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COSTA, Giovanna C. Emprego de solvente eutético profundo natural (NADES) no
desenvolvimento de método verde para determinacido elementar em amostras de café
solivel. Orientador: Francisco Antonio da Silva Cunha. 2025. 95 p. il. Dissertagao — Instituto
de Quimica, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2025.

RESUMO

A contaminacao de graos de café, utilizados na produgdo do café soluvel, por elementos
potencialmente toxicos pode representar risco a saide humana, tornando necessario seu
monitoramento. Os solventes eutéticos profundos naturais (NADESs) representam uma
alternativa sustentavel para aplicacdo no preparo de amostras de café visando a determinagao
elementar, em virtude de sua baixa toxicidade, biodegradabilidade e simples preparo. Nesse
contexto, este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um método de extragdo
assistida por ultrassom empregando solvente eutético profundo natural (NADES-UAE) para
determinagdo de Fe, Mn ¢ Zn em amostras de café soltivel, por espectrometria de absor¢ao
atdmica com chama (F AAS). As condi¢des experimentais do preparo do NADES e do método
NADES-UAE foram otimizadas e a extragao foi realizada com 0,3 g de café, 5,0 mL de NADES
e 35 minutos de sonicagdo. O método apresentou limites de deteccdo de 0,26, 0,55 e 3,38 pg
g! para Zn, Mn e Fe, respectivamente. A exatiddo do método foi avaliada utilizando um
material de referéncia certificado de café verde, obtendo-se percentuais de concordancia entre
92,4% e 112,3%. Testes de adigdo e recuperagao foram realizados em amostras de café solavel
e os percentuais de recuperacdo variaram de 86 a 125%. Ensaios de repetibilidade e precisdao
intermediaria foram realizados, obtendo-se desvios-padrao relativos variando de 3,0 % (Mn) a
5,7 % (Fe) e de 4,4% (Fe) a 10,2 % (Zn), respectivamente, indicando boa precisdo do método.
O método proposto foi efetivamente aplicado a dez amostras de café soluvel, que apresentaram
concentragdes variando de 2,14 pg g' (Mn) a 60,44 pg g (Fe). O método desenvolvido
apresenta-se como uma alternativa simples, rapida e sustentavel para o preparo de amostras de
café soluvel, alinhada aos principios da quimica analitica verde (GAC) e do preparo de amostras
verde (GSP), com pontuacdes de 0,71 e 0,75 nas métricas AGREE e AGREEprep,
respectivamente.

Palavras-chave: café soltvel, elementos potencialmente téxicos, NADES, quimica analitica
verde, métricas verdes.



COSTA, Giovanna C. Use of natural deep eutectic solvent (NADES) in the development of
a green method for elemental determination in instant coffee samples. Advisor: Francisco
Antonio da Silva Cunha. 2025. 95 p. ill. Disertation — Chemistry Institute, Federal University
of Bahia, Salvador, 2025.

ABSTRACT

The contamination of coffee beans, used in the production of instant coffee, with potentially
toxic elements may pose risks to human health, making their monitoring necessary. Natural
deep eutectic solvents (NADESs) represent a sustainable alternative for application in coffee
sample preparation with the purpose of elemental determination, due to their low toxicity,
biodegradability, and simple preparation. In this context, the present work aimed to develop an
ultrasound-assisted extraction method using a natural deep eutectic solvent (NADES-UAE) for
the determination of Fe, Mn, and Zn in instant coffee samples by flame atomic absorption
spectrometry (FAAS). The experimental conditions for both NADES preparation and the
NADES-UAE method were optimized, and the extraction was carried out using 0.3 g of coffee,
5.0 mL of NADES, and 35 minutes of sonication. The method achieved limits of detection of
0.26, 0.55, and 3.38 pg g' for Zn, Mn, and Fe, respectively. The accuracy of the method was
evaluated using a certified reference material of green coffee, yielding agreement between
92.4% and 112.3%. Spike and recovery tests were carried out on instant coffee samples, and
the recovery values ranged from 86% to 125%. Repeatability and intermediate precision tests
were performed, yielding relative standard deviations ranging from 3.0% (Mn) to 5.7% (Fe),
and from 4.4% (Fe) to 10.2% (Zn), respectively, indicating good precision of the method. The
proposed method was effectively applied to ten instant coffee samples, which exhibited
concentrations ranging from 2.14 pg g!' (Mn) to 60.44 pg g (Fe). The developed method
represents a simple, rapid, and sustainable alternative for the preparation of instant coffee
samples, aligned with the principles of green analytical chemistry (GAC) and green sample
preparation (GSP), achieving AGREE and AGREEprep scores of 0.71 and 0.75, respectively.

Keywords: instant coffee, potentially toxic elements, NADES, green analytical chemistry,
green metrics.
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1.1. CAFE

O café ¢ um produto amplamente consumido no mundo, em especial no Brasil, sendo
facilmente encontrado em mercados locais e cafeterias, seja na forma de café moido, café em
graos, café soluvel ou em cépsulas (Tavares; Mourad, 2020; Freitas et al., 2024; Weinberger et
al., 2024). O café soluvel, em especifico, ganhou popularidade apds seu crescimento no
mercado asidtico e do Oriente Médio, destacando-se por ser uma op¢do energética e de facil
preparo (Pohl et al., 2018).

Segundo dados do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), o Brasil ¢ o maior
produtor de café do mundo, representando cerca de 34% da produgdo global na safra 2023/24
(171,4 milhdes de sacas de 60 kg) (BRASIL, 2024). Ainda, de acordo com a Associagdo
Brasileira da Industria de Café (ABIC), o pais € o segundo maior consumidor de café do mundo,
registrando um aumento no consumo desse produto de 1,11% no ano de 2024, quando
comparado ao ano anterior. No mesmo ano, foram consumidas cerca de 21,916 milhdes de
sacas (ABIC, 2024). A Figura 1 representa o consumo de café no pais, distribuido por regido,
no ano de 2024, de acordo com os dados divulgados pela ABIC, sendo possivel observar que

as regioes Sudeste e Nordeste sdo as que mais consomem café no pais.

Figura 1 — Consumo de café por regido do Brasil no ano de 2024.

41,70%
26,90%
14,60%
8,80% 8,00%

SUDESTE NORDESTE NORTE CENTRO-
OESTE

Fonte: elaborado pela autora.
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As principais espécies de café comercializadas sao Coffea arabica e Coffea canephora.
No Brasil, as variedades de C. canephora cultivadas correspondem aos tipos Robusta e Conilon.
Tradicionalmente, C. arabica ¢ a espécie mais cultivada e ¢ reconhecida por apresentar maior
qualidade em comparagao ao C. canephora, por apresentar uma maior complexidade sensorial
(Baqueta et al., 2024; Mollakhalili-Meybodi et al., 2024). O café Robusta apresenta maiores
teores de cafeina e acidos clorogénicos, conferindo-o um sabor mais adstringente e menos
aromatico. Por isso, essa variedade de café ¢ escolhida para a produ¢do do café soluvel, além
do fator de apresentar um maior teor de solidos soltveis (Bastian et al., 2021; Freitas et al.,
2024).

O café é amplamente consumido e apreciado por seu sabor ¢ aroma agradaveis, além de
atrativo por seu efeito estimulante, dado pela cafeina presente, que atua no sistema nervoso
central (Grise et al., 2025). Outros efeitos positivos do consumo do café incluem o aumento da
concentragdo, a redugdo da fadiga e melhora do humor. O café também pode ser benéfico por
apresentar compostos como polifenois e diterpenos, que apresentam propriedades antioxidantes
e anti-inflamatorias (Freitas et al., 2024; Janda et al., 2020; Savi¢ et al., 2024).

Ainda, estudos tém apontado que a ingestdo habitual de café, em quantidade moderada
(cerca de duas a quatro xicaras diarias), pode estar relacionada a um menor risco de depressao
e do desenvolvimento de cancer colorretal, danos hepaticos, cirrose, além de doengas cronicas
e neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson, diabetes mellitus tipo 2, obesidade e
hipertensao (Albals et al., 2021; Debastiani ef al., 2019).

O café ¢ composto por uma vasta gama de compostos organicos e inorganicos, incluindo
polifendis, alcaloides, acidos clorogénicos, aminoacidos, lipideos, vitaminas e minerais,
abrangendo macro e micronutrientes (Junior, Furlong e Carapelli, 2024). No entanto, sua
composicao mineral pode ser influenciada por diversos fatores como clima, composi¢ao do
solo, e condi¢des de cultivo e armazenamento (Debastiani et al., 2019; Olechno et al., 2021;
Voica et al., 2016), bem como pela origem geografica e pela espécie de café (Baqueta et al.,
2024).

Alteragdes na concentracao e no tipo de minerais presentes podem influenciar de forma
direta a qualidade final do café produzido (Almeida et al., 2020). Um exemplo disso sdo os
cafés que sao cultivados em regides de clima mais frio, que geralmente apresentam perfil
sensorial mais doce, aromatico e sabor marcante. Esse efeito estd associado a um
desenvolvimento e amadurecimento mais lento dos frutos nessas condigdes, o que favorece a
aumento da concentragdo de substincias quimicas que realgam caracteristicas como aroma e

sabor (Simmer et al., 2022).
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A composicdo quimica do café influencia diretamente sua qualidade sensorial.
Compostos fenolicos, por exemplo, estdo associados ao amargor da bebida, enquanto agucares
e aminoacidos participam de reagdes de caramelizagdo durante a torra do grao do caf¢, afetando
o aroma e sabor. O fator genético, ou seja, a espécie do café, também impacta sua composi¢ao
nutricional. Além disso, diversos fatores pos-colheita podem provocar alteragdes quimicas nos
graos, como os métodos de fermentagdo, secagem e armazenamento, bem como 0os mecanismos
de preparo desse caf€, por exemplo se sera filtrado ou prensado (Febrianto; Zhu, 2023). O grau
de torra também pode ser considerado um fator que impacta no sabor, cor e aroma do café, com
potencial para desenvolver uma ampla variedade de caracteristicas sensoriais, que vao desde
notas frutadas até sabores de chocolate e caramelo (Freitas et al., 2024).

Nesse contexto, observa-se que a quimica desempenha um papel essencial na defini¢ao
do perfil sensorial do café, uma vez que, desde a maturacdo do grao até as etapas de pos-colheita
e preparo, ocorrem diversas reagdes quimicas responsaveis pela formacao dos compostos que
conferem os aromas e sabores desejados. Esses processos resultam em uma bebida de alta
qualidade, amplamente apreciada em todo o mundo (Freitas et al., 2024).

Apesar de muitos nutrientes presentes no café se apresentarem como essenciais para o
funcionamento adequado do organismo humano, desempenhando fung¢des metabdlicas e
exibindo propriedades antioxidantes, em excesso, tais elementos podem apresentar toxicidade
e causar consequéncias a saide humana (Mollakhalili-Meybodi ef al., 2024; Savi€ et al., 2024).

A exemplo do ferro, que ¢ essencial para o transporte de oxigénio e metabolismo
energético, sendo cofator de diversas enzimas, mas que, quando presente em elevadas
concentracgoes, pode afetar o sistema cardiovascular e causar danos ao figado. O zinco, por sua
vez, atua na ativacao de diversas enzimas € na manutencao do chamado equilibrio redox celular,
e seu excesso pode causar problemas gastrointestinais e afetar tanto o sistema imunologico
quanto a absor¢do de cobre no organismo, que ¢ essencial para a formagdo de globulos
vermelhos (Olechno et al., 2021; -Ul-Hagq ef al., 2021).

Outro elemento potencialmente toxico € o manganés, que, apesar de fundamental para
metabolizar proteinas, carboidratos e lipideos e ativar importantes enzimas relacionadas ao
funcionamento celular, em quantidades excessivas no organismo pode promover a geracao de
espécies reativas de oxigénio e metabolitos toxicos, e comprometer a atividade mitocondrial e
a produgdo de energia celular (Olechno et al., 2021).

Estes elementos potencialmente toxicos estdo presentes nas plantas e animais
majoritariamente devido as contaminacdes no ar, dgua e solo, resultantes de causas naturais,

como atividades vulcanicas e erosdo, ou de acdes antropicas, como poluicdo ambiental,
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mineracgdo e uso de fertilizantes. Tais elementos apresentam potencial de bioacumulagdo em
organismos vivos, o que eleva os riscos a saide humana e os impactos ambientais. No caso dos
graos de café, a contaminacao pode ocorrer nao apenas durante o cultivo, mas também ao longo
dos processos de moagem e armazenamento (Kargarghomsheh et al., 2024; Mollakhalili-
Meybodi et al., 2024). Nesse contexto, a avaliagdo do teor de espécies inorganicas no café
torna-se essencial para assegurar tanto a qualidade do produto quanto a seguranca de seu

consumo.

1.2. METODOS DE PREPARO DE AMOSTRAS DE CAFE PARA POSTERIOR
DETERMINACAO ELEMENTAR POR TECNICAS ESPECTROMETRICAS

As diferentes estratégias de preparo de amostras de café fundamentam-se,
majoritariamente, em métodos de decomposi¢ao por via imida (Albals et al., 2021; Amorim
Filho et al., 2007; Anissa et al., 2023; Baqueta et al., 2024; Grassino et al., 2024; Oliveira et
al., 2015; Pohl et al., 2014, 2022; Senila et al., 2025; Stelmach et al., 2015; Szymczycha-
Madeja et al., 2014; Semen et al., 2017; Voica et al., 2016). Os métodos de decomposi¢ao por
via imida empregam acidos inorganicos, em associacao a agentes oxidantes auxiliares como o
peroxido de hidrogénio, sob condi¢gdes controladas de alta temperatura e/ou pressao (Bizzi et
al.,2017). Esse aquecimento pode ser condutivo (em bloco digestor ou placa de aquecimento)
ou combinado ao uso de energia radiante, como a radiacdo micro-ondas, infravermelha ou
ultravioleta (Jofre et al., 2023; Mohammed et al., 2017; Nascimento et al., 2024; Oliveira et
al., 2018).

Nas analises por técnicas espectrométricas, em geral, € necessario que a amostra esteja
na forma de solugdo aquosa e livre de possiveis interferentes provenientes de sua matriz
organica. Por isso, a etapa de decomposi¢ao prévia da amostra ¢ essencial, pois contribui para
uma maior exatidao e sensibilidade dos resultados obtidos, ao garantir que os analitos de
interesse estejam completamente solubilizados e disponiveis para serem determinados através
da técnica analitica selecionada (Adolfo et al., 2020).

Apesar de sua eficicia, os métodos de decomposicdo por via Umida, especialmente
aqueles conduzidos em sistemas abertos, apresentam maior suscetibilidade a contaminagao e a
perdas por volatilizagdo, e requerem um maior gasto de reagente e maior tempo de anélise (Silva

etal., 2016).
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A Tabela 1 ilustra os diferentes métodos empregados que vém sendo empregados nos
ultimos 10 anos no preparo de amostras de café, visando a determinagdo elementar por técnicas
espectrométricas, destacando-se a prevaléncia dos métodos de decomposigao por via umida.

Para avaliagao da composicao elementar em amostras de café moido, Senila ez al. (2025)
empregaram um método de digestdo assistida por micro-ondas, utilizando 6 M1 de HNO3; 60%
e 2 Ml de H>O; 30%, em um programa de quatro etapas, com temperatura maxima de 220 °C e
tempo total de 45 minutos, para posterior determinagao de macroelementos e elementos-traco
por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e
espectrometria de absor¢do atdmica em forno de grafite (GF AAS). No caso das amostras de
infusdo de café, a digestdo ¢ feita utilizando uma placa de aquecimento, durante 2 horas sob
refluxo. Os percentuais de recuperagdo encontrados foram entre 87% e 106%, indicando boa
performance do método. Foi realizada uma avaliagao de risco com base nas concentragdes de
elementos potencialmente toxicos nas infusdes de café, que indicou auséncia de risco a saude
para os consumidores. Os autores ainda destacam que, embora a contribui¢do dessas infusdes
para a ingestdo diaria recomendada de elementos essenciais seja baixa, seu consumo regular
pode constituir uma fonte nutricional suplementar de relevancia.

Grassino et al. (2024) propuseram um método de digestdo assistida por micro-ondas,
que utiliza 6 M1 de HNOs 65% e 0,1 Ml de HF 48%, para posterior determinag¢dao de 29
elementos em amostras de café moido e de residuos de café, incluindo a borra, por
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado de alta resolu¢ao (HR-ICP-MS).
Os limites de detec¢do (LOD) variaram entre 0,001 e 5 mg kg™!, permitindo a determinacio de
elementos em niveis trago e ultra-trago. A borra de café apresentou menor potencial como fonte
mineral, mas destacou-se pelo teor relativamente elevado de sodio. Considerando-se que os
teores de elementos essenciais foram superiores nas amostras de café torrado em comparagao
as de café verde, conclui-se que o processo de torrefacdo exerce influéncia significativa sobre
a composi¢ao mineral do café.

