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Vamos todos

Numa linda passarela

De uma aquarela que, um dia, enfim
Descolorira.
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RESUMO

O preparo de amostra desempenha um papel fundamental na analise quimica, sendo
essencial para resolver diversas questdes analiticas. No entanto, esta etapa tem se
tornado cada vez mais desafiadora devido a demanda por analises de amostras
complexas e ao crescente interesse por métodos mais eficientes e sustentaveis. A
partir disso, nesta tese, foram desenvolvidas estratégias inovadoras utilizando
solventes eutéticos profundos (DES) em métodos alternativos de preparo de amostra,
com foco na extragdo de analitos inorganicos e na determinacéo elementar por meio
de técnicas de espectrometria atdmica. Inicialmente, realizou-se uma revisao (l) dos
métodos que utilizaram DES, avaliando sua sustentabilidade por meio de métricas,
combinadas com analise exploratéria de dados utilizando mapa auto-organizavel.
Além disso, foram desenvolvidos métodos de extracdo aplicados em diversas
matrizes, utilizando radiagdo micro-ondas para a extragao (Il) de Cd, Cu, Fe, Mn e Zn
em amostras de ervas medicinais, e um método baseado na formacao e quebra de
emulsodes (lll) para a determinagcéo de Al, Ca, Cr, Cu, K, Mg, Mn e Zn em Odleos
vegetais. Além disso, foram propostos métodos de extracédo (IV) utilizando varios
solventes para a extracdo de Pb em placas de circuito impresso (residuo eletrénico).
Todas as estratégias foram desenvolvidas a partir do estudo da composi¢ao de DES
preparados com cloreto de colina e acidos carboxilicos, na avaliacdo e na otimizacao
das condigdes experimentais empregando estratégias multivariadas, na avaliagado dos
parametros de desempenho analitico e das métricas de sustentabilidade. Os
resultados indicam que os métodos desenvolvidos alcangaram um desempenho
significativo na extragdo de analitos inorganicos em diferentes tipos de amostras de
matrizes organicas e inorganicas, com altas taxas de extragdo, preciséo e exatidao
compativeis com métodos de referéncia adotados e de acordo com os critérios de
desempenho aceitos. Assim, esta tese contribui com avancgos significativos no campo
do preparo de amostra fornecendo métodos alternativos voltados a determinagao
inorganica elementar, com vantagens relacionadas a simplicidade, eficiéncia e
sustentabilidade.

Palavras-chave: Solventes alternativos; extracdo; otimizagdo multivariada;
espectrometria atdmica; métodos opticos de analise; métricas de
sustentabilidade.



ABSTRACT

Sample preparation plays a role in chemical analysis and is essential for addressing
analytical applications. However, this step has become increasingly complex due to
the demand for analyses of highly intricate samples and the growing interest in more
efficient and sustainable methods. Therefore, in this thesis, innovative strategies were
developed using deep eutectic solvents (DES) in alternative sample preparation
methods, focusing on inorganic analyte extraction and elemental determination
through atomic spectrometry techniques. Initially, a review of methods employing DES
was conducted, evaluating their sustainability through green sample preparation
metrics, combined with exploratory data analysis using a self-organizing map.
Additionally, extraction methods were developed for various matrices, utilizing
microwave radiation for the extraction of Cd, Cu, Fe, Mn, and Zn in medicinal herb
samples, and a method based on emulsion-breaking for the determination of Al, Ca,
Cr, Cu, K, Mg, Mn, and Zn in vegetable oils. Extraction methods using various solvents
were also proposed for Pb extraction in printed circuit boards (electronic waste). All
methods were developed based on the study of DES composition based on choline
chloride and carboxylic acids, evaluation and optimization of experimental conditions
using multivariate tools, evaluation of analytical performance parameters, and
greenness assessment. The results indicate that the developed methods achieved
significant performance in extracting inorganic analytes in different types of organic
and inorganic matrix samples, with high extraction rates, precision, and accuracy
compatible with adopted reference methods and according to performance criteria.
Thus, this thesis contributes significant improvement in sample preparation and
provides alternative methods for elemental determination, with advantages related to
simplicity, efficiency, and sustainability.

Keywords: Alternative solvents; extraction; multivariate optimization; atomic
spectrometry; optical methods; greenness metrics.
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1 INTRODUGAO

A resolucéao de diversos desafios contemporaneos esta profundamente ligada
a necessidade de compreender e determinar a composi¢cao elementar em matrizes
diversas. Em contextos variados, € um requisito central que abrange medidas de
avaliagcdo de riscos associadas a exposicao a elementos toxicos, ao controle
nutricional, incluindo o consumo de macronutrientes e micronutrientes, e a avaliagao
de impactos ambientais.

A evolucao dos métodos analiticos desempenha um papel fundamental na
busca por analises mais confidveis e sustentaveis. Esse avango depende da
constante melhoria das técnicas de determinacdo, do desenvolvimento de
procedimentos eficientes e da utilizagdo de solventes menos prejudiciais a saude e ao
meio ambiente. No campo da Quimica Analitica, € comum a incorporagado de
inovagdes que conduzam a melhorias significativas no desempenho dos métodos,
como a proposigao de métodos de extragao utilizando acidos diluidos ou solventes
nao convencionais, visando aprimorar a eficiéncia da analise e minimizar os potenciais
impactos na seguranga e meio ambiente. Essas iniciativas estdo alinhadas com os
principios da quimica analitica verde (GAC, do inglés: Green analytical chemistry) e
preparo de amostra verde (GSP, do inglés: Green sample preparation), especialmente
no que diz respeito a reducio de reagentes perigosos e toxicos, a otimizagado do uso
de recursos e a redugéo da geragao de residuos.

No entanto, os desafios que permeiam o desenvolvimento de métodos mais
sustentaveis para o preparo de amostra estdo associados aos procedimentos e
solventes utilizados. Processos de alto custo, morosos, com elevado consumo de
energia e o uso de solventes de alto risco, tdéxicos e perigosos representam os
principais obstaculos a serem superados na promoc¢ido de métodos alinhados com os
principios da GAC e GSP. Diante dessa complexidade, a busca por solucdes
inovadoras e alternativas, como métodos que utilizem acidos organicos menos
problematicos, reagentes diluidos ou até abordagens diretas de analise, tornou-se um
tema de crescente interesse e relevancia.

Neste contexto, a utilizacdo dos solventes eutéticos profundos (DES, do
inglés: Deep eutectic solvents), tem ganhado destaque devido as suas propriedades

vantajosas para o desenvolvimento de aplicagdes mais seguras e sustentaveis. Entre
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estas propriedades, destacam-se a elevada biodegradabilidade, a baixa
periculosidade e o baixo custo em comparagcdo com os solventes orgénicos
convencionais. Ademais, os DES viabilizam uma vasta gama de aplicagbes em
métodos de extragdo. O futuro desses solventes apresenta-se promissor na analise
quimica, especialmente no campo do preparo de amostra, com foco na determinagao
elementar, o que contribui para estabelecer métodos mais eficientes e sustentaveis.
Diante do exposto, este trabalho foca no desenvolvimento de métodos
analiticos de preparo de amostra utilizando DES e esta organizado em capitulos que
apresentam os resultados de quatro trabalhos alinhados ao objetivo geral desta tese,

como esquematizado na FIGURA 1.

FIGURA 1 — APRESENTAGCAO GERAL DOS TRABALHOS DESENVOLVIDOS NESTA TESE
DETALHADOS NOS CAPITULOS II, lIl, IV e V
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FONTE: O autor (2023).

O primeiro deles, apresentado no CAPITULO II, envolve a aplicacdo de uma
ferramenta de analise exploratoria de dados para avaliar os métodos relatados que
utilizaram DES no preparo de amostra objetivando a determinagéo elementar. Além
disso, o estudo inclui uma analise de sustentabilidade dos métodos a partir de métricas
da GAC e do GSP.

Ja os trabalhos experimentais se concentram no desenvolvimento de métodos
que utilizam DES em diferentes contextos. Primeiramente, € apresentado no
CAPITULO Il um método de extracdo assistida por micro-ondas aplicado no preparo
de amostra de ervas medicinais. Em seguida, no CAPITULO IV, é detalhado um
meétodo de extragdo induzida por quebra de emulsdao assistida por micro-ondas,

aplicado no preparo de 6leos vegetais. Por fim, no CAPITULO V, é discutido um
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trabalho que avaliou a aplicagdo de DES e diferentes solventes diluidos na extragcéo
de chumbo de placas de circuito impresso (residuo eletrdénico).

Cada um dos trabalhos experimentais comeca com uma breve introdugcao que
destaca as especificidades do estudo e sua relevancia. A estrutura de cada trabalho
segue uma organizagao que compreende a parte experimental, a apresentacéo e
discussdo dos resultados, culminando em conclusdes parciais. Os métodos ou
procedimentos utilizados em mais de um trabalho foram integralmente descritos
apenas uma vez e citados ao longo do documento, com a indicagado de modificagdes

caso tenham ocorrido.



23

2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Desenvolver métodos para o preparo de amostra de natureza organica e
inorgénica combinando o uso de DES e estratégias de otimizacdo multivariada,

visando a analise elementar por meio de técnicas de espectrometria atbmica.

2.2 ESPECIFICOS

¢ Investigar o uso de DES em métodos de preparo de amostra a partir da

analise exploratoria de dados combinada a revisao bibliografica.

e Estabelecer combinag¢des adequadas para a formulagéo e preparo de DES
apropriados para a aplicagdo em métodos de preparo de amostras organicas
e inorganicas.

e Aprimorar a eficiéncia de extragcao para analitos inorganicos utilizando DES

preparados com cloreto de colina e acidos carboxilicos.

e Desenvolver métodos de extracao utilizando DES e otimizagdo multivariada
para a determinacao elementar em amostras vegetais, 6leos e residuos

tecnoldgicos.

e Determinar e avaliar os parametros de desempenho dos métodos utilizando

DES como solvente extrator.

¢ Avaliar a sustentabilidade dos métodos a partir de métricas baseadas nos

principios do preparo de amostra verde.
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3 CAPITULO | — FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS

No passado, os DES foram definidos como solventes formados pela mistura
de dois componentes, um atuando como aceptor de ligagdo de hidrogénio (HBA, do
inglés: Hydrogen bond acceptor) e outro como doador de ligagao de hidrogénio (HBD,
do inglés: Hydrogen bond donor). Como resultado, era obtida uma mistura com
temperatura de fusao inferior aquela observada em seus componentes puros (Abbott
et al., 2003; Choi et al., 2011). Nesse contexto, o termo “eutético” foi empregado para
denominar a mistura de dois componentes que, quando misturados em proporgoes
adequadas, exibiam um ponto de fusao inferior aos componentes puros (Abbott et al.,
2003).

Apoés atualizagdes e novos conhecimentos relacionados aos DES, houve
avancos significativos na compreensao de suas propriedades e aplicagdes (Andruch
et al., 2022a; Zhang et al., 2012). No entendimento mais recente, um DES é resultado
de uma mistura de dois componentes que permanecem em um sistema monofasico e
liquido em uma determinada proporcdo molar entre os componentes, que exibem
temperatura de fusdo inferior a da mistura liquida ideal (Martins et al., 2019). Esta

condicao é exemplificada na FIGURA 2.

FIGURA 2 - ILUSTRAQ’AO ESQUEMATICA DE DIAGRAMAS DE FASE SOLIDO-LiQUIDO PARA
UMA MISTURA HIPOTETICA DOS COMPONENTES A E B, EXIBINDO O PONTO EUTETICO
PROFUNDO

Componente B
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5 °
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Razao molar (%)
FONTE: O autor (2023).
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No diagrama de fases de um DES hipotético formado entre o componente A
(@) e o componente B (@), o ponto eutético profundo deve ser entendido como a
diferenga (AT) entre o ponto eutético ideal (tedrico) e o ponto eutético profundo. No
caso apresentado na FIGURA 2 esta relacdo molar € 1:1 entre os componentes
(Abranches; Coutinho, 2023; Martins et al., 2019). As propriedades termoquimicas dos
componentes desempenham um papel fundamental no processo, e as propriedades
da mistura eutética estao intrinsecamente associadas as propriedades quimicas dos
componentes utilizados no preparo do solvente (Martins et al., 2019). Além disso, as
caracteristicas dos DES sao influenciadas pelas interagdes intermoleculares entre os
componentes, sobretudo pelo estabelecimento de uma ampla rede de ligagdes de
hidrogénio entre o HBA e HBD. Essa rede de ligacdes de hidrogénio também contribui
para a reducao da temperatura de fusao da mistura como resultado da deslocalizacao
de carga (Abbott et al., 2003, 2007; Dai et al., 2013). Nessas condigdes, as interagdes
intermoleculares dos componentes na mistura sdo mais fortes do que aquelas
encontradas nas fases liquidas dos componentes puros (Zhang et al., 2012).

O primeiro DES relatado foi preparado a partir da mistura de cloreto de colina
(ChCI) e ureia (U) na relacdo molar de 1:2, resultando em uma mistura com
temperatura de fusdo de aproximadamente 12 °C (Abbott et al., 2003). Esta
temperatura é significativamente menor do que aquelas exibidas pelos componentes
puros, que séo 302 °C e 133 °C para ChCl e U, respectivamente. Na FIGURA 3 sao
apresentados os componentes e o processo da formacéo do DES a partir da interacéo
entre o HBA e HBD mediante o estabelecimento de ligagdes de hidrogénio.

Devido ao vasto numero de componentes potenciais para a producao de DES
e as diversas aplicagbes ja relatadas para esses solventes em areas como
engenharia, saude, biotecnologia, quimica, entre outras, tém sido propostas
classificagbes dos DES em subclasses. Essas classificacbes se baseiam nas
caracteristicas dos componentes utilizados no preparo ou nas propriedades finais dos
DES formados. Um DES pode ser classificado como solvente eutético profundo
natural (NADES, do inglés: Natural deep eutectic solvent), quando os componentes
utilizados no preparo s&o de origem natural e desempenham alguma funcéo fisioldgica
em organismos vivos. Esse entendimento foi estabelecido a partir da compreensao
dos mecanismos de sobrevivéncia de organismos resistentes a restricbes hidricas e

baixas temperaturas (Choi et al., 2011; Vanda et al., 2018).
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FIGURA 3 — ETAPAS DE FORMAQAO DO DES A PARTIR DE COMPONENTES PUROS,
MISTURADOS NA PROPORGCAO MOLAR ADEQUADA, E A INTERACAO ENTRE O ACEPTOR
(HBA) E O DOADOR (HDD) DE LIGACAO DE HIDROGENIO

DES
ChCI:U (Razdo molar 1:2)
- CH
H C/!"!\/\OH H3C/+\/\OH
3 - > "
-N

oo - I\

FONTE: O autor (2023).

NOTA: Este esquema representa as estruturas dos compostos empregados no preparo do solvente
eutético profundo na razdo molar 1:2 (HBA:HBD), bem como a proposta de interagéo entre
0s componentes por meio de ligagdes, conforme descrito por Longo e Craveiro (2018) e
Abbott et al. (2003).

Devido a essas caracteristicas, um NADES geralmente apresenta baixa
toxicidade e é classificado como facilmente biodegradavel (Azzouz; Hayyan, 2023).
Além disso, um DES pode ser classificado como solvente eutético profundo
hidrofébico (HDES, do inglés: Hydrophobic deep eutectic solvent), quando o solvente
final apresenta baixa polaridade e solubilidade em meio aquoso, sendo portanto,
imiscivel em meio aquoso (Van Osch et al., 2015, 2019); solvente eutético profundo
terapéutico (THEDES, do inglés: Therapeutic deep eutectic solvent), quando pelo
menos um dos componentes € ingrediente ativo em formulagdes medicamentosas ou
farmacos (Aroso et al., 2015); e solvente eutético profundo magnético (MDES, do
inglés: Magnetic deep eutectic solvent) quando um de seus componentes interage
com campos magnéticos externos (Makos-Chetstowska et al., 2022).

Os DES podem ser preparados a partir de varias classes de compostos, como
acidos organicos, aminas, agucares, alcoois, entre outros. Além disso, a agua pode
ser adicionada a mistura como terceiro componente. Essa estratégia € util para ajustar
as propriedades quimicas do solvente, de acordo com a aplicacao (Vilkova et al.,
2020). Na FIGURA 4 estao apresentadas as estruturas quimicas dos componentes
frequentemente utilizados no preparo de DES a partir da combinagao de dois ou mais

componentes, sendo que um atua como HBA e outro como HBD.



27

FIGURA 4 — COMPOSTOS QUIMICOS FREQUENTEMENTE UTILIZADOS NO PREPARO DE
SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS UTILIZADOS EM METODOS DE PREPARO DE

AMOSTRA
H
H5;C H H J\j/\)L H HJ\ H
H
Acido acético (AA) Acido citrico (CA) Acido férmico (FA)
clr
[H3C\EH3 ] H;;C% ’ H N y y )H‘/ H
-, \/\
H;C™ + H H H
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H H
H W
H JW HZN/\)L noH H
H H H
Acido tartarico (TA) Beta-alanina (ALA) Xilitol (XY)

FONTE: O autor (2023).

Os métodos de preparo dos DES sao conhecidos pela sua simplicidade e
geralmente envolvem apenas o aquecimento e agitagdo da mistura dos componentes.
Esse processo pode ser realizado em uma chapa ou banho de aquecimento. Apds a
combinacdo das quantidades adequadas dos componentes para alcancar a razéo
molar desejada, a mistura é aquecida a uma temperatura entre 80 e 100 °C por um
periodo geralmente variando de 1 a 4 horas. No entanto, em algumas situacoes,
especialmente com certas classes de compostos, o tempo necessario pode exceder
24 horas (Zhang et al.,, 2012). Além desse método, outras abordagens incluem a
liofilizacdo de uma solucdo saturada dos componentes ou a evaporagcdo a vacuo,
sendo mais adequadas para compostos termicamente sensiveis (Farooq et al., 2020).

Por outro lado, o0 método de preparo assistido por radiagdo micro-ondas (MW,
do inglés: Microwave) se destaca como a opgdo mais rapida, simples e econdmica
para o preparo do DES. Nesse método, os componentes base sdo misturados em um
recipiente e, em seguida, irradiados com MW por um periodo que geralmente varia de
20 segundos a 1 min (Farooq et al., 2020; Gomez et al., 2018). Além da rapidez, esse
método também consome menos energia do que os métodos convencionais. A
escolha entre esses métodos de preparo de DES depende das caracteristicas dos

componentes e das condi¢gdes desejadas de produgcdo. Métodos convencionais, que
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envolvem aquecimento, sdo mais adequados para componentes que ndo degradam
facilmente em temperaturas moderadas. Por outro lado, o método assistido por MW é
uma excelente alternativa quando rapidez e economia de energia sédo prioridades.

Independentemente do método de preparo, os DES podem apresentar
propriedades vantajosas para aplicagbes em meétodos de separagao e extragao de
espécies organicas e inorganicas. A ampla faixa de estado liquido (mesmo em
temperaturas negativas) e a alta estabilidade térmica viabilizam o uso dos DES como
solvente em procedimentos com temperaturas muito baixas ou muito altas (Chen et
al., 2018). A baixa volatilidade e inflamabilidade favorecem a melhoria dos niveis de
seguranga operacional e minimizam possiveis impactos na saude do operador, € a
elevada capacidade de solubilizacdo e extracdo de compostos organicos e
inorganicos viabiliza aplicagbes no desenvolvimento de métodos de extracdo mais
eficientes e sustentaveis (Cunha; Fernandes, 2018; Dai et al., 2013; Espino et al.,
2016; Fernandez et al., 2018; Shishov et al., 2020a; Vanda et al., 2018).

A principal vantagem dos DES em relagdo aos solventes convencionais
frequentemente utilizados em laboratoérios quimicos, como acidos inorganicos (acido
nitrico, acido cloridrico, acido fluoridrico, etc.) e solventes organicos (acetona, hexano,
metanol, etc.), é a sua elevada biodegradabilidade, baixa toxicidade, baixa volatilidade
e alta estabilidade (quimica e térmica). Essas caracteristicas minimizam os riscos
potenciais relacionados a seguranga operacional e ambiental (Liu et al., 2018; Vanda
et al., 2018). Por essas razdes os DES ja foram utilizados em muitas aplicagdes,
sobretudo no campo do preparo de amostra e espectrometria atbmica (Andruch et al.,
2022b; Yang et al., 2022a), analises bioldgicas (Andrade et al., 2022; Andruch et al.,
2022c), analises ambientais (Jagirani; Soylak, 2022), produ¢do de combustiveis
(Mamtani et al., 2021), eletroquimica e materiais (Abbott, 2022; Alvarenga et al.,
2020), aplicag¢des industriais (Neubauer et al., 2022; Zainal-Abidin et al., 2023).

Numerosos estudos demonstraram o potencial dos DES em aplicagcdes de
preparo de amostra, particularmente aqueles relacionados a determinagao de
espécies inorganicas em métodos de digestdo (Matong et al., 2017), extracéo
(Bosiljkov et al., 2017; Huang et al., 2018; Santana et al., 2019a, 2019b) ou separagéo
e pré-concentragao (Altunay et al., 2020; Makos et al., 2020; Shishov et al., 2020a,
2020b). Além das vantagens destacadas, a producdo de solventes personalizados
para aplicagbes especificas podera viabilizar o desenvolvimento de métodos de

extragdo mais seletivos e especificos.
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Na Quimica Analitica, os principais pontos que tornam os DES solventes
realmente vantajosos sdo suas propriedades quimicas, sobretudo o bom desempenho
como extrator (Osowska et al.,, 2021; Shishov et al., 2020a), capacidade de
personalizagao e versatilidade, segurancga e baixo custo (Liu et al., 2018; Shishov et
al.,, 2017). Além disso, é viabilizado o uso de novos componentes (que sao
naturalmente sélidos) como solvente em fase liquida. As aplicacbes baseadas em
DES tendem a ser facilmente ajustadas para atender aos critérios fornecidos pelos
principios do preparo de amostra verde e da quimica analitica verde, sobretudo
aqueles relacionados a redugao ou substituicdo de reagentes toxicos e perigosos,
reducdo da geragao de residuos e consumo energético, aumento da eficiéncia e
priorizagao do consumo de recursos biodegradaveis e renovaveis (Santana-Mayor et
al., 2020).

3.2 METODOS ALTERNATIVOS DE PREPARO DE AMOSTRA

Os métodos ndo convencionais, também conhecidos como alternativos, no
preparo de amostra representam um avango significativo no campo dos métodos
analiticos. Essas abordagens tém contribuido substancialmente em diversas areas de
pesquisa, visando otimizar o uso de recursos, implementar novas estratégias para
aprimorar sistemas quimicos, explorar novas fontes de energia e melhorar a eficiéncia
e confiabilidade. Esses métodos estdo em constante evolugao, oferecendo solugdes
inovadoras para enfrentar desafios analiticos cada vez mais complexos (Hu et al.,
2023).

Neste contexto, os métodos de extracdo sio particularmente utilizados,
sobretudo para amostras complexas, e fazem uso de solventes extratores objetivando
a separacao total ou parcial do analito (Krug; Rocha, 2019). Por outro lado, a remogéao
de componentes matriciais (amostra) é indesejada, a fim de prevenir eventuais erros
na etapa de medigao associados a interferéncias e efeitos matriciais. Os métodos de
extragao sdo vantajosos por possibilitarem o trabalho experimental em condigbes mais
brandas, com baixas temperaturas e presséao, possibilitando tanto o uso de reagentes
diluidos quanto de solventes ndo convencionais, como os DES. Além disso, as
extragdes podem ser feitas utilizando diferentes fontes de aquecimento, como as
assistidas por radiacdo micro-ondas ou empregando aquecimento condutivo. As

abordagens com radiagdo micro-ondas promoveram avangos relevantes, sobretudo
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relacionados ao desenvolvimento de métodos mais eficientes e rapidos (Eskilsson;
Bjorklund, 2000).

A radiagdo micro-ondas atua diretamente no sistema, promovendo um
aquecimento mais eficiente e rapido, além de aumentar a reatividade quimica e
favorecer a transferéncia de massa da matriz para o solvente extrator. O aquecimento
por micro-ondas resulta da absor¢ao da radiacdo e da subsequente conversao desta
em calor por meio de mecanismos de migracdo i6nica e rotagcdo de dipolos de
espécies e moléculas do meio reacional (Mello et al., 2014). No primeiro caso, os ions
sao deslocados pelo efeito do campo elétrico oscilante, sendo o calor produzido como
resultado da resisténcia a essa movimentagcao pelo meio. No segundo caso, as
moléculas com momento dipolar (induzido ou permanente), como a agua, se alinham
aos campos elétricos. Além da oscilagdo gerada pela sucessiva inversdo do campo
elétrico, as moléculas presentes no meio ndo conseguem alinhar-se ao campo com a
mesma frequéncia da radiagao, e esse atraso leva a perda de energia na forma de
calor (Barnes et al.,, 2014). Esses processos promovem 0O aquecimento do meio
reacional de forma rapida e uniforme. Portanto, uma extracdo eficiente é geralmente
obtida com a combinagcéo de MW e o solvente extrator adequado.

No entanto, mesmo com o uso de MW em sistemas com altas temperaturas,
ainda ha amostras cuja composicdo matricial impde desafios. E o caso de matrizes
complexas com composicao lipidica e oleosa com alta carga organica. Para dleos e
gorduras (vegetal ou animal), ha protocolos para a analise direta apos a diluicdo em
um solvente apropriado. Embora esta estratégia seja possivel em técnicas baseadas
em plasma, ha limitagdes relacionadas as altas concentragcbes de carbono e
viscosidade, que podem impactar na robustez, destacando-se como questdes criticas
para a confiabilidade dos resultados (Cassella et al., 2018). Alguns protocolos de
referéncia para este tipo de matriz, como a norma ISO 21033:2016 (ISO, 2016),
oferecem essa possibilidade, entretanto, ndo superam as limitacdes relacionadas aos
efeitos matriciais, tolerancia dos sistemas de introducdo de amostra e diluicbes em
solventes organicos (Martinez et al., 2022).

Como alternativa a diluigdo com solventes organicos ou a decomposigao total
em sistemas convencionais, estratégias baseadas em métodos de extragao liquido-
liquido, como a formacao de emulsdes, sdo mais simples e foram apresentadas como
alternativas para a extragao de analitos inorganicos em matrizes oleosas. A formagéao

de emulsdes € uma alternativa viavel e promissora a partir da conversdo da amostra
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para um meio matricial mais simples para as medi¢cdes (Bakircioglu et al., 2014;
Cerqueira et al., 2022; Guimarées et al., 2022; Robaina et al., 2012; Silva et al., 2021).

As emulsdes sao sistemas bifasicos formados pela dispersdo de fases
promovida pela agitagao do meio (Valasques et al., 2017). A formagao de um sistema
emulsificado ndo ocorre naturalmente e é necessario fornecer energia para promover
a dispersao das fases. Em geral, a agitacdo mecanica ou ultrassénica sao as formas
mais comuns e eficientes aplicadas no preparo de emulsdes. Na FIGURA 5 é
apresentada a representacdo de um sistema emulsificado, destacando os dois
principais tipos de emulsdo formados por agua e 6leo: O/W onde a fase dispersa € o

6leo e W/O onde a agua € a fase dispersa.

FIGURA 5 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS PRINCIPAIS TIPOS DE EMULSOES E DOS
PROCESSOS QUE AFETAM A ESTABILIDADE FiSICA DE SISTEMAS EMULSIFICADOS
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FONTE: O autor (2023).

fases em sistemas emulsificados também sao destacados. A coalescéncia é resultado
da interagao entre as fases que leva ao aumento do tamanho das goticulas dispersas
na fase continua. De forma similar, na floculagcdo as gotas dispersas interagem
mediante forgas atrativas e formam agregados que se comportam como um unico
elemento. Ambos os processos favorecem a separacao das fases devido ao aumento
de massa em pontos localizados. Ja a cremeacgao e sedimentacao sao resultantes da
diferenca de densidade (Schaaf, 2017; Valasques et al., 2017).
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No entanto, em alguns casos a formagao e a quebra (separacdo das fases)
em um sistema emulsionado sdo os objetivos almejados. O método de extragéo
induzida por quebra de emulsao (EIEB, do inglés: Extraction induced by emulsion
breaking) faz uso da estratégia de formacgéao de um sistema emulsificado e posterior
separacao das fases (quebra). O EIEB é baseado na formagao de emulséo do tipo
W/O a partir da mistura vigorosa das fases juntamente com um surfactante e um
solvente extrator (Cassella et al., 2012, 2018; Valasques et al., 2017). A formacgao da
emulsdo potencializa o contato entre as fases e facilita a transferéncia de massa da
fase organica (amostra) para a fase extratora. Além disso, a rapida separagao das
fases (ou a quebra da emulsdo) pode ser facilmente obtida submetendo o sistema a
aquecimento ou centrifugagao (Valasques et al., 2017). O EIEB é mais simples, rapido
€ nao requer a completa decomposicao da matriz. Apds o procedimento, é obtida uma
solucdo enriquecida dos analitos e de composicao mais simples que pode ser
facilmente submetida a analise em técnicas com fonte de plasma.

