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RESUMO

AVALIA(}AO DE ESTRATEGIAS EMPREGANDO NADES PARA O PREPARO DE
AMOSTRAS DE PEIXES VISANDO A DETERMINAQAO DE MACROELEMENTOS
POR ICP-OES. A etapa de preparo de amostra € crucial para obter resultados
coerentes nas andlises quimicas, pois é nesse processo que podem ocorrer
contaminacgdes e perdas de alguns analitos. Os métodos convencionais de digestao
empregam acidos fortes, como o &cido nitrico, que promovem a decomposicao da
matriz, porém sao perigosos e geram residuos significativos. Como alternativa, neste
trabalho foi avaliado o uso de solventes verdes, como os eutéticos (DES/NADES).
Os solventes eutéticos profundos (DES - Deep Eutectic Solvents), sdo formados por
um receptor de ligagao de hidrogénio (HBA) e um doador de ligagéo de hidrogénio
(HBD), originando um sistema eutético que apresenta menor ponto de fusdo. Os
solventes eutéticos naturais profundos (NADES -Natural Deep Eutectic Solvents)
sdo formados por compostos naturais, ou seja, formados por aminoacidos, acidos
organicos, acucares e possuem vantagens como menor toxicidade,
biodegradabilidade, sustentabilidade e preparo relativamente simples. Os teores de
Ca, K, Mg, Na e P extraidos de tecidos de peixe foram determinados por
espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES),
que apresenta boa sensibilidade e capacidade multielementar. Foram avaliados
diferentes acidos organicos como doadores de ligacdo de hidrogénio (acido férmico,
malbnico e oxalico) e cloreto de colina como receptor de ligacdo de hidrogénio, na
proporcdo 1:1. A extracdo foi realizada em material de referéncia tecido de peixe
(MR-agro E3002A), utilizando banho termostético e ultrassom, sendo comparadas a
recuperacdo (%) e desvio padrdo relativo (DPR %) dos analitos avaliados. As
extracdes realizadas em banho termostatico apresentaram recuperacdes entre 68%
e 100% em relagcéo aos valores descritos no material de referéncia e DPR < 18%.
Em seguida, foi avaliada a influéncia da adicdo de agua na composicdo dos
solventes eutéticos (1 a 4 mol de H20). As recuperacbes e os desvios-padrédo
relativos indicaram que o NADES composto por cloreto de colina: acido férmico:
agua (1:1:4) apresentou melhor desempenho. Planejamento experimental (Doehlert)
foi realizado considerando as variaveis tempo de extracdo, volume do solvente
eutético e multipla resposta (MR) para otimizar de maneira simultanea a resposta da
extragcdo dos cinco analitos. As respostas obtidas indicaram que a condicao
otimizada, com recuperacdes de 77 —92% e DPR (%) de 0,1-18% foi: 90 min de
extracdo e 4 mL de NADES. A validacdo demonstrou adequada confiabilidade do
meétodo desenvolvido e a avaliacdo pela métrica AGREEprep resultou em pontuacao
de 0,48. A substituicAo da digestdo acida tradicional por solventes eutéticos
profundos, especialmente os NADES, como etapa de preparo de amostras de
tecidos de peixes, introduz uma abordagem mais sustentavel, menos téxica e com
menor geracdo de residuos, mantendo a eficiéncia na extracdo de nutrientes,
reduzindo riscos laboratoriais, simplificando o preparo e fortalecendo o alinhamento
com praticas de quimica verde.
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ABSTRACT

EVALUATION OF STRATEGIES EMPLOYING NADES FOR THE PREPARATION
OF FISH SAMPLES AIMING AT THE DETERMINATION OF MACROELEMENTS
BY ICP-OES. The sample preparation step is crucial for obtaining consistent results
in chemical analyses, since contamination and loss of some analytes can occur in
this process. Conventional digestion methods employ strong acids, such as nitric
acid, which promote matrix decomposition but are dangerous and generate
significant waste. As an alternative to reduce these impacts, this work evaluated the
use of green solvents, such as eutectics (DES/NADES). Deep eutectic solvents
(DES) are formed by a hydrogen bond acceptor (HBA) and a hydrogen bond donor
(HBD), resulting in a eutectic system with a lower melting point. Natural deep eutectic
solvents (NADES) are composed of natural compounds, namely amino acids,
organic acids, and sugars, and offer advantages such as lower toxicity,
biodegradability, sustainability, and relatively simple preparation. The levels of Ca, K,
Mg, Na, and P extracted from fish tissues were determined by inductively coupled
plasma optical emission spectrometry (ICP-OES), which exhibits good sensitivity and
multi-element capability. Different organic acids (formic, malonic, and oxalic acids)
were evaluated as hydrogen bond donors, and choline chloride was used as a
hydrogen bond acceptor in a 1:1 ratio. Extraction was performed on fish tissue
reference material (MR-agro E3002A) using a thermostatic bath and ultrasound, and
the recovery (%) and relative standard deviation (RSD%) of the evaluated analytes
were compared. Extractions performed in a thermostatic bath showed recoveries
between 68% and 100% compared to the values described in the reference material
and a relative standard deviation (RSD) < 18%. Subsequently, the influence of
adding water to the composition of the eutectic solvents (1 to 4 mol H20) was
evaluated. Recoveries and relative standard deviations indicated that the NADES
composed of choline chloride: formic acid: water (1:1:4) showed the best
performance. An experimental design (Doehlert) was carried out to simultaneously
optimize the extraction responses of the five analytes, considering extraction time
and eutectic solvent volume, and to evaluate the multiple response (MR). The results
obtained indicated that the optimized condition, with recoveries of 77-92% and RSD
(%) of 0.1-18%, was: 90 min of extraction and 4 mL of NADES. Validation
demonstrated adequate reliability of the developed method, and the evaluation using
the AGREEprep metric resulted in a score of 0.48. Replacing traditional acid
digestion with deep eutectic solvents, especially NADES, as a sample preparation
step for fish tissue introduces a more sustainable, less toxic approach with lower
waste generation, while maintaining nutrient extraction efficiency, reducing laboratory
risks, simplifying preparation, and strengthening alignment with green chemistry
practices.

Keywords: Deep Eutectic Solvents, Sample preparation, ICP-OES, Elemental
Determination, Biological matrix, Green chemistry
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1 INTRODUCAO

A composicdo mineral de organismos aquaticos constitui um parametro
essencial para a compreensédo tanto do valor nutricional dos alimentos quanto das
condigbes ambientais dos ecossistemas onde esses organismos se desenvolvem.
No contexto brasileiro, o Rio S&o Francisco destaca-se como um dos mais
relevantes sistemas hidrograficos, desempenhando func¢des ecoldgicas, sociais e
econdmicas fundamentais para as populacdes ribeirinhas e para a atividade
pesqueira regional (SANTOS et al., 2019). A ictiofauna desse rio é diretamente
influenciada por fatores como a composi¢cdo mineral das aguas, 0 uso e ocupacgao
do solo, praticas agricolas e aquicolas, além de intervencbes antropicas que
modificam o regime hidrolégico. Essas variaveis afetam a disponibilidade de
nutrientes e, consequentemente, a composicdo mineral dos pescados, tornando o
monitoramento dos macronutrientes como caélcio, potassio, magnésio, sodio e
fésforo, importante para avaliar a qualidade ambiental, possiveis alteragcdes no
ecossistema e também contribui para assegurar a oferta de alimentos seguros e
nutritivos, alinhando-se aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS, ONU),
especialmente o ODS 3 (Boa saide e Bem-estar)) ODS 6 (Agua potavel e
saneamento), ODS 12 (Consumo e Producdo Responsaveis) e o ODS 14 (Vida na
Agua), ao promover praticas de manejo sustentavel e reducdo de impactos
ambientais.

A determinacdo desses nutrientes depende de etapas analiticas que devem
ser realizadas com bastante rigor. Dentre essas etapas o0 preparo de amostras se
destaca como uma das mais criticas. Os métodos convencionais, baseados em
digestdes acidas com &cidos concentrados e peréxido de hidrogénio, apresentam
limitacbes como consumo relativamente elevado de substancias toxicas, além de
riscos ocupacionais e significativa geracdo de residuos. Considerando a crescente
preocupacdo com a sustentabilidade, surge a demanda pelo desenvolvimento de
procedimentos que reduzam o impacto ambiental sem comprometer a eficiéncia
analitica. Nesse contexto, os solventes eutéticos profundos (Deep Eutectic Solvents
— DES) e os solventes eutéticos profundo naturais (Natural Deep Eutectic Solvents —
NADES) apresentam-se como alternativas promissoras. Os DES s&o formados pela
combinacédo de um aceptor de ligacdo de hidrogénio (HBA) e um doador de ligacdo
de hidrogénio (HBD), que, ao interagirem por meio de extensas redes de ligacdes de
hidrogénio, originam sistemas eutéticos com ponto de fusdo bastante inferior aos
seus constituintes individuais. Essa caracteristica resulta em solventes com
propriedades fisico-quimicas importantes, como baixa volatilidade, elevada
estabilidade térmica e grande capacidade de solubilizacdo. Por sua vez, os NADES
representam um subgrupo de DES compostos por substéncias de origem natural,
como aminoacidos, acucares e acidos organicos (DAI et al., 2015), o que confere a
esses solventes vantagens adicionais, incluindo biodegradabilidade, baixa toxicidade
e compatibilidade biolégica, tornando-os particularmente alinhados aos principios da
guimica verde.



A versatilidade dos DES e NADES permite modular propriedades como
polaridade, viscosidade e acidez por meio da escolha adequada dos componentes e
de suas proporcdes, além da possibilidade de adicdo controlada de agua, o que
amplia ainda mais sua aplicabilidade em processos de extragdo. No ambito da
quimica analitica, DES e NADES tém se destacado como alternativas sustentaveis
para o preparo de amostras, especialmente em matrizes biologicas. Sua capacidade
de extrair os analitos sem 0 uso de &cidos minerais agressivos reduz
substancialmente a geracdo de residuos perigosos e 0s riscos associados ao
manuseio de reagentes toxicos. Além disso, a simplicidade de preparo e o baixo
custo dos componentes tornam esses solventes acessiveis para diferentes
contextos laboratoriais. Em analises multielementares, como aquelas realizadas por
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES)
(HOU; JONES, 2000), esses solventes tém demonstrado desempenho satisfatério,
desde que suas propriedades sejam devidamente otimizadas (SANTANA et al.,
2021).

Desta forma, nesta dissertacdo foi avaliado se 0s solventes eutéticos,
especialmente os NADES, sdo capazes de substituir de forma eficaz e
ambientalmente responsavel os métodos tradicionais de digestdo acida na extracao
de nutrientes inorganicos de tecidos de peixes. Procurou-se verificar a eficiéncia das
extracbes, com recuperacfes adequadas, boa precisdo e reducdo do impacto
ambiental associado ao preparo de amostras. O emprego de métrica especifica para
avaliacdo da sustentabilidade analitica, como o Green Analytical Procedure Index
(GAPI), Eco- Scale (PLOTKA-WASYLKA, 2018), AGREE baseada nos principios da
quimica verde (PENA-PEREIRA et al., 2020) e AGREEprep que € voltada para a
etapa de preparo de amostras (WOJNOWSKI et al., 2022), possibilita quantificar
aspectos como consumo de reagentes, toxicidade, energia empregada e geracao de
residuos, oferecendo uma avaliacdo abrangente do desempenho ambiental dos
métodos desenvolvidos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PREPARO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS PARA ANALISE
ELEMENTAR
2.1.1 METODO CONVENCIONAL: DIGESTAO ACIDA

O preparo de amostras € uma etapa muito relevante na analise de elementos
principalmente para a determinacdo de macro e micronutrientes por técnicas
baseadas em plasma como a Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP-OES). Em matrizes bioldgicas, os elementos estdo
associados a proteinas e lipidios necessitando de preparos capazes de promover a
decomposicdo da matéria organica e a solubilizacdo dos analitos. A eficiéncia do
preparo de amostra depende diretamente de parametros como tempo, temperatura e
volume do solvente, pois essas variaveis influenciam a cinética de solubilizagéo, os
processos de transporte de massa e equilibrio entre fases envolvidas (KRUG et al.,
2019; SKOOG et al., 2004).

A digestdo é&cida convencional utilizando é&cidos minerais concentrados é
muito utilizada devido a elevada capacidade oxidante e a capacidade de converter a
matéria organica em espécies volateis, mantendo os elementos inorganicos em
solucdo (KRUG, 2019). A utilizacdo de HNO3 é adequada para técnicas de plasma
por gerar solugcbes compativeis com sistemas de nebulizacdo e introducdo de
amostras, reduzindo ocorréncias de precipitacdo, entupimentos de sistema e
interferéncias fisico-quimicas (HOU; JONES, 2000). Para garantir a confiabilidade
analitica principalmente em determinacdes em baixos niveis de concentragdo, o
acido nitrico pode ser submetido a purificacdo por destilagdo “sub boiling” que é o
aquecimento abaixo do ponto de ebulicdo do acido promovendo evaporacao
controlada e re-condensacédo, com significativa reducdo de impurezas metélicas e
essa etapa € importante para minimizar sinais de brancos analiticos elevados e
melhorar limites de deteccado e quantificagédo e custo reduzido.

Os sistemas que podem ser utilizados para realizar a digestdo acida sao o
bloco digestor que consiste no aquecimento convencional das amostras em
recipientes geralmente em sistema aberto, sob temperatura controlada, e é uma
técnica muito utilizada devido ao baixo custo e facilidade de obteng&o para rotinas
laboratoriais (KRUG, 2019). Porém, sistemas abertos podem favorecer a perda de
espécies volateis e a maior suscetibilidade a contaminagéo. A digestao assistida por
radiacdo micro-ondas permite aquecimento homogéneo sob condigbes controladas
de temperatura e pressdao em sistemas fechados, ocorrendo maior eficiéncia na
decomposicdo da matéria organica, reducao do tempo de digestdo e menor risco de
perdas por volatilizacdo (KRUG, 2019). Além disso, o o sistema fechado contribui
com o controle de contaminagéo. Porém, o custo elevado dos equipamentos € um
impedimento para sua utilizagdo em larga escala.

