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RESUMO 

Os solventes eutéticos profundos (DES) vêm atualmente sendo bastante 
estudados conforme observado na literatura, dado o elevado número de 
publicações dentro das mais diversas áreas da Química. Uma das razões refere-se 
à simplicidade e rapidez de síntese dos DES, baixo custo e toxicidade, e 
flexibilidade quanto a capacidade de modulação desses solventes, possibilitando 
que seja adaptável e otimizado conforme o propósito de aplicação. Os solventes 
eutéticos profundos naturais (NADES), sendo uma das subclasses do DES têm 
como precursores compostos naturais como ácidos orgânicos, aminoácidos, 
açúcares e álcoois e tem ganhado atenção devido ao seu alinhamento aos 
conceitos da Química Verde e sua versatilidade de uso, em particular no preparo 
de amostras. No presente estudo, será avaliado o uso dos NADES a base de ácido 
cítrico (Ac), ácido lático (Al), cloreto de colina (ClCo) e glicose (Gli) como solvente 
extrator no preparo de amostras para a determinação de As, Cd e Pb, elementos 
cuja toxicidade em humanos é bem fundamentada, empregando-se duas 
estratégias de preparo de amostras distintas (assistido por vórtex e ultrassom), bem 
como a compatibilidade dos NADES com a técnica de Espectrometria de Absorção 
Atômica com o Forno de Grafite (GFAAS), através da avaliação de interferências 
espectrais e/ou não espectrais decorrentes das condições reacionais/instrumentais 
aplicadas, por meio de ferramentais quimiométricas como planejamentos 
experimentais, funções de desejabilidade e análise de superfície de resposta, por 
meio das variáveis dependentes: recuperação (%), massa característica (m0) e o 
parâmetro signal-to-background-ratio (SBR) na otimização e avaliação do 
comportamento dos NADES frente a técnica GFAAS. Além dos NADES terem a 
capacidade de extrair os analitos estudados no método mais simples (vórtex a 
temperatura ambiente), foi observado uma possível capacidade dos constituintes 
dos NADES atuarem sinergicamente com modificadores químicos para os analitos 
As, Cd e Pb na técnica GFAAS, tornando a aplicação dos estudos com NADES 
muito promissor para a área de Química Analítica. O destaque fica com o NADES 
(ClCo-Ac-A), atingindo recuperações em valores desejados (90,25 a 95,89 %) na 
determinação de Cd e Pb em todos os MRC’s avaliados neste estudo. Os LOD’s 
obtidos foram, para NADES (Al-Gli-A) e (ClCo-Ac-A), respectivamente, 0,2722 e 
1,2308 mg kg-1 para As, 0,0837 e 0,1914 mg kg-1 para Cd e 0,1859 a 0,6135  
mg kg-1 para Pb. 

Palavras-chave: GFAAS; NADES; calibração multivariada; interferências, 
modificador químico, sinergia.  
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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 (ClCo) 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 (ClCo-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 (ClCo-
Ac-A), respectively, 0.2722 and 1.2308 mg kg-1 for As, 0.0837 and 0.1914 mg kg-1 
for Cd and 0.1859 to 0.6135 mg kg-1 for Pb. 

Key-words: GFAAS; NADES; Multivariate Calibration; interferences, chemical 
modifier, synergy. 
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desenvolvimento do método 

γ Modo vibracional de deformação angular fora do plano 

η1 Viscosidade do fluido a ser determinado 

η2 Viscosidade do fluido referência 

μ micro 

ν Modo vibracional de estiramento 

π pí 

ρágua Densidade da água 

ρNADES Densidade do NADES 
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1. INTRODUÇÃO 

Acompanhando o desenvolvimento industrial e tecnológico ao longo das 

últimas décadas, a geração de resíduos e exposição aos contaminantes 

inorgânicos (As, Cd, Se, Pb, Hg, etc) é uma preocupação global devido aos riscos 

de degradações do meio ambiente e à saúde humana (MICHELSEN-CORREA, 

2021). Oriundos da contaminação de solos e água, a exposição a esses elementos 

mesmo em baixas concentrações causam uma variedade de efeitos adversos à 

saúde de animais e humanos, sendo esses elementos químicos incluídos na cadeia 

alimentar por meio da ingestão de alimentos contaminados.  

Bioacumulativos e de elevada toxicidade mesmo presentes em baixas 

concentrações, é de interesse global o monitoramento dos contaminantes 

inorgânicos. Agências reguladoras como a Food and Drug Administration (FDA) 

nos EUA e a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e outras 

equivalentes de cada país são responsáveis pelo monitoramento e estabelecimento 

de métodos de análise para fins de avaliação de conformidade, através do 

parâmetro como o limite máximo tolerado (LMT) para cada contaminante inorgânico 

em diversos tipos de matrizes (ANVISA, 2021). Dentro desse contexto, 

metodologias analíticas mais sustentáveis estão atualmente sendo propostas, ou 

seja, métodos de análise química que demandam baixo consumo de energia, 

reduzida toxicidade, baixo custo e reduzida geração de resíduos alinhados aos 

princípios da Química Verde para a determinação do teor dos contaminantes 

inorgânicos por técnicas espectrométricas (ABBOTT, 2004; GALUSZKA, 2013; 

BENVENUTTI, 2019; NOWAK, 2021). 

Entre as técnicas analíticas para a quantificação dos constituintes 

inorgânicos, a espectrometria de absorção atômica com forno de grafite (GFAAS) 

é uma técnica comumente empregada para a quantificação de elementos como: 

As, Cd e Pb - objeto de estudo desse trabalho (BUTCHER, 2017). A técnica, 

também conhecida como espectrometria de absorção atômica eletrotérmica 

(ETAAS), consiste no monitoramento da radiação absorvida por elementos na 

forma atomizada produzidos dentro de um tubo de grafite (atomizador) aquecido 

eletricamente. Vantagens para essa técnica incluem nível de detectabilidade na 

ordem de μg L-1 à ng L-1, reduzido consumo de massa/volume de amostra, para as 

análises químicas, requerendo comumente volumes de amostra na ordem de uma 

alíquota de 20 μL.  (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 indústria 

alimentícia, como o tipo de cultivo do solo, poluição ambiental, práticas agrícolas, 

contaminações durante as operações unitárias, condições de armazenamento 

(enlatados, por exemplo), elementos químicos potencialmente danosos à saúde 

humana podem ser inseridos no produto final a ser consumido pelo ser humano 

(ORESTE, 2013). Em plantas, diversos contaminantes inorgânicos podem ser 

bioacumulados e transferidos para a cadeia alimentar tanto de animais como de 

seres humanos. Para tanto, índices de transferência de elementos metálicos entre 

solo-planta (por exemplo, fator de bioconcentração e índice de carga-poluição) são 

propostos para descrever a translocação de metais em sistemas de solos e plantas, 

de modo a determinar e monitorar os efeitos ecotoxicológicos do consumo de 

alimentos contaminados (RAI, 2019). 

Dos contaminantes inorgânicos, são de relevância tóxica os elementos As, 

Cd e Pb, pois além de serem bioacumulativos (animais e vegetais), possuem baixo 

nível de LMT (limite máximo tolerado). Para a saúde humana, elevadas 

concentrações de As, Pb e Cd trazem severas complicações como disfunções 

renais, cirrose, danos cerebrais, problemas cardiovasculares e são também 

agentes cancerígenos como indicados pela Agência Internacional de Pesquisa em 

Câncer (IARC) (SMITH, 1997).  

O arsênio é o vigésimo elemento mais abundante da crosta terrestre e sua 

presença na água pode ocorrer por fonte natural e antrópicas (GONG, 2002). A 

principal forma de contaminação por As é pelo consumo de água contaminada, 

sendo absorvido pelo trato gastrointestinal. Outras fontes de contaminação incluem 

os processos de fundição de metais não-ferrosos, plantas termoelétricas, 

atividades de mineração, deposição de particulados provenientes da queima de 

combustível fóssil e pesticidas contendo o elemento como impureza (VEZZA, 

2018). A exposição ao arsênio pode levar a disfunção de multi-organismos, 

problemas na medula óssea, encefalopatia, hepatomegalia, melanoma, diarreia, 

neuropatias, distúrbio no ritmo cardíaco e doença vascular periférica, além de risco 

de câncer, no fígado, rins, bexiga e pele (RAI, 2019). A tolerância máxima de 

arsênio segundo a Food and Agriculture Organization/World Health Organization 

(FAO/WHO) é de 100 μg g-1 para óleos vegetais, de 10 μg g-1 para água mineral, e 
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0,02 μg g-1 para arroz. No Brasil o Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) estabelece um limite de 1000 μg g-1 para peixes. 

(NOGUEIRA, 2006; COMMISSION, 2011; MEETING, 2011; DAI, 2013; ABBAS, 

2016). 

A exposição humana ao elemento Cd se dá pelo consumo de alimentos 

contaminados, cigarro e resíduos de processos de mineração e indústrias como as 

de baterias e metalúrgicas. Em humanos, a exposição ao Cd pode causar edemas 

pulmonares e irritações respiratórias quando inalado. A exposição crônica pode 

levar a doenças renais, anemia, pneumonia, inibição de hormônios (progesterona 

e estradiol), osteoporose e fraturas ósseas, além de risco de câncer no pulmão e 

mamas (RAI, VARDHAN, 2019).  

Um caso notório de contaminação pelo elemento Cd ocorreu no Japão em 

1912 onde os esforços para a remediação da contaminação veem ocorrendo desde 

1972 até os dias atuais. Tal evento se deu pela contaminação de rios por resíduos 

de companhias de mineração contaminando centenas de pessoas por meio do 

consumo de arroz contaminado por Cd. A doença, desde então denominada itai-

itai, além dos sintomas supracitados causa severas dores em juntas como também 

dor nas costas (IKEDA, 2015). Segundo a agência reguladora (FAO/WHO), a 

tolerância máxima de Cd é de 400 μg g-1 para arroz, 100 μg g-1 para vegetais e 50 

μg g-1 para frutas vegetais (COMMISSION, 2011; MEETING, 2011; ABBAS, 2016). 

O chumbo é um elemento não biodegradável e acumulativo nos organismos 

vivos. A maior preocupação quanto à contaminação de Pb está relacionada ao 

consumo de água contaminada principalmente por atividades de mineração, 

processos metalúrgicos, plantas eletrotérmicas, queima do petróleo cru e uso de 

tintas que contém chumbo em sua composição (SHARMA, 2005; SENGAR 2008). 

Entre as consequências de sua bioacumulação no organismo humano, são 

relatados casos de anemia, doenças renais e outras doenças relacionadas ao 

metabolismo, encefalopatia, náuseas e vômitos. Danos ao sistema nervoso central, 

sistema circulatório e dores abdominais também são relatadas em caso de 

contaminação por Pb, além de ser considerado um potencial cancerígeno aos seres 

humanos. Em crianças, situações de vulnerabilidade são descritas desde o 

desenvolvimento do feto, podendo causar distúrbios quanto aos aspectos 

cognitivos, afetando áreas neurológias relacionadas a concentração e ao 

aprendizado da criança (RAI, 2019; KIM, 2019). A tolerância máxima de chumbo 
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segundo a FAO/WHO é de 300 μg g-1 para peixes, 100 μg g-1 para vegetais e 20 

μg g-1 em leites (COMMISSION, 2011; MEETING, 2011; ABBAS, 2016). 

Todos os fatores citados contribuem para a importância e crescente 

demanda na determinação quantitativa desses contaminantes inorgânicos (As, Cd 

e Pb) em diversos tipos de amostras, onde a área de química analítica vem 

contribuindo significativamente na elucidação quanto ao teor desses elementos, 

como também na análise de especiação química, que consiste na determinação da 

concentração de várias formas químicas de um determinado elemento em uma 

matriz (ORESTE, 2013; VAN BEIK, 2017; VALASQUES, 2020; NASCIMENTO, 

2020; ATAEE, 2020; HUANG, 2022). Nas análises de alimentos, elementos 

potencialmente tóxicos, a considerar As, Cd, e Pb necessitam de uma atenção 

especial devido ao grau de toxicidade elevada mesmo em baixas concentrações, 

cujo o LMT está na ordem de μg g-1. Para tanto, a técnica de GFAAS é comumente 

utilizada nesse contexto, pois ela abrange a determinação de elementos traços (μg 

g-1) à ultratraços (ng g-1), além de ser um instrumento bem consolidado na literatura 

devido a elevada sensibilidade e seletividade, esse último parâmetro intrínseco às 

técnicas de AAS. Como já comentado, a origem desses elementos nos alimentos 

é variada, podendo ocorrer a partir do cultivo do solo, da poluição ambiental, 

práticas agrícolas, como também durante o processo de fabricação (ORESTE, 

2013). Outras técnicas analíticas como a espectrometria de absorção atômica com 

chama (FAAS) e técnicas multielementar como espectrometria de emissão óptica 

com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e espectrometria de massas com 

plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) também são utilizadas em análises de 

alimentos, entretanto ou não apresentam o nível de detectabilidade desejado para 

a quantificação desses elementos, ou apresentam um custo relativamente alto, 

como o ICP-MS, fazendo com que a técnica GFAAS ainda seja muito empregada 

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

 

1.2. Técnicas Espectrométricas de Análise 
As técnicas espectrométricas são empregadas na determinação qualitativa 

e quantitativa de uma variedade de elementos químicos, em nível traços-

ultratraços. Os métodos analíticos desenvolvidos empregando a espectrometria 

são geralmente rápidos, eficientes e no geral apresentam desejável seletividade 

quando bem otimizados os parâmetros reacionais/instrumentais de cada método. 
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A determinação das espécies químicas inorgânicas ocorre na fase gasosa e 

atômica do analito, tornando a denominada etapa de atomização uma das fases 

críticas durante a análise que garante alta eficiência e reprodutibilidade para as 

técnicas espectrométricas (CROUCH, 2006). 

Os métodos espectrométricos de absorção e emissão atômica podem ser 

classificados de acordo com o atomizador empregado nas análises químicas, 

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 absorção de radiação por átomos livres, 

no estado gasoso, em um atomizador eletrotérmico (normalmente um atomizador 

de grafite). A radiação incidida no vapor atômico possui comprimento de onda 

específico para cada elemento, o que torna a técnica essencialmente 

monoelementar. O processo de atomização (geração de átomos 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 atômica da amostra 

permaneça por um tempo considerável no caminho óptico, melhorando a eficiência 

e a sensibilidade da técnica. Importante mencionar também que toda a amostra é 

volatilizada no processo de quantificação do analito e associado ao tempo no 

caminho óptico de 1s ou mais, a técnica de GFAAS apresenta um nível de 

detectabilidade na faixa de μg L-1 à ng L-1 (WELZ, 2008; SKOOG, 2013).  

Essas condições características do GFAAS, como elevada sensibilidade, 

baixo consumo de amostra (alíquotas de 20 μL em geral) e considerando ainda que 

o número de etapas do preparo de amostras é menor – visto que o tratamento 

térmico da amostra pode ser realizado durante a etapa de quantificação do analito 

onde efetivamente ocorre a separação dos concomitantes inorgânicos (presentes 

na matriz) do analito, a técnica de GFAAS é extensivamente empregada para 

muitos propósitos analíticos, quando se deseja elevada sensibilidade para a 

quantificação dos espécies inorgânicas em variadas amostras.  

As análises, bem como as otimizações de um procedimento analítico por 

GFAAS seguem um programa de aquecimento bem estabelecido (Figura 1). O 

volume de amostra injetada (de 10 – 100 μL), sob a forma de gota, é aquecida em 
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uma primeira etapa cuja função é a evaporação e eliminação do solvente (etapa de 

dessolvatação). Posteriormente, é definido como etapa de pirólise (400 – 1300 °C) 

àquela responsável pela separação térmica do analito da matriz (concomitantes 

inorgânicos).  O sinal do analito é obtido na etapa de atomização, 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 

absorção da radiação proveniente da fonte primária da radiação lâmpada de catodo 

oco (HCL), juntamente com o corretor de fundo, a lâmpada de Deutério (D2) que 

poderá ser empregado ou não, a depender do comprimento de onda do analito. 

Ambos os sinais obtidos (sinal do analito e sinal de fundo (background) são 

integrados e equalizados (WELZ, 2008). Por fim, o atomizador passa por uma etapa 

de limpeza para a eliminação de possíveis resíduos remanescentes da amostra, 

para eliminação ou redução de possíveis efeitos de memória, aplicando-se uma 

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

atomização e limpeza) na técnica de GFAAS. 