Baqueta ef al. (2024) apresentaram uma alternativa, ao empregar uma solucado de acido
nitrico diluido e peroxido de hidrogénio para digerir amostras de café moido utilizando um
bloco digestor, durante 4 horas. Sete elementos essenciais (Fe, Ca, Zn, Mg, Mn, Cu e K) foram
determinados por espectrometria de absorcdo atomica com chama (F AAS). Os autores
realizaram a discriminagdo das amostras de cafés de diferentes origens geograficas e espécies
a partir de sua composicao elementar, empregando a andlise discriminante por componentes

independentes (IC-DA).



Tabela 1 — Métodos de preparo de amostras de café visando a determinacao elementar por técnicas espectromeétricas

23

Amostra

Analitos

Preparo de amostra

Reagentes

Técnica

Referéncia

Café moido e em
capsulas

Café verde moido e
infusdo de café

Café moido e café
solavel

Café em graos

Infusdo de café

Café moido e café
solavel

Ca, Mg, Na, K, Fe e Mn

Ca, Cu, Fe, Mg e Mn

Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb,
Sr, Zn, Fe, Ca, K, Mg e Na

Al Ca, Fe, Mg, Na, K, P, S, B, Cu,
Mn, Ni, Rb, Sr, Zn, Be, Bi, Ce, Co,
Cr, Cs, Eu, Ga, Ge, Hf, Ho, Ir, La,
Li, Mo, Nd, Nb, Sc, Se, Ag, U, V,
Y, Zr, As, Cd, In, Hg, Sn e Tl

Ni, Cu, € Zn

Mg, Ca, K, Na, Fe, Mn, Zn, Cu, Co,
Ni, Cr, Al, Cd, As, Hg e Pb

Extracdao com agua
utilizando méquina de café
expresso

Digestdao com placa de
aquecimento e extracao
com agua quente por
infusdo e utilizando
cafeteira elétrica

Extracao assistida por
ultrassom

Digestao assistida por
micro-ondas e analise direta
(DMA)

Microextra¢do em fase
solida dispersiva (DMSPE)

Digestao assistida por
micro-ondas

Agua ultrapura para preparo do café
expresso

HNO; 65% (m m™) € HO2 30% (m m™);
agua bidestilada a 90 °C (para infusdo de
café)

Solucdo de agua régia, HNOs ou HCI 1
mol L!

HNOs 70% e H202 30%

Solugdo de 8-Hidroxiquinolina 1% (m v!),
suspensdo de grafeno 500 ug MI'!, e
solugdes de HNO; e NH3H,0 0,1 mol L!

HNO;3; 60% e HF 40%

HR-CS AAS

HR-CS F AAS

ICP OES e F AAS

ICP OES, ICP-MS
e DMA

EDXRF

ICP-MS

Oliveira et al. (2015)

Stelmach et al. (2015)

Szymczycha-Madeja et al.
(2015)

Habte et al. (2016)

Pytlakowska (2016)

Voica et al. (2016)



Café verde moido e
infusdo de café

Café em graos moido

Infusdo de café moido
e café soluvel

Café¢ verde em gréos e
infusdo de café

Bebidas prontas de café

Café moido

Café moido e infusado
de café

Café em graos

Café moido

Li, Be, B, Mg, Al, P, K, Ca, Cr, Mn,
Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Sr, Mo, Cd,
Sn, Sb, Ba, Hg, Pb, Bi, The U

Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P, Sre
Z/n

Al, Ba, Ca, Cu, Fe, Mg,
Mn, Ni, Sr e Zn

Al, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na, Ni, Sr ¢ Zn

Sn

Cd, Pb, Fe e Mn

MgeP

K, Mg, Ca, Fe, Mn, Zn, Al, Cu, Ba,
Cr, Co, Cd, Sr, Pb, Ni, V, U, Ga,
Ag, Li, In, Bi

Ca, FeeZn

Digestao assistida por
micro-ondas e extra¢do com
agua quente por infusdo

Extracdo assistida por
ultrassom

Acidificacdo de infusdes de
café

Digestao assistida por
micro-ondas e extra¢do com
agua quente por infusdo

Analise direta

Analise direta

Digestao assistida por
micro-ondas e extracdo com
agua quente por infusdo

Digestao assistida por
micro-ondas

Amostragem por suspensao

HNOs 65% (v v'') e H202 30% (v v'!);
agua ultrapura fervida (para infusdo de

café)

Solugdes de HNO; 0,6 mol L' e HC1 11,9

mol L!

Solugdo de HNOs 1,3 mol L™! (acidez

final)

HNOs 69% e H,O, 30%; agua ultrapura
a 95 °C (para infusdo de café)

Acido nitrico concentrado e peroxido de
hidrogénio (29 %); 4gua ultrapura a 90 °C
(para infusdo de café)

HNO; 65% (m/m) e H20; 30% (m/m)

Triton X-100 5 % (v v'!), HNO;
concentrado e solugdo de HCI 1 mol L!

ICP-MS

ICP OES

ICP OES

ICP OES

EDXRF

EDXRF

F AAS

ICP-MS

F AAS
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Semen et al. (2017)

De Gois et al. (2018)

Pohl et al. (2018)

Arvay et al. (2019)

Lerner et al. (2019)

Almeida et al. (2020)

Junior et al. (2020)

Albals et al. (2021)

Trindade et al. (2021)



Infusdo de café

Café solavel, café em
graos e café moido

Café soluvel, bebidas a
base de café soluvel e
substitutos de café

Café moido, café
solavel e café em
céapsulas

Café moido

Café verde, café moido
e residuos de café

Café em p6 orgénico e
convencional

Café moido, café
soluvel e bebidas
prontas de café

Café em po

Ba, Cu, Fe, Mn, Na, Sr, Zn, Ca, Mg

Ni, Cr, Pb, Zn, Cu, Co, Cd, As, Mn

Digestao em bloco digestor
e K e extragdo assistida por
ultrassom

Digestao assistida por
e Al micro-ondas

Incineragédo a seco em
mufla

CdePb

Digestao assistida por

K, Ca, Mg, Na, Fe, Mn, Cu, B, Zn,
micro-ondas

Sr, Ba, Al, Ni, Sn, Co, Cr, Ag, Se,
V, Pb, As, Li, Cd, Hg e Be

Fe, Ca, Zn, Mg, Mn, Cu e K Digestdao em bloco digestor

Digestao assistida por

Al, As, Ba, Be, Bi, Cd, Co, Cr, Cs,
micro-ondas

Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni,
Pb, Rb, Sb, Se, Sn, Sr, Ti, T, U, Ve
Zn

Digestao assistida por
micro-ondas

CueZn

As, Cd, Cr, Al, Pb, Co, Ni, Fe, Mn e Digestao assistida por
Zn micro-ondas

K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, Rb e Sr Analise direta

HNO; 65% (m m™) e HyO2 30% (m m™); ICP OES
solugdo de HNOs 1,8 mol L™ (para o
método UAE)
HNO; 65% ¢ KOH 5% ICP-MS
ICP OES

H>05 30 % e solu¢do de HNOs3 1 mol L-!

HNOs 67-70% (v v') e H205 30% (m m™)  ICP OES e ICP-MS

HNOs diluido € HxO, 30 % (v v') F AAS
HNO3 65% e HF 48% HR-ICP-MS
Acido nitrico concentrado e peroxido de F AAS
hidrogénio (29 %)
Solugdo de perdxido de hidrogénio e acido ICP OES
nitrico (1:9, v v'")
EDXRF
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Pohl et al. (2022)

Anissa et al. (2023)

Winiarska-Mieczan et al.
(2023)

Savi¢ et al. (2024)

Baqueta et al. (2024)

Grassino et al. (2024)

Junior, Furlong e Carapelli
(2024)

Kargarghomsheh et al. (2024)

Weinberger et al. (2024)



Café moido, café La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy,
soluvel e substitutos de Ho, Er, Tm, Ybe Lu
café

Café moido e infusio Na, Mg, K, Ca, P, S, Fe, Mn, Cu,
de café Zn, Cr, N1, Cd e Pb

Extracao assistida por
ultrassom

Digestao assistida por
micro-ondas e digestdo com
placa de aquecimento

Solugdo de HNO;3 1 mol L-!

HNO; 60% e H20230%

ICP-MS

ICP-MS e GF AAS
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Savi¢ et al. (2025)

Senila et al. (2025)

Fonte: elaborado pela autora.
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Savi¢ et al. (2024) descreveram um procedimento de digestdo assistida por micro-ondas
que utiliza 4 Ml de HNO3 67-70% e 1 Ml de H2O2 30%, em um tempo total de anélise de 35
minutos. Foi possivel determinar 25 elementos em amostras de café moido e café soluvel por
ICP OES e ICP-MS. Os autores encontraram um teor elevado de sdédio nas amostras de café
soluvel, em concordancia com outros trabalhos da literatura. Apesar da avaliagdo de risco ter
indicado um risco negligenciavel a saude humana, os autores alertam que o consumo excessivo
de café pode expor o individuo ndo somente a elementos potencialmente toxicos, mas também
a outros contaminantes presentes, como residuos de pesticidas, acrilamida, compostos
organicos volateis, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, ¢ micotoxinas, podendo causar
alguns efeitos adversos a saude.

O método proposto por Anissa ef al. (2023) emprega 5 Ml de 4cido nitrico concentrado
e 1 Ml de hidréxido de potassio a 5 % em uma digestao assistida por micro-ondas, para posterior
determinagdo de Ni, Cr, Zn, Co, Cu, Mn ¢ Al em amostras de café moido, café em graos e café
soluvel por ICP-MS. Os percentuais de recuperagdo para os elementos-trago foram entre 97 %
e 102 %, indicando boa exatiddo do método. A comparagdo entre as diferentes amostras de café
indicou que os cafés moidos embalados na forma de capsula exibiram concentra¢cdes mais
elevadas de elementos-trago do que os graos comercializados a granel, o que pode indicar que
a contaminacao provavelmente ocorre durante as etapas de moagem e empacotamento.

Albals et al. (2021) também desenvolveram um método de digestao assistida por micro-
ondas, porém utilizando 6 MI de acido nitrico concentrado e 2 Ml de perdxido de hidrogénio
30%. O programa de aquecimento inclui 3 etapas, sendo o tempo total de aproximadamente 1
h e 5 minutos. Posteriormente, foram determinados 22 elementos em amostras de graos de café
verde e café torrado por ICP-MS. Os resultados indicaram uma diferenca significativa entre os
niveis de Cr, Co e Zn encontrados nos graos de café verde e torrado.

E possivel observar que a maior parte dos trabalhos referenciados acima propdem
métodos de digestao assistida por micro-ondas, que minimizam interferéncias provenientes da
matriz organica e, por serem conduzidos em sistema fechado, diminuem o risco de
contaminagdo das amostras e de perdas de analitos volateis (Kargarghomsheh et al., 2024).

Os métodos propostos demonstram boa eficiéncia e desempenho analitico satisfatorio,
no entanto fazem uso de volumes relativamente elevados de reagentes toxicos € demandam
tempos de digestdo que variam de 35 minutos a 4 horas, o que implica em um consumo de
energia consideravel. Nesse sentido, essas metodologias acabam gerando residuos de dificil
descarte, aumentam a exposi¢do do operador a substancias perigosas e contribuem para a

poluicao do meio ambiente, configurando um impacto ambiental relevante.
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Buscando um menor consumo de reagentes e tempo de analise, métodos alternativos
vém sendo empregados, tais como métodos de extracdo assistida por ultrassom empregando
acidos inorganicos diluidos. Esse tipo de método contribui para um preparo de amostras mais
simples e seguro, além de envolver um menor custo (Savi¢ et al., 2024).

De Gois et al. (2018) desenvolveram um método que utiliza 2 M1 de 4cido nitrico diluido
(0,6 mol L") e 0,2 Ml de 4cido cloridrico 11,9 mol L!, submetendo as amostras de café moido
ao banho ultrassonico por 15 minutos, para posterior determinagao de Ba, Cu, Fe, Mn, Sr, Zn,
Mg, Ca, P e K por ICP OES. Os autores destacam como vantagem do método o uso de acido
diluido, que ndo interfere no sistema de introdugd@o de amostras do espectrometro de emissao
optica nem na eficiéncia da nebulizagio.

Por outro lado, o método proposto por Szymczycha-Madeja et al. (2015) emprega
solucdo de 4gua régia 1 mol L' para realizar um procedimento de extragdo assistida por
ultrassom para posterior determinacao de Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, Sr e Zn por ICP
OES ¢ de Fe, Ca, K, Mg e Na por F AAS. As amostras de café moido e café soluvel foram
sonicadas a 60 °C por 30 min. O método apresentou uma adequada performance analitica, com
desvios-padrao relativos (RSD) variando de 1,1 a 8,3 % e percentuais de recuperacao entre 83,6
e 109 %, indicando boa exatidao e precisdo do método proposto.

Pohl ef al. (2022) compararam um método de digestdo convencional com um método
simplificado de extragao assistida por ultrassom para determinagao multielementar em amostras
de infusao de café por ICP OES. O método simplificado desenvolvido apresenta-se como uma
alternativa rapida, envolvendo apenas a diluicdo das amostras com uma solucdo de HNOs 1,8
mol L', e sonicag¢io por 8 minutos a temperatura ambiente. O método demonstrou ser preciso
e confidvel, com baixos limites de detec¢io, de 0,1 a 5 ng g”!, para determinacio de Ba, Cu, Fe,
Mn, Na, Sr e Zn. Trata-se de uma abordagem sustentdvel que demanda um menor tempo de
analise e elimina a necessidade de aquecimento em altas temperaturas e do uso de reagentes
concentrados.

Savic¢ e colaboradores (2025) também avaliaram o uso de uma solu¢ao diluida de HNO3
(1 mol L") como extrator em um procedimento de extracio assistida por ultrassom. As amostras
foram sonicadas por 15 minutos a 80 °C, em seguida centrifugadas, e os sobrenadantes
coletados para posterior determinacdo de 14 elementos terras-raras (ETRs) por ICP-MS. Os
percentuais de recuperagdo variaram de 80,1% a 112% e os desvios-padrao relativos
encontrados foram inferiores a 14%, atestando a boa exatidao e precisdo do método. O método

também atingiu baixos limites de deteccdo, variando de 0,2 ng kg™ (Yb) a 0,16 pg kg! (Nd).



29

Também foram calculados os indices de risco dos ETRs presentes nas amostras de café
analisadas, os quais indicaram um risco a saude negligenciavel para os consumidores.

Ainda no contexto de desenvolvimento de metodologias alternativas, € possivel aplicar
a estratégia de amostragem por suspensao (Trindade et al., 2021), no caso de uma andlise direta
de café. Apesar de pratica e eficiente, essa estratégia apresenta como principais limitacdes a
dificuldade em manter a homogeneidade da suspensdo, o que compromete a representatividade
da amostra, a diminui¢ao da sensibilidade, e a dificuldade na introdugao da suspensao em alguns
tipos de atomizadores, em virtude de possiveis interferéncias causadas pela presenca de
particulas sélidas (Cerqueira et al., 2023).

Além disso, pode-se empregar técnicas como analise direta de mercurio (DMA) (Habte
et al.,2016) e fluorescéncia de raios-X por energia dispersiva (EDXRF) (Almeida et al., 2020;
Frinhani et al. 2025; Lerner et al., 2019; Pytlakowska, 2016; Weinberger et al., 2024).

Para analises por EDXREF, utilizam-se predominantemente amostras sélidas (em pd), as
quais sdo convencionalmente prensadas e posteriormente analisadas na forma de pastilha ou
depositadas sobre um suporte de filme de polipropileno. Porém as maiores problematicas neste
tipo de analise sdo as dificuldades de calibragdo e de homogeneizacdo das amostras sélidas, e
o efeito de matriz, que pode se fazer presente em amostras organicas que nao foram previamente

tratadas e afetar as determinagdes (Carvalho et al., 2022; Guimaraes et al., 2022).

1.3. ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM CHAMAS (F AAS)

A espectrometria de absor¢ao atomica (AAS) fundamenta-se na absor¢ao de radiacao
eletromagnética por atomos gasosos no estado fundamental. Quando se utiliza uma chama
como atomizador, ¢ chamada de espectrometria de absor¢ao atomica com chama. Uma chama
muito utilizada ¢ a de ar-acetileno, que contém uma propor¢do relativamente elevada de
oxidante em relagdo ao combustivel (chama azul), porém alguns estudos podem incluir o uso
de chamas mais quentes, como ¢6xido nitroso-acetileno, que evita a formagao de 6xidos de
elementos refratarios. Durante o processo de nebulizagdo, a amostra liquida ¢ convertida em
aerossol e as microgoticulas geradas, contendo o analito dissolvido, sdo entdo transportadas até
a chama, onde passam pelo processo de atomizagdo, no qual formam-se os atomos livres
gasosos no estado fundamental (Holler; Skoog; Crouch, 2013).

