ondas
(método convencional), obtendo-se exatiddao nas analises de 80 a 120%. Além
disso, foi observado também que o emprego dos NADES melhorou a sensibilidade
para a quantificagao de As e Cd no ICP-MS, atribuido em grande parte as possiveis
transferéncias de cargas entre os analitos e a fonte de carbono proveniente do
NADES (SANTANA, 2020).

Para a técnica de GFAAS poucos estudos séo relatados, todavia, alguns
estudos relacionados chamam a atengao. Lima et al. (2016) propuseram compostos
metabdlitos como o acido citrico e glicose como modificadores quimicos na
determinacdo de Pb e Ca em amostras de folhas de espinafre, agua e efluentes.
Compostos metabdlitos estes que estdo presentes na composicdo de alguns
NADES descritos na literatura, indicando grande potencial da aplicacédo desta
classe de NADES a base de acido citrico e glicose na técnica GFAAS (ACAR, LIMA,
2016).

Como pode ser observado, cada vez mais se faz necessario o
desenvolvimento de alternativas analiticas de acordo com os principios da quimica
verde (DAI, BOSILJKOV, 2017). Desta forma, €& proposto nesse trabalho o
desenvolvimento de métodos analiticos empregando os NADES como solventes
extratores de elementos quimicos inorganicos de conhecida toxicidade (As, Cd e
Pb) e a avaliacdo de sua compatibilidade com a técnica espectrométrica GFAAS.
Em termos de compatibilidade com a espectrometria de absor¢cdo atomica, sera
levada em consideracao as possiveis interferéncias espectrais e/ou ndo espectrais
que poderao ocorrer advindas das condi¢cdes reacionais/instrumentais a serem
estudadas nesse trabalho. Para auxiliar e nortear este estudo com a devida
eficiéncia merecida, ferramentas quimiométricas da calibragdo multivariada serao
empregadas.

1.6. Técnicas de calibragao multivariada
O desenvolvimento de uma metodologia analitica para qualquer técnica

analitica pode se apresentar morosa, dependendo da composi¢ao da amostra a ser
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analisada que por vezes pode ser de alta complexidade e/ou apresentar potenciais
interferentes. Para a técnica de GFAAS, fatores que levam em consideragdo o
preparo de amostra (condi¢ao reacional), etapas do programa de aquecimento do
forno de grafite, como temperaturas referentes as etapas de secagem, pirdlise e
atomizagao, bem como os respectivos tempos (segundos) de execugao dessas
diferentes etapas (condi¢des instrumentais); e a necessidade ou ndo de se
empregar modificadores quimicos, em geral sdo fatores muito significativos para a
otimizacdo de uma metodologia analitica. Aliado a isto, tais variaveis podem
apresentar interagdes entre si que um modelo linear ndo € capaz de explicar,
dificultando a otimizagéo quando esta é realizada de modo univariado.

Planejamentos fatoriais, inteiros ou fracionados, metodologia de superficie
de resposta (MSR) e fungdes de desejabilidade formam um conjunto de
ferramentas multivariadas matematicas e estatisticas com alta capacidade de
otimizagdo, economizando tempo e custo de reagente, além de gerar modelos
matematicos de predicdo capazes de fornecer condigdes 6timas de respostas e
avaliar o comportamento do processo frente as alteracbes dos parametros
estudados (variaveis independentes). Adicionalmente, o0 método multivariado pode
fornecer as possiveis interagdes, correlagdes das variaveis dependentes
selecionadas e sua significancia em variar o parametro resposta avaliado (variavel
dependente) (WANG, 1999; FERREIRA, 2018).

Santana et al (2020) fez uso de planejamentos de misturas para a otimizagao
da proporgcdo molar mais adequada de NADES de a partir de trés componentes
(acido citrico: xilitol: agua; acido malico: xilitol: agua e acido citrico: acido malico:
agua) para a extracdo de contaminantes inorganicos em amostras de plantas.
Brandao et al (2006) e Yao (2017) empregaram o planejamento composto central
e graficos de Pareto na otimizagéo dos parametros de GFAAS para a determinagao
de Ni em 6leo cru e Cd e Pb em agua, respectivamente, tendo éxitos em seus
procedimentos. Batista et al (2016) aplicaram planejamentos fatoriais fracionados
e funcbes de desejabilidade, bem como modelos matematicos foram gerados a
partir de planejamentos de composto central e planejamentos Doehlert na avaliagéo
dos parametros instrumentais de ICP OES e GFAAS, em determinagdes
elementares em amostras de batom, apresentando éxito em seus objetivos com

uma metodologia de otimizagao de alta eficiéncia analitica e econémica.
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Dentro do contexto do estado-da-arte dos solventes alternativos e a
demanda de metodologias de analise elementar e seus desafios, esse estudo tem
como proposito avaliar as possiveis interferéncias espectrais e/ou ndo espectrais
que eventualmente poderao ser ocasionadas decorrentes do emprego dos NADES
como agente extrator dos analitos (As, Cd e Pb) em amostras MRC contemplando
tecidos biolégicos e vegetais, aspecto ao qual € escasso na literatura atualmente
dentro area de espectrometria, em particular para a técnica de GFAAS. (ALTUNAY,
SANTANA-MAYOR, 2020). Sera avaliada a presenga de possiveis interferéncias
espectrais e/ou nao espectrais diante a presenca e auséncia do emprego de
modificadores quimicos (Pd(NOs)2 e Mg(NO3)2), frente ao emprego de diferentes
meios reacionais de preparo de amostras, aliado as diferentes condicbes
instrumentais aplicadas no GFAAS na quantificacdo de As, Cd e Pb em amostras
de referéncia certificado (vegetais e animais). Nesses estudos, ferramentas
quimiométricas como planejamentos fatoriais (inteiros e fracionados), fungdes de

desejabilidade MSR foram empregados.
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2. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS
Objetivo Geral

Estudo das possiveis interferéncias espectrais e/ou n&o espectrais

decorrentes do emprego dos NADES na extragao de As, Cd e Pb em matrizes de

tecidos animais e vegetais na espectrometria de absorgao atbmica com forno de
grafite (GFAAS).

Objetivos Especificos

Sintese dos NADES a partir de acido latico, glicose, cloreto de colina, acido
citrico e agua;

Caracterizagcao dos NADES por meio das técnicas: espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), analises de densidade e
viscosidade;

Avaliagao/otimizagao da estratégia de preparo de amostras empregando os
NADES na extracdo de As, Cd e Pb em folhas de espinafre (Spinacia
oleracea) e validacdo em materiais de referéncia certificados de origem
vegetal: folhas de espinafre (SRM 1570a), folhas de tomate (1573a) e capim-
marandu (E1001a).

Avaliacdo de possiveis interferéncias decorrentes dos NADES com o(s)
analito(s), levando-se em consideracdo os seguintes aspectos: i) meio
reacional constituinte (matriz/analito/NADES); ii) condi¢des instrumentais de
analise (temperaturas de pirdlise e de atomizagao) otimizados no GFAAS,
empregando-se parametros de desempenho como: recuperacao (%), signal-
background-ratio (SBR) e massa caracteristica (mo);

Avaliar os parametros de validagao pertinentes, que indicam confiabilidade,
precisdo e sensibilidade ao método proposto, tais como: seletividade,
linearidade, exatidao, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacao
(LOQ), repetitividade, reprodutibilidade e estudos de robustez, conforme

agéncias reguladoras nacionais e internacionais.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais

Os materiais utilizados como baldes volumétricos, béqueres, eppendorfs,
ponteira foram previamente lavados, colocados em banho acido de HNO3 10% v v
' por periodo minimo de dois dias e lavados novamente ao menos trés vezes com
agua ultrapura obtida pelo sistema Milli-Q (Milipore, Bedford, MA, USA).

Solugdes padrdo 1000 mg L' em HNO3 1% v v' (Carlo Erba Analyticals) de
cada analito (As, Cd e Pb) utilizadas para o preparo de solugdes padrdo e
fortificacdo das amostras foram armazenadas em refrigerador durante todo o
trabalho de pesquisa. Todas as pesagens foram realizadas na balanca analitica
Bel, modelo M124A..

A amostra selecionada (folhas de espinafre, Spinacia oleracea, Figura 6) no
estudo de otimizacdo do método foi a que apresentava maior disposi¢cao de
obtencgao e facil manuseio no preparo de amostras e foram comercialmente obtidas
de mercado local (S&o José dos Pinhais-PR). Estas amostras foram liofilizadas
(Terroni, modelo Enterprise |, Brasil), moidas no moinho de facas tipo Willye (STAR
FT-50 , Fortinox, Brasil) e peneiradas (Bertel, Tamis, Brasil) a 20 mesh. Para o
preparo de amostras foi utilizado um voértex da marca B.BRAUN BIOTECH
CERTOMAT e centrifuga da marca CENTRIBIO.

Figura 6: Folhas de espinafre (Spinacia oleracea), obtidas de comércio local na regido de Sao
José dos Pinhais — PR, liofilizadas e moida/peneiradas, respectivamente.

Fonte: O autor

Todas as anadlises elementares foram realizadas em GFAAS (modelo AA
6800, Shimadzu, Japao), equipado com lampadas de catodo oco (As, Cd e Pb),
corregdo de fundo com lampada de Deutério (D2) e tubos de grafite pirolitico
aquecidos no modo longitudinal. Como gas de purga foi utilizado argbnio de alta
pureza (99,999%). Aliquotas (n = 3) de 20 yL foram analisadas, acompanhadas

com 5 uL de solugdo de modificador quimico Pd(NO3)2 (concentragao 3 a 7 ug/5
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ML) e medicdes realizadas pela area do pico. Os demais parametros instrumentais

do GFAAS podem ser visualizados na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros instrumentais do GFAAS aplicados para os diferentes analitos (As, Cd e

EZZémetro / Elemento Pb As Cd
Comprimento de onda (nm) 283.3 193.7 228.8
Corrente da lampada (mA) 20 12 8
Largura da fenda (nm) 1.0 0 0

3.2. Procedimento
3.2.1. Sintese dos NADES

Os NADES estudados foram preparados utilizando acido latico (Neon,
Brasil), glicose anidra (Exodo Cientifica, Brasil), cloreto de colina (Inlab, Brasil) e
acido citrico (Dinamica, Brasil), em meio aquoso, empregando-se agua ultrapura.
Dois diferentes tipos de NADES foram sintetizados conforme a seguinte
combinagao: acido latico-glicose-agua (Al-Gli-A) e cloreto de colina-acido citrico-
agua (CICo-Ac-A). Todos os NADES sintetizados seguiram a propor¢gao molar (mol)
de 1:1:10 (componente 1: componente 2: agua ultrapura). A proporcao foi
selecionada conforme otimizado por Santana et al. (2019) e o procedimento de
sintese baseado em Dai et al (2013).

