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RESUMO

Os Solventes Eutéticos Profundos (DESs) e Solventes Eutéticos Profundos Naturais
(NADESs) apresentam ampla aplicagao, inclusive em processos de extragado, e
atendem a grande maioria dos principios da Quimica Verde e da Quimica Analitica
Verde. Estes solventes sao obtidos por meio de uma sintese simples, rapida e com
baixo custo energético. Adicionalmente, os DES e NADES podem apresentar alta
compatibilidade para analises com diferentes técnicas analiticas, incluindo a
espectrometria de absorg¢ao atdbmica com forno de grafite (GF AAS). Nesse sentido, a
determinacdo de metais apds extracio com DES/NADES por técnicas
espectrométricas € uma alternativa conexa com os principios da GC. O presente
trabalho propde a investigacdo de trés diferentes DESs, derivados do cloreto de
colina, variando a combinagao e a razao molar dos reagentes aceptores e doadores
de hidrogénio, para extragdo de Cd e Pb em amostras bioldgicas e posterior
determinacédo por GF AAS. O DES formado por cloreto de colina e acido oxalico
(ChCI:0x) na proporgao 1:1 apresentou a melhor eficiéncia de extragao dos analitos.
Este foi caracterizado por espectroscopia de infravermelho (IV), calorimetria
exploratoria diferencial e densidade. No programa de temperaturas otimizado, foram
utilizadas temperaturas de pirdlise iguais a 600 e 900 °C e atomizagao de 1900 e 2100
°C, para Cd e Pb, respectivamente, usando 15 ug de Pd como modificador quimico
em solugcdo. A extracado foi realizada com 40 mg de amostra, 400 uL de DES,
submetidos ao aquecimento a 95 £ 5 °C por 30 min, posteriormente as amostras foram
diluidas e a concentracdo dos analitos determinada por GF AAS. Os limites de
deteccdo obtidos foram de 0,002 ug g' e 0,041 yg g, para o Cd e Pb,
respectivamente, os limites de quantificagédo obtidos foram de 0,006 ug g™' para o Cd
e 0,125 ug g para o Pb. A exatiddo do método foi avaliada por meio da analise das
amostras de referéncia, na condi¢ao otimizada, a extracdo dos analitos apresentou
uma recuperacao entre 58-68 % para o Cd e 91-110 % para o Pb. O método foi
avaliado, do ponto de vista da quimica verde através da aplicagao das métricas estrela
verde e eco-escala. Embora o método nao tenha apresentado valores de
recuperacoes aceitaveis para Cd, o mesmo apresentou potencial para extracao e
determinacao de Pb em amostras bioldgicas e vai ao encontro dos principios de uma

quimica ambientalmente amigavel.



Palavras-chave: Solventes Eutéticos Profundos, Cadmio, Chumbo, Quimica Verde.



ABSTRACT

Deep eutectic solvents (DES) and natural deep eutectic solvents (NADES) have wide
application, including in extraction processes, and meet the majority of Green
Chemistry (GC) and Green Analytical Chemistry (GAC) principles. These solvents are
obtained through a simple, fast and low-cost energy synthesis. Additionally, DES and
NADES are highly compatible with different analytical techniques, including graphite
furnace atomic absorption spectrometry (GF AAS). In this sense, the determination of
metals after extraction with DES/NADES by spectrometric techniques is an alternative
connected with the principles of GC. The present work proposes the investigation of
three different DESs derivatives from choline chloride, varying the combination and
molar ratio of the hydrogen acceptor and donor reagents, for the extraction of Cd and
Pb in biological samples and subsequent determination by GF AAS. The DES formed
by choline chloride and oxalic acid (ChCI:Ox) in the 1:1 molar ratio showed the best
efficiency of analyte extraction. It was characterized by iinfrared spectroscopy (IR),
differential scanning calorimetry (DSC) and density. In the optimized temperature
program, pyrolysis temperatures of 600 and 900 °C and atomization of 1900 and 2100
°C were used for Cd and Pb, respectively, using Pd 15 ug as modifier in solution. The
extraction was performed with 40 mg of sample, 400 uL of DES, heated at 95 + 5 °C
for 30 min, then the samples were diluted, and the analytes determined by GF AAS.
The detection limits obtained were 0,002 ug g and 0,041 pg g' for Cd and Pb,
respectively, the quantification limits obtained were 0,006 ug g-' for Cd and 0,125 ug
g for Pb. The accuracy of the method was evaluated through the analysis of the
reference samples, in the optimized condition, the extraction of the analytes showed a
recovery between 58-68 % for Cd and 91-110 % for Pb. The method was evaluated,
from the point of view of GC, through the application of green star and eco-scale
metrics. Although the method did not show acceptable recovery values for Cd, it
showed potential for extractions of Pb in biological samples and meets the principles

of an environmentally friendly chemistry.

Keywords: Deep Eutectic Solvents, Cadmium, Lead, Green Chemistry
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1 INTRODUGAO

A crescente problematica ambiental, tais como aumento de gases poluentes,
geracao de residuos em larga escala e altos riscos a saude humana mantém a
quimica no foco de midias nacionais e internacionais, por ser a esta atribuida
responsabilidade. Embora a quimica também seja utilizada como solugdo para
diversos outros danos e alternativas para melhor uso de bens de consumo, uma visao
negativa desta, muitas vezes é difundida erroneamente ofuscando seus benfeitos.
Nesta perspectiva, como forma de minimizar os danos causados por processos
quimicos, governos comecaram a desenvolver programas de incentivo e
reconhecimento para o desenvolvimento de processos menos agressivos, tanto para
0 meio ambiente, quanto para a saude do operador.

Neste sentido, a busca por alternativas para metodologias tradicionais tornou-
se foco de pesquisa e dentre estas, passou-se a buscar alternativas mais
ambientalmente amigaveis para os solventes organicos volateis convencionais, que
apresentam alta toxicidade e sao utilizados nas mais diversas areas da quimica. Em
um primeiro momento, os Liquidos Iénicos (ILs, lonic Liquids) ganharam destaque e
mostraram potencial para diversas aplicagdes. Posteriormente, passaram a dividir o
espagco com uma nova classe de solventes denominadas Solventes Eutéticos
Profundos (DESs, Deep Eutectic Solvents) ou ainda, Solventes Eutéticos Profundos
Naturais (NADESSs, Natural Deep Eutectic Solvents), que pertencem a mesma classe
de solventes, porém sao sintetizados a partir de reagentes de fontes naturais, sendo
que ambos atendem aos principios da Quimica Verde (GC, Green Chemistry) e da
Quimica Analitica Verde (GAC, Green Analytical Chemistry).

Os DESs apresentam vantagens frente aos solventes organicos, e frente aos
ILs, tais como sintese rapida e de baixo custo, biodegradabilidade, biocompatibilidade
além de ampla aplicabilidade nas mais diversas areas, tais como eletrodeposicéo,
processamento de biodiesel, produgdao de nanomateriais, captura de gases
prejudiciais, catalisadores de reacdo e como solventes extratores. A extragao de
elementos trago, para posterior determinagao por diferentes técnicas analiticas, séo
de grande importancia, pois possibilitam o controle da concentragado de elementos que
possuem potencial toxicidade. Elementos como Cd e Pb, possuem grande potencial

téxico e de bioacumulacao, causando efeitos prejudiciais a saude humana, entre estes
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danos ao sistema gastrointestinal, neurolégico, renal e hepatico. Sendo assim, o
controle destes em amostras ambientais e biologicas é essencial.

Diversas técnicas analiticas s&o reportadas na literatura para a determinacéao
de elementos trago. Entre estas técnicas destacam-se a espectrometria de emissao
otica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES, Inductively Coupled Plasma-
Optical Emission Spectrometry), espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry),
espectrometria de absorgdo atdmica com chama (F AAS, Flame Atomic Absorption
Spectrometry) e espectrometria de absorgao atdbmica com forno de grafite (GF AAS,
Graphite furnace Atomic Absortion Spectrometry). Apesar da técnica de ICP-MS e ICP
OES apresentarem capacidade de analise multielementar, possibilitando aumento da
frequéncia analitica, e alta sensibilidade, em analises de amostras complexas, como
matrizes biolégicas, a técnica requer uma etapa de preparo de amostras mais
laboriosa. Desta forma, a GF AAS apresenta-se como alternativa para analises de
amostras complexas com nenhum ou minimo preparo prévio, pois conta com um
programa de temperaturas que permite o tratamento in situ da amostra.

A etapa de preparo de amostras é considerada uma etapa critica dos
procedimentos analiticos. Ao se tratar de matrizes bioldgicas, a alta complexidade
deste tipo de matriz torna a etapa de preparo de amostra essencial para que haja
compatibilidade com a técnica de analise e, também, torna a mesma um desafio para
0s pesquisadores, uma vez que o desenvolvimento de métodos analiticos n&o é trivial.
Sendo assim, o uso de DES como solvente extrator combinado a técnica de GF AAS,
possibilita a determinagéo de elementos trago em niveis de ug L', além de minimizar
os procedimentos da etapa de preparo de amostras, o uso de solventes de baixa
toxicidade, compativel com técnicas de microextracéo e, até, sintetizados a partir de
reagentes naturais, tornam as metodologias ambientalmente amigaveis.

Nesta perspectiva, o presente trabalho visa avaliar a aplicacdo de solventes
eutéticos profundos hidrofilicos para extracdo de Cd e Pb de amostras bioldgicas, para
posterior quantificagéo por espectrometria de absor¢ao atdmica com forno de grafite,

considerando os principios da quimica verde e quimica analitica verde.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SOLVENTE EUTETICO PROFUNDO (DES) E SOLVENTE EUTETICO
PROFUNDO NATURAL (NADES)

2.1.1 Propriedades e sintese

Os DES foram relatados pela primeira vez na literatura por ABBOTT et al., 2003
como uma nova classe de ILs, que s&do sais organicos, constituidos por ions, que
apresentam-se liquidos a temperatura ambiente (YAVIR et al., 2020). DESs séao
sintetizados a partir de uma mistura de componentes, que podem ser sais ou nao, e
apresentam-se no estado liquido a temperatura ambiente. Uma das principais
diferenca entre ILs e os DESs é o tipo de interagdo intermolecular entre os
constituintes destes, enquanto que nos ILs a complexagao ocorre por ligagdes ibnicas,
nos DESs a complexacédo se da por ligacées de hidrogénio. Outras diferengas em
relagao os ILs que cabem aqui serem citadas, € o custo de sintese, no qual é inferior
para os DESs, e menor toxicidade (GARCIA et al., 2015; LIU et al., 2018).

DES séao obtidos através da complexacao entre determinadas propor¢des de
um sal organico com um ou mais compostos organicos doadores de hidrogénio, dos
quais, pelo menos um, apresenta-se soélido a temperatura ambiente (SOCAS-
RODRIGUEZ et al., 2020). Embora a complexac&o ja seja reportada na literatura entre
trés constituintes, a forma mais comumente empregada dos DESs, sédo os constituidos
por misturas binarias (LIU; CHEN; XING, 2014). Essa complexacao resulta em um
solvente que possui menor ponto de fusdo do que qualquer um dos reagentes de
partida individuais (LIU et al., 2018; PAIVA et al., 2014). Os sais organicos devem ser
aceptores de hidrogénio (HBAs do inglés Hydrogen Bond Aceptor), tais como sais de
aminas quaternarias, ja os compostos organicos doadores de hidrogénio (HBDs do
inglés Hydrogen Bond Donor) podem ser amidas, acidos carboxilicos, alcoois e
carboidratos (LI; ROW, 2019). Na Figura 1 abaixo consta exemplos de compostos que

podem atuar como HBA e HBD.
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Figura 1- Exemplos de compostos quimicos que podem ser utilizados na sintese de
DES. (A) compostos que podem ser utilizados como doadores de hidrogénio e (B)

compostos que podem ser utilizados como aceptores de hidrogénio.
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Fonte: Adaptado de TANG et al., 2014.

Tendo em vista que ha muitas possibilidades de combinacbes de fracbes
molares entre HBAs e os HBDs, bem como diferentes compostos que podem ser
combinados para a sintese do DES, é importante conhecer as propriedades fisico-
quimicas dos solventes formados, pois estas influenciam diretamente na sua
aplicabilidade (LONGO; CRAVEIRO, 2018).

Sendo uma das principais caracteristicas de um DES, o abaixamento do ponto
de fusdo é consequéncia da deslocalizacdo das cargas. No momento em que a
complexagao entre os constituintes é efetiva, a interacdo dos grupos anibnicos com
os catidnicos é enfraquecida, uma vez que os HBDs agem como agentes
complexantes formando ligagdes de hidrogénio com os anions. Sendo assim, ha uma
reducao da forca de Coulomb, na energia de rede do sistema, ja que essas ligacbes
de hidrogénio interferem na capacidade de cristalizagdo dos compostos iniciais, € na
entropia do sistema, uma vez que ha formacdo de uma fase liquida, resultando na
diminuicdo do ponto de fusdo formando um eutético (SOCAS-RODRIGUEZ et al.,
2020).
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A Figura 2 representa um diagrama de fases sélido-liquido para um DES
hipotético. Nela pode-se observar, através da linha tracejada, propriedades de uma
mistura eutética, tais como a composi¢cao do solvente formado e o ponto de fuséo,
sendo este mais baixo do que ambos os constituintes individuais como anteriormente

relatado.