 
Problemas de interferências espectrais e/ou não espectrais em técnicas 

analíticas baseadas em absorção atômica e seu conhecimento/entendimento é de 

interesse comum dentro da área de aplicação da espectrometria para a 

quantificação de elementos em diversos tipos de amostras, visto que a presença 

de interferentes afeta diretamente a sensibilidade, a exatidão e a precisão dos 

resultados. Na espectrometria de absorção atômica (AAS), as interferências são 

classificadas de acordo com o conjunto de características em comum, entretanto 

não devem ser consideradas independentes pois podem interagir mutualmente. 

Deste modo, as interferências são divididas em interferências espectrais e não 

espectrais. 

As interferências espectrais são aquelas relacionadas a separação 

incompleta da radiação absorvida pelo analito, sendo ocasionada por outras fontes 

de radiação como também a radiações de absorção de outras espécies químicas 

detectadas e processadas pelo sistema de detecção do instrumento. Incluem como 

interferência espectral a sobreposição de linhas de absorção ocasionada por outros 

elementos químicos e de vibrações de moléculas no estado gasoso; a absorção 

por concomitantes em comprimentos de onda ( ) muito próximos ao   do analito, 

que não são possíveis de serem separadas pelo monocromador/corretor de fundo; 
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como também devido ao espalhamento da radiação do analito ocasionada pela 

presença de materiais sólidos particulados. Em AAS as interferências espectrais 

oriundas do processo de absorção dos elementos químicos são menos comuns, 

sendo mais observadas em espectrometria de emissão atômica (OES) por se tratar 

de uma técnica multielementar e que atinge altos valores de temperatura no 

atomizador suficiente para promover a excitação eletrônica da grande maioria dos 

elementos químicos presentes em uma amostra (WELZ, 2008). Em AAS são mais 

comuns as interferências espectrais relacionadas a absorção molecular quando a 

etapa de pirólise não é eficiente para reduzir/eliminar os concomitantes presentes 

na matriz. 

Quanto às interferências não espectrais, essas estão relacionadas 

diretamente ao número de átomos dos analito no estado gasoso livre quando na 

etapa de atomização, sendo que eventual mudança no estado químico do analito 

afeta diretamente no sinal analítico. Desta forma, perdas do analito durante a etapa 

de pirólise é comumente uma fonte de interferência não espectral, ou seja, quando 

o elemento químico a ser determinado tem sua volatilidade alterada consequente 

das condições reacionais (preparo de amostras) e instrumentais de análise, sendo 

neste caso crucial a otimização da temperatura de pirólise para cada analito/matriz 

e a possibilidade do emprego de modificadores químicos. Neste sentido também 

se aplica para a etapa de atomização, pois para cada analito uma temperatura de 

atomização deve ser avaliada. Temperaturas baixas podem não possibilitar a 

atomização eficiente do analito, bem como temperaturas demasiadamente 

elevadas podem favorecer a atomização de contaminantes – intensificando 

também as interferências 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 orgânico), 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. 

É comum, ao se observar com interferências não-espectrais, o emprego de 

modificadores químicos a fim de se evitar possíveis perdas do analito e melhorar a 

eficiência de separação dos concomitantes presentes na matriz do analito, efeito 

este que reflete consideravelmente na seletividade, bem como no nível de 

detectabilidade do método, quanto aos limites de determinação (LOD) e 

quantificação (LOQ). A viabilidade do emprego de modificadores químicos deve-se 

a possibilidade no aumento da temperatura de pirólise, pois o analito se torna mais 
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refratário, permitindo eficiente separação térmica da matriz e do analito, reduzindo 

significativamente as interferências não espectrais. A sistemática de trabalho é 

fazer a adição dos modificadores químicos nas soluções padrão, como também nas 

amostras de análise (LIMA, 2016; BUTCHER, 2021). Ou ainda, pode-se empregar 

a estratégia de se adicionar o modificador químico uma única vez no tubo de grafite, 

modificador químico permanente (WELZ, 2008; BUTCHER, 2021). Dentre os 

modificadores empregados nas análises, comumente são utilizados modificadores 

químicos de Pd(NO3)2 e/ou Mg(NO3)2, conhecido como modificador químico 

universal, devido a possibilidade do emprego desses modificadores quando em 

conjunto atuarem de forma significativa para um grande número de analitos, por 

meio da formação de compostos ou sólidos de paládio/magnésio, oxigênio e o 

analito, viabilizando uma eficiente separação térmica do analito/matriz (WELZ, 

2008; BUTCHER, 2021). 

Além dos tradicionalmente modificadores de Pd(NO3)2 e/ou Mg(NO3)2, outros 

modificadores são recorrentemente relatados na literatura, como modificadores de 

irídio, peróxido de hidrogênio, ácido cítrico, ureia, nanopartículas como Fe3O4, 

dentre outros  (ACAR, 2008; LIMA, 2016; BAFGHI, 2020; BUTCHER, 2021).  

Deslocamento nos equilíbrios de ionização e dissociação do analito também 

pode ser significativamente alterado pela presença dos concomitantes, além de 

processos de recombinação do analito com os interferentes são comuns de 

ocorrerem em AAS. As formações de óxidos metálicos são indesejáveis, para tanto 

a utilização de argônio como gás de purga se faz necessário para evitar que o 

oxigênio presente no ar não reaja com elementos químicos presentes na amostra, 

em particular o analito (WELZ, 2008). Outro fator importante é a possível formação 

de carbetos podendo ser influenciada pelos concomitantes presentes na amostra, 

que também reagem com o tubo de grafite diminuindo sua vida útil.  

Em geral, quando as etapas do programa de aquecimento (pirólise e 

atomização) são bem otimizadas, levando-se em consideração o analito e a matriz 

de análise, problemas de interferências são significativamente reduzidos, 

propiciando um ambiente químico na etapa de atomização eficiente e reprodutível, 

refletido na qualidade analítica dos resultados, em termos de sensibilidade, 

exatidão e precisão.   

A excitação dos átomos em sua forma vaporizada geralmente é feita por 

fontes de radiação externa de linha espectral, como lâmpadas de cátodo oco 
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(HCLs). Para as análises das amostras, é comum a necessidade de estratégias 

analíticas que reduzam significativamente os sinais de fundo gerado pela presença 

dos concomitantes inorgânicos, que podem absorver, emitir ou espalhar radiação, 

muito próxima à radiação emitida ou absorvida pelo analito, podendo gerar 

resultados super/subestimados quanto ao teor do analito na amostra. Desta forma, 

estratégias analíticas para a correção do sinal de fundo são empregadas, como a 

correção por fonte contínua (lâmpada de deutério, D2), como também pode ser 

empregado a correção de fundo baseado no efeito Zeeman, pela incorporação de 

magnetos no atomizador ou na fonte de radiação, aplicando-se o conceito do 

desdobramento dos níveis eletrônicos quando um vapor atômico é submetido a um 

forte campo magnético (WELZ, 2008; BUTCHER; 2021).  

A técnica de correção de fundo (background) utilizando uma fonte contínua 

se baseia assumindo que a atenuação do sinal do analito proveniente do sinal de 

fundo é uma banda larga comparada a linha de absorção do analito (linhas 

estreitas, característica em AAS) e que esta banda não varia na faixa da largura da 

fenda selecionada. Um modulador rotatório alterna a radiação proveniente da 

lâmpada de HCL e a lâmpada D2 e a banda de radiação (sinal do analito) é isolada 

pela diferença dos espectros obtidos destas duas fontes de radiação. Vantagens 

desta técnica inclui baixo custo, sem perda de sensibilidade e boa exatidão para os 

elementos químicos que absorvem radiação entre 190-360 nm. Quanto às 

limitações incluem a necessidade de alinhar a fonte de radiação primária com a 

fonte de radiação contínua e a quantificação do analito deve estar contemplada 

dentro da faixa da lâmpada de D2 (190 a 360 nm). Fora desta faixa outras fontes 

de radiação contínuas são recomendadas, por exemplo a fontes de tungstênio ou 

halogênio para a correção do sinal de fundo (WELZ, 2008; BUTCHER; 2021). 

O efeito Zeeman se baseia no fenômeno de desdobramento das linhas de 

absorção/emissão com a influência de um campo magnético. Considerado uma das 

formas mais eficientes para a correção de fundo, entretanto os instrumentos 

equipados com este método de correção geralmente são mais custosos e pode 

ocorrer também perca de sensibilidade (devido ao desdobramento de picos de alta 

intensidade), além da possibilidade de gerar possíveis interferências espectrais, ou 

seja, desdobramentos de outras linhas de absorção nas proximidades da linha do 

analito (WELZ, 2008; BUTCHER; 2021). 
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Um dos destaques das técnicas de espectrometria de absorção atômica está 

na aplicação de fontes contínuas de alta resolução (HR-CS) em AAS, ao qual 

superou algumas limitações instrumentais, como elevados ruídos e baixa 

intensidade das lâmpadas de xenônio de arco voltaico em baixos comprimentos de 

onda (onde se encontra a maioria das linhas de absorção, 190-360 nm) e 

monocromadores com baixa resolução. A despeito de todos os problemas e 

obstáculos, os trabalhos empregando-se fonte contínua em AAS não foram 

abandonados e hoje essa técnica se mostra viável, levando a obtenção de 

resultados promissores. Almeida et al. (2020) determinaram Be, Cd e Pb em 

particulados atmosféricos utilizando da técnica HR-CS-GFAAS, com satisfatórios 

valores para o LOD 0,001 e 0,004 μg g-1 para Be e Pb, e valores de LOQ 0,0033 e 

0,0132 μg g-1 para Be e Pb respectivamente). Schriter et al. (2021) analisaram 

amostras de plantas e solos empregando-se a técnica HR-CS-GFAAS por 

amostragem sólida para a determinação de Ge, podendo-se verificar um método 

analítico robusto, de elevada frequência analítica e alta sensibilidade, para um 

elemento químico não usualmente estudado, como o Ge.  Uma das vantagens em 

relação as fontes de linha (LS) está nas informações que são geradas e obtidas de 

todo o espectro de análise, que podem auxiliar na determinação e correção de 

interferências espectrais (WELZ, 2005). 

A geração química de vapor, empregando-se a geração de hidretos (HG 

GFAAS) é uma estratégia analítica de introdução de amostra consolidada na 

literatura que visa a redução/eliminação de possíveis interferentes e significativa 

melhora na sensibilidade da técnica analítica. Nesse sistema de introdução de 

amostras, compostos voláteis do analito são transportados por um fluxo de gás 

inerte, geralmente argônio, até o atomizador. Dentre as técnicas de geração 

química de vapor, o sistema de geração de hidretos é o mais estudado e aplicado 

para a quantificação dos elementos inorgânicos.  Para a formação de hidretos de 

dos elementos químicos (As, Sb, Bi, Se, Te, Ge, Sn, Pb, Cd, Hg e Zn) é empregado 

um agente redutor, sendo o tetrahidroborato de sódio (NaBH4) mais comumente 

empregado, por apresentar uma cinética de reação elevada e ser de fácil 

automação, ou seja, apresenta características ideais no que se refere a 

estabilidade, não flameabilidade e baixa toxicidade para ser empregado em 

métodos automáticos de análise (YU, 2014; BUTCHER, 2021). Shaltout et al. 

(2020) compara às técnicas de fonte de linha: LS-GFAAS, HR-CS GFAAS e HG-
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LS GFAAS para a determinação de selênio em amostras de feijão. No mencionado 

estudo, LS-GFAAS e HR-CS GFAAS não atingiram sensibilidade adequada para 

análises de Se em teor abaixo de 5 ng g-1 (LOD de 2,3 e 24,0 μg L-1 para LS-GFAAS 

e HR-CS GFAAS respectivamente) devido a interferências espectrais, ocasionadas 

pela presença de óxidos de PO e NO na linha do Se 196,026 nm). Para a técnica 

HR-CS GFAAS a lâmpada de xenônio apresentou baixa intensidade na linha mais 

sensível para o Se 196,026 nm. Empregando como sistema de introdução de 

amostras, a geração de hidretos (HG-GFAAS), a microextração e aprisionamento 

dos hidretos gerados foram fundamentais para superar as interferências ocorridas 

nas demais técnicas avaliadas, apresentando assim sensibilidade satisfatória (LOD 

0,030 μg L-1) sendo considerada a técnica adequada pelos autores nesse estudo.  

1.3. Preparo de Amostras  
Uma das etapas cruciais dentro de um método analítico é o preparo de 

amostras, pois é nessa etapa onde ocorre a remoção/redução de potenciais 

interferentes, liberando o analito da matriz e tornando-o quimicamente livre e 

disponível para ser quantificado pelas técnicas analíticas. Quando a amostragem é 

inserida no estado líquido, em geral a etapa de preparo de amostras constitui das 

seguintes etapas: i) digestão/mineralização da matéria orgânica constituinte; ii) 

extração do analito (considerando a especificidade do analito) e iii) manutenção do 

analito em uma forma química estável e compatível com a técnica de determinação 

(IEGGLI, 2011; MACHADO, 2020; BUSTOS, 2022). 

Os métodos de preparo de amostras comumente reportados envolvem via 

seca ou úmida, 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 determinação, cuja otimização do 

processo inclui alcançar as melhores condições reacionais que favoreçam a 

extração do analito na matriz, em um menor tempo de preparo, mínima 

contaminação, reduzido gasto de reagente, e mínima geração de resíduos e 

efluentes, além de manter a integridade química do elemento a ser determinado. 

De forma geral, a maior parte do preparo de amostras se dá por via úmida. 

Muitas das estratégias de preparo de amostras empregadas em AAS para análise 

quantitativa dos elementos inorgânicos incluem o emprego de radiação micro-

ondas combinada com a digestão ácida. Entretanto, nos métodos de digestão ácida 

os riscos estão associados a segurança do analista, geração de resíduos químicos, 
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além do elevado custo de aquisição de um forno de micro-ondas com cavidade. 

Também se caracteriza, em alguns casos, por ser morosa, podendo ocorrer perdas 

do analito por volatilização (KRUG, 2008; NÓBREGA, 2006; SANTANA, 2019; 

ORESTE, 2020). Desta forma há uma variedade de trabalhos na literatura propondo 

estratégias alternativas de preparo de amostras que demandam menor tempo 

operacional, evitando alguns dos problemas clássicos supracitados (NÓBREGA, 

2006; SANTANA, 2019). Dentre elas, se destacam as com amostragem direta na 

fase sólida e por suspensão (slurry). 

Parte das vantagens do ETAAS inclui a possibilidade de injetar amostras 

diretamente na fase sólida, ou na forma de uma suspensão. Manfro et al (2020) 

analisaram amostras de sangue e plasma previamente secas para a determinação 

de Li por amostragem sólida em GFAAS, apresentando parâmetros de 

desempenho adequados (LOD 7 mg L-1, valores de recuperação de 104,0% e 

precisão 11%) para o monitoramento terapêutico de íons Li nessas amostras. 

Rodriguez et al. (2020) determinaram os elementos Cr, Fe, Mg, Mn, Na e Ni por 

amostragem sólida no GFAAS em difenilmetano diisocianato polimérico, um 

material precursor para polímeros poliuretano. Calibrações foram feitas utilizando 

solução padrão e os resultados mostraram que a quantificação dos analitos, 

empregando-se a amostragem sólida por GFAAS alcançou valores de LOD 

significativamente mais baixos quando comparada a quantificação dessa amostra 

(na forma de solução) por ICP OES e ICP-MS. Entretanto, a amostragem sólida 

possui algumas limitações, dentre elas a necessidade de um controle maior sobre 

o tamanho de partícula (homogeneização da amostra), em razão de se garantir a 

representatividade da amostra na técnica analítica empregada; limitações quanto 

ao tipo de amostra, visto que matrizes como solo são altamente heterogêneas e 

são susceptíveis as interferências não espectrais como, por exemplo, 

espalhamento da radiação; limite máximo para a massa de amostra sólida injetada, 

o que pode ser superado utilizando-se métodos de preparo de amostras com 

suspensão (MACHADO, 2020). 

O preparo de amostra com suspensão (slurry) se baseia na formação de 

uma solução contendo particulados sólidos em suspensão introduzido no GFAAS. 