Os componentes dos NADES e agua foram adicionados em tubos conicos
(falcon) de 50 ml e colocados em banho maria do tipo Dubnoff (modelo Q226M) a
50°C durante 1 hora sob agitagdo constante de 7 rpm. A solugao final foi
armazenada em dissecador para posterior caracterizagao/preparo de amostras.
Caracteristicas gerais dos constituintes de cada NADES estdo sumarizadas na
Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimica dos precursores dos NADES: Acido Latico — Glicose (Al-
Gli-A) e Cloreto de Colina — Acido Citrico (CICo-Ac-A).

Componente Ponto de Fusado (°C) Massa Molar (g/mol) Caracteristica fisica
Acido Latico 16,80 90,08 Liquido incolor, viscoso
Acido Citrico 156,0 192,12 Sélido branco
Cloreto de Sdlido branco,
302,0 139,62
Colina hidroscopico

Glicose 146,0 180,16 Soélido branco
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3.2.2. Caracterizagao dos NADES
3.2.2.1. Densidade
A densidade dos NADES (Equacéao 1) sintetizados foi realizada utilizando

uma micropipeta calibrada apropriada em um volume de 1,000 + 0,4% mL utilizando
os valores de massa da agua, temperatura ambiente no dia da caracterizagéo e
densidade da agua, descrita na literatura na respectiva temperatura ambiente
(26°C) (FIERRO, 2007). Tanto o processo de pesagem da agua ultrapura quanto
dos NADES sintetizados (Al-Gli-A e CICo-Ac-A) foram realizados em triplicata, n =
3.

Equagao 1: pyapss = (’””— Pagua = 0,9968 g/mlL

-1
éguaxpégu_a)

3.2.2.2. Viscosidade

A determinacgao da viscosidade (n1) dos NADES foi realizada utilizando um
viscosimetro Cannon Fenske (Figura 7), a partir da equacao derivada de Hagen-
Poiseuille (Equacéao 2). A viscosidade do liquido, de densidade conhecida (p1), foi
obtido pelo tempo de escoamento (t1), por influéncia da gravidade, dentro de dois
pontos, relativo ao tempo de escoamento (t2) de um liquido cuja densidade (p2) e
viscosidade (n2) € conhecida, neste mesmo intervalo de pontos, sob temperatura
constante. Agua ultrapura foi utilizada como liquido padr&o (solugéo de referéncia)
(com p2 e n2 obtidos da literatura) e medidas foram realizadas em triplicatas
(FIERRE, 2007).

Figura 7: Viscosimetro de Ostwald, utilizado para a determinagéo da viscosidade dos NADES.
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Fonte: O autor

p1t1
p2tz

Equacao 2: n, =1,

3.2.2.3. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

Espectros dos NADES sintetizados e seus precursores foram obtidos no
espectrometro VERTEX70 (Bruker, EUA), localizado no Laboratério Multiusuario de
Espectroscopia no Infravermelho no Departamento de Quimica — UFPR. As
analises foram realizadas na regi&o de varredura de 400 a 4000 cm-', a temperatura
ambiente, no modo transmitancia com 16 varreduras e resolugao espectral de 4 cm-
. Devido a umidade presenta nos NADES, as andlises FTIR foram realizadas
utilizando cristal de KBr, ou seja, na deposicao qualitativa da amostra na superficie
do cristal, que entao foi posicionada no suporte do instrumento para analise. Os
espectros foram tratados por linha de base (baseline) no software do préprio

equipamento.

3.2.3. Preparo de amostras empregando os NADES
3.2.3.1. Amostras e processamento
Folhas de espinafre (Spinacia oleracea) foram separadas, congeladas em
refrigerador, liofilizadas (Enterprise |, Terroni, SP, Brasil) por 24 horas e moidas

empregando-se um moinho de facas tipo Willye STAR FT-50, Fortinox, SP, Brasil,
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peneiradas, em peneiras de granulometria de 20 mesh. O conteudo foi transferido

em tubos falcon de 50 mL e mantidas em dissecador até as analises quimicas.

3.2.3.2. Extragao assistida por vortex (VAE e VAE-T)

Adicionou-se 45 ou 90 mg de folhas de espinafre em tubos falcon de 50 mL,
em seguida um volume de solugao padrao multielementar As, Cd e Pb (em solugao
HNO3 1% v v') foi adicionado as amostras, de modo que a fortificagdo com os
analitos, ao final do preparo de amostras, ficasse em uma concentragao de 20 ug/L.
Nas amostras nao fortificadas (branco analitico), apenas o volume correspondente
de fortificagdo de uma solugdo HNO3 1% v v-! foi adicionado. Apds um periodo de
30 min para a ambientagédo da solugao, 2,0 mL da solugdo de NADES (Al-Gli ou
ClICo-Ac, proporgdo molar (mol) 1:1:10) foi adicionado as amostras com e sem
fortificacao. A mistura resultante foi submetida a agitagao por vortex (Certomat MV,
B. Braun Biotech International) durante 30 segundos e colocada em repouso
durante 10 minutos a temperatura ambiente, etapa essa repetida por mais trés
vezes, totalizando 30 minutos desta etapa.

Nos estudos com em Temperatura Elevada (VAE-T), entre as etapas de
repouso a solucgao foi colocada em banho maria a uma temperatura de 90°C. Apds
a etapa de extracdo, as solugdes foram centrifugadas (CT 6000, Laboratech, SP,
Brasil) a 3500 rpm por 15 min, totalizando 45 min de tempo do preparo de amostra
proposto. Aliquotas de 1,0 mL foram coletadas em baldes volumétricos de 10 mL,
completado o volume com solugdo de HNO3 1% v v'' e 20 uL de cada amostra
foram injetadas no GFAAS. O esquema do procedimento experimental da extragcao
dos analitos com NADES, esta resumido na Figura 8.

Figura 8: Esquema do Procedimento de Preparo de Amostras empregando os NADES como
Solvente Extrator.

\ '

Preparo da amostra
(Spinacia oleracea)

Vortex [ Centrifuga """ GFAAS

20041 de HNO; 1% v / 0u &/
fortificagio {is, Cd, Fb)

| NADES (AL-Gli)

= Acido latico

= Glicose

NADES (Chcl-AC)

= Acido citrico

= Cloreto de colina
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3.2.3.3. Extracao assistida por ultrassom (UAE)

Uma massa de aproximadamente 45 mg de amostra (folhas de espinafre
comercial ou MRC’s) foi adicionada em tubo falcon de 50 mL, junto com um volume
de NADES (2 mL NADES para cada 45 mg de amostra) e submetida a agitagao por
vortex durante 10 s para homogeneizagcdo da mistura. Em seguida, as amostras
foram colocadas em banho ultrassénico (modelo USC-1450) a 25 kHz durante 10
min a temperatura ambiente. Na sequéncia, a solucdo foi centrifugada a 3500 rpm
durante 15 minutos. Um volume de 1 mL do sobrenadante foi adicionado em baldo
volumétrico de 10 mL completado com solugdo de HNOs 1% v v', onde uma

aliquota de 20 uL de cada amostra foi injetada no GFAAS.

3.2.4. Estratégias de otimizacgao

Para avaliar as variaveis mais significativas e seus possiveis efeitos de
interacdo, a fim de se avaliar a possibilidade do emprego dos NADES como
solvente extrator na determinagdo de As, Cd e Pb por GFAAS, as variaveis
respostas selecionadas foram: i) recuperagéo; ii) massa caracteristica (mo) e iii)
razao sinal analito/sinal de fundo (background) (SBR), empregando-se
planejamento fatoriais conforme esquematizado na Figura 9.

Inicialmente, foi realizado um planejamento fatorial 2%, cujo objetivo foi
rastrear quais seriam as variaveis independentes mais significativas para as
variaveis dependentes selecionadas (recuperagcdo, mo € SBR) no preparo de
amostras e consequentemente na determinagao primeiramente de As por GFAAS.

Dentre os elementos investigados nesse trabalho, o elemento As é o que
apresenta a menor razao (sinal analito/sinal de fundo) para o parametro SBR,
quando comparado aos elementos Cd e Pb, sendo, portanto, mais susceptivel as
possiveis interferéncias espectrais, sendo, desta forma, selecionado para o inicio
dos trabalhos (MA, 2004; MENEZES, 2021).

As variaveis independentes selecionadas bem como seus valores,
utilizando-se como base o programa de aquecimento padrdo do GFAAS (default)
e informacgdes obtidas na literatura para NADES similares ao trabalho proposto
estdo sumarizadas na Tabela 3. A elaboragéo do planejamento e a avaliagéo dos
resultados foram realizadas empregando o software Statistica 7.0 (StarSoft, Tulsa,
USA).
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Tabela 3: Planejamento Fatorial Fracionario 25! desenvolvido para a avaliagdo das variaveis
referentes ao preparo de amostras e das condi¢des instrumentais do GFAAS para a determinagéo
de As em amostras de folha de espinafre (Spinacia Oleracea).

Nivel no Planejamento Fatorial Fracionado 2%

Variavel Indepedente Unidade -1 +1
Raz&o Mamostra/ VNADES mg /2 mL 45 90
Temperatura de pirélise °C 600 1200

Tempo de pirdlise s 5 15
Tempo de atomizagao s 2 5
Modificador Pd (NO3)2 Mg /5 pL 0 5

Figura 9: Aplicacdo de Planejamentos Fatoriais de dois niveis, para a avaliacdo das variaveis
dependentes mais significativas, e suas possiveis interagdes no auxilio da determinagao das
condi¢des otimas para a determinagéao de As por GFAAS em amostras de folhas de espinafre

¢

Planejamentos Fatoriais | _— 5
Fracionados 257 :, -
variaveis significativas R : _______ * 4

Recuperacio (%) malpa) SBR

Planejamentos Fatoriais
Completos 32

Funcdes de desejabilidade

Condigoes otimizadas

...........................

. = Avaliag&o da compatibilidade E
- NADES-GFAAS !
- = Validagdo do método —
. = Comparagéo entre técnicas de ! !
extracédo : :

1

|

]

\

IREECFEE
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As variaveis respostas selecionadas: recuperagao (Equacédo 3), SBR
(Equacéao 4) e mo (Equagéao 5), foram empregadas a fim de se avaliar o nivel de
detectabilidade (sensibilidade) bem como a exatiddo do método analitico para a
quantificacdo dos analitos nas amostras estudadas. Essas trés variaveis analisadas
em conjunto, sdo excelentes indicadores para a avaliagdo da possibilidade de
interferéncias espectrais e/ou nao espectrais no sinal do analito em GFAAS, que
podem comprometer ou nao tanto a confiabilidade do método analitico como sua
sensibilidade.