Figura 2- Diagrama de fases sélido-liquido para uma mistura binaria entre um sal e
um composto doador de hidrogénios (HBD) que representam a formagao de um DES.
Tm representa o ponto de fusdo.
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Fonte: Adaptado de GARCIA et al., 2015.

O tipo de HBD e a fragdao molar deste na composicdo do DES apresenta
influéncia em muitas propriedades. Por exemplo, quanto mais forte forem as ligagdes
de hidrogénio dos HBDs e anions maior sera a densidade, pois a mobilidade sera
reduzida, em geral, a maioria dos DESs hidrofilicos apresentam maior densidade do
que a agua (LI; ROW, 2019).

A viscosidade é uma propriedade muito importante a ser analisada nos DESs,
ela pode ser facilmente ajustavel variando-se as fragdes molares dos grupos
aceptores e doadores de hidrogénio e/ou o tipo de sal e de HBDs utilizado na sintese.
A alta viscosidade desses solventes, em comparagcdo com demais solventes
organicos, pode ser atribuida a rede de ligagdes de hidrogénio que restringe a
mobilidade. Logo, um acréscimo na fragdo molar dos grupos HBDs, levam a um
acréscimo na viscosidade (LI; ROW, 2019). Esta é uma importante propriedade a ser
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analisada ao sintetizar um DES, pois dependendo a aplicagdo, solventes muito
viscosos n&o seriam ideais.

A condutividade esta diretamente ligada a mobilidade dos ions em solucéo, os
mesmos fatores que aumentam a viscosidade e a densidade de um DES contribuem
para a redugao da sua condutividade. A polaridade dos DESs pode variar de acordo
com o HBD utilizado, em geral, por apresentarem alta afinidade por doadores de
elétrons ou protons, estes solventes tendem a ser misciveis em solvente proticos e
nao misciveis em solvente apréticos. O que leva a uma outra caracteristica desses
solventes, pois solventes aproticos podem ser usados para extrair moléculas de baixa
ou meédia polaridade permitindo a reutilizagdo dos DESs. Embora seja uma boa
técnica para o reuso de tais solventes, esse método faz necessario o uso de um
segundo solvente que por sua vez pode nao ser ambientalmente amigavel (LIU et al.,
2018; SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2020).

As propriedades fisico-quimicas dos DESs tém relagdo direta com a
temperatura (Tabela 1). Pode-se observar que a medida em que a temperatura
aumenta, a viscosidade e densidade dos DES diminuem e, consequente, havera

aumento da condutividade.

Tabela 1. Relagao das propriedades fisico-quimicas dos DESs com a variagao da
temperatura, para o DES de cloreto de colina (ChCI) (HBA) e acido oxalico (HBD)

(1:1).

Propriedade Temperatura (°C)
25 35 45 55 65
Densidade (g/cm3) 1,2665 1,2592 1,2519 1,2449 1,2482

Viscosidade (cP) 6119,00 2344,00 1021,25 509,97 301,95
Fonte: Adaptado de PINHEIRO (2021).

Outra propriedade importante a ser analisada em um DES é em relagao a sua
hidrofilicidade e hidrofobicidade, esta propriedade pode definir e direcionar aplicagcao
de determinado solvente, bem como auxiliar no planejamento da sintese. Embora haja
na literatura um grande numero de trabalhos reportados utilizando DES, FLORINDO;
BRANCO e MARRUCHO (2019) observaram que, na maioria desses ha utilizacédo de
DESs hidrofilicos e os hidrofébicos passaram a serem reportados a partir de 2015, em

baixo numero (VAN OSCH et al., 2015). Em suma, a diferenca entre estes solventes
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estd no tamanho da cadeia alquilica dos reagentes de partida, enquanto DESs
hidrofilicos sédo formados por reagentes de cadeia pequena, os DESs hidrofébicos séo
constituidos por sais de amoénio quaternario com cadeias alquilicas longas, ou HBA
sendo um compostos natural hidrofébico e HBDs de cadeias alquilicas longas (CHEN;
HUANG; FANG, 2022; FLORINDO; BRANCO; MARRUCHO, 2019).

Com relacdo as propriedades fisico-quimicas, os hidrofébicos apresentam
densidades semelhantes e inferiores a da agua, diferentemente dos hidrofilicos,
anteriormente citados, que apresentam maiores valores de densidades. De forma
geral, o aumento das cadeias alquilicas causam diminuicdo da densidade.
Ao analisar a variagao da viscosidade quando comparado um DES hidrofébico a um
hidrofilico, observa-se que a viscosidade varia em funcao da estrutura quimica do HBA
(FLORINDO; BRANCO; MARRUCHO, 2019).

Além dos DESs, os Solventes Eutéticos Profundos Naturais (NADES) também
estdo presentes na literatura. Estes possuem as mesmas caracteristicas e
propriedades dos DESs, porém seus constituintes sdo compostos naturais, como
acidos organicos, aminoacidos e agucares (MARCUS, 2017). Tanto os DESs, quanto
os NADESs encontram-se cada vez mais presentes na literatura, sendo aplicados em

diferentes areas, bem como para matrizes diversas.
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2.1.2 Aplicagoes dos DESs e NADESs

Apesar de serem relatados na literatura desde 2003, na Figura 3A pode-se
observar que, em bases de dados, os trabalhos envolvendo DES aparecem somente
de 2004 em diante. Tal fato é explicado pela forma de funcionamento dessas
plataformas de buscas, neste caso Web of Science. Ao procurar pelo tépico “Deep
Eutectic Solvent*"! a plataforma busca por trabalhos em que os DESs aparecem no
titulo, nas palavras chaves e/ou nos resumos. Como o trabalho de ABBOTT et al.
(2003) foi a primeira aparigao desses solventes, a busca nao o inclui por trazer o nome
somente no corpo do texto.

Desde entdo, um numero significativamente crescente de trabalhos envolvendo
estes solventes foram reportados a literatura nas mais diversas areas. Percebe-se que
em quimica analitica (Figura 3B), os trabalhos comegcaram a serem reportados em
2007 com um aumento significativo até o ano atual (2021) e sua aplicagdo como
solvente extrator em 2010 (Figura 3C), sendo exclusivamente extracbes de compostos
organicos, uma vez que o uso de DES para extragbes de compostos inorganicos €
uma aplicagao ainda mais recente, 2013, segundo as pesquisas realizadas. Trabalhos
a serem publicados em 2022 n&o constaram nas pesquisas.

Os dados apresentados trazem a realidade de um aumento gradativo do uso
desses solventes nas mais diversas aplicacbes, tendo em vista que além de
apresentarem baixo custo de sintese e facilidade desta, a sintese desses solventes
atendem aos principios da Quimica Verde (Anexo A), pois ndo ha formacao de
residuos (P1), ha economia atdbmica, ou seja, todos os reagentes fazem parte do
produto formado, sem formacéao coprodutos (P2), em geral as substancias envolvidas
sdo mais ambientalmente amigaveis e biodegradaveis (P3; P5; P10; P12), ndo ha
derivatizagbes (P8) nem necessidade de uso de catalisadores para a sintese (P9),
além de a sintese requerer somente alteragdes de temperatura e a pressédo é mantida
ambiente (P6). Além de ir ao encontro dos principios da quimica verde, os DESs

podem ser aplicados de forma miniaturizada, como a partir de técnicas de

"'A utilizagdo do asterisco ao final do topico de busca indica a base de dados que a busca deve incluir variagdes

da palavra, como plural e termos complementares. Sendo assim, os NADESs estdo inclusos na pesquisa.
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microextragdo, nas quais as quantidades de solvente utilizado sdo consideravelmente

menores.

Figura 3- Numero de trabalhos publicados em relagdo ao ano de publicacdo em
relacao a diferentes filtros aplicados de forma acumulativa. Os filtros aplicados foram
(A) DES*, (B) DES em quimica analitica, (C) aplicacdes de DES em extracdes na area
de quimica analitica e (D) aplicagdes de DES em extracbes de metais em quimica
analitica.
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* Pesquisa que inclui variagdes, tais como plural e singular da palavra de busca.
Fonte: Adaptado Web of Science, 2021.

Como anteriormente relatado, os DESs e NADESs tém estado presentes na
literatura desde 2003 e suas aplicagdes apresentam-se em larga escala nas mais
diversas areas, tais como farmacia, biotecnologia, ciéncias ambientais, engenharia
quimica, bioquimica, ciéncia e tecnologia de alimentos e em quimica, sendo dentre
desta como catalisadores de reacdes, processamento de biodiesel, eletrodeposicao,
eletropolimento de metais, producdo de nanomateriais, captura de gases prejudiciais
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e como solventes extratores. Sendo esta ultima aplicagcdo o objeto de estudo nesse
trabalho, procurou-se na literatura trabalhos que utilizaram os solventes eutéticos
como extratores e, de modo a se aproximar mais da natureza deste trabalho, refinou-
se a busca de aplicagbes ao uso destes como extratores de metais. Alguns dos
trabalhos encontrados estao representados na Tabela 2.

Alguns trabalhos como os de SOROURADDIN; FARAJZADEH; DASTOORI
(2019) e SOROURADDIN; FARAJZADEH; OKHRAVI (2020) reportam o uso destes
atrelados a técnicas de microextracdo que corroboram com uma metodologia
ambientalmente amigavel. Embora demais trabalhos apresentados que nao utilizam
técnicas de microextracdes, observa-se que ainda assim, os volumes utilizados de
DES sao pequenos.

Os DESs apresentaram um grande potencial de substituicdo aos solventes
organicos tradicionalmente utilizados para extragdo, compatibilidade com diferentes
técnicas incluindo GF AAS e aplicabilidade em larga variedade de amostras, bem

como matrizes diversas e complexas, como é o caso dos materiais biologicos.
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Tabela 2. Aplicagdes de diferentes DESs, e NADESs em matrizes diversas, na area de quimica analitica envolvendo quantificagao
de compostos inorganicos. Valores de LOD apresentados na respectiva ordem pela qual os analitos estao representados.

DES/ NADES Amostra Analitos Preparo Técnica de LOD, ug L Referéncia
de amostra analise
Mentol:Sorbitol: Leite Cd (I, Pb (l) e DLLME F AAS 0,38; 0,40 e SOROURADDIN;
Acido Mandélico Cu (I 0,42 FARAJZADEH;
(1:2:1) DASTOORI, 2019
TAC:BE (1:3) Agua Cr (V1) LLE UV-VIS 0,24 SHIl et al., 2020
ChCl:Fenol (1:2) Cha de tilia Co (I LPME SQT-F AAS 2,0 TEKIN et al., 2020
ChCl:Glicerol (1:3) Farinha de Se (VI) VA-HLLME HG-AAS 0,0035 ALTUNAY:; ELIK;
arroz e folhas KAYA, 2020
de tomate
ChCl:Fenol (1:2) Agua Cr (lll) e Cr (Vl) UA-LPME e VA- F AAS 0,4 FASIHI et al., 2020
LPME
Acido Oleos Cd (I) e Zn (II) RP-DLLME F AAS 0,12e 0,18 SOROURADDIN;
glicolico:Acido comestiveis FARAJZADEH;

Mandélico (2:1)

OKHRAVI, 2020
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DES/ NADES Amostra Analitos Preparo de Técnica de LOD, ug L™ Referéncia
amostra analise
ChCl:U (1:2) Oleos Pb (II) e Cd (Il) LPME ET AAS 8,0e0,2* KARIMI et al., 2015
comestiveis
ChCl:U (1:2) Oleos Pb (I), Co (I1), LPME MS-FAAS 24,46;7,5e SOYLAK; KOKSAL,
comestiveis Ni (II) e Mn (lI) 1,0 2019
TDP:TIO (1:2) Agua Pb (), Cd (I1), UA-DLLME- HPLC 0,05; 0,13; WERNER, 2019
Co (Il) e Ni (I SAP 0,06 e 0,11
ChCl:Fenol (1:3) Agua e peixes Hg (ll) e UA-LPME ET AAS 0,073 e 0,091 THONGSAW et al.,
de agua doce CHsHg (1) 2019
Prolina:Acido Arroz As (lll) e Se UAME HG-AAS 0,0017 e ELIK; DEMIRBAS;
malico(2:1) (V) 0,003 ALTUNAY, 2019
ChCI:Ox (1:2) Material Cu, Fe, Nie Zn MAE ICP OES 0,08; 0,56; GHANEMI et al.,
marinho 0,04 e 0,23** 2014

biologico
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ChCl:Ox (1:2) Solo

As, Cr, Mo, Sb,
SeeV

UA

ICP OES

0,1; 0,04, MATONG; NYABA;

0,06; 0,03; NOMNGONGO,
0,09e 2017
0,009**

*ng kg, ** ug g, NI Nao Informado
Fonte: A autora, 2020.
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2.2 DETERMINAGAO DE ELEMENTOS TRAGCO EM AMOSTRAS BIOLOGICAS

Elementos traco sdo assim denominados por estarem presentes em baixas
concentragdes no ambiente (< 100 ug g'), alguns sdo considerados essenciais, do
ponto de vista biolégico, porém, alguns atingem facilmente concentragdes toxicas que
podem causar impactos negativos, uma vez que sao elementos contaminantes da agua
e do solo e apresentam grande potencial bioacumulador, como é o caso do Be, Cd, Ni,
Hg e Pb (BOSCH et al., 2016).