Além do bloco digestor e do micro-ondas, tem-se a extragdo assistida por
ultrassom, que se baseia no fendbmeno de cavitagdo caracterizado pela formacéo e
imploséo de microbolhas no meio liquido, gerando micro-jatos e regides localizadas



de alta energia capazes de promover ruptura celular, aumentando a area de contato
entre amostra e solvente extrator (CHEMAT et al., 2017). Em alguns casos, a adi¢cao
de peroxido de hidrogénio (H2032) é utilizada para aumentar a eficiéncia da digestao,
devido a seu elevado poder oxidante. Vale ressaltar que o controle da temperatura
pode reduzir a viscosidade do solvente, favorecendo a mobilidade dos analitos do
interior da matriz para o meio extrator (KRUG, 2019).

A digestdo acida com HNOs é reconhecida por sua robustez, eficiéncia de
extracdo e ampla aplicabilidade em diferentes matrizes. Porém, essa abordagem
apresenta desvantagens relacionadas ao elevado consumo de acidos concentrados
e a geracao de residuos quimicos, a manipulacdo de reagentes, em sua maioria,
perigosos, ao custo elevado de reagentes, a eventuais dificuldades logisticas para
aquisicdo e armazenamento de acidos controlados e a um maior impacto ambiental
(ANASTAS; WARNER, 1998). Embora a digestdo &cida convencional permaneca
como técnica estabelecida na analise elementar, observa-se crescente interesse por
estratégias alternativas que tém como objetivo reduzir o uso de reagentes
agressivos e a geracgao de residuos.

2.1.2 METODO ALTERNATIVO: SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS (DES)
E SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS NATURAIS (NADES)

Os liquidos idnicos (LIs) séo constituidos por sais organicos formados por um
cation volumoso (imidazélio, piridinio) e um &nion organico ou inorganico que
apresenta ponto de fusdo inferior a 100°C (PLECHKOVA; SEDDON, 2008;
NASIRPOUR et al.,, 2020) e sao obtidos a partir de processos complexos como
reacOes de alquilacdo, troca anidnica e varias etapas de purificacdo para remover
haletos residuais, e essas etapas acabam aumentando o custo do preparo do
solvente. Apesar de terem sido considerados alternativas mais seguras, muitos
liquidos ibnicos apresentam uma certa toxicidade principalmente 0os que possuem
cadeias alquilas extensas ou anions fluorados. Portanto, a classificacdo como
solventes verdes comegou a ser reavaliada. Os solventes eutéticos profundos (DES)
surgem como alternativa aos liquidos idnicos devido ao preparo simples, baixo custo
e principalmente menor impacto ambiental.

Os DES sao uma classe de solventes formados pela combinacdo de
componentes que, misturados em propor¢cdes molares especificas, apresentam
pontos de fusdo menores se comparados aos precursores, devidos as interacdes
estabelecidas, que sao estabilizadas por ligacdes de hidrogénio e demais interacdes
eletrostaticas, que acabam promovendo desorganizacdo da estrutura cristalina
(ABBOTT et al., 2003; DAI et al., 2015). O método mais utilizado para o preparo
desses solventes é realizado pela mistura dos precursores em aguecimento
moderado (50°C — 100°C) com agitacdo por no minimo 2 horas e observa-se a
formacdo de um liquido homogéneo. O aquecimento fornece energia suficiente para
enfraquecer as interagcdes intermoleculares, favorecendo a formagéo de uma nova
rede longa de ligacBes de hidrogénio entre os aceptores de ligacdo de hidrogénio



(HBA) e o doadores de ligacao de hidrogénio (HBD) (DAI et al., 2015). Outro tipo de
preparo destes solventes € realizado pela moagem mecanica, na qual o0s
precursores sdo submetidos a friccdo, que promove defeitos cristalinos, permitindo
que os componentes solidos interajam, formando uma rede de ligagbes de
hidrogénio sem a necessidade de aquecimento; porém, como a interacao ocorre no
estado solido, as ligacbes de hidrogénio formadas podem apresentar menor
organizacdo estrutural, se comparadas a utilizacdo de aquecimento prolongado
(OLAWUYI et al., 2025).

O HBA utilizado € um sal de amoénio quaternario (cloreto de colina - ChCl) e a
escolha desse HBA se faz devido a estabilidade térmica, baixo custo, disponibilidade
comercial e principalmente pela presenga de um anion com alta densidade
eletrdnica que atua como um aceptor de ligac6es de hidrogénio, ja os HBD utilizados
podem ser acidos organicos, alcool, amida ou outro composto capaz de estabelecer
ligacbes de hidrogénio (SMITH et al., 2014). Para o cloreto de colina, o cation
apresenta carater polar e o anion cloreto (CI) atua como aceptor de ligacdes de
hidrogénio devido a elevada densidade eletrénica e a interacéo entre Cl- e os grupos
funcionais do HBD escolhido (hidroxila, carboxila) resultam na formacdo de uma
rede longa de ligagbes de hidrogénio que sao responsaveis pelas propriedades
fisico-quimicas do solvente.

Os primeiros DES descritos na literatura (ChCl:Ureia) (ABBOTT et al., 2003)
foram formados por espécies quimicas sintéticas; portanto, fez-se necessario avaliar
o0 impacto ambiental destes solventes. A partir deste enfoque surgiu o conceito de
solvente eutético profundo natural (NADES - Natural Deep Eutectic Solvents) que
sdo combinacBes de metabdlitos naturais (acUcares, aminoacidos, acidos organicos)
que formam misturas liquidas estaveis (CHOI et al., 2011). Esses solventes podem
ser classificados conforme sua afinidade com agua, sendo hidrofilicos, que séo
formados pela combinacdo de cloreto de colina e agucares, acidos organicos, e
apresentam alta miscibilidade, sendo adequados para extracdo de compostos
polares (SMITH et al., 2014), e hidrofébicos, que sdo formados por reagentes menos
polares (acidos graxos, mentol), formando solventes parcialmente imisciveis em
agua (VAN OSCH et al., 2019). A principal diferenca entre DES e NADES ocorre
pela natureza dos percursores envolvidos, sendo que os DES sao formados por
compostos sintéticos e os NADES por substancias de origem natural, tornando-os
potencialmente biodegradaveis (CHOI et al., 2011; ESPINO et al.,, 2016). As
vantagens incluem baixa volatilidade, preparo simples, baseado na mistura,
aquecimento moderado dos percursores e possibilidade de alterar as propriedades
fisico-quimicas, como polaridade, viscosidade e acidez, por meio da escolha dos
reagentes e de suas proporcdes molares. Os reagentes utilizados na formagéo dos
solventes séo cloreto de colina (HBA) e diferentes acidos organicos (acido férmico,
acido oxalico e acido maldnico) (HBD) (Figura 2). Os acidos apresentam grupos
carboxilicos (-COOH), cujo hidrogénio possui carater parcialmente positivo, 0 que
permite uma forte interagdo com o anion cloreto. Os acidos contendo dois grupos
carboxilicos (oxalico e malénico) aumentam as possibilidades de formacdo de



ligacdes de hidrogénio e isso ocorre devido a cada grupo —COOH participar tanto
como doador, quanto aceptor de ligacdes de hidrogénio (CARVALHO et al., 2024).
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FIGURA 1 — Estruturas quimicas dos precursores utilizados na preparacéo dos solventes eutéticos
profundos naturais (NADES)
Fonte — Elaborada pela autora

A principal limitacdo na utilizacdo dos DES/NADES ¢é a elevada viscosidade
gue acaba comprometendo a eficiéncia da extracdo. Portanto, é necessario reduzir a
viscosidade, pois favorece a difusdo do solvente na matriz e melhora a interacéo
massa/solvente extrator. A agua exerce papel importante na estrutura e nas
propriedades dos solventes eutéticos e, apesar desses sistemas serem preparados
sem 4gua na sua composicdo, a adicdo controlada pode alterar propriedades fisico -
quimica como viscosidade, polaridade e mobilidade molecular (CHOI et al., 2011,
DAl et al., 2015; ESPINO et al., 2016).

A utilizacdo dos NADES tem sido estudada como solvente alternativo no
preparo de amostra, pois possui elevada biodegradabilidade, baixa toxicidade, baixa
volatilidade, minimizando riscos relacionados ao meio ambiente e ao operacional, e
capacidade de solubilizacdo dos analitos (LIU et al., 2018; VANDA et al., 2018). A
literatura destaca a versatilidade e a eficiéncia dos DES/NADES na extracdo de
analitos em diferentes matrizes (Tabela 1).

TABELA 1 - Métodos de extracao utilizando solventes eutético profundos (DES/NADES) reportadas
na literatura

Matriz Analitos Recuperacéo (%) Técnicade quantificacdo Referéncia
Peixe Cu, Fe, Zn 83-95 FAAS Habibi et al., 2013
Peixes e algas Cu, Fe, Ni, Zn 96-98 ICP - OES Ghanemi et al., 2014
Leite cru Pb 102-103 FAAS Borahan et al.,2019
Petréleo Pb, Co, Ni, Mn 95-98 FAAS Soylak; Koksal, 2019
Leite Cd, Cu, Pb 88 - 103 FAAS Sorouraddin; Farajzadeh; Dastoori, 2020
Fosfato de Rocha e suplemento mineral As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Zn 58-113 ICP-OES e ICP-MS Santana et al., 2021
Peixes e enguias Zn 93-101 FAAS Haqg, H. U et al., 2021
Peixes Pb, Cd, Hg 89-111 GFAAS Hanifar et al., 2023
Tecido animal Cu, Cd, Co, Cr, Fe, Pb, Zn 85-95 ICP-OES Ninayan et al., 2024
Peixe Ca, K, Mg, Na, P 77-92 ICP-OES Atual trabalho




No contexto de matrizes complexas como o leite, foi utilizado um DES ternario
composto por mentol, sorbitol e acido mandélico para a extracdo de Cd, Cu e Pb
alcancando recuperacdes entre 88-104% pela técnica FAAS (SOROURADDIN et al.,
2020). Em outro estudo, foi utilizado um DES composto por cloreto de colina e fenol
para extrair chumbo em leite cru obtendo recuperacdes de 102 a 103% (BORAHAN
et al.,2019). Em matrizes inorganicas como rocha fosfatica e suplementos minerais,
foi utilizado o NADES composto por xilitol, 4cido citrico e acido mélico obtendo
recuperacdes entre 56-113% (SANTANA et al., 2021). Para amostras bioldgicas
como peixes, foi utilizado um DES composto por cloreto de colina e acido oxalico
para a extracdo de Cu, Fe e Zn obtendo recuperacdes de 83-95% (HABIBI et al.,
2013). Para a extracao de zinco em peixes e enguias, utilizou-se DES formado por
cloreto de colina e fenol (1:2) com recuperacbes entre 93-101% realizando a
determinacdo por FAAS (HAQ et al., 2021). Em estudos analisando elementos
potencialmente toxicos (Pb, Cd, Hg) em varias espécies de peixes, foi utilizado DES
hidrofébico de mentol e etilenoglicol (1:1) tendo recuperacfes entre 89-111% por
GFAAS (HANIFAR et al., 2023). Em tecidos de animais, utilizou-se varias
composicdes de DES apresentando recuperacdes entre 85-95% analisados por ICP-
OES (NINAYAN et al., 2024). No presente trabalho, foi utilizado NADES composto
por cloreto de colina, acido férmico e agua (1:1:4) realizando a extracdo (tecido de
peixe) de Ca, K, Mg, Na e P obtendo recuperacdes de 77-92%

2.2 TECNICAS ANALITICAS BASEADAS EM PLASMA

Os métodos espectrométricos fundamentam-se na interacdo da radiacdo
eletromagnética com a matéria e podem ser explorados em diferentes regides do
espectro (ultravioleta, visivel e infravermelho). As principais técnicas baseadas em
plasma utilizadas sdo a Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP — OES), Espectrometria de Massas com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP — MS) e a Espectrometria de Emissdo Optica com
Plasma Induzido por Micro-ondas (MIP — OES) que sao técnicas consolidadas sendo
utilizadas em diversas areas do conhecimento. Essas técnicas se consolidaram em
analises multielementares devido a sua elevada sensibilidade, ampla faixa linear de
trabalho e capacidade de andlise simultanea de mdultiplos elementos e versatilidade
referente as matrizes (HOU; JONES, 2000).

A Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado
(ICP — OES) € muito utilizado na determinagéo de elementos em diferentes matrizes
devido a capacidade multielementar, ampla faixa linear de trabalho e robustez. O
principio da técnica baseia-se na introducdo da amostra em um plasma de argdnio
mantido por radiofrequéncia, promovendo uma sequéncia de processos
fundamentais sendo dessolvatacdo, vaporizacdo, atomizacdo e excitacdo dos
analitos. Apd6s a introducdo da amostra sob a forma de aerossol, ocorre a
dessolvatagédo, etapa em que o solvente é retirado das goticulas. Em seguida,
ocorrem a vaporizagdo, que € a decomposicdo das particulas em moléculas no
estado gasoso, a atomizagdo, que € a quebra das moléculas gasosas em atomos, e



a excitacdo, na qual os atomos absorvem energia térmica do plasma e sao
excitados, sendo promovidos para um nivel energético maior, e, ao retornarem ao
estado fundamental, ocorre a emissdo da radiacdo em comprimentos de onda
especificos, permitindo a quantificacdo dos analitos. A elevada temperatura do
plasma (aproximadamente 10.000 K) é responséavel pela eficiéncia dessas etapas e
torna essa técnica menos suscetivel a interferéncias (espectrais e fisicas) quando
comparada as demais cujas temperaturas do plasma sdo menores, como no MIP-
OES.