Esta técnica ¢ muito empregada para a analise de diversas matrizes, incluindo alimentos,
apresentando adequada sensibilidade para as determinagdes. Ela exibe como vantagens um

relativamente baixo custo de aquisi¢do, manutencao e operacao, além de permitir uma analise
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a nivel trago com maior simplicidade e rapidez (Ayyildiz et al., 2024; Ferreira et al., 2018%;
Smichowski; Londonio, 2018).

Ademais, a técnica ¢ considerada como menos suscetivel a interferéncias espectrais se
comparada a outras como o ICP OES (Atakol et al., 2025; Ferreira et al., 2024). No entanto,
uma etapa anterior de pré-tratamento das amostras geralmente se faz necessaria para minimizar
o efeito de matriz e aumentar a sensibilidade da técnica, que ¢ diretamente afetada pela baixa
eficiéncia de nebulizagdo e pelo reduzido tempo de residéncia dos atomos livres no caminho
optico. Esta etapa prévia permite a extracdo dos analitos de interesse da matriz da amostra
(Andruch et al., 2022; Tekin et al., 2020).

Realizando-se um levantamento bibliografico na base de dados Web of Science, nos
anos de 2015-2025 (palavras-chave: “coffee”, “metal*”, “spectrometric technique”), 15 % dos
trabalhos que visam a determinacdo multielementar no café empregam F AAS, conforme pode
ser observado na figura abaixo (Figura 2). Nesse sentido, ¢ possivel notar que esta ¢ uma das

técnicas mais utilizadas em andlises de rotina, possivelmente em virtude da facilidade

operacional, menor custo € menor tempo de analise.

Figura 2 — Numero de trabalhos que empregam técnicas espectrométricas para analise
elementar no café, entre os anos de 2015 e 2025 (Web of Science, 22 jul. 2025)

DMA
HG AAS XRF 204
1% 11%

ICP OES
37%

ICP-MS
29%

Fonte: elaborado pela autora.
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1.4. QUIMICA ANALITICA VERDE E O EMPREGO DE SOLVENTES EUTETICOS
NATURAIS PROFUNDOS (NADESs)

A quimica analitica verde (GAC) surgiu como uma estratégia para minimizar oS
impactos ambientais provenientes das atividades analiticas, além de visar a promog¢do da
seguranga ¢ saide humana. Ela busca tornar os processos mais limpos e seguros, ao defender
um pré-tratamento minimo da amostra € um menor gasto de reagentes ¢ de energia (Galuszka
et al.,2013; Lopez-Lorente et al., 2022; Yin et al., 2024).

No desenvolvimento de métodos sustentaveis que ndo envolvem uma andlise direta,
surge a necessidade da substituicdo de solventes toxicos por aqueles ambientalmente seguros
(Aly e Gorecki, 2020). Nesse contexto, surgem os solventes eutéticos profundos (DESs) como
uma alternativa promissora (Bragagnolo et al., 2024).

Esses solventes sdo formados por uma mistura de dois ou mais componentes, a
determinadas proporgdes, sendo um deles um aceptor de ligagdo de hidrogénio (HBA), como
0s sais quaternarios de amonio, e o outro um doador de liga¢ao de hidrogénio (HBD), resultando
na formagao de um sistema eutético. Os DESs exibem ponto de fusdo mais baixo que dos seus
componentes individuais, apresentando-se na forma liquida a temperaturas mais baixas. Esse
comportamento ¢ atribuido a formagao de ligacdes de hidrogénio entre os sais e as moléculas
neutras que compdem sua estrutura, promovendo uma maior deslocalizagdo de cargas e
reduzindo a tendéncia a cristalizagdo (Dai et al., 2013%; Santos et al., 2022).

Ademais, as intera¢des intermoleculares entre 0 HBA ¢ o HBD ocasionam um aumento
de entropia do sistema, ou seja, ele se torna energeticamente mais favoravel a permanecer na
fase liquida em temperaturas mais baixas, o que também justifica a depressao do ponto de fusdo
em um solvente eutético profundo (Lai et al., 2023). Contudo, devido a presenca de
componentes sintéticos e, em muitos casos, toxicos, os DESs apresentam uso limitado em
aplicagdes farmacéuticas e alimenticias (Fernandez ef al., 2018).

Quando os componentes de um DES sdo derivados de metabolitos primérios naturais,
como 4cidos organicos, aglcares, aminoacidos, ureia ou derivados de colina, este pode ser
denominado solvente eutético profundo natural (NADES). Tais compostos fazem parte do
metabolismo natural das plantas e estao presentes em células eucarioticas (Cannavacciuolo et
al., 2023). Compostos organicos como alcoois, aminas e/ou acidos carboxilicos podem atuar
tanto como um HBD quanto HBA, o que viabiliza diversas combinagdes possiveis (Fernandez

etal.,2018).
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Esses solventes sdo liquidos altamente estruturados, caracterizados pela presenca de
fortes interagdes intermoleculares entre seus constituintes (predominantemente ligacdes de
hidrogénio e forcas de Van der Waals), configurando-se o que se considera por ser um meio
alternativo a dgua e aos lipidios nos sistemas bioldgicos (Espino ef al., 2016).

Os NADESs apresentam propriedades fisico-quimicas atrativas, como baixa
volatilidade e inflamabilidade, polaridade e viscosidade ajustdveis, estabilidade térmica, e
elevada capacidade de solubilizagao de compostos polares e apolares. Além disso, destacam-se
por sua biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa toxicidade e preparo simplificado,
caracteristicas que estdo em consonancia com os principios da GAC (Ferreira et al., 2022).

Devido a sua capacidade de atuar como agentes de estabilizagdo, juntamente com suas
propriedades como solventes, os NADESs apresentam potencial para uso na etapa de preparo
de amostras, especialmente em processos de extracdo (Bragagnolo et al., 2024). Nessas
aplicagdes, diferentes métricas verdes podem ser utilizadas como ferramentas de avaliagdo do
método analitico, possibilitando mensurar o grau de sustentabilidade da metodologia
empregada (Pena-Pereira ef al., 2020).

A aplicagdo de NADES ou DES na extracdo de analitos inorganicos em amostras de
alimentos ainda ¢ uma &area em crescimento € permanece pouco explorada na literatura
cientifica, sendo encontrados apenas 24 estudos publicados nos ultimos 5 anos (Ali et al., 2020;
Altunay et al., 2020; 2022; 2024; Altunay e Tuzen, 2021; Botella et al., 2024; Elahi et al., 2022;
Elik et al., 2022; Hanifar et al., 2023; Kandhro et al., 2023; Lemos et al., 2022; Mafakheri et
al., 2024; Moreira et al., 2020; Ragheb et al., 2021; Rouhi et al., 2023 ; Santana et al., 2020;
Shamsipur et al., 2022; Sihlahla et al., 2023; Sorouraddin et al., 2020; Tavakoli et al., 2021;
Tekin et al., 2020; Torabi et al., 2021; Ul Haq et al., 2021; Unar et al., 2024). Além disso, tais
métodos propostos frequentemente requerem etapas adicionais, como a pré-digestao da amostra
ou o uso de reagentes auxiliares, incluindo agentes complexantes e emulsificantes, o que
compromete os principios de uma abordagem verdadeiramente sustentavel ao longo de todo o
processo analitico.

Dentre os exemplos citados, Botella ef al. (2024) propuseram a aplicagdo de um NADES
hidrofobico composto por timol e acido decanoico, na proporc¢ao 1:2, em um procedimento de
microextragado liquido-liquido assistida por vortex, que envolve a solidificagdo da fase contendo
o NADES, para posterior determinagdo de espécies de Se em amostras de semenentes
oleaginosas, como castanhas e améndoas, por ICP-MS. Neste caso, foi utilizado o 4cido
pirrolidina ditiocarbamato de amdnio como agente complexante, e alcangou-se uma eficiéncia

de extracdo de 99,6%. Mafakheri ef al. (2024) também empregaram um NADES hidrofobico,
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composto por L-mentol e 4cido salicilico, para a extragdo de arsénio, cadmio, chumbo e
mercurio em diversas amostras de alimentos, com subsequente determinagdo por GF AAS.

No caso especifico de amostras de café, apenas dois estudos foram encontrados na
literatura que empregam solventes eutéticos profundos no desenvolvimento de métodos de
extracdo visando a determinacdo elementar. O primeiro, conduzido por Elik e Altunay (2024),
utilizou um solvente eutético profundo hidrofébico (HDES) composto por acido fenilacético e
dimetilglicina (1:1) no desenvolvimento de um método de microextragdo em fase liquida
dispersiva assistida por vortex (VA-HDES-DLPME). Essa abordagem permitiu a separagdo e
extragcdo simultidnea de ions metalicos essenciais (Fe (II), Mn (II) e Zn (II)) e téxicos (Cd (II) e
Pb (II)) em amostras de café, com posterior determinagdo por FAAS. As amostras foram
previamente digeridas em forno de micro-ondas e entdo submetidas ao método VA-HDES-
DLPME, que utiliza diclorometano como solvente dispersor. Os resultados demonstraram boa
precisao do método, com RSD < 2% para os analitos determinados, e apresentou vantagens
como menor custo e tempo de andlise, uma vez que ndo foram necessarias etapas adicionais
como aquecimento ou centrifugacao.

No segundo estudo, Tish et al. (2020) empregaram um DES formado por cloreto de
colina e fenol (1:2) como solvente extrator em uma microextracdo em fase liquida, associado
ao uso do ligante 3-[[(2-hydroxyphenyl)imino]-methyl]-2-naphthalenol e do tetrahidrofurano
como agente emulsificante, permitindo a pré-concentracio de manganés e sua posterior
determinagdo por F AAS em amostras de café e dguas residuais. O método proposto demonstrou
ser uma alternativa rapida e sensivel para a determinagdo de manganés nesse tipo de amostra,
resultando em um aumento de 92,9 vezes no poder de deteccdo em comparagdo com a analise
convencional por F AAS.

Entretanto, ambos os estudos fazem uso de reagentes auxiliares toxicos ou com
potenciais riscos a saide humana e/ou animal, como o diclorometano (Jin et al., 2022) e o
tetrahidrofurano (Azu, 2024; Yao et al., 2010). Além disso, utilizam solventes eutéticos
profundos em vez de solventes eutéticos naturais profundos, os quais sdo considerados mais
vantajosos por sua origem natural e por apresentarem menor toxicidade, e caracteristicas como
biodegradabilidade e biocompatibilidade, além de possuirem preparo mais simples e rapido
(Ptotka-Wasylka et al., 2017; Santana ef al., 2019b). Essas caracteristicas tornam os NADESs
especialmente promissores para aplicacdes em amostras de alimentos.

Diante desse contexto, o presente trabalho propde o uso de um solvente eutético
profundo natural, composto por 4cido citrico, 4cido mélico e agua (63,8% m m™), para o

desenvolvimento de um método verde de extragdo assistida por ultrassom para determinagdo
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elementar em amostras de café soluvel, empregando F AAS. O terceiro capitulo deste trabalho
detalha o preparo e a caracterizacdo do NADES, destacando suas propriedades e adequagao
para aplicagdes analiticas. Posteriormente, no quarto capitulo, apresenta-se a aplicagdo desse
solvente no desenvolvimento do método de extragdo assistida por ultrassom (NADES-UAE).
Todas as variaveis envolvidas no preparo do NADES e no procedimento de extracdo foram
estudadas por meio de estratégias de otimizacdo multivariada, com o objetivo de maximizar a
eficiéncia analitica com um numero reduzido de experimentos € menor consumo de reagentes
e de energia. Por fim, a metodologia desenvolvida foi aplicada na analise de amostras de café
solivel e o seu grau de sustentabilidade foi avaliado pelas métricas verdes AGREE e

AGREEprep.



CAPITULO II: OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método verde de extragdao assistida por ultrassom empregando um
solvente eutético profundo natural composto por acido citrico, dcido malico e agua para
determinagdo elementar em amostras de café solivel por espectrometria de absor¢ao atdmica

com chama.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar o NADES composto por acido citrico, a&cido malico e agua;

e Caracterizar o NADES empregando técnicas como FTIR, RMN de 'H e TGA e por
medidas de viscosidade e densidade;

e Otimizar o preparo do NADES e o método de extracgao utilizando NADES, empregando
planejamento fatorial e planejamento Box-Behnken;

e Validar a metodologia proposta, avaliando-se os seguintes parametros de desempenho:
linearidade, faixa linear de trabalho, limite de deteccdo, limite de quantificagdo,
exatiddo e precisao;

e Avaliar se a presenca do NADES influencia a linearidade do método para a
determinagdo dos analitos de interesse;

e Determinar Fe, Mn e Zn em amostras de caf¢ soluvel por F AAS;

e Avaliar a contribui¢do do consumo de café soluvel para a Ingestdo Didria Recomendada
(IDR) de Fe, Mn e Zn;

e Verificar a conformidade do método desenvolvido com os principios da quimica
analitica verde (GAC) e do preparo de amostras verde (GSP), empregando as métricas

AGREE e AGREEprep.
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CAPITULO III: PREPARO E CARACTERIZACAO DE SOLVENTE EUTE’ITICO
PROFUNDO NATURAL (NADES) COMPOSTO POR ACIDO CITRICO, ACIDO
MALICO E AGUA
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3.1. INTRODUCAO

No contexto atual de quimica analitica verde, tem-se buscado o desenvolvimento de
metodologias mais sustentaveis, mantendo-se uma adequada performance analitica. Nesse
cendrio, surgem os solventes eutéticos naturais profundos como uma nova classe de solventes
verdes, sendo considerados uma potencial alternativa aos convencionais solventes organicos
utilizados em processos de extracdo e de sintese, tornando os processos mais seguros e
reduzindo custos e tempo de andlise (Canales et al., 2021).

Diferentes composi¢des de NADESs vém sendo estudadas a partir de constituintes
abundantes nos organismos vivos, a exemplo do acido citrico e d&cido malico (Dai ef al., 2013b).
NADESs formulados a partir de combinagdes entre acido citrico, d4cido malico e dgua ja foram
aplicados no desenvolvimento de métodos de extragdo para determinacao elementar em
amostras de tecidos vegetais e biologicos (Santana et al., 2019a; 2020), porém ainda ndo foram
explorados em amostras de alimentos.

Santana et al. (2019a) utilizaram NADESs obtidos a partir de diferentes combinacdes
entre acido citrico, adcido malico e xilitol em um procedimento de extracdo assistida por
ultrassom para posterior determina¢do multielementar em amostras vegetais por ICP OES e
ICP-MS. Os resultados indicaram que os NADESs estudados proporcionaram extragao
eficiente de As, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn de tecidos vegetais analisados, com
percentuais de recuperacao entre 80 e 120%.

Além de desempenharem fungdes metabolicas nas células dos organismos, tais
componentes sao utilizados na indudstria alimenticia, farmacéutica e cosmética. O acido citrico,
por exemplo, ¢ utilizado na industria de alimentos como conservante, regulador de acidez,
emulsificante, realcador de sabor e aroma, e, na industria farmacéutica, como anticoagulante,
estabilizante e agente flavorizante (Ksigzek, 2024). Enquanto o acido malico pode ser aplicado
como acidulante, aromatizante e estabilizante, além de ser empregado como agente tamponante
e quelante em produtos de cuidado pessoal e de limpeza (Kdvilein ef al., 2020).

Diversos métodos de preparo de NADES tém sido descritos na literatura, dentre eles o
método de agitagdo e aquecimento, de evaporagdo a vacuo, de liofilizagdo, o método assistido
por ultrassom e o método assistido por micro-ondas, sendo que a diferenga central entre eles
reside no tempo de preparo (Cannavacciuolo ef al., 2023). Tais métodos foram desenvolvidos
de modo a assegurar a reprodutibilidade no preparo dos solventes eutéticos profundos e a

manuten¢do de suas propriedades (Farooq ef al., 2020).
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O método de agitagdo e aquecimento consiste na mistura de dois ou mais componentes,
em propor¢des adequadas, até a formagao de uma solucgdo limpida. Esse processo pode ser feito
em uma placa de aquecimento com agitacdo magnética, geralmente envolvendo um
aquecimento entre 50 e 80 °C, durante um periodo ajustavel, a depender ponto de fusdo e
estabilidade dos reagentes. Enquanto o método de liofilizagdo consiste no congelamento da
solugdo aquosa a temperaturas muito baixas (77 K ou 253 K), e posterior liofilizagao, resultando
em uma solucdo limpida e viscosa. No método de evaporagdo a vacuo, os componentes
dissolvidos em agua sdo rotoevaporados a 50 °C, e, em seguida, sdo colocados em um
dessecador até atingir peso constante. Essas ultimas duas abordagens sdo apropriadas para
compostos termicamente sensiveis, pois utilizam temperaturas mais brandas (Cannavacciuolo
et al., 2023; Farooq et al., 2020).