O parametro massa caracteristica (mo) — € um parametro instrumental que
representa a massa do analito que corresponde a 1% de absorcdo, ou seja, uma
absorbancia liquida igual a 0,0044 (descrito na Equacéo 5). Ou seja, valores baixos
de mo em geral s&o desejaveis pois indicam maior sensibilidade da analise. O valor
de mo obtido experimentalmente é comparado com o valor de mo tedrico, indicando
o nivel de detectabilidade do GFAAS de acordo com as condi¢gdes operacionais de
trabalho aplicadas. As variaveis dependentes (resposta) empregadas foram obtidas

a partir das equacdes abaixo:

Equacio 3: Recuperacio(%) = ~&nalite 5 100

nominal

Onde:
Canalito = Concentracao do Analito obtida pelo GFAAS

Cnominal = Concentragdo Nominal da solugdo padréo do analito (20 ug L)

Equagéo 4 SBR — Agnalito—Abrancodeamostra
' Afundo

VamostraX[M]x0,044

Equacgao 5: m, =

Agnalito—Abrancodeamostra

Onde:

Vamostra = Volume de amostra = 20 pL

[M] = Concentragdo do analito = 20 ug L™

Aanaiito = Sinal de absorbancia do analito na amostra

Abranco de amostra = Sinal de absorbancia do branco de amostra

Atundo = Sinal de fundo proveniente da amostra,

Os planejamentos fatoriais fracionados de nivel dois tem o numero de
experimentos (N) definido pela expressdo N = 2%', onde k € o numero de variaveis

independentes. Para este estudo, cinco variaveis independentes foram
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selecionadas, portanto 16 experimentos foram realizados com duplicata. Este
planejamento permite calcular o Efeito da Variavel (Ea), bem como suas interacdes,
conforme a Equacéo 6.

_ E(Ypositivo) _ Z(Ynegativo)

Equacao 6: £, =

N/2 N/2
Ea = Efeito da Variavel
Yposivo = Resposta para os valores positivos obtidos durante o
desenvolvimento do método
Yrnegatvo = Resposta para os valores negativos obtidos durante o

desenvolvimento do método

N = Numero de experimentos

O grafico de Pareto € uma das ferramentas de calibragdo multivariada
frequentemente utilizada para a avaliagdo do planejamento fatorial. As variaveis
independentes e suas interacbes sao comparadas por Efeitos Padronizados (EP,
Equacéao 8), obtido pela razao do Efeito da Variavel (Ea) e do desvio padrao dos
efeitos e interagdes (Sefeito, EquUagao 7), este ultimo calculado utilizando a variancia
dos residuos experimentais (S?) e o nimero de total de experimentos (N). Por meio
destas equagdes sera observado quais das variaveis independentes adotadas
possui maior significAncia e/ou interagdes para as variaveis dependentes

empregadas (recuperagao, mo e SBR)

1
~ 452\2
Equagdo 7: S,seiro = (T)Z

Eg

Equacao 8: EP =

Sefeito

Selecionadas as variaveis independentes mais significativas, outros
planejamentos experimentais foram elaborados para uma avaliacdo por meio da
metodologia de superficie de resposta (MSR), onde os modelos quadraticos obtidos
auxiliam na obtencédo das condigdes 6timas de trabalho. O perfil obtido nos graficos
(MSR) também auxiliam a encontrar um perfil satisfatério para os NADES
estudados, o qual foi corroborado com as observagdes experimentais e seu
entendimento quimico acerca das condigdes reacionais obtidas empregando-se
diferentes composicao de NADES e das propor¢cdes molares aqui estudadas.

3.24.1. Metodologia de Superficie de Resposta (MSR)

Duas das variaveis independentes mais significativas determinadas via

planejamento fatorial de dois niveis foram novamente estudadas através de

planejamentos de trés niveis (32), de modo a se obter modelos quadraticos,
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conforme a Equacao 9, que fornegam condigdes criticas de melhor resultado para
os parametros avaliados neste trabalho (recuperagédo, mo e SBR). Em caso de trés
ou mais variaveis significativas, como foi o caso nos estudos envolvendo, o
elemento As por ser um elemento cujo comprimento de onda selecionado (193,7
nm) acompanha elevados sinais de fundo, planejamentos Box Behnken e composto
central foram aplicados, visto que sao planejamentos mais eficientes em termos de
numeros de experimentos e resposta de otimizacao, requerendo um numero menor

numero de experimentos para duas ou trés mais variaveis dependentes.
Equagdo 9: Y = by + X7ty by x; + Xiey bix(X7os byjxi) + X by (Xoiiq bijxix;)

3.24.2. Funcgoes de desejabilidade

Considerando que neste trabalho trés parametros resposta serdo avaliados
(recuperacao, mo e SBR), e que cada um representa um aspecto que reflete na
qualidade de analise, fungdes de desejabilidade foram utilizados para compilar as
trés variaveis em um unico valor de modo que se possa avaliar o conjunto da
analise para cada condi¢do e NADES utilizado. As fung¢des de desejabilidade s&o
aplicadas para cada experimento e é gerado um conjunto de valores de
desejabilidade individual (di) no intervalo de 0 a 1, correspondente a cada um dos
trés parametros resposta avaliado nesse trabalho. Menores valores correspondem
a respostas indesejaveis e o maior valor (ou seja, mais proximos de 1) para
respostas desejaveis. Os trés valores de di sdo combinados de modo a obter a
desejabilidade global (D, Equacédo 10), definido como a média geométrica

ponderada, de acordo com a equagao abaixo:

Equagao 10: D = i/drecoverydmo dspr
A desejabilidade individual (d, Equacdo 11) para cada parametro
(recuperagao, mo e SBR) foi obtida pela seguinte equagéo:
Oify <0
r-L) .
mlfl, < y <T

lwifTSySU

Equacao 11: d =

U-1)

Oify >U
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Onde L corresponde ao valor minimo permitido, T o valor desejado e U o
valor maximo permitido. Os valores de L, T e U para cada parametro (recuperacéo,
mo e SBR) podem ser consultados na Tabela 4.

Tabela 4: Valores minimo, maximo e desejado para os parametros avaliados: Recuperagao,
massa caracteristica (mo) e signal-to-background-ratio (SBR) no GFAAS.

Recuperagao (%) mo (pg) SBR
Valor minimo permitido (L) 30 0 0
Valor desejado (T) 100 15 (As); 0,4 (Cd); 16 (Pb) 3
Valor maximo permitido 130 100 -

Parametros de desempenho como os limites de detecgéo (LOD) e limite de
quantificacdo (LOQ) foram calculados a partir da multiplicacdo de 3 e 10,
respectivamente, da razdo entre o desvio padrao obtido a partir dez analises do
branco analitico e o coeficiente angular (slope) da curva de calibracdo (European
Commission 2002; ANVISA 2017; INMETRO 2018).



95

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Sintese dos NADES e caracterizagoes fisico-quimicas
Diferentes propor¢des molares de agua nos NADES (Al-Gli-A) e (CICo-Ac-
A) foram avaliadas, entretanto apenas aquelas que possuiam caracteristicas
desejaveis para o preparo de amostras e analises em GFAAS foram selecionadas
para serem utilizadas nesse trabalho, ou seja, ser um liquido homogéneo em
temperatura ambiente, apresentar baixa densidade e viscosidade (Figura 10).
Portanto, os dois NADES sintetizados na propor¢ao molar (mol) 1:1:10 (4cido latico:
glicose: agua) e os NADES (cloreto de colina: acido citrico: agua) foram
selecionados para serem utilizados no preparo de amostras. A viscosidade e
densidade da solugao pos preparo de amostras também foram avaliados, pois séo
caracteristicas que estao relacionadas no formato e na reprodutibilidade da gota da
solugao formada no interior do tubo de grafite durante o processo de analise, sendo

desejavel que a viscosidade seja similar ao da agua.

Figura 10: NADES (Al-Gli-A) sintetizados em diferentes propor¢gées molares (mol) de agua (acido
latico: glicose: agua): 1:1:0 (A); 1:1:1 (B) e 1:1:5 (C) e 1:1:10 (D).

Fonte: Autor.



56

Para os NADES (CICo-Ac-A) solugdes de aspectos semelhantes foram
observadas em relagdo ao NADES (Al-Gli-A). Ou seja, no que se refere as
proporgdes molares 1:1:10 e 1:1:5, solugdes limpidas, homogéneas e estaveis
foram obtidas, caracteristicas essas muito desejaveis para o emprego dessas
solucdes de NADES no preparo de amostras para as técnicas espectrométricas.
Para as propor¢cdes molares (mol) 1:1:0 e 1:1:1, a formacado de duas fases e
elevado aspecto viscoso dos NADES foram observados, néo sendo desejaveis para
os métodos de extragcdo dos analitos nas amostras estudadas, conforme pode ser

verificado na Figura 11.

Figura 11: NADES (CICo-Ac-A) sintetizados em diferentes propor¢des molares (mol) (cloreto de
colina: acido citrico: agua): 1:1:0 (A); 1:1:1 (B) e 1:1:5 (C) e 1:1:10 (D).
-_—

NADES (CICo-Ac) | S Y

‘, ol ]
-

- o~ T

2
-

Fonte: Autor

As caracteristicas fisico-quimicas dos NADES em diferentes proporcdes
molares estudadas, bem como suas solugdes finais — pos a etapa de preparo das

amostras - estdo reportadas na Tabela 5.
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Tabela 5: Valores de densidade e viscosidade dos NADES (Al-Gli-A) e NADES (CICo-Ac-A) e
suas respectivas solugdes de analise no GFAAS (NADES (Al-Gli-A) GFAAS e NADES (CICo-Ac-A)
GFAAS apés a etapa de diluicao (1:10) do preparo de amostras.