O acumulo desses elementos acarreta em danos a saude, pois afetam o sistema
gastrointestinal, neurolégico, renal e hepatico dos seres humanos, aumentam a
incidéncia de doencas crénicas, deformidade e cancer, sendo ainda mais agressivos
em criancas e gestantes (LIANG et al., 2019). Desta forma o controle dos mesmo é
essencial uma vez que a contaminagao pode ser proveniente de diversas fontes, mas
especialmente por meio dos alimentos, tornando indispensavel o controle destes
elementos em amostras bioldgicas (DE SA et al., 2020).

Embora a ingestdo de alimentos seja a principal fonte de obtencao de nutrientes
para o corpo humano, a mesma também é fonte de elementos potencialmente tdxicos,
ja que os alimentos sdo expostos a contaminagdo de ocorréncia natural no meio
ambiente e em decorréncia das fases de processamento aos quais sao submetidos
(RATHER et al., 2017). Sabendo-se do potencial téxicos de elementos trago, o controle
dos mesmos em amostras bioldgicas € de extrema importancia tendo em vista a
potencialidade da bioacumulacdo destes, uma vez que o consumo de alimentos
contaminados é responsavel por mais de 90 % da exposi¢gdo humana em relagdo ao
contato dérmico e inalacdo (SAHA et al., 2016).

Espectrometria de absorgéo atdmica (AVRAM, O. R.; CARAGEA, G.; VARZARU,
2021; TUDOSIE et al., 2021), ICP OES (GHANEMI et al., 2014; KIANI et al., 2021) e
ICP-MS (MAHBOOB et al., 2022; TAKASAKI et al., 2011) sédo as técnicas amplamente
utilizadas para determinagdo de elementos tragcos em amostras bioldgicas.

Embora técnicas como a ICP-MS apresente vantagens frente a GF AAS e F AAS
como, por exemplo, maior sensibilidade e a capacidade multielementar, que facilita e
otimiza os tempos de analises, a necessidade de uma etapa mais laboriosa de preparo
de amostra se torna necessaria para a compatibilidade da mesma com o equipamento
de analise (BATISTA et al., 2009). Sendo assim, a GF AAS ganha destaque por, além



16

de ser uma técnica difundida com baixos limites de deteccéo, possibilita a analise de
amostras complexas em decorréncia do programa de temperaturas que permite o
tratamento in situ da amostra, promovendo a separag¢ao do solvente, através da etapa

de secagem, e da matriz, através da etapa de pirdlise, antes da atomizag¢ao do analito.

2.2.1 Espectrometria de Absorgao Atémica

Ap0Os a primeira descrigao de processos de absorgao e emissao de radiagao por
atomos em chamas por Kirchhoff e Bunsen na década de 1860, a emissao Optica
manteve-se no foco dos espectroscopistas. Quase um século depois, Alan Walsh
comegou seus primeiros experimentos constatando muitas vantagens da absorgéo
sobre a emissao atbmica, tais como menores temperaturas de atomizagao e menores
limites de deteccao (U, 1999). Na década de 50, Walsh propds o primeiro modelo de
espectrémetro de absorcao atdmica e desde entdo a técnica vém sendo estudada e
aprimorada para o aumento da sensibilidade, reducdo de interferéncias e alcance de
melhores limites de deteccao e quantificagcdo (WELZ et al., 2007).

A espectrometria de absor¢cdo atdmica (AAS) é atualmente uma técnica
largamente utilizada para analises elementar nas mais diversas amostras. A técnica
baseia-se no principio de que atomos livres no estado gasoso, gerados em um
atomizador, sdo capazes de absorver radiagdo em uma frequéncia especifica que é
emitida por uma fonte (BORGES et al., 2005).

Os atomizadores mais comuns em AAS sao a chama e o forno de grafite. Ambos
sdao amplamente utilizados para fins analiticos, porém a espectrometria de absorcéo
atbmica em forno de grafite (GF AAS) por proporcionar maior sensibilidade,
possibilitando limites de detecgdo na ordem de ug L' — ng L', se torna mais atrativa do
que a espectrometria de absorgéo atbmica com chama (F AAS) que é indicada para
determinagbes em niveis de mg L' (FILATOVA et al., 2020).

Na GF AAS a atomizagao dos analitos da amostra ocorre em um tubo de grafite
que pode ser aquecido de forma longitudinal ou transversal, sendo o aquecimento
transversal o ideal para manter uma temperatura uniforme dentro do atomizador,
minimizando perdas de analito por condensacdo em extremidades frias ou
recombinacgdes atdmicas. A amostra é inserida no forno de grafite e submetida a um

programa de temperatura, no qual a temperatura, tempo e velocidade de aquecimento
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sdo controlados. Este € constituido pelas etapas de secagem, para eliminagdo de
solvente; pirdlise, na qual a matriz é eliminada; atomizagdo, para a formagao dos
atomos livres dos analitos; e uma etapa de limpeza para remogao de residuos evitando
o efeito de memoaria. Etapas de pirdlise e atomizagao podem ser otimizadas através de
curvas de pirdlise e atomizacdo (RADA-MENDOZA et al., 2021).

Visando solucionar os problemas relacionados com a baixa intensidade de
emissao dos instrumentos de fonte de linha, indisponibilidade de lampadas para alguns
elementos e impossibilidade de determinagdes multielementares, os primeiros
equipamentos de espectrometria de absorcdo atdmica de alta resolucdo com fonte
continua (HR-CS AAS, do inglés High Resolution Continuum Source Atomic Absorption
Spectrometry) foram reportados. Estes equipados com uma lampada de arco-curto de
xendnio como fonte de radiagdo que emite radiacdo eletromagnética entre 190 e 900
nm, possibilita 0 monitoramento de diversas espécies quimicas e ainda determinacdes
de forma simultdnea (WELZ et al.,, 2003). Por oferecer vantagens frente aos
equipamentos com fonte de linha tradicionais, tais como maior estabilidade do sinal,
correcao de fundo mais eficiente, possibilidade de determinagao de ndo-metais e ainda
a determinagdo multielementar manteve a técnica em evidéncia e, atualmente, a
técnica é utilizada tanto para determinacao de espécies atdmicas, quanto moleculares
(HR-CS MAS, do inglés High Resolution Continuum Source Molecular Absortion
Spectromety) (RESANO; FLOREZ; GARCIA-RUIZ, 2013).

Embora técnicas como a HR-CS AAS apresente vantagem frente a técnica de
GF AAS, esta continua sendo vastamente utilizada para determinacédo de metais em
amostras diversas. Como o trabalho de GALVAO; FELSNER (2021) que utilizou a
técnica de GF AAS para determinacdo de cromo em melado de cana, obtendo
recuperagoes entre 102-103% e limite de detecgado e quantificacdo iguaisa 7,2ngg’' e
22,0 ng g, respectivamente. SALIMI et al. (2020) realizaram a determinagéo de Cd e
Pb em amostras de aguas residuais obtendo valores iguais a 0,01 e 0,1 de limites de
detecgao para Cd e Pb, respectivamente e ULLAH et al. (2017) que determinaram Pb,
Cd e Cr em amostras de ragao de peixes utilizando GF AAS, obtendo limites de
deteccao iguais a 0,078, 0,010 e 0,022 ug g, respectivamente.

Na espectrometria de absorcido atdmica, vale destacar que a atomizagcdo com
forno de grafite (GF AAS), possibilita analise de matrizes diversas, com nenhum ou

minimo preparo de amostra indo ao encontro dos principios da quimica verde, evitando
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0 UsoO em excesso de reagentes toxicos, preparo de amostras laboriosos com alto custo

energético e formagdo em excesso de residuos.
2.3 QUIMICA VERDE

Recentemente, questdes ambientais tém recebido crescente destaque no ambito
nacional e internacional, bem como no industrial e académico. O controle de gases
poluentes, efeitos prejudiciais a saude e ao meio ambiente, bem como a larga geracao
de residuos, tornou estas questdes pautas de eventos e reunides de lideres mundiais.
Com a crescente industrializacdo e necessidade de fiscalizagao e controle, programas
foram sendo criados para incentivar o desenvolvimento de metodologias menos
agressivas ao meio ambiente, desde 1991 com o programa “Rotas Sintéticas
Alternativas para Prevencao de Poluicao”, criado pela agéncia ambiental norte-
americana (EPA). Outros programas foram criados a partir de entao visando incentivar
e conscientizar o planejamento de sinteses com minima geragao de residuos. Este
direcionamento para o desenvolvimento de atividades industriais, atreladas a quimica,
passou a ser denominado quimica verde que reune principios para o desenvolvimento
de metodologias ambientalmente amigaveis (LENARDAO et al., 2003) .

O desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas e metodologias de sinteses
buscam abranger, tanto quanto possivel, os principios da GC. Os 12 principios da GC
apresentam-se descritos no livro “Green Chemistry: Theory and Practice”, citados por
LENARDAO et al. (2003), visam a eliminacdo ou reducdo do uso ou geragdo de
substancias perigosas em todas as etapas da sintese, desde a selegao de reagentes
de partida até o planejamento do produto esperado com bom rendimento, baixa
geracao de residuos, com boa eficiéncia energética e baixa periculosidade ao operador
e ao meio ambiente.

Sabendo-se que a etapa de preparo de amostras é considerada uma etapa
critica nos procedimentos analiticos, do ponto de vista da quimica analitica verde, uma
vez que nas metodologias tradicionais ha alto consumo de reagentes de alta
periculosidade, alto gasto energético e larga geragao de residuos, houve a necessidade
de reformular os 12 principios da GC uma vez que estes nao foram, originalmente,
formulados para avaliar procedimentos analiticos, que, na maioria das vezes, nao

incluem sinteses. Neste sentido, foram desenvolvidos os 12 principios da Quimica
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Analitica Verde que sao aplicaveis aos procedimentos analiticos e, em suma, objetivam
procedimentos com nenhum ou minimo preparo de amostra.

Indo ao encontro do desenvolvimento e aperfeicoamento das técnicas e
metodologias de sinteses e analises, as diferentes areas da quimica passaram a buscar
formas de mensurar o quao vantajoso a nova metodologia seria frente a diminuigdo de
perigosos fisicos, ao operador e ao meio ambiente, estas seriam. Sendo assim, o
desenvolvimento de métricas passou a ser largamente pontuado na literatura como
forma de transcrever uma analise qualitativa para quantitativa das metodologias de
sinteses e demais analises. Como exemplo de métricas utilizadas para a transposicéo
supracitada, pode-se citar a Estrela Verde (EV) e a Eco-escala, desenvolvidas com o
objetivo de mensurar, respectivamente, o quao verde é a sintese ou o procedimento
analitico. O uso de tais métricas incentiva a busca por metodologias mais verdes, uma
vez que para a construcao destas se faz necessario consultar as Fichas de Informacgdes
de Segurancga de Produtos Quimicos (FISPQ) na qual constam informagdes, tais como
de periculosidade do composto utilizado e acerca da biodegradabilidade do mesmo,
gue na maioria das vezes, sao informagdes nao valorizadas.

Munidos de ferramentas adequadas, a analise da verdura quimica torna-se
indispensavel no meio académico, principalmente na busca por novas metodologias,
pois, além de visarem uma metodologia mais verde, auxiliam na conscientizagdo dos

profissionais frente a propria saude e a saude do meio ambiente.
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3 0OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicagdo de solventes eutéticos profundos hidrofilicos para extracéo

de cadmio e chumbo de amostras biolégicas para posterior quantificagdo por

espectrometria de absorgédo atémica com forno de grafite, considerando os principios

da quimica verde e quimica analitica verde.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Vi.

Vii.

viii.

