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RESUMO 

 

 

Este estudo relata o emprego de solventes eutéticos profundos (DES) como fase 
extratora na técnica de extração líquido-líquido de membrana microporosa de fibra 
oca (HF-MMLLE), para a determinação simultânea de 13 hidrocarbonetos policíclicos 
aromáticos (HPAs) em amostras de chá, com posterior detecção e quantificação por 
HPLC-DAD. A presença destes compostos, provenientes em grande parte da 
combustão incompleta de matéria orgânica, em amostras alimentícias, é objeto de 
debate, pois representam um perigo potencial à saúde humana. Diante disso, seriam 
prudentes esforços a fim de monitorar e minimizar sua contribuição dietética. Devido 
a sua frequente ocorrência em nível traço, torna-se essencial uma etapa de preparo 
de amostras para pré-concentrar os analitos e reduzir a concentração de compostos 
interferentes presentes na matriz do chá. O preparo de amostras pela técnica HF-
MMLLE foi associado a um sistema de 96 poços de amostragem, proporcionando a 
redução do tempo total de preparo para 0,88 minutos por amostra. Esta configuração 
de uma técnica de microextração, associada ao DES e ao sistema de 96 poços de 
amostragem, assegura que a metodologia proposta esteja em consonância com as 
principais diretrizes da Química Analítica Verde. As condições experimentais para o 
preparo das amostras foram otimizadas através de abordagens univariadas e 
multivariadas, sendo as condições ideais compostas por timol:cânfora (1:1) como fase 
extratora, com tempos de extração e dessorção de 45 e 30 minutos, respectivamente, 
utilizando MeOH como solvente de dessorção. Os parâmetros analíticos de mérito 
foram determinados com sucesso, com LOQs e LODs de 10 e 3,03 µg L-1, 
respectivamente, para os 13 analitos, e coeficientes de determinação superiores a 
0,9908. Além disso, os elevados valores de F, obtidos para as curvas de calibração 
dos analitos, corroboram com a significância da regressão, reforçando a adequação 
do modelo de regressão aos dados avaliados. A precisão intradia e interdia variou de 
1,55 a 17,72% (n = 3) e 9,85 a 22,63% (n = 9), respectivamente, enquanto as 
recuperações relativas dos analitos variaram de 84,63 a 120,28%, com a maioria dos 
analitos dentro dos intervalos estabelecidos pelas diretrizes da AOAC. Em conclusão, 
a metodologia proposta mostrou-se adequada para a determinação simultânea dos 
13 HPAs em amostras de chá. 
 
Palavras-chave: HPAs; DES; preparo de amostras; química verde.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 

 

 

This study reports the use of deep eutectic solvents (DES) as the extractant phase in 
the hollow fiber microporous membrane liquid-liquid extraction technique (HF-
MMLLE), for the simultaneous determination of 13 polycyclic aromatic hydrocarbons 
(PAHs) in tea samples, with subsequent detection and quantification by HPLC-DAD.  
The presence of these compounds, originating largely from the incomplete combustion 
of organic matter, in food samples is a subject of debate, as they represent a potential 
danger to human health. In light of this, efforts to monitor and minimize their dietary 
contribution would be prudent. Due to their frequent occurrence at trace levels, a 
sample preparation step becomes essential to pre-concentrate the analytes and 
reduce the concentration of interfering compounds present in the tea matrix. Sample 
preparation by the HF-MMLLE technique was associated with a 96-well sampling 
system, reducing the total preparation time to 0,88 minutes per sample. This 
configuration of a microextraction technique, associated with DES and the 96-well 
sampling system, ensures that the proposed methodology is in accordance with the 
main guidelines of Green Analytical Chemistry. The experimental conditions for sample 
preparation were optimized through univariate and multivariate approaches, with the 
ideal conditions composed of thymol:camphor (1:1) as the extractant phase, with 
extraction and desorption times of 45 and 30 minutes, respectively, using MeOH as 
the desorption solvent. The analytical parameters of merit were successfully 
determined, with LOQs and LODs of 10 and 3,03 µg L-1, respectively, for the 13 
analytes, and determination coefficients exceeding 0.9908. Furthermore, the high F 
values obtained for the analyte calibration curves corroborate the significance of the 
regression, and, together with the residuals, reinforce the adequacy of the regression 
model to the evaluated data. The intra-day and inter-day precision ranged from 1,55 
to 17,72% (n = 3) and 9.85 to 22,63% (n = 9), respectively, while the relative recoveries 
of the analytes varied from 84,63 to 120,28%, with the majority of analytes within the 
ranges established by AOAC guidelines. In conclusion, the proposed methodology 
proved to be suitable for the simultaneous determination of the 13 PAHs in tea 
samples. 

 
Keywords: PAHs; DES; sample preparation; green chemistry.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

À medida que as atividades humanas se intensificam, cada vez mais 

poluentes são liberados no meio ambiente, dentre eles estão os hidrocarbonetos 

policíclicos aromáticos (HPAs). Os HPAs são compostos amplamente relatados como 

potenciais agentes mutagênicos e carcinogênicos, além de serem classificados como 

poluentes orgânicos persistentes.  

A ingestão de alimentos contaminados com HPAs, é uma das principais vias 

de exposição da população a estes contaminantes. A presença de HPAs em bebidas 

como chás tem sido amplamente relatada, com as potenciais fontes de contaminação 

sendo o cultivo das plantas em solos contaminados, o transporte inadequado e o 

processo de secagem das folhas de chá. Os HPAs estão presentes nessas amostras 

em baixas concentrações, contudo, devido ao seu risco à saúde, há um crescente 

interesse em seu monitoramento.  

Em geral, matrizes complexas como a do chá são incompatíveis com 

introdução direta nos instrumentos de análise, tornando indispensável uma etapa de 

preparo de amostras para pré-concentrar os analitos e reduzir os interferentes. A 

adoção de metodologias alinhadas as diretrizes da Química Analítica Verde tem se 

destacado, fomentando o emprego de técnicas de microextração, frente a técnicas 

clássicas que, apesar de consolidadas, apresentam desvantagens quanto a geração 

de resíduos e frequência analítica.  