O sistema de introducdo de amostras € uma das etapas importantes para o
desempenho analitico. Dito isto, os principais tipos de nebulizadores sdo o
concéntrico no qual o liquido proporciona aerossol de gotas mais finas e melhor
sensibilidade, porém, é mais suscetivel a entupimentos e menor tolerancia a
amostras com alto teor de sélidos dissolvidos e o nebulizador de fluxo cruzado que
funciona com o géas incidindo de maneira perpendicular ao fluxo da solucéo,
portanto, se torna mais robusto e tolerante a matrizes complexas (HOU; JONES,
2000). Apds a nebulizacdo, o aerossol é conduzido a tocha de quartzo que é
constituida por trés tubos concéntricos nos quais circulam fluxos distintos de
argbnio: 0 gas externo (plasma) responsavel por sustentar e isolar o plasma das
paredes da tocha, o gas auxiliar que contribui para a estabilidade e posicionamento
do plasma e o gas nebulizador que transporta o aerossol ao interior do plasma. A
configuragdo da tocha influencia diretamente a regiio de observagdo e o
desempenho analitico, sendo a configuracdo radial, na qual o plasma opera na
orientacao vertical, proporcionando maior robustez e menor suscetibilidade a efeitos
de matriz, e € utilizada para determinacdbes em niveis mais elevados de
concentracdo, e na configuracdo axial, na qual a observacdo ocorre na posi¢ao
horizontal, aumentando o caminho optico e a sensibilidade, porém, pode aumentar
as interferéncias espectrais e os efeitos de matriz. Apés a emissdo da radiacao
caracteristica pelos atomos excitados no plasma, a radiacdo é direcionada para o
policromador com grade de difracdo de alta resolucéo, onde ocorre a disperséao da
radiacdo emitida em seus diferentes comprimentos de onda, permitindo a separacao
simultanea das linhas de interesse. Em seguida, a radiacdo dispersa atinge o
detector (CCD) que converte a energia em sinal elétrico proporcional a intensidade
da emisséo e o encaminha ao sistema de processamento de dados.

A escolha pelo ICP-OES se justifica pela robustez da técnica e pela alta
temperatura do plasma, que possibilita maior eficiéncia dos processos de
vaporizacdo, atomizacéo e excitacdo dos analitos. Portanto, essa técnica apresenta
elevado desempenho analitico, propiciando elevada sensibilidade e
reprodutibilidade e interferéncias controlaveis.



2.3 TECNICAS TERMOANALITICAS E ESPECTROSCOPICAS
2.3.1. CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

E uma técnica termoanalitica muito utilizada na caracterizagdo térmica de
materiais que é baseada na diferenca de fluxo de calor entre uma amostra e um
material de referéncia inerte, ambos submetidos a um mesmo programa térmico,
permitindo identificar eventos associados a transformacdes fisicas e quimicas como
fusdo, cristalizacdo, reorganizacfes estruturais, volatilizagdo. O conceito dessa
técnica fundamenta-se no monitoramento da energia necessaria para manter a
amostra e a referéncia em uma mesma temperatura ao longo da andlise. A
ocorréncia de um evento térmico na amostra acarreta em uma variacao no fluxo de
calor em relagdo ao material de referéncia, sendo registrada em formas de picos
endotérmicos ou exotérmicos. De forma geral, essa técnica detecta a decomposicao
térmica, possibilitando a compreensdo das interacdes estruturais do material
(HOHNE; HEMMINGER; FLAMMERSHEIM, 2003).

Na caracterizacdo dos solventes eutéticos profundos (DES) e solventes
eutéticos naturais profundos (NADES) a técnica possui um papel de extrema
importancia, pois os solventes sdo formados a partir da combinagéo de diferentes
componentes que possuem uma forte interacdo através de ligacdes de hidrogénio. A
formacdo de um sistema eutético esta ligado a reducdo do ponto de fusdo em
relacdo aos percussores, permitindo estabelecer limites térmicos compativeis e
garantindo que as condi¢cbes adotadas ndo promovam a degradacdo quimica do
solvente, mas apenas alteracdes fisicas e estruturais reversiveis (ABBOTT et al.,
2003; ZHANG et al., 2012; DAI et al., 2013; SMITH; ABBOTT; RYDER, 2014). Em
resumo, a determinacdo das transi¢cdes térmicas através desta técnica possibilita
estabelecer limites de temperatura adequados para utilizacdo dos solventes. Desta
forma é possivel garantir que as condi¢cBes experimentais utilizadas ndo promovam
a degradacdo quimica, garantindo maior confiabilidade nos experimentos em que
esses solventes serdo utilizados.

2.3.2. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

E uma andlise termoanalitica muito utilizada para avaliar a estabilidade
térmica e a decomposicéo de diferentes materiais. E baseada no monitoramento da
variacdo de uma pequena quantidade de massa de amostra que € aquecida de
acordo com as condigcbes de temperatura previamente estabelecidos sob fluxo
controlado de gas (nitrogénio ou ar sintético) e mediante as variacbes de massa
registradas durante o processo é possivel identificar eventos que estdo associados a
perda de espécies volateis, processos de degradacdo térmica, decomposicao
térmica (BROWN, 2001; IONASHIRO, 2004). Em conjunto com a TGA, tem-se a
analise termogravimétrica derivada (Derivative Thermogravimetry — DTG) que é
utilizada para determinar com maior precisdo as etapas de perda de massa que

ocorrem durante o aguecimento.
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Na caracterizacdo de solventes eutéticos profundos e solventes eutéticos
naturais profundos essas analises sdo importantes para avaliar o comportamento
térmico, pois é possivel identificar diferentes etapas de perda de massa relacionadas
a evaporacgdo da agua, volatilizagdo de componentes e processos de decomposi¢ao
térmica e também pode-se determinar temperaturas caracteristicas associadas ao
inicio da degradacao térmica. Dito isto, os dados obtidos s&o fundamentais para
definir condi¢cdes experimentais mais adequadas garantindo que o solvente seja
utilizado em faixas de temperaturas que ndo comprometam a estabilidade (SMITH;
ABBOTT; RYDER, 2014; DAl et al., 2015).

A principal diferenca em relacdo a Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)
e a analise termogravimétrica (TGA/DTG) est4 relacionada ao tipo de observacéo
adquirida em cada técnica. A TGA/DTG avalia a variacdo de massa da amostra
durante o aquecimento, ja a DSC mede a diferenca de fluxo de calor entre a amostra
e um material de referéncia, portanto, sdo técnicas frequentemente utilizadas para
caracterizacdo térmica de materiais (BROWN, 2001; HOHNE; HEMMINGER,;
FLAMMERSHEIM, 2003).

2.4 QUIMICA VERDE APLICADA NO PREPARO DE AMOSTRAS E

METRICAS VERDES NA QUIMICA ANALITICA

O preparo de amostras € considerado uma das etapas mais criticas de uma
andlise quimica, devido ao tempo necessério e onde ocorrem 0S maiores erros.
Além disso, do ponto de vista ambiental, alguns procedimentos utilizam grandes
volumes de solventes potencialmente perigosos, como, por exemplo, a digestdo
acida, com o uso, em muitos casos, de acido sulfarico, fluoridrico, cloridrico e nitrico
na decomposicdo de matrizes com diferentes caracteristicas.. A quimica verde
surgiu como uma abordagem voltada a prevencdo e a reducdo dos impactos
ambientais. Esse conceito foi proposto por Paul Anastas e John Warner e baseia-se
no desenvolvimento de processos que reduzem 0 uso e a geracao de substancias
perigosas ao meio ambiente e a saude humana (ANASTAS; WARNER, 1998).
Foram estabelecidos doze principios da quimica verde que orientam o
desenvolvimento de metodologias mais sustentaveis, reduzindo o consumo de
reagentes e promovendo o uso de solventes menos tdxicos. Esses principios tém
sido empregados no desenvolvimento de métodos analiticos mais sustentaveis, o
gue deu origem ao conceito de quimica analitica verde (Green Analytical Chemistry
— GAC), que tem o objetivo de reduzir o impacto ambiental das analises quimicas ao
longo do procedimento, desde a coleta até o momento do descarte de residuos.
(ARMENTA; GARRIGUES; DE LA GUARDIA, 2008; GALUSZKA et al., 2013;
LOPEZ-LORENTE et al., 2022; WOJNOWSKI et al., 2022).

A avaliacdo da sustentabilidade do método € um grande desafio, pois envolve
varios parametros para serem analisados e tem-se a dificuldade de quantificar de
maneira Unica e objetiva todos 0s aspectos relacionados ao impacto ambiental da
metodologia, dificultando a padronizacdo das avaliacbes. Portanto, o
desenvolvimento de ferramentas que permitem avaliar o grau de sustentabilidade
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doss procedimentos analiticos tornou-se necessario. Para isso, diferentes métricas
verdes tém sido propostas com o0 objetivo de avaliar o impacto ambiental desses
procedimentos, permitindo comparacdes entre diferentes atividades. Levam em
consideracado fatores como consumo de reagentes, toxicidade dos reagentes
envolvidos, geracdo de residuos, consumo energético e a seguranca do processo.

Entre as métricas desenvolvidas, a métrica analitica de sustentabilidade
(Analytical Greenness metric - AGREE) € baseada nos doze principios da quimica
verde (GAC), e as pontuacbes sdo de 0 a 1, sendo que valores proximos de 1
indicam métodos mais sustentaveis e permitem realizar comparacbes entre
abordagens analiticas (PENA-PEREIRA et al., 2020). Outra métrica que pode ser
utilizada é a métrica analitica de preparo de amostra sustentavel (Analytical
Greenness Metric for Sample Preparation - AGREEprep) que foi desenvolvida para
avaliar a etapa de preparo de amostras que é baseada nos dez principios do GSP
(Green Sample Preparation) considerando critérios como a quantidade de amostra
utilizada, consumo de solventes, toxicidade dos reagentes, geracdo de residuos,
consumo de energia e automacdo do processo. O AGREEprep fornece uma
pontuacdo global que permite identificar os pontos fortes e limitacdes do
procedimento (WOJNOWSKI et al., 2022).

As métricas mencionadas visam fornecer uma avaliagdo e comparacdo de
sustentabilidade dos meétodos que permitem identificar etapas que podem ser
otimizadas para reduzir impactos ambientais, contribuindo para o desenvolvimento
de metodologias analiticas mais seguras.

2.5 ESTRATEGIAS DE OTIMIZACAO

A otimizacdo de métodos é uma etapa fundamental no desenvolvimento de
procedimentos experimentais, pois diferentes variaveis podem influenciar
diretamente o desempenho analitico, afetando as respostas como a temperatura,
massa da amostra, volume do solvente, tempo, entre outros. Dito isto, essa etapa
tem o objetivo de identificar melhores condi¢cdes experimentais e, por consequéncia,
melhorar as respostas.

A otimizacdo de métodos pode ser realizada através da estratégia univariada
(one variable at a time - OVAT) no qual apenas um parametro experimental é
variado enquanto os demais permanecem constantes, porém, esse tipo de
abordagem mesmo sendo considerado simples apresenta algumas limitacdes sendo
a dificuldade de avaliar possiveis interacdes entre as variaveis devido os fatores
serem estudos de maneira isolada e pode ter um namero elevado de experimentos,
aumentando o consumo de reagentes, tempo de andlises e também por nédo
identificar as condi¢des 6timas (BEZERRA et al., 2008). Diante dessas limitacdes, foi
necessario buscar estratégias mais eficientes baseadas em planejamento
experimental multivariado que permitem avaliar de maneira simultdnea os efeitos de
multiplas variaveis e possiveis interagdes, tornando esse processo mais eficiente e
mais rapido.
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A metodologia de superficie de resposta (Response Surface Methodology -
RSM) € um conjunto de técnicas estatisticas utilizadas para desenvolver modelos e
otimizar processos em que uma ou mais respostas sao influenciadas por diferentes
varidveis. As equacgbes obtidas pelo modelo sdo ajustadas com o objetivo de
descrever o comportamento do sistema e permitir a previsdo das respostas em
diferentes condicbes experimentais, portanto, a RSM possibilita determinar de
maneira simultdnea os niveis 6timos das variaveis escolhidas, indicando o melhor
desempenho analitico (BEZERRA et al., 2008). A utilizacdo da RSM envolve
algumas etapas sendo a etapa de triagem, que tem como objetivo identificar
variaveis que apresentam influéncia significativa na resposta analitica, a etapa de
modelagem da superficie de resposta através de delineamentos experimentais de
segunda ordem que sdo capazes de descrever possiveis curvaturas e localizar
pontos criticos correspondentes a maximos e minimos.

Entre os delineamentos mais utilizados, tem-se o delineamento composto
central (Central Composite Design - CCD), utilizado na construcdo de modelos
guadraticos e na avaliagcdo de curvaturas de superficie de resposta, composto por
pontos fatoriais, axiais e centrais. O delineamento Box-Behnken (BBD) requer um
namero reduzido de experimentos, e os fatores sdo estudados em trés niveis. Um
ponto importante desse delineamento € a auséncia de experimentos nos pontos
extremos do dominio experimental, o0 que pode ser vantajoso em condi¢cdes
perigosas (FERREIRA et al.,, 2018). O delineamento Doehlert que & considerado
uma alternativa mais econdmica, pois permite estudar variaveis em diferentes
nameros de niveis e pode ser aplicado a partir de duas variaveis (BEZERRA et
al.,2008).

Diferentes variaveis podem influenciar a resposta analitica tornando-se
necessario considerar essas respostas de forma conjunta durante o processo de
otimizacao e a avaliacdo de maneira isolada de cada resposta pode nao representar
de maneira adequada as melhores condi¢cdes experimentais para todos os analitos,
portanto, torna-se necessario utilizar a abordagem de multiplas respostas (Multiple
Response - MR) que se baseia na combinacdo das respostas avaliadas
(recuperacao, sinal de intensidade) permitindo identificar condicbes experimentais

7

que representem uma resposta adequada para os analitos estudados e € muito
utilizada para sistemas multielementares. Esse resultado é obtido dividindo cada
valor das medi¢Ges individuais pelo valor maximo do conjunto de dados (BEZERRA

et al., 2019).

As estratégias multivariadas representam ferramentas muito importantes para
o desenvolvimento e otimizacdo de métodos analiticos, possibilitando a
compreensao mais aprofundada das respostas obtidas do método desenvolvido
contribuindo para obtencéo de condi¢cdes analiticas robustas e eficientes (BEZERRA
et al., 2019).
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2.6 OBJETIVOS DE DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL (ODS) E O

CONTEXTO AMBIENTAL

Os Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel (ODS) estabelecidos pela
Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) por meio da Agenda 2030 para o
Desenvolvimento Sustentavel constituem orientagfes politicas publicas, estratégias
de desenvolvimento e a produgcdo cientifica em modelos sustentaveis de
crescimento econdémico, protecdo ambiental e inclusdo social (ONU, 2015) (Figura
14). No ambito da pesquisa, os ODS fornecem um referencial conceitual e ético para
o desenvolvimento de tecnologias, métodos analiticos que priorizem a
sustentabilidade e a reducéo de impactos ambientais.