Sintetizar diferentes DESs com caracteristicas hidrofilicas, variando a

combinagao e a razao molar dos reagentes aceptores e doadores de hidrogénio;

Avaliar a eficiéncia da extracdo de diferentes DESs para extracdo de Cd e Pb

em amostras bioldgicas;

Caracterizar o DES de melhor eficiéncia na extracdo dos analitos através da
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), analise por infravermelho (IV) e ,

densidade;

Avaliar o comportamento térmico do cadmio e chumbo em meio aquoso e nos
extratos com DES por meio das curvas de pirdlise e atomizacao e a técnica de

calibragao para quantificagado dos analitos em amostras biolégicas por GF AAS;

Otimizar as condicbes de extracdo dos analitos com DES em amostras
bioldgicas, considerando o efeito do tempo de extracdo, da massa da amostra e
do volume de DES;

Determinar as figuras de mérito do método proposto: faixa de trabalho, faixa
linear de trabalho, coeficiente de determinacéao, RSD, LOD e LOQ;

Verificar a exatiddao do método desenvolvido por meio da analise de amostras de
referéncia com concentracgdes certificadas dos analitos;

Avaliar do ponto de vista da Quimica Verde (GC), a verdura da sintese dos DESs
empregando a Estrela Verde (EV) e o uso de DES como solventes extratores

empregando a Eco-escala;
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4 EXPERIMENTAL
4.1 INSTRUMENTAGAO

Todos os reagentes utilizados para as sinteses de DES foram previamente secos
em estufa modelo (Biomatic, Brasil) e armazenados em dessecador de vidro. Para a
pesagem dos regentes de partida dos Solventes Eutéticos Profundos (DESs) utilizou-
se a balanga modelo ATX224 (Shimadzu, Brasil), para as sinteses utilizou-se uma
chapa de aquecimento modelo TE- 0854 (TECNAL, Brasil) e Vértex modelo CRV- 45X
(CAPP, Dinamarca). No processo de extragao, as amostras foram pesadas em tubos
de polipropileno de 15 mL, submetidas ao aquecimento em uma chapa de aquecimento
modelo TE- 0854 (TECNAL, Brasil), centrifugadas em uma centrifuga microprocessada
modelo Q222TM216 (QUIMIS, Brasil). A medi¢do foi realizada em espectrdmetro
AAnalyst 100 (Perkin Elmer, EUA) de fonte de linha com uso de forno de grafite como
atomizador. Utilizou-se uma lampada de catodo oco especifica para cada elemento
estudado. Sendo, para o Cd operando a 10 mA e monitorando a linha principal, 228,8
nm, e para o Pb operando a 4 mA com monitoramento da linha secundaria, 283,3 nm.
Utilizou-se um forno de grafite com plataforma e recobrimento pirolitico de aquecimento
longitudinal. A caracterizagéo do DES utilizado no trabalho foi analises de infravermelho
(Bruker Alpha), calorimetria exploratéria diferencial (DSC) (Shimadzu, DSC-50) e

densidade utilizando uma balanga analitica modelo M254Ai (Bel Engineering, Italia).
4.2 REAGENTES, SOLUCOES E AMOSTRAS

Todos os reagentes utilizados possuem minimo grau analitico de pureza. Para a
sintese dos DESs foram utilizados cloreto de colina 99 ,0% (Merck, Alemanha), ureia
P.A.- A.C.S. (Nuclear, Brasil), acido latico 85-90 % (Merck, Alemanha) e acido oxalico
99,0 % (Merck, Alemanha). Como modificador quimico, utilizou-se solu¢ao de paladio
padrdo de Pd(NO3)2 de 10,0 + 0,2 g L' (Merk, Alemanaha). Todas os extratos foram
acidificados com &cido nitrico bidestilado e agua ultrapura obtida em um purificador
modelo Milli-Q plus (Merk Millipore, EUA) foi utilizada no preparo de solugdes e padroes
de calibragao bem para diluicdo das amostras.

A amostra utilizada para o desenvolvimento do método consistiu em um material

certificado de referéncia de rim de porco (BCR- 186). Ja as amostras nas quais o
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meétodo de extracdo desenvolvido foi aplicado para verificagdo da exatiddo foram:
musculo bovino (8414), rim de porco (BCR-186), tecido de ostra (1566b), tecido de
mexilhdo (CE-278).

4.3 PROCEDIMENTOS
4.3.1 Sintese dos DESs

Nenhum dos reagentes utilizados nesta etapa passou por preparos prévios e/ou
purificacdes, apenas secagem em estufa e armazenamento em dessecador do cloreto
de colina e do acido oxalico, por serem higroscépicos. De modo a obter as razdes
molares estipuladas para estudo entre os grupos HBDs e os HBAs (Tabela 3), as
massas previamente estabelecidas, foram pesadas em balanga analitica em tubos de
polipropileno de 15 mL. Para sintese, os tubos contendo os reagentes foram
submetidos ao aquecimento em banho-maria e mantidos em uma temperatura de 90 +
5°C. Paralelamente ao aquecimento, os tubos foram submetidos a agitagédo com vortex
para garantir homogeneizacao e interacao efetiva entre os reagentes. Ao observar a
formagao de um liquido incolor e homogéneo, indicando a formagao do DES, os tubos
foram retirados do banho Maria e reservados. Todos os DES sintetizados apresentaram
caracteristica hidrofilica, estes podem ser classificados como NADES, pois utilizam

reagentes provenientes de fontes naturais.

Tabela 3. Relagao das razdes molares de HBDs que foram estudadas em relagao ao
ChCl (HBA) e listagem das temperaturas de fusao dos HBDs.

HBD Temperatura de fusao (°C) Razao molar (ChCI:HBD)
Ureia 133,0 1:1;1:2;1.3e 14
Acido Oxalico 189,5 1:1;1:2; 1:3 e 1:4
Acido Latico 16,8 1:1;1:2;1:3e1:4

Fonte: A autora (2020).
4.3.2 Caracterizagao

A caracterizagao do DES que apresentou melhor eficiéncia de extragao foi
realizada por calorimetria exploratoria diferencial (DSC), espectroscopia de

infravermelho (V) e densidade.
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As analises de DSC e IV foram realizadas na Central de Analises do
Departamento de Quimica, localizada na UFSC campus Reitor Jodo David Ferreira
Lima, localizado no bairro Trindade, Floriandpolis-SC, pelo técnico responsavel.
Demais analises foram realizadas no laboratorio LEMA/LARES.

A analise de densidade dos DES ChCI:Ox (1:1) foi realizada a partir do uso de
um picndmetro de 5 mL. Em uma balanca analitica pesou-se o picnébmetro e a balanga
foi tarada. Em sequéncia pesou-se o picndmetro novamente, desta vez contento o DES
e anotou-se a massa. Sabendo-se o volume do picndmetro e a massa do DES contido

no mesmo, pode-se calcular a densidade.
4.3.3 Otimizacao da extracao

O procedimento para extragdo de Cd e Pb nas amostras bioldgicas selecionadas
baseou-se no trabalho de HABIBI et al. (2013) que visou determinar Cu, Fe e Zn em
peixes. Primeiramente, realizou-se uma otimizagdo multivariada avaliando as variaveis
volume de DES, tempo e temperatura de ultrassom. Posteriormente, o tempo de
aquecimento (5, 15, 30, 60 e 90 min) em banho-maria a 95 £ 5 °C foi também avaliado.

Nas condi¢des otimizadas a extragao consistiu em adicionar 150 uL do DES a
um tudo de polipropileno de 15 mL, em sequéncia adicionou-se a amostra, 40 + 7 mg
e posteriormente 250 uL de DES, totalizando 400 uL de DES. Pérolas de vidro de 1 mm
foram adicionadas para auxiliar na homogeneizagao e, consequentemente, interagédo
do DES com a amostra. Na sequéncia os tubos foram submetidos ao aquecimento, 95
+ 5 °C, em banho Maria, por 30 minutos. Paralelamente ao aquecimento, os tubos foram
submetidos, periodicamente (a cada 3 minutos), a agitacdo com vértex. Apds o tempo
de aquecimento, avolumou-se as solugbes para 1,5 mL com agua ultrapura, as
amostras foram a centrifugadas a 3500 rpm 10 minutos. Separou-se o sobrenadante as
amostras foram diluidas adequadamente para ambos os analitos e as concentragdes
dos analitos determinadas por GF AAS. Todas as solucdes finais foram acidificadas,
com 1% de HNOs bidestilado.

4.3.3.1 Otimizagdo multivariada

Para otimizagéo de forma multivariada, optou-se pelo planejamento 23 com ponto

central, no qual visou identificar as condi¢cdes ideais de extracdo. Neste foram
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estudados trés niveis (-1, 0, +1) para trés variaveis (volume de DES, tempo de
ultrassom e temperatura). Os valores definidos para os trés niveis foram embasados
em referenciais tedricos e testes preliminares, respeitando os limites dos equipamentos
utilizados. O banho ultrassénico disponivel para uso, atinge uma temperatura maxima
de 90 °C e ndo consegue manter a mesma estabilizada, desta forma, o nivel maximo

foi de 80 °C. As Tabelas 4 apresenta as variaveis e seus niveis avaliados.

Tabela 4. Variaveis e niveis avaliados no planejamento 23.

-1 0 +1

VpEs (ML) 400 600 800
Tempo de US (min) 5 30 55
Temperatura (°C) 30 55 80

A funcao multi-reposta (MR) foi aplicada aos resultados obtidos de modo a obter
uma condigdo simultédnea para extragdo de ambos os analitos, Cd e Pb (FERREIRA et
al., 2008). A Equacao 1 foi aplicada para tal finalidade, na qual Rec (%) representa a
porcentagem de recuperagao para cada analito e os valores, 74,76 e 108,82 sao os
valores maximos de recuperacgao obtidos para Cd e Pb, respectivamente.

Pb
108,8

cd
74,76

MR = Rec (%) + Rec (%) Equacgao 1

4.3.4 Determinacgao da concentragcao de Cd e Pb

As determinagdes foram realizadas por GF AAS utilizando Pd como modificador
quimico em solugdo. Para as medi¢des foram injetados, com auxilio de um amostrador
automatico, 10 pL da solugao de modificador de Pd e 20 uL da solugdo de amostra e/ou
padrao aquoso. Para a quantificacdo dos analitos foram avaliadas as técnicas de
calibracdo externa com padrdées aquosos, simulagdo da matriz, contendo padroes
aquosos e o DES, e por adicdo de analito, na qual a curva foi preparada por padroes
aquosos, DES e o extrato da amostra. As faixas de calibracdo para Cd e Pb,
respectivamente, foram de 1,0 a 8,0 yg L' e de 5,0 a 100,0 ug L.

Os programas de temperaturas utilizados para o Cd e Pb encontram-se descrito

nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.
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Tabela 5. Programa de temperatura otimizado para Cd por GF AAS.

Etapa Temperatura, Rampa, Permanéncia, Vazao de gas,
°C s s mL/min
Secagem 90 7 10 250
Secagem 130 10 10 250
Pirdlise 600 50 25 250
Atomizacéao 1900 0 5 0
Limpeza 2400 1 5 250

Fonte: A autora (2021).

Tabela 6. Programa de temperatura otimizado para Pb por GF AAS.

Etapa Temperatura, Rampa, Permanéncia, Vazao de gas,
°C s s mL/min
Secagem 100 10 50 250
Pirdlise 900 20 30 250
Atomizacéao 2100 0 5 0
Limpeza 2400 1 5 250

Fonte: A autora (2021).
4.3.5 Avaliagao da verdura quimica

A avaliagdo da verdura quimica da metodologia proposta foi dividida em duas
partes. A primeira delas, visou avaliar, do ponto de vista da Quimica Verde (GC), a
partir da aplicagao da métrica Estrela Verde (EV), a sintese dos DESs. Em um segundo
momento, a analise da verdura quimica foi voltada ao procedimento analitico aplicado,
sendo analisado, desta vez, do ponto de vista da GAC a partir da aplicacdo da métrica
eco-escala.

Para a construgao da EV, deve-se levar em consideragéo todos os reagentes e
substancias envolvidas na sintese bem como ter conhecimento de alteracbes de
temperatura e pressdo do sistema. Para a construcdo da mesma, cada principio &
analisado individualmente e a ele sao atribuidas pontuacdes, nas quais o 3 representa
nivel maximo de verdura e 1 representa nivel minimo. A atribuicbes dessas pontuacoes
sdo baseadas no Anexo B e C e as informacbes acerca das substancias envolvidas
podem ser facilmente encontradas nas Fichas de Informagdes de Seguranga de
Produtos Quimicos (FISPQ). Apds a atribuicbes de pontuagdes, a métrica € obtida em

forma de estrela na qual cada ponta representa um principio da quimica verde.
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Cabe ressaltar que a estrela obtida para sinteses de substéncias ja conhecidas,
como é o caso do DES ChCI:Ox (1:1), os principios 4 e 11 ndo s&o analisados, pois
estes referem-se a sintese de novos compostos. Sendo assim, obteve-se uma EV com
10 pontas.

Embora a EV possibilite uma analise qualitativa e sejam atribuidos valores a
cada principio individualmente, de forma a quantificar o procedimento de sintese como
um todo, calcula-se o indice de Preenchimento de Estrela (IPE) segundo a Equagéo 2.

Quanto mais proximo de 100 for o IPE obtido, mais verde é a sintese.

IPE = 100 X - Area verde da estrela Equagéo 2

Area verde da estrela de verdura quimica maxima

Para a construcdo da eco-escala, também deve-se identificar todas as
substancias envolvidas no procedimento analitico, bem como técnicas e equipamentos,
pois nesta, ha consideracdo do consumo energético das técnicas de preparo e de
analise. Diferentemente da EV, na qual observa-se as frases de perigo nas FISPQs,
para construgdo da eco-escala deve-se observar a quantidade de pictogramas de
perigo que a substancia contém, a palavra de adverténcia e a quantidade de reagentes
utilizados. Estes resultam em uma pontuacéo que € atribuida as substancias envolvidas
no procedimento analitico. Demais pontuagdes de penalidade sao atribuidas com base
no trabalho de GALUSZKA et al. (2012) e seguem a tabela de referéncia que consta no
Anexo E.