A extração líquido-líquido de membrana microporosa de fibra oca (HF-

MMLLE), é uma destas técnicas, que pode ser acoplada a um sistema de 96 poços 

de amostragem, possibilitando o aumento da frequência analítica. A principal 

vantagem associada a HF-MMLLE é sua alta eficiência de extração, mesmo em 

matrizes complexas, viabilizando a quantificação dos analitos em baixas 

concentrações. Uma estratégia a ser explorada nesta técnica é o uso de solventes 

eutéticos profundos (DES), cujas propriedades adaptáveis os tornam apropriados para 

extração de compostos como os HPAs.  

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo ampliar a aplicação da 

HF-MMLLE, em conjunto ao sistema de 96 poços de amostragem, empregando DES 

como fase extratora, para a determinação simultânea de 13 HPAs em amostras de 

chá, com detecção e quantificação por HPLC-DAD.   
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. HIDROCARBONETOS POLICÍCLICOS AROMÁTICOS 

2.1.1. Origem, Aplicações e Propriedades Físico-Químicas 

 

Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) constituem uma classe de 

compostos ubíquos, formados por anéis aromáticos condensados, que são 

subdivididos em compostos de baixo peso molecular (até 3 anéis aromáticos), e alto 

peso molecular (4, ou mais, anéis aromáticos)1,2. Estes compostos podem advir de 

fontes pirogênicas, petrogênicas e biológicas3, sendo que, sua origem ocorre 

principalmente pela combustão incompleta de matéria orgânica, em grande parte 

proveniente de atividades antropogênicas, mas também de processos naturais, como 

erupções vulcânicas1.  

Os HPAs podem ser encontrados em uma variedade de substâncias fósseis, 

incluindo petróleo bruto e carvão mineral, os chamados HPAs de origem petrogênica, 

que, consequentemente, também são encontrados em seus derivados4. Ademais, 

estes compostos também são sintetizados por certas plantas e bactérias, ou gerados 

durante processos específicos de degradação da matéria vegetal3. 

Na formação dos HPAs, a temperatura é um importante fator incidente sobre 

a diversidade dos compostos formados, devido à dificuldade associada à geração de 

HPAs de alto peso molecular, atribuível a limitações cinéticas relacionadas a adição 

de sucessivos anéis aromáticos5. Convém salientar que, os HPAs também podem ser 

formados pela exposição de matéria orgânica a temperaturas não tão elevadas, em 

casos especiais como dos óleos brutos, que contêm HPAs formados ao longo de 

milhões de anos a temperaturas de aproximadamente 100 a 150°C3. 

O peso molecular é determinante na pressão de vapor, afetando a dispersão 

ambiental destes compostos, no entanto, é a estrutura dos HPAs que confere a eles 

uma menor solubilidade em água1,6. Em geral, os HPAs são mais hidrofóbicos à 

medida que o peso molecular aumenta, favorecendo sua adsorção sobre a matéria 

orgânica, seja ela particulada na atmosfera, no solo, ou em sedimentos presentes na 

água7. Por este motivo, quando formados, os HPAs de alto peso molecular têm maior 

tendência de se associar a partículas, apresentando uma toxicidade mais elevada em 

comparação aos de baixo peso molecular5,8. 
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A estrutura planar dos anéis aromáticos condensados, com extensa 

deslocalização de elétrons π, e amplas conjugações, é responsável pelas 

propriedades de fluorescência dos HPAs9. Por conta dessa característica, o principal 

uso comercial de alguns HPAs, como fluoranteno e pireno, é na produção de 

pigmentos fluorescentes. Os HPAs também são utilizados como intermediários na 

fabricação de produtos farmacêuticos e agrícolas3.  

A degradação ambiental dos HPAs pode variar de algumas horas até anos, 

conforme o HPA e o ambiente contaminado. De um modo geral, costumam ser 

estáveis com relação a hidrólise e outras vias de degradação mais convencionais, 

pela estabilidade de suas estruturas1,4,10. O processo de degradação mais relevante 

dos HPAs, presentes no ar e na água, é a fotólise indireta sob a influência de radicais 

hidroxila, processo em que a interação da luz solar com outras substâncias presentes 

no ambiente resulta na formação de radicais altamente reativos, como os OH•, 

agentes responsáveis pela degradação das moléculas dos HPAs11. Em água pura, a 

degradação pode ocorrer em poucas horas, mas este intervalo aumenta 

drasticamente quando a partição sedimento/água é levada em conta. Além disso, os 

HPAs podem ser biotransformados por fungos e bactérias, mas a capacidade destes 

organismos de biodegradar HPAs diminui consideravelmente à medida que o peso 

molecular do HPA aumenta1,4. 

Dezesseis HPAs são considerados particularmente importantes no 

monitoramento de poluentes orgânicos persistentes, por representarem uma ameaça 

significativa à saúde humana e ao meio ambiente12. Dentre eles estão os 13 HPAs 

abordados neste trabalho: naftaleno (NPH), fluoreno (FLR), fenantreno (PHE), 

antraceno (ANT), fluoranteno (FA), pireno (PY), criseno (CHR), benzo(a)antraceno 

(BaA), benzo(b)fluoranteno (BbFA), benzo(a)pireno (BaP), dibenzo(ah)antraceno 

(DBahA), benzo(ghi)perileno (BghiP) e indeno(1,2,3-cd)pireno (IP).  