NADES propor¢gdo molar (mol)  Densidade (g/cm3)  Viscosidade (mPa s)
(AI-Gli-A) 1:1:10 1,22 15,14
(Al-Gli-A) GFAAS 1:1:10 1,03 0,98
(AI-Gli-A) 1:1:5 1,32 66,58
(CICo-Ac-A) 1:1:10 1,21 13,77
(CICo-Ac-A) GFAAS 1:1:10 1,01 0,93
(CICo-Ac-A) 1:1:5 1,31 60,56

A densidade e viscosidade sao caracteristicas que devem ser consideradas
para o preparo de amostras, como também a compatibilidade dessa solugao para
com a técnica de GFAAS, pois ambas as propriedades afetam a qualidade analitica
dos resultados, em termos de exatidao e precisdao (MINAMISAWA, 2006). Além
disso, para a etapa de preparo de amostras, em geral é desejavel baixos valores
de densidade e viscosidade pois contribuem para uma maior eficiéncia de extracao
devido a maior difusividade e consequentemente maior transferéncia de massa do
analito para a fase extratora (DWAMENA, 2019). Por este motivo, dado a elevada
viscosidade e densidade dos NADES na propor¢cao molar 1:1:5, para os propdositos
desta pesquisa, tanto para os NADES (Al-Gli-A) como para os NADES (CICo-Ac-
A) foram adotadas as proporgdes molares 1:1:10 para ser utilizada como solvente
extrator no preparo de amostras.

Ainda que sejam elevadas a viscosidade dos NADES sintetizados (15,14 e
13,77 mPa s), o processo de homogeneizacao da amostra empregando-se a
agitacao por vortex € importante para que se promova de forma eficiente, melhor
dispersao da amostra no solvente extrator, o que nao seria possivel sem a adicao
de agua na composigao desses NADES. A viscosidade atingida apds os processos
de diluigdo com solugdo de HNO3 1% v v -' (volume final de 20 mL) no preparo de
amostras (0,977 e 0,927 mPa s) é viavel para as analises no forno de grafite, visto
que sao valores muito similares a viscosidade da agua (0,976 mPa s a temperatura
ambiente), como também ja reportado nas analises por técnicas de fonte de
plasma, como ICP OES e ICP-MS (SANTANA, 2019; MOREIRA, 2020).

Tal adequacao evidéncia a importancia de uma etapa de diluicdo no preparo
de amostras utilizando NADES como solvente extrator. A viabilidade de se ajustar

a proporcdo molar dos DES torna essa classe de solventes, em particular os
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NADES, muito atrativo e eficiente, em especial devido sua notavel compatibilidade
com as técnicas analiticas (ALI, 2019; SANTANA, 2019, XUE, 2021; HSU, 2022).

4.2. Caracterizagao via FTIR

Uma das caracteristicas dos NADES e de sua formagao eutética vem da
presengca de interagcdes intermoleculares (ligagdes de hidrogénio, forgas
eletrostaticas e Van der Waals), as quais podem ser confirmadas via espectros
FTIR (SANTANA, 2019; MARTINS, 2019). Na Figura 12 é apresentado o espectro
de FTIR dos compostos precursores, acido latico, glicose e o NADES obtido da
combinagdao destes dois compostos NADES (Al-Gli-A). Algumas bandas
caracteristicas do acido latico estdo presentes, como bandas de estiramento O-H
(vO-H, 3300-3400 cm"), C-H sp? (vC-H, 2989 e 2939 cm™") e da carbonila C=0 (vO-
H, 1720 cm') (PAUCEAN, 2017). No espectro da glicose, sdo também observados
estiramentos vO-H e deformagao angular fora do plano C-OH (yC-OH, 1037 -1049
cm™), além de ligacdes glicosidicas em 988 cm'. Na mistura destes componentes,
ou seja, na forma de NADES (Al-Gli-A), ocorre uma sobreposi¢céo e preservagao
das bandas mais caracteristicas dos precursores, o que indica que tais precursores
nao foram quimicamente modificados durante o processo de formagéao dos NADES.
Além disso ocorre o deslocamento de certas bandas, como as de vC=0, de 1720
cm-' do acido latico para 1730 cm™ do NADES (AI-Gli-A), as vO-H do acido latico,
na faixa de 3342 cm', e glicose, em 3311 cm™', para 3383 cm-!' do NADES (Al-Gli-
A). Esses deslocamentos séo indicios de formagao de ligagédo de hidrogénio devido
a variacoes de comprimento e direcao das ligacbes (JACKSON, 1995; WANG,

1999; BARTH, 2007; BIGLARI, 2020; MACCIONI, 2021).

Figura 12: de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) para os NADES (Al-Gli-A)
(verde) e seus compostos precursores: acido latico (vermelho) e glicose (azul).
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Para o espectro dos NADES (CICo-Ac-A) e seus respectivos precursores
(Figura 13), foi possivel observar bandas de deformag&o angular fora do plano C-
H (yC-H, 1477 cm™') e C-N (vC-N, 950-1100 cm™") do cloreto de colina, além de
estiramentos O-H (vO-H, 3379 cm™) (WANG, JIANG, 2020). No espectro de acido
citrico, foi verificado as bandas de estiramentos assimétricos C=0 (vC=0, 1695-
1744 cm™'), vO-H e deformagédo angular fora do plano C-O (yC-O, 1151-1171 cm-
). Quando o espectro destes precursores é comparado ao NADES (CICo-Ac-A), foi
possivel verificar a presenga das bandas mais caracteristicas (vO-H, vC=0, yC-H
e vVC-N), o que € um indicativo da preservagéao dos precursores na mistura, além
de deslocamentos no numero de onda em algumas bandas, como a banda de
estiramentos vO-H, um indicio da presenca de ligagcao de hidrogénio no solvente
NADES (CICo-Ac-A) (WANG, 1999; JIANG, 2020).
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Figura 13: Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) para o NADES (CICo-
Ac-A) (verde) e seus compostos precursores: cloreto de colina (vermelha) e acido latico (verde).
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Para melhor eficiéncia de extragcdo dos NADES e sua compatibilidade com
o GFAAS, agua foi adicionada na composigao dos NADES. De modo a avaliar se
houve alteragado na composi¢ao quimica dos respectivos NADES, foram realizados
espectros em NADES na proporgao molar (mol) 1:1:0 e 1:1:10 de ambos os NADES
estudados (Al-Gli-A e CICo-Ac-A).

Como pode ser observado (Figura 14), todas as bandas caracteristicas
foram preservadas, sendo que algumas bandas tiveram um deslocamento no
numero de onda, o que € esperado, visto que a adicdo de agua promove 0
enfraquecimento das ligagdes de hidrogénio, que pode ser visualizado de forma

qualitativa na alteragao da viscosidade da solugao.
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Figura 14:_Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) para o NADES (CICo-
Ac-A) e NADES (AI-Gli-A) em diferentes proporgées molares (mol): 1:1:0 e 1:1:10 (constituinte 1:

constituinte 2: agua)
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A estabilidade dos NADES também foi avaliada quanto a sua armazenagem
— em refrigerador (G) e em dessecador (D) durante um periodo de cinco meses
(fevereiro — julho/2022). Como podem ser visualizados nas Figuras 15 (NADES (Al-
Gli-A)) e Figura 16 (NADES (CICo-Ac-A), ndao houve nenhum surgimento ou
desaparecimento de quaisquer bandas das originalmente presentes. Ou seja, os
NADES apresentaram satisfatoria estabilidade ao longo do periodo avaliado,
independente do modo de armazenamento. Todavia foi possivel notar uma
variagcao em relacao as intensidades das bandas entre as analises mensais, mais
notavel no primeiro més (preto) e a ultimo (verde).

A intensidade das bandas do espectro esta relacionada a transmitancia do
feixe de radiacado que por sua vez esta relacionado a concentragcdo da espécie na
amostra (ROHMAN, 2010; PAIVA, 2011). Alguns fatores podem ter contribuido para
este fendbmeno: i) variacdo de massa de amostra entre analises, visto que as
varreduras foram qualitativas; ii) o mesmo cristal de KBr foi utilizado ao longo dos
meses, ou seja o desgaste do cristal pela amostra polar e consequente alteragao
na transmitancia do substrato e iii) variabilidade do tratamento do espectro
(baseline) realizado no software do instrumento que pode alterar a intensidade

dependendo do espectro. Apesar dos fatores, para os NADES (Al-Gli-A) esta
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alteracdo de intensidade se da de modo diferente nos armazenamentos R e D,
sendo que no dessecador a variagao de intensidade é em menor grau quando
comparado no armazenamento por refrigerador, o que pode indicar maior
preservagao do solvente.

Ja para os NADES (CICo-Ac-A), pode-se verificar que para ambas as formas
de armazenamento até o quarto més nao houve mudanca relevante na intensidade
das radiagdes para as ligagbes analisadas, contudo para o armazenamento em
dessecador, verifica-se que para o quinto més, uma significativa diminuicao da
intensidade foi observada, sugerindo-se que a estabilidade desse NADES pode
estar comprometida. Contudo, essa hipotese requer estudo mais aprofundado e
dado estas observacdes preliminares, avaliagcbes em relacao ao poder de extracao
dos NADES recém-sintetizados e de meses de armazenamento (seja em
refrigerador e/ou dessecador) sdo previstos em projetos futuro do grupo de
pesquisa.

Figura 15: Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) mensais, realizados
no periodo de fevereiro (més (0)) a julho (més (4)), para o NADES (AIl-Gli-A) em diferentes modos
de armazenamento — Refrigerador (R) e Dissecador (D).
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Figura 16: Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) mensais, realizados
no periodo de fevereiro (més 0) a julho (més 4), para o NADES (CICo-Ac-A) em diferentes modos
de armazenamento — Refrigerador (R) e Dissecador (D).

Estabilidade de NADES (CICo-Ac-A): Dessecador (D) e Refrigerador (R)
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4.3. Preparo de amostras

Para estudos envolvendo a aplicagdo dos NADES foi selecionada a
estratégia de preparo de amostras que seja simples e rapida, como descritas na
literatura (LIU, 2019; SANTANA, 2019). A contaminagdo das amostras de espinafre
(Figura 17) foi realizada por adigao de uma solu¢ao padrdo multielementar de As,
Cd e Pb (20 pg L"), em meio de HNO3 1% v v-'. Para as amostras nao fortificadas,
volumes correspondentes de uma solugéo de HNO3 1% v v-' foram adicionados as
amostras, para que todas estivessem no mesmo meio reacional para posterior
analise no GFAAS.
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Figura 17: Folhas de Espinafre (Spinacia oleracea) apds o processamento da amostra (tamanho
de particula da amostra processada de 20 mesh).
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A diluigao final do preparo de amostras de 1:10 (v v-') da solugdo contendo
(NADES + amostra + HNO3 1% v v' com ou sem analito): HNO3 1% v v foi
empregada, pois observou-se que na diluigdo inicialmente avaliada 2:10 (v v'), os
sinais dos analitos (As e Pb) sofriam significativas interferéncias espectrais
possivelmente de ions cloretos presentes nos NADES (CICo-Ac-A), bem como
efeitos de memaria advindos do residuo organico de ambos os NADES estudados,
no tubo de grafite, que prejudicavam a qualidade analitica dos resultados, quando
na proporgdo de diluigdo 2:10 (v v''). A alteragdo do fator de diluigdo de 2:10 para
1:10 ndo acarretou em impactos significativos nas variaveis respostas estudadas:
recuperagao, mo e o parametro SBR (Tabela 6), logo foi adotado como diluigao
padrao na etapa de preparo de amostras para analises no GFAAS.