A pesquisa cientifica voltada ao desenvolvimento e otimizacdo de métodos de
preparo de amostras apresenta papel crucial na construcdo de solucdes
sustentaveis, sendo que o0s meétodos analiticos podem ser utilizados para o
monitoramento ambiental, avaliacdo da qualidade de ecossistemas, controle de
contaminantes e a seguranca do alimento. Estudos que envolvem matrizes
biolégicas possuem relevancia, pois atuam como bioindicadores ambientais,
refletindo a qualidade dos ecossistemas aquaticos (FAO, 2018). Dentre os ODS
relacionados a esta pesquisa, destacam-se ODS 3 (Boa saude e Bem-estar), ODS 6
(Agua potavel e saneamento), ODS 12 (Consumo e produGdo responsaveis) e o
ODS 14 (Vida na agua).

@ OBJETIVE.:S sustentaveL

EIIEIHSTAI!
IIIBTIIIA.
NMM]E
INFRAESTRUTURA

ERRADICAGAD
DAPOBREZA

EDUCAGAD

DEQUALIDADE

il

EMPREGO DIGND

[BRE&[;KHTI] 10 IIESIEUALIJM]ES

PAL JUSTICA PARCERIAS .
16 ENSTTUGOES 17 oieeot @
OBJETIVCS
DE DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL

FIGURA 2 - 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)
FONTE — GT Agenda 2030 (2015)

O ODS 3 tem como meta assegurar vida saudavel, portanto, o
desenvolvimento de métodos analiticos para a determinagdo de nutrientes em
pescados contribui para a avaliacdo da qualidade nutricional e o uso de
metodologias analiticas mais sustentaveis também reduz a exposicao a reagentes
potencialmente  perigosos frequentemente utilizados em  procedimentos
convencionais como a digestdo acida. O ODS 6 estabelece metas voltadas a
melhoria da qualidade da agua como reducédo da poluicdo, tratamento adequada de
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efluentes e protecdo de ecossistemas aquaticos destacando a necessidade de
sistemas eficientes de monitoramento e controle de contaminantes utilizando a
aplicacdo de técnicas analiticas para a determinacdo de nutrientes inorganicas em
matrizes biologicas que acabam refletindo a qualidade do ambiente em que esta
inserido. A utilizacdo de técnicas baseadas em plasma (ICP-OES) associadas a
estratégias de preparo de amostras mais sustentaveis permite a obtencédo de dados
analiticos confidveis sobre a composi¢cado inorganica de organismos aquéticos,
contribuindo para a avaliacdo da qualidade ambiental. O ODS 12 prop&e a transicéo
para modelos de producéo e consumo responsaveis, incentivando a reducéo do uso
de substancias toxicas, a diminuicdo da geracdo de residuos e o desenvolvimento
de tecnologias ambientalmente adequadas. Na quimica analitica, esse objetivo
acontece através do desenvolvimento de metodologias baseadas nos principios da
quimica verde que buscam reduzir o impacto ambiental dos processos laboratoriais
(ANASTAS; WARNER, 1998). A investigacao e aplicagdo de solventes alternativos e
a otimizacdo de técnicas de preparo de amostras menos agressivas e toxicas ao
meio ambiente podem ser associadas a esse ODS, ou seja, a substituicdo parcial ou
total de digestdes acidas convencionais por estratégias mais sustentaveis
associadas a técnicas instrumentais de alta sensibilidade representa uma
contribuicdo para a reducdo do consumo destes reagentes toxicos e da geracéo de
residuos quimicos. JA o ODS 14 tem o objetivo a conservacao e 0 uso sustentavel
dos ecossistemas aquaticos com énfase na reducdo da poluicdo, protecdo da
biodiversidade e preservacdo dos recursos naturais.

A analise de peixes fornece informacfes importantes, pois esses organismos
acumulam nutrientes ao longo da cadeia trofica, atuando como indicadores de
qualidade ambiental (FAO, 2018). A aplicacéo de técnicas analiticas avancadas para
a determinacdo de elementos inorganicos em peixes permite a avaliacdo da
bioacumulacdo, fornecendo informacBes para politicas publicas de conservagao
ambiental e de seguranca alimentar. Estudos realizados para o preparo de amostras
utilizando solventes alternativos contribuem diretamente para os objetivos do ODS
14 ao gerar conhecimento cientifico aplicAvel a preservacdo dos ecossistemas
aguaticos e a protecdo da vida aquatica. Ao integrar o desenvolvimento de
estratégias de preparo de amostras e 0 uso de solventes alternativos sustentaveis

(DES/NADES), estabelece-se um vinculo com os principios dos ODS 3, 6, 12 e 14.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e otimizar técnica de preparo de amostra alternativa de peixes visando
a determinacéo de nutrientes (Ca, K, Mg, Na e P) em tecido de peixe por técnica de
plasma com foco em métodos ambientalmente responsaveis

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a digestdo acida assistida por micro-ondas e o método alternativo
como a utilizacdo de solventes eutéticos naturais (NADES);

e Ultilizar técnicas de caracterizagédo (TGA, DSC)

e Empregar planejamento experimental (DoE) e metodologia de superficie de
resposta (RSM) para otimizacao;

e Aplicar ferramentas estatisticas (ANOVA e demais testes estatisticos) para
interpretagdo do modelo obtido;

e Validar as condicdes 6timas obtidas pelo modelo;

e Utilizar métrica verde (AGREEprep);

¢ Divulgar os resultados por meio de publicacédo de artigos cientificos;
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAIS E REAGENTES

A pesagem dos reagentes e das amostras foi realizada em balanca analitica
(Shimadzu, modelo AUX220). As vidrarias utilizadas foram descontaminadas em
banho acido (HNO3 10% v v1) por 24 h e submetidas a enxague com agua ultrapura
e secagem em capela. O preparo das solucdes foi realizado utilizando agua
ultrapura (Resistividade 18,2 MQ cm, Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, EUA) e os
solventes utilizados foram preparados a base de cloreto de colina puro (Exodo
Cientifica), acido oxdlico (Synth), acido malénico 99% (Acros Organics), &cido
formico 88% (J. T. Baker®), &cido nitrico 65% m m (Synth) e purificado por sistema
de bi-destilacdo (Distilacid, modelo BSB-939-IR, Berghof, Eningen, Alemanha) e
peréxido de hidrogénio 35% v v (Neon). Para o método de referéncia, sistema de
digestdo assistida por radiacdo micro-ondas com rotor para 12 frascos (Multiwave
GO Plus, Anton Paar, Graz, Austria) e para as extracdes, banho termostatico
(Dubnoff, 90 £ 5°C, 90 minutos), ultrassom (7Lab, 45Hz, 35 = 5°C, 60 minutos) e
agitador de solucdes (Phoenix Luferco, AP-56, 50Hz). Nas etapas de separacéao,
foram utilizados centrifuga (Fanem Sao Paulo — Brasil, 206 BL, 3000 rpm, 10
minutos) e filtros (Analitica, PTFE hidrofilico 22 pm). O material de referéncia (MR-
AgroE3002A, Embrapa) foi utilizado na etapa de desenvolvimento de preparo de
amostra, otimizacdo e na validacdo do método.

4.2 INSTRUMENTACAO

Para o preparo do método de referéncia, utilizou-se um sistema de digestao
assistida por radiacdo micro-ondas com rotor para 12 frascos (Multiwave GO Plus,
Anton Paar, Graz, Austria). O programa de aquecimento empregado foi uma rampa
de aquecimento de 10 minutos até atingir 100°C mantendo a temperatura por 10
minutos, seguida por uma outra rampa de 10 minutos até atingir 180°C mantendo a
temperatura por mais 10 minutos. Apds esta etapa, iniciou-se o resfriamento até a
temperatura atingir 55 °C (Tabela 2). Ja para o método alternativo, utilizou-se um
banho termostatico (Dubnoff, 90 £ 5 °C, 90 minutos), ultrassom (7Lab, 45Hz, 35 + 5
°C, 60 minutos), agitador de solu¢cbes (Phoenix Luferco, AP-56, 50Hz), centrifuga e
filtros de 22 pm.

TABELA 2 - Programa de aquecimento utilizado no preparo de amostra utilizando a digestao acida
assistida por micro-ondas

Rampa(min) Temperatura (°C) Permanéncia(min)
1° Aquecimento 10 100 10
2° Aquecimento 10 180 10
Resfriamento - 55 25
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A determinacdo dos nutrientes inorganicos (Ca, K, Mg, Na e P) foi realizada
por meio da Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado
(ICP-OES - Agilent Techonologies, 5110) utilizando argénio de alta pureza (99,99%),
nebulizador Duramist, camara de nebulizac&o ciclénica e tocha de quartzo (Tabela
3). O preparo das solucdes utilizadas para a curva analitica foi realizado a partir de
diluicdo de solucdes padrdo comerciais de 1000 mg L (SpecSol, Quimilab Quimica
& Metrologia, Sao Paulo).

TABELA 3 — Parametros instrumentais utilizados para determinacao de Ca, K, Mg, Na e P por
Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP — OES)

Parametro Instrumental Condig¢ao operacional
Poténcia aplicada ao plasma (kW) 1,2
Fluxo de gas no plasma ( Lmin™) 12
Fluxo do gas de nebulizagdo ( L min™) 0,7 ( todos analitos)
Posicao de visualizagao SVDV
Tempo de estabilizagdo (s) 15
Tempo de integragao (s) 3
Nebulizador Duramist™
Analitos Comprimento de onda (nm)
Ca 422,673
K 766,491
Mg 285,213
Na 589,592
P 253,561

As andlises para a caracterizacdo dos solventes alternativos foram
executadas na Embrapa Instrumentacdo de S&do Carlos, sendo realizadas andlises
de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) utilizando um calorimetro (DSC Q200)
equipado com um sistema de resfriamento. O ensaio foi conduzido na faixa de
temperatura de 25 a 140 °C com taxa de aquecimento de 10 °C mint. Para anélise
termogravimétrica (TGA) foi utilizado um analisador termogravimétrico (TGA Q500) e
a andlise foi conduzida sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de gas de 60 mL min
para a amostra e 40 mL min para o balanco. As andlises foram conduzidas com
aquecimento de 10 °C min! e temperatura até 300 °C.

4.3 AMOSTRAS E ANALITOS ESTUDADOS

Na fase inicial de desenvolvimento de meétodo, utilizou-se material de
referéncia de tecido de peixe (MR-AgroE3002A, Embrapa) desenvolvido pela
Embrapa Pecuaria Sudeste em funcdo de sua similaridade com as amostras
utilizadas no projeto “Indicadores ambientais e socioeconémicos para a gestdo
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integrada participativa dos recursos hidricos da regido estuarina do Rio Sé&o
Francisco e das zonas costeiras adjacentes”. Os pescados foram coletados em
diferentes pontos do corpo hidrico e de diferentes espécies com o objetivo de
monitorar fatores naturais e antropogénicos (Tabela 4). As amostras foram
liofilizadas por no minimo 72 horas (Modelo EC, MicroModulyo, New York, EUA) e a
moagem foi realizada com nitrogénio liquido e moinho analitico (A11 Basic, IKA). Em
seguida, as amostras foram transferidas para tubos de polipropileno devidamente
fechados, identificados e armazenados para as proximas etapas.

TABELA 4 — Identificacd das espécies de pescados utilizados no estudo

NOME CIENTIFICO NOME POPULAR
Cathorops agassizii Bagre
Lycengraulis grossidens Manjuba
Lutjanus sp. Vermelha
Eucinostomus melanopterus -
Pygocentrus piraya Piranha
Cichla kelberi Tucunaré amarelo
Em Identificacao

Os pescados sdo importante fontes de nutrientes como célcio, potassio,
magneésio e fosforo, pois desempenham funcgdes fisioldgicas vitais e a ingestdo dos
nutrientes esta associada a prevencdo de doencas (FAO, 2024). Dentre o0s
nutrientes, o calcio atua na formacdo de 0ssos e escamas e esta associado aos
mecanismos de controle da pressdo osmotica que realiza o equilibrio da 4gua e dos
sais minerais nos fluidos do corpo (osmorregulacdo) e acaba sendo influenciado
tanto pela dieta quanto pela concentracdo no ambiente aquatico e a deficiéncia
desse macronutriente resulta em crescimento reduzido e alteracdes estruturais do
esqueleto (LALL, 2021). O fésforo € um componente estrutural para adenosina
trifosfato (ATP) que € a molécula transportadora de energia, acidos nucleicos e dos
fosfolipidios de membrana e a deficiéncia estd relacionada a reducdo do
crescimento e deficiéncia no metabolismo energético. O fésforo possui relevancia
nutricional e ambiental, pois seu excesso em ecossistemas aquaticos pode contribuir
para processos de eutrofizacdo impactando de maneira negativa ecossistemas
aquaticos (HO et al., 2019). O magnésio atua como cofator de enzimas envolvidas
no metabolismo participando da sintese de proteinas por meio da liberacdo de
energia garantindo a estabilidade dos ribossomos e a traducdo do codigo genético,
carboidrato e lipidios regulam a sensibilidade a insulina e a glicélise e a deficiéncia
pode levar a reducéo do crescimento, alteracbes metabdlicas e comprometimento do
desempenho fisiologico (GROBER et al., 2015; SCHWALFENBERGS et al., 2017).
Ja o sodio e potassio sédo eletrélitos que desempenham papel na manutencédo do
equilibrio osmético e regulacdo do equilibrio eletroquimico celular e alteracbes da
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disponibilidade desses elementos pode comprometer mecanismos de
osmorregulacao e afetar o metabolismo (LALL, 2021).