As estruturas químicas dos HPAs, e as propriedades físico-químicas 

responsáveis pelos efeitos associados a contaminação por estes compostos, são 

apresentadas na Tabela 1. Uma dessas propriedades é o coeficiente de partição 

octanol-água (log Kow), que reflete uma tendência dos HPAs a respeito de possíveis 

processos cumulativos no meio ambiente, e em termos de bioacumulação. Quanto 

maior o valor do log Kow, maior a lipofilicidade do composto, tendo assim, uma maior 

capacidade de acumulação, e se tratando de organismos vivos, uma elevada 

toxicidade7. 
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Tabela 1. Estruturas e propriedades físico-químicas a 25°C dos HPAs avaliados. 

Analito Estrutura 
Peso 

molecular  
(g mol-1) 

Pressão de 
vapor (Pa) 

Solubilidade 
(mg L-1) 

Log 
Kow 

NPH 

 

 
128,17 11,33 31,0 3,30 

FLR 
 

166,22 8,0.10-2 1,69 4,18 

PHE 
 

178,23 1,61.10-2 1,10 4,46 

ANT  178,23 8,0.10-2 4,34.10-2 4,45 

FA 

 

202,25 1,23.10-3 0,20 – 0,26 5,16 

PY 

 

202,25 6,0.10-4 0,135 4,88 

CHR 

 

228,30 8,30.10-7 2,0.10-3 5,73 

BaA 

 

 

228,30 2,8.10-5 9,4.10-3 5,76 

BbFA 

 
 

252,30 6,67.10-5 1,5.10-3 5,78 

BaP 

 

252,30 7,32.10-7 1,62.10-3 6,13 

DBahA 

 

 

278,30 1,27.10-7 2,50.10-3 6,50 

BghiP 

 
 

276,30 1,33.10-8 2,60.10-4 6,63 

IP 

 

276,30 1,67.10-8 1,90.10-4 6,70 

Fonte: Autoria própria (2024). Dados PubChem(2024). 
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Conforme o peso molecular dos HPAs aumenta, a pressão de vapor diminui, 

assim, os HPAs de baixo peso molecular estão mais dispersos na atmosfera, 

enquanto os de alto peso molecular tendem a se associar a partículas. Além disso, à 

medida que o peso molecular aumenta, a solubilidade em água diminui, corroborando 

com a análise do log Kow que indica que uma menor solubilidade em água favorece 

a acumulação dessas substâncias, por exemplo, em tecidos adiposos no organismo13. 

 

2.1.2. Aspectos Toxicológicos e Implicações na Saúde Humana 

 

Os HPAs têm sido amplamente investigados devido a evidências de sua ação 

carcinogênica e mutagênica, além de causarem efeitos adversos como problemas 

cardiovasculares, neurológicos, imunotóxicos, problemas sistêmicos como anemias, 

convulsões, dermatites, dentre outros. Além disso, alguns sintomas causados pela 

exposição a HPAs, como náuseas, taquicardia e tremores, podem ser facilmente 

confundidos com outras patologias7,14. 

Quanto a sua carcinogenicidade para seres humanos, estes compostos são 

classificados em cinco grupos15. A Tabela 2 apresenta a classificação referente aos 

13 compostos avaliados neste trabalho. O grupo 1 diz respeito aos HPAs 

comprovadamente carcinogênicos. O grupo 2 é subdivido em 2A e 2B, sendo que os 

HPAs classificados como 2A possuem evidências limitadas de carcinogenicidade em 

humanos, mas evidências suficientes de carcinogenicidade em animais de laboratório; 

já os HPAs classificados como 2B, tem evidências limitadas de carcinogenicidade 

tanto em humanos, quanto em animais de laboratório. Os HPAs que não apresentam 

evidências suficientes para uma avaliação conclusiva em termos de carcinogenicidade 

pertencem ao grupo 3. Por fim, os HPAs com evidências suficientes de não 

carcinogenicidade em humanos e animais de laboratório compõem o grupo 4.  

 

Tabela 2. Classificação de carcinogenicidade dos HPAs avaliados neste trabalho. 

Classificação de carcinogenicidade Analitos 

Grupo 1 BaP 

Grupo 2A CHR, BbFA, DBahA e IP 

Grupo 2B FA 

Grupo 3 NPH, FLR, PHE, ANT, PY, BaA e BghiP 

Fonte: Autoria própria (2024). Dados IARC (2010)15. 
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Embora a maioria dos HPAs não sejam por si só carcinógenos, os produtos 

de sua metabolização apresentam uma maior solubilidade e demonstram serem mais 

tóxicos que as moléculas iniciais5,12,16. Portanto, os HPAs também são descritos como 

co-carcinógenos, sendo capazes de interferir em processos biológicos que eliminam 

ou inativam estes contaminantes no organismo, e até mesmo promovendo a atividade 

de outros carcinógenos5.  

Esse potencial co-carcinógeno dos HPAs está, portanto, intrinsicamente 

relacionado à sua ativação enzimática17. O mecanismo mais amplamente relatado 

envolve a oxidação dos anéis aromáticos mediada por enzimas da família 

CYP4503,12,17,18. A Figura 1 ilustra o processo de bioativação do BaP, amplamente 

relatado pela literatura por ser comprovadamente carcinogênico15. 

 

Figura 1. Esquema da ativação enzimática do BaP. 

 

 

 
Fonte: Adaptado de Garcia17 e Höner18. 
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Os diol-epóxidos altamente reativos formados neste processo possuem alta 

afinidade para se ligarem ao grupo 2–amino da guanina do DNA. Isso ocorre devido 

à presença do grupo eletrofílico epóxido, e do grupo nucleófilo amino da guanina, que 

está localizado em um ponto específico da hélice do DNA, sendo particularmente 

acessível aos diol-epóxidos, resultando na formação de adutos HPA-DNA, 

fundamentais na carcinogênese3,12,17,18. 