As interferéncias produzidas pelos ions cloretos sdo bem fundamentadas e
conhecidas para diversos elementos quimicos em GFAAS (WELZ, 2008). Dentre
os efeitos que a presenga de ions Cl- podem ocasionar, incluem: a volatilizagao do
analito pela formagao de cloretos soluveis na etapa de pirdlise; oclusao do analito
na forma de cloreto dentro da matriz de analise (formacdo de complexos), que
podem ser expelidos na etapa de atomizacao; formacao de cloretos estaveis nao
dissociaveis durante a etapa de atomizacao e formacéao de cloretos metalicos que

absorvem no mesmo comprimento de onda do analito (WELZ, 2008; ALLER; 2018).
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Tabela 6: Avaliagdo da etapa de diluigdo do preparo de amostra empregando NADES para as
analises por GFAAS. Condig¢des Instrumentais: Tpisise = 1050 °C; tpirsiise = 5 s; Tatm = 2200 °C (Pb) e
2450 °C (As); tatomizacao = 3 s; modificador = 5 pg/5 yL Pd(NO3)2. Volume de amostra: 20 uL e de
modificador 5 L.

As
NADES (Al-Gli-A) NADES (CICo-Ac-A)
Diluicdo Recuperagao (%) mo SBR Recuperagao (%) mo SBR
2:10 73,20 20,85 0,37 49,35 30,97 0,29
1:10 94,45 16,17 0,79 61,71 2474 0,59
Pb
2:10 98,26 17,36 1,39 115,31 14,79 1,98
1:10 83,19 20,51 1,59 104,89 16,26 2,40

Antes do detalhamento dos comportamentos das variaveis respostas
selecionadas, sejam eles positivos ou negativos, consequente das alteragbes do
procedimento e suas otimizagdes na aplicagdo dos NADES propostos no preparo
de amostras e determinacdo de As e Pb na técnica de GFAAS; € importante realizar
a descricao dos parametros respostas selecionadas: recuperacao (%), signal-to-
background-ratio (SBR) e massa caracteristica (mo) e como foram abordadas nesse

trabalho.

A recuperacéo (Equacao 2) € um parametro obtido em porcentagem para
avaliar a exatiddo do método, podendo ser estimado pela analise das amostras

previamente fortificadas.

Quanto ao parametro SBR, é desejado valores elevados (Equacao 3), pois
indica melhor razéo entre o sinal analitico e o sinal de fundo, atribuido as condicbes
reacionais e instrumentais do método, estando correlacionado diretamente com os
paradmetros LOD/LOQ.

O monitoramento da massa caracteristica mo (Equagéao 4), esta relacionado
com a sensibilidade (nivel de detectabilidade) do método analitico, além de
indiretamente indicar a seletividade do método proposto (efeito de matriz), sendo
muito Util para a avaliagdo das possiveis interferéncias espectrais e/ou nao
espectrais em GFAAS. Desta forma, para que seja estabelecido que o método
apresente uma sensibilidade satisfatoria, é desejavel que o valor calculado esteja
dentro do que a literatura propde atribuindo uma faixa de 20% superior e/ou inferior

ao valor tedrico estabelecido para a mo. Para a técnica de GFAAS, o valor tedrico
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da mo de As é de 15 pg, ou seja, é desejavel que o valor experimentalmente obtido
esteja dentro de uma faixa de 12,0 a 18,0 pg (WELZ, 2008). Para Pb, o valor teérico
da mo € de 16 pg, sendo sua faixa desejavel de 12,8 a 19,2 pg. Para Cd, mo tedrico
€ 0,40 pg e sua faixa desejavel é de 0,32 a 0,48 pg (WELZ, 2008).

Logo, € importante avaliar, nos experimentos que possuem um faixa de
recuperacao considerado quantitativos (80-120%; ANVISA, 2017), se a
sensibilidade e a resolugdo dos sinais analiticos atingem valores desejaveis,
indicando a presenca ou nao de interferentes de matriz, por meio do monitoramento
dos parametros SBR e mo, respectivamente. O monitoramento desses parametros
auxilia nas tomadas de decisbes em relacdo a otimizacdo dos parametros
reacionais/instrumentais de analise, como pode ser observado na otimizacdo da

etapa de diluicdo do preparo de amostras (Tabela 6).

Para as determinacdes de As, os valores de recuperac¢ao, SBR e mo atingiu
valores satisfatérios em termos de sensibilidade e exatiddo quando uma diluicdo
1:10 v v' foi empregada nas andlises por GFAAS. Observou-se também que um
aumento nos valores do parametro SBR (indicativo de melhor razdo do sinal analito:
sinal de fundo) foram observados nas analises quando a alteragao da diluigdo dos
NADES para 1:10 v v', independente do analito As e Pb. Nesse fator de diluigéo
empregado, possivelmente ocorre a diminuicdo da carga organica presente na
matriz/NADES, como também na concentracdo de ions cloreto nas solucdes de
NADES (CICo-Ac-A) nas analises por GFAAS.

Conforme a literatura, a concentragao de cloretos tem pouca influéncia no
sinal de arsénio na linha (193,7 nm) nas condi¢des instrumentais empregadas
nesse trabalho (WELZ, 2013). Considerando que nas duas condi¢des de diluigao,
os NADES (CICo-Ac-A), que possui cloretos em sua composi¢cao, apresentou
menor sensibilidade para As quando comparado aos NADES (Al-Gli-A), foi possivel
inferir que a presenca de ions cloreto nao seja um fator para o efeito observado dos
parametros avaliados (recuperagdo, SBR e mo) e que possa haver presenca de
efeito de estabilizacdo de As por NADES (Al-Gli-A) dentro da técnica de GFAAS.
Até o momento deste estudo nado foi descrito na literatura e se confirmado
evidenciara alta compatibilidade de determinados NADES (Al-Gli-A) com a técnica
GFAAS na determinacao de As.
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Quanto a recuperacéao, exceto para a determinagcao de Pb na utilizagcdo dos
NADES (AI-Gli-A) houve uma diminui¢cdo (de 98,26 para 83,19%), porém ainda
dentro da faixa de recuperagdo preconizado pelo INMETRO, 2020. Na
determinacdo de As, a alteracdo no fator de diluicdo de 2:10 para 1:10,
independente dos NADES estudado, levou a uma diminuigdo do mo (de 20,85 para
16,17 para os NADES (Al-Gli-A) e 30,97 para 24,74 para os NADES (CICo-Ac-A)),
ou seja, uma melhora na sensibilidade foi observada, enquanto que nas analises
de Pb o fenbmeno observado foi oposto (17,36 para 20,51 para os NADES (Al-Gli-
A) e 14,79 para 16,56 para os NADES (CICo-Ac-A)). Contudo, para ambos os
analitos, a maior parte dos valores de mo obtidos estdao dentro da faixa analitica
recomendada, indicando, satisfatéria sensibilidade. Desta forma, a diluicido adotada
1 mL (NADES + amostra + HNO3 1% v v-' com ou sem analito): 10 mL (HNO3 1%
v v 1) foi empregada nesse estudo por gerar menos carga residual orgénica no tubo

de grafite (mais detalhes no tépico 4.7.).

E fundamentado na literatura que para o Pb, a presenca de cloretos tem
influéncia na formacdo e volatilizagdo do analito na forma de PbClz(g),
apresentando-se como uma interferéncia nao espectral (WELZ, 2013). Todavia, a
formagdo de hidrogénio tem a capacidade de suprimir essa interferéncia,
eliminando cloretos na forma de HCI(g). E conhecido que a introducdo de
modificadores orgénicos como acido citrico, acido ascorbico e acido latico tem a
capacidade de promover a formacao de hidrogénio durante as analises em GFAAS.
Considerando que os NADES selecionados neste estudo possuem na composicao
potenciais modificadores organicos, os dados obtidos das analises em diferentes
diluigbes sugerem que, o aumento da quantidade de NADES presente na amostra
em 2:10 v v'! e sua atuagdo como modificador quimico parece superar a presenca
de interferéncias ndo espectrais oriundas de ions cloretos em NADES (CICo-Ac-A)

e do aumento da carga organica dos NADES.

Nesta etapa de estudo analises analogas com o elemento Cd nao foram
realizadas por razdes de otimizacdo de tempo de uso do equipamento. Para este

analito, foram adotadas as diluicdes otimizadas para As e Pb, ou seja, 1:10.
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4.4. Estudo das variaveis referentes as condigoes
reacionais/instrumentais do método analitico

Métodos univariados foram utilizados para a otimizacao das etapas de pré-
aquecimento e secagem, que sao etapas importantes para a eliminagdo majoritaria
de parte do solvente no programa de aquecimento do GFAAS. Nestas etapas o
aquecimento deve ser realizado de forma gradual e suave, evitando a eliminagao
brusca do solvente para a parte externa do tubo de grafite, o que comprometeria as
analises quimicas. Contudo, de forma a avaliar as variaveis independentes mais
significativas das condi¢gdes reacionais/instrumentais empregadas, para as
variaveis dependentes selecionadas (recuperacdao, mo e SBR) em amostras de
folhas de espinafre (Spinacia oleracea) previamente fortificadas (com As, Cd e Pb),
planejamentos fatoriais, fracionados e completos, foram realizados de modo a
determinar combinagdes das condigdes otimas de analise de determinacdo dos

analitos em questao, conforme apresentado na Tabela 7.

Tabela 7: Parametros instrumentais do GFAAS para a determinagdo de As em amostras de folhas
de espinafre (Spinacia oleracea) aplicando-se o Planejamento Fatorial Fracionario 25! para os
NADES (Al-Gli-A) e NADES (CICo-Ac-A).

Tempo (s)
Etapa Temperatura (°C) Rampa Permanéncia
Pré-aquecimento 80 20 5
Secagem 150 20 5
Pirdlise V.. 30 V.l
Atomizacéao 2200 0 V.l
Limpeza 2500 0 2

* V.l.: Variavel independente avaliado nos planejamentos fatoriais.