Embora existam relatérios demonstrando o uso para diferentes amostras,
como Oleos vegetais, gasolina e diesel, os procedimentos sao pouco explorados. As
limitagbes estdo relacionadas ao numero restrito de solventes extratores e
surfactantes eficientes. Geralmente s&o utilizados acidos inorganicos (como HNO; e
HCI) e surfactantes, como Triton X-100 ou Triton X-114 (Cassella et al., 2018;
Valasques et al.,, 2017) para promover extragdes eficientes, com a formagao de
sistemas com estabilidade adequada para extracado e posterior separacao das fases
(Bakircioglu et al., 2015; Cassella et al., 2010; Valasques et al., 2017).

A TABELA 1 (ver abaixo) apresenta um resumo de alguns estudos que se
concentraram na formacao e quebra de emulsdes para a determinagao elementar em
Oleos comestiveis. Esses estudos adotaram diferentes métodos para induzir a quebra
da emulsao, como aquecimento em banho-maria e centrifugacédo. Observou-se uma
consisténcia nos tipos de solventes e surfactantes empregados, predominantemente
HNO; ou HCI como solvente extrator e Triton como surfactante. No entanto, essa
uniformidade pode estar limitando o avango do campo em dire¢cado a métodos mais
eficientes e sustentaveis. Portanto, é desejavel explorar alternativas mais simples,
rapidas e confiaveis, alinhadas aos principios da GAC e GSP, como a simplificagao e
redugdo do numero de etapas, reducdo do consumo de amostra, substituicdo de

reagentes toxicos, economia de energia e aumento da eficiéncia.
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TABELA 1 - COMPARACAO DE METODOS DE EXTRACAO INDUZIDA POR QUEBRA DE EMULSAO PARA A DETERMINACAO ELEMENTAR EM AMOSTRAS

DE OLEOS

Solvente Tempo Técnica de Recuperacgéao
Elemento Amostra/Matriz Extrator Surfactante (min) deteccao (%) Referéncia
Cre Mn Oleos comestiveis HNO; Triton X-114 10 GFAAS 86 — 115 Robaina et al. (2012)
Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn Oleos comestiveis HNO; Triton X-114 NR @ ICP-OES 96 — 109 Bakircioglu et al. (2013)
Ag, Ba, Cr, Fe, Mg, Mn, Pb e Zn Oleos comestiveis HNO; Triton X-114 32 ICP-MS 87 —-108 He et al. (2014)
Zn Oleos comestiveis HNO; Triton X-114 80 FAAS 97 - 104 Bakircioglu et al. (2014)
Al, Ba, Cu, Cr, P, Ni, Tie Zn Oleos vegetais HNO; Triton X-100 20 MIP-OES 90 - 106 Carneiro et al. (2020)
As, Se e Hg Oleo de palma HCI Triton X-114 36 CV AFS 90 - 128 Valasques et al. (2020)
Sn Oleos comestiveis HNO; Triton X-114 60 GFAAS/ICP-MS 92 —-94 Silva et al. (2021)
Ca, Fe, Mg e Zn Oleos comestiveis HNO3 Triton X-114 30 HR-CS AAS 87 -113 Cerqueira et al. (2022)
Ca, Na, Mg e Zn Manteiga de cacau HNO; Triton X-114 7 FAAS/AES 90 - 117 Guimarées et al. (2022)
Cu, Nie Pb Oleo Diesel HNO; Triton X-114 10 GFAAS NR Fernandes et al. (2022)
Cu Oleos comestiveis HNO; Triton X-114 5 FAAS 94 - 102 Drosaki e Anthemidis (2022)
CrePb Oleos comestiveis HNO; Triton X-100 20 FAAS 92 -98 Saleem et al. (2023)
Al, Ca, Cr, Cu, K, Mg, Mn e Zn Oleos vegetais DES ®  Triton X-100 5 ICP-OES 91-110 Costa et al. (2024)

FONTE:
NOTA:

O autor (2023).

a) Nao reportado (NR).

b) Solvente preparado com cloreto de colina, acido oxalico e agua (razao molar: 1:1:4).
LEGENDA: Espectrometria de absorgéo atdbmica com chama (FAAS), espectrometria de absorgéo atémica com forno de grafite (GFAAS), espectrometria de
absorgao atébmica de alta resolugao com fonte continua (HR-CS AAS), espectrometria de emissdo atdmica com chama (FAES), espectrometria de
emissao optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP-OES), espectrometria de emisséo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES),
espectrometria de fluorescéncia atdmica com geragéo de vapor frio (CV AFS), espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-

MS).
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3.3 ESTRATEGIAS DE OTIMIZACAO E ANALISE DE DADOS

As técnicas de otimizacdo multivariada sdo aquelas que possibilitam explorar
um determinado campo considerando simultaneamente diversos fatores (variaveis).
Em um método de preparo de amostra, uma série de fatores, como temperatura,
tempo de execucdo, massa da amostra e volume de solvente, entre outros, podem
influenciar significativamente os resultados analiticos. Portanto, a etapa de otimizagao
torna-se fundamental para obter sistemas capazes de fornecer resultados confiaveis
e eficientes.

De forma tradicional, a otimizagao é realizada variando apenas um fator por
vez, enquanto os outros sao mantidos constantes. No entanto, essa abordagem tende
a ser mais demorada, aumenta o consumo de recursos e prolonga o tempo necessario
para obter resultados. Além disso, ela ndo permite investigar as interagbes entre os
diferentes fatores em estudo. Por outro lado, as estratégias de otimizagao multivariada
reduzem significativamente o numero de experimentos necessarios e possibilitam o
ajuste de modelos matematicos. Esses modelos permitem determinar as condigdes
6timas para realizagao experimental e também investigar possiveis efeitos sinérgicos,
antagonisticos e interagdes entre os fatores analisados (Bezerra et al., 2008).

A otimizacdo multivariada demonstra sua grande utilidade em condi¢des
complexas em que multiplos parametros podem influenciar os resultados desejados.
Ao considerar os fatores relevantes simultaneamente, € possivel economizar recursos
e tempo, resultando em condigbes mais eficientes e econémicas. Nesse cenario, a
metodologia de superficie de resposta (RSM, do inglés: Response surface
methodology) é frequentemente empregada na otimizagéo de fatores, com o objetivo
de maximizar uma resposta analitica. A RSM & uma ferramenta estatistica baseada
no ajuste de modelos empiricos que permite descrever o comportamento de uma
resposta experimental (Bezerra et al., 2008; Ferreira et al., 2007a).

Dentre as metodologias de RSM, o planejamento de misturas (MD, do inglés:
Mixture design) é frequentemente utilizado na avaliagdo e otimizagdo da composigao
de misturas extratoras a partir da combinacdo de acidos ou solventes organicos,
aplicadas em métodos de extracdo. No MD, os fatores sao proporcionalmente
dependentes, e a abordagem é escalavel, o que significa que as propriedades de uma
mistura podem ser preservadas com a manutengao da proporcionalidade otimizada

entre os componentes. Em uma mistura com trés componentes, ou ternaria, o dominio
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experimental € representado por um tridngulo que pode ser visto na FIGURA 6-A,
cujos pontos localizados nos vértices sdo os componentes puros e nos lados estao as
misturas binarias. Os pontos dentro do dominio (area azul) experimental sdo formados
pela combinagédo dos trés componentes (Bezerra et al., 2020; Prescott et al., 2002).
Além disso, no MD, é possivel aplicar restricdes no dominio experimental, limitando a
variagdo minima e maxima de um determinado componente (ou de todos) para
atender a algum requisito ou restricdo experimental (Ferreira et al., 2007a; Myers et
al., 2009).

FIGURA 6 —- REPRESENTACAO ESPACIAL DOS DESENHOS EXPERIMENTAIS DO
PLANEJAMENTO DE MISTURA (A), PLANEJAMENTO DOEHLERT (B) E PLANEJAMENTO BOX-
BEHNKEN (C)
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FONTE: O autor (2023).

Além do MD, outros métodos de RSM s&o usados para otimizar variaveis
relacionadas aos aspectos praticos de aplica¢gdes analiticas, incluindo o planejamento
Doehlert (DD, do inglés: Doehlert design) e o planejamento Box-Behnken (BBD, do
inglés: Box-Behnken design), cujos desenhos experimentais simplificados estao
apresentados na FIGURA 6-B e C, respectivamente (Ferreira et al., 2004, 2007b).

O BBD é uma abordagem baseada em planejamentos fatoriais que se destaca
por sua eficiéncia. Em termos gerais, o BBD requer um numero reduzido de
experimentos para calcular os coeficientes de um modelo matematico, e os fatores
(ou variaveis) sdo estudados em trés niveis independentes. Uma caracteristica
importante do BBD € que n&o ha combinagao experimental com os niveis maximos
ou minimos ocorrendo no mesmo experimento, o que o torna uma ferramenta valiosa
para a otimizagao (Ferreira et al., 2007b, 2018). No BBD, no minimo, trés fatores sao
estudados, e o desenho experimental € concebido de forma a se assemelhar a um

cubo composto por trés planejamentos fatoriais para dois dos fatores (FIGURA 6-C).
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O DD permite o estudo de pelo menos dois fatores e utiliza um desenho
experimental que consiste em um ponto central (CP, do inglés: Center point) e seis
outros pontos que formam um hexagono regular, como ilustrado na FIGURA 6-B. O
DD se diferencia de outros delineamentos devido a flexibilidade que oferece em
relacdo aos niveis de estudo dos fatores. Em um projeto com dois fatores, um deles
pode ser estudado em trés niveis, enquanto o outro em cinco niveis, proporcionando
uma ampla gama de possibilidades de investigacéo (Ferreira et al., 2004). Além disso,
uma das caracteristicas distintivas do DD é a forma do espaco vetorial, que permite
explorar diferentes regides sem sobreposi¢do de areas, tornando-o uma escolha util
para experimentos que buscam otimizar fatores em sistemas complexos.

Além das vantagens envolvidas na otimizagado de varios fatores de forma
simultanea, existe a possibilidade de combinar diversas respostas experimentais para
obter as condicbes adequadas em diversos procedimentos. Essa estratégia €
especialmente vantajosa em métodos que envolvem a analise de multiplos elementos,
sobretudo ao utilizar técnicas de determinagdo multielementares, como a
espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS, do inglés:
Inductively coupled plasma mass spectrometry) e a espectrometria de emissao optica
com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES, do inglés: Inductively coupled plasma
optical emission spectroscopy).

A funcéo de resposta multipla (MR, do inglés: Multiple response) baseia-se na
transformacao das respostas experimentais, como a recuperacao, o sinal de emissao
ou a absorbéancia, em uma escala adimensional que varia de 0 a 1 (Portugal et al.,
2007). Esse resultado € obtido dividindo cada valor individual nas medi¢des pelo valor
maximo obtido no conjunto de dados (Bezerra et al., 2019; Novaes et al., 2016a). A
soma desses valores adimensionais fornece a MR, que sera sempre menor ou igual
ao numero de respostas combinadas. A principal vantagem da MR é a sua
simplicidade, além de fornecer resultados semelhantes a outros métodos baseados
na combinacdo de respostas. A MR é particularmente util em situacbées em que é
necessario otimizar multiplos fatores simultaneamente e determinar as melhores
condicdes, sobretudo para sistemas multielementares (Bezerra et al., 2019).

Por outro lado, quando se deseja analisar simultaneamente dados em busca
de padrdes ou otimizar a visualizacdo e compreensao das relagdes entre os dados,
diversas técnicas podem ser empregadas. Uma dessas técnicas é o mapa auto-

organizavel (SOM, do inglés: Self-organizing map). O SOM foi desenvolvido por Teuvo
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Kohonen (Kohonen, 1982) e € um algoritmo que cria modelos com base na estimativa
de semelhanca entre distancias a partir do conjunto de dados. Trata-se de um tipo de
rede neural artificial que se baseia no autoaprendizado ndo supervisionado, ou seja,
nao requer informagdes prévias para a classificagdo ou agrupamento dos dados
(Kohonen, 2013; Licen et al., 2023). Essa técnica € amplamente utilizada no
reconhecimento de padrdes, na visualizagdo e na redugado de dimensionalidade de
dados, sendo uma abordagem interessante pois possibilita uma analise mais eficaz,
tornando a representagao visual mais acessivel e compreensivel (Gardner et al., 2020;
Kalteh et al., 2008). O SOM simula o funcionamento do cérebro humano, utilizando
neurénios artificiais (ou nds da rede) responsaveis por representar no espaco vetorial
os dados de entrada, isto €, o conjunto de dados composto por variaveis e amostras.
Um esquema simplificado do algoritmo do SOM é apresentado na FIGURA 7 a partir
de um mapa organizado em uma grade bidimensional composta por um determinado
nuamero de neurdnios (FIGURA 7-A).

FIGURA 7 — ESQUEMA SIMPLIFICADO DO PROCESSO DE APRENDIZADO DO MAPA AUTO-
ORGANIZAVEL PELA INICIALIZAGAO E INTERAGAO ENTRE OS NEURONIOS (A), MATRIZ DE
DISTANCIA UNIFICADA (B), PLANO DE COMPONENTE (C) E MAPA DE PROJEGAO ESPACIAL
DAS AMOSTRAS (D)
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FONTE: O autor (2023).

Esses dados sao entdo inicializados e recebem pesos aleatérios em uma
matriz de vetores de saida (neurénios) de menor dimensao, que séo dinamicamente
ajustados para combinar o vetor de entrada com o vetor de saida mais semelhante,
ou seja, menos distante, chamado de melhor unidade correspondente. Nesse
processo, ocorre competicdo e adaptagao continua dos pesos, 0 que possibilita a
organizacado dos dados de modo a preservar as relagdes topoldgicas entre eles, ou
seja, dados semelhantes sdo mapeados em neurdnios localizados topograficamente

préximos no mapa (Licen et al., 2023).
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Por fim, os resultados processados pelos SOM s&o apresentados em um
mapa bidimensional (FIGURA 7-D) que discrimina topologicamente as amostras dos
dados de entrada de acordo com as distancias calculadas apresentadas visualmente
pela matriz de distancia unificada (Matriz-U, do inglés: Unified distance matrix), vista
na FIGURA 7-B. Além disso, o perfil de cada variavel processada no SOM pode ser
visualizado nos planos de componentes (CPS, do inglés: Component planes),
apresentado na FIGURA 7-C. A comparacao dos planos e do mapa permite o estudo
das relagdes entre variaveis, da projegcao vetorial das amostras e a visualizagao
simplificada dos dados. Isso possibilita a identificacdo de relagdes, agrupamentos e
tendéncias nos dados que seriam dificeis de visualizar em sua forma original

(Ghaseminezhad; Karami, 2011).

3.4 METRICAS DE SUSTENTABILIDADE

A crescente demanda por processos com menos impactos tem desencadeado
o desenvolvimento de ferramentas de analise ou métricas que incorporam diferentes
parametros com o objetivo de determinar o impacto ou fornecer uma avaliacdo da
sustentabilidade. Essas ferramentas incluem varios parametros, como variaveis
relacionadas a eficiéncia energética, redugdo de residuos, utilizagdo de recursos,
riscos e perigos. O principal propésito dessas ferramentas é fornecer uma avaliagao
geral do impacto ambiental de um método ou processo especifico.

Embora avancgos significativos tenham sido alcangcados nos ultimos anos, o
preparo de amostra permanece como uma etapa desafiadora, contribuindo de forma
substancial para erros, custos e geragdo de residuos. Progressos nessa area sao
essenciais para aprimorar o desempenho analitico, com foco na eficiéncia e
sustentabilidade. A GAC e o GSP orientam os principios fundamentais subjacentes
ao desenvolvimento de abordagens mais sustentaveis (Gatuszka et al., 2013; Lopez-
Lorente et al., 2022). Enquanto a GAC se destina a aplicar os principios da quimica
verde (GC, doinglés: Green chemistry) em um contexto laboratorial, o GSP concentra-
se diretamente na etapa de preparo de amostra, reconhecendo sua importancia e sua
indispensavel aplicagdo para a maioria das matrizes (Lépez-Lorente et al., 2022;
Wojnowski et al., 2022). Dada a importancia dos pontos abordados e a necessidade
de se compreender os desafios inerentes ao preparo de amostra na busca de praticas

autenticamente mais sustentaveis e verdes, ao longo dos anos, foram desenvolvidas
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diversas métricas (Ballester-Caudet et al., 2019; Gatuszka et al., 2012; Ptotka-
Wasylka, 2018; Ptotka-Wasylka; Wojnowski, 2021) com o proposito de avaliar de
maneira abrangente e acessivel o grau de sustentabilidade de métodos analiticos.

Recentemente, surgiram duas ferramentas relevantes, a métrica analitica de
sustentabilidade (AGREE, do inglés: Analytical greenness metric) proposta por Pena-
Pereira et al. (2020) e a métrica analitica do preparo de amostra sustentavel
(AGREprep, do inglés: Analytical greenness metric for sample preparation) proposta
por Wojnowski et al. (2022). O AGREE, baseado nos 12 principios da GAC (Gatuszka
et al., 2013; Pena-Pereira et al., 2020), apresentados no ANEXO B, consiste em uma
ferramenta computacional que processa informacgdes dos procedimentos relacionados
aos principios da GAC (Gatuszka et al., 2013). Os resultados sao expressos por meio
de pontuagdes individuais relacionadas aos parametros analisados que variam de 0
(vermelho) a 1 (verde), acompanhadas por uma escala de cores faciimente
discerniveis que abrange tons de verde a vermelho, de acordo com a pontuagao obtida
em cada critério. Além disso, uma pontuacdo global é fornecida para permitir
comparacgoes entre métodos e seus parametros correspondentes (Pena-Pereira et al.,
2020). Os pictogramas gerados apds o processamento dos parametros utilizando a
ferramenta AGREE e AGREEprep estdo apresentados na FIGURA 8.

FIGURA 8 — PICTOGRAMAS DA METRICA ANALITICA DE SUSTENTABILIDADE (AGREE) E DA
METRICA ANALITICA DO PREPARO DE AMOSTRA SUSTENTAVEL (AGREprep)

AGREE (m?is) AGREEprep
- Qn
n@a
'e '
0
(menos)

FONTE: O autor (2023). Adaptado de Pena-Pereira et al. (2020) e Wojnowski et al. (2022).

NOTA: A pontuagao de sustentabilidade € avaliada numericamente e reflete a pontuagéo global
calculada a partir dos parametros individuais, em que a cor vermelha indica baixo
desempenho e a cor verde indica desempenho maximo. Para mais detalhes, consulte Pena-
Pereira et al. (2020) e Wojnowski et al. (2022).
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A grande vantagem destas ferramentas € a facilidade na interpretagéo dos
resultados e a comparagao entre os parametros individuais. No entanto, estas
métricas nao consideram os parametros de desempenho dos procedimentos, nao
sendo recomendada quando estes estiverem no escopo da avaliagdo. Enquanto o
AGREE ¢é mais genérico, podendo ser aplicado a variados procedimentos, o
AGREEprep é focado especificamente na etapa de preparo de amostra e, portanto,
aplicavel de modo abrangente a maioria dos métodos de preparo de amostra. O
AGREEprep baseia-se nos 10 principios do GSP (apresentados no ANEXO B) e
fornece pontuagdes para cada critério, juntamente com uma pontuacéao global (Shi et
al., 2023). Estes critérios abrangem aspectos relacionados a selecao de solventes,
materiais e reagentes, geracdo de residuos, consumo de energia, tamanho da
amostra e rendimento (Pena-Pereira et al., 2022; Wojnowski et al., 2022). Todo o
processo € executado por meio de um software com interface intuitiva e simples,
possibilitando a insercdo de dados e também a atribuir pesos aos critérios, uma
escolha que pode ser adaptada para diferentes categorias de métodos objetivando
melhor refletir o desempenho (Shi et al., 2023).

Essas métricas representam ndo apenas uma ferramenta analitica, mas
também o compromisso com a sustentabilidade em todas as etapas dos processos
analiticos, que visam fornecer uma comparacao de sustentabilidade dos métodos a
partir de critérios abrangentes e padronizados. Além disso, esfor¢os no sentido do
desenvolvimento de métodos alinhados aos principios da GAC e GSP séo
incentivados. Neste contexto, métodos alternativos e que utilizam solventes nao

convencionais apresentam um vasto potencial para configuragdes mais sustentaveis.
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4 CAPITULO Il — EXPLORANDO O POTENCIAL E A SUSTENTABILIDADE
DE METODOS DE EXTRAGAO COM SOLVENTES EUTETICOS
PROFUNDOS PARA A ANALISE ELEMENTAR'

41  INTRODUCAO

Na analise quimica, a etapa de preparo de amostra desempenha um papel
fundamental, permitindo a extracdo eficiente do analito e a separacdo dos
componentes matriciais. Isso assegura a compatibilidade com as técnicas analiticas
e minimiza perdas ou erros (Mester; Sturgeon, 2003). No entanto, € reconhecido que
essa etapa frequentemente é demorada, dispendiosa e suscetivel a erros, o que pode
impactar diretamente nos resultados obtidos. Métodos tradicionais muitas vezes
exigem acidos concentrados, altas temperaturas e equipamentos caros.

Os DES tém atraido a atengdo da comunidade analitica, sendo utilizados
como solventes extratores em métodos de determinacdo elementar, devido as suas
caracteristicas vantajosas, propriedades quimicas e potencial para aprimorar a
sustentabilidade no preparo de amostra. Os principais beneficios estao relacionados
a maior seguranga, incluindo alta biodegradabilidade, baixa toxicidade, volatilidade
reduzida e alta estabilidade quimica e térmica, contribuindo para a redugao dos riscos
operacionais e ambientais (Liu et al., 2018; Santana-Mayor et al., 2020; Vanda et al.,
2018).

Além disso, as aplicagdes baseadas em DES aderem consistentemente aos
principios de sustentabilidade da GAC e do GSP, contribuindo com a redugao do uso
de reagentes toxicos, da geragdo de residuos e do consumo de recursos nao
renovaveis (Santana-Mayor et al., 2020). O crescente interesse na adog¢ao de DES no
preparo de amostra visa a obtencdo de métodos mais eficientes e sustentaveis. Com
esse objetivo em mente, esta revisdo bibliografica fornece uma visédo critica dos
meétodos de extracdo utilizados no preparo de amostra para a determinacgao
elementar, fazendo uso de DES. Foram incluidos e analisados trabalhos focados no
desenvolvimento de métodos de extragao utilizando DES, incluindo a investigagéo das

caracteristicas e parametros desses métodos, a composicdo dos DES usados como

' Este capitulo é uma versdo modificada de: Costa, F.S. et al., TrAC Trends in Analytical
Chemistry, v. 174, p. 117677, 2024. DOI: 10.1016/j.trac.2024.117677.
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extratores, variaveis otimizadas, parametros de desempenho, volume de solvente,
tempo do procedimento, volume ou massa da amostra, numero de etapas e riscos
associados. Além disso, as pontuacées AGREE e AGREEprep foram incorporadas
em uma analise exploratéria aprimorada por inteligéncia artificial, realizada para
estabelecer critérios com o objetivo de melhorar a sustentabilidade e eficiéncia no

preparo de amostra em métodos baseados em DES.

4.2 OBTENGAO, ANALISE E PROCESSAMENTO DE DADOS

Nesta revisao, foram incorporados os trabalhos focados no desenvolvimento
de métodos de extracao utilizando DES como solvente extrator, excluindo métodos de
pré-concentragao que geralmente sdo mais complexos e requerem muitas etapas e
reagentes. Apds a busca e selegdo, dezenove trabalhos foram selecionados e
incluidos na revisao e identificados de A1 a A19 (TABELA 2). O conjunto de dados foi
montado a partir de dados recuperados dos artigos ou calculados. Nesta analise foram
incluidas 64 variaveis e todas as informagdes recuperadas foram organizadas e
tabuladas antes da analise no SOM. As variaveis qualitativas ou categodricas foram
codificadas pelo método one-hot (Balaji et al., 2020). Essa estratégia permite a
representacéo de categorias dentro do conjunto de dados como vetores binarios, nos
quais apenas um elemento esta ativado (atribuindo valor 1), enquanto os outros
permanecem desativados (atribuindo valor 0).

As variaveis, categorias e métodos de codificacdo (quando aplicaveis)
utilizados na analise de dados estéo descritos no APENDICE A. Além disso, alguns
critérios foram adotados para permitir a estimativa das pontuacbées AGREE e
AGREEprep mesmo quando parametros relevantes ndo tenham sido informados no
trabalho. Neste caso, foram seguidos os critérios para dados ausentes conforme
descrito no APENDICE B. As variaveis quantitativas foram normalizadas utilizando
uma funcao de transformacao linear, resultando em valores variando de 0 a 1. Para o
processamento utilizando o SOM, o tamanho do mapa foi definido de acordo com a
EQ-A1 (ANEXO A). O algoritmo foi inicializado em um mapa 4 x 6 (24 nos) utilizando
o pacote SOM Toolbox (versao 2.1) implementado em ambiente Matlab R2014a
(Mathworks, Estados Unidos) e desenvolvido pelo Laboratério de Computacao e
Ciéncia da Informacao (Vatanen, 2012; Vatanen et al., 2015; Vesanto, 1999; Vesanto
et al., 1999).
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TABELA 2 - COMPARACAO ENTRE METODOS DE EXTRAGCAO UTILIZANDO SOLVENTE EUTETICO PROFUNDO APLICADOS EM DIFERENTES MATRIZES
NA DETERMINAGAO ELEMENTAR

Solvente Técnica de
ID Elemento Amostra/Matriz Componente Razao molar Volume (mL) deteccdo Referéncia
A1  Cu,FeeZn Peixe ChCl/OX 1:2 2,5 FAAS Habidi et al. (2013)
A2  Cu, Fe,NieZn Peixe e algas ChCl/OX 1:2 2,5 ICP-OES  Ghanemi et al. (2014)
A3 Cu Sedimento ChCI/OX 1,5:1 5 ICP-OES  Bagda et al. (2017a)
A4 As, Cr,Mo, Sb, SeeV Solo ChCl/OX 1:2 10 ICP-OES  Matong et al. (2017)
A5 Mn Vegetais ChCI/OX/TAICA 1:1 NR ® ICP-OES Bagda et al. (2017b)
A6  Hg Peixe ChCI/OX 1:2 3 CV AAS Rastegarifard et al. (2017)
A7 AseSe Peixe ChCI/OX 1:2 2 GFAAS Panhwar et al. (2018)
A8 As, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn,  Planta CA/MA/XY (W) 1:1(10)@ 9 ICP-MS Santana et al. (2019a)
Na, P e Zn ICP-OES
A9  Zn Leite e comida infantii ChCI/OX 2:1 20 © ICP-OES  Kurt et al. (2020)
A10 AseCd Peixe e marisco MA/XY/W 1:1:10 9 ICP-MS Moreira et al. (2020)
A11  As, Cd, Hg, Pb, See V Planta CA/MA/XY (W) 1:1 (10) @ 9 ICP-MS Santana et al. (2020)
A12 As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg,  Fosfato de rocha CA/XYIW 1:1:10 9 ICP-OES  Santana et al. (2021)
Mn, Na, P e Zn Suplemento mineral ICP-MS
A13 As,Cd,PbeV Planta CA/MA/XY (W) 1:1 (10) @ 9 ICP-MS Ferreira et al. (2022)
A14 Cd, Cu, Fe,Mn e Zn Planta ChCI/OX/W 1:1:1 3 ICP-OES  Costa et al. (2022)
A15 Ba, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Planta ChCI/MA 1:1 0,5 ICP-OES  Shishov et al. (2022a)

Na, K, Ni, Pb, Sn, Ve Zn

Continua.
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TABELA 2 — CONTINUAGCAO

Solvente Técnica de
ID Elemento Amostra/Matriz Componente Razao molar Volume (mL) detec¢cdo Referéncia
A16 Ag, Al, B, Ba, Ca, Co, Cr, Cu, Oleo ChCI/LA/W 1:1:5,5 0,5@ ICP-OES  Shishov et al. (2022b)
Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb,
Sn, Ti,VeZn
A17 Co, Cr, Cu, Nie Zn Planta ChCI/OX 1:2 2 ICP-OES  Yang et al. (2022b)
A18 As Planta ALA/CA/MA/XY (W) 1:2 (17)@ 5 ICP-MS Guimaraes et al. (2023)
A19 As,CdePb Agua e leite ChCI/OX 1:2 1 ICP-OES  Kandhro et al. (2023)
FONTE: O autor (2023).
NOTA: a) Valor referente a razdo molar de agua na composigéo do solvente com mais de uma combinag&o entre os componentes.
b) Nao reportado (NR).
c) Solvente utilizado em concentragdo de 30% m v
d) Reportado em massa (g).
LEGENDA: Beta-alanina (ALA), cloreto de colina (ChCl), acido oxalico (OX), acido malico (MA), xilitol (XY), acido latico (LA), acido citrico (CA), acido tartarico (TA),

agua (W), espectrometria de absorcao atémica com chama (FAAS), espectrometria de emissao dptica com plasma acoplado indutivamente (ICP-
OES), espectrometria de massa de plasma acoplado indutivamente (ICP-MS), espectrometria de absorg¢éo atémica com vapor frio (CV AAS),
espectrometria de absorgéo atdmica com forno de grafite (GFAAS).
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Este trabalho de revisdo combinou as vantagens do SOM com as novas
métricas de sustentabilidade (AGREE e AGREEprep). O SOM foi empregado para
relacionar os parametros dos trabalhos, identificar caracteristicas comuns e
correlagdes entre variaveis, e associar os dados as métricas AGREE e AGREEprep
obtidas. Como resultado, é possivel visualizar a distribuicdo espacial dos trabalhos no
mapa apresentado na FIGURA 9 (Painel A) e o perfil de cada variavel nos planos de

componentes (Painel B).