 

2.1.3. Contaminação Alimentar e Regulamentações 

 

A exposição humana a um único HPA é rara, uma vez que esses compostos 

estão presentes em misturas complexas. Apesar disso, estudos epidemiológicos que 

utilizam HPAs individuais como marcadores de exposição a misturas de HPAs, têm 

obtido êxito em associar a exposição aos compostos individuais com a ocorrência de 

câncer em humanos, principalmente no aparelho digestivo19. Entretanto, esta 

abordagem é limitada quanto a relacionar problemas de saúde resultantes da 

exposição crônica, ou aguda, a HPAs específicos, como danos a retina, ou catarata, 

associados a ingestão de NPH20. 

Essa exposição pode ocorrer por diferentes vias, principalmente pela ingestão 

de alimentos contaminados, inalação e contato dérmico3. Uma exposição considerável 

via inalação pode ocorrer em centros urbanos altamente poluídos, mas especialmente 

em indivíduos praticantes do tabagismo, ou devido à inalação passiva da fumaça de 

cigarro. O contato dérmico geralmente tem relação com exposições ocupacionais, 

como de trabalhadores em pavimentações que envolvam piche de carvão1,8. 

Já a ingestão de alimentos contaminados, caracteriza a principal rota de 

exposição humana aos HPAs5,14. Essa contaminação pode ocorrer pelo cultivo em 

solo ou uso de água contaminados. Além disso, alimentos submetidos a processos 

térmicos, como os grelhados, defumados ou fritos, representam uma fonte significativa 

de contaminação devido ao papel da temperatura na formação dos HPAs14,21.  

A presença de níveis elevados de HPAs em alimentos consumidos com 

regularidade, como é o caso do chá, a segunda bebida não alcoólica mais consumida 

do mundo22, com destaque para as variedades de chá verde e chá preto, representa 

uma fonte relevante de exposição aos HPAs, pela elevada contaminação que costuma 

apresentar5,23. A contaminação em chás por HPAs, provenientes de resíduos da 

queima de combustíveis fósseis já foi relatada24, reforçando a hipótese de que o 
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transporte inadequado da matéria vegetal dos chás tenha relação com a 

contaminação, assim como os processos térmicos utilizados no preparo dessas 

bebidas. Neste contexto, diversos estudos23,25–27 tem explorado a presença de HPAs 

em amostras alimentares, tais como chás, por diferentes técnicas de preparo de 

amostras e sistemas instrumentais. 

Dados da EFSA28 para a concentração média de oito HPAs (BaP, CHR, BaA, 

BbFA, BkFA, BghiP, DBahA e IP), avaliados em 4.065 produtos alimentícios, são 

representados pela Figura 2, onde observa-se em destaque o extrato de chá seco. 

Concernente à essa categoria de extrato de chá seco, 20% das 30 amostras 

ultrapassaram a concentração de 100 µg L-1. Contudo, vale ressaltar que o preparo 

do chá pode reduzir o nível de HPAs antes do consumo, devido a diluição5. Pesquisas 

recentes seguem demonstrando a presença de HPAs em diferentes tipos de chás, 

destacando que a concentração de cada HPA varia significativamente conforme o tipo 

de chá analisado29,30. 

 

Figura 2. Média da concentração de 8 HPAs em amostras alimentícias. 

 
Fonte: EFSA28. 

 

As regulamentações acerca da presença dos HPAs variam entre os países. 

Alguns possuem regulamentações especificas para HPAs em água potável, enquanto 
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outros tratam de sua presença em alimentos. Além disso, muitas vezes o BaP é 

utilizado como marcador para a ocorrência de HPAs, tanto em água quanto em 

alimentos, como é o caso do Comitê Europeu Científico de Alimentos (SCF), que 

definiu o BaP como marcador de HPAs em alimentos19. A Comissão Européia (EC) 

determina que o valor máximo tolerável de ingestão para HPAs, de modo geral, é de 

0,1 µg L-1 31.  A Agência de Proteção Ambiental (EPA-EUA) estabelece que o nível 

máximo de BaP em água potável seja de 0,2 µg L-1; sugerindo ainda que  a ingestão 

de 0,3 mg de ANT,  0,04 mg de FLR e PHE e 0,03 mg de PY por quilograma de massa 

corpórea, não cause efeitos significativos à saúde12. Já a portaria GM/MS n° 888/2021 

do Ministério da Saúde do Brasil, estabelece um valor máximo de 0,4 μg L-1 para BaP 

em água potável34.  

A variedade de abordagens concernentes a determinação e periculosidade de 

HPAs, evidenciam a complexidade no estabelecimento de limites de exposição19,33,35. 

À medida que a regulamentação desses compostos recebe maior atenção, torna-se 

crucial estabelecer metodologias que não apenas determinem com precisão os HPAs, 

mas também sejam acessíveis e aplicáveis a todas as partes interessadas. 

 

2.2. PREPARO DE AMOSTRAS 

 

Uma análise direta, sem necessidade de um preparo de amostras, seria ideal. 

No entanto, em amostras como chá, o preparo é uma etapa crucial para ampliar a 

seletividade e sensibilidade do método, devido a incompatibilidade da matriz com a 

maioria dos sistemas instrumentais, e a elevada presença de interferentes5,36. 

Técnicas tradicionais, como a extração em fase sólida (SPE) e extração 

líquido-líquido (LLE), são frequentemente descritas como metodologias oficiais de 

preparo de amostras. Contudo, apresentam limitações devido ao grande volume de 

solventes utilizados, consequentemente de resíduos, além de se tratar de técnicas 

laboriosas e mais propensas a erros. A miniaturização destas técnicas, surge como 

uma alternativa que visa simplificar os procedimentos, reduzindo tempo de análise, 

aumentando a frequência analítica, além de tornar as análises mais verdes através da 

redução do volume de solventes, de amostra e do emprego de materiais 

alternativos36,37.   
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2.2.1. Microextração em fase líquida suportada com membrana oca 

 

O advento da microextração em fase sólida, desenvolvida por Pawliszyn em 

1990, marcou o início de uma nova era de técnicas miniaturizadas. A partir desse 

ponto, foi possível explorar outras abordagens, incluindo a adaptação do conceito de 

microextração para sistemas líquidos. Dentre as diferentes configurações da 

microextração em fase líquida (LPME), podemos destacar a microextração em fase 

líquida suportada com membrana oca (HF-LPME), introduzida em 199938,39.  