Apods a atribuicao de todos os pontos de penalidade, a soma destes deve ser
descontada de 100 para a obtengao de um valor final da eco-escala, no qual a obtencéo
de um valor >75 pontos classifica o procedimento analitico com verdura quimica
excelente, <75 e >50 pontos, considera-se uma verdura quimica aceitavel e <50 pontos

uma verdura quimica inadequada.
5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 SINTESE DOS DESs

Os testes para obtencao dos DESs foram realizados utilizando cloreto de colina
(ChCl) como HBA e a ureia (U), o acido oxalico (Ox) e o acido latico (La) como

potenciais HBDs, em razdes molares que variacédo entre 1:1 a 1:4 (HBA:HBD).
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Considerando as mesmas condi¢cdes de sintese descritas no item 4.3.1 da parte
experimental, nem todos os testes resultaram em DES, conforme pode esta ilustrado
na Figura 4. Estes reagentes de partida para obtencao dos DESs foram escolhidos com
base em referenciais tedricos, de acordo com a aplicabilidade de cada um deles ja

reportada na literatura e suas propriedades.

Figura 4- Representacao dos DESs sintetizados pela mistura de (A) ChClI: U, (B) ChCl:

Ox e (C) ChCI: La, em quatro razées molares distintas.

Fonte: A autora (2020).

Idealmente, a razdo molar adequada de HBA e HBD o DES resultante deve estar

no estado liquido a temperatura ambiente. Observa-se na Figura 4A que a formagéao
do DES com ureia so6 foi possivel utilizando que a razao molar 1:2 (ChCl :U). Observou-
se, e um primeiro momento a obtencdo de um liquido incolor para a razdo molar 1:3

também, porém ap6s um tempo em repouso a temperatura ambiente, a mesma voltou
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a solidificar-se. Sendo assim, todas as demais razdes molares, com excec¢ao da 1:2néo
resultaram na formacgao do DES.

Em relagcdo aos DESs obtidos a partir da sintese de ChClI e Ox, representados
na Figura 4B, pode-se observar que, com exceg¢ao da razao molar 1:1 (ChCIl:Ox), todos
os demais apresentaram-se soélidos a temperatura ambiente. Embora a razdo molar 1:2
nao se apresente completamente no estado solido imediatamente apds a sintese, apds
cerca de 30 minutos, ocorreu solidificagao completa, inviabilizando a sua utilizagdo. Na
Figura 4C, observa-se que as quatro razées molares estudadas para os DESs
sintetizados por ChCl e La, apresentaram-se na forma liquida a temperatura ambiente.

Observa-se na literatura trabalhos de aplicacbes de DESs como solventes
extratores, que reportam o uso das razdes molares 1:1 e 1:2 (ChCI:Ox). Ao realizar
estudos, através da literatura, das propriedades fisico-quimicas dos DESs, pode-se
embasar os resultados obtidos, como os trabalhos de GILMORE et al. (2018), QIN et
al. (2019) e ABBOTT et al. (2004). Contudo, segundo QIN et al. (2019), DESs
sintetizados por um HBD com caracteristica de acido dicarboxilico, como é o caso do
acido oxalico, a composicao eutética se da em razdo molar de 1:1.

Embora na literatura ja seja reportado outras metodologias de sintese de DES
que apresentam menores riscos de formacdo de impurezas, como ésteres e HCI
quando sintetizados a partir do ChCl como HBA e acidos carboxilicos como HBD, como
o método por moagem, o método proposto por ABBOTT et al. (2003) que consiste no
aquecimento e agitacdo até a formacdo de um liquido homogéneo e incolor é
comumente reportado na literatura (FLORINDO et al., 2014). Uma sintese simples, que
foi eficaz para a formagdo dos DESs no presente trabalho. Pode-se observar que a
sintese destes ¢é, de fato, muito simples e pratica, pouco laboriosa, ndo requer o uso de
demais reagentes indo ao encontro de principios da quimica verde.
Consequentemente, a utilizagcdo dos DESs como solventes extratores em técnicas de
preparo de amostra apresentaram grande potencial como alternativas ambientalmente

amigaveis.
5.2 AVALIACAO DA EXTRACAO COM DIFERENTES DESs

Sabendo-se que nem todas as razbes estudadas entre as diferentes
combinagdes entre os HBDs e o HBA apresentaram-se liquidas a temperatura

ambiente, as otimizag¢des foram realizadas somente com os DESs que apresentaram-
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se liquidos a temperatura ambiente, sdo estes ChCl: U (1:2); ChCl: Ox (1:1); ChCI: La
(1:1); ChCl: La (1:2); ChCI: La (1:3); ChCl: La (1:3).

De modo a definir qual das combinag¢des de reagentes apresentaria melhor
eficiéncia de extracdo dos analitos da amostra, os procedimentos descritos no item
4.3.3 foram realizados para cada solvente que se apresentou liquido a temperatura
ambiente. Ao realizar as medicdes, verificou-se que os valores dos brancos obtidos
para os DESs compostos por acido latico eram muito altos e a subtragdo do sinal
analitico do branco poderia nao ser adequada. Desta forma, optou-se por retirar estes
DESs dos estudos posteriores, uma vez que as limitagdes do trabalho nao
possibilitariam maiores estudos e substituicdo dos reagentes por outros de maior grau
de pureza.

Embasado em referéncias teoricas, adicionou-se também a esta etapa de
otimizag¢des, o DES ChCl:U:H20 (1:2:6), este escolhido por ser um DES de mais facil
manuseio uma vez que a adigado da agua diminui a viscosidade do mesmo (SMITH et
al., 2019). A Figura 5, representa os resultados obtidos a partir da extracdo de Cd e Pb

com os diferentes DESs.

Figura 5. Extracédo de (A) Cd e (B) Pb a partir de 20 mg de amostra de rim de porco
(BCR 186), 500 pL do respectivo DES, submetido a uma hora de aquecimento e 95 +

5°C. As barras de erro representam o desvio padrao (n=3).
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Como pode-se observar o DES composto por ChCl e Ox apresentou maiores
valores de absorvancia indicando maior extragcao dos analitos da amostra. Embora néo
se saiba exatamente a forma como os elementos se enconotram na amostra bioldgica,
uma possivel explicacdo para os resultados obtidos € a alta constante de formacéao de
oxidos apresentada para os analitos, Cd e Pb, e a alta capacidade do DES ChCI:Ox de
solvatagcdo dessas espécies como observado por SINGH et al. (2021), MATONG;
NYABA; NOMNGONGO (2017) e GHANEMI et al. (2014), em amostras geoldgicas.
Assim, o DES composto por ChCI:Ox na proporgdo molar de 1:1 foi selecionado e

caracterizado para utilizacdo nos experimentos subsequentes.
5.3 CARACTERIZACAO DO DES CHCL:0OX

Sabendo-se que as propriedades fisico-quimicas e estruturais dos DESs estéo
diretamente relacionadas com a sua capacidade extratora, objetiva-se nesta sessao
caracterizar o DES escolhido como melhor solvente extrator (ChCIl:Ox 1:1) de modo a
justificar os resultados obtidos a partir das suas caracteristicas e comportamento como
solvente. Deste modo as analises estruturais e fisico-quimicas realizadas foram:
densidade, calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e espectroscopia de
infravermelho (IV).

Ap0s realizado o procedimento da analise da densidade do DES, obteve-se uma
densidade igual a 1,64 g cm3. Como pode-se observar ao adicionar agua ao DES e
através do valor de densidade obtido, percebe-se que o valor encontrado esta de
acordo com o reportado na literatura, a qual afirmam que, para a maioria dos DESs
hidrofilicos, a densidade € maior do que a da agua e o0 aumento do numero de hidroxilas
no HBD resulta na formacédo de mais ligagdes de hidrogénio, explicando uma maior
densidade (HANSEN et al., 2021).

Andlises de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) permitem analisar as
energias nas quais ocorrem fendmenos como a cristalizagao, fusao, ponto eutético,
transicao vitrea, entre outros. As analises de DSC foram realizadas e os termogramas
obtidos encontram-se no Anexo A.

Através dos termogramas obtidos, pode-se observar que as temperaturas de
fusdo dos reagentes, sendo elas, aproximadamente, 190 °C para o acido oxalico e 312
°C para o cloreto de colina, sdo muito proximas dos valores da literatura, 189,5 e 302

°C, respectivamente. Ja a temperatura de fusdo observada no termograma do DES
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ChCl:Ox (1:1) aparece em torno de -50 °C, demonstrando a formag&o de uma mistura
eutética, uma vez que a esta € menor do que ambos os constituintes individualmente e
que estdo de acordo com a definicdo encontrada no Compendium of Chemical
Terminology da IUPAC, na qual afirma que uma reacao eutética ocorre entre duas fases
solidas resultando em uma unica fase liquida (BOOK, 2014; PAVEGLIO,G. C., 2016)
A analise por IV € uma importante ferramenta para elucidar acerca da estrutura
e caracteristicas das ligagbes quimicas, desta forma realizou-se a analise por
espectrometria de infravermelho (V) para os reagentes de partida do DES, ChCl e Ox,
bem como para o DES sintetizado obtido ChCI:Ox (1:1). Os espectros obtidos

encontram-se representados na Figura 6.

Figura 6- Espectro de infravermelho obtido para o (—) DES- ChCI:Ox (1:1), (—) Cloreto
de colina (ChCl) e (—) Acido oxalico (Ox).
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Ao analisar o espectro obtido para o ChCIl (—), observa-se a frequéncia proxima
a 3250 cm™', associada a ligagdo OH-CI, ja o pico observado em torno de 1500 cm-’
refere-se a ligagdo N-C. No espectro obtido para o Ox (—) observa-se uma
sobreposicdo de bandas proximo de 3500 cm-! tipicas de acidos carboxilicos em

decorréncia das fortes ligagcoes intermoleculares de hidrogénio. Neste ainda observa-
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se, nas frequéncias proximas a 1200 cm™ e 1600 cm-', bandas caracteristicas das
ligacbes C-O e C=0, respectivamente (PINHEIRO, 2021; SAHA; DEY;
CHAKRABORTY, 2019).

Em relacdo ao espectro obtido para o DES (—), espera-se que haja uma
combinagio dos espectros dos reagentes. Proximo a 1750 cm™', observa-se um pico
agudo que indica a presenga do grupo C=0O pertencente ao éster, bem como as
frequéncias entre 1300-1100 cm™, que representam a ligagdo C-O do éster,
apresentando deslocamento em relagédo ao acido carboxilico evidenciando a formagao
do éster como ja reportado a possibilidade por FLORINDO et al. (2014) e RODRIGUEZ
et al. (2019). As frequéncias proximas a 1000 cm™ e 1500 cm™ evidenciam a
preservagao da ligacdo C-N da colina (SAHA; DEY; CHAKRABORTY, 2019). O
espectro obtido foi muito semelhante ao obtido por SAHA; DEY; CHAKRABORTY
(2019).

A viscosidade, definida como a resisténcia ao escoamento, € um parametro
importante para ser avaliado nos DESs, pois esta, como influencia na taxa de fluxo do
solvente, pode acarretar na inutilizacdo do mesmo para algumas aplicagbes, uma vez
que se o DES apresentar alta viscosidade o manuseio do mesmo ¢ dificultado, tanto na
etapa de preparo de amostras, quanto na introdu¢cao da mesma nos equipamentos para
determinacao (SINGH et al., 2021). Apds as primeiras sinteses realizadas, percebeu-
se que a viscosidade do DES ChCI:Ox (1:1) era elevada e que o manuseio da mesma
seria uma limitagao/dificuldade encontrada, logo, optou-se por trabalhar com o mesmo
a quente, ja que a viscosidade diminui com o aumento da temperatura uma vez que as
forcas intermoleculares sao enfraquecidas. Infelizmente, ndo foi possivel medir a
viscosidade do DES sintetizado, porém é reportado por SAHA; DEY; CHAKRABORTY
(2019) a viscosidade do DES composto por ChCl e Ox ¢é igual a 37 cP, ao compararmos
este valor com a viscosidade da agua, por exemplo, que apresenta um valor igual a
1,002 cP, pode-se perceber a alta viscosidade do DES ChCI: Ox (1:1).

5.4 CONDICOES INSTRUMENTAIS E DE EXTRACAO
5.4.1 Curvas de pirdlise e atomizagao

Os analitos Cd e Pb sédo elementos termicamente instaveis e, embora a prépria

matriz da amostra possa ser um estabilizante térmico para estes, deve-se tomar o
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cuidado para que os mesmos nao sejam perdidos durante a etapa de pirdlise do
programa de temperaturas, aplicado em analises por GF AAS. Desta forma, é essencial
a otimizagao adequada das etapas de pirdlise e atomizagao, por meio das curvas de
pirdlise e atomizagao, para garantir a eliminagao eficiente da matriz e adequada
geracéo de atomos livres dos analitos no estado gasoso (BORGES et al., 2006). Para
otimizagdo do programa de temperaturas utilizou-se solugdo padrdo dos analitos em
meio aquoso, solugdo aquosa adicionada de DES e extrato das amostras com DES.

Sabendo-se da instabilidade térmica dos analitos, bem como a natureza
complexa da matriz da amostra, o modificador universal de Pd/Mg estava sendo
utilizado, porém, ao realizar testes preliminares com as diferentes amostras de
referéncia certificadas, observou-se um sinal de fundo intenso. Apds varios testes,
optou-se por utilizar apenas do Pd(NOs)2, que permitiu a estabilizagdo térmica dos
analitos sem a presenca de fundo (AMORIM FILHO et al., 2006; MARTINEZ et al.,
2018).