Também ¢ possivel aplicar o método assistido por ultrassom ou por radiagdo micro-
ondas. Neste ultimo caso, a radiagdo micro-ondas ¢ irradiada sob a mistura durante 20 segundos
a 1 min, e a sua intera¢do causa rotacao de dipolo que promove colisdes entre as moléculas do
HBD e do HBA, resultando no aquecimento dielétrico que diminui o tempo de sintese. Essa
opcao destaca-se por ser mais op¢ao mais rapida e econdmica, sendo associada a um menor
gasto de energia (Gomez et al., 2018). No caso do ultrassom, ele baseia-se no fendmeno da
cavitacdo, no qual as ondas sonoras criam pequenas bolhas, que crescem e implodem
rapidamente, aumentando a pressdo interna e liberando muita energia, o que facilita a interacao
entre os componentes da mistura eutética (Santana et al., 2019b).

Apesar da elevada eficiéncia e rapidez dos métodos assistidos por micro-ondas e
ultrassom, o método de agitagdo e aquecimento € o mais convencionalmente empregado, em
virtude de suas vantagens como simplicidade e capacidade de produzir maiores volumes de
solvente, além de ser mais economico (Cannavacciuolo et al., 2023).

Em resumo, conclui-se que a escolha do método de preparo de um NADES depende
tanto das propriedades intrinsecas de seus constituintes quanto da aplicacdo pretendida. Os
métodos convencionais baseados em aquecimento sdo particularmente indicados para
substancias com boa estabilidade térmica em temperaturas moderadas. Em contrapartida, o
método assistido por micro-ondas destaca-se por sua eficiéncia, sobretudo pela redugdo do
tempo de preparo e do consumo energético. No entanto, a aplicacao desta abordagem requer a
otimizacgdo cuidadosa das condi¢gdes experimentais, pois o fornecimento excessivo de energia
por periodos prolongados pode favorecer reagdes secundarias, resultando em produtos
indesejados ou na degradacdo do solvente obtido. Independentemente do método adotado, o

NADES resultante pode apresentar propriedades fisico-quimicas vantajosas, como baixa



40

volatilidade e inflamabilidade, tornando-o promissor para aplicacdes em processos de
separacgdo e extracdo de compostos organicos e inorganicos (Freitas et al., 2024).

A eficiéncia da aplicagdo do NADES em processos de extragdo pode ser influenciada
por outra propriedade fisico-quimica do solvente, a viscosidade. Quando muito elevada, ela
pode dificultar a difusdo dos solutos no meio do solvente, restringindo a mobilidade dos analitos
e, consequentemente, reduzindo a eficiéncia da solubilizacdo e da transferéncia de massa
durante o processo de extragdo (Dai ef al., 2015; Santos et al., 2022). Essa elevada viscosidade
do NADES esta associada a formacao de fortes interagdes intermoleculares, especialmente
ligagdes de hidrogénio, entre os constituintes do solvente, ocasionando uma elevada
organizagdo estrutural (Lai et al., 2023).

Para contornar essa limitagdo, ¢ comum a aplicacao de forgas fisicas externas durante o
preparo do NADES, como radiagdo micro-ondas ou agitacdo em alta temperatura, que
promovem a aceleracdo do processo de dissolucdo. Outra estratégia amplamente utilizada
consiste na adi¢do de 4gua como um terceiro componente, seja como constituinte integral do
NADES ou como diluente, se adicionado apos o preparo, uma vez que sua presenca enfraquece
as ligacdes de hidrogénio, aumentando a mobilidade das moléculas do solvente, e, assim,
diminuindo a viscosidade do liquido (Santos et al., 2022; Silva et al., 2022; Lai et al., 2023).

Nesse capitulo, serdo empregadas estratégias quimiométricas para otimizar o preparo de
um NADES composto por acido citrico, acido malico e 4gua, de modo a obter um solvente
pouco viscoso, que posteriormente serd aplicado no desenvolvimento de um método verde de
extragdo. O NADES sera preparado através do método de agitacdo e aquecimento e
posteriormente caracterizado utilizando técnicas como Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, bem como

por meio de Analise Termogravimétrica (TGA), e por medidas de viscosidade e densidade.

3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Reagentes e solugdes

Todas as vidrarias e materiais utilizados nos experimentos foram previamente limpos e
descontaminados em banho 4cido (solugdo de HNO3 10% v v'!) por no minimo 24 h, seguidos
de lavagem com agua ultrapura. Todos os reagentes empregados sdo de grau analitico. A dgua
de alta pureza utilizada foi obtida em sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EUA). O NADES foi preparado empregando acido citrico (99% de pureza, P.A. — ACS,
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Dinamica, Indaiatuba, SP, Brasil), 4&cido DL-malico (99% de pureza, P.A., Synth, Diadema, SP,

Brasil) e dgua ultrapura.

3.2.2. Instrumentagdo

Uma placa de aquecimento com agitagdo magnética a 200 rpm (IKA, C-MAG HS 7,
Staufen, Alemanha) foi utilizada para o preparo do NADES.

Um viscosimetro cinematico automatico (Anton Paar, modelo SVM 3000, Graz,
Austria), calibrado com 4gua a 25 °C, foi empregado para as medidas de viscosidade e
densidade do NADES.

Os espectros de infravermelho do NADES e de seus precursores foram obtidos na faixa
de 4000—400 cm’!, utilizando um espectrometro de infravermelho por transformada de Fourier
(PerkinElmer, Spectrum 400, EUA). Para o NADES, foi empregada a técnica de Reflectancia
Total Atenuada (ATR), enquanto para os reagentes de partida foram feitas pastilhas de brometo
de potassio (KBr). A resolucdo espectral foi de 4 cm™, com uma média de 20 varreduras.

Os espectros de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) do solvente e dos reagentes
iniciais foram obtidos a 25 °C em um espectrometro Varian Unity INOVA 500 (Agilent
Technologies, CA, EUA), operando a 11,7 Tesla e 500 MHz para 'H. As amostras foram
dissolvidas em D-O e transferidas para tubos de RMN, utilizando tetrametilsilano (TMS) como
referéncia de deslocamento quimico (6 0,0). Foram coletados 32.768 pontos de dados em uma
janela espectral de 10.496 Hz, utilizando uma sequéncia de pulso com pré-satura¢do. Os
espectros foram processados por transformada de Fourier, com corre¢do manual de fase e da
linha de base.

As analises termogravimétricas do solvente e dos reagentes inciciais foram performadas
empregando um analisador térmico (Shimadzu, DTG-60H, Kyoto, Japao). Aproximadamente
10 mg de cada amostra foram aquecidas sob fluxo de Nz (< 50 mL min™), de 30 °C a 500 °C, a

uma taxa de aquecimento de 10 °C min.

3.2.3. Estratégia de otimizagdo do preparo do NADES

A etapa de otimizagdo do preparo do NADES foi conduzida em duas etapas. Na etapa
inicial, foi aplicado um planejamento fatorial completo de dois niveis (2%), a fim de investigar
a significancia das variaveis envolvidas no preparo do solvente eutético (massa de acido citrico,

massa de acido malico, volume de dgua e tempo de preparo). A resposta avaliada no
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planejamento foi o inverso da viscosidade (viscosidade™), uma vez que se teve como objetivo
a obtencdo de um solvente com baixa viscosidade. O dominio experimental das varidveis
estudadas variou de 4,0 a 8,0 g para massa de acido citrico, de 3,0 a 6,0 g para massa de acido
malico, de 4,0 a 8,0 para volume de agua e de 1,0 a 2,0 h para o tempo de preparo. Foi utilizada
uma temperatura em torno de 50 °C durante o preparo. Foram realizados dezesseis experimentos
e quatro replicatas do ponto central, para o calculo da variancia.

Na segunda etapa, foi executado o planejamento Box-Behnken para definir as melhores
condi¢cdes experimentais com base nas varidveis significativas identificadas na primeira etapa.
A resposta avaliada nesse planejamento também foi o inverso da viscosidade. O modelo
quadratico resultante foi avaliado estatisticamente por meio da Analise de Variancia (ANOVA).

Todos os dados obtidos nos experimentos foram processados e interpretados utilizando

o software Statistica®, versdao 7.0 para Windows (StatSoft Inc., 2004).

3.2.4. Preparo do NADES

O NADES composto por acido citrico, acido malico e agua foi preparado a partir da
melhor condigdo experimental definida apds aplicagdo do planejamento Box Behnken e
empregando o método de agitacdo e aquecimento descrito na literatura por Dai et al. (2013b).
Os componentes do NADES foram misturados em um béquer tampado e submetidos a
aquecimento em banho-maria em torno de 50 °C, por 1,5 horas, sob agitagdo magnética
continua a 200 rpm. O método destaca-se por sua simplicidade e rapidez no preparo.

O solvente resultante apresentou-se como uma solucao limpida, sendo posteriormente
caracterizado e armazenado em dessecador, a temperatura ambiente, até sua utilizacdo nas
proximas etapas deste trabalho. Verificou-se que o solvente manteve sua estabilidade por até
sete dias. Além disso, ¢ valido destacar que a quantidade de NADES produzida pode ser
ampliada de acordo com a necessidade, desde que a propor¢do entre os constituintes seja

mantida.

3.2.5. Caracterizacado do NADES

O NADES foi caracterizado através de medidas de viscosidade e densidade, e utilizando
técnicas como Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR),

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e Analise Termogravimétrica (TGA).
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Otimiza¢do multivariada das condi¢des experimentais

3.3.1.1.  Planejamento fatorial completo 2*

O planejamento fatorial completo 2* foi aplicado para avaliar a significancia de quatro
variaveis relacionadas ao preparo do NADES e de suas interagcdes: massa de acido citrico,
massa de acido malico, volume de agua e o tempo de preparo. O dominio experimental das
variaveis estudadas e as respostas obtidas para esse planejamento (viscosidade!) foram

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Planejamento fatorial completo 2* para otimizagdo do preparo do solvente eutético profundo
natural composto por acido citrico, acido malico e 4gua (NADES AC-AM)

Fatores Resposta

Experimento Massa de acido  Massa de acido Volume de 4gua  Tempo Viscosidade™

citrico (g) malico (g) (mL) (h) (mPa.s)?!
1 4(-) 3() 4(-) 1(-) 0,0511
2 4(-) 3() 4(-) 2 (+) 0,0144
3 4(-) 3(9) 8 (1) 1(-) 0,0895
4 4(-) 3() 8 (1) 2 (+) 0,1136
5 4(-) 6 (+) 4(-) 1(-) 0,0270
6 4(-) 6 (+) 4(-) 2 (+) 0,0234
7 4(-) 6 (+) 8 (1) 1(-) 0,0792
8 4(-) 6 (+) 8 (+) 2 (+) 0,0284
9 8 (+) 3(9) 4(-) 1(-) 0,0156
10 8 (1) 3() 4(-) 2 (+) 0,0940
11 8 (+) 3(-) 8(+) 1(-) 0,0533
12 8 (+) 3(-) 8(+) 2 (+) 0,0462
13 8 (1) 6 (+) 4(-) 1(-) 0,0122
14 8 (+) 6 (+) 4(-) 2 (+) 0,0114
15 8 (1) 6 (+) 8 (+) 1(-) 0,0252
16 8 (1) 6 (+) 8 (+) 2 (+) 0,0224
17 6 (0) 4,5 (0) 6 (0) 1,5 (0) 0,0340
18 6 (0) 4,5 (0) 6 (0) 1,5 (0) 0,0423
19 6 (0) 4,5 (0) 6 (0) 1,5 (0) 0,0379
20 6 (0) 4,5 (0) 6 (0) 1,5 (0) 0,0350

Fonte: elaborado pela autora.
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Como indica o grafico de Pareto (Figura 3) e a andlise de variancia (ANOVA) (Tabela
3), todas as varidveis sdo significativas (p < 0,05) a 95% de confianga, exceto o tempo de

preparo.

Figura 3 - Grafico de Pareto obtido do planejamento fatorial 2* aplicado para otimizagdo do
preparo do NADES AC-AM
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Fonte: elaborado pela autora.
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Tabela 3 - Analise de Varancia (ANOVA) do planejamento fatorial 2* aplicado para otimizagao
do preparo do NADES AC-AM

Fator SS df MS F p

Curvatura 0,000152 1 0,000152 10,9429  0,045460
(1) Tempo (h) 0,000000 1 0,000000 0,0018 0,968621

(2) Volume agua

0,002729 1 0,002729  197,1244  0,000783
(mL)

(3) Massa acido

. 0,003854 1 0,003854  278,3803  0,000469
malico (g)

“) x:fcsj (égc)id" 0,001340 1 0,001340 96,7465  0,002234
1 by 2 0,000342 1 0,000342 24,6699  0,015675
1by3 0,000851 1  0,000851 61,4322  0,004325
1 by 4 0,001135 1 0,001135 81,9879  0,002845
2by 3 0,000134 1 0,000134  9,6485  0,053038
2 by 4 0,002045 1 0,002045 147,6727  0,001200
3 by 4 0,000046 1 0,000046  3,3445  0,164868

Falta de ajuste 0,003862 5 0,000772 55,7843 0,003691
Erro puro 0,000042 3 0,000014
SS total 0,016530 19

Fonte: elaborado pela autora.

E possivel observar que as massas dos reagentes iniciais exercem um efeito negativo
sobre a resposta avaliada (inverso da viscosidade). Isso indica que menores quantidades de
acido citrico e de 4cido malico resultam em uma maior resposta e, consequentemente, em uma
menor viscosidade do solvente, que ¢ o objetivo pretendido. Por outro lado, o volume de agua
apresenta efeito positivo sobre a resposta, sugerindo que, a medida em que esse fator se
aproxima do nivel superior do dominio experimental, a resposta aumenta, ou seja, ¢ menor a
viscosidade desse solvente. Dessa maneira, para preparar um NADES menos viscoso devem
ser priorizadas condig¢des experimentais que envolvam menores quantidades de acido citrico e

acido malico e maior volume de 4gua, dentro do dominio experimental estudado.
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Por meio da observagdo do aspecto visual de cada experimento, verificou-se que o
tempo de 1 h ndo foi suficiente para que ocorresse a solubilizagdo de todo o s6lido presente na
solucdo e que somente a partir de 1,5 h isso ocorreu. Além disso, conforme mostrado na Tabela
2, quando comparadas as respostas dos experimentos 3 e 4 (que utilizam uma massa reduzida
de reagentes e um maior volume de 4gua), o experimento 3, que envolve apenas 1 h de preparo,
apresentou uma menor resposta, ou seja, corresponde a uma solugdo mais viscosa.

Apesar das interagdes entre a variavel tempo e as demais serem significativas, com base
nas observagoes descritas anteriormente, fixou-se o tempo de 1 hora e meia como suficiente
para obter uma solugdo de NADES limpida e menos viscosa.

Apbs essa andlise preliminar, o dominio experimental das varidveis significativas foi
redefinido para possibilitar a aplicacdo de uma metodologia de superficie de resposta, o
planejamento Box-Behnken, na etapa seguinte, com o intuito de identificar as condi¢des 6timas

para o preparo do NADES.

3.3.1.2.  Planejamento Box-Behnken

Para a defini¢do das condigdes oOtimas de preparo do NADES, foi aplicado o
planejamento Box-Behnken, avaliando-se os fatores massa de acido citrico — AC (3,0 - 6,0 g),
massa de dcido malico — AM (2,0 — 5,0 g) e volume de 4gua — VA (4,0 — 8,0 mL). As respostas
obtidas para cada experimento foram apresentadas na Tabela 4. A validagdo do modelo
quadratico foi realizada por meio da ANOVA, a um nivel de confianga de 95 %, confirmando
a adequacao do ajuste do modelo (p = 0,35 > 0,05).