Esta técnica é altamente eficiente na pré-concentração de analitos, se 

destacando por sua versatilidade. A HF-LPME utiliza fibras ocas microporosas para 

promover a transferência seletiva de analitos entre fases líquidas. Os modos de 

extração desta técnica, apresentados na Figura 3, envolvem o uso de uma fase 

aquosa denominada de doadora (amostra) e uma receptora (podendo ser orgânica ou 

aquosa), sendo que a seleção da fase receptora depende, em grande parte, da 

solubilidade dos analitos. A fase receptora está localizada no interior da membrana 

oca, denominada de lúmen. Entre as fases doadora e receptora, existe um solvente 

imobilizado nos poros da membrana hidrofóbica, que atua como mediador na 

migração dos analitos presentes na amostra para a fase receptora. Contudo, se 

adotou como convenção, que a denominação de fase receptora compreenda tanto o 

solvente nos poros da membrana, como a fase no lúmen da fibra38. 

 

Figura 3. Esquema dos modos de extração da HF-LPME. 

 

Fonte: Adaptado de Merib e Carasek38. 
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 A imobilização da fase extratora possibilitada pelo uso de membranas, 

facilitou o processo de extração, levando ao surgimento de técnicas derivadas da HF-

LPME. Nesse âmbito, a partir da HF-LPME, surgiu a proposta de utilizar apenas o 

solvente imobilizado nos poros da membrana hidrofóbica, formando um filme extrator, 

com o lúmen não preenchido dando origem a técnica de extração líquido-líquido de 

membrana microporosa de fibra oca39,40. 

 

2.2.2. Extração líquido-líquido de membrana microporosa de fibra oca 

 

A técnica de extração líquido-líquido de membrana microporosa de fibra oca 

(HF-MMLLE) é uma técnica de extração precisa, com baixo consumo de solvente 

orgânico, baixo custo, fácil manipulação e eliminação do efeito de memória, uma vez 

que as membranas não são reutilizadas40,41. Sua principal vantagem sobre a HF-

LPME é sua simplicidade operacional; na HF-LPME é necessário utilizar uma seringa 

para retirar a fase receptora do interior da membrana, enquanto na HF-MMLLE, a 

amostra é preparada fora da membrana, o que facilita a operação. Além disso, 

inicialmente essa técnica era realizada com o êmbolo de uma seringa posicionado no 

lúmen da membrana41, mas a fim de semi-automatizar o procedimento, as membranas 

podem ser posicionadas nos pinos de um sistema de 96 poços de amostragem, o que 

eleva a frequência analítica, uma vez que até 96 amostras podem ser processadas 

simultaneamente, minimizando custos e economizando tempo, além de garantir uma 

agitação uniforme durante o procedimento40,42.  

Analitos como os HPAs, devido a propriedades físico-químicas responsáveis 

por características em comum tanto com a membrana, quanto com o solvente extrator, 

podem ser extraídos pela técnica HF-MMLLE, a caracterizando como uma opção 

atrativa para pré-concentração destes analitos. O procedimento da HF-MMLLE 

compreende 3 etapas (Figura 4), sendo elas o preparo da membrana, a etapa de 

extração e a etapa de dessorção. Primeiramente ocorre a impregnação da membrana 

com o solvente extrator, seguido pela extração dos analitos da amostra e, por fim, a 

dessorção para remoção dos analitos da membrana, juntamente com o solvente 

extrator. Os parâmetros de cada etapa devem ser otimizados para melhorar a eficácia 

da técnica, o que compreende a seleção do solvente extrator, o tempo de extração, e 

o tempo e solvente de dessorção42,43.  
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Figura 4. Etapas e otimizações do preparo de amostras pela técnica HF-MMLLE. 

 
Fonte: Autoria própria (2024). 

 

Nesta técnica, as propriedades da membrana microporosa, aliadas a um filme 

extrator de solvente, são responsáveis pela extração seletiva de compostos alvo, 

mesmo em matrizes complexas. A incorporação de solventes alternativos, como os 

solventes eutéticos profundos (DES), melhora a sustentabilidade do processo e 

contribui significativamente para o aumento da eficiência de extração. 

 

2.2.3. Solventes eutéticos profundos  

 

A seleção do solvente de extração a ser impregnado nos poros das 

membranas é um parâmetro crucial na HF-MMLLE, pois a interação entre o solvente 

e os analitos é essencial para uma maior taxa de extração. A investigação de fases 

extratoras alternativas no preparo de amostras, varia de acordo com a técnica de 

extração e o analito em questão.  

Os solventes eutéticos profundos (DES) são considerados uma classe 

emergente de solventes verdes, que receberam maior atenção nas últimas duas 

décadas após um estudo de Abbott44, que observou uma diminuição anormal do ponto 

de fusão da mistura na composição eutética de certos doadores de ligações de 

hidrogênio (HBD) e receptores de ligação de hidrogênio (HBA). Este comportamento 

foi observado pela primeira vez na combinação da fração molar 1:2 de cloreto de 

colina em pó (ponto de fusão ≈ 302 °C) com ureia cristalina (ponto de fusão ≈ 133 °C), 

mistura esta que resultou em um líquido à temperatura ambiente (ponto de fusão da 

mistura na composição eutética ≈ 12 °C)45,46. 
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Os DES são muitas vezes relatados como uma classe de líquidos iônicos, pois 

compartilham de muitas das características, incluindo alta estabilidade térmica, baixa 

volatilidade, baixas pressões de vapor e polaridade ajustável. No entanto, enquanto 

os líquidos iônicos frequentemente apresentam um custo elevado, também costumam 

ser não biodegradáveis, podendo exibir elevados níveis de toxicidade; os DES, em 

maioria, são de menor custo, biodegradáveis, não tóxicos e de fácil preparação. Com 

relação a sua formação, até o momento, sabe-se que as estruturas são mantidas por 

ligações de hidrogênio e forças de Van der Waals45,47,48. 