Para completar o estudo aplicando-se o planejamento fatorial fracionario 2°-
1, também foram incluidas as variaveis presencga de modificador quimico Pd(NO3)z2,
nas concentragdes 0 a 5 ug/ 5 uL, e razdo massa de amostra : volume de solugéo
extratora (NADES), nas faixas de 45 e 90 mg: 2 mL NADES.

O grafico de Pareto evidéncia quais as variaveis foram mais significativas,
positivamente ou negativamente, nas respectivas variaveis dependentes avaliadas.
Como pode ser verificado na Figura 18, o modificador quimico € um fator
significativo e relevante na interacdo com as demais variaveis analisadas.

Modificadores quimicos sao substancias inseridas juntamente com a amostra no
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tubo de grafite, e sua funcéo, nesse estudo, esta na estabilizagdo do analito durante
todo o processo de aquecimento/pirdlise/atomizacéo.

No modelo avaliado gerado pelo planejamento fatorial fracionado de nivel 2,
a presenca do modificador quimico aumenta a recuperagao e o SBR, em acordo
com a estabilizacdo do analito, ao mesmo tempo que diminui a mo, obtendo-se
melhor sensibilidade nas condigdes operacionais avaliadas, indicado pelos valores
dos efeitos padronizados (positivos para as variaveis recuperagdo e SBR e
negativos para mo). A presenga do modificador quimico foi de consideravel
relevancia para a estabilizagao do sinal de As, levando-se em consideragao os trés
parametros analisados (recuperagao, SBR e mo) conjuntamente, independente da
razdo massa de amostra/volume de NADES empregada (45 ou 90mg / 2mL). Em
todas as andlises realizadas como ja mencionado, a solugdo de analise consiste
em NADES (Al-Gli-A) e NADES (CICo-Ac-A) na propor¢ao molar (mol) 1:1:10 e
diluigdo 1:10 (NADES: solugdo HNO3 1% v v-') no preparo de amostras.

Figura 18: Gréfico de Pareto para o planejamento fatorial fracionado 251 para os NADES (Al-Gli-

A) na determinagéo de As com cinco variaveis dependentes: Temperatura de Pirdlise (°C), Tempo

de Pirdlise (s), Tempo de Atomizacgéao (°C), Razao Massa/Volume (mg / 2 mL) e Modificador (ug/ 5
ML) e as variaveis respostas: Recuperacao (%), mo e SBR.
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Grafico de Pareto para os Efeitos Padronizados Grafico de Pareto para os Efeitos Padronizados
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A temperatura de pirdlise (Tpirsiise) € também significativa para o aumento dos
valores de SBR, o que significa melhor razao sinal analito/sinal de fundo, além de
apresentar uma interagdo importante com a variavel massa/volume (massa de
amostra e volume de NADES), indicando que o aumento na Thpiriise (de 600 para
1200 °C) aumenta a eficiéncia de eliminagdo da matriz organica presente,
reduzindo significativamente o efeito de interferéncia de matriz, melhorando
consequentemente a sensibilidade do método analitico.

As variaveis tempo de pirdlise (tpirsiise) € tempo de atomizagéo (tatomizagao)
apresentaram significancia para as variaveis estudadas, porém no conjunto
avaliado nao parece influenciar de forma significativa, quando comparada as
variaveis modificador quimico e Tpirslise. Sendo assim foram fixadas para o menor
valor (5s para tpirsiise € 2s para tatomizagao) de modo a diminuir o tempo de analise e
de desgaste do tubo de grafite.

Quanto a razdo massa de amostra/volume NADES pode-se observar que
em todos os experimentos realizados, quando o valor em nivel mais baixo (45 mg/
2mL) foi empregado, melhores valores para os parametros estudados foram

obtidos.
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Levando isto em consideracdo e em consideragao ao tempo de otimizacao
de uso do equipamento e de recursos, foi decidido selecionar e refinar os valores
apenas para as variaveis independentes mais significativas, como o modificador e
Tpirclise, para todos os analitos avaliados neste estudo. A avaliagao criteriosa dessas
variaveis foi crucial nessa etapa do trabalho, para a elaboragcdo dos futuros
planejamentos fatoriais no auxilio da verificagado das interferéncias espectrais e/ou
nao espectrais no desenvolvimento do método analitico por GFAAS.

Tendo em vista que a temperatura de pirdlise e modificador quimico foram
as variaveis mais significativas e com maiores interacoes entre as demais variaveis,
foi utilizado um planejamento fatorial de nivel 3 completo (Tabela 8) com 9
experimentos para cada NADES, em duplicatas, a fim de gerar perfis de superficie
de resposta (MSR) que possa fornecer modelos e assim auxiliar na obtencao de
valores 6timos para os parametros resposta avaliados (recuperagao, mo e SBR),
levando-se em consideracao o efeito das variaveis lineares, quadraticas e suas
possiveis correlagdes. Os valores de temperatura de pirdlise para os analitos As e
Pb foram selecionados com base no programa default do equipamento e analises
preliminares das solu¢gdes NADES-GFAAS (Al-Gli-A)/(CICo-Ac-A).

Tabela 8: Avaliagdo das variaveis e seus respectivos niveis estudados para o Planejamento
Fatorial de Nivel 3 para as duas variaveis: Temperatura de pirdlise (°C) e quantidade de
modificador (ug / 5uL) para os NADES (Al-Gli-A) e NADES (CICo-Ac-A) na determinagéo de As e
Pb por GFAAS.

Nivel do Planejamento Fatorial nivel 32

Variavel/Parametro -1 0 +1

Temperatura de pirdlise (°C) 800 (Pb); 1200 (As) 1050 (Pb); 1350 (As) 1300 (Pb); 1500 (As)
Modificador (ug / 5uL) 3 5 7

Os graficos MSR referentes a cada parametro resposta e os graficos
correspondentes ao fator desejabilidade global (Figura 19) na determinacao de Pb
para ambos os NADES, indicam que em temperaturas acima de 1200°C o fator de
desejabilidade atinge os piores indices (valores mais proximos de zero), sugerindo
que o analito (Pb) acima desta temperatura é facilmente volatilizado e a presenca
de maior quantidade de modificador nao foi suficiente para estabiliza-lo na amostra.

Em temperaturas em torno de 850°C os valores para os parametros
avaliados também diminuem, como bem indicam os valores de desejabilidade nesta
regido, podendo ser atribuido a interferéncia da matriz organica presente na

amostra como também proveniente dos NADES. Esta hipotese é reforcada ao
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observar o perfil de MSR individual para o parametro SBR. O parametro SBR
acompanha as condi¢cdes 6timas encontradas para as variaveis recuperagcao e mo,
sugerindo que a diminuigao do sinal de fundo esta correlacionada com a diminui¢gao
da presenca de concomitantes inorganicos da matriz.

Todavia ndo basta diminuir o sinal de fundo apenas com o aumento da
temperatura de pirdlise, pois pode acarretar na volatilizagdo do analito nessa etapa.
Desta forma, € importante encontrar uma condicéo de equilibrio entre a temperatura
de pirdlise que seja o suficiente para a separagao térmica do analito e matriz, mas
qgue nao provoque a volatilizagao do analito na presenca de modificador quimico na
etapa de pirdlise.

Neste sentido, observar os resultados por meio da aplicacéo de fungdes de
desejabilidade global tornam as respostas de otimizagdo mais claras, pois sao
avaliados um conjunto ponderado das variaveis respostas, tornando a etapa de
otimizacao mais eficiente e econbmica, em termos do numero reduzido de
experimentos. Seguindo esta optica, foi possivel observar que uma regido 6tima de
analise quimica por GFAAS, compreende uma regido de 900-1050°C de
temperatura de pirélise e 2,5-3,0 ug/5uL de modificador, para ambos os NADES
estudados.

Adicionalmente, € notavel que empregando-se os NADES (CICo-Ac-A) para
a determinacdo de Pb foram obtidos valores mais préximos de 1,0 para a
desejabilidade global, quando comparado ao mesmo perfil em NADES (Al-Gli-A),
fortalecendo a hipotese de atuacdo do acido citrico como modificador quimico
organico para a estabilizagdo de Pb no solvente (CICo-Ac-A).

Alguns autores propuseram que compostos organicos como acido citrico e
acido tartaro tem a capacidade de promover a redugao de Pb durante o processo
de aquecimento do tubo antes da etapa de pirélise, evitando a perda do analito por
sublimacdo de haletos, oxidos, dimeros e outros composto (DE LA CALLE-
GUNTINAS, 1992, BYRNE, 1993). Outro mecanismo relatado na literatura inclui a
diminuicao da interferéncia ndao espectral ocasionada por cloretos, através da
eliminacdo do ion na forma de HCI(g) formado com a combinac¢do de hidrogénio
fornecido pelos modificadores organicos durante a rampa de analise (DE MATTOS,
2005; ACAR, 2008; 2009; HUSAKOVA, 2009; LIMA, 2016).
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Figura 19: Graficos de superficie resultado do planejamento Fatorial Fracionario 32 desenvolvido
para a avaliagdo e otimizag&o das variaveis mais significativas das condigdes instrumentais do
GFAAS para a determinagédo de Pb em amostras de folhas de espinafre (Spinacia Oleracea).

Analito: Pb NADES (AI-Gli) Analito: Pb -\ s pes (cico-Ac)

V.D.: Desejabilidade . s gars
Re=0,99791 V.D.: Desejabilidade

R?=0,99613
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Observacdes semelhantes foram encontradas para a determinacao de As no
que se referem as relagbes/interagdes entre as variaveis dependentes (Figura 20).
Para os NADES (Al-Gli-A), em temperatura proxima a 1200 °C, valores para o
parametro SBR atinge os piores indices, o que reflete em maiores valores de mo
visto que nessas condi¢des a presenga significativa de concomitantes promove a
ocorréncia de interferéncias.