Nessa estratégia de preparo de amostras, as vantagens da junção da amostragem 

sólida e líquida permite uma gama de possibilidades, incluindo o uso de solventes 

alternativos e materiais de adsorção, como o uso de nanopartículas (FILATOVA, 



28 
 

2020). Em comparação com a digestão ácida, o emprego da suspensão reduz 

significativamente etapas do preparo de amostras, reduzindo assim a possibilidade 

de contaminação da amostra, redução do tempo de preparo e volume de 

solvente/agente extrator. Entretanto, essa estratégia de preparo de amostras por 

suspensão apresenta algumas desvantagens como a promoção da 

heterogeneidade das amostras, o que leva às maiores imprecisões para os 

resultados obtidos quando comparado a bem fundamentada e consolidada 

digestão ácida. Deve-se mencionar também, que a quantidade de amostra presente 

na suspensão é em geral, maior quando comparada a digestão ácida, o que se faz 

necessário, na maioria das vezes, a aplicação de estratégias de otimização das 

condições instrumentais de análise, como também a redução do sinal de fundo por 

meio da aplicação de corretores de fundo.  Kriegerova et al. determinaram Pb em 

amostras de placentas humanas por GFAAS utilizando a estratégia de preparo de 

amostras por suspensão. O método foi validado empregando-se materiais de 

referência certificado (MRC) e comparado com o método de digestão ácida, não 

apresentando diferença significativa entre os dois métodos avaliados. Maratta et al. 

(2020) determinou Bi em minérios de cobre empregando a preconcentração 

fotocatalítica em nanopartículas de óxido de titânio (IV) utilizando a técnica GFAAS 

e planejamentos experimentais tipo Box-Behnken, para o desenvolvimento do 

método. O método foi validado com MRC, com recuperações obtidas na faixa de 

97,3 a 102% e LOD e LOQ de 0,5 e 1,6 ng L-1 respectivamente.  

Tanto a amostragem direta em fase sólida quanto por suspensão 

apresentam um número significativo de aplicações em sistemas ETAAS, pois para 

as técnicas analíticas seja de AAS ou técnicas de fonte de plasma, em geral o 

sistema de introdução de amostras não é compatível com elevados teores de 

sólidos dissolvidos, ou mesmo com suspensões de amostras, podendo 

sobrecarregar o sistema de nebulização em técnicas de FAAS, ICP OES e ICP-MS, 

não tendo representatividade da amostra no atomizador, além da possibilidade de 

danificar o sistema de introdução de amostras.  

Nos preparos de amostras via úmida, o solvente/agente extrator comumente 

utilizado são os ácidos minerais, em particular ácido com potencial propriedade 

oxidante, como o HNO3 que é extensivamente empregado (GONZALEZ, 2009; 

ORESTE, 2013).  Todavia, apesar de bem fundamentada as técnicas de preparo 

de amostras que façam uso de ácidos minerais, o seu elevado nível de 
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periculosidade sempre é uma preocupação, o que faz com que a busca por 

reagentes químicos ambientalmente amigáveis e de baixa periculosidade como os 

solventes alternativos sejam atualmente promissores solvente/agente extrator para 

análise elementar. Dentro desse contexto, e em acordo com os doze princípios da 

química verde (ANASTAS, 2010), o preparo de amostras empregando solventes 

alternativos de baixa toxicidade e que veem apresentando notório efeito extrator 

dos elementos inorgânicos 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 área de química analítica 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 há uma crescente preocupação com a poluição ambiental 

gerada principalmente por atividades antrópicas, e dentre essas, um olhar especial 

deve ser dado aos métodos analíticos que em sua maioria, empregam solventes 

de toxicidade moderada à severa, geram quantidades apreciáveis de resíduos 

químicos e ainda, nos tempos atuais, alguns desses são comumente descartados 

nas redes de esgotos. Contudo, em acordo com os princípios da química verde, 

corrente essa datada na década de 1980, vem ganhando cada vez mais espaço 

nos estudos/discussões acadêmicas frente à questão da poluição ambiental e 

possíveis ações/estratégias de como remediá-la. A Química Verde foi definida pela 

International Union of Pure and Applied Chemistry - IUPAC, como: "A invenção, 

desenvolvimento e aplicação de produtos e processos químicos para reduzir ou 

eliminar o uso e a geração de substâncias perigosas" (TUNDO, 2000; ANASTAS, 

2010). Nessa definição, o termo “perigosas” deve ser entendido como substâncias 

nocivas de algum modo à saúde humana ou ao meio ambiente.  

Dentro desse contexto têm crescido a procura e desenvolvimento por 

metodologias analíticas que estejam em acordo com os princípios da química 

verde, de modo a garantir a segurança ao analista, diminuição de custos 

operacionais, empregando reduzidas quantidades de reagentes (mg - μg) além de 

empregar substâncias químicas de baixa toxicidade tanto ao analista como ao meio 

ambiente. Nas últimas décadas, acompanhando as tecnologias emergentes que 
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atendam às necessidades mencionadas, os solventes alternativos vêm cada vez 

mais ganhando espaço e atenção dos pesquisadores. Essa classe de solventes 

inclui os líquidos iônicos (ILs) e os solventes eutéticos profundos (DES).  

Enquanto os ILs são por definição compostos constituídos por sais 

catiônicos e aniônicos orgânicos, com temperaturas de fusão inferior à 100 °C, os 

DES são classes de solventes alternativos, denominados em 2003 por Abbot et al.  

(2001) e mais recentemente redefinidos como uma mistura eutética de ácidos e 

bases de Lewis/Brönsted em determinadas proporções molares de seus 

constituintes precursores. Apresentando como principal e exclusiva característica a 

temperatura de fusão (TE, Figura 2) menor que seus constituintes iniciais (Tm,1 e 

Tm,2) e principalmente de sua mistura eutética ideal (TE, ideal) (MARTINS, 2019; 

CHANDRAN, 2019; SANTANA, 2019). Esta última consideração final se faz 

necessária, pois a presença de ponto eutético ideal é comum em compostos que 

são completamente ou parcialmente imiscíveis na fase sólida. Além disso, a 

formação de uma TE < TE, ideal (ΔT2 na Figura 2) nos DES é de suma importância 

para a sua definição, pois torna a classe de solventes mais restritivos e assegura a 

qualificação “profundo” de seu nome. Dito isto, esta ressalva se faz necessária, pois 

a primeira definição quanto a formação apenas de uma TE < Tm,1; Tm,2 se encontra 

atualmente limitada e defasada (MARTINS, 2019; CHANDRAN). A formação desta 

TE se dá pelas relações com o efeito não-ideal da fase líquida através das múltiplas 

interações das substâncias químicas aceptoras e doadoras de ligação de 

hidrogênio (HBA e HBD, respectivamente) presentes no sistema, como também as 

interações eletrostáticas, ligações π, ligações de hidrogênio, Van der Waals, etc 

(MARTINS, 2019). 
  



31 
 

Figura 2: Esquema adaptado (MARTIN, 2018) de comparação de equilíbrio sólido-líquido de uma 

mistura eutética ideal (linha vermelha) e de uma mistura eutética profunda (linha azul). A definição 

dos DES deve ser aquela que garante uma diminuição da temperatura de fusão da mistura 

eutética ideal (ΔT2) e não somente da diferença de seus precursores isolados (ΔT1). 

 
Fonte: Autor. 

Ao longo dos últimos anos, devido a notabilidade dos DES, diversas 

subclasses deste solvente alternativo foram desenvolvidas e descritas, com 

finalidades e/ou definições específicas, como solventes eutéticos profundos 

terapêuticos (THEDES), solventes eutéticos profundos poliméricos (PDES), 

solventes eutéticos profundos hidrofóbicos (hDES) e os solventes eutéticos 

profundos naturais (NADES).  

Os THEDES consistem em solventes sintetizados para aplicações 

farmacêuticas, ou seja, foram desenvolvidos para aumentar a solubilidade, a 

permeabilidade e a biocompatibilidade dos compostos farmacêuticos ativos 

(RAHMAN, 2021). Diferentes estudos apontam que quando compostos 

farmacêuticos ativos, como por exemplo, o ácido acetil salicílico e ibuprofeno são 

administrados na forma de THEDES, a eficiência quanto ao transporte do princípio 

ativo, sua absorção intestinal, solubilidade são significativamente aumentados. 

Para a formulação destes THEDES são comumente utilizados cloreto de colina e 

mentol como HBA. Pereira et al. (2022) combinaram quimicamente terpenos, como 

mentol, linalol e safranol com farmacêuticos ativos como ibuprofenos, flurbiprofeno 

e ketoprofeno para a formulação dos THEDES sendo aplicados em atividades 

anticancerígenas, 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 amigáveis. Syed et al. 

(2022) fez uso de um THEDES hidrofóbico a base de timol e mentol como fase 

dispersiva para a produção de uma nanoemulsão via ultrassom para atuação em 

atividades antimicrobiais, como por exemplo em aplicações dermatológicas, 

apresentando parâmetros satisfatórios neste quesito. 

Os PDES possuem, além das características mencionadas dos DES, as 

propriedades particulares dos polímeros, possibilitando, por exemplo, a 

modificação de materiais funcionalizados, dentre as quais incluem materiais a base 

de nanopartícula de carbono, metais nobres, de transição 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 constituído de sais de 

amônio quaternário polimérico (cloreto de 3-acrilamidopropil trimetilamônio) com 

xilitol para a extração de proteína bovina. Estudo similar foi realizado por Wei et al. 

(2019) com PDES constituídos por sal de amônio quaternário polimérico e D-

sorbitol, um açúcar polimérico, na modificação de nanopartícula metal-orgânica 

magnética para a separação seletiva de tinturas catiônicas. 

A maioria dos DES reportados atualmente são miscíveis em água, o que 

limita de certa forma suas aplicações para extrações de compostos químicos 

hidrofóbicos. Os hDES surgem como uma proposta para atender esta demanda, 

primeiramente relatado por Van et tal. (2015) em misturas constituídas por ácidos 

decanóicos e sais de amônio quaternário para a extração de ácidos graxos voláteis 

(por exemplo, ácido acético, propanóico e butanóico) 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 proporções molares 

para a determinação de mercúrio em amostras de sangue utilizando a técnica de 

microextração líquido-líquido dispersiva assistida por vórtex, apresentando boas 

condições de recuperação, linearidade, precisão e limites de detecção. Habibollahi 

et al (2019). realizaram determinação de contaminantes inorgânicos (Cd, Hg e Pb) 

em amostras vegetais utilizando a técnica de microextração dispersivo líquido-

líquido via solidificação (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 frequência analítica, baixo custo, nível de 

detectabilidade (0,1 a 0,3 μg kg-1) e que não necessitou do uso de solventes 

orgânicos considerados tóxicos.  
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Por fim, os NADES recentemente ganharam destaque como promissores 

substituintes aos solventes clássicos como metanol, etanol, acetona, hexano, 

acetonitrila, ácido sulfúrico, entre outros, que são comumente empregados nas 

mais variadas formas de preparo de amostras (CHANDRAN, 2019; BENVENUTTI, 

2019). Os DES, em ênfase aos NADES, se destacam principalmente às suas 

características como: i) baixa pressão de vapor comparada aos solventes de 

conhecida volatilidade/aplicação; ii) precursores econômicos e de fácil aquisição; 

iii) capacidade de ser “moldável”, 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 seleção de precursores deve-se se 

basear na sua possível atuação como modificador químico para a técnica de 

GFAAS, bem como a adição de água também é possível, na etapa da síntese do 

NADES para que se torne compatível com as técnicas espectrométricas 

empregadas. (ACAR, 2008; HUANG, 2015; LIMA, 2016; GHILANE, GE, 2020). De 

forma geral, o reflexo das características intrínsecas dos DES e suas subclasses, 

bem como a possibilidade de atuar nas mais diversas áreas, corroboram com o 

aumento considerável de publicações científicas envolvendo esses solventes ao 

longo dos últimos anos, como podem ser observados nas Figuras 3 e 4, 

respectivamente.  

Pode-se verificar pelo perfil obtido de ambos os gráficos (a partir do ano de 

2004 sendo a primeira publicação de definição dos DES e 2011 dos NADES), um 

significativo aumento no número de publicações envolvendo os solventes 

alternativos, mostrando o interesse acadêmico por esta classe de solventes, devido 

em particular, a versatilidade e viabilidade do emprego desses solventes em 

diferentes finalidades, desde a elucidação, quantificação e síntese de compostos 

orgânicos até a análise elementar nas mais diversas matrizes, empregando 

inúmeras técnicas analíticas. O que pode inferir na preocupação em se buscar os 

solventes alternativos, alinhados aos princípios da química verde, como uma forma 

de se propor metodologias analíticas menos agressivas ao meio ambiente e ao 

analista.  
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Figura 3: Publicações por ano utilizando o termo “Deep eutectic solvent” na Base de Dados 
Scopus. 

 
Fonte: Elsevier (2022). 

 
Figura 4: Publicações por ano utilizando o termo “Natural Deep eutectic solvent” na Base 

de Dados Scopus. 

 
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 

metabólitos primários de plantas como aminoácidos (prolina, serina, alanina), 

ácidos orgânicos (ácido málico, cítrico, maleico), poliálcoois (glicerina, xilitol, 

sorbitol), açúcares (glicose, frutose, sacarose) e sais orgânicos como a colina 
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(C5H14NO) poderiam ser utilizados para a síntese dos DES (Figura 5). Na literatura 

é relatado que alguns organismos fazem uso desses constituintes para o importante 

papel de proteção celular, quando a célula se encontra em condições não 

adequadas no ambiente que a circunda, como por exemplo falta de água ou baixas 

temperaturas (PAIVA, 2014).  
Figura 5: Constituintes naturais mais comuns utilizados na síntese dos Solventes Eutéticos 

Profundos Naturais (NADES). 

 
 

A síntese dos NADES em geral são relativamente simples e rápidas. Os 

principais métodos estão baseados em agitação e aquecimento, secagem a frio, 

evaporação e síntese assistida por radiação micro-ondas e ultrassom (SANTANA, 

2019; BIGLARI, 2020; YANG, 2021; SANTANA, 2022).  

Os NADES, por apresentar como precursores fontes naturais e não exigir 

solventes orgânicos em sua síntese, são em geral mais vantajosos em relação aos 

ILs atribuídos pela sua baixa toxicidade e elevada biodegradabilidade, são 

economicamente viáveis, além de possuir características usuais dos DES como 

capacidade de modulagem através da alteração e proporção de seus constituintes 

precursores de modo a ser otimizado em procedimento específico. Tais 
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características intrínsecas, alinhadas aos princípios da química verde, colocam 

atualmente os NADES em posição de destaque em diversos estudos científicos, 

nas mais variadas finalidades (RUTKOWSKA, 2017; GOMEZ, 2018; CHANDRAN, 

2019; SANTANA 2022). Kumar at al. (2016) avaliaram a extração de ligninas em 

resíduos de arroz utilizando mistura de ácido lático e cloreto de colina como 

NADES. O método apresentou uma solubilidade de 57% (m/m) de lignina na 

biomassa utilizando uma proporção 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 resíduos 

na indústria alimentar. É estimado que um terço dos alimentos produzidos não são 

consumidos, ou seja cerca de 1,3 bilhões de toneladas por ano. Nesse cenário os 

NADES tem apresentado aspectos promissores. PANIC et al. (2021) investigam o 

uso de diversas combinações de NADES a base de cloreto de colina, glicerol e 

etilenoglicol em diferentes proporções molares para a extração de compostos 

considerados de alto valor agregado via o biorefinamento de cascas de laranja. Os 

NADES com cloreto de colina, etileno glicol na proporção molar (mol) 1:1 e água 

(50%, m/m) apresentou excelente capacidade de extração de componentes como 

D-limoneno, proteínas e polifenóis em cascas de laranja, sendo assim considerado 

um método promissor para o aproveitamento de resíduos desta categoria na 

indústria. 

Na literatura, foi também demonstrado a capacidade de melhora do nível de 

detectabilidade de métodos eletroquímicos utilizando os NADES. Azcarate et al. 

(2022) fez uso de diferentes NADES, cujos componentes precursores eram ácido 

cítrico, ácido lático, frutose, glicose e água, para a modificação de eletrólitos na 

obtenção 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 alteração dos compostos químicos do mel, o estudo demonstrou 

que todas as combinações dos NADES avaliados, nas proporções molares (mol) 

1:1:2 (ácido cítrico, glicose e água); 5:1:3 (ácido lático, glicose e água) (5:1:3); 1:1:2 

(ácido cítrico, frutose e água), foram compatíveis para as técnicas voltamétricas de 

análises empregadas para a verificação da qualidade do mel e de possíveis outros 

processos de controle em que a qualidade do alimento é sensível a variações de 

temperatura. Outros estudos similares na área da eletroquímica incluí o de Gomez 
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et al. (2016) em uma síntese alternativa de nanopartículas de óxido de ferro 

utilizando NADES determinação de flavonoides em amostras de cebola e 

Percevault et al. (2022) em análises eletroquímicas via reações redox com NADES 

para análises de polifenóis.  

Na área de modificação de materiais, Cariati et al. (2019) utilizaram 

diferentes combinações de NADES constituídos de cloreto de colina, ureia, 

etilenoglicol, glicerol para a obtenção de eletrodos de pasta de carbono modificado. 