Inicialmente, os DES formulados eram de natureza hidrofílica, mas a 

solubilidade em água limita sua aplicação para amostras aquosas, visto que estes 

DES se desintegram via dissolução49. Contudo, dependendo da amostra e do meio, 

os DES hidrofílicos são uma alternativa promissora que seguem sendo aplicados com 

sucesso50–52. 

Os DES de natureza hidrofóbica foram relatados pela primeira vez por Osch 

e seus colaboradores53, ao combinarem sais de amônio quaternário e ácido 

decanóico, formando uma mistura imiscível capaz de extrair, com alta eficiência, 

compostos orgânicos voláteis insolúveis em água. Devido a hidrofobicidade, estes 

DES mantêm sua integridade na presença de água. Esse fator, combinado com a 

flexibilidade em projetar e ajustar o comportamento físico-químico dos DES, devido a 

gama de combinações possíveis, que caracteriza uma das principais vantagens 

associada ao seu uso pois permite a criação de materiais com características únicas 

de interação e seletividade, tornam os DES hidrofóbicos ideais para emprego como 

fase extratora45. 

Nesse contexto, os DES têm sido objeto de estudos43,54–56 para a análise de 

compostos, e seu uso em técnicas de extração tem se mostrado promissor. A 

investigação de DES como fase extratora na HF-MMLLE, foi relatada por Morelli43 na 

avaliação de contaminantes emergentes em água.  

Diante disso, o presente estudo teve por finalidade ampliar a aplicação da 

técnica HF-MMLLE, acoplada a um sistema de 96 poços de amostragem, explorando 

o uso de DES como uma fase extratora alternativa, para determinação simultânea de 

13 HPAs em amostras de matriz complexa, como de chá.  
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3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

Este estudo visou ampliar o emprego da técnica de microextração HF-

MMLLE, acoplada a um sistema de 96 poços de amostragem, a partir do uso de DES 

como fase extratora, para determinação de HPAs em amostras de chá por HPLC-

DAD. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

•   Revisar a bibliografia referente aos compostos de interesse, a técnica de 

microextração selecionada, e a classe dos solventes de extração avaliados, para 

condução do estudo; 

 

•   Preparar e avaliar o desempenho de 8 DES, a fim de selecionar o mais 

adequado a técnica HF-MMLLE para extração de HPAs em amostras de chá;  

 

•   Realizar a otimização dos parâmetros da HF-MMLLE relacionados as etapas 

de extração e dessorção, o que inclui o tempo de extração, solvente de dessorção e 

tempo de dessorção; 

 

•   Determinar e avaliar os parâmetros analíticos de mérito, tais como limite de 

detecção (LOD), limite de quantificação (LOQ), faixa linear de trabalho, coeficiente de 

determinação (R2), assim como precisão e exatidão, avaliados por meio de análises 

intradia e interdia, e ensaios de recuperação relativa.  

 

•   Avaliar a significância da regressão para cada analito pelos valores de F; 

 

•   Avaliar a presença de efeito matriz; 

 

•   Aplicar a metodologia otimizada e validada em amostras de chá.  
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4. METODOLOGIA 

4.1. MATERIAIS E REAGENTES 

 

O padrão utilizado como solução estoque foi o mix CRM47930, que contém 

os 13 HPAs avaliados (NPH, FLR, PHE, ANT, FA, PY, CHR, BaA, BbFA, BaP, DBahA, 

BghiP e IP), em uma concentração de 20 mg L-1, preparado em acetonitrila obtida da 

J.T. Baker (Center Valley, EUA). Foram utilizados os solventes metanol (MeOH), 

acetonitrila (ACN) e acetato de etila (AcEt), obtidos da Merck (Rio de Janeiro, BR), 

J.T. Baker (Center Valley, EUA) e Sigma Aldrich (St. Louis, EUA), respectivamente. A 

água ultrapura foi produzida, com resistividade de 18,3 MΩ cm, através de um sistema 

de purificação Mega Purity (Billerica, EUA). 

Na produção dos DES, foram utilizados ácido dodecanóico, ácido butírico, 

ácido octanóico, timol, cânfora, ácido decanóico, ácido hexanóico, ácido levulínico da 

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A membrana oca utilizada foi de polipropileno 

PP300/1200 Accurel®, com diâmetro interno, espessura e tamanho do poro de 1,2 

mm, 300 µm e 0,2 µm, respectivamente, obtida da Membrane (Wuppertal, Alemanha). 

As amostras foram preparadas a partir da infusão de chá de camomila, chá de hortelã, 

chá preto, chá verde e chá mate comerciais, além de chá mate industrializado e chá 

de hortelã in natura. 

 

4.2. INSTRUMENTAÇÃO 

 

Para alguns DES foi necessário o uso de um banho ultrassônico Modelo 

ALK0347101 da Dentsply Neytech (Yucaipa, EUA). Para realizar as otimizações da 

técnica HF-MMLLE, foi utilizado um sistema semiautomático de 96 poços de 

amostragem, obtido da Brüder Mannesmann Werkzeuge (Remscheid, Alemanha). Já 

para quantificação dos compostos de interesse, foi empregado um cromatógrafo 

líquido LC 20AT da Shimadzu (Kyoto, Japão), com detector de arranjo de diodos SPD-

M20A, e injetor manual Rheodyne 7725i (Rohnert Park, EUA) com um loop de injeção 

de 20 µL. Os analitos foram monitorados em seis comprimentos de onda, sendo eles: 

210, 215, 230, 254, 265 e 290 nm, conforme apresentado na Tabela 3.  
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Tabela 3. Monitoramento dos analitos por HPLC-DAD. 