4.4 METODO DE REFERENCIA: DIGESTAO ASSISTIDA POR RADIACAO

MICRO-ONDAS

As amostras foram digeridas por meio de digestdo &cida assistida por
radiagdo micro-ondas, em sistema fechado. Utilizou-se uma balanca analitica e
pesaram-se aproximadamente 200 mg de mostra, 6 mL de HNOs 25% v vl e 2 mL
de H202 35% m m* e foram submetidos ao programa de aquecimento (Tabela 2).
ApoOs esta etapa, os digeridos foram transferidos para tubos de polipropileno e
avolumados para 20 mL com agua ultrapura. Para ndo ultrapassar os limites de
acidez do equipamento, foram realizada as devidas diluicdes para a leitura.

4.5 PREPARO DOS SOLVENTES EUTETICOS NATURAIS (NADES)

A preparacao dos solventes eutéticos naturais (NADES) consistiu na mistura
do cloreto de colina (ChCI — aceptor de ligacdo de hidrogénio — HBA) e diferentes
doadores de ligacao de hidrogénio (acido formico (FA), acido oxalico (OX) e &cido
malonico (ML - HBD)) em diferentes propor¢gdes. Os tubos devidamente fechados
foram submetidos a aquecimento em banho-maria a 90 °C por no minimo 2 horas e
a cada 15 minutos foram agitados para garantir a homogeneizacéo. Os tubos foram
retirados do banho-maria e armazenados, observando-se se o liquido permaneceria
homogéneo em temperatura ambiente. Os NADES foram preparados na propor¢ao
1:1 (HBA:HBD) e também com agua para estudar o efeito de sua adicdo em sua
composic¢éo variando de 1 a 4 mol (HBA:HBD:agua).

4.6 METODO ALTERNATIVO: EXTRACAO UTILIZANDO SOLVENTE
EUTETICO PROFUNDO NATURAL (NADES)

Inicialmente, a extracdo foi assistida por duas técnicas, que foram
comparadas: banho ultrassénico e banho com aquecimento termostético. Com o
auxilio de uma balanca analitica, pesaram-se em um tubo de polipropileno de 15 mL
aproximadamente 150 mg da amostra de tecido de peixe (MR — Agro E3002A,
Embrapa). A seguir, foram adicionados 3 mL de NADES e as misturas submetidas a
banho ultrassénico (60 minutos, 35 * 5°C, 45 Hz) e banho com aquecimento
termostatico (90 minutos, 90 + 5°C, 180 rpm) com agitagdo. ApOs 0s proporcionais
tempos de extragdo, as amostras foram avolumadas para 10 mL utilizando agua
ultra pura e os extratos centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos e filtradas
(Analitica, PTFE Hidrofilico 22 um). Vale ressaltar que a etapa de centrifugacéo foi
realizada em um UuUnico tubo, evitando perdas de amostra na transferéncia. As
solucdes foram devidamente diluidas com uma solucdo de HNOs 1% v v! e
realizadas as leituras na técnica de plasma escolhida. A partir desta comparacéo, foi
escolhida uma técnica de extracdo e realizada a otimizacdo para aprimorar a
extracao.



20

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PREPARO DO SOLVENTE EUTETICO PROFUNDO NATURAL
(NADES)

A escolha dos &cidos organicos como doadores de ligacdo de hidrogénio
(HBD) para a formacdo dos solventes eutéticos profundo naturais (NADES) esta
relacionada com a baixa toxicidade quando comparados a outros doadores de
ligacdo de hidrogénio sintéticos e por apresentarem maior variedade no mercado. A
formacao do NADES ocorre pelas ligagbes de hidrogénio entre o anion cloreto (CI)
proveniente do cloreto de colina e os hidrogénios acidos dos grupos carboxilicos (-
COOH) dos acidos organicos.

Os solventes eutéticos profundo naturais (NADES) foram preparados a partir
da mistura do cloreto de colina (ChCl — HBA) com diferentes doadores de ligagéo de
hidrogénio (HBD) sendo &cido férmico (FA), acido oxalico (OX) e acido maldnico
(ML) na propor¢cdo molar 1:1 (HBA:HBD). O preparo baseou-se na formagéo de
sistemas liquidos e homogéneos por meio de uma rede extensa de ligacbes de
hidrogénio (ABBOTT et al., 2003). A escolha dos doadores de ligacao de hidrogénio
esta relacionada com as propriedades acido-base sendo o pKa (dissociacédo acida)
gue determina a capacidade de doar prétons. Por apresentarem menor grau de
dissociacdo em comparacdo aos acidos minerais fortes, os &cidos organicos
possuem grupos carboxilicos parcialmente protonados que favorecem a formacao
de redes de ligacbes de hidrogénio com o cloreto de colina (HBA). Essas interacdes
sdo fundamentais para a formacgéo e estabilizacdo do solvente sendo responséaveis
pelas propriedades fisico-quimicas caracteristicas dos NADES. O &cido férmico
apresenta pKa = 3,75, &cido oxalico pkai = 1,23 e pKaz = 4,28, e acido malbnico
pKa: = 2,80 e pKaz = 5,70 influenciam a propriedades fisico-quimicas como
viscosidade, polaridade e eficiéncia de extracdo. Além, disso, foram preparados
NADES com adi¢cdo de agua em sua composicdo (1 a 4 mol) com o objetivo de
avaliar o efeito da 4gua na estrutura e desempenho do solvente. A agua pode atuar
como moduladora da rede de ligacdes de hidrogénio estabelecendo interacdes com
o HBA e HBD, portanto, essa reorganizagcdo intermolecular reduz a forca de
interacbes entre 0s componentes do solvente acarretando na diminuicdo da
viscosidade e também o favorecimento da eficiéncia de extracdo (DAl et al., 2015).

5.2 EXTRACAO DOS ANALITOS UTILIZANDO NADES

A extracdo dos analitos foi realizada por duas técnicas diferentes, sendo
banho ultrassénico e banho com aquecimento termostéatico. Para que uma extracao
seja efetiva parametros como tempo, temperatura e volume do solvente
desempenham papel importante para a eficiéncia na extracdo, portanto, para o
estudo inicial optou-se por condi¢cfes intermediarias reportadas na literatura para a
obtencéo de recuperacdes adequadas. A comparacéo entre os preparos de amostra
demonstrou que o banho ultrassbnico apresentou desvios maiores (DPR %) e
recuperacoes inferiores quando comparado com o banho termostatico (Figuras 3, 4
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~

e 5). Esse comportamento pode estar relacionado a viscosidade dos NADES na
composicdo 1:1, que limita a propagacdo eficiente das ondas ultrassbnicas
(cavitacdo), dificultando a interacdo entre amostra e solvente extrator e também
devido a temperatura alcancada pelo equipamento. Ja o banho termostatico
proporcionou maiores recuperacdes e desvios menores, que podem ser associados
ao tempo e a temperatura utilizada que favoreceu a reducdo da viscosidade do
solvente. Vale ressaltar que ndo foi possivel utilizar os mesmos parametros de
tempo e temperatura para ambas as técnicas de extracdo, devido as limitacdes dos
equipamentos. A temperatura foi fixada durante os experimentos no banho
termostatico com o objetivo de minimizar variacbes experimentais, pois 0
equipamento ndo possui um controle rigoroso da temperatura e esse tipo de
variacdo pode introduzir erros aleatérios no processo analitico, afetando a
reprodutibilidade dos resultados.

ChCl:FA 1:1

80 ] i : I:[
o0 1 l " d

40

Recuperacao (%)

20

Ca K Mg Na P
Analitos

Banho termostatico Ultrassom

FIGURA 3 — Recuperagéo (%) e Desvio Padrédo Relativo (DPR %) de amostra de referéncia (Tecido
de peixe, MR — Agro E3002A) dos macronutrientes (Ca, K, Mg, Na e P) obtidos apés extragédo
utilizando NADES composto por cloreto de colina e 4cido férmico (1:1), n=2
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FIGURA 4 - Recuperacéo (%) e Desvio Padrao Relativo (DPR %) de amostra de referéncia (Tecido
de peixe, MR — Agro E3002A) dos macronutrientes (Ca, K, Mg, Na e P) obtidos apds extracédo
utilizando NADES composto por cloreto de colina e &cido oxalico (1:1), n=2
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FIGURA 5 — Recuperacgéo (%) e Desvio Padrédo Relativo (DPR %) de amostra de referéncia (Tecido
de peixe, MR — Agro E3002A) dos macronutrientes (Ca, K, Mg, Na e P) obtidos apds extracdo
utilizando NADES composto por cloreto de colina e acido malénico, n=2

Apb6s a avaliacao inicial dos NADES na proporcédo 1:1, conduziu-se o estudo
com agua, na composicao dos solventes, com o objetivo de melhorar o desempenho
na etapa de extracdo dos analitos e utilizar solventes extratores mais brandos. Em
quantidades adequadas, a agua reduz significativamente a viscosidade, favorecendo
a interacdo entre a amostra e o0 solvente. Vale ressaltar que para as diluicdes das
amostras foi utilizado HNOs 1% devido a estabilizacdo das espécies metélicas na
solucéo para evitar precipitacao.
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NADES proporgdo com agua
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FIGURA 6 - Recuperacdes (%) e DPR (%) de amostra de referéncia (Tecido de peixe, MR — Agro
E3002A) variando a proporcao de dgua na composi¢do do NADES, n=2

O &cido formico favorece a extracdo dos analitos devido a presenca do grupo
carboxilico (-COOH) que possui atomos de oxigénio que sdo capazes de interagir
com ions metalicos e também por apresentar menor estrutura molecular entre 0s
acidos carboxilicos avaliados (acido oxalico e maldnico), o acido férmico possui
baixa viscosidade favorecendo a transferéncia de massa para a fase extratora
(SCHAEFFER et al., 2018; SHISHOV et al., 2022). O NADES formado por cloreto de
colina:acido formico:agua na proporcao 1:1:4, destacado em vermelho (Figura 6), foi
selecionado para as proximas etapas, pois as recuperacdes (%) foram de 60-90% e
DPR (%) de 0,3-13%, apresentou menor viscosidade em comparagdao aos demais
solventes formados e o acido formico, por ter menor acidez (pKa = 3,75), contribuiu
para condi¢bes mais brandas para extracao.

5.3 CARACTERIZACAO DO NADES

5.3.1 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC) E
TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

A analise térmica por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e
Termogravimetria (TGA) permite compreender tanto a estabilidade térmica quanto os
processos fisico-quimicos envolvidos na organizagéo estrutural. Eventos observados
por DSC séo classificados como endotérmicos, que correspondem a processos que
absorvem energia térmica, como fusdo, evaporacao, reorganizacdes estruturais que
exigem quebra de interacfes intermoleculares (ligacdes de hidrogénio, for¢as dipolo-
dipolo), e eventos exotérmicos sdo processos que liberam energia como
cristalizacdo, reorganizacdo de estruturas e decomposicdo (SMITH et al.,, 2014,
BROWN, 2001).

A formacdo de um DES/NADES ocorre por meio da reorganizagdo molecular
de seus precursores em uma nova fase liquida que acarreta alteracdes em algumas
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propriedades, como viscosidade, polaridade, capacidade de solvatacéo; portanto, é
importante compreender a organizacdo estrutural e a estabilidade. A estabilidade
térmica do sistema NADES cloreto de colina—acido formico—agua (1:1:4) foi avaliada
por meio da analise integrada das curvas TGA, DTG e DSC (Figura 9).
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FIGURA 7 — Curvas de andlise termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
do cloreto de colina
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FIGURA 8 — Curvas de andlise termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

do acido férmico
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Sample: 02601017

Size: 13.9930 mg TGA
Method: Ramp
Comment: NADES (1:1:4) - 4cido férmico
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FIGURA 9 - Curvas de analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC)
do NADES composto por cloreto de colina, acido férmico e agua na proporgao molar 1:1:4
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Nas Figuras 7 e 8, estdo representadas as analises de TGA e DSC dos
precursores cloreto de colina e acido formico, respectivamente. Para o cloreto de
colina, a perda de massa significativa que indica a degradacédo térmica ocorre em
temperaturas de aproximadamente 300°C. Ja para o acido formico, a degradacao
térmica ocorre em temperaturas de aproximadamente 80°C. Na Figura 9, até
aproximadamente 100°C, observa-se uma perda inicial de massa na curva TGA,
relacionada a liberacdo de espécies volateis e fracamente ligadas a estrutura do
solvente, principalmente agua estrutural e fragcbes do acido formico. Dito isto, a
presenca de quatro partes de agua na composicédo do solvente (1:1:4) exerce papel
importante na organizacdo do NADES, pois a agua participa diretamente da
formacao da rede de ligacGes de hidrogénio, atuando como uma interacao entre o
cloreto de colina e o acido férmico, favorecendo a estabilidade do sistema (CHOI et
al., 2011; DAI et al., 2015). Do ponto de vista térmico, a agua contribui para a perda
de massa (< 100°C), associada a liberacdo de agua fracamente ligada sem indicar
decomposicao quimica, e promove maior flexibilidade na composicao do solvente,
reducdo da viscosidade e aumento da mobilidade molecular do NADES. A curva
DSC apresenta eventos endotérmicos que podem ser a volatilizacdo ao longo da
faixa de temperatura que ndo necessariamente correspondem a decomposicado
quimica do sistema, mas a fenébmenos fisicos de reorganizacdo estrutural e
desorganizacdo parcial da rede intermolecular que sdo caracteristicos destes
solventes, ampliando a eficiéncia de solvatacdo (CHOI et al., 2011; SMITH et al.,
2014; DAl et al., 2015). Aproximadamente na faixa de 95-180°C, a perda de massa
ocorre de forma lenta e gradual, sem picos intensos na curva DTG (em azul),
evidenciando a liberacdo gradual de espécies mais fortemente ligadas, o que indica
gue o acido formico ndo se encontra como molécula livre, mas ligada a estrutura do
NADES. A partir de 180-200°C, observa-se um aumento acentuado da taxa de
perda de massa na TGA, acompanhado por um pico na DTG (em azul)
caracterizando o inicio da decomposicéo térmica do sistema, que esta associada a
degradacédo do cloreto de colina e a ruptura da rede eutética, o que configura o limite
de estabilidade térmica do solvente. A utilizacdo do NADES em processos de
extracdo a 90 °C é quimicamente segura, sem ocorrer degradacao térmica do
solvente.