FIGURA 9 — DISTRIBUICAO ESPACIAL DOS ESTUDOS ANALISADOS NO MAPA AUTO-
ORGANIZAVEL (A) E PLANOS DE COMPONENTES PARA AS VARIAVEIS PROCESSADAS (B)
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FONTE: O autor (2023).
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No mapa, os trabalhos estdo dispostos espacialmente com base nos
parametros de entrada processados. Os trabalhos localizados proximos entre si sao
bastante similares, enquanto aqueles dispostos entre neurénios ou grupos distantes
uns dos outros sédo consideravelmente diferentes. As amostras representam as
posicoes espaciais e sdo marcadas na mesma posicao nos CPS e refletem os valores
individuais das variaveis independentes, com cores quentes (tons de vermelho)
indicando uso da variavel (para qualitativas) ou valores altos (para quantitativas). Uma
interpretacdo oposta € valida para as cores frias (tons de azul). Os demais CPS

correspondentes as demais variaveis incluidas podem ser vistos no APENDICE C.

4.3 SOLVENTE EUTETICO PROFUNDO NO PREPARO DE AMOSTRA
4.3.1 Analitos determinados

Os elementos determinados nos trabalhos avaliados utilizando os métodos
com DES estao destacados na FIGURA 10.

FIGURA 10 - ELEMENTOS QUiMICOS DETERMINADOS EM AMOSTRAS DE DIFERENTES
COMPOSICOES UTILIZANDO METODOS DE EXTRACAO COM SOLVENTES EUTETICOS
PROFUNDOS, CONFORME DESCRITO NOS TRABALHOS AVALIADOS

NUmero de vezes que o B B
elemento foi quantificado: 1 2 3 4 5 6 7 9 .
Na || Mg . P
K || Ca . V || Cr||Mn||Fe |[Co|| Ni .. . Se
Mo . Cd Sn
Ba Hg Pb

FONTE: O autor (2023).

Os estudos concentraram-se na analise de macro e microelementos, bem
como de elementos toxicos. O interesse por essas analises de macro e
microelementos esta relacionado a questdes nutricionais em matrizes alimenticias,
incluindo tecidos de peixe (A1 e A2), plantas (A5, A8, A14, A15 e A17) e leite (A9).
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Além disso, esses métodos também foram aplicados na avaliagdo de contaminantes
inorganicos regulados por agéncias governamentais, como As, Cd, Pb e Hg, que
também foram determinados em matrizes minerais, incluindo solo, fosfato e
suplemento mineral (A4 e A12).

A aplicagdo de métodos baseados em DES demonstrou resultados
promissores na extracao desses elementos em diversas matrizes. No entanto, alguns
elementos foram pouco explorados, apresentando desafios tanto na medi¢cao quanto
na extragao eficiente. Este é o caso de elementos como Ag, Al, B, Ba, Co, Hg, P, Sn

e Ti, que foram determinados em pelo menos dois procedimentos.

4.3.2 Parametros estudados ou otimizados

No desenvolvimento ou na aplicagdo de métodos analiticos, especialmente
em novas aplicagdes, inumeros fatores podem impactar na eficiéncia. Portanto, o
estudo dos fatores contribuintes e a otimizagcao das condicdes experimentais séo
essenciais para obter métodos mais rapidos e confiaveis. Nos métodos avaliados,
foram investigados diferentes pardmetros associados aos procedimentos. Em muitos
casos, esses estudos foram realizados de forma univariada, analisando um fator de
cada vez. No entanto, em alguns trabalhos, foram aplicados métodos de otimizagao
multivariada, permitindo a obtencao rapida de resultados, modelos matematicos e a
determinacgao estatistica das condigdes ideais para a aplicagao experimental.

Com base nos métodos destacados, os seguintes parametros foram
otimizados ou estudados: efeito da adicdo de acido, concentracdo de acido, tipo de
acido, composicao do DES, relagao molar entre HBA e HBD, volume de DES, relacéo
entre o volume de DES e a massa da amostra, poténcia MW, concentragao do agente
redutor, massa da amostra, temperatura e tempo de extragdo. Devido as novas
aplicagdes, como a extragao usando aquecimento por MW ou agitagdo em placa, o
tempo e a temperatura se destacaram como os parametros mais investigados,

seguidos pela composicéo dos DES.

4.3.3 Composicao do DES utilizado como extrator

Os DES usados nos métodos foram preparados a partir de oito reagentes

base: beta-alanina, cloreto de colina, acido citrico, acido lactico, acido malico, acido
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oxalico, acido tartarico, xilitol e agua. Esses reagentes possibilitam uma variedade de
combinagdes para criar DES com varias propriedades. ChCl foi frequentemente o HBA
mais utilizado, enquanto o OX foi o HBD. O SOM agrupou os trabalhos que utilizaram
DES a base de ChCl e OX nos grupos | (¢+) e Il (), conforme indicado na FIGURA
9-A.

Diferentes estudos relataram a alta capacidade extratora de DES a base de
acidos carboxilicos, com destaque para o OX, que proporcionou extracdes eficientes
devido a baixa viscosidade do DES e a capacidade de complexac¢ao dos analitos nos
grupos carboxilicos do OX (Hansen et al., 2021; Mishra et al., 2023; Shishov et al.,
2022a). No SOM, também foi observada a utilizacdo de agua no preparo dos DES,
principalmente para os trabalhos nos grupos lll (¢+) e IV (@), o que reduz a viscosidade
do solvente e contribui para a melhoria da eficiéncia na extracdo, aumento da precisao
e exatiddo das determinagdes. Além disso, DES preparados com CA e MA e contendo
agua na composicao forneceram boas taxas de recuperagcdo em diversas matrizes,
sobretudo para os trabalhos do grupo Il (©).

A combinagao da razdo molar dos componentes foi amplamente abordada
nos estudos. Os DES utilizados nas extracdes foram preparados com razées molares
de 1, 1,5 ou 2 entre os componentes HBA e HBD, sendo a proporcéo molar de 1:1 a
mais comum. Além disso, a adicdo de agua também foi considerada como razao
molar, adicionada como terceiro componente na mistura em propor¢gées molares de
1; 5,5; 10 ou 17. No total, foram aplicadas e avaliadas 15 diferentes combinagdes em
métodos de extracdo, com variagdes nas melhores condicbes consideradas otimas
aplicadas as extragcdes. Os DES sao vantajosos devido a sua capacidade de criar
varias combinagdes a partir de um numero limitado de componentes base,
especialmente quando a agua é adicionada. Portanto, DES preparados com diferentes
componentes ou com 0s mesmos componentes, mas em proporcdes molares
diferentes, podem apresentar eficiéncias distintas na extragao dos analitos. Assim, o
estudo da composigdo do solvente é uma estratégia importante para melhorar o

desempenho.

4.3.4 Quantidade de DES e uso de solventes adicionais

O volume de solvente utilizado na extragdo foi avaliado na maioria dos

métodos revisados. Este volume & fundamental para melhorar e garantir a eficiéncia
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da extracdo do analito alvo, mantendo a qualidade analitica necessaria para a
aplicacao pretendida (Lépez-Lorente et al., 2022). A quantidade de solvente deve ser
suficiente para garantir a extragéo eficaz dos analitos, mas é igualmente importante
evitar o uso excessivo para minimizar o impacto ambiental e promover praticas
sustentaveis.

Nos trabalhos, a quantidade de DES utilizada na extragao variou amplamente,
desde 1 mL (A19) até 20 mL (A9). No ultimo caso, os autores consideraram um volume
de 20 mL contendo 30% massa/volume de DES. Além disso, em alguns métodos,
foram usados apenas 0,5 g de DES para preparar amostras de 6leo (A16) e plantas
(A15), representando as menores quantidades utilizadas proporcionalmente. O SOM
destacou uma relacdo entre volumes reduzidos de solvente e resultados mais
favoraveis nas métricas verdes, ja que esses métodos foram agrupados em um
mesmo conjunto no SOM, associado ao desempenho positivo das métricas AGREE e
AGREEprep. Portanto, a quantidade de solvente € um parametro fundamental que
requer uma considerag¢ao cuidadosa no desenvolvimento dos métodos. Além disso,
em alguns trabalhos (A1, A2, A4, A6, A7, A17 e A19), foram usados reagentes
adicionais na etapa de extracdo ou diluicdo prévia a analise. Estes entdo foram
discriminados no grupo | (), na parte superior do mapa (FIGURA 9-A) e associados
a valores mais baixos nas meétricas, indicados pela cor azul nos planos dos
componentes do AGREE e AGREEprep (FIGURA 9-A).

Portanto, para melhorar o desempenho de acordo com os principios da GAC
e GSP, deve-se evitar o uso ou reduzir a quantidade de reagentes, especialmente os
toxicos e perigosos que possam apresentar riscos operacionais e ambientais. Além
disso, o uso de reagentes adicionais afeta a segurancga operacional, contribui com o
aumento da geragao de residuos e a adicdo de etapas no método de preparo da

amostra impacta negativamente nas métricas de sustentabilidade.

4.3.5 Quantidade de amostra

A quantidade de amostra usada em um método € um parametro crucial. Sob
a perspectiva do GSP, é importante minimizar a quantidade de amostra utilizada, com
o intuito de reduzir a geracédo de residuos e o consumo de solvente extrator. No
entanto, € essencial encontrar um equilibrio, j4 que uma quantidade minima de

amostra é necessaria para garantir uma capacidade de detec¢cdo adequada para a
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aplicacado (Cerutti et al., 2019; Loépez-Lorente et al., 2022). Nos métodos que se
baseiam em DES, as massas de amostra empregadas foram geralmente menores que
0,20 g, com a maioria dos procedimentos realizados utilizando 0,10 g de amostra. A
unica exceg¢ao ocorreu no método aplicado aos 6leos vegetais (A16), onde foram
utilizados 5,0 g de amostra. No entanto, nesse caso, o método ainda obteve resultados
favoraveis nas métricas AGREE e AGREEprep. O impacto da grande quantidade de
amostra foi compensado pela capacidade do método de preparar varias amostras
simultaneamente e pelo numero reduzido de etapas envolvidas (Shishov et al.,
2022b). Nesse sentido, os métodos que empregam DES favorecem a adogao de

procedimentos miniaturizados, mais simplificados e com um menor nimero de etapas.

4.3.6 Tempo de extragcao e numero de etapas

O interesse em métodos mais rapidos e com menos etapas esta relacionado
a diversos fatores com implicagdes a varios outros aspectos, notadamente o aumento
da frequéncia analitica, que se torna evidente quando varias amostras podem ser
preparadas simultaneamente, e a redugao de custos por meio da minimizagdo do
consumo de energia, materiais e recursos operacionais. Muitos esforgos tém sido
dedicados a busca de boas condi¢des de extracdo no menor tempo possivel, e essa
busca esta alinhada diretamente aos principios da GAC e do GSP (Gatuszka et al.,
2013; Lopez-Lorente et al., 2022). Nos métodos revisados, o tempo de extragao variou
de 3 minutos (A2) a 260 minutos (A3), com a maioria deles sendo executados em um
intervalo de 30 a 60 minutos. Os métodos com maior tempo de extracdo foram
discriminados no grupo Il (). N&o foi estabelecida uma relagao direta entre o numero
de etapas, intrinsecamente relacionado a extracdo, e o tempo necessario para a
realizacao da extragao.

A maioria dos métodos foi realizado com trés etapas, incluindo a agitacéo ou
homogeneizagdo da amostra com o solvente, a extragdo propriamente dita,
centrifugacéao ou filtragdo. A redugdo do numero de etapas em métodos € um desafio.
Embora seja vantajosa para melhorar a precisdo e os parametros de desempenho e
contribuir para a simplificacdo dos procedimentos experimentais, pelo menos duas
etapas sdo necessarias em procedimentos de extracdo, sobretudo para matrizes
sélidas e complexas que demandam um passo final de separagcéao antes da medicéao.

No SOM, métodos com muitas etapas posicionados no grupo | (<) foram relacionados
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a baixas pontuagdes nas métricas AGREE e AGREEprep. Portanto, esse € um

parametro a ser considerado com o intuito de aprimorar os métodos.

4.3.7 Técnica de detecgao e parametros de desempenho

A etapa de preparo de amostra desempenha um papel fundamental na
obtencao dos resultados analiticos, devendo ser compativel com a técnica analitica
escolhida, a qual é selecionada com base na sensibilidade requerida para as
concentragbes da amostra. No contexto da determinacdo elementar, as técnicas
predominantes foram a ICP-OES e a ICP-MS.

Enquanto a ICP-OES foi amplamente utilizada, vale ressaltar que, embora
seja menos sensivel que a ICP-MS, utilizado majoritariamente pelos trabalhos do
grupo Il (¢), € uma técnica com menor custo operacional e mais acessivel. Além
disso, técnicas de absorcdo atdbmica também foram aplicadas, incluindo a
espectrometria de absor¢do atbmica com chama (FAAS, do inglés: Flame atomic
absorption spectrometry), espectrometria de absorgdo atdmica com forno de grafite
(GFAAS, do inglés: Graphite furnace atomic absorption spectrometry) e a
espectrometria de absorgédo atdmica com vapor frio (CV AAS, do inglés: Cold vapor
atomic absorption spectrometry).

O desempenho analitico deve refletir parametros de qualidade segundo as
diretrizes estabelecidas pela comunidade de quimicos analiticos. Nesse sentido, as
recuperagées (%) que indicam a eficiéncia na extracdo dos analitos foram
consideradas e incorporadas ao estudo. Esses dados refletem as condigdes
otimizadas ou consideradas adequadas pelos autores. Entre os métodos analisados,
as recuperagdes minimas determinadas variaram de 35% (A16) a 99% (A7), com um
valor médio de 85%. Esses resultados indicam que as aplicagbes alcangaram
condigdes eficazes e apropriadas na extragcdo. No SOM, destacou-se a relagao entre
as maiores recuperagdes minimas determinadas e o estudo da composigao dos DES,
bem como a temperatura e o tempo aplicados na extrag&o, cujos trabalhos foram
posicionados nos grupos | (<) e Il ( ) no mapa (FIGURA 9-A). Ademais, os DES
preparados com base em ChCl e OX apresentaram, em geral, um desempenho
superior, especialmente em termos de eficiéncia de extragao. Por outro lado, esses
mesmos métodos (A1, A2, A4, A6, A7, A17 e A19), agrupados nos grupos | () e ll
(<), obtiveram médias de 0,51 no AGREE e 0,39 no AGREEprep. O maior numero de
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etapas, em alguns casos, € o0 uso de reagentes adicionais, principalmente o HNO,,
impactaram negativamente para o critério relacionado a geragdo de residuos e no
aumento da contagem de pictogramas de risco dos reagentes utilizados conforme o
sistema globalmente harmonizado (GHS, do inglés: Globally harmonized system),
foram os principais fatores contribuintes. Portanto, embora esses métodos fornecam
niveis adequados de eficiéncia de extragdao, acabam perdendo pontos nas métricas
AGREE e AGREEprep.

4.4 ANALISE DA SUSTENTABILIDADE E RECOMENDAGOES

As métricas foram calculadas com base nos dados extraidos dos artigos
encontrados na literatura. Nesta revisdo, as métricas AGREE e AGREEprep foram
utiizadas como parametros de sustentabilidade. Essas ferramentas foram
recentemente introduzidas e oferecem facilidades que simplificam os calculos por
meio de um software gratuito para download e instalacdo. Ao unir essas duas
abordagens, combinadas a analise exploratéria por SOM, objetivou-se proporcionar
uma visdo abrangente dos parametros que contribuem para a obtengao de métodos
mais sustentaveis (Gatuszka et al., 2013) e do GSP (Lopez-Lorente et al., 2022).

Os métodos foram avaliados em termos de sustentabilidade usando a métrica
AGREE, que se baseia nos 12 principios da GAC. Os resultados obtidos sao
apresentados na FIGURA 11-A, que exibe os pictogramas dos trabalhos A4, A10, A13
e A14. As pontuacdes obtidas para os demais trabalhos estdo representadas na
FIGURA 12. Os pictogramas obtidos no AGREEprep estdo apresentados na FIGURA
11-B, para os trabalhos selecionados, com as demais pontuagdes destacadas na
FIGURA 12. Utilizando o AGREE, as pontuacgdes variaram de 0,40 (A19) a 0,74 (A14),
enquanto no AGREEprep, as pontuagées dos métodos variaram de 0,28 a 0,70. Os
demais pictogramas obtidos no AGREE e AGREEprep podem ser vistos no
APENDICE D e APENDICE E.

Os critérios 1 e 3 (AGREE) e o critério 1 (AGREEprep) estao relacionados a
promocgao de analises diretas e ao modo de medigdo. Todos os métodos incluiram o
minimo de processamento da amostra antes da medigcdo, que foi realizada offline.
Pequenas variacdes nas pontuacdes entre os trabalhos ocorreram devido a analise
externa com um numero reduzido de etapas. Nesse tipo de preparo, ndo € possivel

realizar medigdes in-situ devido a necessidade de obter uma amostra representativa.
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FIGURA 11 - PONTUACAO DE SUSTENTABILIDADE OBTIDA NO AGREE (A) E AGREEprep (B)
PARA METODOS DE EXTRACAO COM SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS

n
FONTE: Oa023 & . . v n@’

LEGENDA: A3 (Bagda et aI 2017a), A8 (Santana et al., 2019a), A14 (Costa et al., 2022), e A19
(Kandhro et al., 2023).
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FIGURA 12 - PONTUACOES OBTIDAS PARA OS TRABALHOS ANALISADOS USANDO O AGREE
e AGREEprep
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Além disso, 0 modo de medigao ex-situ foi o0 método utilizado em todos os
trabalhos, ou seja, as amostras, uma vez obtidas, foram processadas em uma
sequéncia analitica definida no ambiente laboratorial. Nesse sentido, avangos podem
ser obtidos em métodos de uma unica etapa que possam ser incorporados as
medigdes em tempo real. Quanto aos critérios 2 (AGREE) e 5 (AGREEprep), que

avaliam a quantidade de amostra necessaria nos procedimentos ou a quantidade de
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massa/volume requerida, todos os métodos, em geral, foram bem avaliados nesses
aspectos.

Os critérios 4 (AGREE) e 7 (AGREEprep) abordam a integracéo de processos
e operacgdes analiticas, promovendo a redu¢ao do consumo de energia, reagentes e
tempo. De maneira geral, os métodos obtiveram boas pontuagdes nesses aspectos.
A maioria dos métodos exigiu um numero minimo de etapas, sendo que o método
A19, que apresentou um maior numero (8 etapas), teve um impacto negativo nas
pontuagdes do AGREE (0,40) e AGREEprep (0,28).

No que diz respeito aos critérios 6 (AGREE) e 5 (AGREEprep), que abordam
a necessidade de automatizagao, miniaturizagdo e redugdo do uso de reagentes e
derivatizacao, todos os métodos foram igualmente impactados, uma vez que nao
contemplaram a miniaturizacdo de etapas ou processos no preparo da amostra e
também ndo foram automatizados. Portanto, essa € uma area relevante a ser
considerada em futuras aplicagdes. Vale ressaltar que a derivatizagao nao é relevante
para esse tipo de procedimento. Sobre o aspecto da geragao de residuos, todos os
métodos demonstraram um bom desempenho nesse quesito, principalmente devido
as baixas quantidades de reagentes e amostras utilizadas nos procedimentos.
Entretanto, a miniaturizagdo das etapas pode contribuir significativamente para
melhorias nos meétodos em relagao a esse aspecto.

No critério 8 (AGREE) e no critério 6 (AGREEprep), que avaliam medigoes
multielementares ou o preparo simultaneo de varias amostras, a maioria dos trabalhos
obteve boas pontuacdes. Devido as medi¢des realizadas por ICP-OES e ICP-MS, que
sdo técnicas vantajosas para medigdes multielementares, foi possivel determinar um
grande numero de analitos em uma unica introducdo de amostra. Nos trabalhos
avaliados, seis determinaram apenas um elemento (A3, A5, A6, A9, A18), enquanto
outros dez mediram entre 2 e 6 elementos. Quatro trabalhos (A8, A12, A15, A16)
realizaram medicoes de mais de 10 elementos. Além disso, a maioria dos métodos
permitiu o preparo de varias amostras simultaneamente, resultando em um alto
namero de amostras preparadas em um curto intervalo de tempo. Essa estratégia foi
adotada no trabalho A14. Embora os autores tenham utilizado aquecimento por MW,
gue normalmente consome muita energia, conseguiram contornar essa limitagdo com
um tempo minimo de extracéo (35 s, n = 3).

Por outro lado, nos critérios 9 (AGREE) e 8 (AGREEprep), que avaliam o

consumo de energia pelos métodos, as técnicas multielementares representam um
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desafio, pois consomem grandes quantidades de energia. Portanto, € necessario
direcionar esforgos para minimizar ao maximo o consumo energético nas etapas de
preparo da amostra. Embora seja uma tarefa desafiadora, melhorias podem ser
alcangadas por meio de estratégias de otimizagdo multivariada, visando a obter boas
condigcdes em menos tempo e com menos etapas nos procedimentos (Ferreira et al.,
2004, 2018). Além disso, a utilizacao de métodos de otimizagdo com varias respostas
experimentais em uma unica resposta é uma abordagem promissora e pode ser
aplicada para aprimorar esses critérios (Bezerra et al., 2019; Vera Candioti et al.,
2014).

Finalmente, as principais vantagens do uso de DES como extratores em
métodos de extragao refletem-se nos seguintes critérios do AGREE: 10 (preferéncia
por reagentes obtidos de fontes renovaveis), 11 (eliminagdo ou substituicdo de
reagentes toxicos) e 12 (aumento da seguranga do operador); ou no AGREEprep: 2
(utilizacao de solventes mais seguros) e 10 (garantia de procedimentos seguros para
o operador). Os DES contribuem positivamente para esses critérios. Como sao
principalmente preparados com componentes de fontes naturais e geralmente sao
biodegradaveis (Kua; Gan, 2019; Santana-Mayor et al., 2020), é fundamental fazer
uma selegao criteriosa dos componentes utilizados no preparo dos DES, evitando
aqueles que possam ser problematicos. Além disso, etapas adicionais que envolvam
solventes organicos ou reagentes problematicos devem ser eliminadas sempre que
alternativas de desempenho e eficiéncia equivalentes estiverem disponiveis.

Além disso, os niveis de seguranga operacional e os riscos associados sdo
significativamente reduzidos nos métodos que utilizam DES, o que tem um impacto
positivo nas pontuagdes de sustentabilidade. No entanto, em alguns métodos, foram
necessarias etapas adicionais de extragdo usando acidos minerais (A1, A2, A4, A6,
A7, A19) ou uso de outros reagentes problematicos. Por outro lado, nos trabalhos mais
recentes apresentados, estratégias de otimizagao foram empregadas para maximizar
a eficiéncia, incluindo a selecdo adequada de componentes (A11, A13, A14, A18).

Os topicos discutidos oferecem orientagdes claras que impulsionam melhorias
em termos de eficiéncia e aderéncia aos principios da GAC e GSP. A reducio do
volume de solvente extrator é essencial, mas também é necessaria a avaliagao
criteriosa, levando em consideragao a obtencdo de parametros de desempenho e
eficiéncia adequados. A diminuicdo das etapas nos procedimentos de extragao é

vantajosa, simplificando os processos e facilitando a transicdo de métodos manuais
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para automatizados. Além disso, os DES demonstraram eficacia com extratores
eficientes, gerando boas pontuag¢des nas métricas de sustentabilidade, e os métodos
analiticos em uma unica etapa sédo encorajados. Entretanto, € importante considerar
a selecao dos componentes utilizados no preparo dos DES, visando a eficiéncia
adequada e a eliminagao de reagentes problematicos e perigosos. Além disso, a
substituicdo completa de reagentes problematicos, como solventes organicos e acidos
minerais de alto risco, deve ser buscada sempre que viavel. Esses dois aspectos sao
complementares e devem ser integralmente considerados.

Ademais, a miniaturizagao dos métodos ou etapas € vantajosa e certamente
promovera avangos relevantes nos processos de extracdo com DES, nao apenas
reduzindo custos, mas também otimizando a utilizagdo de recursos e materiais. A
abordagem da miniaturizagcdo é uma tendéncia promissora que ndo somente otimiza
0s recursos empregados, mas também abre novas possibilidades para aplicagdes
analiticas. Ademais, a aplicagao de estratégias de otimizagdo multivariada, como a
RSM ou uso de inteligéncia artificial, pode contribuir positivamente para maximizar a
eficiéncia nos métodos de analise multielementares. Além disso, o foco na reducao
do tempo de extracdo ou no preparo simultaneo de muitas amostras € valorizado e
tera impacto positivo na evolugao mais sustentavel dos métodos baseados em DES.

A integracao dessas abordagens esta em sintonia com as tendéncias atuais
em busca de promog&o de abordagens analiticas mais sustentaveis. Portanto, ao
adotar essas medidas, estaremos nédo apenas implementando solugdes concretas
para os desafios atuais da Quimica Analitica, mas também contribuindo ativamente
para o continuo aprimoramento dos métodos desenvolvidos, tornando-os mais

ecoldgicos, eficientes e sustentaveis.

4.5 CONCLUSOES PARCIAIS

Os DES tém sido aplicados em uma variedade de métodos de preparo de
amostra, em razdo do potencial desses solventes como extratores eficientes e
alinhados com os principios da GAC e do GSP. Contudo, mesmo diante desses
avancos, a etapa de preparo de amostra permanece como um ponto critico, no qual a
necessidade de aprimoramento € constante, visando promover melhorias em dire¢cao
a praticas sustentaveis e seguras. Os DES, devido as suas vantagens e

caracteristicas, possuem um amplo potencial para promover mudangas significativas
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na forma como as amostras sado preparadas, sobretudo devido aos ganhos em
eficiéncia e simplicidade que proporcionam. Nesse contexto, é encorajado que novas
aplicagdes sejam exploradas, com o objetivo de avaliar a viabilidade da substituicao
de reagentes téxicos e perigosos pelos DES em métodos convencionais, assegurando
desempenho equivalente ou superior. Esse enfoque ndo apenas pode reduzir a
exposicao a substancias nocivas, mas também promover ganhos significativos na

eficiéncia dos processos analiticos.
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5 CAPITULO Il — DESENVOLVIMENTO DE METODO DE EXTRAGAO
ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS APLICADO NO PREPARO DE ERVAS
MEDICINAIS?

5.1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de métodos de extragcao eficientes em amostras vegetais
incorre em superar os desafios inerentes ao preparo de amostra, relacionados ao
elevado gasto energético, tempo de preparo e a necessidade de reagentes toxicos e
caros de uso limitado por incompatibilidades com as técnicas de quantificacédo
utilizadas na determinacao elementar. Esses desafios estdo diretamente associados
ao solvente extrator utilizado. Embora tenham sido propostos métodos utilizando
acidos diluidos (Bizzi et al., 2014; Kilic; Soylak, 2020; Pinheiro et al., 2019), reagentes
e procedimentos alternativos (Cora-Jofre et al., 2021; Costa et al., 2020; Lopes et al.,
2016; Oliveira et al., 2018), ha um crescente interesse por métodos ecologicamente
amigaveis. O GSP traduz os desafios relacionados a obtengdo de métodos mais
sustentaveis como resultado do aumento de eficiéncia integrada ao equilibrio no uso
de recursos e geragao de residuos (Armenta et al., 2019; Gatuszka et al., 2013;
Pacheco-Fernandez; Pino, 2019).

Nesse contexto, a incorporacdo dos DES apresenta um amplo potencial para
superar as limitagdes do preparo de amostra associadas aos solventes utilizados.
Além de facil preparo, os DES em geral apresentam baixo custo, baixa toxicidade, alta
biodegradabilidade, baixa volatilidade e inflamabilidade, além de propriedades
quimicas favoraveis para aplicagdo em procedimentos de extragado (Owczarek et al.,
2016; Shishov et al., 2020a; Silva et al., 2020). Além disso, fatores limitantes do
solvente, como a viscosidade, podem ser atenuados com adi¢gao de agua ou ajustes
nos componentes base e suas proporgdes molares (Dai et al., 2015; Vilkova et al.,
2020). Para extragao de macro e microelementos em matrizes vegetais, numerosos
procedimentos foram desenvolvidos buscando minimizar o tempo de execugao, custo
e geracao de residuos. Apesar disso, os métodos de preparo ainda sdo bastante

demorados, frequentemente sao conduzidos em condi¢des de elevada temperatura e

2 Este capitulo € uma versédo modificada de: Costa, F.S. et al., Journal of Food Composition and
Analysis, v. 109, p. 104510, 2022. DOI: 10.1016/j.jfca.2022.104510.
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pressdo e requerem volumes consideraveis de reagentes toxicos. Por outro lado,
métodos de extracdo empregando DES como extrator alternativo apresenta amplo
potencial para superar esses desafios (Fernandez et al., 2018).

A combinagdo do uso de DES com estratégias multivariadas aplicadas na
otimizacao de condi¢cdes experimentais fornece prospecto positivo a obtencédo de
procedimentos eficientes, confiaveis, e sintonizados com os principios do GSP. Diante
dos desafios analiticos do preparo de amostra e a demanda por procedimentos
confiaveis e compativeis com o GSP. Neste estudo, relatamos o desenvolvimento de
um meétodo de extragao assistido por MW empregando DES para extragdo de macro

e microelementos em ervas medicinais.