Os autores observaram um aumento na cinética de transferência de cargas e na 

condutividade nos compósitos sintetizados, evidenciando a versatilidade do uso 

dos NADES na área de eletroquímica. Ren et al. (2022) utilizaram os NADES 

obtidos a partir do cloreto de colina e benzotriazol como solvente para a síntese de 

ponto de carbono quântico enriquecido com nitrogênio, um derivado dos materiais 

alotrópicos de carbono, com características e aplicações promissoras atualmente 

em processos fluorescentes e eletroquímicos. O método foi proposto para a 

quantificação de Co2+ em amostras de água, apresentando linearidade na faixa de 

5 μM a 250μM.  

No que se refere a área da Química Orgânica, os NADES vem apresentando 

notável desempenho em processos de estabilidade e aumento da atividade 

enzimática. Em estudos conduzidos por Nian et al. (2020) foi verificado a viabilidade 

e o mecanismo do uso dos NADES em reações enzimáticas. Foram avaliados a 

atividade e estabilidade da enzima lipase Candida Antarctica lipase B em NADES 

de diferentes composições 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 aplicação nas mais diversas áreas da 

química. Nos estudos, de Thomas et al. (2022) os NADES foram aplicados na 

biotecnologia dos canabinóides, explorando a síntese de canabinóides específicos 

a partir de um precursor comum (ácido canabigerólico). O estudo demonstrou que 

além de serem solventes viáveis e biocompatíveis para a classe de síntese 

orgânica, foi observado um aumento de duas vezes na produção de ácido 

tetrahidrocanabinóise e de três vezes para a síntese de ácido canabicromérico, 
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quando comparado a síntese em meio aquoso, processo esse tradicionalmente 

empregado. 

Setiawan et al. (2020) realizou a extração de brazilinas, um antioxidante 

utilizado em complicações da diabetes, a partir da madeira da árvore Caesalpiria 

sappan com NADES constituídos a partir de betaína e ácido lático e método 

assistido por ultrassom, obtendo-se um teor de 4,49 mg/g da substância brazilina 

em um intervalo de tempo de aproximadamente 30 minutos. Os autores também 

realizaram a extração da brazilina por maceração em meio de etanol-água por 72 

h, alcançando uma taxa de extração de 4,58 mg/g, como também empregaram a 

extração por Soxhlet empregando esse mesmo meio reacional durante um período 

de 3 horas, obtendo-se uma concentração de 5,43 mg/g de brazilina. Desta forma, 

pode-se observar que a extração da brazilina utilizando os NADES se mostrou além 

de eficaz quanto a taxa de extração também significativamente econômica em 

relação ao tempo consumido no processo de extração (30 minutos).  

Sakti et al (2019) realizaram um estudo similar quanto a extração da 

substância brazilina em madeiras de Caesalpinia sappan e o súber de 

Cinnamomum burmannii com NADES constituídos de cloreto de colina-glicerol, 

obtendo valores de extração de 368,67 μg/mL, seis vezes mais ao valor de extração 

(57,38 μg/mL) obtido via maceração com etanol-água. Xiong et al (2019) realizaram 

a extração de flavonoides de espécies de raízes secas (Radix scutellariae) assistida 

por ultrassom alcançando resultados excelentes com NADES a base de L-prolina 

e glicerol na proporção molar (mol) de 1:4. Nesta categoria de estudo, os NADES 

apresentam alta premissa, pois convencionalmente utilizam-se solventes orgânicos 

como: etanol, metanol e acetona (DA SILVA, 2020). Porém como se sabe, tais 

métodos utilizando os tradicionais solventes mencionados geram elevados volumes 

de resíduos tóxicos, além de apresentar impacto negativo para a saúde e 

segurança do analista dada a volatilidade e baixa flameabilidade desses solventes 

(KALIA, 2008). 

No que se refere ao aspecto modulável dos NADES, propriedades físico-

químicas podem ser manipuladas através da variação de proporcionalidade molar 

de seus constituintes precursores, bem como a alterações destes, de acordo com 

um propósito específico (LIU, 2018). Além da variação da proporção molar dos 

precursores, o volume de água utilizado na síntese altera também as propriedades 

físicas do solvente tais como sua viscosidade e densidade. Como os NADES não 
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possuem uma reatividade considerável com água, a adição desta não implica em 

mudanças químicas relevantes na sua estrutura, viabilizando o ajuste de densidade 

e viscosidade dos NADES para uma aplicação específica sem afetar sua natureza 

eutética do solvente. Por exemplo, tem sido reportado que o emprego dos NADES 

que apresentam baixa densidade e viscosidade são altamente compatíveis com 

técnicas de fonte plasma, como o ICP OES ICP-MS. Nesses casos, a formação de 

um aerossol homogêneo e representativo no atomizador é indicado frente ao 

melhor desempenho referente aos parâmetros que avaliam a sensibilidade e a 

exatidão das análises químicas, quando NADES de baixa viscosidade são 

empregados (SANTANA, 2020). 

A chamada extração verde se baseia nos princípios da química verde 

aplicados aos diversos processos de extração, 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 geração de resíduos 

que não comprometam o meio ambiente e, v) seguro ao analista. É uma demanda 

que está em constante crescimento na busca por solventes mais sustentáveis e 

que vão de encontro com as demandas tecnológicas e econômicas. (ANASTAS, 

2010; BOSILJKOV 2017).  

Mais recentes estão os estudos envolvendo a extração das espécies 

inorgânicas utilizando os NADES. Na agricultura alguns elementos como: Cu, Zn, 

Ni, Mb, B, Fe são importantes para o desenvolvimento/manutenção das plantas até 

uma concentração limite estabelecida a depender do órgão regulamentador da 

região em questão, sendo frequentemente monitorados (ELIK, 2019). Na literatura, 

a utilização dos NADES atuando como solventes extratores dos elementos 

inorgânicos na etapa de preparo de amostras veem sendo crescentemente 

reportado ressaltando significativa eficiência de extração do(s) analito(s) em 

diversos tipos de amostras (OSOWSKA, 2019).  

Santana et al. (2019) utilizaram os NADES a base de xilitol, ácido cítrico e 

ácido málico com satisfatória eficiência de extração para As, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, 

Mn, Na, P, e Zn em amostras de plantas, e determinação por ICP OES e ICP-MS. 

Nesse estudo a estratégia de preparo de amostras empregando a radiação por 

ultrassom se mostrou simples, eficiente e de total acordo aos princípios da química 

verde. O mesmo grupo de pesquisa também propôs em estudo subsequente três 

tipos de NADES dos mesmos precursores mencionados, mas nas proporções 
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mássicas (% m m-1) 42:13:45 (ácido cítrico: xilitol: água), 34:21:45 (ácido málico: 

xilitol: água) e 42:13:45 (ácido cítrico: ácido málico: água) foram utilizados como 

solventes na extração assistida por ultrassom (UAE) e na extração assistida por 

micro-ondas (MAE), na determinação 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 digestão ácida assistida por micro-ondas 

(método convencional), obtendo-se exatidão nas análises de 80 à 120%. Além 

disso, foi observado também que o emprego dos NADES melhorou a sensibilidade 

para a quantificação de As e Cd no ICP-MS, atribuído em grande parte às possíveis 

transferências de cargas entre os analitos e a fonte de carbono proveniente do 

NADES (SANTANA, 2020).  

Para a técnica de GFAAS poucos estudos são relatados, todavia, alguns 

estudos relacionados chamam a atenção. Lima et al. (2016) propuseram compostos 

metabólitos como o ácido cítrico e glicose como modificadores químicos na 

determinação de Pb e Ca em amostras de folhas de espinafre, água e efluentes. 

Compostos metabólitos estes que estão presentes na composição de alguns 

NADES descritos na literatura, indicando grande potencial da aplicação desta 

classe de NADES a base de ácido cítrico e glicose na técnica GFAAS (ACAR, LIMA, 

2016).  

Como pode ser observado, cada vez mais se faz necessário o 

desenvolvimento de alternativas analíticas de acordo com os princípios da química 

verde (DAI, BOSILJKOV, 2017). Desta forma, é proposto nesse trabalho o 

desenvolvimento de métodos analíticos empregando os NADES como solventes 

extratores de elementos químicos inorgânicos de conhecida toxicidade (As, Cd e 

Pb) e a avaliação de sua compatibilidade com a técnica espectrométrica GFAAS. 

Em termos de compatibilidade com a espectrometria de absorção atômica, será 

levada em consideração as possíveis interferências espectrais e/ou não espectrais 

que poderão ocorrer advindas das condições reacionais/instrumentais a serem 

estudadas nesse trabalho. Para auxiliar e nortear este estudo com a devida 

eficiência merecida, ferramentas quimiométricas da calibração multivariada serão 

empregadas. 

1.6. Técnicas de calibração multivariada 
O desenvolvimento de uma metodologia analítica para qualquer técnica 

analítica pode se apresentar morosa, dependendo da composição 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 consideração o 

preparo de amostra (condição reacional), etapas do programa de aquecimento do 

forno de grafite, como temperaturas referentes as etapas de secagem, pirólise e 

atomização, bem como os respectivos tempos (segundos) de execução dessas 

diferentes etapas (condições instrumentais); e a necessidade ou não de se 

empregar modificadores químicos, em geral são fatores muito significativos para a 

otimização de uma metodologia analítica. Aliado a isto, tais variáveis podem 

apresentar interações entre si que um modelo linear não é capaz de explicar, 

dificultando a otimização quando esta é realizada de modo univariado.  

Planejamentos fatoriais, inteiros ou fracionados, metodologia de superfície 

de resposta (MSR) e funções de desejabilidade formam um conjunto de 

ferramentas multivariadas matemáticas e estatísticas com alta capacidade de 

otimização, economizando tempo e custo de reagente, além de gerar modelos 

matemáticos de predição capazes de fornecer condições ótimas de respostas e 

avaliar o comportamento do processo frente as alterações dos parâmetros 

estudados (variáveis independentes). Adicionalmente, o método multivariado pode 

fornecer as possíveis interações, correlações das variáveis dependentes 

selecionadas e sua significância em variar o parâmetro resposta avaliado (variável 

dependente) (WANG, 1999; FERREIRA, 2018). 

Santana et al (2020) fez uso de planejamentos de misturas para a otimização 

da proporção molar mais adequada de NADES de a partir de três componentes 

(ácido cítrico: xilitol: água; ácido málico: xilitol: água e ácido cítrico: ácido málico: 

água) para a extração de contaminantes inorgânicos em amostras de plantas. 

Brandão et al (2006) e Yao (2017) empregaram o planejamento composto central 

e gráficos de Pareto na otimização dos parâmetros de GFAAS para a determinação 

de Ni em óleo crú e Cd e Pb em água, respectivamente, tendo êxitos em seus 

procedimentos. Batista et al (2016) aplicaram planejamentos fatoriais fracionados 

e funções de desejabilidade, bem como modelos matemáticos foram gerados a 

partir de planejamentos de composto central e planejamentos Doehlert na avaliação 

dos parâmetros instrumentais de ICP OES e GFAAS, em determinações 

elementares em amostras de batom, apresentando êxito em seus objetivos com 

uma metodologia de otimização de alta eficiência analítica e econômica. 
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Dentro do contexto do estado-da-arte dos solventes alternativos e a 

demanda de metodologias de análise elementar e seus desafios, esse estudo tem 

como propósito avaliar as possíveis interferências espectrais e/ou não espectrais 

que eventualmente poderão ser ocasionadas decorrentes do emprego dos NADES 

como agente extrator dos analitos (As, Cd e Pb) em amostras MRC contemplando 

tecidos biológicos e vegetais, aspecto ao qual é escasso na literatura atualmente 

dentro área de espectrometria, em particular para a técnica de GFAAS.  (ALTUNAY, 

SANTANA-MAYOR, 2020). Será avaliada a presença de possíveis interferências 

espectrais e/ou não espectrais diante a presença e ausência do emprego de 

modificadores químicos (Pd(NO3)2 e Mg(NO3)2), frente ao emprego de diferentes 

meios reacionais de preparo de amostras, aliado às diferentes condições 

instrumentais aplicadas no GFAAS na quantificação de As, Cd e Pb em amostras 

de referência certificado (vegetais e animais). Nesses estudos, ferramentas 

quimiométricas como planejamentos fatoriais (inteiros e fracionados), funções de 

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

Estudo das possíveis interferências espectrais e/ou não espectrais 

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

tecidos animais e vegetais na espectrometria de absorção atômica com forno de 

grafite (GFAAS).  

 

Objetivos Específicos  

 Síntese dos NADES a partir de ácido lático, glicose, cloreto de colina, ácido 

cítrico e água; 

 Caracterização dos NADES por meio das técnicas: espectroscopia no 

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), análises de densidade e 

viscosidade; 

 Avaliação/otimização da estratégia de preparo de amostras empregando os 

NADES na extração de As, Cd e Pb em folhas de espinafre (Spinacia 

oleracea) e validação em materiais de referência certificados de origem 

vegetal: folhas de espinafre (SRM 1570a), folhas de tomate (1573a) e capim-

marandú (E1001a).  

 Avaliação de possíveis interferências decorrentes dos NADES com o(s) 

analito(s), levando-se em consideração os seguintes aspectos: i) meio 

reacional constituinte (matriz/analito/NADES); ii) condições instrumentais de 

análise (temperaturas de pirólise e de atomização) otimizados no GFAAS, 

empregando-se parâmetros de desempenho como: recuperação (%), signal-

background-ratio (SBR) e massa característica (m0);  

 Avaliar os parâmetros de validação pertinentes, que indicam confiabilidade, 

precisão e sensibilidade ao método proposto, tais como: seletividade, 

linearidade, exatidão, limite de detecção (LOD), limite de quantificação 

(LOQ), repetitividade, reprodutibilidade e estudos de robustez, conforme 

agências reguladoras nacionais e internacionais. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1.  Materiais 

Os materiais utilizados como balões volumétricos, béqueres, eppendorfs, 

ponteira foram previamente lavados, colocados em banho ácido de HNO3 10% v v-

1 por período mínimo de dois dias e lavados novamente ao menos três vezes com 

água ultrapura obtida pelo sistema Milli-Q (Milipore, Bedford, MA, USA). 

Soluções padrão 1000 mg L-1 em HNO3 1% v v-1 (Carlo Erba Analyticals) de 

cada analito (As, Cd e Pb) utilizadas para o preparo de soluções padrão e 

fortificação das amostras foram armazenadas em refrigerador durante todo o 

trabalho de pesquisa. Todas as pesagens foram realizadas na balança analítica 

Bel, modelo M124Ai.  

A amostra selecionada (folhas de espinafre, Spinacia oleracea, Figura 6) no 

estudo de otimização do método foi a que apresentava maior disposição de 

obtenção e fácil manuseio no preparo de amostras e foram comercialmente obtidas 

de mercado local (São José dos Pinhais-PR). Estas amostras foram liofilizadas 

(Terroni, modelo Enterprise I, Brasil), moídas 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 vórtex da marca B.BRAUN BIOTECH 

CERTOMAT e centrífuga da marca CENTRIBIO. 
Figura 6: Folhas de espinafre (Spinacia oleracea), obtidas de comércio local na região de São 

José dos Pinhais – PR, liofilizadas e moída/peneiradas, respectivamente. 

 
Fonte: O autor 

Todas as análises elementares foram realizadas em GFAAS (modelo AA 

6800, Shimadzu, Japão), equipado com lâmpadas de cátodo oco (As, Cd e Pb), 

correção de fundo com lâmpada de Deutério (D2) e tubos de grafite pirolítico 

aquecidos no modo longitudinal. Como gás de purga foi utilizado argônio de alta 

pureza (99,999%). Alíquotas (n = 3) de 20 μL foram analisadas, acompanhadas 

com 5 μL de solução de modificador químico Pd(NO3)2 (concentração 3 a 7 μg/5 
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μL) e medições realizadas pela área do pico. Os demais parâmetros instrumentais 

do GFAAS podem ser visualizados na Tabela 1. 
Tabela 1: Parâmetros instrumentais do GFAAS aplicados para os diferentes analitos (As, Cd e 
Pb). 
Parâmetro / Elemento Pb As Cd 

Comprimento de onda (nm) 283.3 193.7 228.8 

Corrente da lâmpada (mA) 20 12 8 

Largura da fenda (nm) 1.0 0 0 

 

3.2. Procedimento 
3.2.1. Síntese dos NADES 

Os NADES estudados foram preparados utilizando ácido lático (Neon, 

Brasil), glicose anidra (Êxodo Científica, Brasil), cloreto de colina (Inlab, Brasil) e 

ácido cítrico (Dinâmica, Brasil), em meio aquoso, empregando-se água ultrapura.  