Valores de recuperagdo proximas de 100% sao observadas em
temperaturas de pirdlise elevada (Tpirsiise = 1500 °C e na presenga de modificador
quimico de Pd(NOs3)2 (5 ug/5 uL), condigdes essas desejaveis para a quantificagao
de As na matriz folhas de espinafre. Para os NADES (CICo-Ac-A) ¢é interessante
notar que a variavel temperatura de pirdlise se comporta de maneira mais
acentuada, ou seja, seu aumento préximo as condi¢gdes otimizadas para os NADES
(Al-Gli-A) (1500°C) nao é favoravel, tendo em vista os piores indices alcangados
para as variaveis analisadas, exceto para o parametro SBR. O que sugere maior

compatibilidade do NADES (Al-Gli-A) para a quantificacao de As em amostra de
tecido vegetal.
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Figura 20: Gréficos de superficie resultado do Planejamento Fatorial Fracionario 32 desenvolvido
para a avaliagdo e otimizagéo das variaveis mais significativas das condigdes instrumentais do

GFAAS para a determinagéo de As em amostras de folhas de espinafre (Spinacia Oleracea).
Analito: As NADES (AI-Gli) !
V.D.:Desejabilidade Analito: As NADES (CICo-Ac)
R? = 0,48053 V.D.: Desejabilidade
R? = 0,72287
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Os valores mais baixos de desejabilidade global, bem como os menores
valores de coeficiente de determinagdo (R?) quando comparado com as
modelagens em Pb, refletem na dificuldade de se determinar As no meio reacional
empregado, indicando a presenca de interferéncias espectrais, em que o método
de corregao de fundo do equipamento (fonte continua com lampada de D2) nao foi
capaz de resolver de forma eficiente, como na determinacao de Pb. Estratégias
como alteragdo da linha de absorgdo de As (em 193,7 para 197 nm) foram
adotadas, todavia n&o refletiram em melhores resultados por ainda ser uma linha
muito proxima ao limite de comprimento de onda da Iampada D2 empregada como
corretor de fundo.

De modo a avaliar os modelos MSR obtidos para os NADES (Al-Gli-A) e
NADES (CICo-Ac-A) (Figura 19 e 20), foram selecionadas regides onde o modelo
responde com 6timos valores de predicdo dos parametros avaliados (recuperagao,
mo e SBR) para a determinagéo de As e Pb. A temperatura de pirdlise selecionada
foi de 900 °C para NADES (Al-Gli-A) e 1050 °C para NADES (CICo-Ac-A) e a
quantidade de modificador Pd(NOs3)s foi de 1 ug/5 yL para ambos os NADES nas
determinacdes de Pb.

Para os casos de analises com As, temperatura de pirdlise selecionada foi
de 1500 °C para NADES (AI-Gli-A) e 1350 °C para NADES (CICo-Ac-A) e a
quantidade de modificador Pd(NO3)s foi de 5 pg/5 yL e 3 pg/5 yL para NADES (Al-
Gli-A) e NADES (CICo-Ac-A), respectivamente. O resultado desse estudo esta
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descrito na Tabela 9, com os valores preditos aqueles obtidos pelo modelo MSR e
o valor experimental obtido em analises realizadas em duplicata. Para os NADES
(Al-Gli-A) o valor predito para mo na Tabela 9 esta nulo dado que o modelo gerado
por MSR responde a um valor de -240 de mo, 0 que € inconsistente com a realidade
deste parametro, logo né&o foi incluido como valor predito. Todos os valores obtidos
de recuperagao, SBR e mo estdo de acordo com os valores preconizados pelas
agéncias reguladoras INMETRO e (ANVISA, 2021).

Apesar das dificuldades com a geragao de um modelo MSR na determinacao
de As utilizando os NADES, foi possivel obter condi¢gdes satisfatérias dos
parametros avaliados (recuperacao, mo, SBR) e de desejabilidade (0,68 para (Al-
Gli-A) e 0,64 para CICo-Ac)). Experimentalmente, os resultados para As nas
solugdes contendo NADES (Al-Gli-A) foram mais satisfatorios quando comparados
aos NADES (CICo-Ac-A). Como ja mencionado, alguns autores (DE LA CALLE-
GUNTINAS, 1992, BYRNE, 1993) propuseram que modificadores quimicos
organicos como acido latico e acido ascorbico promovem a redugéo do paladio
(presente no modificador universal Pd-Mg), que por sua vez reage com as espécies
de As (As20s, formando outras espécies estaveis do elemento (PdxAsyOz), de
acordo com a reagao (WELZ, 2008):

2xPdO(s) + yAs203(s) — [PdxAsyO;] + (x + y + z)O(g)

Desde modo, pode-se verificar o aspecto promissor dos NADES nao
somente em seu notavel potencial extrator dos elementos inorganicos, como
também na possibilidade de atuarem sinergicamente com os modificadores
quimicos convencionalmente usados (como os de Pd(NOs3)2) nas analises com a
técnica de GFAAS, melhorando ainda mais seus efeitos de estabilizagao do analito.

Tanto para o Pb como para o As, as evidéncias observadas indicaram uma
melhora na estabilidade desses analitos no meio reacional, tornando-os mais
refratarios em valores de Thpirnslise proximas ou acima de 1000°C, muito desejavel
para se promover a separacgao térmica do analito e amostra, com reduzido sinal de
fundo. Outros potenciais candidatos para constituintes de NADES com possiveis
caracteristicas de modificador quimico nas analises por GFAAS incluem o acido
ascorbico, a ureia e o acido oxalico. Todavia o efeito destes constituintes dos
NADES pode variar para cada analito, e seus efeitos devem ser investigados, a
depender do elemento como também da amostra em que esta contido. De |la Caile-

guntinas et al. (1992) reportou que uma mistura contendo acido latico/malico/citrico



76

e iodeto de potassio em HCI 1 mol L' eliminou completamente a interferéncia
causada por Sb e Se para a determinagao de As em amostras aquosas. Byrne al.
(1993) observaram que, em presenca de acido ascorbico ou oxalico, o sinal de Pb
atenua em determinadas temperaturas, atribuido segundo os autores pela
formagdo de gas hidrogénio e mondxido de carbono, que sao produtos da
decomposicdo dos compostos organicos adicionados.

Para Cd, por ser um elemento de facil volatilizacdo e atomizagao,
temperatura de atomizacgao foi selecionado no lugar de quantidade de modificador
como variavel dependente e o perfil de seus graficos de superficie pode ser
observado na Figura 21. Além disso, de modo a melhorar a eficiéncia do estudo,
uma otimizagdo por planejamento experimental composto central foi adotada e
seus valores (Tabela 9) foram selecionados com base no programa de aquecimento

padrao do equipamento e dados da literatura (WELZ, 2008).

Tabela 9: Avaliagdo das variaveis e seus respectivos niveis estudados para o Planejamento
Compostos Centrais Nivel 2 para as duas variaveis: Temperatura de pirolise (°C) e Temperatura
de atomizagédo (°C) para os NADES (Al-Gli-A) e NADES (CICo-Ac-A) na determinacao de As e Pb
por GFAAS. Os valores em a se referem as regides axiais.

Nivel do Planejamento Fatorial nivel 22
Variavel/Parametro -a -1 0 1 +a

Temperatura de pirdlise (°C) 417 500 700 900 983
Temperatura de atomizagéo (°C) 1417 1500 1700 1900 1983

Experimentalmente foi notado que para NADES (CICo-Ac-A) os sinais de Cd
sdo mais atenuados quando comparado com as amostras contendo NADES (Al-
Gli-A), o que pode ser atribuido pelas etapas de decomposigao do acido citrico que
contribuem na atenuacéo dos sinais do analito, fendmeno similar observado para
Pb. Isto permitiu que se elevasse a temperatura de pirdlise (um incremento de 50
°C quando comparado a analise com NADES (Al-Gli-A) e atomizagao (um
incremento de 100 °C) e ainda sim manter bons valores dos parametros avaliados,

como pode ser visualizado na Tabela 11.

Figura 21: Gréficos de superficie resultado do Planejamento Fatorial Fracionario 32 desenvolvido
para a avaliagao e otimizagao das variaveis mais significativas das condigdes instrumentais do
GFAAS para a determinagédo de Cd em amostras de folhas de espinafre (Spinacia Oleracea).
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Por fim, ao final do processo, além de obter um perfil do comportamento dos
NADES (Al-Gli-A) e (CICo-Ac-A) frente as determinagdes via GFAAS, foi possivel
obter as melhores condi¢gbes instrumentais para a determinacdo dos analitos

estudados, como pode ser verificada na Tabela 10.

Tabela 10: Condigbes instrumentais do GFAAS otimizadas apos aplicagao do planejamento
fatorial de nivel 32 (As, Pb) e composto central (Cd).

Tempo (s) Temperatura (°C)
Etapa
Rampa Permanéncia As Cd Pb
Pré-secagem 10 5 90 90 90
Secagem 20 - 90 150 150
. . 900 (AI-Gli-A) /
. 1500 (AI-Gli-A) / 750 (AI-Gli-A) / s
Pirclise 20 5 1350 (CICo-Ac-A) 800 (CICo-Ac-A) 1000 (TICOAC
L 1800 (AI-Gli-A) /
Atomizacao - 3 2450 1900 (CICo-Ac-A) 2200
Limpeza - 2 2500 2500 2500

Tabela 11: Avaliagdo dos modelos de MSR (Figura 19 e 20) com base nas regides de valores
6timos dos parametros resposta selecionados (recuperagédo, mo € SBR) para a determinacao de
As e Pb em amostras de folhas de espinafre (Spinacia Oleracea) por GFAAS, através da
comparagao dos valores preditos e obtidos experimentalmente.

Recuperagao (%) mo (pg) SBR
Analito NADES Predito Exp. Predito Exp. Predito Exp.
(Al-Gli-A) 88,74 111,44 17,10 20,07 1,48 1,65
(CICo-Ac-A) 61,52 86,06 18,76 27,63 1,14 1,14
cd (AI-Gli-A) 80.02 73,00 4.36 4.55 4.74 7.55
(CICo-Ac-A) 90.94 80.41 5.34 4.21 3.53 2.97
Pb (Al-Gli-A) 83,86 77,24 - 17,61 2,92 2,23

(CICo-Ac-A) 104,29 98,13 12,34 15,23 5,54 3,88
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4.5. Estudos dos parametros de desempenho

Materiais de referéncia certificado de capim-marandu (E1001a, Embrapa,
Brasil), folhas de tomate (1573a, Nist, EUA) e folhas de espinafre (1570a, Nist,
EUA) foram utilizados para a avaliagdo da acuracia do método proposto. A selegao
se deu pela disponibilidade do MRC que contém os elementos estudados. Como
reportado na Tabela 12, todos os valores de recuperacdo obtidos nos preparos
utilizando NADES (CICo-Ac-A) com os MRC utilizados estdo de acordo com o
preconizado pela agéncia regulamentadora brasileira ANVISA (80 a 120%)
(ANVISA, 2017). Para NADES (AI-Gli-A), apenas houve exatiddo adequada na
determinagcdo de Cd no MRC 1573a (folhas de tomate). Nesta etapa foram

utilizadas as condi¢des otimizadas sumarizadas na Tabela 11.