5.2 EXPERIMENTAL
5.2.1 Material e reagentes

Os solventes utilizados foram preparados a base de ChCl 98% (Inlab, Brasil)
e OX 99% (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Acido nitrico ultrapuro (65% m m) obtido
por sistema de destilagdo (BSB-939-IR, Berghof, Alemanha) e peroxido de hidrogénio
(H,0,, 30% v v') foram empregados na digestao assistida por micro-ondas (MAD, do
inglés: Microwave-assisted digestion). Os materiais de referéncia certificados (CRM,
do inglés: Certified reference material) de folha de macieira (Apple leaves, NIST 1515)
e de folha de tomateiro (Tomato leaves, NIST 1573a), fornecidos pelo Instituto
Nacional de Padrbes e Tecnologia (NIST, do inglés: National Institute of Standards
and Technology), juntamente com o material de referéncia de forrageira (Brachiaria
brizantha cv Marandu, E1001a) fornecido pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), foram utilizados na avaliagdo dos parametros de
desempenho e nas etapas de otimizagdo. Agua ultrapura (18,2 MQ) obtida por sistema
de purificagdo (SynergyUV, Merck, Alemanha) foi empregada em todas as etapas
experimentais, sendo que o material foi previamente descontaminado em banho de
HNO; (10% v v'') durante 24 horas.

5.2.2 Instrumentacgao

O método de digestéao utilizado como referéncia foi realizado empregando um

forno micro-ondas de uso laboratorial com cavidade, operando em vaso pressurizado
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(1,2 kW/2,45 GHz, modelo Start D, Milestone, Italia). Nas etapas de preparo do
solvente e na extragao assistida por micro-ondas (MAE, do inglés: Microwave-assisted
extraction), foi utilizado um forno micro-ondas de uso doméstico com cavidade (0,7
kW/2,45 GHz, modelo NN-ST252, Panasonic, Brasil), operando a pressdo ambiente,
juntamente com uma chapa de aquecimento com agitagao (0,65 kW, modelo 752A,
Fisatom, Brasil), provida de controle de temperatura externo.

Nas etapas de separacédo, foi empregada uma centrifuga (Megafuge 11R,
Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), enquanto que a agitagcdo mecanica foi

realizada utilizando um agitador do tipo vortex (Scientific Industries, Estados Unidos).

5.2.3 Determinacgao elementar por ICP-OES

A determinacdo elementar foi realizada em um instrumento ICP-OES (iCAP
6500, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), operando com gas argbnio
(99,998%, White Martins, Brasil) e o sistema de introdugdo de amostra foi composto
por uma camara de nebulizacdo cicldbnica combinada a um nebulizador tipo
concéntrico (Meinhard, Estados Unidos). As curvas de calibracao foram preparadas a
partir de diluicdes de uma solugdo estoque comercial (Merck, Alemanha) em meio de

HNO; (1% v v''). As demais condigdes instrumentais estido descritas na TABELA 3.

TABELA 3 — CONDIGCOES INSTRUMENTAIS APLICADAS NA DETERMINAGAO ELEMENTAR POR
ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA COM PLASMA ACOPLADO INDUTIVAMENTE

Parametro Especificagao

Poténcia de radiofrequéncia (kW) 1,15

Vazéo do gas principal (L min™) 12,0

Vaz&o do gas auxiliar (L min') 0,5

Vazéo do gas de nebulizagdo (L min'') 0,7

Modo de visédo Axial

Faixa de trabalho (mg L") 0,01 -2,00

Comprimento de onda (nm) Cd 1228,8; Cul324,7; Fe ll 259,9; Mn Il 257,6; Zn 1l 213,8.

FONTE: O autor (2023).
NOTA: Linha atémica (I) e linha iénica (ll).

5.2.4 Preparo do DES

Os solventes foram preparados empregando duas formas de aquecimento:
(A) assistido por radiacdo MW e (B) em banho de aquecimento. Em ambos os casos,

a massa apropriada do componente base foi pesada conforme a razdo molar
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desejada. Para os solventes preparados com adigdo de agua, o volume adequado foi
adicionado utilizando uma micropipeta de precisdo. No método A, o tubo foi submetido
a irradiagao por MW (0,7 kW), em dois ciclos de 30 s intercalados com agitagédo em
vortex por 10 s. No método B, o tubo foi mantido em banho de aquecimento por 1 h a

80 °C. Apds 30 minutos de aquecimento, foi agitado em vértex (10 s).

5.2.5 Efeito do método de preparo, tipo e volume de solvente

O método de preparo (assistido por MW ou banho) foi avaliado. A composigéo
do solvente foi testada quanto a razdo molar entre os componentes ChCIl:OX (1:1, 2:1
e 3:1) e o efeito da adicdo de agua como terceiro componente ChCI:OX:W (1:1:1,
1:1:2, 1:1:3, 1:1:4 e 1:1:5). Além disso, o volume de solvente aplicado no MAE foi
testado em quatro niveis (1 a 4 mL). A eficiéncia da extragéo foi avaliada a partir da
recuperacao (%) calculada conforme a equagdo EQ-A3 (ANEXO A).

5.2.6 Amostras

As amostras de ervas medicinais foram obtidas em mercados locais na cidade
de Curitiba (Parana, Brasil) na forma comercializada, isto é, previamente desidratada.
Todas as amostras foram secas em estufa a uma temperatura de 60 °C por 72 horas
e posteriormente moidas manualmente com o auxilio de um almofariz até se obter um
po fino. Esse po foi peneirado em malha de nylon® e armazenado em frascos de
polietileno até a etapa experimental. Os resultados foram expressos como intervalo
de confianga: média + Incerteza (U), para n = 3, com um nivel de confiangca de 95%,
calculado conforme a equacao EQ-A2 (ANEXO A).

5.2.7 Preparo de amostra

a) MAE: uma massa de amostra (150 + 5 mg) foi pesada diretamente em tubo
de ensaio de vidro (n = 3), seguido da adi¢gao do solvente (3 mL, ChCl:OX:W 1:1:1
razao molar) e da agitagao em vortex (5 s). O tubo foi entdo fechado e irradiado com
MW (630 W/35 s). Por fim, o extrato foi avolumado (6 mL) e centrifugado (8000 x g/5
min). Uma aliquota do sobrenadante foi retirada e apropriadamente diluida para
medicdo em ICP-OES. O esquema simplificado do método esta apresentado na
FIGURA 13.
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FIGURA 13 — ESQUEMA SIMPLIFICADO DO METODO DE EXTRAGCAO ASSISTIDO POR MICRO-
ONDAS UTILIZANDO SOLVENTE EUTETICO PROFUNDO COMO EXTRATOR
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FONTE: O autor (2023).

b) MAD (método de referéncia): uma massa da amostra (200 mg + 5 mg) foi
pesada no vaso de digestdo (n = 3), seguido da adigdo de HNO; (6,0 mL, 7 mol L") e
H,O, (2,0 mL, 30% v v'). O sistema foi irradiado por MW no seguinte programa de
aquecimento: 10 min até atingir 100 °C, 10 min até 200 °C e mantendo por 20 min.

Apos o resfriamento (10 min), os digeridos foram diluidos para 15 mL.

5.2.8 Otimizagao multivariada

O DD foi selecionado para a etapa de otimizagao experimental devido a alta
eficiéncia e viabilidade no estudo de dois fatores. O tempo de extragdo (s) foi
investigado em 5 niveis (25 a 45 s) e a poténcia da irradiagdo MW (%, W) foi estudada
em 3 niveis (80 a 100%). Objetivando a determinagdo multielementar, esta etapa foi
realizada utilizando uma MR obtida utilizando a recuperagao (%) calculada a partir da
equacdo EQ-A4 (ANEXO A). A MR foi utilizada para possibilitar a otimizacao
simultdnea de multiplas respostas e para o ajuste de modelos de regresséo para
determinar a condigao 6tima dos fatores estudados. Os modelos foram ajustados e
avaliados a partir da analise de variancia (ANOVA, do inglés: Analysis of variance),
incluindo a significancia estatistica da regressao e o teste de falta de ajuste (Bezerra
et al., 2008; Novaes et al., 2016b). Os dados foram processados utilizando o software
Statistica (versao 12, StatSoft, Estados Unidos) e todos os testes estatisticos foram

realizados com um nivel de confianga de 95%.
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5.2.9 Parametros de desempenho

Os parametros de desempenho do método foram avaliados conforme critérios
estabelecidos e aceitos pela comunidade analitica, incluindo a Associagao Oficial de
Quimicos Analiticos (AOAC, do inglés: Association of Official Analytical Chemists), a
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés: International Union
of Pure and Applied Chemistry) e o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO) com base nos critérios da AOAC (2023), IUPAC (1978) e
INMETRO (2020).

A exatidao foi estimada a partir da aplicacdo do método em CRM e por
comparagao com o MAD (adotado como referéncia) aplicados em CRM e em amostras
teste. A precisao foi estimada a partir do desvio padrao relativo (RSD, do inglés:
Relative standard deviation) determinado nos ensaios de validagao (n = 3), calculado
conforme a equagao EQ-A5 (ANEXO A). O limite de detecgéo (LOD, do inglés: Limit
of detection) e o limite de quantificacdo (LOQ, do inglés: Limit of quantification) foram
calculados a partir da concentracdo do analito correspondendo a 3,3 e 10 vezes,
respectivamente, o desvio padrao (SD, do inglés: Standard deviation) de 10 medidas
independentes do branco analitico (INMETRO, 2020; IUPAC, 1978), de acordo com
as equacgdes EQ-A6 e EQ-A7 (ANEXO A). Finalmente, possiveis efeitos matriciais
relacionados a determinacdo elementar em ICP-OES foram avaliados a partir da
comparacgao entre os coeficientes angulares das curvas de calibragao preparadas em
meio de DES (1% v v') e HNO; (1% v v'). Nas andlises, os resultados foram
estatisticamente comparados utilizando o teste t de Student para amostras
independentes ou teste t, e estdo apresentados como intervalo de confianga (média +
U, n = 3, nivel de confianga de 95%) conforme a equagao EQ-A8 (ANEXO A).

5.2.10 Meétrica de sustentabilidade

A avaliacdo da sustentabilidade do método baseou-se nos parametros do
GSP incorporados na ferramenta AGREprep. A pontuacdo AGREEprep foi calculada
com base nos seguintes critérios: 1) natureza do método, 2) quantidade de reagentes
téxicos ou perigosos, 3) natureza dos reagentes utilizados, 4) quantidade de residuos
gerados, 5) quantidade de amostra utilizada, 6) numero de amostras preparadas por

hora, 7) numero de etapas e o grau de automacgao do método, 8) consumo de energia
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elétrica, 9) o tipo de técnica de detecgao utilizada e o 10) numero de riscos associados
aos reagentes utilizados. Todos os parametros foram processados com 0s pesos
padrao previamente definidos e os dados foram analisados utilizando o aplicativo
AGREEprep (versao 0.9) desenvolvido por pesquisadores da Gdansk University of

Technology (Pena-Pereira et al., 2022; Wojnowski et al., 2022).

5.2.11 Analise exploratéria utilizando o SOM

As concentragdes determinadas nas amostras foram analisadas utilizando o
SOM. Os dados foram normalizados utilizando uma funcdo de transformacao linear
que forneceu valores variando entre 0 e 1 (Vesanto; Alhoniemi, 2000). Os CPS, matriz-
U e o mapa foram processados utilizando a ferramenta SOM Toolbox, versao 2.1
(Vatanen et al., 2015; Vesanto, 1999) implementada no software MatLab (versao
R2014a, MathWorks, Estados Unidos).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 Composigao e método de preparo do solvente

A aplicacdo dos solventes eutéticos em métodos de extracdo apresentam
vantagens em potencial, sobretudo pela possibilidade de preparar solventes com
diferentes eficiéncias para extracdo de espécies inorganicas. Este estudo avaliou a
composi¢cao do DES preparado com ChCl e OX e aplicado no MAE para a extragao
de Cd, Cu, Fe, Mn e Zn. Além da composicéo, o preparo do solvente foi avaliado por
diferentes métodos e a adicdo de agua como componente do solvente também foi
explorada. As recuperacdes quantitativas estdo apresentadas na FIGURA 14.

O método de preparo foi avaliado com o objetivo de fornecer solventes com
mesma capacidade extrativa e produzidos com menor tempo e consumo de energia.
Para os solventes preparados em banho de aquecimento, foram observadas maiores
variagdes nas taxas de recuperagado, sobretudo para o ferro (27% a 123%) enquanto
que para os solventes preparados assistido por MW, as recuperagdes (%) médias *
desvio padréo variaram de 68 (+ 27) para o ferro a 100 (+ 8) para o cobre. Em banho
de aquecimento, foram observadas variagdes de 73 (+ 33) para o ferro a 94 (+ 4) para

o cobre e a eficiéncia da extragao foi em torno de 80% (FIGURA 15).
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FIGURA 14 — RECUPERACOES OBTIDAS NO METODO DE EXTRAGAO ASSISTIDA POR MICRO-
ONDAS COM SOLVENTE PREPARADO POR MICRO-ONDAS
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FONTE: O autor (2023).

FIGURA 15 — RECUPERACOES OBTIDAS NO METODO DE EXTRAGAO ASSISTIDA POR MICRO-
ONDAS COM SOLVENTE PREPARADO EM BANHO DE AQUECIMENTO
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FONTE: O autor (2023).

Os solventes preparados em ambos os métodos forneceram recuperacoes
satisfatérias, embora os solventes preparados com MW tenham apresentado menor
variacdo nas taxas médias de extragdo. Diferentes processos podem atuar para
fornecer maiores taxas de extragdo, ou seja, facilitar a extragdo do analito da matriz.
Os mecanismos de extragdo para analitos inorganicos, embora ainda pouco
explorados, sugerem que estes podem ser complexados pelo grupo carboxilico
presente no componente base do DES (Schaeffer et al., 2018). Os cations metalicos

podem reagir com acidos organicos formando complexos neutros dissolvidos na fase
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organica por meio de um mecanismo de troca de prétons, conforme apresentado na
equacéo abaixo, onde M"* é o cation metalico e HA é o acido organico (Eyal et al.,
1994; Mitra, 2003).

nHA (DES) + M"™ 5 MA,, (DES) + nH*

Este mecanismo pode justificar a alta eficiéncia da extragcdo para os
elementos extraidos empregando o DES a base de ChCIl e OX. Além disso, tratando-
se de uma amostra de origem vegetal, o solvente pode interagir com 0s grupos
funcionais presentes na matriz vegetal, geralmente ricas em lignina, celulose,
hemicelulose e pectinas, facilitando a sua solubilizagdo no solvente, podendo
contribuir com o aumento das taxas de transferéncia de massa, como resultado da
maior permeacao do solvente na matriz. Os processos de interagdo da MW com a
amostra de natureza vegetal e os processos envolvidos na extragdo dos analitos estéo
apresentados na FIGURA 16.

FIGURA 16 — PROCESSOS ENVOLVIDOS NA INTERAGCAO DA RADIACAO DE MICRO-ONDAS
COM TECIDOS VEGETAIS QUE CONTRIBUEM PARA A EXTRACAO EFICIENTE DO ANALITO
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FONTE: O autor (2023).
NOTA: llustracao fora de escala.

LEGENDA: Solvente extrator em contato com amostra (A), efeito da irradiagdo micro-ondas no
sistema (B) e o sistema apos a separagao das fases e particao do analito (C).

As altas taxas de extracao obtidas no MAE sao favorecidas pela interacao da
MW com a matriz. A MW promove um aumento de pressao dentro da estrutura celular
que colapsa levando ao rompimento da parede externa (FIGURA 16-B). Este efeito
gera uma maior interacdo entre o solvente/amostra favorecendo a transferéncia de

massa no sistema. Além disso, o DES pode interagir de forma mais eficiente com os
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grupos funcionais presentes na parede celular promovendo a sua solubilizagdo. Em
comparagao com o aquecimento indutivo, a forma de atuacido e troca de calor no
sistema é mais efetiva.

Além das interagdes dos DES com os componentes matriciais, outro fator que
pode resultar na elevada eficiéncia de extragao é a formacéao de clorometalatos a partir
da complexagao promovida pelo ion cloreto (CI7). Para o ferro este mecanismo pode
ser essencial tendo em vista que os céations Fe?* e Fe3* reagem com o CI~ formando
as espécies FeCls?>~ e FeCls significativamente mais solliveis em meio aquoso (Calle
et al., 2013). A baixa variagao das recuperagdes obtidas no MAE pode ser relacionada
a adicdo de agua na composigao do solvente. A agua pode interagir mais
eficientemente com a MW por meio de processos de rotagcado de dipolos e migracao
iGbnica (Barnes et al., 2014; Nobrega; Donati, 2011). Sendo assim, a energia térmica
pode ser distribuida de forma mais uniforme na interface solvente/amostra,
favorecendo a extragao do analito da matriz.

Por fim, para comparagao entre os métodos de preparo do solvente, foi
estimada a eficiéncia dos métodos de preparo do solvente em relagdo ao consumo de
energia elétrica por mL de solvente produzido, calculado conforme a EQ-A10 (ANEXO
A). Levando em consideracao o tempo (h) de preparo e a poténcia nominal em Watt
dos instrumentos utilizados, o consumo energético foi de 0,001 e 0,013 (KWh mL™")
para o preparo de um volume de 50 mL de solvente no procedimento assistido por
MW e em banho de aquecimento, respectivamente.

O preparo do solvente assistido por MW consome 13X menos energia que em
banho de aquecimento. Além disso, uma menor quantidade de energia € dissipada e
perdida pelo aquecimento por irradiagdo, ja que as MW atuam diretamente no
solvente/amostra. Também foi considerada a adicdo de agua na composicdo do
solvente, um fator relacionado a reducédo da viscosidade. A adicdo de pequenas
quantidades de agua pode potencializar a distribuicdo da rede de ligagdes de
hidrogénio no solvente (Nolasco et al., 2022). Além disso, a presenga de agua leva ao
aumento do rendimento do solvente, proporcionando maior redugdo do consumo de
reagentes, e também pode ser favoravel ao aumento das taxas de transferéncia de
massa promovendo maior interagdo na interface amostra-analito-solvente. Com base
nas recuperagdes obtidas, a baixa variagdo nas recuperagdes, as vantagens da
adicao de agua na composicao e a eficiéncia energética, o solvente ChCl:OX:W (razéo

molar 1:1:1) foi selecionado e utilizado no MAE.
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5.3.2 Efeito do volume de solvente

O estudo do volume de solvente em um método de extragao é indispensavel
para a obteng¢ao de boas taxas de recuperagao. O solvente € o principal responsavel
pelos processos de transferéncia de massa e a extracdo do analito da matriz. Sendo
assim, a razao do solvente e a massa de amostra tem uma delicada relacdo que pode
favorecer a obtencdo de melhores taxas de extracdo. Neste caso, investigamos o
volume de solvente aplicado no procedimento MAE utilizando 150 mg de amostra. Na
FIGURA 17 esta apresentada a recuperacao (%) para os analitos em funcdo da

variacao do volume de DES aplicado na extracao.

FIGURA 17 — RECUPERACAO QUANTITATIVA PARA DIFERENTES VOLUMES DE SOLVENTE
EMPREGADOS DURANTE A EXTRACAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS
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FONTE: O autor (2023).

Em geral, as recuperagdes foram superiores a 60% para todos os analitos,
exceto para o Fe. O comportamento do ferro apresenta a maior variacdo em
comparagao aos demais analitos, sugerindo que para este analito a extragao da matriz
seja mais dificil. Além disso, a redugao da taxa de extracao a partir de 3 mL de solvente
pode ter relagdo com o equilibrio quimico entre espécies extraidas da matriz. Neste
caso, o equilibrio pode ser deslocado no sentido inverso, levando a reabsor¢ao dos
ions pela matriz. Foram observadas as maiores recuperagdes, principalmente para o
Fe, quando utilizados um volume de 3 mL do solvente e massa de amostra de 150 mg

(50 mg/mL amostra/solvente).



5.3.3 Otimizagao multivariada

Além do volume e da composicdo do solvente, outros fatores que podem
afetar a eficiéncia da extracdo foram investigados. O DD foi selecionado e nove
experimentos foram realizados, incluindo repeticbes do ponto central para estimativa

do erro experimental. A matriz de dados (fatores em niveis reais e codificados) e a MR

calculada para cada experimento estdo apresentados na TABELA 4.

TABELA 4 — MATRIZ DO PLANEJAMENTO DE DOEHLERT E RESPOSTA EXPERIMENTAL
UTILIZADOS NA OTIMIZACAO DO TEMPO E POTENCIA ENVOLVIDOS NO METODO DE

EXTRACAO
Tempo — A Poténcia - B Resposta

Experimento (s) (%) Multipla
1 45 (1) 90 (0) 4,77

2 40 (0,5) 100 (0,866) 4,60

3 25 (1) 90 (0) 4,46

4 30 (-0,5) 80 (-0,866) 4,47

5 40 (0,5) 80 (-0,866) 4.47

6 30 (-0,5) 100 (0,866) 4,48

7 (CP) 35 (0) 90 (0) 4,86

8 (CP) 35 (0) 90 (0) 4,88

9 (CP) 35 (0) 90 (0) 4,91

FONTE: O autor (2023).
LEGENDA: Ponto central (CP).

Os modelos matematicos ajustados foram avaliados quanto a adequabilidade
e capacidade preditiva, com base na ANOVA (TABELA 5).

TABELA 5 — ANALISE DE VARIANCIA PARA O MODELO QUADRATICO OBTIDO NO

PLANEJAMENTO DOEHLERT

Fonte de variagcao SS Df MS F-calculado Valor p
Regressao @ 0,304 5 0,061 25,0 0,012
Falta de ajuste 0,006 1 0,006 9,5 0,500
Erro puro 0,001 2 0,001

Total 0,311 8

FONTE: O autor (2023).
NOTA: a) Nivel de confianca de 95%.

LEGENDA: Soma quadratica (SS), grau de liberdade (Df), média quadratica (MS).

A significancia estatistica da regresséo foi avaliada a partir da distribuigdo de

Fisher (Teste F), comparando as variancias descritas pelo modelo e pelos residuos
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(diferenca entre o valor predito e real). Para uma raz&o entre a média quadratica da
regressao e media a quadratica residual, ou seja, o F-calculado, devera ser superior
ao F-tabelado no respectivo nivel de confianga e graus de liberdade. Neste caso, foi
obtido o modelo quadratico que forneceu um F-calculado (Df = 5; 3) de 25,02 > 9,01
F-tabelado (Df = 5; 3, p = 0,05).

Portanto, pode-se assumir que a regressao € capaz de descrever o
comportamento da resposta experimental sem maiores distor¢gdes estatisticas, sendo
considerada significativa (p < 0,05). Para confirmar, o teste de falta de ajuste deve
evidenciar que o modelo n&o apresenta falta de ajuste (portanto p > 0,05), onde um
F-calculado sera menor que o F-tabelado. Para o modelo quadratico, foi obtido um
valor de F-calculado de 9,50 < 18,51 F-tabelado (Df = 1; 2, p = 0,05). Sendo assim,
assume-se que nao existe falta de ajuste no modelo, isto é, a falta de ajuste e o erro
puro nao diferem significativamente e estimam a mesma grandeza.

Portanto, foi obtido um modelo onde a regressao € significativa e a falta de
ajuste ndo é significativa, sugerindo que este é capaz de fornecer e prever o
comportamento da recuperacgao refletido na MR para os analitos dentro do dominio
experimental estudado (Barros Neto et al., 2010; Bezerra et al., 2008). Finalmente,
verificamos que o coeficiente de determinacdo (R?) para o modelo foi de 0,976,
indicando que a regressao € capaz de descrever adequadamente o comportamento
experimental. Um valor de R? préximo a unidade indica um bom ajuste do modelo
empirico aos dados experimentais (Novaes et al., 2017).

O modelo forneceu evidéncias da significancia dos fatores estudados e de
suas interagdes, representada pelo efeito padronizado (SE, do inglés: Standardized
effect). O SE é uma relagao entre o valor do efeito e o erro normal que reflete a
importancia do fator (ou interagdo) no comportamento da resposta experimental. O
grafico de pareto (FIGURA 18-A) apresenta esta relacdo. A linha vertical (magenta)
corresponde ao valor critico da distribuicdo t de Student, no respectivo grau de
liberdade e nivel de confianga envolvidos no calculo do desvio padréao do efeito. Um
efeito positivo indica um aumento da resposta a medida que o fator varia de um nivel
inferior para um nivel superior, € 0 oposto se aplica ao efeito negativo. Verificamos
que a poténcia aplicada e o tempo de extragcdo foram significativos e apresentam
efeitos negativos e de mesma magnitude. A poténcia MW esta associada a quantidade
de energia irradiada na cavidade pelo magnetron (dispositivo que gera a MW) e esta

relacionada a taxa de aquecimento.
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FIGURA 18 — EFEITO PADRONIZADO (SE) PARA FATORES E INTERAGOES (A) E GRAFICO DE
CONTORNO OBTIDO COM O MODELO QUADRATICO (B)
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FONTE: O autor (2023).

Um maior tempo fornece o mesmo efeito na variagdo térmica das amostras
do que o dobro da poténcia. Sendo assim, aplicando uma maior poténcia podem ser
obtidas melhores taxas de recuperagdo com um menor tempo de extragdo. Com base
nas observagdes anteriores (em outros modelos investigados), verificamos que o
tempo apresenta efeito pratico mais pronunciado, especialmente devido ao sucessivo
aumento de temperatura do sistema.

Por fim, o modelo adequado possibilitou a obtengao do ponto critico, ou seja,
os valores experimentais dentro do dominio investigado que fornece a maior
recuperacao para os analitos. A FIGURA 18-B apresenta o grafico de contorno, que
indica a variagdo da MR de acordo com as alteragdes dos niveis dos fatores
modelados. Uma regido de maximo (indicada pelas cores mais quentes) foi observada
na regiao com poténcia proxima a 90% e tempo entre 35 e 40 s. Com tempo inferior a
25 s, a MR obtida foi < 4,2 e as recuperagbes podem nao atender aos critérios de
qualidade almejados. Na regido de maximo, foi obtida uma MR > 4,8.

O calculo das coordenadas do ponto critico com base no modelo matematico,
forneceu valores criticos de 37,4 s e 90,8 %, W) para tempo e poténcia,
respectivamente, com MR predita de 4,90. Em razao de limitacdes experimentais, a
condigcao otima foi executada experimentalmente com tempo de 35 s e poténcia de

90%. Nestas condi¢cdoes, a MR predita pelo modelo foi de 4,88 e na replicagao
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experimental foi obtida a MR = 4,91 £ 0,05 (n = 3). A comparagao estatistica
evidenciou a auséncia de diferencga significativa (t-calculado = 0,95) para um nivel de
confianga de 95% (t-tabelado = 4,303). Estes resultados confirmam a qualidade do

modelo matematico ajustado.

5.3.4 Parametros de desempenho

A etapa de otimizacdo das condi¢gbes experimentais € um passo importante
na obtencdo de condicbes adequadas de extracdo. O desempenho analitico do
método proposto foi avaliado com base na aplicagdo em CRM. A recuperacao (%) foi
utilizada como critério e os resultados obtidos a partir da aplicacdo do MAE nas
condic¢des otimas estao apresentados na TABELA 6. As recuperagdes variaram de 87
a 109% no MAE e os critérios de desempenho foram atendidos considerando os niveis
das concentragdes determinadas (AOAC, 2023; INMETRO, 2020). O teste t Student
indicou que ndo ha diferenga estatistica (t-calculado < 4,30) entre as concentracdes
determinadas utilizando o MAE e as os valores certificados.

Além disso, os CRMs também foram submetidos ao MAD. Comparando os
resultados obtidos pelos dois métodos, foram obtidas recuperacdes variando de 88%
a 109%. Portanto, os dados indicam que o MAE utilizando DES foi eficiente e
proporcionou um alto nivel de eficiéncia, especialmente considerando a sua
simplicidade, rapidez e segurancga.

Por fim, para validar a aplicabilidade do método em amostras reais, quatro
amostras foram testadas e os resultados (TABELA 7) foram comparados com o
método de referéncia. Em relagdo ao MAD, a MAE forneceu resultados comparaveis
com recuperacdes variando de 86 a 114% demonstrando que o MAE forneceu
eficiéncia adequada para as amostras de matrizes similares. Além disso, as pequenas
variagbes matriciais decorrentes das diferentes composicbes amostrais néao
impactaram na eficiéncia da extragao dos elementos estudados.