Dois diferentes tipos de NADES foram sintetizados conforme a seguinte 

combinação: ácido lático-glicose-água (Al-Gli-A) e cloreto de colina-ácido cítrico-

água (ClCo-Ac-A). Todos os NADES sintetizados seguiram a proporção molar (mol) 

de 1:1:10 (componente 1: componente 2: água ultrapura). A proporção foi 

selecionada conforme otimizado por Santana et al. (2019) e o procedimento de 

síntese baseado em Dai et al (2013).  

Os componentes dos NADES e água foram adicionados em tubos cônicos 

(falcon) de 50 ml e colocados em banho maria do tipo Dubnoff (modelo Q226M) a 

50°C durante 1 hora sob agitação constante de 7 rpm. A solução final foi 

armazenada em dissecador para posterior caracterização/preparo de amostras. 

Características gerais dos constituintes de cada NADES estão sumarizadas na 

Tabela 2.   
Tabela 2: Características físico-química dos precursores dos NADES: Ácido Lático – Glicose (Al-
Gli-A) e Cloreto de Colina – Ácido Cítrico (ClCo-Ac-A). 

Componente Ponto de Fusão (°C) Massa Molar (g/mol) Característica física 
Ácido Lático 16,80 90,08 Líquido incolor, viscoso 

Ácido Cítrico 156,0 192,12 Sólido branco 

Cloreto de 

Colina 
302,0 139,62 

Sólido branco, 

hidroscópico 

Glicose 146,0 180,16 Sólido branco 
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3.2.2. Caracterização dos NADES 
3.2.2.1. Densidade 

 A densidade dos NADES (Equação 1) sintetizados foi realizada utilizando 

uma micropipeta calibrada apropriada em um volume de 1,000 ± 0,4% mL utilizando 

os valores de massa da água, temperatura ambiente no dia da caracterização e 

densidade da água, descrita na literatura na respectiva temperatura ambiente 

(26°C) (FIERRO, 2007). Tanto o processo de pesagem da água ultrapura quanto 

dos NADES sintetizados (Al-Gli-A e ClCo-Ac-A) foram realizados em triplicata, n = 

3. 

Equação 1:  

 

3.2.2.2. Viscosidade 
A determinação da viscosidade (η1) dos NADES foi realizada utilizando um 

viscosímetro Cannon Fenske (Figura 7), a partir da equação derivada de Hagen-

Poiseuille (Equação 2). A viscosidade do líquido, de densidade conhecida (ρ1), foi 

obtido pelo tempo de escoamento (t1), por influência da gravidade, dentro de dois 

pontos, relativo ao tempo de escoamento (t2) de um líquido cuja densidade (ρ2) e 

viscosidade (η2) é conhecida, neste mesmo intervalo de pontos, sob temperatura 

constante. Água ultrapura foi utilizada como líquido padrão (solução de referência) 

(com ρ2 e η2 obtidos da literatura) e medidas foram realizadas em triplicatas 

(FIERRE, 2007).  
 

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

Equação 2:   

 

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

Espectros dos NADES sintetizados e seus precursores foram obtidos no 

espectrômetro VERTEX70 (Bruker, EUA), localizado no Laboratório Multiusuário de 

Espectroscopia no Infravermelho no Departamento de Química – UFPR. As 

análises foram realizadas na região de varredura de 400 a 4000 cm-1, a temperatura 

ambiente, no modo transmitância com 16 varreduras e resolução espectral de 4 cm-

1. Devido a umidade presenta nos NADES, as análises FTIR foram realizadas 

utilizando cristal de KBr, ou seja, na deposição qualitativa da amostra na superfície 

do cristal, que então foi posicionada no suporte do instrumento para análise. Os 

espectros foram tratados por linha de base (baseline) no software do próprio 

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 I, Terroni, SP, Brasil) por 24 horas e moídas 

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 conteúdo foi transferido 

em tubos falcon de 50 mL e mantidas em dissecador até as análises químicas. 

 

3.2.3.2. Extração assistida por vórtex (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 solução padrão multielementar As, Cd e Pb (em solução 

HNO3 1% v v-1) foi adicionado às amostras, de modo que a fortificação com os 

analitos, ao final do preparo de amostras, ficasse em uma concentração de 20 μg/L. 

Nas amostras não fortificadas (branco analítico), apenas o volume correspondente 

de fortificação de uma solução HNO3 1% v v-1 foi adicionado. Após um período de 

30 min para a ambientação da solução, 2,0 mL da solução de NADES (Al-Gli ou 

ClCo-Ac, proporção molar (mol) 1:1:10) foi adicionado às amostras com e sem 

fortificação. A mistura resultante foi submetida a agitação por vórtex (Certomat MV, 

B. Braun Biotech International) durante 30 segundos e colocada em repouso 

durante 10 minutos à temperatura ambiente, etapa essa repetida por mais três 

vezes, totalizando 30 minutos desta etapa.  

Nos estudos com em Temperatura Elevada (VAE-T), entre as etapas de 

repouso a solução foi colocada em banho maria à uma temperatura de 90°C. Após 

a etapa de extração, as soluções foram centrifugadas (CT 6000, Laboratech, SP, 

Brasil) a 3500 rpm por 15 min, totalizando 45 min de tempo do preparo de amostra 

proposto. Alíquotas de 1,0 mL foram coletadas em balões volumétricos de 10 mL, 

completado o volume com solução de HNO3 1% v v-1 e 20 μL de cada amostra 

foram injetadas no GFAAS. O esquema do procedimento experimental da extração 

dos analitos com NADES, está resumido na Figura 8.  
Figura 8: Esquema do Procedimento de Preparo de Amostras empregando os NADES como 

Solvente Extrator. 
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3.2.3.3. Extração 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 agitação por 

vórtex durante 10 s para homogeneização da mistura. Em seguida, as amostras 

foram colocadas em banho ultrassônico (modelo USC-1450) a 25 kHz durante 10 

min a temperatura ambiente. Na sequência, a solução foi centrifugada a 3500 rpm 

durante 15 minutos. Um volume de 1 mL do sobrenadante foi adicionado em balão 

volumétrico de 10 mL completado com solução de HNO3 1% v v-1, onde uma 

alíquota de 20 μL de cada amostra foi injetada no GFAAS. 

 
3.2.4. Estratégias de otimização 

Para avaliar as variáveis mais significativas e seus possíveis efeitos de 

interação, a fim de se avaliar a possibilidade do emprego dos NADES como 

solvente extrator na determinação de As, Cd e Pb por GFAAS, as variáveis 

respostas selecionadas foram:  i) recuperação; ii) massa característica (m0) e iii) 

razão sinal analito/sinal de fundo (background) (SBR), empregando-se 

planejamento fatoriais conforme esquematizado na Figura 9.  

Inicialmente, foi realizado um planejamento fatorial 25-1, cujo objetivo foi 

rastrear quais seriam as variáveis independentes mais significativas para as 

variáveis dependentes selecionadas (recuperação, m0 e SBR) no preparo de 

amostras e consequentemente na determinação primeiramente de As por GFAAS.  

Dentre os elementos investigados nesse trabalho, o elemento As é o que 

apresenta a menor razão (sinal analito/sinal de fundo) para o parâmetro SBR, 

quando comparado aos elementos Cd e Pb, sendo, portanto, mais susceptível às 

possíveis interferências espectrais, sendo, desta forma, selecionado para o início 

dos trabalhos (MA, 2004; MENEZES, 2021).  

As variáveis independentes selecionadas bem como seus valores, 

utilizando-se como base o programa de aquecimento padrão do GFAAS (default) 

e informações obtidas na literatura para NADES similares ao trabalho proposto 

estão sumarizadas na Tabela 3. A elaboração do planejamento e a avaliação dos 

resultados foram realizadas empregando o software Statistica 7.0 (StarSoft, Tulsa, 

USA). 
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Tabela 3: Planejamento Fatorial Fracionário 25-1 desenvolvido para a avaliação das variáveis 
referentes ao preparo de amostras e das condições instrumentais do GFAAS para a determinação 
de As em amostras de folha de espinafre (Spinacia Oleracea). 

  Nível no Planejamento Fatorial Fracionado 25-1 

Variável Indepedente Unidade -1 +1 

Razão mamostra/VNADES mg / 2 mL 45 90 

Temperatura de pirólise °C 600 1200 

Tempo de pirólise s 5 15 

Tempo de atomização s 2 5 

Modificador Pd (NO3)2 μg / 5 μL 0 5 

 
Figura 9:  Aplicação de Planejamentos Fatoriais de dois níveis, para a avaliação das variáveis 
dependentes mais significativas, e suas possíveis interações no auxílio da determinação das 
condições ótimas para a determinação de As por GFAAS em amostras de folhas de espinafre 

(Spinacie oleracea). 
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As variáveis respostas selecionadas: recuperação (Equação 3), SBR 

(Equação 4) e m0 (Equação 5), foram empregadas a fim de se avaliar o nível de 

detectabilidade (sensibilidade) bem como a exatidão do método analítico para a 

quantificação dos analitos nas amostras estudadas. Essas três variáveis analisadas 

em conjunto, são excelentes indicadores para a avaliação da possibilidade de 

interferências espectrais e/ou não espectrais no sinal do analito em GFAAS, que 

podem comprometer ou não tanto a confiabilidade do método analítico como sua 

sensibilidade.    

O parâmetro massa característica (m0) – é um parâmetro instrumental que 

representa a massa do analito que corresponde a 1% de absorção, ou seja, uma 

absorbância líquida igual a 0,0044 (descrito na Equação 5). Ou seja, valores baixos 

de m0 em geral são desejáveis pois indicam maior sensibilidade da análise. O valor 

de m0 obtido experimentalmente é comparado com o valor de m0 teórico, indicando 

o nível de detectabilidade do GFAAS de acordo com as condições operacionais de 

trabalho aplicadas. As variáveis dependentes (resposta) empregadas foram obtidas 

a partir das equações abaixo: 

Equação 3: %  

Onde: 

Canalito = Concentração do Analito obtida pelo GFAAS 

Cnominal = Concentração Nominal da solução padrão do analito (20 μg L-1) 

Equação 4:  

Equação 5:  

 

 

Onde:  

Vamostra = Volume de amostra = 20 μL 

[M] = Concentração do analito = 20 μg L-1 

Aanalito = Sinal de absorbância do analito na amostra 

Abranco de amostra = Sinal de absorbância do branco de amostra 

Afundo = Sinal de fundo proveniente da amostra, 

Os planejamentos fatoriais fracionados de nível dois tem o número de 

experimentos (N) definido pela expressão N = 2k-1, onde k é o número de variáveis 

independentes. Para este estudo, cinco variáveis independentes foram 
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selecionadas, portanto 16 experimentos foram realizados com duplicata. Este 

planejamento permite calcular o Efeito da Variável (EA), bem como suas interações, 

conforme a Equação 6. 

Equação 6:  

EA = Efeito da Variável 

Ypositivo = Resposta para os valores positivos obtidos durante o 

desenvolvimento do método 

Ynegativo = Resposta para os valores negativos obtidos durante o 

desenvolvimento do método 

N = Número de experimentos 

O gráfico de Pareto é uma das ferramentas de calibração multivariada 

frequentemente utilizada para a avaliação do planejamento fatorial. As variáveis 

independentes e suas interações são comparadas por Efeitos Padronizados (EP, 

Equação 8), obtido pela razão do Efeito da Variável (EA) e do desvio padrão dos 

efeitos e interações (Sefeito, Equação 7), este último calculado utilizando a variância 

dos resíduos experimentais (S2) e o número de total de experimentos (N). Por meio 

destas equações será observado quais das variáveis independentes adotadas 

possui maior significância e/ou interações para as variáveis dependentes 

empregadas (recuperação, m0 e SBR) 

Equação 7:  

Equação 8:  

Selecionadas as variáveis independentes mais significativas, outros 

planejamentos experimentais foram elaborados para uma avaliação por meio da 

metodologia de superfície de resposta (MSR), onde os modelos quadráticos obtidos 

auxiliam na obtenção das condições ótimas de trabalho. O perfil obtido nos gráficos 

(MSR) também auxiliam a encontrar um perfil satisfatório para os NADES 

estudados, o qual foi corroborado com as observações experimentais e seu 

entendimento químico acerca das condições reacionais obtidas empregando-se 

diferentes composição de NADES e das proporções molares aqui estudadas.  

3.2.4.1.  Metodologia de Superfície de Resposta (MSR) 
Duas das variáveis independentes mais significativas determinadas via 

planejamento fatorial de dois níveis foram novamente estudadas através de 

planejamentos de três níveis (32), de modo a se obter modelos quadráticos, 
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conforme a Equação 9, que forneçam condições críticas de melhor resultado para 

os parâmetros avaliados neste trabalho (recuperação, m0 e SBR). Em caso de três 

ou mais variáveis 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 são planejamentos mais eficientes em termos de 

números de experimentos e resposta de otimização, requerendo um número menor 

número de experimentos para duas ou três mais variáveis dependentes. 

  

Equação 9:  

 

3.2.4.2. Funções de desejabilidade 
Considerando que neste trabalho três parâmetros resposta serão avaliados 

(recuperação, m0 e SBR), e que cada um representa um aspecto que reflete na 

qualidade de análise, funções de desejabilidade foram utilizados para compilar as 

três variáveis em um único valor de modo que se possa avaliar o conjunto da 

análise para cada condição e NADES utilizado. As funções de desejabilidade são 

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 

três parâmetros resposta avaliado nesse trabalho. Menores valores correspondem 

a respostas indesejáveis e o maior valor (ou seja, mais próximos de 1) para 

respostas desejáveis. Os três valores de di são combinados de modo a obter a 

desejabilidade global (D, Equação 10), definido como a média geométrica 

ponderada, de acordo com a equação abaixo: 

 

Equação 10:  

A desejabilidade individual (d, Equação 11) para cada parâmetro 

(recuperação, m0 e SBR) foi obtida pela seguinte equação: 

Equação 11:  
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Onde L corresponde ao valor mínimo permitido, T o valor desejado e U o 

valor máximo permitido. Os valores de L, T e U para cada parâmetro (recuperação, 

m0 e SBR) podem ser consultados na Tabela 4. 
Tabela 4: Valores mínimo, máximo e desejado para os parâmetros avaliados: Recuperação, 
massa característica (m0) e signal-to-background-ratio (SBR) no GFAAS. 

 Recuperação (%) m0 (pg) SBR 

Valor mínimo permitido (L) 30 0 0 

Valor desejado (T) 100 15 (As); 0,4 (Cd); 16 (Pb) 3 

Valor máximo permitido 130 100 - 

 

Parâmetros de desempenho como os limites de detecção (LOD) e limite de 

quantificação (LOQ) foram calculados a partir da multiplicação de 3 e 10, 

respectivamente, da razão entre o desvio padrão obtido a partir dez análises do 

branco analítico e o coeficiente angular (slope) da curva de calibração (European 

Commission 2002; ANVISA 2017; INMETRO 2018). 

  



55 
 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1. Síntese dos NADES e caracterizações físico-químicas 

Diferentes proporções molares de água nos NADES (Al-Gli-A) e (ClCo-Ac-

A) foram avaliadas, entretanto apenas aquelas que possuíam características 

desejáveis para o preparo de amostras e análises em GFAAS foram selecionadas 

para serem utilizadas nesse trabalho, ou seja, ser um líquido homogêneo em 

temperatura ambiente, apresentar baixa densidade e viscosidade (Figura 10). 

Portanto, os dois NADES sintetizados na proporção molar (mol) 1:1:10 (ácido lático: 

glicose: água) e os NADES (cloreto de colina: ácido cítrico: água) foram 

selecionados para serem utilizados no preparo de amostras. A viscosidade e 

densidade da solução pós preparo de amostras também foram avaliados, pois são 

características que estão relacionadas no formato e na reprodutibilidade da gota da 

solução formada no interior do tubo de grafite durante o processo de análise, sendo 

desejável que a viscosidade seja similar ao da água.  
 

Figura 10: NADES (Al-Gli-A) sintetizados em diferentes proporções molares (mol) de água (ácido 
lático: glicose: água): 1:1:0 (A); 1:1:1 (B) e 1:1:5 (C) e 1:1:10 (D). 

 
Fonte: Autor. 
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Para os NADES (ClCo-Ac-A) soluções de aspectos semelhantes foram 

observadas em relação ao NADES (Al-Gli-A). Ou seja, no que se refere às 

proporções molares 1:1:10 e 1:1:5, soluções límpidas, homogêneas e estáveis 

foram obtidas, características essas muito desejáveis para o emprego dessas 

soluções de NADES no preparo de amostras para as técnicas espectrométricas. 