Segue abaixo o0 modelo quadratico obtido, apresentado em valores reais:

Resposta (viscosidade™) = 0,0916 — 0,0811(AC) — 0,0084(AC)? — 0,0459(AM) —0,0045(AM)?
+0,1241(VA) — 0,0070(VA)? + 0,0209(AC)(AM) — 0,0472(AC)(VA) —0,0400(AM)(VA)

(Equacao 1)

A superficie descrita pela equagdo acima € caracterizada como um ponto de cela. Dessa
forma, deve-se proceder a inspecao visual das superficies de contorno obtidas (Figura 4), para
obtengdo da regido otima (Cerqueira et al., 2025). Assim, foram estabelecidas como melhores
condi¢cdes experimentais para o preparo do NADES as seguintes proporcdes: 3,0 g de acido
citrico, 2,0 g de 4cido mélico e 8,0 mL de dgua, mantendo-se o tempo de preparo fixo em 1,5

h. Essa proporg¢do (1:1:33) resulta em um percentual de agua de 63,8 % m m'.
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Tabela 4 - Planejamento Box-Behnken aplicado na otimizagdo do preparo do NADES
composto por acido citrico, acido malico e agua (NADES AC-AM)

Fatores Resposta
Experimento Massa de acido Massa de acido  Volume de agua  Viscosidade!

citrico (g) malico (g) (mL) (mPa.s)!
1 4,5 (0) 2(-) 4(-) 0,0290
2 4,5 (0) 2(-) 8 (+) 0,1986
3 4,5 (0) 5(+) 4(-) 0,0211
4 4,5 (0) 5(+) 8 (+) 0,1108
5 3() 3,5(0) 4(-) 0,0542
6 3() 3,5(0) 8 (+) 0,2145
7 6 (+) 3,5(0) 4(-) 0,0204
8 6 (+) 3,5(0) 8 (1) 0,0862
9 3() 2(-) 6 (0) 0,1634
10 3() 5() 6 (0) 0,1004
11 6 (+) 2(-) 6 (0) 0,0612
12 6 (1) 5(+) 6 (0) 0,0400
13 4,5 (0) 3.5(0) 6 (0) 0,0737
14 4,5 (0) 3.5(0) 6 (0) 0,0776
15 4,5 (0) 3.5(0) 6 (0) 0,0837

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 4 - (A) Graficos de superficie de resposta e (B) de contorno obtidos no planejamento
Box Behken para otimizagdo do preparo do NADES AC-AM
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Fonte: elaborado pela autora.

3.3.2. Caracterizagdo do NADES
3.3.2.1. Viscosidade e densidade

Neste trabalho, foram preparados dois NADESs compostos por acido citrico, acido
malico e agua. O primeiro (NADES 1) foi preparado a partir da propor¢do previamente

otimizada neste trabalho (1:1:33), enquanto o segundo (NADES 2) foi obtido utilizando uma



49

razao molar descrita na literatura, de 1:1:10 (Dai et al., 2013b; Santana et al., 2019b). Ambos
se apresentaram como liquidos homogéneos e estaveis a temperatura ambiente, sem a presenca
de precipitados visiveis.

Um aspecto relevante do processo de preparo de uma NADES a base de agua ¢ a forma
de incorporacgdo da agua. Quando adicionada antes do preparo, a 4gua integra a superestrutura
do NADES, participando efetivamente das interagdes intermoleculares. Essa foi a forma de
incorporagdo escolhida neste trabalho. Em contrapartida, a adi¢do de agua apos o preparo
representa apenas uma diluicdo, ndo interagindo fortemente com os outros componentes por
meio de ligagdes de hidrogénio (Lorenzetti ef al., 2022).

As propriedades fisico-quimicas dos NADESs produzidos, incluindo densidade e
viscosidade, foram avaliadas e estdo apresentadas na Tabela 5, para fins de comparacdo. O
NADES 1 exibiu valores mais baixos de densidade e viscosidade em comparacdo ao NADES
2 e aos demais relatados anteriormente na literatura (Santana et al., 2019b; 2020), para 0o mesmo
método de preparo. Esse menor valor de viscosidade apresentado pelo NADES 1 pode implicar
em uma aplicacdo mais vantajosa, uma vez que solventes menos viscosos aumentam a
eficiéncia do processo de extragdo, ao promover maior difusividade e favorecer a mobilidade
molecular (Huang et al., 2017).

Por outro lado, o NADES 2, de propor¢ao molar 1:1:10, apresentou um valor de
viscosidade muito elevado, se comparado aos demais, o que poderia afetar a sua eficiéncia de

extracdo em aplicagdes futuras.

Tabela 5 - Valores de viscosidade e densidade do NADES AC-AM, em comparagdo a valores
reportados na literatura

Temperatura

NADES Densidade (g mL') Viscosidade (mPa s) C) Referéncia
1 1,177 £ 0,002 3,21 £0,06 25 Este trabalho
2 1,3282 40,0003 28,89 + 0,02 25 Esﬁrgggfggg g:e;s)ma
3 1,3260 + 0,0002 9,24 + 0,06 24 Santana et al., 2019b
1,30 = 0,02 7,92 0,03 25 Santana et al., 2020

4

Fonte: elaborado pela autora.
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3.3.2.2.  Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 5 apresenta os espectros de infravermelho obtidos para o NADES e para cada
um de seus componentes individuais, o acido malico e o &cido citrico, evidenciando as
principais bandas de absor¢ao relacionadas aos respectivos grupos funcionais presentes em suas
estrututras. Por exemplo, tanto o 4acido malico quanto o &cido citrico contém grupos
carboxilicos e hidroxilas. No caso do acido malico, observa-se uma banda em 3450 cm’!
atribuida ao estiramento vibracional do grupo —OH, além de outra banda em 1689 cm!
relacionada ao estiramento vibracional da carbonila (C=0). De modo analogo, o acido citrico
exibe uma banda préxima de 1700 cm’!, atribuida ao estiramento da carbonila do grupo
carboxilico, e uma banda em 3498 cm™!, correspondente ao estiramento dos grupos hidroxila

livres (Mohd Fuad e Mohd Nadzir, 2022).

Figura 5 - Espectro de infravermelho do NADES e de seus reagentes individuais (4cido citrico
e acido malico)
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Fonte: elaborado pela autora.

Ao se analisar o espectro do NADES obtido a partir desses acidos, constata-se a
preservacao dos grupos funcionais mencionados, com pequenos deslocamentos, o que

evidencia a ocorréncia de interagdes moleculares entre os componentes do solvente eutético.
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Um exemplo da presenga dessas interagdes ¢ a banda larga entre 3330 e 3500 cm™,
caracteristica do estiramento do grupo —OH, a qual pode ser atribuida a presenca de dgua e a
formacao de ligagdes de hidrogénio entre espécies hidroxiladas (Airouyuwa et al., 2023).

Neste caso, ocorreu um deslocamento da banda de estiramento —OH para 3390 cm,
quando comparado aos valores observados nos acidos precursores, o que evidencia a ocorréncia
de ligagdes de hidrogénio entre os componentes do sistema. Outra evidéncia ¢ o deslocamento
da banda de estiramento da carbonila para 1717 cm™ (Costa et al., 2022; Mohd Fuad; Mohd
Nadzir, 2022).

Esse comportamento espectral € consistente com resultados descritos por Santana et al.
(2019a), que observaram um deslocamento da banda carbonilica de 1680 cm™! para 1710 cm™
para um NADES sintetizado com a mesma composi¢do, porém com proporg¢des distintas entre
os precursores. Esse deslocamento para nimeros de onda mais altos pode ser atribuido ao
aumento na densidade eletronica ao redor do oxigénio carbonilico, indicativo da formacgao de
ligacdes de hidrogénio. Os autores também detectaram uma banda em 1630 cm!, associada a
deformacao angular das hidroxilas presentes nas moléculas de 4gua que fazem parte da estrutura
do sistema eutético. Tal banda também pode ser identificada em 1639 cm™ na Figura 5.

Por fim, o deslocamento para menores nimeros de onda da banda de estiramento do —
OH carboxilico, na faixa de 2570-2000 cm™, constitui evidéncia adicional de formacdo de

ligagdes de hidrogénio entre os constituintes do NADES (Dai et al., 2015).

3.3.2.3.  Analise Termogravimétrica (TGA)

A caracterizagdo do NADES produzido também se sucedeu através da realizagdao da
Analise Termogravimétrica (TGA) e Termogravimetria Derivativa (DTG), conforme graficos
apresentados na Figura 6, que permitiram a avaliagdo da estabilidade térmica do NADES que
foi produzido e seu perfil de degradagdo. Esta ¢ uma importante informag¢ao para uma potencial
aplicacdo do NADES em processos que envolvam temperaturas elevadas, como a extragao
assistida por micro-ondas (Santana ef al., 2019a).

As Figuras 6A e 6B constituem-se um comparativo entre as curvas de TG e DTG do
NADES e de seus componentes individuais. Enquanto as Figuras 6C e 6D apresentam uma
comparagdo entre as curvas de TG e DTG do NADES produzido neste trabalho (NADES 1) e
do NADES produzido nas propor¢des estabelecidas na literatura (NADES 2) (Santana ef al.,

2019a). A TG mostra a perda de massa de uma amostra em fun¢do de uma determinada variagao
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de temperatura, enquanto a DTG indica a taxa de variacdo de massa em funcao da temperatura,
evidenciando de forma mais clara as etapas de degrada¢ao daquela amostra.

Com base na Figura 6A, foi possivel identificar uma perda de massa inicial significativa,
de aproximadamente 60 %, em torno de 100 °C, atribuida a evaporacdo da agua que estava
incorporada na estrutura do NADES (Guimaraes, T. et al., 2022). No segundo estagio de
degradagdo, que ocorreu entre 180 °C e 300 °C, verificou-se a decomposi¢do térmica do sistema
eutético, resultando em uma perda adicional de cerca de 40 %, fendmeno associado a

degradacao simultanea do 4dcido malico e do acido citrico.

Figura 6 - Curvas obtidas através da Analise Termogravimétrica (TGA) e Termogravimetria
Derivativa (DTG): (A,B) comparacédo entre o NADES produzido e seus componentes individuais; (C,D)
comparagdo entre 0o NADES produzido (NADES 1) e o NADES produzido de acordo com o estabelecido
na literatura (NADES 2)
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Fonte: elaborado pela autora.
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A curva de DTG do NADES AC-AM (Figura 6B) revelou uma temperatura de pico de
decomposic¢do (Treak) de 202 °C, que corresponde a temperatura na qual ocorre maxima taxa
de degradacdo (Skulcova et al., 2019). O perfil de degradagdo da mistura eutética indica uma
estabilidade térmica inferior a de seus precursores isolados, uma vez que os acidos citrico e
malico apresentam picos de decomposi¢do em temperaturas mais elevadas, proximas a 220 °C
e 237 °C, respectivamente. Esses resultados corroboram os valores ja descritos na literatura,
que relatam temperaturas de decomposi¢ao de 228 °C para o acido citrico e 256 °C para o acido
malico, em um estudo comparativo entre NADES produzidos a partir de acido citrico e acido
malico, acido citrico e xilitol, e 4cido malico e xilitol (Santana et al., 2019a).

Dessa maneira, ¢ possivel concluir que o termograma obtido para o NADES produzido
neste trabalho nao evidenciou transi¢des correspondentes aos pontos de fusdo dos componentes
individuais. Ao invés disso, exibiu um perfil térmico Unico, caracteristico de sistemas eutéticos,
evidenciando a ocorréncia de interagdes intermoleculares entre os componentes e confirmando
a estabilidade estrutural desse solvente (Savi ef al., 2019).

Uma outra andlise foi realizada, comparando o NADES 1 com um segundo solvente
eutético, de proporcao estabelecida na literatura, o NADES 2. A figura 6D revela um pico de
decomposi¢cdo em torno de 215 °C para o NADES 2, valor de acordo com a temperatura de

decomposi¢ao de 219 °C reportada por Santana et al. (2019a).

3.3.2.4. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H

A técnica de RMN de 'H foi aplicada tanto ao NADES produzido quanto aos seus
precursores isolados (acido citrico e acido malico), com o objetivo de investigar eventuais
alteragdes estruturais resultantes da formagao do sistema eutético. A forma como os espectros
de RMN de 'H sdo apresentados Figura 7A facilita a visualizagdo das possiveis mudangas nos
deslocamentos quimicos dos precursores, decorrentes das interacdes estabelecidas entre eles
durante a formagcdo do NADES. De maneira complementar, a Tabela 6 retine os valores de
deslocamento quimico correspondentes a cada hidrogénio presente nas moléculas dos 4cidos
citrico e malico, os quais também podem ser identificados no espectro do NADES, embora
ligeiramente deslocados.

No espectro de RMN de 'H do NADES, os sinais atribuidos aos hidrogénios do grupo
—CH?: do 4cido citrico sdo observados na faixa de 2,90 a 2,93 ppm. Ja os sinais em 4,47—4,49
ppm e 2,72-2,82 ppm correspondem aos hidrogénios do grupo —CH: do acido malico, sendo

que o sinal mais deslocado (4,47—4,49 ppm) corresponde ao grupo metileno diretamente ligado
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a hidroxila. O sinal em 4,66 ppm foi atribuido a 4gua deuterada (D-0), utilizada como solvente
para a aquisi¢do dos espectros. O espectro do NADES apresentou pequenas variagdes nos sinais
em relagdo aos espectros dos precursores, possivelmente em virtude de interacdes
intermoleculares formadas entre os constituintes durante a formagdo do solvente eutético

(Tesli¢ et al., 2022).

Figura 7 - (A) Espectros de RMN de 'H do NADES produzido e de seus precursores (4cido
citrico e acido malico); (B) Espectros de '"H RMN sobrepostos dos NADESs produzidos: NADES 1 e o
NADES descrito na literatura (NADES 2)
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Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 6 - Deslocamentos quimicos provenientes do espectro de RMN de 'H do acido citrico e
do acido malico

Deslocamento Multiplicidade/Constante de
Componente Hidrogénio quimico (ppm) acoplamento, J (Hz)
Acido citrico ﬁz ;:23‘ g 88
Hce 4,48 dd (4,5/7)
Acido malico Hb 2,80 dd (4,5/16,5)
Ha 2,74 dd (7/16,5)

Fonte: elaborado pela autora.

Adicionalmente, foi realizada uma comparagdo entre o NADES produzido neste
trabalho (NADES 1) e o NADES previamente descrito na literatura, porém com razao molar
distinta (NADES 2), conforme mostrado nos espectros sobrepostos na Figura 7B. A analise
revelou que a diferenca no teor de 4gua ndo provocou alteragdes significativas na estrutura do
solvente, uma vez que os espectros apresentaram elevada similaridade, sendo preservados os
deslocamentos quimicos caracteristicos de cada precursor.

Enquanto grande parte dos estudos que utilizam NADES nao detalha a caracterizagao
do solvente (Altunay et al., 2020; Costa et al., 2024; Shishov et al., 2022) ou se restringe a
caracterizd-lo apenas por meio da técnica de FTIR (Botella et al., 2024; Costa et al., 2022;
Moreira et al., 2020; Sotouneh et al., 2023), neste trabalho buscou-se uma abordagem mais
completa. Para isso, foram utilizadas diferentes técnicas de caracterizagdo, como FTIR, TGA e
RMN de 'H, que, em conjunto, permitiram ndo apenas identificar os grupos funcionais
presentes, mas também avaliar a estabilidade térmica do solvente e confirmar a formacao de
interacdes intermoleculares entre os seus constituintes.

Santana ef al. (2019b), por exemplo, que também utilizaram NADESs a base de acido
citrico e 4acido malico, somente aplicaram as técnicas de FTIR e TGA na etapa de
caracterizagdo. Nesse sentido, € possivel observar que o0 NADES produzido neste trabalho foi
caracterizado de maneira completa, e os resultados obtidos evidenciam a ocorréncia de
interacdes intermoleculares entre seus componentes, confirmando a formacdao do solvente

eutético profundo.
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3.4. CONCLUSAO

O solvente eutético profundo natural composto por acido citrico, acido malico e agua
foi caracterizado por meio de diversas técnicas, como FTIR, RMN de 'H e TGA, além de
medidas de viscosidade ¢ densidade. Com a caracterizagdo, confirmou-se a formacao do
NADES e a presenca de interagdes intermoleculares entre os seus componentes.

O método de agitacdo e aquecimento adotado para o preparo do NADES mostrou-se
simples, rapido e eficaz para obtencdo de um solvente pouco viscoso. Além disso, o método
permite a produgcdo de maiores volumes de solvente, desde que mantidas as proporgdes
previamente estabelecidas.

As melhores condi¢des experimentais para o preparo foram determinadas por meio da
aplica¢do do planejamento fatorial, seguido do planejamento Box-Behnken, considerando as
varidveis significativas para o processo. A otimiza¢do multivariada possibilitou a avaliacdo dos
efeitos dos fatores envolvidos e das interagdes entre eles, permitindo a obtengdo de melhores
respostas, ou seja, uma menor viscosidade. Essa estratégia proporciona uma diminui¢do no
nimero de experimentos a serem executados, representando uma economia de tempo e de
reagentes.