Analito Comprimento de onda (nm) Tempo de retenção (min) 

NPH 215 8,90 

FLR 254 11,20 

PHE 254 11,80 

ANT 230 12,30 

FA 210 13,10 

PY 230 13,80 

CHR e BaA 254 14,80 

BbFA 254 16,30 

DBahA 265 17,30 

BaP 290 17,60 

BghiP 254 18,50 

IP 210 19,20 
Fonte: Autoria própria (2024). 

 

A separação cromatográfica foi realizada em fase reversa e utilizou-se uma 

coluna ZORBAX Agilent-C18 (5,0 µm x 250 mm x 4,6 mm). Na fase móvel, foi utilizado 

o modo gradiente, com uma vazão de 1,0 mL min-1, com os solventes ACN:H2O 

ultrapura, e eluição conforme Tabela 4.  

 

Tabela 4. Programa de eluição por gradiente para os HPAs avaliados. 

Tempo (min) % H2O % ACN 

0,01 40 60 

3,00 25 75 

10,0 0 100 

15,5 0 100 

15,6 40 60 

21,0 40 60 
Fonte: Autoria própria (2024). 

 

4.3. SOLVENTES EUTÉTICOS PROFUNDOS 

4.3.1. Preparo dos Solventes Eutéticos Profundos  

 

Dos DES avaliados neste estudo, C12:C4, C12:C6, C12:C10, C10:Timol e 

Timol:Cânfora, foram preparados com base na literatura43; os demais DES foram 
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preparados com base em estudos conduzidos anteriormente por nosso grupo de 

pesquisa e nos reagentes disponíveis. As frações molares utilizadas no preparo dos 

DES estão detalhadas na Tabela 5. As massas e volumes dos reagentes foram 

aferidos e, em seguida, as misturas foram deixadas sob repouso por 

aproximadamente 2 horas, não sendo expostos a nenhum aquecimento. Alguns, a 

temperatura ambiente, formam uma mistura sólida homogênea, estes foram agitados 

em banho ultrassônico por alguns minutos antes de serem utilizados.   

 

Tabela 5. Frações molares e aparência dos DES avaliados. 

DES HBA HBD Fração molar Aspecto visual (298 K) 

1 

C10 

Timol 1:1 Líquido amarelo  

2 Cânfora 1:1 Líquido translúcido  

3 C12 1:1 Sólido branco 

4 Ácido Levulínico Timol 1:1 Líquido amarelo 

5 Cânfora Timol 1:1 Líquido amarelo 

6 C8 C12 1:1 Sólido branco 

7 C6 C12 3:1 Líquido translúcido 

8 C4 C12 3:1 Líquido translúcido 
Fonte: Autoria própria (2024) 

 

4.3.2. Otimização do DES como Fase Extratora 

 

Para seleção do solvente extrator, em um primeiro momento foi realizado uma 

avaliação qualitativa individual dos DES. Para isso, amostras de 10 µL de cada DES 

foram diluídas em 1,0 mL de ACN, para se investigar bandas de cada solvente extrator 

avaliado, coincidentes com os tempos de retenção dos analitos. 

Após a identificação dos DES que apresentaram interferência, para garantir a 

integridade metodológica, os que demonstraram os melhores resultados na análise 

individual foram submetidos a uma avaliação quanto à sua eficiência na extração dos 

analitos em uma amostra real. Este processo foi realizado em triplicata, em uma 

amostra de chá de camomila fortificada em 300 µg L-1 de cada analito, utilizando 45 

minutos de extração e 30 minutos de dessorção em ACN:MeOH (1:1). Além da 

seleção do DES, um estudo comparativo também foi empregado, nas mesmas 
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condições experimentais, utilizando a membrana sozinha sem solvente extrator. A 

seleção do DES como solvente extrator dos 13 analitos foi atestada por meio da 

análise de variância (ANOVA) de dois fatores com medidas repetidas, seguida pela 

comparação pareada realizada pelo teste de Tukey. 

 

4.3.3. Preparo das Membranas Microporosas  

 

O preparo das membranas utilizadas no sistema de 96 poços de amostragem 

seguiu um protocolo documentado na literatura43. Inicialmente, as membranas foram 

cortadas em segmentos de 1,0 cm, limpas em ACN:MeOH (1:1) e secas à temperatura 

ambiente. Posteriormente, foram encaixadas no sistema de 96 poços de amostragem, 

de modo que todo interior da membrana esteja preenchido pelos pinos do sistema 

(Figura 5), para que o DES seja impregnado apenas nos poros da membrana. Por fim, 

as membranas são submersas e mantidas sob agitação por 10 minutos em 300 µL de 

DES, colocados em cada poço de uma placa amostral de 96 poços. 

 

Figura 5. Membranas posicionadas no sistema de 96 poços de amostragem. 

 
Fonte: Autoria própria (2024). 

 

4.4. OTIMIZAÇÃO DAS ETAPAS DA HF-MMLLE 

 

A avaliação dos parâmetros que influenciam as etapas da HF-MMLLE, foi 

realizada por abordagens univariadas e multivariadas, após a seleção do solvente 

extrator, as otimizações se iniciaram pela etapa de dessorção, para garantir a maior 
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recuperação possível dos analitos extraídos. Em seguida, os parâmetros de extração 

foram otimizados, para garantir a máxima eficiência da etapa de extração. No caso 

dos planejamentos multivariados, as respostas foram avaliadas pelo software Statsoft 

Statistica® (Hamburgo, Alemanha). Ademais, OriginPro® (Northampton, EUA) e 

Microsoft Excel® (Redmond, EUA) também foram utilizados.  

Em virtude da estrutura química, log Kow e ausência de pKa dos HPAs, não 

foram avaliados parâmetros como pH e sal da amostra. O efeito salting-out, que pode 

ser significativo para compostos iônicos ou com grupos carregados, não é um fator 

relevante para HPAs, por se tratar de compostos apolares. Assim como, a ausência 

de hidrogênios ionizáveis nos HPAs elimina a necessidade de uma avaliação de pH. 