5.4 DESENVOLVIMENTO DO MODELO E OTIMIZACAO DA ETAPA DE
PREPARO DE AMOSTRA

Apos a definicdo do NADES (ChCI: FA: agua 1:1:4) como solvente extrator e
do banho termostatico como técnica de extracdo, foi realizada a etapa de otimizacéo
das variaveis. O desenvolvimento do modelo empregou o planejamento
experimental do tipo Doehlert e foram avaliadas duas variaveis independentes:
volume de NADES (mL) e tempo de extragdo (min). As variaveis independentes sé&o
fatores experimentais que podem ser controlados, ou seja, parametros que podem
ser ajustados com o objetivo de avaliar sua influéncia sobre a resposta. No presente
estudo, o volume de NADES (mL) e o tempo de extragéo (min) foram definidos como
variaveis, pois sdo parametros potencialmente capazes de influenciar a eficiéncia da
extracdo. Ja a variavel dependente é a multipla resposta (MR) que representa a
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juncao das recuperacdes dos cinco analitos (Ca, K, Mg, Na e P) determinados de
maneira simultanea por técnica de plasma (ICP-OES).

O planejamento Doehlert caracteriza-se pela distribuicdo uniforme dos pontos
experimentais, proporcionando a exploracao eficiente da superficie de resposta com
um numero reduzido de experimentos. Para dois fatores, os ensaios séo distribuidos
geometricamente, de modo a permitir estimar os efeitos lineares, quadraticos e de
interacdo entre as variaveis. Foram realizados seis experimentos distribuidos e trés
repeticbes no ponto central, as quais permitiram a estimativa do erro puro e a
avaliacao da reprodutibilidade (Tabela 5).

TABELA 5 — Matriz experimental do planejamento Doehlert e resposta experimental (MR)

Experimento [E::E_ X [T:':::-l ;;n -Y MR
: 30 20 4,96
2 3.0 120 4,27
; 20 =0 4,40
. 22 60 4,05
; 3> 60 4,14
> 2,5 120 4,19
i 0 =0 4,60
° 3.0 20 4,62
= 30 =0 4,48

FC Panto central

Os dados experimentais foram ajustados a um modelo quadratico de segunda
ordem que inclui termos lineares (A e B), termos quadraticos (A? e B?) e termo de
interacdo (A*B). A segunda ordem é devida a presenca dos termos quadraticos que
sdo fundamentais em estudo de otimizacéo, pois permite descrever comportamentos
nao lineares e identificar pontos de maximo ou minimo na superficie de resposta.

TABELA 6 — Analise de variancia para o modelo quadratico obtida no planejamento Doehlert

Fonte de variagdo 55 Di MS F-calculado p-value R2

Regressdo 0,63 5 0,12 10,39 0,041+ 0,954 (95,4%) [
Falta de ajuste 0,03 1 0,03 5,01 u:155-'--'--'-

Erro puro 0,01 2 0,01

Total 0,66 B

Soma guadratica (55), grau de liberdade (Qf), mediz quadratica (M3], coeficiente de determinacdo (R®)
* Mivel de confianga de 95% (p = 0,05)

** Modelo significativo [p < 0,05) - [ Adeguado

*** Falta de ajuste NAD significativa (p = 0,05) - Adequado



29

A analise de variancia (ANOVA) do modelo quadrético ajustado (Tabela 6) foi
utilizada para avaliar a significancia estatistica da regressao, qualidade do ajuste e a
capacidade explicativa do modelo. A soma de quadrados da regressédo (SS=0,63;
gl=5) representa a fracdo da variabilidade da resposta que é explicada pelos termos
do modelo (lineares, quadraticos e de interacdo). Quanto maior esse valor em
relacdo a soma dos quadrados totais, maior é a capacidade do modelo de descrever
0 comportamento do sistema. Ja a soma de quadrados total (SS=0,66; gl= 8)
corresponde a variabilidade global observada experimentalmente, ou seja, a
disperséo total dos dados em relacdo a média geral. A partir da razdo entre a soma
de quadrados da regressédo e a soma de quadrados total obtém-se o coeficiente de
determinacdo (R%=0,954) e esse parametro indica a propor¢do da variabilidade da
resposta (MR) que é explicada pelo modelo. Desta forma, um R? de 0,954 indica que
95,4% da variacdo observada experimentalmente pode ser descrita pela equacao
quadratica proposta, enquanto aproximadamente 4,6% esta associada a fatores que
nao podem ser explicados pelo modelo. O valor de F indica quantas vezes a
variabilidade explicada pelo modelo é maior do que a variabilidade residual, ou seja,
compara a média quadratica da regressdo (MSregressao) COm a meédia quadratica do
erro (MSerro). Considerando o nivel de significancia de 95%, o valor de F calculado
foi de 10,39 com p-valor de 0,041, pode-se concluir que a regressdo é
estatisticamente significativa, ou seja, a probabilidade de que a variacdo explicada
pelo modelo tenha ocorrido de maneira aleatoria € inferior a 5% indicando que os
termos lineares, quadraticos e de interacdo contribuem de forma relevante para
explicar a variacdo da resposta. A avaliacdo da falta de ajuste apresentou p-valor de
0,155 que é superior a 5% o que indica que a falta de ajuste ndo € significativa, ou
seja, a diferenca entre os valores experimentais e os valores preditos pelo modelo
sdo compativeis com o erro puro (SS=0,01; gl = 2) que foi estimado pelas replicatas
no ponto central. Considerando a significancia da regressdo (p-valor < 0,05),
auséncia de falta de ajuste (p-valor > 0,05) e o coeficiente de determinacdo (R?=
95,4%) pode-se concluir que o modelo quadratico de segunda ordem apresenta
ajuste estatisticamente adequado.

TABELA 7 - Condigéo 6tima de extragdo predita pelo modelo matematico obtido por metodologia de
superficie de resposta

Fator Valor* R-Predita
Volume NADES (mL) 4 4,896
Tempo (min) 90

*Determinado a partir do modelo com melhor ajuste
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FIGURA 10 — Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados obtidos no planejamento Doehlert
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FIGURA 11 - Gréfico de cortorno obtida pelo planejamento Doehlert

Através do modelo quadratico de segunda ordem obteve-se a seguinte
equagao:

z =0,7296 — 0,4290x + 0,1137x% + 0,0902y — 0,000482y2 — 0,000417xy

(Equacéo 2)
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Onde z representa a capacidade preditiva, X o0 volume de NADES (mL) e y tempo de
extracao (min).

A andlise dos coeficientes do modelo permite compreender, de forma mais
simples, como cada variavel influencia a resposta (Equacdo 2). Para o volume de
NADES (x), observa-se que o coeficiente do termo linear é negativo (x), enquanto o
coeficiente do termo quadratico (x?) é positivo, mostrando comportamento curvilineo
da resposta em funcéo dessa variavel, ou seja, indica que o efeito do volume néo é
totalmente linear; portanto, a resposta ndo diminui de maneira constante ao longo de
toda a faixa testada. O termo linear negativo sugere que de inicio o aumento do
volume tende a reduzir a resposta, porém, a presenca do termo quadratico positivo
mostra uma curvatura da superficie mudando essa tendéncia ao longo da faixa
estudada. Para o tempo de extracdo (y), o coeficiente linear (y) € positivo e o termo
quadratico (y2) € negativo. O termo linear positivo mostra que, de inicio o0 aumento
do tempo favorece a resposta promovendo maior eficiéncia de extracdo. Porém, o
termo quadratico negativo também indica a presenca de um ponto maximo no
dominio experimental. Esse comportamento confirma que aumentos excessivos no
tempo ndo necessariamente resultam em melhoria da resposta devido ao efeito de
curvatura representado pelo termo quadratico. O modelo descreve matematicamente
uma superficie com regido 6tima por meio de modelos quadraticos de segunda
ordem aplicados a metodologia de superficie de resposta (RSM).

O grafico de Pareto e os efeitos padronizados (SE) representam a relevancia
dos coeficientes do modelo ajustados pelo erro padréo, ou seja, correspondem aos
coeficientes divididos pela respectiva estimativa de incerteza, permitindo avaliar a
significAncia estatistica de cada termo. Eventuais diferencas de sinal entre os
coeficientes da equacao e os efeitos apresentados no Pareto podem ocorrer devido
a padronizacao estatistica, o que ndo representa inconsisténcia entre os resultados.
A equacdo do modelo descreve o comportamento fisico do sistema, o gréfico de
Pareto mostra quais termos exercem influéncia estatisticamente significativa sobre a
resposta. Na figura 10, mostra-se que o termo quadratico do tempo apresenta o
maior efeito estatistico (p-valor < 0,05) seguido pelo termo linear do volume.

A partir da substituicdo das condi¢cdes 6timas determinadas pelo modelo
(Tabela 7) e utilizando a equacao (Equacao 2), obteve-se um valor da capacidade
preditiva do modelo de 4,89 indicando o aumento da resposta analitica nas
condigbes otimizadas. Para realizar a verificacdo da confiabilidade do modelo,
realizou-se a validacdo experimental da regido 6tima (4 mL de NADES e 90 minutos
de extragdo) realizada em triplicata (n=3) e o valor médio da capacidade
experimental foi 4,71 que é muito préximo do valor previsto do modelo (4,89). A
diferenca pequena entre os valores experimentais e previsto demonstra boa
concordancia entre os resultados, portanto, o modelo apresenta adequada
capacidade preditiva.
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6 VALIDACAO

6.1 LINEARIDADE E FAIXA LINEAR

A linearidade refere-se a capacidade do método de fornecer resultados
linearmente proporcionais a concentracdo do analito dentro de uma faixa analitica
(ANVISA, 2017). A avaliagcdo da linearidade foi realizada através de curvas
analiticas para cada elemento (Ca, K, Mg, Na e P) com sete niveis e trés réplicas por
nivel, com o intuito de avaliar o coeficiente de correlagdo (r), coeficiente de
determinacdo (R?), andlise dos residuos da regressdo e a verificacdo de
heterocedasticidade. De acordo com o INMETRO, os resultados obtidos
demonstraram coeficientes de determinacédo (R?) e coeficiente de correlagcdo (r )
acima de 0,995 indicando alta linearidade dentro da faixa dindmica estudada,
assegurando confiabilidade dos resultados (Tabela 8)

TABELA 8 — Parametros das curvas analiticas, coeficiente de determinacao (R?), coeficiente de
correlacdo e faixas lineares obtidas para a determinacdo dos analitos por ICP - OES

Analitos Equagdo dareta R’ r Faixa linear (mgL™)
Ca y =46866x + 650,33 0,999 0,999 0,09- 15
K y =1422x + 31,55 0,999 0,999 0,2-15
Mg y =13875x - 343,52 0,996 0,997 0,01-15
Na y =8448x +1935,3 0,999 0,999 0,06- 15
P y =444,95x +5,78 0,999 0,999 0,09- 15

A homocedasticidade refere-se & maneira como as variancias dos erros
experimentais se distribuem ao longo da faixa linear analisada, ou seja, a disperséo
dos residuos ndo depende do nivel de concentracdo. JA4 a heterocedasticidade
ocorre quando o tamanho dos residuos ndo € constante, ou seja, apresenta
aumento ou reducdo a medida que a concentragcdo aumenta. Em situacbes de
homocedasticidade, a regressao linear simples pelos minimos quadrados ordinarios
ndo ponderados € apropriada; ja quando se tem heterocedasticidade, faz-se
necessaria a aplicacdo de modelos de regressao ponderada. Dito isto, o teste de
Cochran foi aplicado para avaliar a presenca de heterocedasticidade (Tabela 9). Os
valores de C calculados foram inferiores ao valor de C tabelado (0,561) o que mostra
que todas as curvas analiticas possuem comportamento homocedastico, portanto,
foi utilizado o modelo de regressao linear simples utilizando o método dos minimos
quadrados ordinarios ndo ponderados para a quantificacdo dos analitos.
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TABELA 9 — Avaliacao da homogeneidade de variancias (Teste de Cochran) aplicado aos dados de

linearidade
COCHRAN
Analitos C calculado Condicao

Ca 0,477 Homocedastico
K 0,453 Homocedastico
Mg 0,464 Homocedastico
Na 0,455 Homocedastico
P 0,459 Homocedastico

Ctabelado = 0,561

A normalidade dos residuos foi avaliada por teste de Shapiro — Wilk que é
utilizado para verificar se os erros experimentais seguem uma distribuicdo normal.
Os resultados indicaram que os residuos apresentam distribuicdo normal, ou seja, 0
valor calculado foi maior que o valor tabelado (0,908) indicando que os desvios entre
0s valores experimentais e 0s previstos pelo modelo sdo aleatérios e independentes

(Tabela 10).

TABELA 10 — Avaliacdo da normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro Wilk aplicado as curvas

analiticas
SHAPIRO - WILK
Analitos chalculado

Ca 0,923

K 0,954

Mg 0,960
Na 0,927

P 0,965

Residuo
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

SWhabelado = 0,908

A adequacgdo do modelo de regressao foi confirmada por meio da andlise de
variancia (ANOVA) (Tabela 11). Os elevados valores de F calculado (gl = 1,19) e
valores de p menores que 5% para todos os analitos indicam que a regressao é
estatisticamente significativa e que existe relacdo entre a variavel independente
(concentracdo) e a variavel dependente (sinal analitico), portanto, os resultados
demonstram que o modelo explica uma grande parte da variabilidade dos dados

obtidos.
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TABELA 11 - Andlise de variancia (ANOVA) da regressao linear das curvas analiticas utilizadas na
validacdo do método

ANOVA
Analitos F _cuiado p - valor
Ca 32949 3,04E-32
K 40542 4,25E-33
Mg 63366 6,11E-35
Na 36780 1,07E-32
P 34335 2,06E-32

Ftabelado = 4,38

6.2 ESTUDO DE EFEITO DE MATRIZ

A avaliagéo do efeito de matriz tem como objetivo identificar se os elementos
estdo sendo quantificados de forma seletiva, ou seja, sem influéncia de
componentes que estdo na amostra (INMETRO, 2020) e essa etapa é importante
para comprovar a seletividade do método analitico.