O NADES preparado apresenta grande potencial para aplicacdo em processos de
extracdo, especialmente devido ao seu carater sustentavel e a capacidade de substituir solventes
toxicos convencionalmente empregados, contribuindo para o desenvolvimento de metodologias
mais verdes. Além disso, sua baixa viscosidade favorece a obtencdo de uma maior eficiéncia

de extracdo. Esta aplicacao sera discutida no capitulo seguinte.



CAPITULO IV: METODO DE EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM
EMPREGANDO NADES PARA DETERMINACAO DE Fe, Mn E Zn EM
AMOSTRAS DE CAFE SOLUVEL POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO
ATOMICA COM CHAMA (F AAS)

o7
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4.1. INTRODUCAO

O café soluvel e as misturas instantaneas de café destacam-se por sua praticidade e
rapidez no preparo, o que contribui para sua popularidade, apesar de muitas vezes serem
considerados uma op¢ao mais artificial e caldrica. Ademais, em comparagdo ao café¢ moido,
apresenta maior teor de cafeina, polifenois e minerais, devido ao seu processo de fabricagdo e
processamento (Winiarska-Mieczan et al., 2023).

Nas plantacoes de café, elementos potencialmente toxicos podem ser absorvidos pelas
sementes a partir do solo, da dgua ou do ar, em decorréncia de contaminagdes associadas a
polui¢do ambiental e a atividades industriais (Mollakhalili-Meybodi et al., 2024). Devido a sua
elevada estabilidade, estes elementos persistem no ambiente por longos periodos, favorecendo
sua incorporacdo nas cadeias alimentares e posterior bioacumulacdo, configurando-se um risco
significativo de contaminagao ¢ ameaca a saide humana (Rahimi et al., 2024).

Adicionalmente, os graos de café¢ podem ser contaminados em diferentes etapas do pds-
colheita, como durante o processamento, o armazenamento, o contato com superficies e
recipientes, bem como pela adi¢do de ingredientes durante a preparacdao de bebidas a base de
café, como leite e agucar (Kargarghomsheh et al., 2024). Diante disso, torna-se essencial avaliar
o teor dessas espécies no café, a fim de garantir a sua qualidade nutricional e a seguranca do
consumidor.

A determinacdo de elementos potencialmente toxicos em amostras de alimentos pode
ser feita empregando diversas técnicas espectrométricas. A espectrometria de absor¢ao atdmica
com chama destaca-se por sua simplicidade, rapidez e por ser economicamente viavel para a
determinagdo de elementos a nivel traco. Contudo, esse tipo de analise requer uma etapa prévia
de pré-tratamento das amostras, a fim de minimizar o efeito de matriz e aumentar a sensibilidade
da técnica (Elik et al., 2021; Tekin et al., 2020).

A maioria dos estudos presentes na literatura que visam a determinagao elementar em
amostras de café soluvel utilizam acidos inorganicos (concentrados ou diluidos), que sdo
toxicos, e demandam um maior tempo de analise € um maior consumo de energia (Anissa et
al., 2023; Kargarghomsheh et al., 2024; Winiarska-Mieczan et al., 2023; Savi¢ et al., 2024,
2025; Szymczycha-Madeja et al., 2015; Voica et al., 2016). No contexto de aplicacdo de
solventes mais verdes na Quimica Analitica, visando a reducdo dos impactos ambientais ¢ da
geracdo de residuos, destacam-se os solventes eutéticos naturais profundos. Eles constituem

uma subclasse dos solventes eutéticos profundos, superando-os no quesito toxicidade e
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biodegradabilidade, uma vez que, nos DESs convencionais, a0 menos um dos componentes ¢
sintético (Freitas, D. et al., 2024).

A utilizacdo dos NADESs no desenvolvimento de metodologias analiticas visando a
determinagdo elementar, em substitui¢do aos convencionais métodos de digestao empregando
acidos inorganicos, contribui para um processo mais sustentdvel, por serem formados por
compostos de origem natural, biodegradaveis, biocompativeis, e de baixa toxicidade, e por
apresentarem um simples preparo, contribuindo para um menor tempo de analise e menor gasto
de energia (Santana et al., 2019a; Santos et al., 2022). Ademais, os métodos de extracdao
empregando NADES nao envolvem aquecimento a altas temperaturas, nesse sentido reduz-se
a suscetibilidade a contaminagdes e perdas por volatilizacdo dos analitos de interesse (Lan et
al., 2022; Silva et al., 2016). Apesar de suas vantagens, a aplicagdo de NADES na extragdo de
elementos inorgéanicos ainda € pouco investigada (Brito et al., 2025; Ji et al., 2021; Moreira et
al., 2020).

O emprego de DES/NADESs hidrofilicos, contendo acidos carboxilicos como
precursores, tem se mostrado particularmente eficaz na extragdo de metais, devido a afinidade
desses solventes pelas formas cationicas dos analitos, resultando na formagao de complexos
estaveis (Shishov et al., 2022). No contexto de analises que empregam técnicas
espectrométricas de absor¢dao atdmica, como F AAS, utilizar DES/NADESs no preparo de
amostras promove a extracdo eficiente de metais, o que contribui para o aumento da
sensibilidade da técnica e uma menor interferéncia da matriz. Esses fatores, aliados as
propriedades atrativas e versatilidade desses solventes, tornam os NADESs uma alternativa
sustentavel e eficiente frente aos métodos convencionais de preparo de amostras de café para
posterior determinacao elementar por técnicas espectrométricas de absor¢do atdmica (Andruch
etal.,2022).

Dentre as técnicas de extracdo que podem ser associadas ao uso de DES, destacam-se
os métodos de extracao assistida por ultrassom (UAE) e por micro-ondas (MAE), os quais
permitem obter uma adequada permormance analitica, a0 mesmo tempo em que promovem
processos mais sustentaveis (Ferreira et al., 2022). A extracdo assistida por ultrassom com
solventes eutéticos profundos (DESs-UAE) combina, de forma sinérgica, as propriedades do
solvente eutético e os efeitos fisicos provocados pelas ondas ultrassonicas, potencializando a
eficiéncia de extracdo de diversos compostos, ao facilitar a difusdo destes para o meio extrator.
De modo complementar, essa abordagem contribui para a minimizagdo do consumo energético

e dos impactos ambientais (Meng et al., 2025).



60

O uso do ultrassom (US) promove uma maior intera¢ao entre os constituintes da amostra
€ 0 meio extrator, ao permitir uma maior penetracdo do solvente na matriz, facilitando a
transferéncia dos analitos da matriz organica para a fase aquosa. A aplicacdo das ondas
ultrassonicas gera o fendmeno da cavitagdo e vibragdes mecanicas, resultando em ciclos de
compressdo e descompressao das moléculas que compdem o meio, que levam a formagao de
bolhas de gases dissolvidos no liquido, as quais crescem e posteriormente colapsam. A
implosdo das bolhas de cavitagdo pode provocar a formag¢dao de pontos localizados com
condi¢des extremas de temperatura (proxima a 5000 K) e de pressao (até 1000 atm), gerando
microjatos direcionados a amostra, o que rompe paredes celulares e reduz o tamanho das
particulas, aumentando a porosidade e acelerando o transporte dos analitos de interesse para o
meio extrator (Jofre et al., 2023; Silva et al., 2022).

Diferentes graus de rompimento podem ser atingidos a partir do uso das ondas
ultrassonicas. E possivel que seja induzida apenas uma remogio de particulas ou estruturas
superficiais (erosdo), que se criem poros (sonoporagao), ou, até mesmo, que se formem fraturas
profundas no material bruto (fragmenta¢do). Esses sdo os processos que facilitam a penetracao
do solvente nas estruturas internas da amostra, favorecendo a libera¢ao dos analitos de interesse.
Ademais, a propagacao das ondas ultrassonicas gera forcas de cisalhamento e turbuléncia, que
potencializam as colisdes interparticulas e favorecem a transferéncia de massa entre a amostra
e o solvente extrator (Khadhraoui ef al., 2021).

Essa metodologia alinha-se aos principios da quimica analitica verde e se apresenta
como promissora para a determinagdo de analitos organicos e inorganicos, na medida em que
permite uma extracao mais rapida dos analitos de interesse, com elevada reprodutibilidade e
seguranca ao operador e ao meio ambiente, envolvendo um menor consumo de solventes e de
energia. Um ponto importante no desenvolvimento de métodos verdes € avaliar o grau em que
o procedimento proposto ¢ ambientalmente seguro. Nesse sentido, diversas métricas verdes
podem ser aplicadas para quantificar esse grau de sustentabilidade e comparar as caracteristicas
entre os diferentes métodos analiticos (Ferreira et al., 2022).

Nesse capitulo, serd desenvolvido um método de extragdo assistida por ultrassom
empregando um NADES composto por acido citrico, acido mélico e agua, para posterior
determinagdo de Fe, Mn e Zn por F AAS. Um material de referéncia certificado de café verde
(EMBRAPA, CRM-AGRO C1007a) foi empregado para atestar a exatidao do método proposto
e contribuir para assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos. O grau de sustentabilidade

do método proposto foi avaliado por meio das métricas verdes AGREE e AGREEprep.
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4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1.Reagentes, solugdes e amostras

Todas as vidrarias e materiais utilizados nos experimentos foram previamente limpos e
descontaminados em banho 4cido (solugdo de HNO3 10% v v'!) por no minimo 24 h, seguidos
de lavagem com agua ultrapura. Todos os reagentes empregados sdo de grau analitico. A agua
de alta pureza empregada, com resistividade de 18,2 MQ cm, foi obtida de um sistema de
purificagio Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, EUA).

Solugio padrdo multielementar com concentragdo de 50 mg L' para Fe e 25 mg L™! para
Mn, e solugio padrio de 10 mg L! de Zn foram preparadas a partir de diluicdes sucessivas de
solucdes estoque de 1000 mg L' de cada elemento com agua ultrapura. As curvas de calibracio
para a analise dos extraidos foram preparadas em meio de HNO3 2 mol L™! (Merck, Darmstadt,
Alemanha).

Dez amostras de café, incluindo café soluvel tradicional, descafeinado e cappuccino,
foram adquiridas de supermercados locais na cidade de Salvador, Brasil, em maio de 2024. De
acordo com as informagdes dos rotulos, as amostras de café solivel eram compostas por café
100% puro ou descafeinado. A amostra de cappuccino apresentava uma formulagdo mais
complexa, contendo sacarose, leite em pd, maltodextrina, café soltivel, cacau em p9, canela em

po, composto lacteo com gordura vegetal e aditivos.

4.2.2. Instrumentacao

Para a extracdo dos analitos de interesse das amostras de café foi empregado um banho
ultrassonico com frequéncia de 40 kHz (Eco-Sonics, modelo Q3.8/40 A, Indaiatuba, SP, Brasil)
e uma bomba a vacuo para filtracdo das amostras (Gast Manufacturing, modelo DOA-P504-
BN, MI, EUA). Uma balanca analitica digital (Shimadzu, modelo ATX224, Kyoto, Japao) foi
utilizada durante a pesagem das amostras.

Os analitos foram determinados usando um espectrémetro de absor¢do atdmica com
chama equipado com modo sequencial rapido (Agilent Technologies, modelo 240FS AA, CA,
EUA), e operando com chama ar-acetileno com vazodes de 13,5 L min! e 2,0 L min™'. Uma
lampada de deutério foi utilizada para correcao de radiagao de fundo. As concentragdes dos
analitos foram medidas nos seguintes comprimentos de onda e correntes das lampadas de
catodo oco: 248,3 nm e 10,0 mA, para Fe; 279,5 nm e 10,0 mA, para Mn; 213,9 nm e 10,0 mA,

para Zn.
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4.2.3. Otimizagdo do método de extracio NADES-UAE

Uma avaliagdo preliminar dos fatores que afetam o método de extragdo assistida por
ultrassom empregando NADES foi feita utilizando um planejamento fatorial completo de dois
niveis (22). Os fatores avaliados foram o volume de NADES (5 — 8 mL) e o tempo de sonicacao
(35 — 55 min). Um total de 6 experimentos foram realizados, incluindo duas réplicas do ponto
central. A resposta multipla (RM) foi utilizada como resposta deste planejamento (Ferreira et
al., 2018b), sendo calculada a partir da normalizacao dos valores de absorbancia obtidos para
Fe, Mn e Zn, de forma que cada um assumisse valores entre 0 e 1, e posteriormente somados,

conforme indicado na Equagao 2:

Abs Fe Abs Mn Abs Zn
RM =

= ; (Equacao 2)
AbSpmiax Fe  AbSpax M AbSpmax Zn

na qual Abs ¢ a absorbancia obtida para cada elemento em um determinado experimento,
e Absmix € a absorbancia maxima observada para esse elemento em todos os experimentos.
Todos os dados experimentais foram analisados utilizando o software Statistica®,

versao 7.0 para Windows (StatSoft Inc., 2004).
4.2.4. Método de extragdo assistida por ultrassom empregando NADES

Foram adicionados em um tubo falcon de 50 mL cerca de 300 mg de amostra de café
soluvel e 5,0 mL do NADES, que foi previamente preparado e caracterizado de acordo com o
estabelecido no terceiro capitulo deste trabalho. As misturas foram entdo submetidas a
sonicacao por 35 minutos, a uma frequéncia de 40 kHz. Apos a extragdo, as amostras foram
diluidas duas vezes com agua ultrapura e filtradas a vacuo antes da analise por F AAS. Todas

as extragdes foram realizadas em triplicata para garantir a reprodutibilidade.
4.2.5. Valida¢ao do método

O método foi validado segundo as recomendagdes do Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (INMETRO), com a avaliagdo dos seguintes parametros de
desempenho: limites de deteccdo e quantificagdo do método, linearidade e faixa linear de
trabalho, precisao e exatidao (INMETRO, 2020). Os limites de detec¢ao (LOD) e quantificagao
(LOQ) foram obtidos a partir do desvio padrdo e média resultante da anélise de 10 brancos

metodologicos. A exatiddo do método foi avaliada por meio da andlise de um material de
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referéncia certificado de café verde (CRM-AGRO C1007a), e a precisao do método foi
estimada através do céalculo do desvio-padrao relativo de réplicas de uma amostra de café
soluvel (amostra B) obtidas no mesmo dia (repetibilidade) ¢ ao longo de quatro dias
consecutivos (precisdo intermediaria).

Por fim, para avaliar se a presenga do NADES afeta a linearidade do método na
determinagdo dos analitos de interesse, foi estabelecida uma razdo entre os coeficientes
angulares da curva de calibragdo preparada em meio acido e da curva de calibragao preparada

em meio contendo NADES (Melo et al., 2020).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. Determinacao das condigdes experimentais do método NADES-UAE

Um planejamento fatorial completo 22 foi aplicado para otimiza¢do do método de
extragdo assistida por ultrassom empregando NADES. O dominio experimental das varidveis
estudadas e as respostas multiplas obtidas para cada experimento foram apresentados na Tabela
7. Uma quantidade fixa de 300 mg de café soltivel foi utilizada em todos os experimentos na

etapa de otimizagao.

Tabela 7 - Planejamento fatorial completo 22 para otimizagdo do método NADES-UAE

Fatores Sinais analiticos Resposta
Experimento multipla
Volume de NADES Tempo de. Abs Fe Abs Mn Abs Zn
(mL) sonicacio (min)
1 5@) 35(-) 0,017 0,035 0,012 2,86
2 5@) 55 () 0,017 0,037 0,011 2,83
3 8 (1) 35(-) 0,011 0,025 0,013 2,30
4 8 (+) 55 (+) 0,012 0,025 0,008 2,00
5 6,5 (0) 45 (0) 0,014 0,029 0,009 2,31
6 6,5 (0) 45 (0) 0,015 0,029 0,010 2,39

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 8 - Grafico de Pareto obtido através da aplicagdo do planejamento fatorial completo 2>
para otimizagao do método de extracio NADES-UAE

(1) Volume de NADES (mL) '152'” ]
Curvatr.
(2) Tempo de sonicagdo (min)
1by2
p= :0,05

Fonte: elaborado pela autora.

Com base no grafico de Pareto apresentado na Figura 8, nenhuma das variaveis
estudadas nem a interacdo entre elas foi significativa, a um nivel de confianca de 95%. Isso
indica que qualquer uma das condi¢des experimentais pode ser selecionada, dentro do dominio
experimental avaliado. Além disso, ambas as variaveis apresentaram efeito negativo, o que
implica que, quando as variaveis se aproximam do nivel inferior do dominio experimental
estudado, ha um aumento das respostas obtidas.