A partir das curvas de pirélise e atomizagao obtidas, representadas na Figura 7a
para o Cd e Figura 7b para o Pb, pode-se perceber que a presenga da matriz da
amostra e do DES né&o influenciam de forma muito representativa no comportamento
térmico dos analitos, uma vez que observa-se perfis muito semelhantes para ambas as
curvas.

Sabendo-se que a curva de pirdlise visa determinar a temperatura maxima
aplicavel para eliminagao da matriz, sem que ocorra perda de sinal do analito, observa-
se que, para o Cd, a temperatura que antecede a queda do sinal, na curva que contém
o extrato da amostra, é de 600 °C, sendo a temperatura de pirdlise adotada como 6tima.
Ja para o Pb, embora observe-se uma leve queda no sinal para a temperatura de 900
°C, esta foi definida como 6tima pelo sinal transiente simétrico correspondente e por,
em temperaturas menores, observar a formagao fumaca em temperaturas de pirdlise
ainda préximas de 800 °C. As curvas de atomizacao sao realizadas para determinar a
minima temperatura para obtengao da maxima formagao de atomos livre do analito em
estado gasoso. Embora as sensibilidades dos sinais obtidos, ao aumentar a
temperatura, tenha sido decrescente em termos de valores de absorvancia, ao analisar
os espectros obtidos, observa-se que os picos obtidos nao retornaram completamente
para a base, indicando a atomizagao incompleta dos analitos, fazendo com o que a

area integrada sob a curva seja maior, consequentemente acarretando em maiores



34

valores de absorvancia integrada. O mesmo comportamento foi observado para ambos
os analitos. Sendo assim, a maior temperatura possivel para obtencao da completa

atomizagao dos atomos dos analitos foi em 1900 °C para o Cd e 2100 °C para o Pb.
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Figura 7. Curvas de pirdlise e atomizagao para solugdo aquosa (- A -), solugdo aquosa
e DES (-e-) e solugédo aquosa, DES e extrato (-m-), para concentragbes de (A) 4 ug L™’
de Cd e 15 ug de Pd, temperatura atomizagdo para curva de pirédlise 1800 °C.
Temperatura de pirdlise paras curva de atomizagéo 600 °C e (B) 40 ug L' de Pb e 15
pMg de Pd. Temperatura atomizacédo para curva de pirdlise 2100 °C. Temperatura de
pirdlise para curva de atomizagdo 800 °C. As barras de erro representam o desvio
padrao (n=3).
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5.4.2 Curvas de calibragao

Para a quantificacdo de Cd e Pb, foram avaliadas diferentes técnicas de
calibracdo, sendo a calibracdo externa, por meio da diluicdo de padrbes aquosos,
calibragdo com simulagao da matriz, contendo padrées aquosos e o DES, e por adigao
de analito.

Sabendo-se que a curva de adi¢cao de analito € considera a técnica de calibracao
ideal, uma vez que a amostra se encontra presente em todas as solugdes de calibragéao,
utilizou-se os valores obtidos para a mesma como referéncia de comparacgao para as
demais técnicas de calibracio avaliadas.

Baseado na comparagao realizada por AZEVEDO SILVA et al. (2010), observa-se
que os desvios entre as inclinagdes das curvas calibragcdo externa e simulagao de
matriz tanto para o Cd, quanto para o Pb, em relacéo a curva de adi¢gao de analito, sao
menores que 10 %. Sendo que as concordancias entre as curvas aquosas € a curva de
referéncia foram de 98,06 % e 97,30 %, para Cd e Pb, respectivamente e em relacao a
simulagédo de matriz as concordancias obtidas foram de 104,85 % e 96,14 % para Cd e
Pb, respectivamente. Tais dados evidenciam a possibilidade do uso de quaisquer uma
das curvas para determinacdo dos analitos. Tendo em vista a maior simplicidade da
técnica de calibracdo externa, esta foi utilizada sem perdas de sensibilidade e com
aumento da frequéncia analitica, uma vez que a mesma curva pode ser utilizada para

todas as amostras.

Tabela 7. Avaliacdo da técnica de calibracdo para determinacao de Cd e Pb por GF
AAS apés extragdo com DES. (AQ: aquosa; SM: simulagao de matriz e AA: adigao de
analito)

Cd Pb
AQ SM AA AQ SM AA
Faixa calibragéo (ug L) 1,0-8,0 5,0-100,0
Intercepto 0,035 0,026 0,116 0,033 0,029 0,047

Inclinagdo (s L ug™) 0,071 0,076 0,072 0,004 0,004 0,004
2
R 0,9940 0,9930 0,9970 0,9994 0,9997 0,9980

5.4.3 Otimizagcao multivariada da extragao

A influéncia do volume de DES, tempo e temperatura de ultrassom na extragao

de Cd e Pb de amostras biolégicas (BCR 186) foi avaliada por meio de um planejamento
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23 com ponto central. A influéncia dessas variaveis foi avaliada por meio de uma fungéo
multi-reposta (MR) a qual foi aplicada aos resultados obtidos de modo a obter uma
condigao de compromisso para extragao os analitos. Os experimentos do planejamento
fatorial, variaveis codificadas, reais e as respectivas MRs estdo apresentados na Tabela
8.

Tabela 8. Experimentos do planejamento fatorial 23, com as variaveis codificadas, reais
e multipla resposta para extragao de Cd e Pb em amostras biologicas (Voes: Volume de
DES; US: ultrassom; MR: multi-resposta).

Experimento  Vpes (pL) Tempo de U3 Temperatura (°C) MR
(min)
1 -1 (400) -1 (5) -1 (30) 0,821
2 +1 (800) -1(5) -1 (30) 0,449
3 -1 (400) +1 (55) -1 (30) 1,095
4 +1 (800) +1 (55) -1 (30) 0,638
5 -1 (400) -1(5) +1(80) 0,559
6 +1 (800) -1(5) +1(80) 1,302
7 -1 (400) +1 (55) +1 (80) 1,659
8 +1 (800) +1 (55) +1 (80) 1,250
9 0 (600) 0 (30) 0 (55) 1,694
10 0 (600) 0 (30) 0 (55) 0,777
11 0 (600) 0 (30) 0 (55) 1,569

A otimizagdo multivariada indicou que nenhuma das variaveis estudadas no
procedimento de extragao apresentou significancia, nem mesmo a interagéo entre duas

varaveis, como representado no grafico de Pareto (Figura 8).
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Figura 8. Grafico de Pareto das variaveis analisadas pelo planejamento 23 para 95 %
de confianga.
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Multi-resposta
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Como pode-se observar, tanto a partir do grafico de Pareto quanto pelas
superficies de respostas obtidas para o planejamento (Figura 9), embora nao
significativas, observa-se que quanto maior a temperatura e o tempo de US ha uma
indicacdo de melhora na extracdo, em contra partida, quanto menor o volume de DES
utilizado, melhor seria para a recuperagao dos analitos, mantendo-se o cuidado para
que o volume de solvente extrator seja suficiente para completa dissolugao da amostra.

Sabe-se que a utilizagdo da energia ultrassdénica como energia auxiliar para
procedimentos de extracdo € amplamente aplicada por afetar positivamente o
desempenho da extragdo, uma vez que favorece o contato entre o solvente e a amostra,
por meio 0 aumento da superficie solida, proveniente do rompimento do sélido, como
utilizado por YILMAZ; SOYLAK (2014) para extracdo de ferro de amostras biologicas
(ZHANG; TANG; ROW, 2014). Além da energia ultrassonica, a temperatura também
apresenta potencial para auxiliar no processo de extracdo, uma vez que auxilia na
dissolugdo da amostra sélida no solvente extrator (HABIBI et al., 2013). Sabendo-se da
alta viscosidade dos DESs, o uso de temperaturas acima da ambiente também auxilia

na extragao por diminuir a viscosidade do solvente, acarretando na melhor solubilizagao
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da amostra no solvente, aumentando a interagao e, consequentemente, aumentando a
eficiéncia da extragdo (KARIMI et al., 2015).

Figura 9. Superficies de resposta- mdiltipla resposta. Planejamento 23 (A) Tempo de
Ultrassom versus Volume de DES (B) Temperatura versus Tempo de Ultrassom (C)
Volume de DES versus Temperatura.

Estudos reportados na literatura indicam que as variaveis selecionadas para
estudo tém forte implicacdo no processe de extracdo, porém pode-se justificar os
resultados obtidos pelas condicbes em que o0s experimentos foram realizados e
algumas constatagdes feitas no decorrer destes. Uma das limitagdes encontradas foi
em relagdo ao ultrassom utilizado para os experimentos que nao atinge temperatura
maior que 90 °C, sendo extremamente dificil alcancar e manter-se constante, logo,
pode-se ocasionar em perdas de eficiéncia de extracdo em decorréncia do citado.
Ainda, observou-se que a utilizacdo de um maior volume de DES proporciona maior
dissolucao das amostras, em contra partida, ao separar e diluir as solu¢des dos
experimentos contento maiores volumes de DES (600 pL e 800 pL), a solugéo
resultante ao ser transferida ao copo amostrador e ficar em contato direto com o ar em
sala refrigerada, se solidificava no fundo do copo, fato que ndo ocorreu quando a

propor¢ao de diluicdo de DES em agua era mantida em pelo menos 1:3. Logo, o volume
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de 400 pL foi o ideal, aliado ao uso de pérolas de vidro para auxiliar na interacao
DES/amostra, garantindo a completa homogeneizagdo da amostra, nessas condi¢oes,
nao foram observados problemas de solidificagao dos extratos diluidos.

Tendo em vista as limitacdes encontradas, em fazer uso do US simultaneamente
ao aquecimento, e testes preliminares, que apresentaram boas recuperacdes
submetendo as solugdes de extracao somente ao aquecimento. Desta forma, optou-se
por dar continuidade a otimizagao da etapa de extragdo de forma univariada, sendo o
tempo de extragao a unica variavel a ser estudada utilizando a temperatura descrita na
literatura (95 £ 5°C) (HABIBI et al., 2013).

5.4.4 Otimizacao do tempo de aquecimento

Tendo em vista a alta viscosidade do DES ChCI:Ox (1:1) verificou-se que a
dissolucdo e extracdo eram favorecidas em temperaturas elevadas, uma vez que
nestas condicbes ha diminuicdo da viscosidade do solvente (KARIMI et al., 2015).
Desta forma, a utilizacdo de temperaturas elevadas € preferida por favorecer a
extracao.

Fixada a temperatura de extracdo em 95 £ 5°C, otimizou-se o tempo em que as
amostras, junto ao DES, foram submetidas a diferentes tempos de aquecimento (5, 15,
30, 60 e 90 minutos) em banho-maria. Os resultados obtidos encontram-se

representados na Figura 10.
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Figura 10. Otimizagcao tempo de extracdo de Cd e Pb a partir de 40 mg de amostra de
rim de porco. Condi¢des de extragao: 400 uL do DES ChCI: Ox (1:1), temperatura de
aquecimento 95 £ 5°C. Cd - Pirdlise 600 °C e atomizagao do Cd 1900 °C, Pb — Pirdlise
900 °C e atomizacao 2100 °C. As barras de erro representam o desvio padrao (n=3).
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O teste de Tukey foi realizado para os experimentos realizados e através deste
observou-se que o unico tempo que apresentou diferencga significativa dos demais, para
95% de confianga, foi 5 minutos de extracdo, para ambos os analitos. Desta forma,
quaisquer um dos demais tempos estudados poderiam ser selecionados como tempo
de extracao ideal, porém optou-se por 30 minutos de extracdo, para ambos analitos
uma vez que a extracdo deste é realizada de forma simultanea, pois este tempo
apresentou maior solubilizacdo da amostra, quando comparado com as replicadas

submetidas a 15 minutos de aquecimento.
5.5 FIGURAS DE MERITO

As figuras de mérito determinadas para o método proposto encontram-se
dispostas na Tabela 10. Os limites de detecc¢ao (LOD) e de quantificagdo (LOQ) foram
calculados considerando, respectivamente, 3,3 e 10 vezes o desvio padrdao de dez
medi¢cdes consecutivas do branco da amostra, dividido pelo coeficiente angular da
curva de calibragao.
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Tabela 9. Figuras de mérito para determinagédo de Cd e Pb por GF AAS, utilizando Pd
como modificador, calibragdo externa com padrdes aquosos. (R?= coeficiente de
determinacgao; LOD= limite de detecg¢do; LOQ= limite de quantificagcdo; RSD= desvio
padrao relativo).

Cd Pb
Faixa linear (ug L) 0,002 -8,0 0,041 -100,0
R? 0,9969 0,9988
LOD (ug g) 0,002 0,041
LOQ (ug g) 0,006 0,125
RSD (%, n=3) 0,6 - 20,7 3,2-15,8

Comparando-se os valores obtidos com os da literatura, observa-se que os LODs
e LOQs obtidos foram semelhantes aos determinados por PERELONIA et al. (2021)
que para Cd obteve valores entre 0,0011- 0,0189 ug g e 0,0036-0,0626 ug g' para
LOD e LOQ, respectivamente. Para Pb os valores entre 0,0205- 0,0480 ug g' e 0,0683-
0,1598 ug g, LOD e LOQ respectivamente, foram obtidos para analises de diversas
amostras bioldgicas por GF AAS.