Para as proporções molares (mol) 1:1:0 e 1:1:1, a formação de duas fases e 

elevado aspecto viscoso dos NADES foram observados, não sendo desejáveis para 

os métodos de extração dos analitos nas amostras estudadas, conforme pode ser 

verificado na Figura 11.  
 

Figura 11: NADES (ClCo-Ac-A) sintetizados em diferentes proporções molares (mol) (cloreto de 
colina: ácido cítrico: água): 1:1:0 (A); 1:1:1 (B) e 1:1:5 (C) e 1:1:10 (D). 

 
Fonte: Autor 

As características físico-químicas dos NADES em diferentes proporções 

molares estudadas, bem como suas soluções finais – pós a etapa de preparo das 

amostras - estão reportadas na Tabela 5. 
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Tabela 5: Valores de densidade e viscosidade dos NADES (Al-Gli-A) e NADES (ClCo-Ac-A) e 
suas respectivas soluções de análise no GFAAS (NADES (Al-Gli-A) GFAAS e NADES (ClCo-Ac-A) 
GFAAS após a etapa de diluição (1:10) do preparo de amostras. 

NADES proporção molar (mol) Densidade (g/cm3) Viscosidade (mPa s) 

(Al-Gli-A) 1:1:10 1,22 15,14 

(Al-Gli-A) GFAAS 1:1:10 1,03 0,98 

(Al-Gli-A) 1:1:5 1,32 66,58 

(ClCo-Ac-A) 1:1:10 1,21 13,77 

(ClCo-Ac-A) GFAAS 1:1:10 1,01 0,93 

(ClCo-Ac-A) 1:1:5 1,31 60,56 

 

A densidade e viscosidade são características que devem ser consideradas 

para o preparo de amostras, como também a compatibilidade dessa solução para 

com a técnica de GFAAS, pois ambas as propriedades afetam a qualidade analítica 

dos resultados, em termos de exatidão e precisão (MINAMISAWA, 2006). Além 

disso, para a etapa de preparo de amostras, em geral é desejável baixos valores 

de densidade e viscosidade pois contribuem para uma maior eficiência de extração 

devido a maior difusividade e consequentemente maior transferência de massa do 

analito para a fase extratora (DWAMENA, 2019). Por este motivo, dado a elevada 

viscosidade e densidade dos NADES na proporção  molar 1:1:5, para os propósitos 

desta pesquisa, tanto para os NADES (Al-Gli-A) como para os NADES (ClCo-Ac-

A) foram adotadas as proporções 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 homogeneização da amostra empregando-se a 

agitação por vórtex é importante para que se promova de forma eficiente, melhor 

dispersão da amostra no solvente extrator, o que não seria possível sem a adição 

de água na composição desses NADES. A viscosidade atingida após os processos 

de diluição com solução de HNO3 1% v v -1 (volume final de 20 mL) no preparo de 

amostras (0,977 e 0,927 mPa s) é viável para as análises no forno de grafite, visto 

que são valores muito similares à viscosidade da água (0,976 mPa s à temperatura 

ambiente), como também já reportado nas análises por técnicas de fonte de 

plasma, como ICP OES e ICP-MS (SANTANA, 2019; MOREIRA, 2020).  

Tal adequação evidência a importância de uma etapa de diluição no preparo 

de amostras utilizando NADES como solvente extrator. A viabilidade de se ajustar 

a proporção molar dos DES torna essa classe de solventes, em particular os 
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NADES, muito atrativo e eficiente, em especial devido sua notável compatibilidade 

com as técnicas analíticas (ALI, 2019; SANTANA, 2019, XUE, 2021; HSU, 2022). 

 
4.2. Caracterização via FTIR 

Uma das características dos NADES e de sua formação eutética vem da 

presença de interações intermoleculares (ligações de hidrogênio, forças 

eletrostáticas 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, ácido lático, glicose e o NADES obtido da 

combinação destes dois compostos NADES (Al-Gli-A). Algumas bandas 

características do ácido lático estão presentes, como bandas de estiramento O-H 

(νO-H, 3300-3400 cm-1), C-H sp3 (νC-H, 2989 e 2939 cm-1) e da carbonila C=O (νO-

H, 1720 cm-1) (PAUCEAN, 2017). No espectro da glicose, são também observados 

estiramentos νO-H e deformação angular fora do plano C-OH (γC-OH, 1037 -1049 

cm-1), além de ligações glicosídicas em 988 cm-1. Na mistura destes componentes, 

ou seja, na forma de NADES (Al-Gli-A), ocorre uma sobreposição e preservação 

das bandas mais características dos precursores, o que indica que tais precursores 

não foram quimicamente modificados durante o processo de formação dos NADES. 

Além disso ocorre o deslocamento de certas bandas, como as de νC=O, de 1720 

cm-1 do ácido lático para 1730 cm-1 do NADES (Al-Gli-A), as νO-H do ácido lático, 

na faixa de 3342 cm-1, e glicose, em 3311 cm-1, para 3383 cm-1 do NADES (Al-Gli-

A). Esses deslocamentos são indícios de formação de ligação de hidrogênio devido 

a variações de comprimento e direção das ligações (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: ácido lático (vermelho) e glicose (azul). 
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Para o espectro dos NADES (ClCo-Ac-A) e seus respectivos precursores 

(Figura 13), foi possível observar bandas de deformação angular fora do plano C-

H (γC-H, 1477 cm-1) e C-N (νC-N, 950-1100 cm-1) do cloreto de colina, além de 

estiramentos O-H (νO-H, 3379 cm-1) (WANG, JIANG, 2020). No espectro de ácido 

cítrico, foi verificado as bandas de estiramentos assimétricos C=O (νC=O, 1695-

1744 cm-1), νO-H e deformação angular fora do plano C-O (γC-O, 1151-1171 cm-

1). Quando o espectro destes precursores é comparado ao NADES (ClCo-Ac-A), foi 

possível verificar a presença das bandas mais características (νO-H, νC=O, γC-H 

e νC-N), o que é um indicativo da preservação dos precursores na mistura, além 

de deslocamentos no número de onda em algumas bandas, como a banda de 

estiramentos νO-H, um indício da presença de ligação de hidrogênio no solvente 

NADES (ClCo-Ac-A) (WANG, 1999; JIANG, 2020). 
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Figura 13: Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) para o NADES (ClCo-
Ac-A) (verde) e seus compostos precursores: cloreto de colina (vermelha) e ácido lático (verde). 

 
Para melhor eficiência de extração dos NADES e sua compatibilidade com 

o GFAAS, água foi adicionada na composição dos NADES. De modo a avaliar se 

houve alteração na composição química dos respectivos NADES, foram realizados 

espectros em NADES na proporção molar (mol) 1:1:0 e 1:1:10 de ambos os NADES 

estudados (Al-Gli-A e ClCo-Ac-A).  

Como pode ser observado (Figura 14), todas as bandas características 

foram preservadas, sendo que algumas bandas tiveram um deslocamento no 

número de onda, o que é esperado, visto que a adição de água promove o 

enfraquecimento das ligações de hidrogênio, que pode ser visualizado de forma 

qualitativa na alteração da viscosidade da solução. 
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Figura 14:  Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) para o NADES (ClCo-
Ac-A) e NADES (Al-Gli-A) em diferentes proporções molares (mol): 1:1:0 e 1:1:10 (constituinte 1: 

constituinte 2: água) 

 
 

A estabilidade dos NADES também foi avaliada quanto a sua armazenagem 

– em refrigerador (G) e em dessecador (D) durante um período de cinco meses 

(fevereiro – julho/2022). Como podem ser visualizados nas Figuras 15 (NADES (Al-

Gli-A)) e Figura 16 (NADES (ClCo-Ac-A), não houve nenhum surgimento ou 

desaparecimento de quaisquer bandas das originalmente presentes. Ou seja, os 

NADES apresentaram satisfatória estabilidade ao longo do período avaliado, 

independente do modo de armazenamento. Todavia foi possível notar uma 

variação em relação as intensidades das bandas entre as análises mensais, mais 

notável no primeiro mês (preto) e a último (verde).  

A intensidade das bandas do espectro está relacionada a transmitância do 

feixe de radiação que por sua vez está relacionado a concentração da espécie na 

amostra (ROHMAN, 2010; PAIVA, 2011). Alguns fatores podem ter contribuído para 

este fenômeno: i) variação de massa de amostra entre análises, 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 alteração 

na transmitância 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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alteração de intensidade se dá de modo diferente nos armazenamentos R e D, 

sendo que no dessecador a variação de intensidade é em menor grau quando 

comparado no armazenamento por refrigerador, o que pode indicar maior 

preservação do solvente.  

Já para os NADES (ClCo-Ac-A), pode-se verificar que para ambas as formas 

de armazenamento até o quarto mês não houve mudança relevante na intensidade 

das radiações para as ligações analisadas, contudo para o armazenamento em 

dessecador, verifica-se que para o quinto mês, uma significativa diminuição da 

intensidade foi observada, sugerindo-se que a estabilidade desse NADES pode 

estar comprometida. Contudo, essa hipótese requer estudo mais aprofundado e 

dado estas observações preliminares, avaliações em relação ao poder de extração 

dos NADES recém-sintetizados e de meses de armazenamento (seja em 

refrigerador e/ou dessecador) são previstos em projetos futuro do grupo de 

pesquisa. 
 Figura 15: Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) mensais, realizados 
no período de fevereiro (mês (0)) a julho (mês (4)), para o NADES (Al-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 período de fevereiro (mês 0) a julho (mês 4), para o NADES (ClCo-Ac-A) em diferentes modos 

de armazenamento – Refrigerador (R) e Dissecador (D). 

 
 

4.3.  Preparo de amostras 
Para estudos envolvendo a aplicação dos NADES foi selecionada a 

estratégia de preparo de amostras que seja simples e rápida, como descritas na 

literatura (LIU, 2019; SANTANA, 2019). A contaminação das amostras de espinafre 

(Figura 17) foi realizada por adição de uma solução padrão multielementar de As, 

Cd e Pb (20 μg L-1), em meio de HNO3 1% v v-1. Para as amostras não fortificadas, 

volumes correspondentes de uma solução de HNO3 1% v v-1 foram adicionados às 

amostras, para que todas estivessem no mesmo meio reacional para posterior 

análise no GFAAS.  
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Figura 17: Folhas de Espinafre (Spinacia oleracea) após o processamento da amostra (tamanho 
de partícula da amostra processada de 20 mesh). 

 
Fonte: O autor. 

A diluição final do preparo de amostras de 1:10 (v v-1) da solução contendo 

(NADES + amostra + HNO3 1% v v-1 com ou sem analito): HNO3 1% v v-1 foi 

empregada, pois observou-se que na diluição inicialmente avaliada 2:10 (v v-1), os 

sinais dos analitos (As e Pb) sofriam significativas interferências espectrais 

possivelmente de íons cloretos presentes nos NADES (ClCo-Ac-A), bem como 

efeitos de memória advindos do resíduo orgânico de ambos os NADES estudados, 

no tubo de grafite, que prejudicavam a qualidade analítica dos resultados, quando 

na proporção de diluição 2:10 (v v-1). A alteração do fator de diluição de 2:10 para 

1:10 não acarretou em impactos significativos nas variáveis respostas estudadas: 

recuperação, m0 e o parâmetro SBR (Tabela 6), logo foi adotado como diluição 

padrão na etapa de preparo de amostras para análises no GFAAS.   

As interferências produzidas pelos íons cloretos são bem fundamentadas e 

conhecidas para diversos elementos químicos em GFAAS (WELZ, 2008). Dentre 

os efeitos que a presença de íons Cl- podem ocasionar, incluem: a volatilização do 

analito pela formação de cloretos solúveis na etapa de pirólise; oclusão do analito 

na forma de cloreto dentro da matriz de análise (formação de complexos), que 

podem ser expelidos na etapa de atomização; formação de cloretos estáveis não 

dissociáveis durante a etapa de atomização e formação de cloretos metálicos que 

absorvem no mesmo comprimento de onda do analito (WELZ, 2008; ALLER; 2018). 
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Tabela 6: Avaliação da etapa de diluição do preparo de amostra empregando NADES para as 
análises por GFAAS. Condições Instrumentais: Tpirólise = 1050 °C; tpirólise = 5 s; Tatm = 2200 °C (Pb) e 

2450 °C (As); tatomização = 3 s; modificador = 5 μg/5 μL Pd(NO3)2. Volume de amostra: 20 μL e de 
modificador 5 μL. 

 As 

 NADES (Al-Gli-A) NADES (ClCo-Ac-A) 

Diluição Recuperação (%) m0 SBR Recuperação (%) m0 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 24,74 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 variáveis respostas 

selecionadas, sejam eles positivos ou negativos, consequente das alterações do 

procedimento e suas otimizações na aplicação dos NADES propostos no preparo 

de amostras e determinação de As e Pb na técnica de GFAAS; é importante realizar 

a descrição dos parâmetros respostas selecionadas: recuperação (%), signal-to-

background-ratio (SBR) e massa característica (m0) e como foram abordadas nesse 

trabalho.  

A recuperação (Equação 2) é um parâmetro obtido em porcentagem para 

avaliar a exatidão do método, podendo ser estimado pela análise das amostras 

previamente fortificadas.  

Quanto ao parâmetro SBR, é desejado valores elevados (Equação 3), pois 

indica melhor razão entre o sinal analítico e o sinal de fundo, atribuído às condições 

reacionais e instrumentais do método, estando correlacionado diretamente com os 

parâmetros LOD/LOQ.  

O monitoramento da massa característica m0 (Equação 4), está relacionado 

com a sensibilidade (nível de detectabilidade) do método analítico, além de 

indiretamente indicar a seletividade do método proposto (efeito de matriz), sendo 

muito útil para a avaliação das possíveis interferências espectrais e/ou não 

espectrais em GFAAS. Desta forma, para que seja estabelecido que o método 

apresente uma sensibilidade satisfatória, é desejável que o valor calculado esteja 

dentro do que a literatura propõe atribuindo uma faixa de 20% superior e/ou inferior 

ao valor teórico estabelecido para a m0. Para a técnica de GFAAS, o valor teórico 
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da m0 de As é de 15 pg, ou seja, é desejável que o valor experimentalmente obtido 

esteja dentro de uma faixa de 12,0 à 18,0 pg (WELZ, 2008). Para Pb, o valor teórico 

da m0 é de 16 pg, sendo sua faixa desejável de 12,8 à 19,2 pg. Para Cd, m0 teórico 

é 0,40 pg e sua faixa desejável é de 0,32 à 0,48 pg (WELZ, 2008).  

Logo, é importante avaliar, nos experimentos que possuem um faixa de 

recuperação considerado quantitativos (80-120%; ANVISA, 2017), se a 

sensibilidade e a resolução dos sinais analíticos atingem valores desejáveis, 

indicando a presença ou não de interferentes de matriz, por meio do monitoramento 

dos parâmetros SBR e m0, respectivamente. O monitoramento desses parâmetros 

auxilia nas tomadas de decisões em relação a otimização dos parâmetros 

reacionais/instrumentais de análise, como pode ser observado na otimização da 

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

 Para as determinações de As, os valores de recuperação, SBR e m0 atingiu 

valores satisfatórios em termos de sensibilidade e exatidão quando uma diluição 

1:10 v v-1 foi empregada nas análises por GFAAS.  Observou-se também que um 

aumento nos valores do parâmetro SBR (indicativo de melhor razão do sinal analito: 

sinal de fundo) foram observados nas análises quando a alteração da diluição dos 

NADES para 1:10 v v-1, independente do analito As e Pb. Nesse fator de diluição 

empregado, possivelmente ocorre a diminuição da carga orgânica presente na 

matriz/NADES, como também na concentração de íons cloreto nas soluções de 

NADES (ClCo-Ac-A) nas análises por GFAAS.  

Conforme a literatura, a concentração de cloretos tem pouca influência no 

sinal de arsênio na linha (193,7 nm) nas condições instrumentais empregadas 

nesse trabalho (WELZ, 2013). Considerando que nas duas condições de diluição, 

os NADES (ClCo-Ac-A), que possui cloretos em sua composição, apresentou 

menor sensibilidade para As quando comparado aos NADES (Al-Gli-A), foi possível 

inferir que a presença de íons cloreto não seja um fator para o efeito observado dos 

parâmetros avaliados (recuperação, SBR e m0) e que possa haver presença de 

efeito de estabilização de As por NADES (Al-Gli-A) dentro da técnica de GFAAS. 