A precisao foi estimada a partir do RSD (%). No MAE, foram obtidos RSDs
variando de 3,5 a 8,4%, enquanto no MAD a variacao foi de 1,3 a 8,1%. Os resultados
fornecidos pelo MAE s&o compativeis aos obtidos utilizando o método padrdo. Embora
o MAE apresenta maior ocorréncia de erros sistematicos relacionados as etapas
utilizadas, os baixos RSDs obtidos indicam que as etapas experimentais nao afetam

significativamente a precisdo das medidas.
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TABELA 6 —- COMPARACAO ENTRE O METODO DE EXTRAGAO ASSISTIDA POR RADIACAO MICRO-ONDAS E DIGESTAO ACIDA ASSISTIDA POR MICRO-

ONDAS APLICADOS EM MATERIAL DE REFERENCIA CERTIFICADO

CRM MAE MAD MAE/MAD
Valor certificado Concentracido RSD Recuperagao Concentracido RSD Recuperagao Recuperagao
CRM Elemento (mg kg™') (mg kg™ + V) (%) (%) t-cal (mgkg'*U) (%) (%) t-cal (%)
NIST 1515 Cu 5,69+0,13 6,02 + 0,52 3,5 106 273 554+0,18 1,3 97 3,62 109
(Folha de macieira) Fe 82,7+26 78,3+8,8 4,5 95 213 83,4+16,8 8,1 101 0,19 94
Mn 54,1 +1,1 51,0+6,2 4,9 94 211 49,8+5.2 4,2 92 3,60 102
Zn 12,45+ 0,43 12,11 + 1,87 6,2 97 0,79 11,39%1,19 4,2 91 3,85 106
NIST 1573a Cd 1,517 £ 0,027 1,548 + 0,296 7,7 102 0,45 1,598 +0,132 3,3 105 2,64 97
(Folha do tomateiro) Cu 4,70+ 0,14 5,14 £ 0,87 6,8 109 2,18 4,87 +£0,21 1,7 104 3,48 109
Fe 367,5+4,3 335,2+70,3 8,4 91 1,97 343,8+67,3 7,9 94 1,52 97
Mn 246,3+ 7,1 2250+ 73,5 3,6 91 3,68 2329+17,7 3,1 95 3,26 97
Zn 30,94 + 0,55 26,89 + 4,85 7,3 87 3,59 30,66 + 3,79 5,0 99 0,31 98
FONTE: O autor (2023).
NOTA: Incerteza da distribuicdo t (n = 3), nivel de confianca de 95% no teste t de Student.

LEGENDA: Material de referéncia certificado (CRM), extragéo assistida por micro-ondas (MAE), digestéo assistida por micro-ondas (MAD), incerteza da medigao
(U), desvio padrao relativo (RSD).
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TABELA 7 — COMPARACAO ENTRE O METODO DE EXTRAGAO ASSISTIDA POR RADIAGAO
MICRO-ONDAS E DIGESTAO ACIDA ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS APLICADOS EM

AMOSTRAS TESTE
MAE MAD MAE/MAD
Amostra Concentragio RSD Concentragdo RSD Recuperagao
(erva medicinal) Elemento (mgkg"*U) (%) (mg kg £ U) (%) (%)
Alho Cd 0,646 + 0,021 1,3 0,677 + 0,091 54 95
(Allium sativum) Cu 12,77 + 0,86 2,7 13,26 £ 1,74 53 96
(S-4) Fe 553,60 £+ 64,70 4,7 546,90 £ 42,90 3,2 101
Mn 118,40 + 5,60 1,9 103,50 + 1,40 0,5 114
Zn 30,37 £ 2,93 3,9 28,54 + 5,32 7,5 106
Gengibre Cd 1,310 £ 0,268 2,3 1,360 £ 0,126 3,7 96
(Zingiber officinale) Cu 3,41+ 0,26 3,0 3,76 £ 0,65 6,9 91
(S-13) Fe 97,50 + 12,90 53 109,2 £ 14,8 54 89
Mn 100,10 £ 10,60 4,3 111,30 £ 2,00 0,7 90
Zn 18,62+ 1,75 3,8 17,94 £ 2,26 5,1 104
Ginkgo biloba Cd 1,443 + 0,326 2,5 1,572 £ 0,206 55 94
(Ginkgo biloba) Cu 8,61+ 0,64 3,0 8,38 + 0,44 2,1 103
(S-16) Fe 1379,0 £ 160,0 4,8 1282,0 + 53,0 1,7 107
Mn 133,70+ 10,50 3,2 143,30 £ 5,70 1,6 93
Zn 15,20 + 1,80 4,9 16,92 £ 2,99 7,1 90
Ginseng Cd 1,236 £ 0,104 3.4 ND - -
(Panax ginseng)  Cu 3,56 £ 0,10 1,1 3,85+ 1,39 4,0 92
(S-19) Fe 205,30 £22,00 4,3 212,9 + 8,30 1,6 96
Mn 56,60 * 7,40 5,2 65,40 + 2,70 1,6 86
Zn 8,86 + 1,27 5,8 9,93+ 0,24 1,1 89
FONTE: O autor (2023).
NOTA: Nao determinado (ND), Incerteza distribuicdo t, n = 3, nivel de confianga de 95%.

LEGENDA: Extracdo assistida por micro-ondas (MAE), digestéo assistida por micro-ondas (MAD),
incerteza da medigéo (U), desvio padrao relativo (RSD).

Os demais parametros analiticos avaliados e a comparacao entre curvas de

calibragdo preparadas em meio padrdao (HNO; 1% v v'') e DES (1% v v'') estdo

apresentados na TABELA 8. Possiveis efeitos matriciais decorrentes do uso de

solvente de natureza organica (DES) na quantificagao por ICP-OES foram avaliados.

As curvas analiticas apresentam sensibilidades similares,

considerando os

coeficientes angulares (A) de mesma magnitude. Além disso, o teste estatistico ndo

forneceu indicios de diferenga estatistica entre os grupos, assumindo-se que ambas

as curvas analiticas fornecem resultados equivalentes. Isto €, podem ser utilizadas na

calibracdo sem prejuizo da sensibilidade instrumental.
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TABELA 8 - COMPARAGAO ENTRE CURVAS DE CALIBRAGAO E PARAMETROS ANALITICOS
DO METODO PROPOSTO

HNO,; @ DES (®) LOD LOQ
Elemento A R? A R? (mg kg') (mg kg')
Cd 8308 0,9999 7961 0,9999 0,0077 0,0233
Cu 28682 0,9999 27778 0,9999 0,0076 0,0229
Fe 11682 0,9999 11554 0,9998 0,36 1,10
Mn 63454 0,9999 63638 0,9999 0,02 0,06
Zn 7061 0,9999 6739 0,9999 0,22 0,67

FONTE: O autor (2023).
NOTA: a) HNO; (1% v v'); Faixa de trabalho: 0,01 — 2,00 mg L.
b) DES ChCl:OX:W 1:1:1 (1% v v'); Faixa de trabalho: 0,01 — 2,00 mg L.
LEGENDA: Coeficiente angular (A), coeficiente de determinagéo (R?), limite de detecgéo (LOD),
limite de quantificagéo (LOQ).

Esta etapa é favoravel a simplificagdo do procedimento, além de reduzir a
inser¢cao de fontes de variagdo. Ademais, os coeficientes de determinagéo (R?) das
curvas de calibragao foram superiores a 0,999 e estdo em acordo aos critérios aceitos
com especificagdes de R? > 0,998. Os LODs calculados variaram de 0,0077 a 0,36
mg kg e os LOQs de 0,0233 a 1,10 mg kg™'. Especialmente para Cd o baixo valor de
LOQ obtido € um ponto favoravel, ja que o Cd é geralmente encontrado em baixas

concentragdes em matrizes vegetais (Caldas; Machado, 2004).

5.3.5 Avaliacao da sustentabilidade

A GSP e GAC fornecem diretrizes para o desenvolvimento de métodos
analiticos mais sustentaveis. Nesta avaliagdo, a sustentabilidade do método
desenvolvido foi avaliada utilizando o AGREEprep como meétrica. A pontuacao
AGREEprep foi calculada a partir dos dados consolidados e os resultados foram
comparados com o MAD (adotado como referéncia), com um método de extracéo
assistida por ultrassom (UAE, do inglés: Ultrasound-assisted extraction) proposto por
Costa et. al. (2020) e com um método de extragao com acido férmico (FAE, do inglés:
Formic acid extraction) proposto por Moreira et al. (2022).

As pontuacdes AGREEprep estdo apresentadas na FIGURA 19. O MAE
obteve a pontuagao AGREEpreep de 0,73, o que o torna compativel com as diretrizes
do GSP. A principal diferenga entre os métodos comparados com o MAE ¢é o uso de
DES e a eliminacao de reagentes toxicos (critério 2). Esse aspecto confere ao método

uma alta pontuacdo em termos de seguranga ambiental e operacional. Além disso, o
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uso de materiais provenientes de fontes renovaveis (critério 3) esta associado a um

menor impacto ambiental.

FIGURA 19 — PONTUAGAO OBTIDA UTILIZANDO O AGREEprep DO METODO DE EXTRAGAO
ASSISTIDO POR MICRO-ONDAS UTILIZANDO SOLVENTE EUTETICO PROFUNDO APLICADO
EM ERVAS MEDICINAIS

Lo

FONTE: O autor (2023).

LEGENDA: Métrica analitica de sustentabilidade (AGREEprep), extragéo assistida por micro-ondas
(MAE), digestao assistida por micro-ondas (MAD), extragao assistida por ultrassom
(UAE) e extragdo com acido formico (FAE).

A rapidez do procedimento contribui para o baixo consumo de energia e
emissoes de carbono reduzidas. A simplificagdo do processo, com a redugao do
numero de etapas, e o baixo consumo de amostras sao caracteristicas distintivas do
meétodo proposto. Esses parametros demonstram de maneira abrangente que a
combinagcdo de DES como solvente alternativo de alta eficiéncia e capacidade
extratora com a utilizacado de radiagao MW apresenta amplo potencial e aplicabilidade
para o desenvolvimento de métodos conforme as diretrizes do GSP. A substituicao de
reagentes toxicos/perigosos € um ponto crucial nesse contexto, e as estratégias de
otimizagao utilizadas resultaram em parametros analiticos aprimorados, colaborando
com o aumento de eficiéncia e a confiabilidade dos resultados (Pena-Pereira et al.,
2020; Wojnowski et al., 2022).

5.3.6 Aplicagao analitica

O método desenvolvido foi aplicado na determinacéo dos elementos quimicos
em amostras de ervas medicinais popularmente consumidas. As concentragdes
determinadas estdo apresentadas no APENDICE F. As menores concentracdes foram
obtidas para o Cd que variou de 0,646 a 1,443 mg kg', enquanto as maiores
concentragdes foram do Fe variando de 97,5 a 1379 mg kg'. A seguinte ordem

crescente foi observada: Cd < Cu < Zn < Mn < Fe. Macro elementos essenciais sdo
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necessarios para manutencdo do funcionamento regular do organismo quando
absorvidos em quantidades adequadas em alimentagao equilibrada.

Por outro lado, elementos como o Cd ndo desempenham fungdes fisioldgicas
e podem desencadear efeitos deletérios ao organismo (Kilic; Soylak, 2020; WHO,
1996). Em 23 das 32 amostras analisadas foram encontradas concentragdes acima
do recomendado pela Organizagcao Mundial da Saude (WHO, do inglés: World Health
Organization) para ervas medicinais, que é de 0,30 mg kg™ (WHQO, 1999). As variagdes
nas concentracdes de Cd podem estar relacionadas a diversos fatores, especialmente
a exposicao nos locais de cultivo ou nas etapas de processamento. Entretanto, devido
ao consumo indireto da maioria das amostras analisadas, as taxas de transferéncia
do Cd em processos de infusdo e consumo de chas sao baixas (Polechonska et al.,
2015). No entanto, ainda assim, o controle dos niveis elementares em amostras
medicinais € uma etapa essencial para o gerenciamento de agdes de gestao e saude
publica (EMA/HMPC, 2010). Por fim, as concentra¢des determinadas foram avaliadas
utilizando uma estratégia de analise exploratéria. O SOM foi gerado a partir das
concentracdes determinadas para identificar padrdées ou relagdes entre as amostras.

Os resultados obtidos estao apresentados na FIGURA 20.

FIGURA 20 - PLANOS DE COMPONENTES DAS VARIAVEIS E MATRIZ DE DISTANCIA
UNIFICADA (A), DISTRIBUICAO ESPACIAL DAS AMOSTRAS DE ERVAS MEDICINAIS NO MAPA
(B) E DENDOGRAMA DA DISTANCIA EUCLIDIANA DOS NEURONIOS DO MAPA (C)

A B c
Baixo e wm» Alto | ] m v 1,4 0,7 0,0

0 P

FONTE: O autor (2023).

Os planos de componentes (Painel A) refletem a variagao das concentragdes
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dos analitos e a matriz-U apresenta as distancias unificadas (Painel B) estimadas a
partir do dendrograma (Painel C) com a distédncia euclidiana. A partir destes
parametros, os grupos foram discriminados, e o mapa (Painel B) apresenta a
distribuicdo espacial das amostras em seus respectivos grupos. Foram distinguidos
quatro grupos (I, Il, Il e IV) a partir das concentragdes dos elementos determinados.
O grupo | (¢) discrimina as amostras com as concentragdes mais elevadas de Cu
(6,25 a 19,53 mg kg™'), Fe (256 a 4757 mg kg™') e Zn (35,9 a 536,2 mg kg™'). Por outro
lado, o grupo Il () foi caracterizado por baixas concentra¢des de Cu (2,74 a 9,92 mg
kg™), Fe (70 a 241 mg kg™') e Zn (8,9 a 32,4 mg kg'). As amostras distribuidas nos
grupos Il (<) e lll (¢) sao similares em relagdo as concentragdes de Cd. Nao foi
possivel estabelecer relagdes entre as concentracdes determinadas dos elementos e
a natureza ou tipo de amostra e parte consumida. Esse fato pode ter relagdo com a

alta variabilidade das amostras e as origens diversas.

5.4 CONCLUSOES PARCIAIS

Neste estudo, foi desenvolvido um método para o preparo de amostra de
matriz vegetal antes da determinacdo elementar por ICP-OES. As estratégias de
otimizagao utilizadas forneceram as condicdes ideais para a maxima eficiéncia no
procedimento. Além disso, utilizamos os DES como solventes extratores alternativos,
aproveitando tanto o seu potencial ecolégico como a alta eficiéncia e capacidade de
extracdo, e, a0 mesmo tempo, explorando as vantagens associadas ao uso da
radiacdo de micro-ondas. Os avangos destacados neste estudo demonstram o
potencial e a aplicabilidade dos DES quando sdo combinados com a otimizacao
multivariada na obtencdo de parametros analiticos robustos, resultando em um
método alinhado com os principios do GSP. O método de extragao proposto apresenta
diversas vantagens quando comparado com trabalhos semelhantes encontrados na
literatura. Foram obtidas recuperacbes adequadas e compativeis com os
procedimentos de referéncia, eliminando a necessidade de etapas adicionais de
extragdo com HNO3z, HCI ou H,0O,. Além disso, o baixo volume de solvente necessario
resultou em altos rendimentos e minimizou a geracdo de residuos. O tempo de
preparo foi consideravelmente reduzido em comparagao com os métodos de digestao
convencionais, o que possibilitou uma alta frequéncia analitica, permitindo o

processamento de até 100 amostras por hora.
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6 CAPITULO IV — DESENVOLVIMENTO DE METODO DE EXTRAGAO
INDUZIDA POR QUEBRA DE EMULSAO ASSISTIDA POR MICRO-
ONDAS APLICADO NO PREPARO DE OLEOS VEGETAIS?

6.1 INTRODUCAO

Os 6leos e gorduras sao consumidos em todo o mundo e fazem parte de
praticas culturais antigas em diversas regides. Além dos beneficios associados ao
consumo de acidos graxos, eles podem contribuir para a ingestao de micronutrientes
e macronutrientes essenciais para a saude humana, ressaltando a importancia do
monitoramento dos niveis nutricionais (Gonzalez-Torres et al., 2023; Lepri et al., 2011;
Shah; Soylak, 2022). Além disso, esses produtos podem passar por processos
industriais, como filtragem e controle de acidez, que podem levar a incrementos das
concentracdes elementares.

No entanto, as matrizes a base de acidos graxos e lipidios costumam ser
complexas (Baldo et al., 2020), exigindo processos robustos que muitas vezes
envolvem altas temperaturas e longos periodos de preparo (Lepri et al., 2011).
Embora tenham ocorrido avangos significativos no preparo desse tipo de matriz com
foco na determinacéo elementar (Lepri et al., 2011; Mdluli et al., 2020; Souza et al.,
2022; Valasques et al., 2017), os métodos muitas vezes estéo limitados a processos
de decomposicdo, diluigdo ou extracdo, que requerem o0 uso de reagentes
concentrados geralmente toxicos e perigosos. Como alternativa, métodos baseados
na formacdo de emulsdes tém sido propostos como opgdes para a extracdo de
analitos inorganicos em matrizes oleosas (Adolfo; Nascimento, 2021; Cassella et al.,
2010; Lepri et al., 2011; Valasques et al., 2017), éleo diesel (Cassella et al., 2011),
gasolina (Souza et al., 2021), biodiesel (Ling et al., 2016; Pereira et al., 2014), éleos
comestiveis (Carneiro et al., 2020; He et al., 2014; Robaina et al., 2012; Valasques et
al., 2020) e manteigas (Adolfo et al., 2021; Guimaraes et al., 2022).

Os procedimentos EIEB s&o mais simples, rapidos e ndo exigem a remogéo
completa da matriz organica, além de terem um baixo custo (Adolfo; Nascimento,

2021; Cassella et al., 2010). Apesar de ja existirem relatérios que demonstram sua

3 Este capitulo € uma versdo modificada de: Costa, F.S. et al., Talanta, v. 266, p. 125108, 2023.
DOI: 10.1016/j.talanta.2023.125108.
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utilidade para diferentes amostras, como 6leos vegetais, gasolina e diesel, esses
procedimentos sao pouco explorados, principalmente devido ao numero limitado de
solventes extratores eficazes, que normalmente sdo acidos concentrados.
Alternativas mais simples, rapidas e confiaveis sao desejaveis, principalmente
quando alinhadas aos principios do GSP e GAC. A redugao no numero de etapas
experimentais, o baixo consumo de amostra, a dispensa de reagentes téxicos, a
economia de energia, a minimizacdo da geracdo de residuos e o aumento da
eficiéncia sao objetivos a serem alcancados (Cerutti et al., 2019; Lopez-Lorente et al.,
2022). Nesse contexto, a integragdo de DES nos métodos EIEB com foco no
aprimoramento da eficiéncia de extragao, melhoria do desempenho analitico e ganhos
em sustentabilidade. Assim, foi desenvolvido um novo método para o preparo de
amostras de 6leo vegetal, denominado extracdo baseada na quebra de emulsdo
assistida por micro-ondas (MAEB, do inglés: Microwave-assisted extraction based on

emulsion breaking), utilizando um DES.

6.2 EXPERIMENTAL
6.2.1 Material, reagentes e instrumentacao

Além do material descrito no tdpico 5.2.1, os solventes foram preparados
utiizando CA, FA (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), AA e MA (Synth, Brasil), como
descrito anteriormente (topico 5.2.4). Triton X-100, Triton X-114 (Neon, Brasil) e
Tween-80 (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) foram utilizados no preparo das solugbes
de surfactantes (5% v v''), e um padrao de dleo mineral (Conostan, SCP Science,
Canada) foi empregado nos ensaios de adicdo de padrdo. Para o método de
referéncia, utilizou-se um forno micro-ondas de uso laboratorial, com cavidade e
operando sob vaso pressurizado (1,9 kW/2,45 GHz, modelo Ethos Easy, Milestone,
Italia), e nas etapas de agitagdo mecanica, utilizou-se um agitador do tipo vértex

(Scientific Industries, Estados Unidos).

6.2.2 Amostras

As amostras de diferentes 6leos/manteigas foram obtidas em mercados locais
ou fornecidas por empresas do setor (Curitiba, Brasil). Antes da analise, as amostras

foram homogeneizadas e mantidas em aquecimento (50 °C) e foram analisadas sem
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nenhum processamento adicional. Os resultados foram expressos em intervalo de

confianga (média £ U, n = 3, 95% de confianga).

6.2.3 Determinacao elementar

A determinacido elementar foi realizada conforme descrito anteriormente
(tépico 5.2.3), com os seguintes comprimentos de onda: Al | 396,1; Ca | 393,3; Cd |
228,8; Cr 1 283,5; Cu | 324,7; Fe 11 259,9; K | 766,4; Mg Il 280,2; Mn |l 257,6 e Zn Il
213,8. As curvas de calibragdo (0,01 a 1,00 mg L") foram preparadas a partir de
diluicdes de uma solugdo estoque comercial (Merck, Alemanha) em meio com
compatibilizagcdo matricial (DES/Triton X-100). Para a analise dos digeridos foi

utilizada uma curva de calibragao preparada em meio de HNO;.

6.2.4 Preparo de amostra

a) MAD (método de referéncia): uma massa (350 + 5 mg) da amostra foi
pesada diretamente no vaso de digestao (n = 3). Na sequéncia foi adicionado 6 mL de
HNO; (7 mol L") e 2 mL de H,0, (30% v v'). O sistema foi irradiado por MW no
seguinte programa: aquecimento por 10 min até 120 °C, 10 min até 200 °C
permanecendo por 20 min. Apos o resfriamento (10 min), os digeridos foram diluidos
para 15 mL.

b) MAEB: O método foi realizado a partir da formagao e subsequente quebra
de uma emulsdao composta por DES/Amostra de dleo. Inicialmente, uma aliquota da
amostra (5 £ 0,1 mL) foi transferida para um tubo de polipropileno de 15 mL (tipo
Falcon). Em seguida, foram adicionados o DES (1,7 mL, ChCIl:OX:W) e Triton X-100
(1,3 mL, 5% v v'). O tubo foi agitado vigorosamente em vértex por 36 segundos para
formar a emulsao, seguido de um periodo de repouso de 5 minutos. A separagao das
fases (quebra da emulséo) foi acelerada utilizando radiagao MW (10 s, 350 W). Apos
a completa separagdo, o sobrenadante (amostra residual) foi descartado, e uma
aliquota da fase extratora foi retirada e diluida antes da analise por ICP-OES. O
esquema do método proposto e as principais etapas envolvidas estdo apresentados
na FIGURA 21.
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FIGURA 21 — ESQUEMA SIMPLIFICADO DO METODO DE EXTRAGCAO BASEADA EM QUEBRA
DE EMULSAO ASSISTIDA POR RADIACAO MICRO-ONDAS

Amostra Solventes Emulsificagdo Quebra de emulséo Solugéo final

5mL DES (1,7 mL) Agitacdo/vortex Micro-ondas ICP-OES
+ GC36s G 10s

Triton X-100 (1,3 mL) QOO@
000
FONTE: O autor (2023).

6.2.5 Efeito da composicao do solvente extrator e tipo de surfactante

O efeito da composi¢gao do solvente foi avaliado a partir do preparo de
diferentes DES a base de ChCl com os seguintes acidos carboxilicos: acético (AA,)
citrico (CA), férmico (FA), malico (MA), oxalico (OX) e tartarico (TA). O efeito da adicao
de agua na composi¢cao do DES também foi avaliado variando de 1 a 6 mol na
composi¢cao molar. Os DES foram preparados conforme descrito anteriormente no
tépico 5.2.4 (ver acima), no método assistido por MW, todos na proporgéo molar 1:1:1,
entre HBA, HBD e agua. Por fim, o tipo de agente surfactante foi investigado. O Triton
X-100, Triton X-114 e Tween-80 foram avaliados na concentragdo (5% v v''). Nesta
etapa, as recuperacgdes (%) foram calculadas conforme EQ-A3 (ANEXO A) utilizando
as concentragdes previamente determinadas na amostra teste utilizando o

procedimento de referéncia.

6.2.6 Otimizagcao multivariada

Um MD e um BBD foram utilizados para a otimizagdo das condicdes
experimentais. Na primeira etapa, um MD foi aplicado no estudo do volume de amostra
(A), solvente extrator (B) e surfactante (C) que foram modelados com as seguintes
restricbes: A —amostra (4 a5 mL), B—DES (1 a3 mL) e C — Triton X-100 (1 a 3 mL).

O desenho experimental esta apresentado na FIGURA 22.
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FIGURA 22 — DESENHO EXPERIMENTAL DO PLANEJAMENTO DE MISTURA COM AS
RESTRICOES APLICADAS AOS COMPONENTES MODELADOS

B DES (mL) - B
FONTE: O autor (2023).

Na segunda etapa, o BBD foi utilizado no estudo do tempo de emulsificagao
(s), extragao (min) e quebra da emulsao (s). Os experimentos foram executados em
ordem aleatéria e repeticdes dos niveis centrais incluidos para estimar o erro
associado ao sistema e avaliacdo dos SEs de fatores e interagcbes. Objetivando a
determinagao multielementar, a otimizagao foi desenvolvida utilizando a MR calculada
a partir das recuperagdes (%) obtidas para todos os analitos conforme a EQ-A4
(ANEXO A). Os modelos foram avaliados a partir da ANOVA e critérios estatisticos

descritos no topico 5.2.8.

6.2.7 Parametros de desempenho

A exatidao foi estimada por meio da comparagao entre métodos e em ensaios
de adicdo e recuperacdo. Amostras de teste foram digeridas utilizando o MAD
(conforme tépico 5.2.7). As concentragdes foram determinadas por ICP-OES e a
recuperacao (%) foi calculada conforme a equacédo EQ-A3 (ANEXO A), na qual a
concentragédo determinada no digerido obtido no MAD foi usada como referéncia. Os
ensaios de recuperagao foram realizados utilizando um padrao organico de déleo
mineral (Ca, K e Mg: 1000 mg L"). O padrao foi adicionado diretamente a amostra e
homogeneizado (amostra pré-aquecida a 50 °C). Nesta etapa, a recuperacgéao (%) foi
calculada conforme a EQ-A9 (ANEXO A), e os parametros de desempenho do método

MAEB foram avaliados conforme descrito no tépico 5.2.9.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para garantir que um meétodo analitico seja capaz de produzir resultados
confidveis e atender aos requisitos de qualidade analitica, € fundamental avaliar o
sistema em estudo a fim de identificar as condicbes adequadas. Nesse contexto,
alcancgar condi¢cdes otimizadas desempenha um papel crucial na obtencdo de alta
robustez e confiabilidade. No presente estudo, as condi¢gdes experimentais foram
otimizadas utilizando abordagens univariadas e multivariadas. Isso nos permitiu ndo
apenas avaliar o desempenho individual dos solventes utilizados no método, mas
também investigar simultaneamente as interacdes e os efeitos relacionados ao

sistema sob investigagao por meio das estratégias multivariadas.

6.3.1 Composicao do solvente extrator

Em razdo da nova aplicaggo do DES como extrator em sistemas
emulsificados, a composicdo do solvente foi investigada. Os solventes foram
preparados a base de ChCI, acidos carboxilicos e agua. Na FIGURA 23 esta
apresentada as recuperacdes obtidas para todos os analitos em diferentes solventes
preparados e aplicados como extrator no MAEB. Em geral os resultados obtidos foram

satisfatérios em condi¢cdes de extracao nao otimizadas.

FIGURA 23 - RECUPERACAO PARA OS ANALITOS UTILIZANDO DIFERENTES SOLVENTES
COMO EXTRATOR
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FONTE: O autor (2023).
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FIGURA 24 — RECUI?ERACAO PARA OS ANALITOS UTILIZANDO DES COM DIFERENTES
QUANTIDADES DE AGUA NA COMPOSICAO
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FONTE: O autor (2023).

Os diferentes DES utilizados como extratores apresentaram diversas
capacidades de extracdo, porém, em todos os casos, possibilitaram a formacéao
efetiva de emulsdes com estabilidade adequada. Os melhores niveis de recuperacao
foram alcangados ao utilizar o DES a base de OX (54% a 116%) e MA (27% a 108%).
Todos os acidos empregados no preparo dos DES contém grupos carboxilicos e
hidroxilicos em sua estrutura. Essa caracteristica pode resultar na formacao de
complexos quelatos, resultando em compostos mais estaveis na fase rica do extrator
(Shishov et al., 2022b). O solvente composto por OX proporcionou o melhor
desempenho para todos os analitos, sendo a menor recuperagéo para o Ca (54%). A
boa eficiéncia de extragao associada a esse solvente pode estar relacionada a baixa
viscosidade resultante do menor numero de grupos doadores e receptores de ligacdes
de hidrogénio. Esse fator favorece positivamente as taxas de transferéncia de massa.
Além disso, o OX apresenta a maior acidez em comparagdo aos demais acidos
carboxilicos, sendo responsavel pela maior transferéncia dos analitos da fase
organica para a fase aquosa e também a menor cadeia alquilica pode facilitar a
complexacao dos metais para a fase extratora (Cassella et al., 2018; Shishov et al.,
2022b).

Embora os solventes compostos por acido malico e acido oxalico tenham
apresentado desempenho equivalente na eficiéncia da extracdo, as melhores
recuperagcdes foram obtidas com o solvente a base de acido oxalico, que foi

selecionado. Além da composicdo do solvente, a adicdo de agua como terceiro
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componente foi investigada, e as recuperagdes obtidas estdo apresentadas na
FIGURA 24 (ver acima).

Em todas as condi¢cdes foram obtidas recuperacées médias superiores a 84%.
A adigao de agua na composigao € um fator interessante que possibilita ajustar as
propriedades do solvente. Além disso, reduz a necessidade de diluicdes apos o
preparo para garantir a compatibilidade com as técnicas baseadas em plasma, ja que
a concentracido de carbono e a viscosidade sao menores com maiores quantidades
de agua. Deste modo, o solvente obtido na razdo molar 1:1:4 (ChCIl:OX:W) foi
selecionado, visando as boas recuperagdes obtidas e a simplificacdo das etapas antes
da medicdo em ICP-OES.