O trabalho de BATISTA et al. (008), que analisou unhas humanas apoés
solubilizacdo com TMAH, reporta LODs proximos aos encontrados no presente
trabalho. Segundo os autores, foram obtidos de LODs para Cd iguais a 0,0001 ugg'e
0,024 ug g nas analises por ICP-MS e ETAAS, respectivamente. Para Pb os foram
obtidos LODs de 0,0015 ug g' e 0,13 ug g™, respectivamente, por ICP-MS e ETAAS.
Tendo em vista as comparacdes feitas acima, pode-se afirmar que o método proposto
€ adequado para determinagdo de Cd em Pb em amostras biolégicas.

A baixa precisdo, observada por meio de altos valores de RSDs, pode estar
relacionada com a dificuldade de homogeneizar a amostra no DES uma vez que sua
alta viscosidade, mesmo em altas temperaturas, pode dificultar o processo de extracao.
A utilizagdo de pérolas de vidro pode minimizar esta limitagdo e a utilizagdo de um
numero maior de pérolas, bem como a agitagcdo durante o tempo de aquecimento

podem contribuir para a uma maior precisao.
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5.6 VERIFICACAO DA EXATIDAO

Para todas as amostras, realizou-se os experimentos em quadruplicata. De
modo a identificar dentro do conjunto de dados possiveis outliers, aplicou-se o teste Q
para 95% de confianga. Dentro dos conjuntos de dados, os que apresentaram um valor
de Q > Qcritico, foram descartados e ndo entraram no calculo das médias e desvios
determinados, estes encontram-se dispostos na Tabela 11 para o Cd e na Tabela 12

para o Pb. Os valores obtidos para o teste Q encontram-se no Apéndice 1A.

Tabela 10. Concentragdes certificadas, determinadas de Cd e porcentagem de
recuperacao, em quatro diferentes amostras de referéncia certificadas.

Amostras Certificado Determinado Recuperagao
(ng g”) (ng g™) (%)
Proteina de peixe (n=3) 0,290 + 0,020 0,189 + 0,001 65
Rim de porco (n=4) 2,710 £ 0,150 1,850 £ 0,156 68
Tecido de ostra (n=4) 2,480 £ 0,008 1,440 + 0,297 58
Tecido de mexilhdo (n=4) 0,348 £ 0,007 0,210 £ 0,042 60

Tabela 11. Concentragdes certificadas, determinadas de Pb e porcentagem de

recuperacao, em quatro diferentes amostras de referéncia certificadas.

Amostras Certificado Determinado Recuperagao
(ng g”) (ng g7) (%)
Musculo bovino (n=4) 0,308 + 0,240 0,419 £ 0,066 110
Rim de porco (n=4) 0,306 + 0,011 0,279 + 0,021 91
Tecido de ostra (n=4) 0,308 + 0,009 0,319 £ 0,010 104
Tecido de mexilhao (n=4) 2,000 + 0,040 2,120 + 0,204 106

Realizou-se o teste t visando comparar estatisticamente os resultados

determinados com as concentragdes expressas nos certificados, para isso foi aplicado
o teste t para 95 % de confiangca em um grau de liberdade igual a 3 (n=4) e grau de
liberdade igual a 2 (n=3) para as concentra¢des de Cd na amostra de proteina de peixe,
pois uma replicata foi descartada no teste Q. Os valores de t obtidos para as médias
dos resultados foram comparados com o valor de tabela de teritico igual a 3,18 (GL=3) e
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teritico igual a 4,30 (GL=2). Para o Cd, apenas a concentracdo determinada para a
amostra de rim de porco ndo apresentou diferenga significativa, para todas as demais
amostras foi obtido um t maior que o teritico, €videnciando que ha diferenca entre a
concentragdo determinada e o valor certificado, desta forma observa-se que a
otimizagao da extragao de Cd necessita de maiores estudos e otimizagdes futuras.

Ja para os testes aplicados para analise de Pb nas amostras, todos os valores
de t calculados foram menores que o tcritico, COMprovando a inexisténcia de diferenca
significativa entre a concentracdo determinada e a expressa no certificado. Desta
maneira, pode-se afirmar que os resultados obtidos para determinacao de Pb utilizando
DES como solvente extrator e GF AAS sdo estatisticamente satisfatérios e
concordantes com os valores certificados. Os valores obtidos para o teste t encontram-
se no Apéndice 1B.

Outra maneira de avaliar os valores de concentragao obtidos € em relacdo a
porcentagem de recuperagdo dos analitos. Nas Tabelas 11 e 12 encontram-se os
valores de porcentagem de recuperagdao obtidos entre os valores certificados e
determinados para as amostras. Pode-se observar que todos os valores de
recuperacoes obtidos para Cd apresentaram-se abaixo da faixa aceitavel de 80-110 %,
ressaltando a necessidade de otimizacdes futuras do processo de extracédo para este
analito. Entretanto, os valores obtidos para o Pb reforgam o constatado anteriormente
que o método desenvolvido utilizando DES como solvente extrator, é eficiente para
diversas amostras biolégicas (SCHULZ et al., 2017; TAVERNIERS; DE LOOSE; VAN
BOCKSTAELE, 2004).

6 ANALISE DA VERDURA QUIMICA

Atualmente, o desenvolvimento de metodologias, tanto no ramo académico
quanto industrial, que sejam ambientalmente amigaveis e que oferegam menor risco a
saude do operador e menores prejuizos ao meio ambiente sdo preferiveis e seguem no
foco das pesquisas. Neste sentido os DESs sao reportados na literatura como uma
alternativa ambientalmente amigavel para solventes toxicos vastamente utilizados em
metodologias tradicionais como a digestao acida, extracao Soxhlet, LLE e SPE.

Os DESs sao apresentados como alterativas, porém poucos trabalhos trazem
uma analise e/ou comparacdes que comprovem e enfatizem os beneficios, frente a

quimica verde que os DESs agregam aos trabalhos em que séo utilizados. Sendo
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assim, o presente trabalho traz duas abordagens neste sentido que analisam, desde a
sintese dos DESs através da EV, até a aplicagado destes em metodologias analiticas

através da métrica eco-escala. Estas serao discutidas nas sessdes seguintes.
6.1 ESTRELA VERDE

A Estrela Verde (EV) é uma métrica holistica de natureza grafica utilizada para
a determinagdo do grau de verdura de experimentos laboratoriais baseado nos 12
principios da Quimica Verde (GQ) (ANEXO B). Tendo em vista a necessidade de avaliar
do ponto de vista verde reagcbes quimicas de sintese, desenvolvimento de novos
produtos, processos de fabricagdes, entre outros, a EV foi desenvolvida durante a tese
para obtengdo de grau doutora em ensino e divulgagdo das ciéncias pela Doutora
Dominique Azevedo Costa (COSTA, 2011) e posteriormente reformulada a
configuracao atual.

Para a obtencdo da EV, deve-se considerar todas as substancias envolvidas,
tais como reagentes, produtos, residuos, catalisadores, coprodutos, agentes de
purificacao, solventes e secantes. Informacgdes acerca dos riscos e danos para a saude,
ambiente, perigos fisicos, fonte de obtencdo (matéria prima renovavel ou nao) e
degradabilidade sdo analisadas. Todas essas informag¢des podem ser obtidas através
das Ficha de Informacdo de Seguranga de Produtos Quimicos (FISPQ), encontradas
facilmente nos sites dos fornecedores dos reagentes e produtos quimicos.

A ideia central da EV é a construgao de uma estrela com tantas pontas quanto
os principios utilizados na avaliagao de verdura, a verdura de cada ponta é proporcional
ao grau de cumprimento do respectivo principio, sendo o nivel 1 de minima verdura e
o nivel 3 de maxima verdura, ou seja, quanto maior for a area verde obtida, maior é a
benignidade da sintese. Vale ressaltar que dos 12 principios da GQ, o principio 4 € o
11 ndo foram analisados uma vez que na sintese do DESs nao ha formacgao de novos
produtos quimicos. A analise dos demais principios, atribuicdo das respectivas
pontuagdes e a respectiva construgdo da métrica, encontram-se na Figura 11. As
pontuacgdes a serem atribuidas em relagdo ao codigo de perigo encontram-se no Anexo
C.

Ap6s a obtengéo da EV, calculou-se o indice de Preenchimento de Estrela (IPE)
obtendo-se um valor igual a 75. Sendo 100 o IPE maximo, pode-se concluir que a

verdura da sintese dos DESs apresenta excelente verdura, uma vez que ndo ha
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utilizacdo de catalisadores, ndo ha formacéo de coprodutos, nem ha necessidade de
utilizacdo de solventes e substancias auxiliares, os reagente envolvidos apresentam
risco moderados a saude do operador e ao meio ambiente e s&do biodegradaveis,
comprovando o ja reportado na literatura sobre benignidade e simplicidade da sintese
desta classe de solventes (SINGH et al., 2021).

Figura 11. Estrela Verde (EV) obtida a partir da analise da sintese do DES utilizado na
metodologia proposta, as ponta representam os principios da quimica verde.

P1

P1- Prevencio

P2- Economia de atdmica

F3- Sintese de produtos menos perigosos
Pi0

P5- Solvente e auxiliares mais seguros
P6- Eficiéncia energética

F7- Uso de matérias primas renovaveis
P&- Reducdo de derivados

P9- Catalizadores

P3
Pa s

Fa

P10- Planificacio para degradacio

P12- Quimica inerentemente mais segura

3
Z4))

quanto a prevencio de acidentes.

6.2 ECO-ESCALA

A eco-escala aplicada a quimica analitica é resultado de reformulagcbes de
métricas que visavam, em suma, quantificar metodologias, principalmente de sinteses,
na area de quimica. Sabendo-se do potencial toxicidade atribuida a processos
analiticos, postulou-se os 12 principios da Quimica Analitica Verde (Anexo D) que
assumem que um procedimento analitico ideal deve ser caracterizado pela eliminacéo
ou minimizagao de reagentes, consumo de energia e geracao de residuos.

Sendo assim, a eco-escala apresenta-se como uma ferramenta de analise
quantitativa eficiente para avaliagdo de processos analiticos. Nesta sao atribuidas
pontuacao determinadas pontos de penalidade a cada etapa do procedimento analitico
e, ao final da analise, o somatdrio dos pontos de penalidade deve ser subtraido de 100,

valor que caracteriza um procedimento ideal. Desta forma, quanto mais a pontuacéao
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obtida se afasta desse maximo, menos ambientalmente amigavel é o procedimento
analisado.

A Tabela 13 apresentada abaixo traz a atribuicdo dos pontos de penalidade para
cada etapa da metodologia desenvolvida no presente trabalho. Para este, obteve uma
pontuagao igual a 95, caracterizando a verdura do mesmo como excelente indo ao
encontro dos referenciais tedricos que destacam tal qualidade de metodologias

utilizando DES. A tabela de referéncia encontra-se no Anexo E.

Tabela 12. Atribuicdo de pontos de penalidade para obtencdo da pontuacédo da eco-
escala para a metodologia proposta.

Reagentes Sub-total Total
Quantidade Chel 1 Quantidade X
Perigo
Ox 1
Pd(NO3)2 1
Perigo ChCl
Ox 1 1
Pd(NOs3)2
Energia GF AAS 1
Risco ocupacional Emiss&o de vapores e gases para o ar
Residuo Quantlda’dg X
Caracteristica
Quantidade 0
Caracteristica 3 0

Somatoério dos
pontos

Eco-escala 95
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7 CONCLUSAO

A utilizagdo de DES como solvente extrator para Cd e Pb de amostras bioldgicas
apresentou resultados promissores para ambos os analitos, embora a extragao do Cd
necessite de otimizagbes adicionais para garantir a extragao eficiente do analito. Tendo
em vista a alta complexidade de matrizes biologicas e as dificuldades e limitagdes
encontradas para a analise destas, principalmente na etapa de preparo de amostras,
os DESs e NADESSs apresentam-se como uma alternativa com grande potencial para
processos de extracao.

O DES sintetizado a partir de ChCI:Ox (1:1) foi determinado como a combinagéo
ideal para a extragéo de Cd e Pb. O desenvolvimento de uma metodologia empregando
DES como solvente extrator e determinacdo por GF AAS, mostrou-se eficaz para
quantificacdo de Pb. Obteve-se limites de detecgao e quantificagdo na ordem de ug g
', adequados para determinagdo de Cd e Pb em amostras biologicas.

A sintese dos DESs corrobora ao reportado na literatura, dispondo de uma
sintese pouco laboriosa, rapida e de acordo com o 0s principios da quimica verde. A
metodologia desenvolvida e empregada no presente trabalho foi analisada do ponto de
vista da quimica verde e apesentou resultados satisfatérios, IPE igual a 75 e eco-escala
igual a 95, comprovando a excelente verdura quimica da metodologia proposta
utilizando DES como solvente extrator. Por fim, cabe ressaltar que o DES utilizado no
presente trabalho (ChCL:Ox 1:1) € um NADES, sendo os reagentes de partida de fontes
naturais, este ndo apresenta riscos a saude do operador além de ser biodegradavel e

biocompativel.
8 PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados inconsistentes obtidos para o Cd, o presente
trabalho deixa como perspectiva a otimizagdo da metodologia de extragao para o Cd,
tais como a otimizacao da razdo massa de amostra e volume de solvente extrator. Além
disso, pretende-se buscar alternativas para resolver as limitagcdes encontradas no que
diz respeito a viscosidade dos DESs. Outra perspectiva do presente trabalho é a
otimizagao do uso de pérolas de vidro utilizadas no processo de extracao, para auxiliar
na homogeneizagdo da amostra com o DES, bem como otimizar o tempo de agitagao

e/ou providenciar a agitagao simultaneamente e ndo paralelamente ao aquecimento.
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Em relagdo a caracterizacdo do DES, fica como perspectiva a determinagao da
viscosidade e da condutividade para enriquecer a comparagdo com o reportado na

literatura.
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ANEXOS
A- Termogramas de DSC obtidos para o ChCI (A), Ox (B) e ChCI:Ox (1:1) (C).
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B- Principios da quimica verde e seus critério de pontuagao para trés niveis de verdura,
no qual pontuagado igual a 3 representa verdura maxima e pontuacdo 1 representa

verdura minima.