Até o momento deste estudo não foi descrito na literatura e se confirmado 

evidenciará alta compatibilidade de determinados NADES (Al-Gli-A) com a técnica 

GFAAS na determinação de As.  
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Quanto a recuperação, exceto para a determinação de Pb na utilização dos 

NADES (Al-Gli-A) houve uma diminuição (de 98,26 para 83,19%), porém ainda 

dentro da faixa de recuperação preconizado pelo INMETRO, 2020. Na 

determinação de As, a alteração no fator de diluição de 2:10 para 1:10, 

independente dos NADES estudado, levou a uma diminuição do m0 (de 20,85 para 

16,17 para os NADES (Al-Gli-A) e 30,97 para 24,74 para os NADES (ClCo-Ac-A)), 

ou seja, uma melhora na sensibilidade foi observada, enquanto que nas análises 

de Pb o fenômeno observado foi oposto (17,36 para 20,51 para os NADES (Al-Gli-

A) e 14,79 para 16,56 para os NADES (ClCo-Ac-A)). Contudo, para ambos os 

analitos, a maior parte dos valores de m0 obtidos estão dentro da faixa analítica 

recomendada, indicando, satisfatória sensibilidade. Desta forma, a diluição adotada 

1 mL (NADES + amostra + HNO3 1% v v-1 com ou sem analito): 10 mL (HNO3 1% 

v v -1) foi empregada nesse estudo por gerar menos carga residual orgânica no tubo 

de grafite (mais detalhes no tópico 4.7.).  

É fundamentado na literatura que para o Pb, a presença de cloretos tem 

influência na formação e volatilização do analito na forma de PbCl2(g), 

apresentando-se como uma interferência não espectral (WELZ, 2013). Todavia, a 

formação de hidrogênio tem a capacidade de suprimir essa interferência, 

eliminando cloretos na forma de HCl(g). É conhecido que a introdução de 

modificadores orgânicos como ácido cítrico, ácido ascórbico e ácido lático tem a 

capacidade de promover a formação de hidrogênio durante as análises em GFAAS. 

Considerando que os NADES selecionados neste estudo possuem na composição 

potenciais modificadores orgânicos, os dados obtidos das análises em diferentes 

diluições sugerem que, o aumento da quantidade de NADES presente na amostra 

em 2:10 v v-1 e sua atuação como modificador químico parece superar a presença 

de interferências não espectrais oriundas de íons cloretos em NADES (ClCo-Ac-A) 

e do aumento da carga orgânica dos NADES.  

Nesta etapa de estudo análises análogas com o elemento Cd não foram 

realizadas por razões de otimização de tempo de uso do equipamento. Para este 

analito, foram adotadas as diluições otimizadas para As e Pb, ou seja, 1:10. 
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4.4.  Estudo das variáveis referentes às condições 
reacionais/instrumentais do método analítico  

Métodos univariados foram utilizados para a otimização das etapas de pré-

aquecimento e secagem, que são etapas importantes para a eliminação majoritária 

de parte do solvente no programa de aquecimento do GFAAS. Nestas etapas o 

aquecimento deve ser realizado de forma gradual e suave, evitando a eliminação 

brusca do solvente para a parte externa do tubo de grafite, o que comprometeria as 

análises químicas. Contudo, de forma a avaliar as variáveis independentes mais 

significativas das condições reacionais/instrumentais empregadas, para as 

variáveis dependentes selecionadas (recuperação, m0 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 combinações das condições ótimas de análise de determinação dos 

analitos em questão, conforme apresentado na Tabela 7. 
Tabela 7: Parâmetros instrumentais do GFAAS para a determinação de As em amostras de folhas 
de espinafre (Spinacia oleracea) aplicando-se o Planejamento Fatorial Fracionário 25-1 para os 
NADES (Al-Gli-A) e NADES (ClCo-Ac-A). 

  Tempo (s) 

Etapa Temperatura (°C) Rampa Permanência 

Pré-aquecimento 80 20 5 

Secagem 150 20 5 

Pirólise V.I. 30 V.I. 

Atomização 2200 0 V.I. 

Limpeza 2500 0 2 

* V.I.: Variável independente avaliado nos planejamentos fatoriais. 
 

Para completar o estudo aplicando-se o planejamento fatorial fracionário 25-

1, também foram incluídas as variáveis presença de modificador químico Pd(NO3)2, 

nas concentrações 0 a 5 μg/ 5 μL, e razão massa de amostra : volume de solução 

extratora (NADES), nas faixas de 45 e 90 mg: 2 mL NADES. 

O gráfico de Pareto evidência quais as variáveis foram mais significativas, 

positivamente ou negativamente, nas respectivas variáveis dependentes avaliadas. 

Como pode ser verificado na Figura 18, o modificador químico é um fator 

significativo e relevante na interação com as demais variáveis analisadas. 

Modificadores químicos são substâncias inseridas juntamente com a amostra no 
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tubo de grafite, e sua função, nesse estudo, está na estabilização do analito durante 

todo o processo de aquecimento/pirólise/atomização.  

No modelo avaliado gerado pelo planejamento fatorial fracionado de nível 2, 

a presença do modificador químico aumenta a recuperação e o SBR, em acordo 

com a estabilização do analito, ao mesmo tempo que diminui a m0, obtendo-se 

melhor sensibilidade nas condições operacionais avaliadas, indicado pelos valores 

dos efeitos padronizados (positivos para as variáveis recuperação e SBR e 

negativos para m0). A presença do modificador químico foi de considerável 

relevância para a estabilização do sinal de As, levando-se em consideração os três 

parâmetros analisados (recuperação, SBR e m0) conjuntamente, independente da 

razão massa de amostra/volume de NADES empregada (45 ou 90mg / 2mL). Em 

todas as análises realizadas como já mencionado, a solução de análise consiste 

em NADES (Al-Gli-A) e NADES (ClCo-Ac-A) na proporção molar (mol) 1:1:10 e 

diluição 1:10 (NADES: solução HNO3 1% v v-1) no preparo de amostras. 
 

Figura 18:  Gráfico de Pareto para o planejamento fatorial fracionado 25-1 para os NADES (Al-Gli-
A) na determinação de As com cinco variáveis dependentes: Temperatura de Pirólise (°C), Tempo 
de Pirólise (s), Tempo de Atomização (°C), Razão Massa/Volume (mg / 2 mL) e Modificador (μg/ 5 

μL) e as variáveis respostas: Recuperação (%), m0 e SBR. 
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A temperatura de pirólise (Tpirólise) é também significativa para o aumento dos 

valores de SBR, o que significa melhor razão sinal analito/sinal de fundo, além de 

apresentar uma interação importante com a variável massa/volume (massa de 

amostra e volume de NADES), indicando que o aumento na Tpirólise (de 600 para 

1200 °C) aumenta a eficiência de eliminação da matriz orgânica presente, 

reduzindo significativamente o efeito de interferência de matriz, melhorando 

consequentemente a sensibilidade do método analítico.  

As variáveis tempo de pirólise (tpirólise) e tempo de atomização (tatomização) 

apresentaram significância para as variáveis estudadas, porém no conjunto 

avaliado não parece influenciar de forma significativa, quando comparada às 

variáveis modificador químico e Tpirólise. Sendo assim foram fixadas para o menor 

valor (5s para tpirólise e 2s para tatomização) de modo a diminuir o tempo de análise e 

de desgaste do tubo de grafite.  

Quanto a razão massa de amostra/volume NADES pode-se observar que 

em todos os experimentos realizados, quando o valor em nível mais baixo (45 mg / 

2mL) foi empregado, melhores valores para os parâmetros estudados foram 

obtidos.  
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Levando isto em consideração e em consideração ao tempo de otimização 

de uso do equipamento e de recursos, foi decidido selecionar e refinar os valores 

apenas para as variáveis independentes mais significativas, como o modificador e 

Tpirólise, para todos os analitos avaliados neste estudo. A avaliação criteriosa dessas 

variáveis foi crucial nessa etapa do trabalho, para a elaboração dos futuros 

planejamentos fatoriais no auxílio da verificação das interferências espectrais e/ou 

não espectrais no desenvolvimento do método analítico por GFAAS.  

Tendo em vista que a temperatura de pirólise e modificador químico foram 

as variáveis mais significativas e com maiores interações entre as demais variáveis, 

foi utilizado um planejamento fatorial de nível 3 completo (Tabela 8) com 9 

experimentos para cada NADES, em duplicatas, a fim de gerar perfis de superfície 

de resposta (MSR) que possa fornecer modelos e assim auxiliar na obtenção de 

valores ótimos para os parâmetros resposta avaliados (recuperação, m0 e SBR), 

levando-se em consideração o efeito das variáveis lineares, quadráticas e suas 

possíveis correlações. Os valores de temperatura de pirólise para os analitos As e 

Pb foram selecionados com base no programa default do equipamento e análises 

preliminares das soluções NADES-GFAAS (Al-Gli-A)/(ClCo-Ac-A). 
Tabela 8: Avaliação das variáveis e seus respectivos níveis estudados para o Planejamento 
Fatorial de Nível 3 para as duas variáveis: Temperatura de pirólise (°C) e quantidade de 
modificador (μg / 5μL) para os NADES (Al-Gli-A) e NADES (ClCo-Ac-A) na determinação de As e 
Pb por GFAAS. 

 Nível do Planejamento Fatorial nível 32 

Variável/Parâmetro -1 0 +1 

Temperatura de pirólise (°C) 800 (Pb); 1200 (As) 1050 (Pb); 1350 (As) 1300 (Pb); 1500 (As) 

Modificador (μg / 5μL) 3 5 7 

 

 Os gráficos MSR referentes a cada parâmetro resposta e os gráficos 

correspondentes ao fator desejabilidade global (Figura 19) na determinação de Pb 

para ambos os NADES, indicam que em temperaturas acima de 1200°C o fator de 

desejabilidade atinge os piores índices (valores mais próximos de zero), sugerindo 

que o analito (Pb) acima desta temperatura é facilmente volatilizado e a presença 

de maior quantidade de modificador não foi suficiente para estabilizá-lo na amostra.  

Em temperaturas em torno de 850°C os valores para os parâmetros 

avaliados também diminuem, como bem indicam os valores de desejabilidade nesta 

região, podendo ser atribuído a interferência da matriz orgânica presente na 

amostra como também proveniente dos NADES. Esta hipótese é reforçada ao 
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observar o perfil de MSR individual para o parâmetro SBR. O parâmetro SBR 

acompanha as condições ótimas encontradas para as variáveis recuperação e m0, 

sugerindo que a diminuição do sinal de fundo está correlacionada com a diminuição 

da presença de concomitantes inorgânicos da matriz.  

Todavia não basta diminuir o sinal de fundo apenas com o aumento da 

temperatura de pirólise, pois pode acarretar na volatilização do analito nessa etapa. 

Desta forma, é importante encontrar uma condição de equilíbrio entre a temperatura 

de pirólise que seja o suficiente para a separação térmica do analito e matriz, mas 

que não provoque a volatilização do analito na presença de modificador químico na 

etapa de pirólise.  

Neste sentido, observar os resultados por meio da aplicação de funções de 

desejabilidade global tornam as respostas de otimização mais claras, pois são 

avaliados um conjunto ponderado das variáveis respostas, tornando a etapa de 

otimização mais eficiente e econômica, em termos do número reduzido de 

experimentos. Seguindo esta óptica, foi possível observar que uma região ótima de 

análise química por GFAAS, compreende uma região de 900-1050°C de 

temperatura de pirólise e 2,5-3,0 μg/5μL de modificador, para ambos os NADES 

estudados.  

Adicionalmente, é notável que empregando-se os NADES (ClCo-Ac-A) para 

a determinação de Pb foram obtidos valores mais próximos de 1,0 para a 

desejabilidade global, quando comparado ao mesmo perfil em NADES (Al-Gli-A), 

fortalecendo a hipótese de atuação do ácido cítrico como modificador químico 

orgânico para a estabilização de Pb no solvente (ClCo-Ac-A).  

Alguns autores propuseram que compostos orgânicos como ácido cítrico e 

ácido tártaro tem a capacidade de promover a redução de Pb durante o processo 

de aquecimento do tubo antes da etapa de pirólise, evitando a perda do analito por 

sublimação de haletos, óxidos, dímeros e outros composto (DE LA CALLE-

GUNTINAS, 1992, BYRNE, 1993). Outro mecanismo relatado na literatura inclui a 

diminuição da interferência não espectral ocasionada por cloretos, através da 

eliminação do íon na forma de HCl(g) formado com a combinação de hidrogênio 

fornecido pelos modificadores orgânicos durante a rampa de análise (DE MATTOS, 

2005; ACAR, 2008; 2009; HUSÁKOVÁ, 2009; LIMA, 2016).  
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Figura 19: Gráficos de superfície resultado do planejamento Fatorial Fracionário 32 desenvolvido 
para a avaliação e otimização das variáveis mais significativas das condições instrumentais do 
GFAAS para a determinação de Pb em amostras de folhas de espinafre (Spinacia Oleracea). 

 
 

Observações semelhantes foram encontradas para a determinação de As no 

que se referem as relações/interações entre as variáveis dependentes (Figura 20). 

Para os NADES (Al-Gli-A), em temperatura próxima a 1200 °C, valores para o 

parâmetro SBR atinge os piores índices, o que reflete em maiores valores de m0 

visto que nessas condições a presença significativa de concomitantes promove a 

ocorrência de interferências.  

Valores de recuperação próximas de 100% são observadas em 

temperaturas de pirólise elevada (Tpirólise  1500 °C e na presença de modificador 

químico de Pd(NO3)2 (5 μg/5 μL), condições essas desejáveis para a quantificação 

de As na matriz folhas de espinafre. Para os NADES (ClCo-Ac-A) é interessante 

notar que a variável temperatura de pirólise se comporta de maneira mais 

acentuada, ou seja, seu aumento próximo as condições otimizadas para os NADES 

(Al-Gli-A) (1500°C) não é favorável, tendo em vista os piores índices alcançados 

para as variáveis analisadas, exceto para o parâmetro SBR. O que sugere maior 

compatibilidade do NADES (Al-Gli-A) para a quantificação de As em amostra de 

tecido vegetal.  
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Figura 20: Gráficos de superfície resultado do Planejamento Fatorial Fracionário 32 desenvolvido 
para a avaliação e otimização das variáveis mais significativas das condições instrumentais do 
GFAAS para a determinação de As em amostras de folhas de espinafre (Spinacia Oleracea). 

 
 

Os valores mais baixos de desejabilidade global, bem como os menores 

valores de coeficiente de determinação (R2) quando comparado com as 

modelagens em Pb, refletem na dificuldade de se determinar As no meio reacional 

empregado, indicando a presença de interferências espectrais, em que o método 

de correção de fundo do equipamento (fonte contínua com lâmpada de D2) não foi 

capaz de resolver de forma eficiente, como na determinação de Pb. Estratégias 

como alteração da linha de absorção de As (em 193,7 para 197 nm) foram 

adotadas, todavia não refletiram em melhores resultados por ainda ser uma linha 

muito próxima ao limite de comprimento de onda da lâmpada D2 empregada como 

corretor de fundo. 

De modo a avaliar os modelos MSR obtidos para os NADES (Al-Gli-A) e 

NADES (ClCo-Ac-A) (Figura 19 e 20), foram selecionadas regiões onde o modelo 

responde com ótimos valores de predição dos parâmetros avaliados (recuperação, 

m0 e SBR) para a determinação de As e Pb. A temperatura de pirólise selecionada 

foi de 900 °C para NADES (Al-Gli-A) e 1050 °C para NADES (ClCo-Ac-A) e a 

quantidade de modificador Pd(NO3)3 foi de 1 μg/5 μL para ambos os NADES nas 

determinações de Pb.  

Para os casos de análises com As, temperatura de pirólise selecionada foi 

de 1500 °C para NADES (Al-Gli-A) e 1350 °C para NADES (ClCo-Ac-A) e a 

quantidade de modificador Pd(NO3)3 foi de 5 μg/5 μL e 3 μg/5 μL para NADES (Al-

Gli-A) e NADES (ClCo-Ac-A), respectivamente. O resultado desse estudo está 



75 
 

descrito na Tabela 9, com os valores preditos aqueles obtidos pelo modelo MSR e 

o valor experimental obtido em análises realizadas em duplicata. Para os NADES 

(Al-Gli-A) o valor predito para m0 na Tabela 9 está nulo dado que o modelo gerado 

por MSR responde a um valor de -240 de m0, o que é inconsistente com a realidade 

deste parâmetro, logo não foi incluído como valor predito. Todos os valores obtidos 

de recuperação, SBR e m0 estão de acordo com os valores preconizados pelas 

agências reguladoras INMETRO e (ANVISA, 2021). 