Tabela 12: Valores de concentragédo de As, Cd e Pb em material de referéncia certificado de
capim-marandu (E1001a, Embrapa, Brasil), folhas de tomate (1573a, Nist, EUA) e folhas de
espinafre (1570a, Nist, EUA), empregando o método proposto com NADES (Al-Gli-A) e NADES
(CICo-Ac-A) e determinagao por GFAAS.

Valor de referéncia Valor encontrado  Recuperagdo  RSD
(ugg”) (ugg) (%) (%)
As
E1001a (Al-Gli-A) 19.90 10.37 52.09 6.32
E1001a (CICo-Ac-A) 23.35 117.33 2.92
Cd
E1001a (Al-Gli-A) 19.90 14.27 71.71 1.36
E1001a (CICo-Ac-A) 17.96 90.25 2.37
1573a (Al-Gli-A) 152 1.22 80.73 1.39
1573a (CICo-Ac-A) 1.43 94.08 0.64
1570a (Al-Gli-A) 088 1.70 59.10 1.47
1570a (CICo-Ac-A) 2.76 95.89 2.00
Pb
E1001a (Al-Gli-A) 4.00 2.81 70.29 0.19
E1001a (CICo-Ac-A) 3.65 91.16 0.95

Deve-se mencionar também que os comportamentos observados na etapa
de otimizagao quanto a compatibilidade dos NADES aos os analitos estudados,
exceto por As, podem ser visualizados nesta etapa de validacdo por MRC. Valores
mais proximos de Pb e Cd sao observados para o preparo de amostras utilizando
NADES (CICo-Ac-A) quando comparado as que foram utilizados NADES (Al-Gli-A).
A excegao vista em As pode ter se dado por i) efeito de matriz, visto que a
otimizacao foi realizada em folhas de espinafre, enquanto o MRC aplicado foi

capim-marandu ou ii) precisdo da otimizagao, dado as complicagdes de analise de
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As pelo método de corre¢ao de fundo (linha 193,7 nm muito préxima do limite da
lampada de D2).

Calculos para os parametros Limite de Deteccdo (LOD) e Limite de
Quantificagéo (LOQ) foram realizados por meio da medida de 10 analises do branco
analitico, empregando-se o método analitico proposto. O LOD e LOQ,
respectivamente, do método obtido para NADES (Al-Gli-A) foi de 0,2722 e 0,9075
mg kg’ para As, 0,0837 e 0,2789 mg kg para Cd e 0,1859 e 0,6198 mg kg™' para
Pb. Para NADES (CICo-Ac-A) o LOD e LOQ respectivamente foram de 1,2308 e
4,1026 mg kg™ para As, 0,1914 e 0,6381 mg kg™' para Cd e 0,6135 e 2,045 mg kg
' para Pb. As curvas analiticas podem ser visualizadas no ANEXO 1.

4.6. Comparacgao das diferentes estratégias de preparo de amostras
empregadas

Foram comparados diferentes métodos de preparo de amostras para ambos
os NADES estudados: 1) assistido por vértex (VAE); 2) assistido por vortex com em
Temperatura Elevada (VAE-T) e 3) assistido por ultrassom (UAE). Os
procedimentos das estratégias de preparo de amostras estao descritos nas sec¢des
3.2.3.2. e 3.2.3.3., respectivamente sendo realizados em duplicata para a
determinacdo do elemento cadmio (condigdes instrumentais descritas na segéo
3.4.) em amostras de material de certificado (proteina de peixe, DORM-4 e Folhas
de Espinafre, 1570a)

Os resultados (Figura 22), indicam que o método de preparo de amostras
por VAE tanto para os NADES (Al-Gli-A) como para os NADES (CICo-Ac-A), além
de ser o método de preparo de amostras mais simples e econémico por nao
necessitar de um instrumento de ultrassom e ser realizado a temperatura ambiente,
se mostrou também bem eficiente na transferéncia de massa dos analitos para a
fase aquosa, como demonstra os valores de recuperagao e desejabilidade que sao
significativamente maiores, quando comparado as outras formas de preparo de
amostras.

Quando se comparou a eficiéncia de extracdo para o Cd com ou sem em
Temperatura Elevada (VAE-T e VAE) pode-se verificar que nao apresentou
diferenca significativa aplicando-se o Teste F (nivel de confianga 95%), exceto para
a recuperacao de Cd com NADES (AI-Gli-A) no material certificado DORM-4. Desta

forma, pode-se constatar que o método de preparo de amostras proposto com
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agitagao por vortex, (VAE) se mostrou bem adequado, ndo havendo a necessidade
da elevacao da temperatura e de ondas ultrassdnicas para a extragao dos analitos
da matriz para a fase aquosa.

Os DES em geral, por conta das interagdes entre as espécies HBA e HBD,
ou seja, por conta das interagdes de ligagao de hidrogénio, apresentam capacidade
de dissolver e solvatar compostos polares e fracamente polares como ingredientes
farmacéuticos, oxidos metalicos, didéxido de carbono e espécies elementares
inorganicas. (SOROURADDIN, 2020, AHMADI-JOUIBARI, 2020, JAJIRANI, 2022).
Contudo, esse poder extrator que é conferido aos NADES pode ser alterado
conforme seu constituinte precursor, logo € de se esperar que o comportamento
em relacao a eficiéncia de extracao seja diferente para NADES (Al-Gli-A) e NADES
(CoClI-Ac) por apresentar constituintes tao distintos, como observado nesse estudo.

Além disso deve ser levado em consideracdo que, a elevagdo da
temperatura dos DES acarreta na diminuicao na interagao de ligagao de hidrogénio
(JAJIRANI, 2022), como pode ser observado na diminuigdo da viscosidade da
solugdo. Este enfraquecimento de interagdo geralmente acompanha uma
diminuicao da polaridade do solvente, tornando menos eficiente a extracdo de
espécies polares, como os elementos metalicos. Este fendmeno explica o
comportamento da extracao de VAE ser superior quando comparado ao VAE-T de
Cd em DORM-4 com NADES (AI-Gli-A).

Figura 22: Valores de Recuperagéo obtidos para o analito Cd, empregando-se diferentes métodos
de preparo de amostras (VAE, VAE-T, UAE), utilizando os NADES (Al-Gli-A) e NADES (CICo-Ac-
A) em amostras certificadas de proteinas de peixe (DORM-4, Nist) e folhas de espinafre (1560a,

Nist).
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Comparacéo de Desejabilidade com 1570a
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4.7. Avaliagao do tubo de grafite

O aspecto visual do tubo de grafite foi avaliado durante as analises, e a sua

aparéncia apos sucessivas medidas analiticas (queimas) pode ser observada na

Figura 23.

Figura 23: Forno -de grafite apds sucessivas analises (queimas), aproximadamente 500 queimas)

com NADES (Al-Gli-A), na proporcédo molar (mol)1:1:10.
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Uma camada sélida e escura pode ser observada, proveniente do resultado
das sucessivas analises das folhas de espinafre (Spinacia Oleracea) em meio de
NADES (Al-Gli-A). Isto mostra uma carga significativa de matéria organica inserida
no tubo, e certamente estratégias para remogao desse residual de carbono em sua
maior parte, foram adotadas no intuito de se manter as condi¢gbes robustas de
analise e também a vida util do tubo de grafite, reduzindo possiveis efeitos de
memoria.

Nesse contexto, estudos empregando H202 30% m v' foram realizados,
adicionando 20 pyL a cada aproximadamente 50 analises dentro do programa de
aquecimento padrao (default) do equipamento, o que se mostrou eficiente, pois ndo
foi verificado comprometimento nos desvios padrdes das analises e/ou na vida util
do tubo de grafite. Para os NADES (CICo-Ac-A), nenhuma camada de carga

organica foi observada apés as medidas analiticas.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSAO

Os NADES na proporgéao molar (mol) 1:1:10 (componente 1: componente 2:
agua) apresentaram-se como uma solugdo incolor, homogénea e ausente de
precipitados, caracteristicas desejaveis para os extratores/solventes empregados
no preparo de amostras. Os espectros FTIR indicaram a preservacido dos
reagentes precursores nos NADES sintetizados, incluindo no periodo mensal
avaliado (cinco meses).

A agitacao por vértex a temperatura ambiente no preparo de amostras se
mostrou muito eficiente, levando a resultados reprodutiveis e com baixos valores
de RSD, além de ser uma estratégia de preparo de amostras simples e de baixo
custo.

A analise conjunta dos parametros: recuperagdo, SBR e mo, foram
fundamentais na avaliagado das interferéncias espectrais e/ou ndo espectrais no
sinal dos analitos no GFAAS, bem como as técnicas de calibracdo multivariada,
tratamentos e modelagens estatisticas foram muito eficientes ndo s6 para nortear
as otimizacdes realizadas, mas também foram uteis na elucidacédo da avaliacéo e
comparagao dos NADES estudados no preparo de amostras na determinacao de
As, Cd e Pb em tecido vegetal no que diz respeito aos parametros avaliados.

Destes resultados, foram observados efeitos de sinergia dos NADES
estudados com o modificador quimico Pd(NOs)2, principalmente para NADES
(CICo-Ac-A), aos quais atingiu recuperagdes dentro do valor desejado (na faixa de
95,25 a 95,89%) nas determinacdes de Cd e Pb em todos os MRC'’s utilizados neste
estudo. Este fenébmeno pode ser atribuido ao acido citrico em que ja foi relatado na
literatura sua capacidade de atuar como modificador quimico em analises por
GFAAS na determinacao de elementos como Pb (ACAR, LIMA, 2020), por exemplo.

Para o elemento As, limitagcdes do equipamento GFAAS quando ao método
de corretor de fundo dificultou os estudos realizados com o elemento. Todavia
recuperacoes dentro da faixa aceita por agéncias regulamentadoras foram
atingidas (117,33 %) quando utilizado NADES (CICo-Ac-A) no preparo de amostras
(ANVISA, 2017).

Desta forma, abre-se um leque de possibilidades no sentido de ressignificar
esta classe de modificadores quimicos, ja bem consolidados na literatura,
colocando os NADES que atuam nao s6 na extragao do analito, mas também como

eficientes modificadores para os analitos nas determinag¢des por GFAAS.
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ANEXO 1.

Curvas de Calibragcao com NADES
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Figura 24: Curva de calibragao de As, Cd e Pb utilizando NADES (Al-Gli-A) e NADES (CICo-Ac-
A) com a diluicao utilizada no preparo de amostra otimizado (1:10, NADES:solugao HNO3 1%).
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