6.3.2 Surfactante

O agente surfactante é essencial para a formagéo de emulsdes, atuando no
aumento da estabilidade coloidal, mas podem ser facilmente quebradas sob
aquecimento e com rapidez, garantindo assim uma boa produtividade experimental.
Nesta etapa, foram avaliados diferentes surfactantes aplicados ao método MAEB, e

as recuperacodes obtidas estao apresentadas na FIGURA 25.

FIGURA 25 - RE~CUPERAQAO DOS ANALITOS UTILIZANDO DIFERENTES SURFACTANTES
PARA FORMACAO E ESTABILIZACAO DA EMULSAO
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FONTE: O autor (2023).

O Triton X-100 e o X-114 formaram emulsdes estaveis e uniformes quando

combinados com os DES selecionados. Além disso, foram obtidas boas recuperacgdes.
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Contudo, utilizando o Triton X-100, todos os analitos foram extraidos com maior
eficiéncia (recuperagdes variando de 85% a 105%) e baixos valores de desvio padrao

foram obtidos (< 10%) para todos os analitos.

6.3.3 Otimizagao multivariada

As etapas de otimizagcado sdo fundamentais no desenvolvimento de novos
métodos analiticos, especialmente aqueles em que fatores diversos podem afetar a
eficiéncia e a robustez. Neste estudo, as condicdes aplicadas na extragao foram
otimizadas a partir de duas estratégias multivariadas: MD e BBD. Ambos possibilitam
a obtencdo de modelos matematicos capazes de fornecer uma boa descricao das
variagdes associadas ao sistema investigado. Apos o estudo da composicdo do
solvente extrator (DES) e do surfactante adequado, um MD foi empregado no estudo
dos volumes de solventes e amostra utilizados. O sistema foi utilizado aplicando
restricbes entre os componentes, de modo a estudar a variagcdo dos seguintes
volumes e a matriz de dados resultante da combinagcao experimental e a MR utilizada
estao apresentados na TABELA 9.

A partir da matriz experimental foram obtidos modelos matematicos que
combinam termos lineares, quadraticos e cubicos objetivando a melhor descrigdo das
condigdes experimentais e a variagdo da MR em funcdo dos niveis dos fatores

investigados.

TABELA 9 — MATRIZ DE DADOS DO PLANEJAMENTO DE MISTURA E RESPOSTA
EXPERIMENTAL

Amostra- A DES -B Surfactante - C  Resposta
Experimento (mL) (mL) (mL) multipla
1 4,00 1,00 3,00 6,60
2 6,00 1,00 1,00 7,18
3 4,00 3,00 1,00 6,55
4 4,00 2,00 2,00 6,51
5 5,00 1,00 2,00 6,00
6 5,00 2,00 1,00 7,05
7 (CP) 4,67 1,67 1,67 6,99
8 (CP) 4,67 1,67 1,67 7,03
9 (CP) 4,67 1,67 1,67 7,05

FONTE: O autor (2023).
LEGENDA: Ponto central (CP).
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A ANOVA para o modelo cubico especial esta apresentada na TABELA 10.

TABELA 10 — ANALISE DE VARIANCIA PARA O MODELO CUBICO ESPECIAL OBTIDO NO
PLANEJAMENTO DE MISTURA

Fonte de variagao SS Df MS F-calculado Valor p
Regresséo @ 1,176 6 0,196 210,1 0,005
Erro total 0,002 2 0,001

Total 1,178 8

FONTE: O autor (2023).
NOTA: a) Nivel de confianga de 95%.
LEGENDA: Soma quadratica (SS), grau de liberdade (Df), média quadratica (MS).

Embora o modelo quadratico tenha sido avaliado, este n&do apresentou
capacidade descritiva adequada em razdo da complexidade das interacdes entre os
componentes modelados na mistura. Portanto, a adicdo de termos adicionais ao
modelo, gerando um modelo cubico especial, melhorou o ajuste do modelo. A partir
da ANOVA, verificou-se que a regressao do modelo cubico especial foi significativa (p
= 0,005) e apresentou alta capacidade em descrever de forma adequada cerca de
99,8% da variagéo da resposta experimental (R? = 0,998).

Deste modo, constatou-se que o modelo cubico especial apresentou bom
ajuste aos dados experimentais e foi capaz de descrever o complexo comportamento
da MR em fungao dos fatores avaliados. Além disso, os efeitos padronizados foram
avaliados a partir do modelo obtido e estdo apresentados na FIGURA 26-A. Os
maiores SEs foram dos componentes modelados na mistura em seus termos lineares.
O volume de amostra apresentou o maior efeito padronizado com sinal positivo,
indicando que o aumento na propor¢ao do componente favorece o aumento da MR.
Deste modo, € sugerido que maiores volumes de amostra fornecem melhores
recuperacoes. Os volumes de solvente extrator e surfactante apresentaram efeitos de
mesma magnitude, contudo foi verificado um efeito de interagdo negativo entre A vs.
C. Com base no perfil da MR no grafico de contorno (FIGURA 26-B) a reducgao do
volume de Triton X-100 aplicado na emulsificagdo também favorece o aumento da
resposta multipla.

Um maior volume de surfactante pode ter promovido a alta dispersao da fase
extratora na amostra. Embora este processo possa favorecer a maior interagao entre
as fases facilitando a extracdo, também leva a uma maior estabilidade no sistema

emulsificado e dificuldade da separagédo das fases durante a quebra da emulséo. O
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sistema emulsificado € complexo e apresentou fortes interacbes entre os trés
componentes. No grafico de contorno esta apresentada a mistura ternaria utilizada no
MAEB (FIGURA 26-B).

FIGURA 26 — EFEITO PADRONIZADO (SE) PARA FATORES E INTERAGOES DO
PLANEJAMENTO DE MISTURA (A) E GRAFICO DE CONTORNO GERADO PELO MODELO
CUBICO ESPECIAL (B)
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FONTE: O autor (2023).

As interagbes resultam na formagéo e estabilidade da emulsdo formada e
necessaria para a obtencao de boas taxas de recuperagao. Em geral, baixos volumes
de amostra e altos volumes de surfactante promovem baixas taxas de extragdo. Deste
modo, uma mistura ternaria resultante da combinacéo de 5,0 mL de amostra, 1,7 mL
de extrator (DES) e 1,3 mL de surfactante (Triton X-100) foi considerada como
condicdo otima. Nestas condicbes, a MR-predita foi de 7,14. Na reprodugao
experimental foi obtida MR = 7,08 + 0,03. Os resultados nao diferem significativamente
(t-calculado = 3,10, n = 3, p = 0,05).

Na segunda etapa de otimizagédo foi aplicado BBD na investigacédo das
condicdes experimentais diferentes aplicadas no MAEB utilizando DES como extrator
e MW na etapa de quebra da emulsdo. O tempo de emulsificagao em vortex, extragao
e a quebra da emulsdo em MW foram avaliados em trés niveis. A matriz de dados,
incluindo os niveis estudados para os fatores e a MR calculada estao apresentados
na TABELA 11.
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TABELA 11 — MATRIZ DE DADOS DO PLANEJAMENTO BOX-BEHNKEN APLICADA NA
OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO

Emulsificacdo—- A  Extracdo-B Quebra-C Resposta
Experimento (s) (min) (s) multipla
1 20 (-1) 3(-1) 13 (0) 6,58
2 60 (1) 3(-1) 13 (0) 6,00
3 0(-1) 7 (1) 13 (0) 6,54
4 60 (1) 7 (1) 13 (0) 5,98
5 0(-1) 5(0) 10 (-1) 6,89
6 60 (1) 5(0) 10 (-1) 6,60
7 0(-1) 5(0) 16 (1) 6,36
8 60 (1) 5(0) 16 (1) 5,96
9 0 (0) 3(-1) 10 (1) 7,19
10 0 (0) 7(1) 10 (1) 6,73
11 (O) 3(-1) 16 (1) 6,30
12 40 (0) 7(1) 16 (1) 6,08
13 (CP) (O) 5(0) 13 (0) 7,23
14 (CP) 0 (0) 5(0) 13 (0) 7,18
15 (CP) 0 (0) 5(0) 13 (0) 7,32

FONTE: O autor (2023).
LEGENDA: Ponto central (CP).

A partir da matriz de dados, foram ajustados os modelos matematicos e estes
foram avaliados quanto a capacidade descritiva e o ajuste aos dados experimentais
utilizando a ANOVA (TABELA 12). A regressédo do modelo quadratico foi significativa
(p = 0,003) e ndo apresentou falta de ajuste (p = 0,146), isto €, 0 modelo quadratico
foi adequadamente ajustado aos dados experimentais. Além disso, obteve uma boa

capacidade preditiva indicada pelo Rz = 0,914.

TABELA 12 — ANALISE DE VARIANCIA PARA O MODELO QUADRATICO OBTIDO NO
PLANEJAMENTO BOX-BEHNKEN

Fonte de variacao SS Df MS F-calculado Valor p
Regressao @ 3,180 9 0,353 17,5 0,003
Falta de ajuste 0,091 3 0,030 6,0 0,146
Erro puro 0,010 2 0,005

Total 3,281 14

FONTE: O autor (2023).
NOTA: a) Nivel de confianca de 95%.
LEGENDA: Soma quadratica (SS), grau de liberdade (Df), média quadratica (MS).

Ja na avaliagao dos SEs (FIGURA 27-A) para o tempo de emulsificagao (Fator

A, termo linear) indica a redug¢ao do nivel do fator e foi relacionado a formagao do
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sistema emulsionado com alta dispersao das fases. Embora facilite a transferéncia de

massa entre as fases, a alta dispersao pode dificultar a desestabilizagdo durante a

etapa de quebra e a completa particao do analito na fase rica. Por outro lado, a quebra

da emulséo foi possibilitada com menor tempo de irradiagao.

FIGURA 27 — EFEITO PADRONIZADO (SE) DE FATORES E INTERACOES MODELADOS NO
PLANEJAMENTO DE MISTURA (A) E GRAFICOS DE CONTORNO OBTIDOS COM O MODELO
QUADRATICO
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FONTE: O autor (2023).
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A MW interage de forma mais eficiente com fase dispersa (DES + surfactante),

promovendo um aquecimento mais rapido do que na fase continua (amostra). O

esquema ilustrado na FIGURA 28 apresenta esse efeito. Como consequéncia, gera-
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se um aumento da presséo interna dentro da gota dispersa, levando a expansao da
gota e promovendo o enfraquecimento do filme interfacial devido ao aumento da area
superficial. Assim, a separacédo das fases é facilitada pelo rompimento do filme e o
aumento da taxa de coalescéncia (Xia et al., 2004). Estas condi¢des promovem a

rapida separagao das fases e a extracao eficiente do analito.

FIGURA 28 — PROCESSOS QUE CONTRIBUEM PARA AUMENTAR A EFICIENCIA DA EXTRAGAO
BASEADA NA QUEBRA DE EMULSAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS
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FONTE: O autor (2023).
NOTA: llustracao fora de escala.

As areas destacadas pelas cores quentes indicam a regido do dominio
experimental que fornece a maxima MR. A partir do modelo matematico gerado foi
determinada a condicao 6tima: 36 s de emulsificacdo, 5 min de extracao e 10 s de
quebra da emulsdo. Nestas condicbes a MR-predita foi de 7,35 e na reproducao
experimental foi determinado a MR = 7,54 + 0,16. Os resultados nao diferem
significativamente (t-calculado = 1,92, n = 3, p = 0,05) e confirmam a validade do

modelo obtido e sua capacidade em descrever o sistema investigado.

6.3.4 Parametros de desempenho

A exatidao foi avaliada por comparagao entre métodos. Os parametros foram
determinados aplicando o método MAEB e MAD em quatro amostras independentes
e estao apresentados na TABELA 13. As recuperagdes obtidas variaram de 92% a
110%. A comparacéao estatistica indicou que nao ha diferenga significativa entre os
resultados obtidos em ambos os métodos. Os valores de t-calculado foram < 4,30 (t-
tabelado, n = 3). Portanto, os dados demonstraram que os resultados obtidos a partir

do MAEB sao compativeis com o procedimento de referéncia.
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TABELA 13 - COMPARACAO ENTRE METODO EXTRAC/:\Q BASEADA NA QUEBRA DE
EMULSAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS E DIGESTAO ACIDA ASSISTIDA POR MICRO-
ONDAS APLICADOS EM AMOSTRAS TESTE

MAEB MAD MAEB/MAD
Amostra Concentragdo RSD Concentracdo RSD Recuperacgao
(Oleo vegetal) Elemento (mgkg'£U) (%) (mgkg'zU) (%) (%) t-cal
Soja Al 0,097 £0,013 5,3 0,092 +0,009 4,0 106 1,9
(S-21) Ca 0,423+0,041 39 0,431+0,033 3,1 98 0,9
Cr 0,035+0,007 7,8 0,034 £ 0,007 8,4 103 0,6
Cu 0,040 £ 0,002 2,2 0,041 +£0,008 7,7 97 2,7
K 0,109+ 0,024 9,0 0,119+0,023 7,7 92 1,7
Mg 0,053+0,011 84 0,052 +0,005 3,5 102 0,5
Mn 0,038 +£0,008 8,9 0,040 £ 0,003 3,1 95 1,0
Zn 0,087 +£0,008 3,8 0,079+0,011 5,6 110 4,0
Gergelim Al 0,056 + 0,008 5,9 0,061 +£0,003 2,3 92 2,8
(S-15) Ca 0,936 + 0,188 8,1 0,947 £ 0,037 1,6 99 0,3
Cr 0,060 + 0,006 4,0 0,058 +0,011 7,5 104 1,8
Cu 0,066 + 0,002 1,2 0,065+ 0,002 1,3 102 3,2
K 0,441 +0,066 6,0 0,435+0,084 7,7 101 0,4
Mg 0,079+0,017 8,8 0,085+0,022 10,6 93 1,5
Mn 0,075+0,008 4,5 0,074 £ 0,012 6,6 101 0,4
Zn 0,150 £ 0,018 4,7 0,146 £ 0,003 0,8 103 1,1
Castanha Al 0,069 +0,010 5,8 0,072+0,002 1,2 96 1,3
do Para Ca 0,092 +0,019 8,1 0,100 £ 0,009 3,6 92 1,8
(S-12) Cr <LOQ - ND - - -
Cu <LOQ - ND - - -
K 0,551 +0,021 1,5 0,570 £ 0,053 3,7 97 3,8
Mg 0,189 +0,032 6,8 0,197 £ 0,002 0,3 96 1,1
Mn 0,116 £0,008 2,9 0,122 £ 0,027 8,8 95 3,1
Zn 0,051 +0,006 4,6 0,049+ 0,005 4,3 104 1,4

FONTE: O autor (2023).

NOTA: Nao determinado (ND).

LEGENDA: Extracdo baseada na quebra de emulsdo assistida por micro-ondas (MAEB), digestao
assistida por micro-ondas (MAD), incerteza da medigao (U), desvio padrao relativo
(RSD), limite de quantificagdo (LOQ).

Também foram realizados ensaios de adi¢cio e recuperacao a partir do uso de
um padréo organico de 6leo mineral. Os resultados estdao compilados na TABELA 14.
As recuperagdes determinadas em trés niveis de concentragdes foram: 95% a 103%
(Ca), 97% a 110 (K) e 97% a 108 (Mg). Os resultados obtidos em ambas as estratégias
de avaliagao foram adequados aos niveis de qualidade exigidos para a aplicagéo. Por
fim, a precisdo foi estimada a partir dos RSDs obtidos envolvidos nos testes de

validacao. Nos ensaios realizados foram estimados RSDs na faixa de 1,2% a 11,7%.
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Em comparacado ao MAD, que forneceu RSDs variando de 0,3% a 16,7%, o MAEB

apresentou resultados comparaveis.

TABELA 14 - RECUPERAGOES OBTIDAS EM ENSAIO DE ADIGAO DE PADRAO APLICADO EM
AMOSTRAS TESTE

Amostra Adicdao Ca K Mg

(6leo vegetal) (mgkg"') (mgkg’') Rec (%) (mg kg') Rec (%) (mg kg') Rec (%)

Soja 0,00 0,423 - 0,109 - 0,053 -
(S-21) 0,50 0,943 104 0,625 103 0,571 104
2,50 2,962 102 2,490 95 2,465 96
4,00 4,628 105 4,019 98 3,940 97
Cupuagu 0,00 0,570 - 1,799 - 0,118 -
(S-5) 0,50 1,053 97 2,267 94 0,610 98
2,50 3,106 101 4,212 97 2,735 105
4,00 4,527 99 5,828 101 4,185 102
Copaiba 0,00 2,739 - 3,039 - 0,319 -
(S-14) 0,50 3,272 107 3,531 98 0,854 107
2,50 5,393 106 5,466 97 2,716 96
4,00 6,832 102 7,241 105 3,966 91

FONTE: O autor (2023).
LEGENDA: Recuperacgéao (Rec).

Além disso, eventuais efeitos matriciais foram avaliados comparando os

coeficientes angulares (A) das curvas de calibragdo (TABELA 15).

TABELA 15 - COMPARAGAO ENTRE CURVAS DE CALIBRACAO E PARAMETROS ANALITICOS
DO METODO PROPOSTO

HNO; @ DES + Triton X-100 ®) LOD LOQ
Elemento A R? A R? (mg kg™) (mg kg')
Al 26274 0,9999 21131 0,9999 0,005 0,018
Ca 1151000 0,9998 1241450 0,9994 0,010 0,032
Cr 13161 0,9999 12969 0,9999 0,001 0,007
Cu 33106 0,9999 29565 0,9999 0,001 0,006
K 114254 0,9996 99058 0,9996 0,004 0,013
Mg 181347 0,9999 179491 0,9999 0,008 0,027
Mn 55907 0,9999 54640 0,9999 0,001 0,002
Zn 7033 0,9999 6623 0,9999 0,006 0,019

FONTE: O autor (2023).

NOTA: a) HNO; (1% v v'); Faixa de trabalho: 0,01 — 1,00 mg L.
b) DES + Triton X-100 (1% v v*'); Faixa de trabalho: 0,01 — 1,00 mg L.

LEGENDA: Coeficiente angular (A), coeficiente de determinagéo (R?), limite de detecgéo (LOD),
limite de quantificagédo (LOQ).
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As curvas de calibragao preparadas em meio de DES/Triton X-100 e HNO;
forneceram sensibilidades equivalentes. Indicando que os efeitos matriciais
decorrentes da composicdo do meio de preparo impactaram minimamente na perda
de sensibilidade instrumental. Além disso, todos os R? foram maiores que 0,999 e
estdo em conformidade as especificagdes aceitas.

Os LODs calculados variaram de 0,001 a 0,010 mg kg™! e os LOQs variaram
de 0,002 a 0,032 mg kg'. Os baixos valores de LOD/LOQ obtidos s&o favoraveis. Em
geral, em matrizes oleosas as baixas concentracbes de analitos inorganicos
representam um desafio adicional a aplicacdo de métodos de preparo de amostra
objetivando a determinagédo por técnicas de espectrometria atdbmica. No método
desenvolvido, o baixo volume de solvente utilizado e os reagentes menos propensos
a contaminagdo sao pontos favoraveis para os baixos valores de LOD/LOQ
estimados. No método de extragdo em fase gasosa (aerossol) proposto por Torres et
al. (2023) utilizando DES e aplicados a matrizes de mesma natureza, foram obtidos
LOD (mg kg™) de 0,396 (Al), 0,033 (Cr), 0,040 (Cu), 0,026 (K), 0,330 (Mg) e 0,013
(Mn).

6.3.5 Avaliagao da sustentabilidade

O método desenvolvido foi avaliado e comparado a métodos relacionados. Os
resultados obtidos a partir do AGREEprep estdo destacados na FIGURA 29. O MAEB
obteve a pontuagcdo AGREEprep de 0,64, com impactos positivos do critério 3 (uso de
material renovavel e reutilizavel), 6 (menor tempo de preparo) e 8 (menor consumo
energético). O uso de alto volume de amostra (critério 5) foi um fator limitante
relacionado a natureza do método e impactou no alto volume de geracao de residuos
(critério 4).

Além disso, o bom desempenho do MAEB esta relacionado ao menor tempo
exigido, com a possibilidade de preparo de até 78 amostras/h. Por outro lado, o uso
de DES como extrator contribuiu com o bom desempenho geral em comparagao ao
método EIEB (Cerqueira et al., 2022) utilizando HNO; como extrator que obteve
pontuacdo de 0,46. O método de microextracdo (Vieira et al., 2009) e extragéo
assistida por ultrassom (Cypriano et al., 2008) aplicados em matrizes similares

forneceram boas pontuacoes, 0,63 e 0,50, respectivamente.
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FIGURA 29 — AVALIACAO DA SUSTENTABILIDADE DO METODO DE EXTRAGAO BASEADO NA
QUEBRA DE EMULSAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS UTILIZANDO SOLVENTE EUTETICO
PROFUNDO COM A PONTUACAO AGREEprep

MAEB EIEB

D

FONTE: O autor (2023).

LEGENDA: Extracao baseada na quebra de emulséo assistida por micro-ondas (MAEB), extragédo
induzida por quebra de emulsao (EIEB), microextragcao (ME) e extragédo assistida por
ultrassom (UAE).

6.3.6 Aplicagao analitica

O MAEB foi aplicado em amostras de 6leos vegetais obtidos de diferentes
fontes. As concentracdes determinadas estdo apresentadas no APENDICE G e
variaram: 0,04 a 0,58 mg kg™ (Al), 0,09 a 9,94 mg kg™! (Ca), 0,01 a 0,13 mg kg™ (Cr),
0,02 a 0,10 mg kg’ (Cu), 0,07 a 111,8 mg kg (K), 0,05 a 20,22 mg kg (Mg), 0,04 a
3,46 mg kg (Mn) e 0,04 a 1,05 mg kg™' (Zn). O perfil crescente foi observado para os
analitos Cu < Cr < Al < Zn < Mn < Ca < Mg < K. Os niveis de concentragao
determinados foram compativeis com resultados relatados anteriormente para
amostras de oOleos vegetais (Savio et al., 2014; Zhu et al.,, 2011). Em geral, as
amostras submetidas a operacdes de processamento e refino apresentam menores
concentracdes, enquanto as amostras que nao foram submetidas a etapas de
processamento apresentaram concentracdes mais elevadas.

Por fim, as concentragdes elementares determinadas foram analisadas
aplicando o SOM. O mapa foi composto em sua condigdo 6tima por 30 neurdnios
representados pelos hexagonos (FIGURA 30-B). Os CPS apresentam a variagéo das
concentragdes nas amostras sendo relacionada a posi¢ao espacial no mapa (FIGURA
30-B). Com base nas distancias unificadas destacadas na matriz-U, as amostras
foram distribuidas em trés grupos. As amostras do grupo | () sdo altamente similares
e diferem daquelas encontradas nos grupos Il (<) e lll (@). Essa diferencga foi atribuida
as baixas concentragdes de Al, Ca, Mn e Mg e altas concentragdes de K, Mg e Mn

nas amostras do grupo |. Além disso, as altas concentragdes de Al, Ca, Cu e Mn foram
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fatores discriminantes das amostras do grupo Il (¢), enquanto o grupo Il (@) foi
discriminado pelas concentragdes elevadas de K (20,7 a 111,8 mg kg'), Mg (2,9 a
20,2 mg kg™) e Zn (0,26 a 1,05 mg kg™").

FIGURA 30 — PLANOS DE COMPONENTES DAS VARIAVEIS E MATRIZ DE DISTANCIA
UNIFICADA (A), DISTRIBUICAO ESPACIAL DAS AMOSTRAS DE OLEOS VEGETAIS NO MAPA (B)
E DENDOGRAMA DA DISTANCIA EUCLIDIANA DOS NEURONIOS DO MAPA (C)

A B Cc

Baixo emmm—mm» Alto | I m 1.4 0,7 0,0

Al
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FONTE: O autor (2023).

6.4 CONCLUSOES PARCIAIS

Os resultados obtidos com o MAEB sao promissores. As recuperagdes
obtidas foram adequadas e resultantes da combinacao das estratégias de otimizagao
e o uso de DES como extrator. Os baixos valores de LOD e LOQ obtidos sao
favoraveis no escopo da aplicacdo devido as baixas concentragcées encontradas em
Oleos vegetais. A rapidez e simplicidade das etapas envolvidas no método sdo pontos
de destaque que favoreceram a obtencdo de um bom desempenho em relagdo aos
critérios do GSP. As vantagens da combinacédo de DES no método baseado na quebra
de emulsao foram resultado da alta eficiéncia do solvente como extrator e da interagao
eficiente com a radiacao MW, resultando na rapida quebra da emulsao e na separacao
eficiente das fases. O MAEB é uma aplicacao promissora da combinacao de DES e
otimizagdo multivariada no desenvolvimento de métodos mais eficientes e

sustentaveis.
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7 CAPITULO V — METODOS UTILIZANDO SOLVENTES ALTERNATIVOS
APLICADOS NA EXTRAGAO DE CHUMBO EM PLACA DE CIRCUITO
IMPRESSO

71 INTRODUCAO

O crescente aumento no uso de equipamentos eletrénicos, especialmente
com a disseminacdo de dispositivos moveis, celulares, computadores e outros
dispositivos eletrénicos, tem suscitado uma preocupacgao cada vez maior em relacéo
ao descarte apropriado desses equipamentos ao término de sua vida util. Além disso,
ha uma necessidade urgente de encontrar métodos eficazes para evitar a
contaminagao do meio ambiente, principalmente do solo e da agua (Chen et al., 2015).

Os dispositivos eletrdbnicos desempenham um papel essencial em todas as
esferas da nossa vida cotidiana e sao construidos com circuitos eletrénicos. As placas
de circuito impresso (PCB, do inglés: Printed circuit board) desempenham um papel
critico na operacao desses dispositivos, uma vez que sdo responsaveis por conectar
0s componentes eletrénicos, transmitir corrente elétrica e garantir o funcionamento do
dispositivo. As PCBs sao fabricadas com uma ampla variedade de materiais, incluindo
polimeros, resinas, metais e ligas metalicas (Yazici; Deveci, 2013).

A composigao matricial das PCBs representa um desafio significativo quando
se objetiva extrair componentes dessas amostras, sobretudo em razdo da
complexidade e heterogeneidade do material. As PCBs sao constituidas por
substratos isolantes, como fibra de vidro ou ceramica, e resinas epoxi que exibem
caracteristicas de resisténcia quimica e térmica (Andrade et al., 2019a). Varios
métodos foram propostos para a extragcao desses materiais, incluindo o uso de acidos
inorganicos, como o acido sulfurico (Yazici; Deveci, 2013), acidos organicos (Preetam
et al., 2022), liquidos i6nicos (Barrueto et al., 2022), e agentes quelantes (Jadhao et
al., 2016). Em contrapartida, os DES tém emergido como uma alternativa promissora
devido as suas propriedades unicas e claras vantagens para aplicagbes no preparo
de amostra. Eles tém atraido consideravel atencao, particularmente em relacédo a
extragdo de metais (Mishra et al., 2023; Panda; Mishra, 2023). Neste contexto, este
estudo investigou a aplicacdo de diferentes solventes em métodos de preparo de

amostra para PCBs, visando aprimorar a extragédo de chumbo nesse tipo de material.
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7.2 EXPERIMENTAL
7.2.1 Material, reagentes e instrumentagao

Os DES utilizados neste estudo foram preparados combinando os seguintes
reagentes: cloreto de colina 98% (Exodo Cientifica, Brasil), acido acético, acido
tartarico, acido malico (Synth, Brasil), acido citrico, acido férmico e acido oxalico
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos); HNO; ultrapuro (65% m v'), H,O, (30% v v') e
acido cloridrico (HCI 37%, Neon, Brasil). Para o método de referéncia, um forno micro-
ondas com cavidade e operando com vaso pressurizado (1,9 kW/2,45 GHz, Ethos
Easy, Milestone, Italia) foi utilizado e as extra¢des foram realizadas em um bloco de
aquecimento com agitagao orbital (Syncore Q-101, 1,5 kW, Buchi, Estados Unidos).
Nas etapas de separacgao, foi utilizada uma centrifuga (Megafuge 11R, Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos) e a agitagdo mecéanica foi feita com um agitador tipo vortex

(Scientific Industries, Estados Unidos).

7.2.2 Amostra teste

Os ensaios de otimizacdo e validacdo foram realizados utilizando um
candidato a material de referéncia de residuo eletrénico composto por placas de
circuito impresso, desenvolvido por Andrade et al. (2019b, 2019a). A amostra foi
preparada com PCBs de diferentes dispositivos que foram submetidos a processos
rigorosos de homogeneizagdo. Antes disso, foi realizada a separagdo manual de
componentes maiores (dissipadores de calor, baterias, etc.), seqguida de etapas de

moagem em britador mecanico e moinho de martelo (Andrade et al., 2019a).

7.2.3 Determinagao elementar

A determinacgéo elementar foi realizada em um instrumento FAAS (55B AA,
Agilent Technologies, Australia), operando com gas acetileno 99,99% (White Martins,
Brasil) e ar atmosférico comprimido localmente. O sistema de introdugdo de amostra
padrao foi utilizado com uma chama oxidante. As demais condigcbes operacionais
utilizadas no FAAS estao descritas na TABELA 16. Além disso, as medi¢cdes foram
realizadas por ICP-OES, como modo comparativo, de acordo com o descrito no topico

5.2.3 e os parametros descritos na TABELA 3 (ver acima), utilizando o comprimento
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de onda de Pb Il 220,3 nm. As curvas de calibragdo foram preparadas a partir de
diluicdes de uma solugao estoque comercial (Pb) obtida em concentragdo de 1000 mg
L-" (Merck, Alemanha) em meio de HNO; (1% v v').