Principio da QV Critérios p
P1 - Prevenio Fodos o5 residuos sdo mbeues (p=1, tabeli 1) 3
Residuns que emvobvam perign moderado para o saide e ambiente (p=2, tbela |, pelo menos pam wma | 2
substinein, sem substineis com p=1)
Formacio de pelo menos um residug que envelva perigo clevado parm a satide ¢ ambiente (p=3, tabela a) 1
P2- Economia atomica | Reacpdcs sem reagentes em excesso (210°%6) esem fonmagio de coprodutos i
Reaepdes sem reagentes em excesso (Z10%) e com [ormacio de coprodutos 2
Regepies com reapentes em excesso (=10%) ¢ sem fommacio de coprodulos 2
Renepdes com reapentes em excesso (=10%) ¢ com lormagio de coprodutos 1
P3 - Sinteses menos | Todas as substincias envolvidas slo indenas p=1, twbela 1a) 3
perigosas As substimeins envolvidas apresentam perigo moderado para o saide e ambiente {p=2, tabela 1, pelo menos | 2
para Wi substines, sem substincias coim p=i)
Pelos menos uma dos substincias envolvidas dpresenta perigo elevado pors a saide e ambiente {p=3, tabeln | 1
)
PS5 - Solventes ¢ outras | Os solventes e as substinesns mrsiliares nio existem ou sio indeuas (pl. wabela 1) 3
substincias auxiliares | Os solventes e as substincras sunlianes usadas envolvem penzo moderado para & saude ¢ ambiente (=2, 2
mals seguras tabela |, pelo menos par uma substanc, sem substineias oom p=3)
Pelo menos um dos solventes ou uma das substincias ausaliares vsadas envolve pengo clevado pam a saide | 1
e ambiente (p=3, tabela 1}
Pé - Planificacio para | Temperatura ¢ pressio ambentas 3
conseguir efiedein | Pressio ambiental ¢ lemperatima entre 0°0 @ 1000 que implique amefectmento ou aquecimento 1
energética Pressio diferente di ambicntal e/'on temperatira muito ofastda da ambrewal 1
P7 = Uso de materias | Todos os reagentes/ maténias-prmas envolvidos sio remvivers {p=1_ tabela 2 3
primas renoviveis Pelo menos um dos reagentes/malénas-primas envolvidos € renovivel, ndo se considers 2 dgua (p=1, tabeln | 2
2
Nenhum dos reagentes/ matérias-primas envodvidos € renovivel, no s¢ considera a dgin (p=3, tabela 2) 1
P - Redugin de Sem dervatizagies ou com umg clipa i
derivatizagdes Usi-see apenas wma denvatizagio ou duas elapas 2
sim-se viirms denvatizagtes ou mars do gue duas elipas 1
PO - Catalizaderes | Nio se usam catalisadores ou os catalisadores sio indenos (pl, tbeln 1) 3
Lltilizam-se catulisadores que envolvem perigo moderado para o sairde ¢ ambienie (p=2. tbela 1) !
Utilizam catalisadores que envolveny perigo elevado para a saide e ambiente (p=3, tbeln 1) 1
P10 - Planificagio | Todas as substincias envolvidas sio degradavers com os produtos de degradacio mocuos (p=1, wbela 1) k]
para a degradacdo | Todas as substincias envolvidas que nio sio degraddvess podem ser tratados pora obter a sua degradugiio 2
com os produtes de dezradacio mocuos {(p=2. tabela 2)
Pele menos uema das substaneias envolvidas ndo ¢ degrodivel nem pode ser tratado para obler a su |
degradagiu com produtos de degradagio mdcsos {p=3_ tabels 2)
P12 - Quimica A sibstancis envolvidas aprésentam perizo baxe de aeidente quimseo (p=1_ fabela [b, consderando os 3
inerentemente metis | pengos para g sadde ¢ pergos fsieos)
SeQUrA quinto i As substineias envelvidas apresentam perigo moderade de sendente quinwestp=2. tabela 1. pelo menos pora | 2
prevengio de seidentes | wia substiney, considerando os pengos para a satde e pengos fsieos, ¢ sem substincias com p=3)
As substincias envolvidas apreseniam perigo elevado de acidente quimien (p=3, tabela |, considermdo os | 1
perigos para a suide ¢ pergos lisicos)

Fonte: Portal Educa.



C- Pontuagéao para classificar os perigos das substancias para a construgcéo da EV.

Fonte: Portal Educa.

Pontuagio Pontuagio

Perigos Estrela verde | Perigos Estrela verde
H200 Fisico i H318 Sande 3
H201 Fisico 3 H3l9 Saficle 2
H202 Fisico T H320 Sande 2
H203 Fisico 3 CH330 Sande 3
H204: Fisico 2 H331 Sancle 3
H205 Fisico 3 H332 Sande 2
H206 Fisico 3 H333 Sande 2
H207 Fisico 3 H33d Sanide 3
H208 Fisico 3 H335 Saniche 2
H220 Fisico 3 H336 Sanicde 2
H221 Fisico 2 H340 Saticle 3
H222 Fisico 3 H341 Sancle 3
H223 Fisico 2 H350 Sande 3
H224 Fisico 3 H351 Sanicle 3
H225 Fisico 3 Hial Sande 3
H226 Fisico 2 H361 Sande 3
H227 Fisico 2 H362 Sande 2!
H228 (category 1) Fisico 3 H370 Sande 3
H228 (category 2) Fisico 2 H371 Sande 3
H229 Fisico 2 H372 Sanide 3
H230 Fisico 3 ‘H373 Saficle 3
H231 Fisico 2 H400 Ambiente 3
H232 Fisico 3 HAOL | Ambiente 3
240 Fisico E] Hi02 Ambiente 2
H241 Fisico 3 H410 Ambiente 3
H242 (Type C & D) | Fisico 3 HALL | Ambiente 3
H242 (Type E & F) | Fisico 3 H4l2 Ambiente 2
H250 Fisico 3 H413 Ambiente 2
H251 Fisico 3 H420 Ambiente 3
HZ52 Fisico 2 ELUTHOO1 Fisico 3
H2a60 Fisico 3 EUHOOG Fisico 3
H261(caregory2) Fisico 3 EUHO14 Fisico 3
H261{category3) Fisico 2 EUHDLE Fisico 3
H270 Fisico 3 EUHO19 | Fisico 3
H271 Fisico 3 EUHO2G Sanide 3
H272{categorv) Fisico 3 ELUTHO31 Sande 3
H272(category3) Fisico 2 EUHO32 Sanele 3
H2R0 Fisico 2 EUHO44 Fisico 3
H2E1 Fisico 2 EUHO59 Ambiente 3
H290 Fisico 2 EUHOGG San 2
H300 Sande 3 EUHOT( Sande E]
H301 Sancle 3 EUHO71 Sancle 3
H302 Satide 2 ELH201 Sancle 3
| H303 Satide 3 EUH201A | Sande 2
‘H304 Satide 3 EUHz02 Sande 3
H305 Saiudle 2z EUHZ203 Sanide 2
H310 Satde 3 EUH204 Saude 2
H3l1 Saude 3 EUH205 Sande i
‘H312 Satde 2 EUH206 Sanide 3
H313 Satide Z EUH207 - Sanide 3
H3l4 Sande 3 EUHX08 Sande 2
‘H315 Salde 2 EUH209 Fisico 3
H316 Satide 2 EUH209A | Fisico 2

H317 Sanide X

59
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D- Os 12 principios da GAC:

1. Técnicas analiticas diretas devem ser aplicadas para evitar a necessidade de
tratamento da amostra;

2. O tamanho minimo da amostra e o numero minimo de amostras sao metas;

3. Devem ser realizadas medigdes in situ;

4. Integragcdo, em processos analiticos, de redugdo do consumo de energia e
reagentes;

5. Métodos automatizados e miniaturizados devem ser preferiveis;

6. A derivatizacdo deve ser evitada;

7. A geragao de residuos deve ser evitada sempre que possivel e quando néo
possivel uma gestao adequada destes deve ser fornecido;

8. Métodos multielementar ou multiparametros séo preferidos frente a métodos
monoelementar;

9. O uso de energia deve ser minimizado;

10.Reagentes obtidos de fonte renovavel devem ser preferidos;

11.Reagentes toxicos devem ser eliminados ou substituidos;

12.Seguranga do operador deve ser aumentada.

Fonte: Adaptado GALUSZKA; MIGASZEWSKI; NAMIESNIK (2013).



E- Pontos de penalidade para calcular a eco-escala analitica.

61

Reagentes Sub-total Total
Quantidade <10 mL (g) 1 Quantidade X
10-100 mL (g) 2 Perigo
>100 mL (g) 3
Perigo Nenhum 0
Risco menos grave 1
Risco mais grave 2
Energia <1,0 kWh por amostra 0
<1,5 kWh por amostra 1
>1,5 kWh por amostra 2
Risco Processo analitico
ocupacional Hermético 0
Emissao de vapores e
gases para o ar 3
Residuo Nenhum 0
Quantidade <1 mL 1 Quantidade X
1-10 mL 3 Caracteristica
>10 mL 5
Caracteristica Reciclavel 0
Degradavel 1
Passivo 2
Nao admite tratamento 3
Somatério TOTAL
dos pontos

Fonte: Adaptado GALUSZKA et al. (2012).



F- Adaptado- Certificado de analise- BCR1 86: rim de porco.

European Referance Matiiak
{ommisson

JOINT RESEARCH CENTRE
Institute for Reference Materals and Measurements

CERTIFICATE OF ANALYSIS

ERM®- BB186

PIG KIDNEY

Mass Fraction
Certified value ¥ Uncertainty 3

[mg/kg] [mgkg]
Cd 1.09 0.05
Cu 38.5 1.8
Fe 255 13
Mn 7.26 0.25
Pk 0.040 0.005
Se 10.3 0.e
Zn 134 5

1) Unweighted mean value of the means of accepted sets of data, each set being obtamed in a difierent laboratory
and'or with a different method of determination. The cerified value and its uncerainty are traceable to the
International System of Units (S1).

2) Certfied mass fractions are comected for the water content of the matenal (and expressed as dry mass).
detzrmined as described in the section “Instrections for use”.

3) The certified wncertainty s the expanded uncertainty with a coverage factor k = 2 comespending to a level of
confidence of about 85 % estimated in accordance with ISOMEC Guide B3-3, Guide to the Expression of Uncertainty

in Measurement (GUM:1895), 150, 2008

This certficate is valid for one year after purchase.
Sales date:

The minimum amount of sample to be used is 200 mg.

NOTE

Eurppean Reference Matenal ERM™-BE130 was produced and certified under the responsibiity of the Institute for Reference
Materials and Measurements of the European Commission’s Joint Research Centre according o the principles kaid down in
the fechnical guidelnes of the Ewopsan Reference Materials” co-operation agreement bebtween BAM-IRMM-LGC.
Information on these guidelines is available on the intemet (hitp-fwaww em-crm_org L

Accepted as an ERM®, Geel, 22 August 2012 e
Latest revision: October 2013 3

Signed:

Prof. Dr. Hendrik Emons
European Commission
Joint Research Centre
Institute for Reference Materials and Measurements
Retiesaweg 111
B-2440 Geel, Belgium
Registation No. 263-RM A fiwing Fages are an iniegral part of the cerficate.

IS0 Guide 32 forthe Fage 1074
production of refierence matenals.

-
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APENDICES

1A- Valores calculados para os testes Q para Cd e Pb.

Amostra 1° 22 32 42
Replicata Replicata Replicata Replicata
Tecido de Cd 0,123 0,751 0,125 0,123
mexilhdo Pb 0,607 0,608 0,063 0,063
Cd 0,129 0,400 0,397 0,129
Rim de porco
Pb 0,224 0,249 0,224 0,527
Proteina de peixe Cd 0,061 0,061 0,8772 0,062
Cd 0,056 0,771 0,056 0,173
Tecido de ostra

Pb 0,420 0,096 0,417 0,3019
Musculo bovino Pb 0,730 0,187 0,083 0,083

2 Valor determinado acima do Qcritico. Replicada descartada.

1B- Valores calculados de t para Cd e Pb.

Amostra Cd Pb
Tecido de mexilhdo 6,69 1,20
Rim de porco 2,75 2,57
Proteina de peixe 156,0 -
Tecido de ostra 7,02 2,24

Musculo bovino - 1,19