TABELA 12 — Avaliacdo do efeito de matriz por comparacdo dos coeficientes angulares das curvas
analiticas realizadas sem matriz e com matriz determinadas por ICP — OES

Analitos Coeficiente angular - sem matriz Coeficiente angular - matriz t- calculado p - valor
Ca 47458,6 47454,8 0,01 1,0
K 1425,5 1416,4 0,7 0,5
Mg 13872,8 13839,1 0,8 0,5
Na 8415,7 8249,3 2,8 0,1
P 434,9 434,3 1,4 0,3

t - tabelado =4,3

Utilizou-se o tecido de peixe (MR — Agro E3002A, Embrapa) devido a
similaridade em relacdo as amostras que foram utilizadas posteriormente. Dito isto,
foram construidas curvas analiticas com e sem matriz, cada curva com sete niveis
de concentracdo preparados e cada nivel em triplicata. A curva analitica sem matriz
foi preparada utilizando NADES 2,66% (v v') com o objetivo de realizar a
compatibilizacdo de matriz para minimizar possiveis diferencas de composicdo e
efeitos no processo de nebulizagcdo durante a determinagcdo no instrumento. Os
coeficientes angulares (sensibilidade) das curvas foram comparados através de
teste t pareado (gl = 2). A partir dos resultados obtidos (Tabela 12), demonstra que a
matriz ndo causa efeito em relagdo a determinacdo dos elementos, pois o t —
calculado € menor que o t — tabelado (4,30) e os valores de p foram acima de 5%,
portanto, 0 método apresenta seletividade adequada.
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6.3 LIMITES DE DETECCAO (LOD) E QUANTIFICACAO (LOQ)

O limite de deteccéo (LOD) pode ser definido como a menor concentracdo do
analito detectavel, porém, a quantificacdo ndo é estatisticamente confidvel. Ja o
limite de quantificacdo (LOQ) representa a menor concentragdo que pode ser
determinada de forma quantitativa confiavel (ANVISA, 2017). Na tabela 13, os limites
foram calculados a partir da expressao simplificada pelo INMETRO (Equagdes 3 e 4)
e foi considerado o desvio padréo (s) das medi¢des do branco (n=10) e o coeficiente
angular (b).

LOD = 3,3s/b (Equacéo 3)
LOQ =10s/b (Equacéo 4)

TABELA 13 — Limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) para as quantificacdes realizadas em

ICP-OES
Concentragdo (mg L)

LOD LOQ

Ca 0,03 0,09

K 0,07 0,2
Mg 0,003 0,01
Na 0,02 0,06
P 0,03 0,09

Os resultados de LOD e LOQ indicam boa sensibilidade do método em baixas
concentracfes, ou seja, 0 método apresenta desempenho analitico adequado para
determinar nutrientes inorganicos (Ca, K, Mg, Na e P).

6.4 VERACIDADE

A veracidade expressa o grau de concordancia entre o valor médio a partir do
resultado experimental e o valor de referéncia, sendo a exatiddo a combinacéo entre
a veracidade e precisao (VIM, 2012). A avaliacao da veracidade pode ser realizada
por diferentes abordagens, sendo a utilizacdo de materiais de referéncia certificados
(CRM), comparacdo de métodos de referéncia e adi¢cdo e recuperacdo dos analitos
(INMETRO, 2020). A veracidade do método foi avaliada por meio da analise de
material de referéncia tecido de peixe (MR — Agro E3002A) e de ensaios de adi¢édo e
de recuperacdo na matriz. O critério de aceitabilidade para recuperacdo esta
representado na Tabela 14, os valores determinados para o material de referéncia
tecido de peixe estdo representados na Tabela 15 e os ensaios de adicdo e
recuperacao na Tabela 16.
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TABELA 14 — Critério de aceita¢cdo para recuperacao

Analito, % Fragao Massica (C) Unidade Recuperagao meédia, %
100 1 100% 98 - 102
10 10" 10% 98 - 102
1 102 1% 97 - 103
0,1 1072 0,1% 95 - 105
0.01 10 100 ppm (mag/kqg) 90 - 107
0,001 105 10 ppm (mg/kg) 80-110
0,0001 10°® 1 ppm (mg/kg) 80-110
0,00001 107 100 ppb (pg/kg) 80-110
0,000001 10-¢ 10 ppb (ug/kg) 60 -115
0,0000001 107 1 ppb (ug/kg) 40 -120

Fonte: AOAC, 2016

TABELA 15 — Valores de referéncia (base seca), concentra¢gdes determinadas e recuperacdes
obtidas para o material de referéncia de tecido de peixe (MR-Agro E3002A, Embrapa, n=3)

Analitos Valor certificado + U (mgkg ™)  Valorobtido +1C(mgkg™) Recuperagio (%)
Ca 466,89 + 32,06 456,62 +£ 11,83 98
K 10282,76 £9,38 9085,73+7,90 88
Mg 902,53+9,76 836,99 16,87 93
Na 1160,59 + 28,42 897,53 48,01 77
P 5931,05 £ 6,35 4509,02 +5,83 76

U = incerteza

IC = intervalo de confianca

TABELA 16 — Recuperacdes obtidas para quatro niveis de concentragéo (mg L) no ensaio de adicdo
e recuperacao determinado por ICP-OES

Recuperagdo (%)
Concentrag3o adicionada (mgL™) Ca K Mg Na P
15 89 98 a3 101 119
3 %8 %8 95 9 107
9 101 101 9 9 108
15 102 9 9 97 100

A utilizacdo do material de referéncia tecido de peixe (MR — Agro E3002A)
contendo as concentracdes conhecidas dos analitos estudados (Ca, K, Mg, Na e P)
permitiu avaliar a eficiéncia do método, pois os resultados obtidos envolvem todas
as etapas do preparo de amostra. Apds a etapa de extracdo, foram realizados
ensaios de adicdo e recuperagdao com objetivo de verificar o comportamento
instrumental avaliando aspectos relacionados ao sistema de introducdo de amostra
e eficiéncia de nebulizagcdo. As recuperacdes foram avaliadas utilizando a faixa de
aceitabilidade de 80 — 110%, pois o método proposto envolve etapa de extracao
utilizando solventes mais brandos (NADES) e estdo de acordo com a literatura
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(Tabela 1). Dito isto, as recuperacdes obtidas para o material de referéncia (Tabela
15) indicaram desempenho satisfatério para calcio, potassio e magnésio, com
valores acima de 80%; porém, sbédio e fosforo apresentaram recuperacdes
inferiores, que podem ser atribuidas a estarem mais fortemente ligados a estruturas
celulares, o que dificulta a completa extracado destes analitos durante o preparo da
amostra. JA no ensaio de adicdo e recuperacdo na matriz (Tabela 16), as
recuperacgdes obtidas indicaram desempenho satisfatorio.

6.5 PRECISAO

A precisdo € um parametro que mede a concordancia entre os resultados
obtidos a partir de medicdes repetidas; ou seja, representa a proximidade entre os
valores medidos em ensaios replicados de uma mesma amostra (VIM, 2012). E
expresso por medidas estatisticas como coeficiente de medicdo (CV) e é utilizado
para definir a repetibilidade e a reprodutibilidade de medicdo (VIM, 2012). Para
avaliar a precisdo do método, realizou-se a repetibilidade a partir dos valores obtidos
em quatro niveis diferentes de concentracdo, com seis réplicas cada, e também
foram avaliados os desvios-padrdo relativos (DPR%) utilizando a técnica de
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES).
Na Tabela 17 os valores obtidos da repetibilidade, determinado por diferentes niveis
de concentracéo determinado por ICP-OES.

TABELA 17 — Avaliacé@o da repetibilidade do método em diferentes niveis de concentragdo (mg L)
determinado por ICP -OES

Concentraggo obtida (mgL™)
Analitos | Concentragdo adicionada (mgL™?) Repl Rep2 Rep3 Rep4 Rep5 Rep6 DPR(%)
1,5 13 1,3 1,3 1,3 1,3 13 1,1
Ca 3 2,9 2,9 2,8 3,0 2,9 2,8 2,7
9 9,0 9,0 8,9 91 9,1 8,9 0,9
15 15,2 15,0 14,9 15,2 15,2 14,9 1,0
1,5 14 1,4 1,6 1,5 1,4 15 5,2
K 3 3,0 3,1 3,0 3,0 3,0 31 1,8
9 8,9 8,9 9,0 91 9,1 9,1 1,1
15 14,8 14,7 15,0 14,9 14,8 15,0 0,9
1,5 14 1,4 14 1,4 1,4 14 0,9
Mg 3 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9 0,5
9 8,9 9,0 8,9 9,0 9,0 8,9 0,4
15 14,8 14,8 14,9 14,8 14,9 14,8 0,2
1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Na 3 3,0 3,0 2,9 3,0 3,0 3,0 1,0
9 8,9 8,9 8,9 8,9 9,0 8,9 0,5
15 14,6 14,7 14,7 14,7 14,8 14,7 0,4
1,5 1,8 1,9 1,9 1,8 1,8 1,9 1,2
P 3 3,3 3,4 3,3 3,3 3,3 3,3 1,3
9 9,2 9,3 9,2 9,2 9,2 9,2 0,4
15 14,9 14,9 15,0 14,9 15,0 15,0 0,4
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De acordo com os resultados, todos os niveis de concentracdo avaliados
apresentaram valores de DPR % inferiores a 5%, indicando uma boa precisao e
confiabilidade do método.

7 DETERMINACAO DE NUTRIENTES INORGANICOS EM
AMOSTRAS DE PEIXES

Com o objetivo de comparar o desempenho analitico dos métodos de preparo
de amostra, utilizando digestdo acida convencional com HNO3 e extracdo com
NADES, foram avaliados os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacao (LOQ). Os
limites obtidos para os elementos Ca, K, Mg, Na e P, utilizando o método
convencional (HNOs 3,75% v v!) e o método alternativo (NADES 2,66% v v!) no
preparo das amostras, encontram-se apresentados nas Tabelas 18 e 19.

TABELA 18 — Limites de deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) para as quantificacdes utilizando
HNOz no preparo de amostra

Fracdo de massa (mg kg™) - HNO,
LOD LOQ
Ca 22,4 68,0
K 88,3 267,5
Mg 1,8 5,5
Na 21,4 64,9
P 24,8 75,0

TABELA 19 - Limites de deteccéo (LOD) e quantificacdo (LOQ) para as quantificacdes utilizando
NADES no preparo de amostra

Fracdo de massa (mg kg™) - NADES
LOD LoQ
Ca 60,3 182,7
K 98,7 299,0
Mg 40,7 123,4
Na 26,6 80,5
P 43,3 131,3

Os limites de deteccao e de quantificacdo demonstraram diferencas entre os
preparos. Os menores valores foram observados para o método convencional
(HNOs3s), o que indica maior sensibilidade analitica quando comparado ao método
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alternativo (NADES). Para o método convencional, o acido utilizado foi previamente
purificado por destilagdo abaixo de seu ponto de ebulicdo (sub-boiling), o que acaba
reduzindo de maneira significativa a presenca de impurezas. A utilizacdo de
reagentes com elevado grau de pureza acaba por refletir-se em valores menores de
LOD e LOQ. Ja para o método alternativo, os percursores nao foram submetidos a
processo de purificagdo, 0 que pode acarretar maiores impurezas, elevando o sinal
do branco analitico e, consequentemente, aumentando os valores de LOD e LOQ.
Apesar dos limites obtidos para o método alternativo (NADES) terem sido
superiores, ndo houve comprometimento da aplicabilidade do meétodo, pois os
elementos avaliados estdo presentes em teores relativamente elevados nos tecidos
de peixe sendo que os limites estdo adequados, garantindo sensibilidade suficiente
para a quantificacao.

TABELA 20 — Comparacao dos resultados obtidos pelos métodos convencional e alternativo para
determinacéo de Ca, K, Mg, Na e P no material de referéncia tecido de peixe (MR — Agro E3002A,
Embrapa, n=3)

Ca DPR (%) K DPR(%) Mg DPR(%) Na  DPR(%) P DPR (%)
REC (%) - HNO; |  100,6 9,4 95,8 4,4 75,1 58 83,5 53 91,8 4,9
REC (%) - NADES| 84,0 17,4 91,8 0,12 77,6 0,43 60,2 0,18 76,8 0,19

A determinacdo dos macroelementos (Ca, K, Mg, Na e P) foi realizada
utilizando dois métodos de preparo de amostras, sendo a digestdo acida assistida
por micro-ondas (método convencional) e a extracdo utilizando solvente eutético
profundo natural (NADES) ChCl:4cido formico:agua na proporcéo de 1:1:4, conforme
previamente estabelecido nos experimentos anteriores. A avaliagcdo do desempenho
foi realizada por meio da andlise do material de referéncia para verificar a
veracidade do método (Tabela 20).