TABELA 16 — CONDIGOES INSTRUMENTAIS APLICADAS NA DETERMINAGAO ELEMENTAR
POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM CHAMA

Parametro Especificagdo

Vazé&o de acetileno (L min™") 1,50

Vaz&o de ar comprimido (L min) 6,50

Faixa de trabalho (mg L") 0,50 - 10,00
Comprimento de onda (nm) Pb 1217,0 (linha atdbmica)
Largura da fenda (nm) 1

Corregao de fundo Deutério

Corrente da lampada (mA) 5

Altura do queimador (mm) 5 (aproximadamente)

FONTE: O autor (2023).

7.2.4 Preparo do solvente extrator e estudo das condigoes

Os DES foram preparados utilizando método de aquecimento em MW, como
descrito anteriormente (tépico 5.2.4). Apés a pesagem das massas adequadas a
razao molar desejada e adicao do volume de agua apropriado, o recipiente fechado
foi irradiado por MW (0,7 kW), em dois ciclos de 30 s intercalados com agitagédo em
vortex por 10 s. Todos os solventes foram preparados na razdo molar 1:1:1,
combinando cloreto de colina (ChCI) com acido acético (AA), acido citrico (CA), acido
férmico (FA), acido malico (MA), acido oxalico (OX), ou acido tartarico (TA), incluindo
a agua na composigao como terceiro componente. Ja as solu¢gdes dos componentes
puros foram preparadas na concentragéo de 15% m v-' para ChCl, CA, MA e OX. Além
destes, HNO; foi testado na concentragdo de 1,0; 2,5 e 10% v v'; HCI 2,5% v v';
HCI:HNO; 3:1 2,5% v v'; HNO; + H,O, 10% v v''; H,0,10% v v'.

No estudo das condigdes, além da composicdo do solvente extrator (DES,
acidos diluidos ou mistura de acidos) foram testados. Em seguida, os solventes
extratores que forneceram bom desempenho na extragdo com recuperagdes
superiores a 60% foram considerados para a préxima etapa. Entédo, foi avaliada a
razao da massa de amostra (100 mg) e volume de solvente variando entre 1, 2 e 4

mL.
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7.2.5 Otimizagao multivariada

Nesta etapa, os trés solventes com melhor desempenho na extragcao (superior
a 80%) foram estudados na otimizagdo multivariada. Foram analisados o tempo de
extragao (Fator A), a temperatura (Fator B) e a velocidade de agitagao orbital (Fator
C) usando dois planejamentos experimentais: planejamento Doehlert (DD) e o
planejamento Box-Behnken (BBD). O DD foi aplicado com as seguintes condigdes: A
(100 a 140 min) e B (85 a 95 °C) para o solvente ChCI:OX:W (1:1:1 mol/mol); e A (40
a 80 min) e B (85 a 95 °C) para o solvente HNO; (10% v v''). O BBD foi empregado
para o solvente ChCI:FA:W (1:1:1 mol/mol), com os fatores variando nas seguintes
condigdes: A (60 a 180 min), B (85 a 95 °C) e C (340 a 460 rpm).

Em todos os casos, a recuperacéao foi usada como resposta experimental para
a obtencdo dos modelos matematicos. A recuperacao foi calculada como a razéo
entre a concentracao total de chumbo na amostra teste e o total extraido, conforme
descrito na EQ-A3 (ANEXO A). Os modelos foram ajustados e avaliados com base

nos parametros estatisticos da ANOVA, conforme previamente descrito (topico 5.2.8).

7.2.6 Preparo de amostra

a) No método de extragdo, uma massa de 100 mg (x 5 mg) da amostra foi
pesada no frasco de vidro. Em seguida foi adicionado 1 mL do solvente extrator e o
tubo foi agitado em vértex por 10 s, antes de ser aquecido no bloco digestor em
temperatura de 90 °C com agitacédo de 400 rpom. No método A e C, o solvente extrator
foram os DES, ChCI:OX:W e ChCI:FA:W, respectivamente, com extracao realizada
em um tempo de 130 min. No método B, o tempo de extracao foi de 60 min utilizando
o HNO;. As etapas experimentais dos métodos estdo apresentadas na FIGURA 31.
Em todos os casos, as extragdes foram realizadas utilizando um sistema de refluxo
(dedo frio) que limita a perda de gases para o ambiente.

b) MAD (método de referéncia): uma fragcdo da amostra (50 £ 2 mg) foi pesada
diretamente no frasco de digestao (n = 3), seguido da adicdo de 6,0 mL de HNO; (14
mol L") e 2,0 mL de H,0; (30% v v'). O sistema foi irradiado com MW no seguinte
programa de aquecimento: 10 min até atingir 120 °C, 10 min até 200 °C e mantendo
esta temperatura por 20 min. Apés o resfriamento (10 min), os digeridos foram diluidos

para 25 mL com agua ultrapura.
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FIGURA 31 — ESQUEMA SIMPLIFICADO DOS METODOS DE EXTRAGAO APLICADOS NO
PREPARO DE AMOSTRA DE PLACA DE CIRCUITO IMPRESSO

Condigées Extracao Separacao Solugao final
) = = =
ChCIl:0X:W (1 mL)

Amostra (100 mg)
HNO, 10% v v" (1 mL) .
Amostra (100 mg) Agitacao .
DES
ChCI:FA:W (1 mL) > >
Amostra (100 mg) ' ' '
Amostra Aquecimento Centrifugagio FAAS
+ + agitacao (8000 x g / 5 min)
Solvente (90 °C / 400 rpm)

FONTE: O autor (2023).
7.2.7 Parametros de desempenho

Os parametros de desempenho foram determinados nas condi¢cbes 6timas
estabelecidas para os trés métodos avaliados. A exatidao foi estimada por meio de
ensaio de adigao e recuperacgao realizado em trés niveis de concentragao (25, 50 e
100 mg L"). O padrao aquoso de Pb foi adicionado diretamente & amostra teste que
foi submetida ao procedimento de extracdo nas condigdes otimizadas. Além disso, foi
realizada a comparagao com um método convencional de preparo (MAD). Neste caso,
as medigdes foram feitas por FAAS e por ICP-OES. Os valores de LOD, LOQ e RSD

(%) também foram determinados, conforme descrito anteriormente (topico 5.2.9).

7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.3.1 Estudo da composig¢ao do solvente extrator

Foram avaliados diferentes solventes quanto a eficiéncia da extracao de Pb
na amostra teste de um candidato a material de referéncia de residuo eletrénico. Esse
tipo de material € intrinsecamente complexo e heterogéneo, o que requer uma extensa
etapa de pré-processamento antes da aplicagdo do método. Neste estudo, foi avaliada
a aplicagao de dezessete misturas/solventes distintos, abrangendo DES preparados
com ChCI, acidos carboxilicos e agua na propor¢gdo molar de 1:1:1, bem como
solugdes dos componentes base preparadas com uma concentragao de 15% (relagao

massa/volume). Além disso, também foram avaliados a eficiéncia de acidos diluidos
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e misturas de acidos com peréxido de hidrogénio. Foi avaliada a recuperacao de Pb
determinada pela relacéo entre a quantidade total de Pb extraido e o total presente na
amostra. Os resultados estdo apresentados na FIGURA 32.

Os DES demonstraram o melhor desempenho na extracdo, seguidos pelas
solucdes de &cidos diluidos. No subconjunto dos DES, aqueles a base de OX se
destacaram com a mais alta taxa de recuperacéo, alcancando 86%, sendo seguidos
por FA > CA > MA > TA. Os DES, preparados com &cidos carboxilicos, atuam como
agentes quelantes de metais nessas condi¢cées. No entanto, a alta viscosidade dos
DES pode limitar as taxas de difusdo das espécies e, consequentemente, a

transferéncia de massa, dificultando a particdo eficiente do analito.

FIGURA 32 — RECUPERACOES OBTIDAS UTILIZANDO DIFERENTES SOLVENTES APLICADOS
NA EXTRACAO DE CHUMBO EM PLACA DE CIRCUITO IMPRESSO
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FONTE: O autor (2023).

Por outro lado, o FA e o OX apresentaram alto desempenho devido a sua
baixa viscosidade em compara¢do com os demais solventes. Além disso, o OX, entre
os acidos carboxilicos selecionados, € o mais forte em termos de acidez, o que sugere
baixos valores de pH no meio reacional, contribuindo para a manutencdo do Pb?* na
fase extratora. Também pode haver um efeito relacionado ao tamanho da cadeia
carbdnica e a configuracdo espacial do HBD que podem dificultar a formacdo de
complexos entre o grupo carboxila com os metais. No caso do FA, o acido carboxilico
mais simples, pode favorecer a complexacdo do analito resultando na melhora das

taxas de extracéo.
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O bom desempenho do OX e FA pode ser justificado por esses dois fatores
(Hansen et al., 2021; Mishra et al., 2023). Os mecanismos envolvidos na extragdo de
metais por acidos carboxilicos estdo relacionados ao estabelecimento de ligagdes
coordenadas do metal com o oxigénio carbonilico, que possui um par de elétrons
livres. Além disso, os acidos carboxilicos podem atuar como agentes quelantes,
promovendo a transferéncia de massa para a fase extratora (Shishov et al., 2022a).
Por fim, entre os solventes testados na extragdo, aqueles que apresentaram bom
desempenho, com taxas de recuperacgéo acima de 60%, foram investigados no estudo

da relacao entre massa e volume do solvente.

7.3.2 Volume de solvente

Além da composigao do solvente, a relagdo entre massa de amostra e volume
de solvente extrator utilizado na extracao foi avaliada. Na FIGURA 33 é apresentada

a recuperacao (%) para a extragdo de Pb com diferentes volumes de solvente extrator.

FIGURA 33 — RECUPERAQAO OBTIDA PARA DIFERENTES VOLUMES DE SOLVENTE
UTILIZADOS NA EXTRACAO DE CHUMBO EM PLACA DE CIRCUITO IMPRESSO
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FONTE: O autor (2023).

As melhores taxas de extracdo foram obtidas para os solventes ChCI:OX,
ChCI:FA e HNO; 10%. Para os DES, a taxa de recuperagao caiu com o aumento do
volume de DES usado. Esse efeito pode ter relacdo com a reducao da eficiéncia da

agitacédo do solvente com o maior volume utilizado. Para o HNO3;, um desempenho
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similar foi obtido em todos os niveis avaliados. Deste modo, o volume de 1 mL de
solvente foi selecionado como a melhor condigdo, para uma massa de 50 mg de

amostra, perfazendo uma razao de 50 mg/mL.

7.3.3 Otimizagcao multivariada das condi¢oes da extragao

Uma vez definidos os melhores solventes e a relagcdo adequada de
massa/volume de solvente, nas proximas etapas foram desenvolvidos planejamentos
experimentais para estudar os trés solventes com o melhor desempenho, neste caso
o ChCIl:OX:W (Método I), HNO3 (Método Il), e ChCI:FA:W (Método lIl). Apés a selecao
dos trés melhores solventes com melhor desempenho na extracdo, as condi¢des
experimentais envolvidas na extracdo foram otimizadas. Planejamentos
experimentais foram realizados para cada solvente, estudando o tempo de extragao
(A), temperatura (B) e a velocidade de agitagao (C). Um planejamento DD foi aplicado
na otimizagdo dos fatores A e B do método empregando ChCl:OX:W. A matriz

experimental com as combinagdes experimentais esta apresentada na TABELA 17.

TABELA 17 — MATRIZ DE DADOS DO PLANEJAMENTO DOEHLERT E RESPOSTA
EXPERIMENTAL PARA O METODO |

Tempo — A Temperatura — B Recuperagao
Experimento (min) (°C) (%)
1 140 (1) 90 (0) 99
2 130 (0,5) 95 (0,866) 98
3 100 (-1) 90 (0) 48
4 110 (-0,5) 85 (-0,866) 69
5 130 (0,5) 85 (-0,866) 83
6 110 (-0,5) 95 (0,866) 82
7 (CP) 120 (0) 90 (0) 93
8 (CP) 120 (0) 90 (0) 91
9 (CP) 120 (0) 90 (0) 96

FONTE: O autor (2023).
LEGENDA: Ponto central (CP).

A partir desses dados, os modelos matematicos foram ajustados e avaliados
conforme a ANOVA apresentada na TABELA 18. O modelo obtido para o Método | foi
avaliado a partir dos parametros estatisticos da ANOVA. O modelo quadratico foi
estatisticamente significativo e também apresentou alta capacidade preditiva, com R?

= 0,961. Além disso, o modelo nao foi encontrado evidéncias de falta de ajuste,
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corroborando com a ideia geral de adequabilidade do modelo ajustado aos dados.

TABELA 18 — ANALISE DE VARIANCIA PARA O MODELOS OBTIDOS COM OS
PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS

Método Fonte de variagdao SS Df MS F-calculado Valor p R?
I Regressao @ 2134 5 427 14,9 0,025 * 0,961
(ChCl:OX:W)  Falta de ajuste 73 1 74 11,6 0,076 **

Erro puro 17 2 6

Total 2224 8
Il Regressao @ 2372 5 474 97,0 0,001 * 0,994
(HNO3) Falta de ajuste 6 1 6 1,4 0,360 **

Erro puro 9 2 4

Total 2387 8
1 Regressao @ 1685 9 187 57 0,034 * 0,911
(ChCI:FA:W)  Falta de ajuste 151 3 50 7.9 0,114 **

Erro puro 13 2 6

Total 1848 14

FONTE: O autor (2023).
NOTA: a) Nivel de confianca de 95%.
* Significativo (p < 0,05).
** Nao significativo (p < 0,05).
LEGENDA: Soma quadratica (SS), grau de liberdade (Df), média quadratica (MS).

A partir desse modelo foi possivel determinar as condi¢cdes 6timas e o estudo
dos efeitos padronizados, apresentados na FIGURA 34-A. O tempo apresentou os
maiores SE (termo linear e quadratico). Portanto, sugere-se que um maior tempo de
extragao favorece a melhoria das taxas de extracdo de Pb no material utilizando o
solvente ChCIl:OX:W. Ao mesmo tempo, os efeitos quadraticos negativos para ambos
os fatores indicam que em uma determinada regido do dominio experimental, a
resposta que apresenta uma tendéncia de aumento, comega a cair. Indicando,
portanto, uma regido onde ha uma resposta maxima predita pelo modelo. O perfil do
comportamento da eficiéncia da extragéo de Pb pode ser visto na FIGURA 34-B, onde
a regido vermelha indica a condigdo com maxima eficiéncia.

Portanto, o efeito A linear positivo no tempo de extragdo sugere que, a medida
que o tempo de extracdo € aumentado, a extracdo de Pb aumenta de forma linear e
positiva. Por outro lado, o efeito A quadratico negativo sugere que, apds um certo
ponto, o aumento da temperatura e do tempo promove um impacto negativo na

eficiéncia da recuperacéo.
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FIGURA 34 — EFEITO PADRONIZADO (SE) PARA FATORES E INTERAGOES (A) E GRAFICO DE
CONTORNO OBTIDO COM O MODELO QUADRATICO (B)
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FONTE: O autor (2023).

No método II, o HNO; 10% v v! foi utilizado como solvente extrator e o
planejamento tipo DD foi utilizado para avaliar o tempo (A) e temperatura (B) aplicados
na extragdo, cuja combinagéo de experimentos e recuperagao estdo apresentados na
TABELA 19.

TABELA 19 — MATRIZ DE DADOS DO PLANEJAMENTO DOEHLERT E RESPOSTA
EXPERIMENTAL PARA O METODO I

Tempo — A Temperatura — B Recuperagao
Experimento (min) (°C) (%)
1 80 (1) 90 (0) 64
2 70 (0,5) 95 (0,866) 79
3 40 (-1) 90 (0) 75
4 50 (-0,5) 85 (-0,866) 64
5 70 (0,5) 85 (-0,866) 75
6 50 (-0,5) 95 (0,866) 95
7 (CP) 60 (0) 90 (0) 104
8 (CP) 60 (0) 90 (0) 107
9 (CP) 60 (0) 90 (0) 103

FONTE: O autor (2023).
LEGENDA: Ponto central (CP).

Na ANOVA apresentada na TABELA 18 (ver acima), os parametros

estatisticos determinados para o modelo quadratico demonstraram que a regressao
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foi significativa (p < 0,001) e também n&o foi observada evidéncia de desajuste do
modelo (p > 0,360). Este modelo, com bom ajuste indicado pelo R? = 0,994, foi
utilizado entdo para determinar a condi¢gdo 6tima e avaliar os efeitos dos fatores e
interacdes.

Na FIGURA 35-A, os SE estdo apresentados. Os termos quadraticos
negativos para o Fator A e B (A% e B?) refletem uma relagéo quadratica entre os fatores
e a eficiéncia de extracao, indicando novamente uma tendéncia de aumento e reducao
da resposta até o nivel maximo do fator. Além disso, um efeito linear positivo foi

observado para a temperatura (B).

FIGURA 35 — EFEITO PADRONIZADO (SE) PARA FATORES E INTERAGOES (A) E GRAFICO DE
CONTORNO OBTIDO COM O MODELO QUADRATICO (B) NO PLANEJAMENTO UTILIZANDO
ACIDO NITRICO 10% v v

B Ponto 6timo ® Baixo @ wm» Alto

m
I
3
s
=]
T
[}]
AvsB g
2
I
1
: p = 0,05 (4,30) [+]=]
0 10 20 60
Efeito padronizado Tempo (min) - A

FONTE: O autor (2023).

Isso sugere, que 0 aumento da temperatura tende a aumentar a eficiéncia da
extragdo. Podendo sugerir, portanto, a obtengdo de maior eficiéncia aumentando a
temperatura da extracdo, possibilitando ser realizada com um menor tempo. No
entanto, por limitagdo instrumental, ja que o bloco de agitagcdo é limitado a uma
temperatura de 100 °C, esse fator nao pode ser avaliado em um maior nivel. Por fim,
o bom ajuste do modelo e o indicativo da condicdo de maximo obtida, permite entao
determinar a condig&o 6tima, destacada na regido de coloragdo vermelha intensa no
grafico de contorno apresentado na FIGURA 35-B (ver acima).

Finalmente, foi ajustado um modelo para a extragao utilizando o solvente
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ChCI:FA:W. Neste caso, o tempo de extracéo (A), temperatura (B) e velocidade de
agitacéo (C), foram estudados utilizando um planejamento do tipo BBD, cuja matriz e
resposta experimental é apresentada na TABELA 20. Na ANOVA apresentada na
TABELA 18 (ver acima), o modelo matematico que apresentou o melhor ajusta aos
dados experimentais foi o modelo quadratico, com R? = 0,911, com a regressao

significativa (p = 0,034) e a falta de ajuste nao significativa (p = 0,114).

TABELA 20 — MATRIZ DE DADOS DO PLANEJAMENTO BOX-BEHNKEN E RESPOSTA
EXPERIMENTAL PARA O METODO Il

Tempo — A Temperatura— B Agitagcdao-C Recuperagao
Experimento (min) (°C) (rpm) (%)
1 60 (-1) 85 (-1) 400 (0) 64
2 180 (1) 85 (-1) 400 (0) 85
3 60 (-1) 95 (1) 400 (0) 75
4 180 (1) 95 (1) 400 (0) 76
5 60 (-1) 90 (0) 340 (-1) 73
6 180 (1) 90 (0) 340 (-1) 82
7 60 (-1) 90 (0) 460 (1) 84
8 180 (1) 90 (0) 460 (1) 73
9 120 (0) 85 (-1) 340 (-1) 69
10 120 (0) 95 (1) 340 (-1) 82
11 120 (0) 85 (-1) 460 (1) 87
12 120 (0) 95 (1) 460 (1) 54
13 (CP) 120 (0) 90 (0) 400 (0) 91
14 (CP) 120 (0) 90 (0) 400 (0) 96
15 (CP) 120 (0) 90 (0) 400 (0) 94

FONTE: O autor (2023).
LEGENDA: Ponto central (CP).

Os efeitos para este modelo estdo apresentados na FIGURA 36-A. O maior
SE estimado foi para uma interagdo negativa entre fator B (temperatura) e C
(agitagdo). Esse efeito de interagdo sugere que com o aumento do nivel do fator A e
B simultaneamente, a eficiéncia da extracdo de Pb ndo aumenta tanto quanto
esperado frente aos efeitos independentes e positivos. Seguido na ordem dos efeitos
de maior magnitude, os termos quadraticos (A?, B? e C?) sdo todos positivos, indicando

as regides de maximo para os trés fatores.
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FIGURA 36 — EFEITO PADRONIZADO (SE) PARA FATORES E INTERAGOES (A) E GRAFICO DE
CONTORNO GERADO A PARTIR DO MODELO QUADRATICO (B)
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FONTE: O autor (2023).

A partir dos dados discutidos anteriormente, sobretudo em relacdo a
qualidade e o bom ajuste dos modelos empiricos, foi possivel determinar as condigdes
o6timas de extragdo para os trés solventes avaliados. Os resultados estao
apresentados na TABELA 21. Além dos pontos 6timos preditos pelos modelos, foram
realizadas replicacdes experimentais nas mesmas condi¢cdes. Para os trés modelos
os resultados determinados foram compativeis e n&o apresentaram diferenca
estatistica significativa. Indicando, portanto, que os modelos sdo adequadamente
precisos na predigao das condi¢des otimas.
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TABELA 21 — CONDIGAO OTIMA OBTIDA NOS PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS PARA OS
DIFERENTES MODELOS

Recuperagao (%)

Modelo Fator Condicio 6tima @ Predita Experimental t-cal )
| A — Tempo (min) 130 (130) 99 100+ 8 0,76
ChCI:OX:W B — Temperatura (°C) 94 (90)

[ A — Tempo (min) 57 (60) 105 101+7 2,20
HNO; B — Temperatura (°C) 91 (90)

I A — Tempo (min) 135 (130) 94 96 + 4 2,65

ChCI:FA:W B — Temperatura (°C) 89 (90)
C —Agitagao (rpm) 397 (400)

FONTE: O autor (2023).
NOTA: a)Em parénteses esta indicada a condigao utilizada experimentalmente.
b) n = 3 (t-tabelado: 4,30; 95% de confianca).

7.3.4 Parametros de desempenho

Por fim, os parametros de desempenho dos métodos foram avaliados,
incluindo a exatiddo das determinacgdes, precisdao, LOD e LOQ. A exatidao foi
primariamente avaliada a partir de ensaios de adi¢ao de padréo. Os resultados estao
apresentados na TABELA 22. Os resultados obtidos foram adequados, com
recuperacoes variando de 97 a 106% e de acordo com os limites de adequacao
estabelecidos (INMETRO, 2020).

TABELA 22 —AVALIAQAO DA EXATIDAO DOS METODOS A PARTIR DE ENSAIO DE ADIGAO E
RECUPERACAO

Adicio A (ChCL:0X:W) B (HNO,) C (ChCI:FA:W)
(mgL')  mglL"! Rec (%) mg L Rec (%) mg L Rec (%)
0 199 - 198 - 201 -
25 224 100 222 97 226 97
50 247 95 250 105 251 100
100 305 106 296 98 302 101

FONTE: O autor (2023).
LEGENDA: Recuperacéao (Rec).

Além dos ensaios de recuperagao, as determinagdes dos métodos foram
realizadas por comparagao entre técnicas (FAAS e ICP-OES) e com o método de

referéncia (MAD). Foram obtidas recuperagbes adequadas, variando de 99 a 105%.
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Essas comparacdes permitem verificar que nado ha efeitos matriciais que afetam a
determinacdo elementar por ambas as técnicas. Os métodos de extracio

desenvolvidos forneceram resultados comparaveis aos valores de referéncia.

TABELA 23 - AVALIACAO DA EXATIDAONPOR MEIO DA COMPARAGCAO ENTRE METODOS DE
PREPARO E TECNICA DE DETERMINACAO DE CHUMBO

Concentraciao RSD Recuperacao
Técnica  Método (mg kg™) (%) (%) t-cal
FAAS | (ChCI:OX:W) 11970 £ 231 0,8 101 1,31
Il (HNO3) 11889 + 726 2,5 100 0,07
[l (ChCI:FA:W) 12464 + 1076 3,5 105 2,26
IV (MAD) 12311 £ 1237 4,0 103 1,43
ICP-OES | (ChCI:OX:W) 12171 £ 429 1,4 102 2,71
Il (HNO3) 12059 + 695 2,3 101 0,98
Il (ChCI:FA:W) 12075 + 803 2,7 101 0,94
IV (MAD) 11806 + 215 0,7 99 1,90

FONTE: O autor (2023).
NOTAS: Incerteza (U, n = 3, 95% confianca).
LEGENDA: Desvio padrao relativo (RSD), digestao assistida por micro-ondas (MAD).

Na TABELA 24 estdo apresentadas as curvas de calibragcado preparadas com
compatibilizagdo da matriz e os respectivos valores de LOD e LOQ calculados. Os
LODs e LOQs determinados para os métodos utilizando DES foram maiores que
aqueles determinados quando usando o HNO; diluido, incluindo o método de
referéncia. No entanto, este fator ndo limita as analises desse tipo de amostra em

razao das altas concentracdes de Pb geralmente encontradas.

TABELA 24 - COMPARAGAO ENTRE CURVAS DE CALIBRACAO E PARAMETROS ANALITICOS
DOS METODOS PROPOSTOS

Meio de preparo  Curva de calibragio @ LOD LOQ
Método (1% v v1) A R? (mg kg') (mg kg™)
I (ChCI:OX:W) ChCI:OX:W 0,0409 0,9994 2,9 9,5
Il (HNO3) HNO; 0,0420 0,9998 1,8 6,1
Il (ChCI:FA:W) ChCIl:FA:W 0,0408 0,9997 5,5 18,2
IV (MAD) HNO; 0,0421 0,9998 2.1 7,1

FONTE: O autor (2023).

NOTAS: a) Faixa de trabalho (0,10 — 10,00 mg/L).

LEGENDA: Digestao assistida por micro-ondas (MAD), coeficiente angular (A),
coeficiente de determinacgéao (R?), limite de detecgéo (LOD), limite de quantificacéo
(LOQ).
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7.3.5 Avaliacao da sustentabilidade

Por fim, os métodos desenvolvidos foram comparados utilizando a métrica
AGREprep. As pontuagdes calculadas estdo apresentadas na FIGURA 37. Tanto o
método | quanto o método Ill, ambos utilizando DES, obtiveram uma pontuacao de
0,68. O bom desempenho desses métodos esta relacionado ao uso do solvente
extrator, ao baixo consumo de amostra e energia, alta frequéncia analitica, e ao alto
nivel de seguranga operacional.

Por outro lado, os métodos Il e IV, que fazem uso de HNO;, apresentaram
pontos negativos nos critérios de seguranca. Adicionalmente, o método IV foi
penalizado devido a geragdo de um alto volume de residuos. Essa analise
comparativa evidencia que, em termos de desempenho geral e segurancga
operacional, os métodos que empregam solventes DES superam significativamente
aqueles que utilizam HNO;. Assim, a selegao do solvente extrator desempenha um

papel crucial na eficacia e na seguranga dos métodos desenvolvidos.

FIGURA 37 — PONTUAGAO OBTIDA UTILIZANDO O AGREEprep DO METODO DE EXTRACAO
EM BANHO DE AQUECIMENTO UTILIZANDO DIFERENTES SOLVENTES APLICADO NA

EXTRAGAO DE CHUMBO EM RESIDUO ELETRONICO

DES -1 HNO, -lI DES - 1lI

<
Eoi O Of

FONTE: O autor (2023).

7.4 CONCLUSOES PARCIAIS

Neste estudo, foram aplicados diferentes solventes na extragdo de chumbo
em residuos eletrénicos de PCBs. Os resultados obtidos revelaram um grande
potencial, com taxas de recuperacao e eficiéncia adequados para uma amostra de
alta complexidade. Os métodos de extracdo utilizando DES e HNO; diluido
demonstraram um excelente desempenho analitico, principalmente devido a

otimizagcado dos parametros envolvidos no processo. Os DES se destacaram como
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uma opgao promissora para a extracdo de chumbo em PCBs, e ha um vasto campo
de possibilidades para o desenvolvimento de trabalhos focados na recuperacéo desse
metal, com aplica¢gdes abrangentes. Embora os métodos com DES tenham mostrado
um bom desempenho na métrica AGREEprep, eles foram impactados pelo maior
tempo necessario para alcancar taxas adequadas de eficiéncia. Por outro lado, o
método utilizando HNO; apresentou um desempenho igualmente satisfatério com um
menor tempo de extragdo. Estes resultados destacam a viabilidade das abordagens
utilizadas para a extracdo de chumbo em residuo eletrénico de placas de circuito

impresso.
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8 AVANCOS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho representa um avango significativo na aplicagdo de DES no
desenvolvimento de métodos de preparo de amostra, com o propésito especifico de
aprimorar a eficiéncia dos processos, tornando-os mais rapidos e eficientes. A
incorporacao dos principios do preparo de amostra verde também contribuiu para a
melhoria do desempenho sob a perspectiva da sustentabilidade. Esses resultados sao
relevantes para ampliar o conhecimento sobre a utilizagdo de DES em métodos de
preparo de amostra para analise elementar.