 Apesar das dificuldades com a geração de um modelo MSR na determinação 

de As utilizando os NADES, foi possível obter condições satisfatórias dos 

parâmetros avaliados (recuperação, m0, SBR) e de desejabilidade (0,68 para (Al-

Gli-A) e 0,64 para ClCo-Ac)). Experimentalmente, os resultados para As nas 

soluções contendo NADES (Al-Gli-A) foram mais satisfatórios quando comparados 

aos NADES (ClCo-Ac-A). Como já mencionado, alguns autores (DE LA CALLE-

GUNTINAS, 1992, BYRNE, 1993) propuseram que modificadores químicos 

orgânicos como ácido lático e ácido ascórbico promovem a redução do paládio 

(presente no modificador universal Pd-Mg), que por sua vez reage com as espécies 

de As (As2O3, formando outras espécies estáveis do elemento (PdxAsyOz), de 

acordo com a reação (WELZ, 2008): 

2xPd0(s) + yAs2O3(s) → [PdxAsyOz] + (x + y + z)O(g) 

Desde modo, pode-se verificar o aspecto promissor dos NADES não 

somente em seu notável potencial extrator dos elementos inorgânicos, como 

também na possibilidade de atuarem sinergicamente com os modificadores 

químicos convencionalmente usados (como os de Pd(NO3)2) nas análises com a 

técnica de GFAAS, melhorando ainda mais seus efeitos de estabilização do analito.  

Tanto para o Pb como para o As, as evidências observadas indicaram uma 

melhora na estabilidade desses analitos no meio reacional, tornando-os mais 

refratários em valores de Tpirólise próximas ou acima de 1000ºC, muito desejável 

para se promover a separação térmica do analito e amostra, com reduzido sinal de 

fundo. Outros potenciais candidatos para constituintes de NADES com possíveis 

características de modificador químico nas análises por GFAAS incluem o ácido 

ascórbico, a ureia e o ácido oxálico. 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 está contido. De la Caile-

guntinãs et al. (1992) reportou que uma mistura contendo ácido lático/málico/cítrico 
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e iodeto de potássio em HCl 1 mol L-1 eliminou completamente a interferência 

causada por Sb e Se para a determinação de As em amostras aquosas. Byrne al. 

(1993) observaram que, em presença de ácido ascórbico ou oxálico, o sinal de Pb 

atenua em determinadas temperaturas, atribuído segundo os autores pela 

formação de gás hidrogênio e monóxido de carbono, que são produtos da 

decomposição dos compostos orgânicos adicionados.  

Para Cd, por ser um elemento de fácil volatilização e atomização, 

temperatura de atomização foi selecionado no lugar de quantidade de modificador 

como variável dependente e o perfil de seus gráficos de superfície pode ser 

observado na Figura 21. Além disso, de modo a melhorar a eficiência do estudo, 

uma otimização por planejamento experimental composto central foi adotada e 

seus valores (Tabela 9) foram selecionados com base no programa de aquecimento 

padrão do equipamento e dados da literatura (WELZ, 2008).  
Tabela 9: Avaliação das variáveis e seus respectivos níveis estudados para o Planejamento 
Compostos Centrais Nível 2 para as duas variáveis: Temperatura de pirólise (°C) e Temperatura 
de atomização  (°C) para os NADES (Al-Gli-A) e NADES (ClCo-Ac-A) na determinação de As e Pb 
por GFAAS. Os valores em α se referem as regiões axiais.  
 Nível do Planejamento Fatorial nível 22 

Variável/Parâmetro -α -1 0 1 +α 
Temperatura de pirólise (°C) 417 500 700 900 983 

Temperatura de atomização (°C) 1417 1500 1700 1900 1983 
 

Experimentalmente foi notado que para NADES (ClCo-Ac-A) os sinais de Cd 

são mais atenuados quando comparado com as amostras contendo NADES (Al-

Gli-A), o que pode ser atribuído pelas etapas de decomposição do ácido cítrico que 

contribuem na atenuação dos sinais do analito, fenômeno similar observado para 

Pb. Isto permitiu que se elevasse a temperatura de pirólise (um incremento de 50 

°C quando comparado a análise com NADES (Al-Gli-A) e atomização (um 

incremento de 100 °C) e ainda sim manter bons valores dos parâmetros avaliados, 

como pode ser visualizado na Tabela 11. 
Figura 21: Gráficos de superfície resultado do Planejamento Fatorial Fracionário 32 desenvolvido 

para a avaliação e otimização das variáveis mais significativas das condições instrumentais do 
GFAAS para a determinação 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 (ClCo-Ac-A) frente as determinações via GFAAS, foi possível 

obter as melhores condições instrumentais para a determinação dos analitos 

estudados, como pode ser verificada na Tabela 10.  

 
Tabela 10: Condições instrumentais do GFAAS otimizadas após aplicação do planejamento 
fatorial de nível 32 (As, Pb) e composto central (Cd). 

Etapa 
Tempo (s) Temperatura (°C) 

Rampa Permanência As Cd Pb 

Pré-secagem 10 5 90 90 90 
Secagem 20 - 90 150 150 

Pirólise 20 5 1500 (Al-Gli-A) / 
1350 (ClCo-Ac-A) 

750 (Al-Gli-A) / 
800 (ClCo-Ac-A) 

900 (Al-Gli-A) / 
1000 (ClCo-Ac-

A) 

Atomização - 3 2450 1800 (Al-Gli-A) / 
1900 (ClCo-Ac-A) 2200 

Limpeza - 2 2500 2500 2500 

      
Tabela 11: Avaliação dos modelos de MSR (Figura 19 e 20) com base nas regiões de valores 
ótimos dos parâmetros resposta selecionados (recuperação, m0 e SBR) para a determinação de 
As e Pb em amostras de folhas de espinafre (Spinacia Oleracea) por GFAAS, através da 
comparação dos valores preditos e obtidos experimentalmente. 
  Recuperação (%) m0 (pg) SBR 
Analito NADES Predito Exp. Predito Exp. Predito Exp. 

As 
(Al-Gli-A) 88,74 111,44  17,10 20,07 1,48 1,65 

(ClCo-Ac-A) 61,52 86,06 18,76 27,63 1,14 1,14 

Cd 
(Al-Gli-A) 80.02 73,00 4.36 4.55 4.74 7.55 

(ClCo-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 

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

Materiais de referência certificado de capím-marandu (E1001a, Embrapa, 

Brasil), folhas de tomate (1573a, Nist, EUA) e folhas de espinafre (1570a, Nist, 

EUA) foram utilizados para a avaliação da acurácia do método proposto. A seleção 

se deu pela disponibilidade do MRC que contém os elementos estudados. Como 

reportado na Tabela 12, todos os valores de recuperação obtidos nos preparos 

utilizando NADES (ClCo-Ac-A) com os MRC utilizados estão de acordo com o 

preconizado pela agência regulamentadora brasileira ANVISA (80 a 120%) 

(ANVISA, 2017). Para NADES (Al-Gli-A), apenas houve exatidão adequada na 

determinação de Cd no MRC 1573a (folhas de tomate). Nesta etapa foram 

utilizadas as condições otimizadas sumarizadas na Tabela 11. 
Tabela 12: Valores de concentração de As, Cd e Pb em material de referência certificado de 
capím-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 
(ClCo-Ac-A) e determinação por GFAAS. 

 Valor de referência 
(ug g-1) 

Valor encontrado 
(ug g-1) 

Recuperação 
(%) 

RSD 
(%) 

 
As  

E1001a (Al-Gli-A) 
19.90 

10.37 52.09 6.32  

E1001a (ClCo-Ac-A) 23.35 117.33 2.92  

Cd  

E1001a (Al-Gli-A) 
19.90 

14.27 71.71 1.36  

E1001a (ClCo-Ac-A) 17.96 90.25 2.37  

1573a (Al-Gli-A) 
1.52 

1.22 80.73 1.39  

1573a (ClCo-Ac-A) 1.43 94.08 0.64  

1570a (Al-Gli-A) 
2.88 

1.70 59.10 1.47  

1570a (ClCo-Ac-A) 2.76 95.89 2.00  

Pb  

E1001a (Al-Gli-A) 
4.00 

2.81 70.29 0.19  

E1001a (ClCo-Ac-A) 3.65 91.16 0.95  

 

Deve-se mencionar também que os comportamentos observados na etapa 

de otimização quanto a compatibilidade dos NADES aos os analitos estudados, 

exceto por As, podem ser visualizados nesta etapa de validação por MRC. Valores 

mais próximos de Pb e Cd são observados para o preparo de amostras utilizando 

NADES (ClCo-Ac-A) quando comparado as que foram utilizados NADES (Al-Gli-A). 

A exceção vista em As pode ter se dado por i) efeito de matriz, visto que a 

otimização foi realizada em folhas de espinafre, enquanto o MRC aplicado foi 

capim-marandú ou ii) precisão da otimização, dado as complicações de análise de 
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As pelo método de correção de fundo (linha 193,7 nm muito próxima do limite da 

lâmpada de D2). 

Cálculos para os parâmetros Limite de Detecção (LOD) e Limite de 

Quantificação (LOQ) foram realizados por meio da medida de 10 análises do branco 

analítico, empregando-se o método analítico proposto. O LOD e LOQ, 

respectivamente, do método obtido para NADES (Al-Gli-A) foi de 0,2722 e 0,9075 

mg kg-1 para As, 0,0837 e 0,2789 mg kg-1 para Cd e 0,1859 e 0,6198 mg kg-1 para 

Pb. Para NADES (ClCo-Ac-A) o LOD e LOQ respectivamente foram de 1,2308 e 

4,1026 mg kg-1 para As, 0,1914 e 0,6381 mg kg-1 para Cd e 0,6135 e 2,045 mg kg-

1 para Pb. As curvas analíticas podem ser visualizadas no ANEXO 1. 

 

4.6.  Comparação das diferentes estratégias de preparo de amostras 
empregadas 

Foram comparados diferentes métodos de preparo de amostras para ambos 

os NADES estudados: 1) assistido por vórtex (VAE); 2) assistido por vórtex com em 

Temperatura Elevada (VAE-T) e 3) assistido por ultrassom (UAE). Os 

procedimentos das estratégias de preparo de amostras estão descritos nas seções 

3.2.3.2. e 3.2.3.3., respectivamente sendo realizados em duplicata para a 

determinação do elemento cádmio (condições instrumentais descritas na seção 

3.4.) em amostras de material de certificado (proteína 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 (ClCo-Ac-A), além 

de ser o método de preparo de amostras mais simples e econômico por não 

necessitar de um instrumento de ultrassom e ser realizado a temperatura ambiente, 

se mostrou também bem eficiente na transferência de massa dos analitos para a 

fase aquosa, como demonstra os valores de recuperação e desejabilidade que são 

significativamente maiores, quando comparado às outras formas de preparo de 

amostras.   

Quando se comparou a eficiência de extração para o Cd com ou sem em 

Temperatura Elevada (VAE-T e VAE) pode-se verificar que não apresentou 

diferença significativa aplicando-se o Teste F (nível de confiança 95%), exceto para 

a recuperação de Cd com NADES (Al-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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agitação por vórtex, (VAE) se mostrou bem adequado, não havendo a necessidade 

da elevação da temperatura e de ondas ultrassônicas para a extração dos analitos 

da matriz para a fase aquosa.  

Os DES em geral, por conta das interações entre as espécies HBA e HBD, 

ou seja, por conta das interações de ligação de hidrogênio, apresentam capacidade 

de dissolver e solvatar compostos polares e fracamente polares como ingredientes 

farmacêuticos, óxidos metálicos, dióxido de carbono e espécies elementares 

inorgânicas. (SOROURADDIN, 2020, AHMADI-JOUIBARI, 2020, JAJIRANI, 2022). 

Contudo, esse poder extrator que é conferido aos NADES pode ser alterado 

conforme seu constituinte precursor, logo é de se esperar que o comportamento 

em relação a eficiência de extração seja diferente para NADES (Al-Gli-A) e NADES 

(CoCl-Ac) por apresentar constituintes tão distintos, como observado nesse estudo.  

Além disso deve ser levado em consideração que, a elevação da 

temperatura dos DES acarreta na diminuição na interação de ligação de hidrogênio 

(JAJIRANI, 2022), como pode ser observado na diminuição da viscosidade da 

solução. Este enfraquecimento de interação geralmente acompanha uma 

diminuição da polaridade do solvente, tornando menos eficiente a extração de 

espécies polares, como os elementos metálicos. Este fenômeno explica o 

comportamento da extração de VAE ser superior quando comparado ao VAE-T de 

Cd em DORM-4 com NADES (Al-Gli-A). 
Figura 22: Valores de Recuperação 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 (ClCo-Ac-
A) em amostras certificadas de proteínas de peixe (DORM-4, Nist) e folhas de espinafre (1560a, 

Nist). 
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4.7.  Avaliação do tubo de grafite 
O aspecto visual do tubo de grafite foi avaliado durante as análises, e a sua 

aparência após sucessivas medidas analíticas (queimas) pode ser observada na 

Figura 23.  
 

Figura 23: Forno -de grafite após sucessivas análises (queimas), aproximadamente 500 queimas) 
com NADES (Al-Gli-A), na proporção molar (mol)1:1:10. 
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Uma camada sólida e escura pode ser observada, proveniente do resultado 

das sucessivas análises das folhas de espinafre (Spinacia Oleracea) em meio de 

NADES (Al-Gli-A). Isto mostra uma carga significativa de matéria orgânica inserida 

no tubo, e certamente estratégias para remoção desse residual de carbono em sua 

maior parte, foram adotadas no intuito de se manter as condições robustas de 

análise e também a vida útil do tubo de grafite, reduzindo possíveis efeitos de 

memória.  

Nesse contexto, estudos empregando H2O2 30% m v-1 foram realizados, 

adicionando 20 μL a cada aproximadamente 50 análises dentro do programa de 

aquecimento padrão (default) do equipamento, o que se mostrou eficiente, pois não 

foi verificado comprometimento nos desvios padrões das análises e/ou na vida útil 

do tubo de grafite. Para os NADES (ClCo-Ac-A), nenhuma camada de carga 

orgânica foi observada após as medidas analíticas.  
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÃO 
Os NADES na proporção molar (mol) 1:1:10 (componente 1: componente 2: 

água) apresentaram-se como uma solução incolor, homogênea e ausente de 

precipitados, características desejáveis para os extratores/solventes empregados 

no preparo de amostras. Os espectros FTIR indicaram a preservação dos 

reagentes precursores nos NADES sintetizados, incluindo no período mensal 

avaliado (cinco meses). 

A agitação por vórtex a temperatura ambiente no preparo de amostras se 

mostrou muito eficiente, levando a resultados reprodutíveis e com baixos valores 

de RSD, além de ser uma estratégia de preparo de amostras simples e de baixo 

custo.  

A análise conjunta dos parâmetros: recuperação, SBR e m0, foram 

fundamentais na avaliação das interferências espectrais e/ou não espectrais no 

sinal dos analitos no GFAAS, bem como as técnicas de calibração multivariada, 

tratamentos e modelagens estatísticas foram muito eficientes não só para nortear 

às otimizações realizadas, mas também foram úteis na elucidação da avaliação e 

comparação dos NADES estudados no preparo de amostras na determinação de 

As, Cd e Pb em tecido vegetal no que diz respeito aos parâmetros avaliados. 

Destes resultados, foram observados efeitos de sinergia dos NADES 

estudados com o modificador químico Pd(NO3)2, principalmente para NADES 

(ClCo-Ac-A), aos quais atingiu recuperações dentro do valor desejado (na faixa de 

95,25 a 95,89%) nas determinações de Cd e Pb em todos os MRC’s utilizados neste 

estudo. Este fenômeno pode ser atribuído ao ácido cítrico em que já foi relatado na 

literatura sua capacidade de atuar como modificador químico em análises por 

GFAAS na determinação de elementos como Pb (ACAR, LIMA, 2020), por exemplo.  

Para o elemento As, limitações do equipamento GFAAS quando ao método 

de corretor de fundo dificultou os estudos realizados com o elemento. Todavia 

recuperações dentro da faixa aceita por agências regulamentadoras foram 

atingidas (117,33 %) quando utilizado NADES (ClCo-Ac-A) no preparo de amostras 

(ANVISA, 2017). 

Desta forma, abre-se um leque de possibilidades no sentido de ressignificar 

esta classe de modificadores químicos, já bem consolidados na literatura, 

colocando os NADES que atuam não só na extração do analito, mas também como 

eficientes modificadores para os analitos nas determinações por GFAAS. 
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ANEXO 1.  
 
Curvas de Calibração com NADES 

 
 Figura 24: Curva de calibração de As, Cd e Pb utilizando NADES (Al-Gli-A) e NADES (ClCo-Ac-
A) com a diluição utilizada no preparo de amostra otimizado (1:10, NADES:solução HNO3 1%). 

 

 

  

 
 