Nesse sentido, as condi¢des experimentais selecionadas foram: 5,0 mL de NADES e 35
minutos de sonicacdo. Essas condi¢des possibilitaram a redugdo do consumo de solvente e do
tempo de extragdo, além de proporcionar maior rendimento analitico e resposta adequada para

a determinagdo de Fe, Mn ¢ Zn em amostras de café soluvel.
4.3.2. Parametros de desempenho
A performance analitica do método proposto foi avaliada nas melhores condi¢des

experimentais definidas na etapa de otimizacdo. Um resumo de todos os parametros de

desempenho avaliados encontra-se apresentado na Tabela 8.



65

Tabela 8 - Performance analitica do método NADES-UAE aplicado para determinagdo de Fe, Mn e Zn em amostras de café soluvel por F AAS.

Repetibilidade L recisao
(n=12) intermediaria
(n=24)
Coeficiente . .
Faixa linear
Analito de de trabalho Fealculado para a RSD (%) RSD (%)  LOD (ugg')’ LO 1)*
determinacio 1 regressio/ANOVA ° 0 (ngg™) Q(ngg)
2 (mg L)
(RY)
Fe 0,9994 [0,31 —2,0] 1,25x 10* 5,7 4.4 3,38 10,24
Mn 0,9995 [0,050 — 1,5] 1,65 x 10* 3,0 4.8 0,55 1,67
Zn 0,9995 [0,02 —0,8] 1,49 x 10* 4.8 10,2 0,27 0,81

*Considerando uma massa de amostra de 0,3 g e um volume final de 10 mL.

Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 9 - Estudo do efeito da presenga do NADES na resposta analitica

Analito Coeficiente angular em meio Coeficiente angular em meio do Razao (a/n)
acido (a) NADES (n)
Fe (248,3 nm) 0,0376 0,0405 0,93
Mn (279,5 nm) 0,1111 0,1114 1,00
Zn (213,9 nm) 0,1948 0,2155 0,90

Fonte: elaborado pela autora.
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O limite de deteccao foi definido como trés vezes o desvio-padrao de dez medi¢des do
branco metodolédgico dividido pela inclinagdo da curva de calibragdo (LOD = 3,36/b), enquanto
o limite de quantificacdo foi calculado como dez vezes o desvio-padrao dividido pelo
coeficiente angular da curva (LOQ = 10c/b). Foram obtidos valores de LOD de 0,27 ug g,
0,55pngg'e3,38ugg’, evalores de LOQ de 0,81 ng g*, 1,67 ng g ' e 10,24 pg g, para Zn,
Mn e Fe, respectivamente. Com base nos valores apresentados, demonstrou-se que o método
apresenta sensibilidade adequada para a detec¢ao e quantificacdo dos analitos de interesse em
amostras de café solavel.

A linearidade do método foi atestada com base nos coeficientes de determinacgdo (R?)
de cada analito, que apresentaram valores aceitaveis, acima de 0,999, e com base na analise de
regressao linear das curvas de calibragdo externa para cada analito, sendo que os resultados
obtidos foram testados através da ANOVA. Conforme apresentado na Tabela 8, todos os
modelos de regressao apresentaram valores de F calculado elevados, confirmando uma relagao
linear robusta e estatisticamente significativa entre as concentragdes dos analitos e os sinais de
absorbancia. As curvas de calibracdo foram construidas em meio 4cido (HNOs 2 mol L),
abrangendo as faixas lineares de trabalho de 0,31 a 2,0 mg L™! para Fe, 0,050 a 1,5 mg L! para
Mn e 0,02 a 0,8 mg L para Zn.

Além disso, foi avaliado o possivel efeito da presenca do NADES na linearidade do
método, por meio da comparagdo entre os coeficientes angulares das curvas de calibragao de
Fe, Mn e Zn construidas em meio 4cido padrdao e em meio NADES. Conforme apresentado na
Tabela 9, as razdes entre as inclinagdes estdo dentro do intervalo adequado de 0,90 a 1,10 (Melo
et al., 2020), indicando que nao houve interferéncia significativa da presenca do NADES nos
sinais analiticos obtidos por F AAS. Dessa forma, nao foi necessario utilizar o mesmo meio dos
extratos (meio NADES) para a calibragao.

A precisdo foi avaliada por meio de ensaios de repetibilidade e precisdo intermedidria.
A repetibilidade foi avaliada com base em 12 réplicas de uma amostra real (amostra B)
realizadas no mesmo dia, resultando em valores de desvio-padrao relativo (RSD) que variaram
de 3,0 % (Mn) a 5,7 % (Fe). A precisdo intermediaria foi determinada a partir de 24 medicdes
(n = 6) conduzidas ao longo de quatro dias consecutivos, obtendo-se RSD entre 4,4% (Fe) e
10,2 % (Zn). De acordo com o estabelecido pelo INMETRO (2020) para os ensaios de
repetibilidade, foram encontrados resultados satisfatorios para os niveis de concentragdo
estudados, considerando que os valores de RSD estavam abaixo de 7,3%. A avaliagdo da
precisdo intermediaria foi realizada por meio da ANOVA e ndo foi encontrada diferenga

significativa entre os grupos (Fcalculado < Feritico.: 1,8 <3,1), a 95% de confianga.
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A exatiddo do método foi verificada por meio da analise de um material de referéncia
certificado de café¢ verde (CRM AGRO C1007a). Conforme apresentado na Tabela 10, os
percentuais de concordancia variaram entre 92,4 + 8,8 % (Fe) e 112,3 + 3,7 % (Zn), valores
considerados adequados segundo os critérios estabelecidos pelo INMETRO (2020).

Adicionalmente, foram realizados testes de adicdo e recuperacdo com trés amostras
distintas, em trés niveis de concentragdo, de acordo com o apresentado na Tabela 11. Os
percentuais de recuperagdo foram calculados a partir da Equagdo 3, na qual Cencontrada € a
concentracdo encontrada na amostra com adi¢ao de analito, Camostra € @ concentragao encontrada
na amostra sem adi¢@o de analito e Cadicionada € @ concentrag@o do analito que foi adicionada. As
recuperagoes variaram de 86 a 108 % para Fe, de 87 a 119 % para Mn, e de 104 a 125 % para
Zn, sendo consideradas satisfatorias (Souza et al, 2025). Esses resultados evidenciam a

eficiéncia do método desenvolvido neste estudo.

R(%) — (Cencontrada_ Camostra) X 100 (Equagﬁ,o 3)

Cadicionada

Tabela 10 - Avaliacdo da exatiddo do método proposto utilizando material de referéncia
certificado de café verde (CRM AGRO C1007a)

Analito  Valor certificado (ug g')*  Valor encontrado (ug g')* Concordincia

+ desvio-
padrao (%)

Fe 44,1 +£4,0 40,8+ 3,9 92,4+ 38,8
Mn 17,7+ 1,0 19,7+ 0,3 111,3+1,8
Zn 7,20+ 0,77 8,09 +£ 0,27 112,3+3,7

*Valor médio + incerteza (p=0,05; n=3). No caso do valor certificado, para informar a magnitude da
incerteza associada a média foi adotada a incerteza expandida, mas, para o método proposto, adotou-
se o desvio padrao.

Fonte: elaborado pela autora.
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Tabela 11 - Testes de adigdo e recuperagdo para avaliagdo da exatidao do método proposto

Amostra Analito Nivel de concentrac¢io (mg L) Recuperaciao média (%)
0,5 94
Fe 1,0 97
1,5 108
0,2 115
A Mn 0,4 103
0,9 108
0,1 104
Zn 0,4 110
0,75 111
0,5 95
Fe 1,0 100
1,5 102
0,2 87
B Mn 0,4 119
0,9 113
0,1 106
Zn 0,4 110
0,75 111
0,5 90
Fe 1,0 89
1,5 86
0,2 101
C Mn 0,4 104
0,9 92
0,1 118
Zn 0,4 125
0,75 122

Fonte: elaborado pela autora.

4.3.3. Aplicacdo nas amostras de café soltivel

Os teores de Fe, Mn e Zn foram determinados em dez amostras de café soluvel,
incluindo uma amostra de cappucino (amostra E) e uma amostra de café soluvel descafeinado,
apos aplicagdo do método NADES-UAE proposto, conforme apresentado na Tabela 12. Dentre
todos os analitos, Fe apresentou as maiores concentragdes, variando de 17,78 ng g™! (amostra
A) a 60,44 pg g! (amostra G). Em contrapartida, a amostra E apresentou niveis de Fe abaixo
do LOQ do método proposto.

Resultados similares foram encontrados por Szymczycha-Madeja et al. (2015), apos
aplicagdo de um método de extragdo assistida por ultrassom empregando agua régia em

amostras de café instantdneo da Polonia, que apresentaram teores de Fe entre 18,6 ¢ 62,8 pg g
1
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Tabela 12 - Concentragdes de Fe, Mn e Zn (média + desvio padrao, pg g'; n = 3) encontradas
em amostras de café soluvel apos aplicagdo do método NADES-UAE proposto, em comparagao com as
concentracdes (pug g') estabelecidas na Tabela Brasileira de Composi¢ao de Alimentos (TBCA) para

amostras de café solavel.

Amostra Fe Mn Zn
A 17,78 + 0,44 15,49 + 0,53 4,56 + 0,89
B** 27,43 £ 0,61 24,67 +0,72 6,67 0,73
C 37,40 + 2,15 15,94 £ 0,31 4,74 + 0,08
D 32,00+ 0,44 20,23 +£0,97 6,59 +0,57
E <10,24 2,14+ 0,13* 16,06 + 0,41
F 44,04 + 2,57 23,91 £ 0,68 6,16 £0,08
G 60,44 + 2,01 27,84 + 0,29 5,35+0,52
H 42,93 +£425% 12,91 +£ 0,27 3,49+0,23
I 26,75 £ 4,96* 11,12+ 0,44 2,47+ 0,24
J 36,75 +4,45* 17,30 £ 0,13 2,96 + 0,33
TBCA 44,1 17,1 3,5

*n=2; ¥*n=6, amostra E — cappuccino; amostra I — café soluvel descafeinado; amostras A-D e G-J —
café soluvel tradicional.

Fonte: elaborado pela autora.

Essa variabilidade no teor de Fe observada entre as amostras € consistente com os
resultados relatados por Oliveira et al. (2012), que analisaram amostras de café soltvel e
encontraram concentra¢des de Fe variando de 18,5 a 108,1 pg g”!. Isso também foi notado por
De Gois et al. (2018), que encontraram teores de Fe que variaram de 17 a 44 pg g™!'. Segundo
esses autores, tais variagdes podem ser atribuidas as diferencas nas praticas agricolas,
composicao do solo e condi¢des climaticas.

Os menores teores encontrados nas amostras de café soliivel analisadas neste trabalho
foram de Zn, que variaram de 2,47 a 16,06 ng g'. As concentra¢des de Mn variaram de 2,14 a
27,84 ng g'. As concentragdes encontradas para esses analitos sdo compardveis aos valores
descritos por Savi¢ et al. (2024), os quais variaram de 6,15 a 32,8 mg kg™! para Mn, e de 1,41 a

3,65 mg kg! para Zn, em amostras de café solivel adquiridas em mercados locais da Sérvia.
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Assim como neste estudo, Anissa et al. (2023) encontraram o Mn como o segundo metal
mais abundante nas amostras de café vendidas na Argélia, apresentando um teor médio de 16,27
mg kg,

Ao comparar os resultados obtidos neste estudo com os relatados por Pohl ez al. (2018)
para amostras de café soluvel da Polonia, ambos os resultados indicaram Fe ¢ Mn como os
micronutrientes predominantes, reforcando a ideia de que o café soliivel ¢ uma boa fonte
nutricional desses elementos essenciais. Os niveis de Zn encontrados neste trabalho também
sdao comparaveis aos relatados pelos autores, que apresentaram um teor médio de 0,100 + 0,046
mg L.

Além disso, os autores observaram diferengas nas concentragdes totais e nos padroes de
fracionamento quimico dos metais presentes no café soluvel e no café moido, atribuidas as
distintas formas de processamento, que ocasionam variagdes na composicao dos compostos
organicos presentes. Tais compostos interagem com os ions dos elementos estudados, formando
complexos organometalicos com diferentes propriedades fisico-quimicas (Pohl ef al., 2018).

Os teores de Fe, Mn e Zn encontrados nas amostras de café soluvel também foram
comparados aos valores reportados na Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos — TBCA
(2023), sendo apresentados na Tabela 12. A maior parte das amostras apresentou niveis de Fe
inferiores ao valor indicado na TBCA e teores de Zn superiores ao valor de referéncia. As
amostras E e F foram excluidas dessa comparagdo, pois nao correspondem a amostras de café
soluvel tradicional, mas sim de cappucino e café descafeinado, respectivamente.

Um teste t-Student foi aplicado a um nivel de confianga de 95%, indicando que os teores
de Zn encontrados nas amostras A, H e J, ndo apresentam diferenca significativa em relacao ao
teor reportado na TBCA, uma vez que os valores de tcaiculado S20 inferiores ao valor critico (4,30;
g.l. = 2). O mesmo ocorre para as amostras H, I e J em relacdo aos teores de Fe que foram
comparados. Por fim, somente a amostra J apresentou um teor de Mn que ndo difere
significativamente do valor de referéncia reportado na TBCA. Dessa forma, pode-se concluir
que apenas a amostra J apresentou as concentragdes dos trés analitos determinados (Fe, Mn e

Zn) estatisticamente equivalentes aos valores de referéncia descritos na TBCA.

4.3.4. Contribui¢ao do consumo de café soltvel para ingestao didria recomendada

O consumo diario médio de café no mundo é de cerca de 3 xicaras de 150 mL,
totalizando 450 mL. Considerando que no preparo de 1 L de café utiliza-se aproximadamente

100 g de pd de café, por dia consome-se cerca de 45 g de café, no qual apenas 30% das espécies
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organicas encontram-se solubilizadas (De Gois et al., 2018). Considerando essa mesma
porcentagem para as espécies inorganicas presentes nas amostras de café soltivel analisadas
(média dos teores de cada analito), tem-se um consumo diario de cerca de 0,49 mg de Fe, 0,23
mg de Mn, e 0,08 mg de Zn.

Com base nesse consumo didrio, foi realizada uma avaliagdo da sua contribui¢do, em
%, para a ingestdo diaria recomendada de Fe, Mn e Zn, conforme apresentado na Tabela 13.
Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a Ingestdo Didria
Recomendada (IDR) corresponde a quantidade de proteinas, vitaminas e minerais que deve ser
ingerida diariamente com o objetivo de suprir as necessidades nutricionais da maioria dos
individuos saudéaveis de uma determinada populacao (Brasil, 2005). Considerando um IDR de
14 mg para Fe, 2,3 mg para Mn e 7 mg para Zn, para adultos de 70 kg (Brasil, 2005), o consumo
diario dessas amostras de café soluvel analisadas contribui para cerca de 3,5 %, 10% e 1,1% do
IDR, respectivamente.

Considerando os resultados apresentados na Tabela 13, foi observado que, de modo
geral, a contribuicdo do teor destes elementos essenciais na ingestdo didria recomendada ¢
muito baixa, sendo que a menor delas foi apresentada pelo zinco, de 1,1%. Manganés foi o
elemento que apresentou a maior contribuicao diaria (10%), por ser de menor IDR, de acordo
com a ANVISA (Brasil, 2005). Nesse sentido, considera-se que o consumo habitual de café

solivel pode representar uma fonte nutricional complementar relevante.

Tabela 13 - IDR de micronutrientes e contribui¢do das amostras de café soluvel

Elemento IDR para adultes (mg)”  Contribuicio (% m m™)"™
Fe 14 35
Mn 2,3 10
7n 7 1,1

*ANVISA *“"Porcao didria de 45 g, sendo 30% dos analitos solubilizados.

Fonte: elaborado pela autora.
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4.3.5. Comparagdo entre métodos de extracdo visando a determinagdo elementar em

amostras de café

A Tabela 14 apresenta uma andlise comparativa entre o método NADES-UAE
desenvolvido neste trabalho e outras metodologias de extracdo descritas na literatura para a
determinagdo de elementos inorganicos em amostras de café. Os resultados indicam que o
método proposto apresenta desempenho analitico adequado, com valores de RSD ¢ LOD
comparaveis aos obtidos por métodos previamente estabelecidos, o que evidencia sua precisao,
sensibilidade e confiabilidade. Diferentemente dos outros métodos, essa abordagem nao faz uso
de reagentes toxicos, utilizando como solvente extrator um NADES, que ¢ biodegradavel,
biocompativel e de preparo simples.