Para o método convencional, foram obtidas recuperacdes mais proximas de
75-101%, o que indica boa exatiddao do método, demonstrando que o procedimento
de digestéo foi eficiente na decomposicdo da matriz organica. JA para o método
alternativo, foi observado que as recuperacdes obtidas foram inferiores as
observadas para o método convencional (Tabela 20), portanto, mesmo que o
NADES apresente potencial para a extracdo de alguns elementos, a eficiéncia
depende das caracteristicas quimicas dos analitos e da interacdo destes com a
matriz e solvente extrator. Por exemplo, observou-se recuperacdo acima de 92%
para o potassio e, para 0 sodio, uma recuperacdo de 60%, o que indica que O
processo de extracao utilizando NADES pode nao ter sido muito eficiente para
promover a disponibilidade do analito, devido ao NADES ndo promover a completa
decomposicdo da matriz organica. Apesar das recuperacgdes inferiores observadas
para alguns elementos, os resultados mostram que o meétodo alternativo possui
potencial, uma vez que a utilizacdo de NADES como solvente extrator apresenta
vantagens do ponto de vista da quimica analitica verde, como a redugéo do uso de
acidos minerais concentrados e o uso de solventes com menor toxicidade.
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TABELA 21 - ConcentracGes médias dos macroelementos (mg kg') e DPR (%) das amostras
analisadas via método convencional

Método convencional (mgKg'l)
Média e DPR (%)
Amostras Ca | K | Mg | Na P
376 279,6 62,2 18308,7 9,9 930,4 3,6 2412,0 1,5 7197,5 6,0
402 1307,0 40,5 16343,1 5,8 998,5 3,6 2898,8 4,2 13044,7 3,7
420 11102,8 6,2 18394,2 9,3 966,9 4,0 2588,0 3,9 8018,3 6,1
424 2282,7 40,6 20137,1 3,6 912,4 7,5 1869,2 7,6 8480,9 6,1
430 67,8 49,7 16408,3 6,5 1064,1 2,6 2603,6 19 8572,2 11,9
434 2816,6 68,4 16011,0 5,6 919,8 4,0 2475,6 2,2 7780,699 11,4
535 1901,5 99,0 21289,3 0,8 1094,2 15 1962,3 2,0 10039,5 15
538 1050,1 14,4 17808,8 4,5 1022,2 57 1421,1 6,7 8872,351 5,8
539 1468,5 15,8 19901,8 8,1 1173,1 5,0 1531,2 4,7 9734,479 51
553 1697,7 15,9 23490,6 16,3 1137,7 1,4 1538,2 0,4 9350,626 13

Tabela 22 - Concentra¢des médias dos macroelementos (mg kg?) e DPR (%) das amostras
analisadas via método alternativo

Método alternativo (mgKg™)
Média e DPR (%)
Amostras Ca K | Mg | Na P
376 1003,3 28,4 13401,6 2,3 928,2 1,8 2167,1 2,4 5679,1 2,3
402 9773,7 3,8 13825,7 1,7 994,6 4,3 2670,1 1,7 10926,7 2,8
420 1354,6 37,1 14126,9 4,0 1005,3 51 2339,1 4,5 6506,0 57
424 206,6 61,6 17231,5 0,9 984,9 2,1 1661,2 2,0 7469,0 0,7
430 1004,2 75,8 14853,3 1,5 1051,4 2,6 2262,2 1,5 6382,2 58
434 1252,8 65,2 13720,2 1,8 939,2 6,2 2143,0 2,8 6085,12 9,2
535 922,9 29,2 18809,2 0,8 1112,6 0,5 1683,9 13 8379,669 0,9
538 1398,2 43,1 15661,0 1,0 1101,5 8,4 1164,0 3,2 7473,104 09
539 2689,0 49,2 16999,0 0,1 1196,6 0,8 1262,3 0,7 8739,221 7,1
553 1258,1 7,1 17221,5 0,8 1178,9 2,5 1215,4 1,5 7687,989 0,7

Nas Tabelas 21 e 22, foram selecionadas dez amostras para avaliacdo da
aplicabilidade do método alternativo (NADES) utilizando banho termostatico com
agitacdo em comparagdo com o método convencional de digestdo &cida assistida
por micro-ondas e as analises foram realizadas em triplicatas. Para comparacao
entre os métodos estudados (convencional e alternativo), foi aplicado o teste F com
nivel de confianca de 95% (a= 0,05) para avaliar a homogeinidade das variancias
entre 0os grupos. O resultado desse teste foi utilizado como critério para sele¢do do
teste t mais adequado, ou seja, quando o teste F indicou auséncia de diferenca
significativa entre as variancias (p > 0,05) aplicou-se o teste t considerando
variancias equivalentes e quando observou-se diferenca estatistica entre as
variancias (p < 0005) utilizou-se o teste t para variancia nao equivalente.

Para o célcio, observou-se diferencas estatisticas para as amostras 376,402 e
420 (p < 0,05), enquanto as demais amostras apresentaram valores de p superiores
a 0,05 indicando que o método alternativo foi capaz de extrair o célcio de forma
semelhante ao método convencional para a maior parte das amostras estudados.
Para o potassio, foi observado a presenca de diferencas estatisticas significarivas
entre os métodos para varias amostras sendo as amostras 376, 402, 420, 424, 538 e
539 indicando que a digestdo acida assistida por micro-ondas promove uma
decomposicdo mais eficiente da matriz organica, porém, algumas amostras nao
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apresentaram diferencas estatisticas indicando que a eficiéncia do método
alternativo pode variar de acordo com a composicédo da matriz. Em relacdo ao sédio,
foi indicado que os resultados obtidos pelos dois métodos alternativos foram
estatisticamente diferentes e esse comportamento esta relacionado a maior
eficiéncia da digestdo acida na ruptura da matriz e liberacdo do sédio presente na
amostra. Para o fosforo, apenas as amostras 424 e 539 ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre os métodos, pois o fésforo estd presente em formas
organicas complexas (fosfolipidios) que necessita de uma decomposicdo mais
eficiente da matriz para ficar completamente disponivel. Por fim, para o magnésio
nao foram observadas diferencas estatisticas entre os métodos para nenhuma das
amostras (p > 0,05) demonstrando concordancia entre os métodos de preparo de
amostras estudados, ou seja, 0 método alternativo utilizando NADES apresentou
desempenho comparavel ao método convencional para a determinacéao.

Os resultados utilizando o método alternativo (NADES) demonstrou potencial
para a determinacdo de macronutrientes em amostras de pescados, especialmente
para magnésio e também apresent vantagens relacionadas a reducdo do uso de
acidos minerais concentrados, menor geracéo de residuos quimicos.
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8 AVALIACAO DOS METODOS UTILIZANDO METRICAS
VERDES (AGREEprep)

A avaliacdo da sustentabilidade dos métodos foi realizada através da métrica
AGREEprep que considera os principios do GSP (Green Sample Preparation)
permitindo avaliar o impacto ambiental associado a etapa de preparo de amostra
(ANEXO 2). Essa métrica considera diferentes parametros como a quantidade de
amostra utilizada, consumo e toxicidade de reagentes, geracdo de residuos,
consumo energético e nivel de automacao do processo (WOJNOWSKI et al., 2022).

e

FIGURA 12 — Avaliacéo da sustentabilidade do método convencional de preparo de amostras por
digestéo acida assistida por micro ondas utilizando a métrica AGREEprep

<

FIGURA 13 — Avaliacéo da sustentabilidade do método alternativo de preparo de amostras utilizando
NADES e banho termostatico com agitacao utilizando a métrica AGREEprep

Para o método convencional (Figura 12), baseado na digestdo acida assistida
por radiacdo micro-ondas em sistema fechado, foi obtida uma pontuacéo de 0,31,
enquanto o método alternativo utilizando NADES sob aquecimento em banho
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termostatico com agitacéo (Figura 13) apresentou pontuacéo de 0,48 indicando uma
melhoria na sustentabilidade do método. Em relagcdo ao principio 1, ambos o0s
meétodos nao foram realizados in situ, pois precisaram de etapas laboratoriais para o
preparo da amostra. No principio 2 (utilizacdo de solventes e reagentes mais
seguros), o método convencional utilizou HNOs e H202 que sdo amplamente
empregados devido a eficiéncia ha decomposi¢do da matéria organica, porém, sao
classificados como corrosivos e potencialmente perigosos ao operador. Ja no
meétodo alternativo foi utilizado um solvente mais brando, no caso NADES composto
por cloreto de colina, acido formico e agua (1:1:4), reduzindo parcialmente a
utilizacdo de acidos minerais fortes, porém, apesar de menor toxicidade do solvente
eutético a pontuacao nao foi elevada devido ao volume de solvente utilizado (4 mL),
pois a métrica AGREEprep considera a periculosidade e a quantidade de reagente
utilizada simultaneamente. No principio 3 (uso de materiais sustentaveis,
reutiliziveis e renovaveis), o método alternativo apresentou vantagem devido a
utilizacdo de compostos considerados menos agressivos e biodegradaveis. Para o
principio 4 (reducdo do desperdicio), o método alternativo apresentou melhoria
devido a utilizacdo de um Unico tubo durante as etapas de extracdo e centrifugacao
minimizando perdas de amostra e a0 menor consumo de reagentes agressivos se
comparado ao método convencional que utilizada 6 mL de HNOs e 2 mL de H:0..
No principio 5 ( diminuicdo da quantidade de amostra, reagentes e materiais), ambos
0s métodos empregaram pouca massa de amostra (200 mg e 150 mg,
respectivamente). O principio 6 (aumento de rendimento analitico), no método
convencional o niumero de amostras processadas por extracao foi limitado pela
capacidade operacional, ou seja, no método convencional foi realizado doze
amostras simultaneamente. J& o método alternativo utilizando o banho termostatico
apresentou melhora no redimento analitico, realizando a extracdo de quarenta
amostras ao mesmo tempo no banho termostatico com agitacdo, portanto, mesmo
apresentando maior tempo de extracdo (90 minutos), o método alternativo
demonstrou maior fluxo analitico. O principio 7 (integracdo de etapas e automacéo),
apresentou limitacdo para ambos os métodos principalmente para o alternativo
devido as etapas adicionais de centrifugacéo e filtracdo. No principio 8 (minimizacao
do consumo energético), apesar da necessidade de extracdo por um periodo mais
prolongado, o método alternativo apresentou maior eficiéncia quando avaliado em
relacdo ao numero de amostras processadas por ciclo analitico, portanto, 0 consumo
energético foi distribuido entre um numero maior de amostras resultando em melhor
aproveitamento do consumo energético. No principio 9 (escolha da técnica
analitica), ambos os métodos apresentaram pontuagbes reduzidas, pois a
determinacdo dos analitos foi realizada por ICP-OES. Embora a técnica possua
vantagens analiticas como elevada sensibilidade, ampla faixa de trabalho e
capacidade de determinacao simultanea dos elementos é necessario a utilizacéo de
argbnio de alta pureza e elevado consumo energético. Por fim, o principio 10
(seguranca do procedimento), o método alternativo apresentou melhoria em relagéo
ao convencional devido & menor utilizacdo de substancias corrosivas, reduzindo
riscos operacionais e a geracao de residuos quimicos perigosos.
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A diferenca entre as pontuacdes obtidas por ambos os métodos esta associada
ao melhor desempenho do método alternativo nos principios 3, 6, 8 e 10 da métrica
AGREEprep (ANEXO 2) que se referem a utilizacdo de um solvente composto por
precursores de menor toxicidade e biodegradavel, processamento de um numero
maior amostras de maneira simultanea por ciclo analitico, aproveitamento energético
devido ao numero de amostras analisadas de maneira simultanea e a substituicdo
parcial de &cidos minerais fortes por solventes mais brandos. A abordagem
utilizando NADES apresenta potencial promissor no contexto da quimica analitica
verde, pois demonstra que € possivel reduzir parcialmente o uso de reagentes
agressivos e desenvolver estratégias de preparo de amostras mais sustentaveis.
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9 CONCLUSAO

O estudo mostra que o emprego de NADES cloreto de colina:acido férmico: 4gua
na proporcao de 1:1:4 apresentou-se como um meétodo alternativo promissor se
comparado ao método convencional de digestdo acida que depende de reagentes
altamente perigosos e gera uma grande quantidade de residuos. A otimizacao
multivariada, realizada por meio de delineamento experimental do tipo Doehlert,
permitiu identificar estrategicamente a condicdo de 90 minutos de extra¢cdo no banho
termostatico, com agitacdo, e 4 mL de solvente (NADES). O método alternativo
apresentou limites de detecgéo (LOD) e quantificacdo (LOQ) superiores comparados
ao método convencional devido & pureza dos precursores do NADES que n&o foram
submetidos a etapas de purificacdo; Porém a sensibilidade mostrou-se adequada
para a quantificacdo dos elementos em matrizes de peixe.

O método alternativo, NADES, apresentou desempenho analitico promissor na
determinacdo de macronutrientes (Ca, K, Mg, Na e P) em amostras de peixes.
Embora possua diferencas estatisticas para os elementos calcio, potassio, sédio e
fosforo, o método demonstrou boa concordancia com o método convencional para o
magneésio, portanto, apesar de algumas limitacfes associadas ao método alternativo
se mostra uma estratégia que no futuro pode ser aplicavel principalmente levando
em consideracdo a quimica analitica verde focando na reducédo de acidos minerais
concentrados e menor geracao de residuos.

A avaliacdo dos métodos por meio da métrica verde (AGREEprep) mostrou que
o método utilizando NADES apresentou uma melhoria na sustentabilidade do
preparo de amostra, o método alternativo se destaca pela substituicdo parcial de
reagentes mais agressivos e reducdo do volume de substancias potencialmente
toxicas, ou seja, a utilizacdo de solvente eutéticos profundos naturais (NADES) pode
representar uma estratégia promissora para o desenvolvimento de métodos de
preparo de amostras mais sustentaveis, porém, se faz necessario estudos adicionais
para melhorar a eficiéncia de extracdo de determinados elementos.

A adocdo de abordagens analiticas mais sustentaveis, especialmente em
ecossistemas sensiveis e de grande relevancia socioambiental, como o Rio S&o
Francisco, contribui para o avanco da quimica verde e para a consolidacdo de
praticas laboratoriais responsaveis. Essa perspectiva reforca a importancia de
desenvolver métodos que conciliem rigor cientifico, eficiéncia analitica e
compromisso ambiental.
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Quimica analitica verde (GAC)

1. Técnicas analiticas diretas devem ser aplicadas para evitar tratamento de amostra
2. Tamanho minimo de amostra

3. Medigdes in situ

4. Economia de energia e reducdo do uso de reagentes

5. Métodos automizadas e miniaturizados

6. Derivatizacdo evitada

7. Geragdo de residuos elevada deve ser evitada

8. Selec¢do de métodos multianalitos ou multiparametros

9. Reducdo de uso de energia

10. Reagentes obtidos de fontes renovaveis

11. Eliminagdo ou substituicdo de reagentes potencialmente téxicos
12. Segurancga do operador

FONTE — GALUSZKA et al., 2013
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Preparo de amostra verde (GSP)

1. Preparo de amostrain situ

2. Utilizagdo de solvente e reagentes mais seguros

3. Materiais sustentdveis, reutilizdveis e renovaveis

4. Reducdo do disperdicio

5. Diminui¢do da quantidade de amostra, reagentes e materiais
6. Aumento do rendimento da amostra

7. Integracdo de etapas e automacao

8. Minimizagdo do consumo de energia

9. Escolha de preparo de amostra mais sustentavel para andlise
10. Procedimentos mais seguros

FONTE — LOPEZ — LORENTE et al., 2022