Um compéndio dos parametros e caracteristicas dos métodos desenvolvidos
neste trabalho esta apresentado na TABELA 25. Os DES foram empregados em
meétodos baseados em diferentes principios quimicos, os quais foram otimizados para
alcancar o maximo desempenho, seja por meio de radiagdo micro-ondas ou
aquecimento condutivo com agitagdo. Os volumes de solvente extrator utilizados
foram inferiores a 3 mL, como resultado de um estudo detalhado das condi¢des
experimentais, que possibilitou a obtencdo de taxas adequadas de extracéo,
compativeis com tempo e temperatura adequados.

Além disso, as recuperacgdes obtidas em todos os ensaios de validacao para
0os métodos desenvolvidos variaram de 88% a 110%, sendo, portanto, consideradas
adequadas para os niveis de concentracbes analisados. Por fim, & importante
ressaltar que foram analisadas amostras de matrizes organicas (ervas medicinais e
Oleos vegetais) e inorganicas (placa de circuito impresso). Em todas as aplicagdes, o
desempenho analitico foi aprimorado, proporcionando resultados comparaveis aos
métodos de referéncia. As aplicagbes garantiram niveis de qualidade analitica
compativeis com as técnicas de determinacao e forneceram resultados confiaveis,
robustos e precisos.

Por outro lado, ainda existem aspectos que podem ser aprimorados nos
meétodos atuais, como a incorporacao de principios voltados a miniaturizacdo das
etapas envolvidas e ganhos em desempenho através da personalizacdo e modelagem
das propriedades fisico-quimicas dos DES utilizados. Nessa perspectiva, novas
aplicagdes sdo consideradas, incluindo o desenvolvimento de métodos de extragao

seletiva para aplicagao em especiagcao quimica.
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TABELA 25 — ANALISE COMPARATIVA DOS METODOS DESENVOLVIDOS NESTA TESE DETALHANDO SUAS CARACTERISTICAS, VANTAGENS E
DESEMPENHO ANALITICO E DE SUSTENTABILIDADE

Capitulo Ill Capitulo IV Capitulo V (Extracgao)

Parametro MAE MAEB A B C

Analitos @ @ 0 Q Q @ @ @ @
Q0O® 0000
Amostra (Matriz) Erva medicinal (Vegetal) Oleo vegetal (Alimento) PCB (Inorgénica) PCB (Inorganica) PCB (Inorgénica)
Solvente extrator ChCI:OX:W ChCIl:OX:W ChCIl:OX:W HNO; ChCIL:FA:W
Raz&o molar do solvente 1:1:1 1:1:4 1:1:1 - 1:1:1
Volume do solvente (mL) 3,0 1,7 1,0 1,0 1,0
Tempo de preparo (minutos) 35 segundos 6@ 130 60 130
Amostras (por hora) 100 78 90 90 90
Técnica de detecgao ICP-OES ICP-OES FAAS FAAS FAAS
Recuperacao (%) 88 — 109 92 - 110 95 - 106 97 — 105 97 — 101
Pontuagdo AGREEprep 0,73 0,64 0,68 0,50 0,68
e D 4

- [+ 068 1 [+ 0 50 12 [+ 0 68 1

Pictograma AGREEprep 0,68 0,68
y Oy OO

FONTE: O autor (2023).

NOTA: a) Considerando o tempo necessario para a extragdo e quebra da emulséo utilizando micro-ondas.
b) Os critérios foram avaliados com pesos distintos em comparagao aos outros métodos devido as caracteristicas intrinsecas do método.

LEGENDA: Cloreto de colina (ChCl), acido oxalico (OX), acido férmico (FA), agua (W), placa de circuito impresso (PCB), espectrometria de absorgédo atdmica com
chama (FAAS), espectrometria de emisséo éptica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES).
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9 CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSAO

Os métodos apresentados nesta tese representaram avancgos significativos no
uso de DES no preparo de amostra, combinando diferentes componentes na
formulacao de DES e avaliando seu potencial como extratores para diversos analitos.
A aplicacdo de otimizacdo multivariada resultou em métodos mais eficientes,
proporcionando alta frequéncia e desempenho analitico. Essa abordagem constitui
um avancgo consideravel, contribuindo para o desenvolvimento de métodos de preparo
de amostra mais rapidos e eficazes.

Os resultados dos estudos desenvolvidos indicam que o uso de DES e
estratégias de otimizagdo € promissor, especialmente na extracdo de analitos
inorganicos. No primeiro método (MAE), os DES foram combinados com MW para
preparar amostras vegetais antes da determinacao elementar (Cd, Cu, Fe, Mn e Zn)
por ICP-OES. A otimizacdo das condigbes resultou em maxima eficiéncia, e a
utilizacdo de DES como extrator, associado ao MW, levou a uma alta eficiéncia de
extragdo e produtividade analitica. O MAE ofereceu vantagens como recuperagdes
adequadas, eliminagao de etapas adicionais de extracdo com acidos, baixo consumo
de solvente, reducao no tempo de preparo e alta frequéncia analitica, possibilitando o
preparo de até 100 amostras por hora.

Ja no segundo método, os DES foram utilizados como extratores em uma
nova aplicacado baseada na formacgao e quebra de emulsdo W/O para a determinacao
de Al, Ca, Cr, Cu, K, Mg, Mn e Zn por ICP-OES. Os resultados foram promissores,
com recuperagoes adequadas alcangadas por meio da combinagao de estratégias de
otimizacao, do uso de DES como extrator e da aplicagdo de MW para a rapida
separacao das fases no sistema emulsionado, resultando em bons parametros de
desempenho. Isso incluiu alta frequéncia analitica com a possibilidade de preparar até
78 amostras por hora e simplicidade, contribuindo para uma avaliacdo positiva em
relagao aos critérios do GSP.

Por fim, no terceiro estudo, foram desenvolvidos métodos que utilizam DES e
HNO; diluido na extracao de Pb em residuos de PCBs para determinacao por FAAS,
obtendo recuperagdes adequadas. Embora os métodos com DES tenham demandado
mais tempo para obter boas recuperacgdes, eles apresentaram desempenho

igualmente satisfatorio em comparagdo com o método que utilizou HNO; diluido. Além
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disso, os trés métodos demonstraram bom desempenho em relagdo ao GSP quando
comparados ao método convencional avaliado.

Em face dos desafios e da complexidade das amostras analisadas, os
métodos desenvolvidos e as estratégias aplicadas nesta tese representaram avangos
significativos, fornecendo vantagens e contribuindo para aprimorar a etapa de preparo
de amostra na analise quimica, resultando em ganhos de desempenho analitico e de
sustentabilidade. Isso contribuira para o progresso da Quimica Analitica e a resolugao

de desafios analiticos atuais e futuros.
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APENDICE A - DESCRIQAO DAS VARIAVEIS EXTRAIDAS DOS ARTIGOS E PROCESSADAS NO
MAPA AUTO-ORGANIZAVEL

Codificagao

Categoria Variavel

One-hot

Componentes do B-alanina (ALA), cloreto de colina (ChCl), acido citrico
solvente/DES (CA), acido lactico (LA), acido malico (MA), acido oxalico
(OX), acido tartarico (TA), agua (W), xilitol (XY)

Parametro Efeito da adicdo de acido, concentracao de acido, tipo de

avaliado/otimizado acido, tipo de DES/composi¢céo molar, volume de DES,
Razao entre DES e massa de amostra, poténcia de
micro-ondas, concentragdo de agente redutor, massa de
amostra, temperatura e tempo

Tipo de método Digestao e extragao

Analito determinado Ag, Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn,
Mo, Na, Ni, Pb, P, Se, Sn, Ti, V e Zn

Técnica de detecgéo CV AAS, FAAS, GFAAS, ICP-OES e ICP-MS

Nao codificado Raz&o molar do HBA e HBD

Numero de analito

Volume de DES

Ndmero de pictogramas @)
Tempo do método
Numero de etapas
Recuperagdo Minima ®)
Recuperagdo Maxima ®)
Volume ou massa/amostra
Pontuagdo AGREEprep ©
Pontuagéo AGREE ©

FONTE:
NOTA:

LEGENDA:

O autor (2023).

a) Os dados foram extraidos da ficha de seguranga do produto quimico ou da base de
dados PubChem.

b) Recuperacao informada nos artigos a partir de ensaios de validagao utilizando
material de referéncia certificado ou em ensaios de adicao e recuperagao.

c) Pontuagdes calculadas a partir dos dados extraidos dos artigos. Nota-se que os
critérios aplicados para dados faltantes foram considerados em alguns casos.

Aceptor de ligagao de hidrogénio (HBA), doador de ligacdo de hidrogénio (HBD),
Espectrometria de absorcao atémica com chama (FAAS), espectrometria de absorgéao
atdbmica com forno de grafite (GFAAS), espectrometria de absorg¢ao atémica com vapor
frio (CV AAS), espectrometria de emisséo optica com plasma acoplado indutivamente
(ICP-OES), espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS).
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APENDICE B - CRITERIOS UTILIZADOS PARA CALCULO DAS PONTUAGOES EM CASO DE
DADOS AUSENTES OU NAO DETERMINADOS

Critério

Descrigao

Tempo e niumero de amostras
preparadas por hora

Quantidade de residuo
Quantidade de amostra
Volume de solvente

Tempo de preparo do solvente

Poténcia de instrumento quando
ndo fornecido ou localizado no
fabricante

Estimativa do total de amostras preparadas por hora
considerando um n = 9. Em instrumentos que comportam mais
de 9 amostras (micro-ondas fechado, centrifuga, bloco digestor)
foi considerado o tempo total informado como uma rodada
(capaz de preparar simultaneamente as 9 amostras).

Quantidade total de reagentes, solventes e amostra utilizados.
2mLou0,2g

5 mL

1 hora

Centrifuga (500 W)

Bloco digestor (1700 W)

Chapa de aquecimento com agitacéo (400 W)
Chapa de aquecimento sem agitagao (350 W)
Micro-ondas/fechado (1500 W)
Micro-ondas/aberto (600 W)

Agitador vortex (60 W)

Banho ultrassénico (600 W)

Banho de aquecimento/banho de 6leo (600 W)

FONTE: O autor (2023).
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a

APENDICE C — PLANOS DE COMPONENTES PARA VARIAVEIS PROCESSADAS NO MAPA

AUTO-ORGANIZAVEL

Quantidade de
amostra

Poténcia
M

Volume/massa
DES
®
()
[
()
[ 1

Quantidade

de DES
o
.
“‘
o

Concentragédo
de acido
©
)
“‘
L L)

Ba
CV AAS

Escala:

Baixo T T Alto

Fe
Ni
Zn

As
Cu
Na

Al

Cr

Mo
Ti

Ag
Co
Mn
Sn

Cd
Mg
Se
O autor (2023).

Extragao
atdbmica com forno de grafite (GFAAS), espectrometria de absorg¢ao atémica com vapor

frio (CV AAS).

Ca

Pb
FAAS
000

FONTE:

Digestao
LEGENDA: Espectrometria de absorgao atdmica com chama (FAAS), espectrometria de absorgao
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APENDICE D - PONTUAGCOES AGREE CALCULADAS PARA OS TRABALHOS REVISADOS

=8 =X
‘@
on - 2 Ao “4:
Py . i S o
: @ @ o5 ) (o=,
“

FONTE: O autor (2023).

NOTA: A1 (Hab|b| et aI 2013), A2 (Ghanemi et al., 2014), A4 (Matong et al., 2017), A5 (Bagda et
al., 2017b), A6 (Rastegarifard et al., 2017), A7 (Panhwar et al., 2018), A9 (Kurt et al., 2020),
A10 (Moreira et al., 2020), A11 (Santana et al., 2020), A12 (Santana et al., 2021), A13
(Ferreira et al., 2022), A15 (Shishov et al., 2022a), A16 (Shishov et al., 2022b), A17 (Yang et
al., 2022b), and A18 (Guimaraes et al., 2023).
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e

A7

APENDICE E — PONTUACOES AGREEprep CALCULADAS PARA OS TRABALHOS REVISADOS
A1 A2 A4 A5 A6
A9 A10 A1 A12
A13 A15 A16 A17 A18
FONTE: O autor (2023).
NOTA: A1 (Habibi et al., 2013), A2 (Ghanemi et al., 2014), A4 (Matong et al., 2017), A5 (Bagda et
al., 2017b), A6 (Rastegarifard et al., 2017), A7 (Panhwar et al., 2018), A9 (Kurt et al., 2020),
A10 (Moreira et al., 2020), A11 (Santana et al., 2020), A12 (Santana et al., 2021), A13
(Ferreira et al., 2022), A15 (Shishov et al., 2022a), A16 (Shishov et al., 2022b), A17 (Yang et
al., 2022b), and A18 (Guimaraes et al., 2023).
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APENDICE F — CONCENTRACOES DE Cd, Cu, Fe, Mn e Zn DETERMINADAS EM ERVAS MEDICINAIS UTILIZANDO O METODO DE EXTRAGCAO ASSISTIDA
POR MICRO-ONDAS

mg kg’ U (n=3)

ID Amostra Cd Cu Fe Mn Zn

S-1  Alecrim (Salvia rosmarinus) 0,304 £ 0,247 5,87 £ 0,38 393,5+£4,0 28,25 £ 0,37 22,67 £ 0,49
S-2  Alecrim (Salvia rosmarinus) 0,242 + 0,061 11,31+£0,18 122,9+2,0 70,09 £ 0,15 31,64 +2,02
S-3  Alecrim (Salvia rosmarinus) 0,135+ 0,103 4,66 £+ 0,06 210,8 0,7 7,54 + 0,07 19,45+ 0,22
S-4  Alho (Allium sativum) 0,646 + 0,021 12,77 £ 0,86 553,6 + 64,7 118,40 + 5,60 30,37 £ 2,93
S-5  Alho (Allium sativum) 0,057 + 0,026 8,46 + 0,03 1583,9 + 12,1 66,43 + 0,19 21,28 + 0,59
S-6 Caléndula (Calendula officinalis) 0,557 + 0,155 12,52 £ 0,53 366,7 £ 2,0 35,90 + 0,62 23,78 £ 0,16
S-7  Camomila (Matricaria recutita) 0,579 £ 0,075 11,45+0,18 255,9 + 28,7 77,52 0,20 41,27 £ 2,32
S-8 Cavalinha (Equisetum arvense) 0,394 + 0,042 7,53 + 0,58 1201,0 £ 128,0 301,22 £ 17,77 61,44 + 17,21
S-9 Cha Preto (Camellia sinensis) 0,377 £ 0,105 9,92 + 0,40 70,4 +£7,2 1320,61 + 16,23 15,76 £ 1,65
S-10 Embauba (Cecropia pachystachya) 0,075 + 0,031 9,15+ 0,07 358,2+ 0,4 99,91 £ 1,07 28,24 £ 0,24
S-11 Erva-cidreira (Lippia alba) 0,427 £ 0,124 11,17 £ 1,46 3462,5+ 13,5 50,34 + 8,39 28,74 + 6,57
S-12 Eucalipto (Eucalyptus globulus) 0,073 £ 0,060 5,78 + 0,06 2412+ 1,1 905,99 + 2,92 20,34 + 0,56
S-13 Gengibre (Zingiber officinale) 1,310 £ 0,268 3,41 +£0,26 97,5+12,9 100,10 + 10,60 18,62 +1,75
S-14 Gengibre (Zingiber officinale) 0,316 + 0,076 2,83+ 0,04 118,2+19,3 112,11 £ 0,82 18,07 £ 0,16
S-15 Gengibre (Zingiber officinale) 0,276 + 0,024 2,74 £ 0,08 121,5+1,7 107,09 + 0,84 17,03 £ 0,03
S-16 Ginkgo biloba (Ginkgo biloba) 1,443 + 0,326 8,61+ 0,64 1379,0 £ 160,0 133,70 + 10,50 15,20 £ 1,80
S-17 Ginkgo biloba (Ginkgo biloba) 0,454 + 0,043 6,64 £ 0,27 627,0 £ 30,2 159,94 + 2,33 11,19 £ 1,07
S-18 Ginkgo biloba (Ginkgo biloba) 0,077 £ 0,045 4,71 £0,03 783,3+5,8 127,79 £ 0,70 16,60 + 0,23
S-19 Ginseng (Panax ginseng) 1,236 £ 0,104 3,56 + 0,10 205,3+22,0 56,60 + 7,40 8,86 + 1,27
S-20 Ginseng (Panax ginseng) 0,511 £ 0,006 3,10 £ 0,05 179,2+0,5 55,49 £ 0,76 10,60 + 0,07

Continua.
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mg kg't U (n=3)

ID Amostra Cd Cu Fe Mn Zn

S-21 Hibisco (Hibiscus rosa-sinensis) 0,549 + 0,057 4,54 + 0,05 87,4 +£5,1 221,68 + 13,91 32,38 + 0,37
S-22 Hortelad (Mentha x piperita) 0,368 + 0,015 11,57 £ 0,35 407,4 + 69 118,05 + 5,64 18,64 + 1,67
S-23 Hortela (Mentha x piperita) 0,245 + 0,065 6,88 + 0,06 146,5 + 12,3 26,12 + 0,06 24,95 + 4,28
S-24 Malva (Malva sylvestris) 0,220 + 0,083 6,25 + 0,03 496,7 +4,3 536,17 £ 5,05 49,01 £ 0,27
S-25 Manjericdo (Ocimum basilicum) 0,422 + 0,059 19,53 £ 1,03 323,6 + 38,2 74,52 +4,90 39,40 £ 2,50
S-26 Manjerona (Origanum majorana) 0,420 + 0,036 10,35+ 0,20 499,4 + 16,1 45,08 £ 2,24 27,48 + 4,63
S-27 Melissa (Melissa officinalis) 0,445 + 0,066 8,20+ 0,23 186,9+0,7 85,95 + 5,63 2512+ 2,76
S-28 Pata de vaca (Bauhinia variegata) 0,455 + 0,074 8,17 £ 0,88 283,3+21,2 112,43 £ 17,10 17,10 £ 3,24
S-29 Quebra-pedra (Phyllanthus niruri) 0,511 + 0,031 10,00 + 0,11 430,0+1,6 243,49 + 1,28 36,10 £ 0,26
S-30 Salvia (Salvia officinalis) 1,076 £ 0,175 10,82 £ 0,62 1378,7 £ 19,3 112,94 + 4,69 40,90 + 4,03
S-31 Salvia (Salvia officinalis) 0,409 + 0,054 11,51 £ 0,58 4757,5 +169,5 85,70 + 5,60 34,17 £ 0,83
S-32 Sene (Senna alexandrina) 0,361 + 0,030 5,68 + 0,33 139,5+ 32,4 22,76 + 27,4 10,58 + 0,08
FONTE: O autor (2023).

NOTA: Incerteza distribuicéo t, n = 3, nivel de confianca de 95%.

LEGENDA: Incerteza da medicao (U).
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APENDICE G — CONCENTRAGOES DE Al, Ca, Cr, Cu, K, Mg, Mn e Zn DETERMINADAS EM OLEOS VEGETAIS UTILIZANDO O METODO DE EXTRAGAO
BASEADA NA QUEBRA DE EMULSAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS

mg kg’ U (n = 3)

ID Amostra Al Ca Cr Cu K Mg Mn Zn

S-1  Azeite de dendé 0,190 + 0,001 2,004 + 0,020 0,128 £0,013 0,050 £ 0,001 0,437 +£0,003 0,242 +0,018 0,094 +0,013 0,131 £ 0,007
S-2  Azeite de oliva 0,113 +0,006 0,178 £0,007 0,058 +0,008 0,022 +0,001 0,280+ 0,037 <LOQ 0,056 £ 0,008 0,044 + 0,001
S-3  Azeite de oliva 0,102+ 0,022 0,119+0,002 0,067 £0,004 <LOQ 0,267 +£0,010 <LOQ 0,073 £0,004 0,105+ 0,022
S-4  Azeite de oliva 0,062 + 0,001 0,305+0,018 0,070+0,014 <LOQ 0,354 + 0,003 <LOQ 0,055+ 0,005 0,138 + 0,006
S-5 Manteiga de cupuagu 0,070 £ 0,016 0,570+ 0,051 0,053 +0,006 0,061+0,003 1,799+0,072 0,118+0,010 0,063 +0,002 0,094 + 0,006
S-6  Algodao 0,168 + 0,002 0,156 + 0,019 0,064 + 0,002 0,040 + 0,001 0,208 + 0,002 0,318 +0,004 0,064 +0,014 0,090 + 0,006
S-7  Amendoim 0,577 +£0,041 9,941 +0,017 0,060 +0,001 0,057+0,010 9,440+0,381 7,909+0,073 0,323+0,020 0,257 +0,002
S-8  Andiroba 0,180+ 0,010 3,743+0,176 0,022 +0,004 0,051+0,014 111,833 +2,856 2,867 + 0,033 0,131 +0,007 0,398 + 0,005
S-9  Arroz 0,143 +0,023 2,330+0,017 0,033+0,011 0,036 £0,003 25252+0,268 9,313 +0,143 2,040+0,054 0,265+ 0,012
S-10 Babagu 0,112+ 0,009 1,849+0,044 0,011+£0,010 <LOQ 1,422 + 0,009 0,760+ 0,009 1,037 +0,008 0,072+ 0,007
S-11  Canola 0,108 £ 0,004 0,352 +0,009 0,064 +£0,004 0,016 +0,001 0,202+0,009 0,277 £0,001 0,081+0,001 0,092+ 0,005
S-12 Castanha-do-Para 0,069 +0,010 0,092+0,019 <LOQ <LOQ 0,551 +0,021 0,189+0,032 0,116 +0,008 0,051 + 0,006
S-13 Coco 0,162 £ 0,008 <LOQ 0,069 £ 0,009 0,029 +0,008 0,527 +0,007 0,370+0,012 0,074+0,010 0,057 £0,013
S-14 Copaiba 0,292 +0,024 2,739+0,083 0,050+0,023 0,089+0,004 3,039+0,104 0,319+0,019 3,465+0,063 0,340+ 0,077
S-15  Gergelim 0,056 + 0,008 0,936 +0,188 0,060 + 0,006 0,066+ 0,002 0,441+0,066 0,079+0,017 0,075+0,008 0,150+ 0,018
S-16 Girassol 0,040+0,012 0,136 £0,014 <LOQ 0,017 £ 0,004 0,066 £ 0,014 <LOQ 0,104 + 0,013 0,052 + 0,004
S-17 Mamona 0,293 £0,018 <LOQ 0,066 +£ 0,002 0,105+0,004 0,405+0,016 0,141+0,005 0,062+0,014 0,066+ 0,010
S-18 Milho 0,227 +0,012 1,597 £0,047 0,050 +£0,002 0,068 +£0,009 24,303 +0,545 20,219 +0,468 0,134 £ 0,018 0,298 + 0,001
S-19 Palmiste 0,101 +0,011 0,158 £0,013 0,110+ 0,003 0,029 £ 0,001 0,199+ 0,010 0,151 +0,002 0,055+0,004 0,101 +0,013
S-20 Pinhdo manso 0,445 +0,029 2,798 +0,027 0,037 £0,014 0,053 +0,009 20,747 +0,069 19,521 + 0,234 0,282 +0,020 0,404 + 0,004

Continua.
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mg kg't U (n=3)

ID Amostra Al Ca Cr Cu K Mg Mn Zn

S-21 Soja 0,097 £ 0,013 0,423+0,041 0,035+0,007 0,040+0,002 0,109 +0,024 0,053+0,011 0,038 +0,008 0,087 + 0,008
S-22  Soja 0,124 + 0,005 0,104 +0,017 0,114 +0,022 0,089 +0,008 0,270+ 0,007 <LOQ 0,108 £ 0,023 0,135+ 0,030
S-23 Soja 0,262+ 0,019 <LOQ 0,057 + 0,008 0,024 +£ 0,004 0,193 £0,003 0,096 +0,011 0,059+0,005 0,087 +0,001
S-24 Soja/degomado 0,197 £ 0,046 2,423 + 0,01 0,031 +£0,027 0,051 +0,004 24,584 +0,251 12,729 +0,07 0,355+0,008 1,054 + 0,041
FONTE: O autor (2023).

NOTA: Incerteza distribuicéo t, n = 3, nivel de confianca de 95%.

LEGENDA: Incerteza da medicéo (U), limite de quantificacao (LOQ).
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ANEXO A - EQUAGCOES, FORMULAS E CALCULOS UTILIZADOS

ID Equacao Parametros Referéncia
EQ-A1 Numero de nés = 5 X vn n — Numero de amostras no conjunto de dados. Vesanto e Alhoniemi (2000)
EQ-A2 ] B SD X — Média do conjunto de medigdes. Miller e Miller (2010)

Q- Intervalo de confianga = X + N z— Nivel de confianca (a = 0,05). Skoog et al. (2005)

SD — Desvio padréo do conjunto amostral.
n — Tamanho da amostra.

< o C1 C1 - Concentragao do analito. INMETRO (2020)
EQ-A3 Recuperagdo (%) = (6) x 100 C2 — Concentracéo de referéncia do analito.
o Rla Ri1b Rln R1 — Recuperacao (%) do analito (a, b, ¢ ... n) em um Novaes et al. (2016a)
EQ-A4 Resposta multipla = R2a + RZb + o R2n experimento em particular.
R2 — Recuperagdo maxima obtida no conjunto de
experimentos.
) . ) SD SD — Desvio padréao do conjunto amostral. INMETRO (2020)
EQ-A5 Desvio padrao relativo (%) = ()_(—) x 100 % — Média da amostra.
o N 3,3%xSD SD — Desvio padrao do sinal obtido em 10 medic¢des INMETRO (2020)
EQ-AG Limite de detecgao = A independentes do branco analitico. IUPAC (1978)
A — Coeficiente angular da curva de calibragao.
o L 10 x SD SD — Desvio padrao do sinal obtido em 10 medi¢des INMETRO (2020)
EQ-A7 Limite de quantificacdo = A independentes do branco analitico.

A — Coeficiente angular da curva de calibragao.

Continua.
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ID Equacao Parametros Referéncia
EQ-AS [C; — Cy C1 — Média do valor obtido experimentalmente. Miller e Miller (2010)
Q- Valor t (calculadoy = —5p—— C2 — Valor de referéncia. Skoog et al. (2005)
vn SD — Desvio padrdo do conjunto amostral.
n — Tamanho da amostra.
EQ-A9 < o C1-C2 C1 — Concentracéo do analito na amostra fortificada. INMETRO (2020)
Q- Recuperagdo (%) = ( c3 ) X100 C2 — Concentracéo do analito na amostra nzo fortificada.
C3 — Concentragao do analito adicionada a amostra.
(PW x TM)/1000 PW — Poténcia do equipamento em watt (W).
EQ-A10  KWh/mL = v TM — Tempo de uso em horas (h).
V — Volume (mL).
PW x TM — Poténci i .
EQ-A11 KWh = PW — Poténcia do equipamento em watt (W)

TM — Tempo de uso em horas (h).
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ANEXO B - PRINCIPIOS DA QUIMICA VERDE, QUIMICA ANALITICA VERDE E DO PREPARO DE AMOSTRA VERDE

Quimica verde (GC)

Quimica Analitica Verde (GAC)

Preparo de Amostra Verde (GSP)

1

10

11

12

Evite desperdicios
Maximize a economia de dtomos
Projete sinteses quimicas menos perigosas

Projete produtos quimicos e produtos mais
seguros

Use solventes e condi¢des de reacdo mais
seguros

Aumente a eficiéncia energética

Use matéria-prima renovavel

Evite derivatizagdo quimica

Use catalisador e ndo reagentes
estequiométricos

Projete produtos quimicos e produtos para se
degradarem apds o uso

Analise em tempo real para prevenir a
poluicao

Minimize o potencial de acidentes

1

11

12

Técnicas analiticas diretas devem ser
aplicadas para evitar o tratamento da amostra

Tamanho minimo de amostra e nimero
minimo de amostras s&do objetivos

Medigbes in situ devem ser realizadas.

A integracao de processos e operagdes
analiticas economiza energia e reduz o uso de
reagentes

Métodos automatizados e miniaturizados
devem ser selecionados

A derivatizacao deve ser evitada

A geragao de um grande volume de residuos
analiticos deve ser evitada e o gerenciamento
adequado deve ser fornecido

Métodos multianalitos ou multipar@metros sao
preferidos em vez de métodos que usam um
analito de cada vez

O uso de energia deve ser minimizado

Os reagentes obtidos de fontes renovaveis
devem ser preferidos

Os reagentes toxicos devem ser eliminados ou
substituidos

A seguranca do operador deve ser aumentada

1

10

Favoreca o preparo de amostra in situ
Use solventes e reagentes mais seguros

Use materiais sustentaveis, reutilizaveis e
renovaveis

Minimize o desperdicio

Minimize a quantidade de amostra, produtos
quimicos e materiais

Maximize o rendimento da amostra

Integre etapas e promova a automagéao

Minimize o consumo de energia

Escolha a configuragao de preparo pos-
amostra mais ecolégica possivel para analise

Garanta procedimentos seguros para o
operador

FONTE: Anastas e Warner (1998), Gatuszka et al. (2013) e Lopez-Lorente et al. (2022).
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