Em uma comparagao direta com os métodos apresentados na Tabela 14, especialmente
os que utilizam acidos inorganicos diluidos (De Gois et al., 2018; Szymczycha-Madeja et al.,
2015), o método NADES-UAE substitui o uso de reagentes toxicos por uma alternativa
sustentavel e mais segura, além de demandar um menor gasto de solvente, e consequentemente,
gerar menos residuo, quando comparado ao método desenvolvido por Szymczycha-Madeja et
al. (2015). Ja em comparagdo com os métodos baseados em DES/HDES (Elik e Altunay, 2024;
Tish et al., 2020), embora estes apresentem limites de detec¢do mais baixos, eles envolvem o
uso de solventes auxiliares toxicos, como diclorometano e tetrahidrofurano, enquanto o método
desenvolvido neste trabalho somente emprega o NADES, que apresenta origem natural e baixa
toxicidade.

Outro diferencial relevante ¢ a simplicidade e rapidez do método NADES-UAE, uma
vez que a extragdo dos analitos de interesse ocorre em apenas 35 minutos, sem necessidade de
etapas adicionais além da filtragdo das amostras, ou do uso de solventes auxiliares. Assim, o
método desenvolvido se configura como uma alternativa promissora, alinhada aos principios
da quimica analitica verde, possibilitando uma extracdo rdpida e eficiente de constituintes
inorganicos em amostras de café, com potencial de aplicacdo em diferentes matrizes e em
analises de rotina em laboratorios de controle de qualidade, podendo abranger diversos setores

industriais, incluindo a industria alimenticia e farmacéutica.
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Tabela 14 - Comparacdo do método desenvolvido com métodos de extragdo descritos na literatura para determinacao elementar em amostras de café

Met0d0~de Amostra Analitos Solvente extrator SolV.e.nte LOD (ug g ROSD Referéncia
extracio Tipo Volume (mL) auxiliar (%)
NADES-UAE Café solavel Fe, Mn e Zn NADES AC- 5,0 - 0,26 (Zn) a 3,38 3,0a5,7 Este trabalho
AM (Fe)
) 5 Elik e
VA-HDES- Café em b6 Fe, Mn, Zn, Cd, [PhHAC] 195 Serina e 10~ (Fe) a 13220 Altuna
DLPME p e Pb [DMG] HDES ’ diclorometano  0,00027 Mn) = %© 00 4y’
Café em
DES-LPME  griios e guas Mn [ChCl][phenol] 0,5 HPhAN e THF 0,52° 2,7 Tishetal,
S DES 2020
residuais
Café em Ba, Cu, Fe, Mn, HNO3 0,6 mol 1 0,1 (Mn)a300 De Gois et
UAE graos moido  Zn, Sr, Ca, K, L! 2,0 HCI11,9 mol L (K) al., 2018
Mg, e P
Al, Ba, Cd, Co,
. Cr, Cu, Mn, Ni,  Solucédo de Szymczycha-
UAE Ccztt:e’ m(il,dole Pb, Sr, Zn, Fe, 4guarégia 1,0 Aprox.20 mL - 0,09 l(lgS)Q a4l 1,1 a8,3 Madejaetal.,
© soluve Ca, K, Mg, e mol L © 2015
Na

NADES-UAE - extragdo assistida por ultrassom com solvente eutético profundo natural; VA-HDES-DLPME - microextragdo em fase liquida dispersiva assistida por vortex com
solvente eutético profundo hidrofobico; DES-LPME - microextra¢do em fase liquida com solvente eutético profundo; UAE - extragdo assistida por ultrassom; NADES AC-AM —
solvente eutético profundo natural composto por acido malico e dcido citrico; [PhHAc][DMG] HDES - solvente eutético profundo hidrofobico composto por dacido fenilacético e

dimetilglicina;, [ChCl][phenol] DES - solvente eutético profundo composto por cloreto de colina e fenol; HPhAN - 3-[[(2-hidroxifenil)imino]-metil]-2-naftalenol;, THF —
tetrahidrofurano,; RSD — desvio padrdo relativo (%), em termos de repetibilidade; LOD — limite de deteccdo; *em ug L.

Fonte: elaborado pela autora.
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4.4. METRICAS VERDES

O grau de sustentabilidade do método foi avaliado por meio da aplicagdo das métricas
verdes AGREE (Pena-Pereira et al., 2020) e AGREEprep (Wojnowski et al., 2022). As métricas
sdao baseadas nos 12 principios da quimica analitica verde (Gatluszka et al., 2013) e nos 10
principios do preparo de amostras verde (Lopez-Lorente et al., 2022), respectivamente. No
entanto, a métrica AGREEprep foca especificamente na etapa de preparo de amostras, visando
avaliar seu impacto ambiental. Essa avaliagdo ¢ importante quando se busca desenvolver ou
aprimorar metodologias analiticas de modo a, simultaneamente, aumentar a sua eficiéncia e
promover maior sustentabilidade, reduzindo ou eliminando o uso de substancias perigosas e
toxicas, e utilizando os recursos ambientais de forma mais responsavel (Brito et al., 2025).

Conforme mostrado na Figura 9, o método proposto obteve um score de 0,71 na métrica
AGREE, superior ao valor relatado por Ferreira et al. (2022), que também desenvolveu um
método de extracdo assistida por ultrassom utilizando um NADES a base de acido citrico e
acido malico, com pontuagdo de 0,68 na métrica AGREE. Como scores acima de 0,60 sao
considerados indicativos de métodos sustentaveis, os resultados confirmam que o procedimento
desenvolvido esta em consondncia com os principios da quimica analitica verde.

Além disso, o método proposto neste trabalho apresentou um score de 0,75 na métrica
AGREEprep. A extragdo ex situ foi realizada com um NADES composto por acido citrico e
acido malico, ambos sustentaveis e biodegradaveis. Somente reagentes ndo perigosos foram
utilizados em todo o procedimento. O pré-tratamento das amostras envolveu duas etapas:
sonicac¢ao e filtragdo. Com uma frequéncia analitica de 36 amostras por hora utilizando banho
ultrassonico, o consumo estimado de energia foi de 3,05 Wh/amostra. Também foi considerado
0 consumo energético da bomba de vacuo usada na filtragdo, estimado em 5 Wh/amostra. A
determinagao final foi realizada por espectrometria de absor¢ao atdmica com chama.

A Tabela 15 apresenta as pontuacdes obtidas para os métodos de extragdo e digestdo
avaliados, calculadas a partir da aplicacdo das métricas verdes AGREE e AGREEprep, em
comparagdo com o método NADES-UAE desenvolvido neste trabalho. Observa-se que os
quatro métodos da literatura, sendo dois métodos de extracao assistida por ultrassom e dois
métodos de digestdo assistida por micro-ondas, apresentaram pontuacdes inferiores a 0,50 em
ambas as métricas, enquanto o método proposto neste trabalho alcancou 0,71 para AGREE e
0,75 para AGREEprep. Esses resultados evidenciam que o método NADES-UAE ndo apenas

apresenta desempenho analitico adequado, mas também se configura como uma alternativa
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significativamente mais sustentavel que as demais metodologias.

AGREEprep

Figura 9 - Avaliagdo do método proposto utilizando as métricas verdes (A) AGREE e (B)

(A)

(B)

Tabela 15 - Avaliacdo do grau de sustentabilidade do método NADES-UAE proposto utilizando

as métricas AGREE e AGREEprep, em comparacdo a métodos de extragdo ¢ de digestdo descritos na
literatura para a determinacdo elementar em amostras de café

Método  Reagentes empregados Métrica AGREE  Métrica AGREEprep Referéncia
NADES- NADES écido citrico- Este trabalho
UAE acido malico 075 B
UAE HNO; (0,6 mol L) e & De Gois et al.,
HCI (11,9 mol L) @ ATy 2018
UAE HNOs e HCI (solugao de - Szymczycha-
4dgua régia 1,0 mol L) @ Madeja et al.,
- 2015
MAD HNO3 (65%) e H202 0.42 Junior, Furlong
(29%) e Carapelli,
2024
0y
MAD HNO; (65%) e KOH @ N Anissa et al.,
(5%) r o 2023

NADES-UAE - extragdo assistida por ultrassom com solvente eutético profundo natural; UAE - extragdo assistida
por ultrassom; MAD — digestdo assistida por micro-ondas.

Fonte: elaborado pela autora.
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Os métodos de extracao assistida por ultrassom referenciados na Tabela 15 (De Gois et
al., 2018; Szymczycha-Madeja et al., 2015) envolvem 3 ou menos etapas no preparo de
amostras ¢ um baixo consumo de energia, entre 5 ¢ 8 Wh/amostra. Além disso, os métodos
UAE apresentam elevada frequéncia analitica se comparado aos métodos de digestao e utilizam
acidos inorganicos diluidos ao invés de concentrados, o que reduz o impacto ao meio ambiente,
porém ainda assim apresentam toxicidade e se apresentam menos vantajosos do que o método
desenvolvido neste trabalho, que sé utiliza reagentes biodegradaveis e de baixa toxicidade. O
método proposto por Szymczycha-madeja et al. (2015) apresenta menor pontuacdo, pois
envolve o uso de uma maior massa de amostra ¢ de um maior volume de solvente (solug¢do de
dgua régia 1 mol L) e, consequentemente, gera mais residuo.

Apesar de os métodos de digestao assistida por micro-ondas (Anissa et al., 2023; Junior,
Furlong e Carapelli, 2024) apresentarem desempenho analitico adequado, eles utilizam
reagentes toxicos como acido nitrico concentrado, hidréxido de potassio ou peroxido de
hidrogénio, geram residuos consideraveis e demandam um elevado consumo energético por
amostra. Esses fatores contribuem para suas pontuagdes inferiores nas métricas verdes, se
comparados aos métodos de extragdo assistida por ultrassom. Ademais, o0 método descrito por
Anissa et al. (2023) emprega uma técnica espectrométrica (ICP-MS) que demanda um maior
consumo energético € que apresenta uma menor frequéncia analitica que outras como o ICP
OES. Desse modo, esse foi o método que obteve a menor pontuacdo nas métricas AGREE e
AGREEprep.

Com essa comparagdo, foi possivel evidenciar o carater sustentavel do método
desenvolvido neste trabalho, que emprega um solvente verde e biodegradavel, gera pouco
residuo e consome menos energia, tornando o procedimento mais eficiente e seguro. O método
¢ rapido e simples, ndo envolvendo etapas adicionais no pré-tratamento das amostras de café
nem o uso de reagentes toxicos. Além disso, a utilizagao da espectrometria de absor¢ao atdmica
com chama contribui para um menor gasto energético em comparagao com técnicas como ICP-
MS ou ICP OES, sem comprometer a precisdo e sensibilidade na determinacdo dos analitos de
interesse.

E possivel ainda comparar o método proposto neste trabalho com o método
desenvolvido por Brito ef al. (2025), que também utiliza NADES, um composto por acido
citrico, xilitol e 4gua (45 % m m™") e 0 outro composto por 4cido citrico, 4cido mélico e 4gua
(45% m m'), para extracdo de As, Cd e Pb em amostras ambientais e alimenticias. Os autores
aplicaram a métrica verde AGREEprep e obtiveram scores de 0,54 e 0,45 para os métodos MAE

e UAE, respectivamente. O score obtido para o método UAE desenvolvido foi mais baixo se
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comparado ao deste trabalho, e isso se deve majoritariamente pela utilizagdo do ICP-MS como
técnica analitica, que demanda um maior consumo de energia e tempo de analise, além do fato
de que o método de extracdo desenvolvido pelos autores gera mais residuo (>10 mL por
amostra) e de que o ultrassom empregado por eles s6 comporta 1 amostra por vez, sendo
reduzida a frequéncia de analise.

As pontuacdes obtidas por meio das métricas AGREE e AGREEprep para o método
proposto neste trabalho refor¢a sua conformidade com os critérios que o qualificam como uma
abordagem verde. Destaca-se, entre suas vantagens, o uso de reagentes biodegradaveis e de
baixa toxicidade, a reducdo no consumo de energia proporcionada pela aplicagao de ultrassom,
e a menor geragao de residuos, caracteristicas que contribuem para um menor impacto ao meio
ambiente. Embora melhorias adicionais possam ser implementadas, como o preparo de
amostras in situ, a automacgao e a miniaturiza¢ao, com potencial para elevar o seu desempenho
em aplicacdes futuras, o0 método ja demonstra forte alinhamento com os principios da quimica

analitica verde.

4.5. CONCLUSAO

Neste capitulo, foi empregado o NADES composto por acido citrico, acido malico e
agua previamente preparado para o desenvolvimento de um método de extragdo assistida por
ultrassom em amostras de café soluvel. A utilizagdo do NADES como solvente extrator
combinado ao uso das ondas ultrassonicas promoveu uma extracao eficiente de Fe, Mn e Zn. A
aplicacdo do planejamento fatorial completo foi efetiva para o estudo das variaveis que afetam
o processo de extragdo (volume do NADES e tempo de sonicagdo), possibilitando a defini¢ao
da melhor condigdo experimental para extracdo dos analitos, que garantiu uma maior resposta
multipla e condigdes adequadas de anélise, com menor gasto de solvente e reduzido tempo de
analise.

O método desenvolvido apresentou recuperagdes satisfatorias, baixos desvios-padrao
relativos e boa linearidade para todos os analitos avaliados, evidenciando a confiabilidade do
método e a sua adequacao para a quantificacao exata e precisa de Fe, Mn e Zn em amostras de
café.

A avaliacdo das caracteristicas sustentaveis do método proposto foi realizada por meio
da aplicagdo das métricas verdes AGREE e AGREEprep. Os resultados revelaram que o método

NADES-UAE esta em conformidade com os principios da GAC e do GSP, ao empregar
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reagentes com baixa toxicidade e biodegradaveis, apresentar um baixo consumo energético e
minimizar a gera¢ao de residuos.

Dessa forma, foi desenvolvido um método simples, rapido e sustentavel de extracao
empregando NADES, para determinacao de Fe, Mn e Zn em amostras de café soluvel, com

potencial para ser aplicado em andlises elementares em diferentes matrizes.
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A contaminagao do solo, 4gua e ar com elementos potencialmente toxicos pode decorrer
de fontes naturais ou de intervengdes antropicas. Tais elementos possuem potencial de
bioacumulagdo em plantas, animais e nos seres humanos. Nesse contexto, o café¢, amplamente
cultivado e consumido no mundo, pode incorporar elementos potencialmente toxicos no
cultivo, e nos processos pos-colheita. Diante do possivel impacto a saude humana dos
elementos potencialmente toxicos presentes no café, faz-se necessario o seu monitoramento.

Os métodos convencionalmente empregados no preparo de amostras de café para
posterior determinacao elementar por técnicas espectrométricas envolvem extensos tempos de
analise e um elevado gasto de reagentes toxicos. Nesse sentido, neste trabalho foi preparado e
caracterizado um solvente eutético profundo natural composto por acido citrico, acido malico
e agua, que foi posteriormente aplicado com elevada eficiéncia no desenvolvimento de um
método verde de extragdo assistida por ultrassom.

O NADES foi preparado através do método de agitagdo e aquecimento, que possibilitou
a obtencao de uma solugdo pouco viscosa, com rapidez e simplicidade. A aplicagdo da estratégia
de otimizagao multivariada para determinacdo das melhores condigdes experimentais do
preparo do NADES e do método de extracdo assistida por ultrassom garantiu a maximizagao
da eficiéncia do processo de extragdo e a minimizagcdo do gasto de reagentes e geracdo de
residuos, uma vez que reduz a quantidade de experimentos a serem realizados € o tempo de
analise, favorecendo uma aplicagdo mais sustentavel.

O uso das ondas ultrassonicas contribuiu para uma maior eficidcia do processo de
extracdo, ao possibilitar uma maior transferéncia de massa da amostra para o solvente extrator.
O método de extracdo assistida por ultrassom utilizando NADES desenvolvido se apresenta
como uma alternativa sustentavel, principalmente por nao envolver a utilizagdo de acidos
inorganicos concentrados e aquecimento, reduzindo-se a suscetibilidade a contaminagdes e
perdas por volatilizagdo, e por demandar um menor tempo de analise.

O emprego do solvente eutético profundo natural implicou em um processo mais
simples, seguro € com menor impacto ambiental, em conformidade com os principios da
quimica analitica verde e do preparo de amostras verde. O NADES ¢ composto por reagentes
biodegradaveis e de baixa toxicidade e apresenta um simples preparo. O método NADES-UAE
apresentou elevada frequéncia analitica e rapidez, ao envolver apenas duas etapas no pré-
tratamento das amostras, além do baixo consumo de energia. Diante disso, 0o método de extragao
utilizando NADES obteve pontuagdo satisfatoria nas métricas de avaliagdo do grau de
sustentabilidade (AGREE e AGREEprep), demonstrando sua adequagdo como abordagem

verde para a analise elementar no café. Ademais, exibiu desempenho analitico adequado para a
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determinagdo de Fe, Mn e Zn em amostras de caf¢ soluvel, com boa linearidade, precisao e

exatiddo.
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