 

4.4.1. Otimizações da Etapa de Dessorção 

 

O primeiro parâmetro de dessorção otimizado foi a resposta à utilização de 

diferentes solventes de dessorção, sendo eles MeOH, ACN e AcEt. A seleção desses 

solventes foi baseada na literatura43. Para tal, foi empregada a ferramenta 

quimiométrica simplex-centróide, um planejamento multivariado que visa avaliar a 

eficácia dos solventes na dessorção em sua forma pura e em misturas, com triplicata 

do ponto central, totalizando nove experimentos (Tabela 6).  

Os experimentos foram conduzidos utilizando o solvente extrator otimizado, 

1,50 mL de amostra de chá de camomila enriquecida com 300 µg L-1 de cada analito, 

mantida sob agitação nos poços do sistema de 96 poços de amostragem por 45 

minutos, em seguida submetida a 30 minutos de dessorção. A média geométricaa da 

área cromatográfica dos analitos de cada experimento foi utilizada para obter a 

superfície de resposta, pela qual foi selecionado o solvente de dessorção.  

Um planejamento univariado, realizado em triplicata, foi implementado para 

otimização do tempo de dessorção. Para isso, foram utilizados o solvente extrator e 

de dessorção otimizados anteriormente, amostra de 1,50 mL de chá de camomila 

fortificada com 300 µg L-1 de cada analito, submetida a tempos de dessorção de 20, 

30, 40 e 50 minutos. As respostas foram avaliadas pelo teste ANOVA de dois fatores 

para medidas repetidas, seguido do teste pareado de Tukey. 

 

 
a Optou-se pelo uso da média geométrica, em detrimento da média aritmética, a fim de se evitar uma 
eventual compensação inadequada das respostas menores. 
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Tabela 6. Planejamento multivariado da otimização do solvente de dessorção. 

Experimento ACN (µL) MeOH (µL) AcEt (µL) 

1 300 0 0 
2 0 300 0 
3 0 0 300 
4 150 150 0 
5 150 0 150 
6 0 150 150 

7, 8 e 9 100 100 100 
Fonte: Autoria própria (2024). 

 

4.4.2. Otimização da Etapa de Extração 

 

Procedeu-se à avaliação do tempo de extração de forma univariada, realizado 

em triplicata. A membrana, previamente impregnada com o solvente de extração 

otimizado, foi submersa em 1,50 mL de amostra de chá de camomila, fortificada em 

300 µg L-1 de cada analito, por 45, 60, 75 e 90 minutos de extração. Para dessorção 

foram utilizados o solvente e o tempo de dessorção otimizados. As respostas foram 

avaliadas pelo teste ANOVA de dois fatores para medidas repetidas, seguido do teste 

pareado de Tukey. 

 

4.5. AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS ANALÍTICOS DE MÉRITO  

 

Após as otimizações da HF-MMLLE, a avaliação dos parâmetros analíticos de 

mérito são fundamentais para averiguar a confiabilidade do método. Para tal, foram 

construídas curvas de calibração, com no mínimo 5 níveis de concentração, em 

triplicatas, utilizando a amostra de chá de camomila fortificada com o mix de HPAs.  

A partir dessas curvas, foram determinados os parâmetros analíticos de 

mérito, sendo eles: limite de quantificação (LOQ), definido como o primeiro ponto da 

curva de cada analito em se obteve uma resposta com precisão adequada (≤ 20%)57, 

limite de detecção (LOD), definido como LOQ dividido por 3,358. Também a faixa linear 

de trabalho, o coeficiente de determinação (R2), bem como precisão e exatidão do 

método. Os valores de F obtidos para a curva de calibração de cada analito, foram 

calculados a partir do método dos mínimos quadrados. 
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A precisão do método foi demonstrada pela dispersão dos resultados, 

conforme diretrizes nacionais e internacionais57,59, sendo avaliada sob abordagens 

intradia e interdia. Na precisão intradia, avaliada em triplicatas no mesmo dia (n=3), 

foram obtidos os desvios padrões relativos (DPR) das análises em amostra de chá de 

camomila fortificada com 50, 100 e 300 µg L-1 de cada analito. Já para precisão 

interdia, o mesmo método é aplicado em triplicata, em três dias consecutivos (n=9), 

nas mesmas concentrações de 50, 100 e 300 µg L-1 de cada analito.  

A exatidão do método foi verificada conforme diretrizes57,59, por meio de 

ensaios de recuperação, definidos como um percentual da razão entre o resultado 

médio de recuperação dos analitos e o valor real da concentração dos analitos 

adicionados a amostra. Para esta avaliação, foram utilizadas amostras de infusão de 

chá de hortelã e chá mate comerciais, fortificadas em três níveis de concentração, 

presentes na faixa linear de trabalho, sendo estes: 50, 100 e 300 µg L-1.  

 

4.6. AVALIAÇÃO DO EFEITO MATRIZ 

 

A avaliação do efeito matriz foi conduzida para confirmar a adequação do 

método de calibração utilizado, uma vez que a presença desse efeito inviabilizaria o 

emprego de uma estratégia de calibração externa, pois os constituintes da matriz 

devem ser considerados na validação do método. Com esse propósito, foram 

construídas curvas de calibração para cada analito em água ultrapurab, em uma faixa 

de concentração de 10 a 500 µg L-1, seguindo a mesma metodologia otimizada 

empregada nas amostras de chá.  

Os coeficientes angulares destas curvas foram comparados aos coeficientes 

das curvas de calibração de cada analito obtidas na avaliação dos parâmetros de 

mérito (chá de camomila), e das recuperações em chá mate e chá de hortelã 

comercial, por meio do teste t de Student e p-valor. Se confirmada uma diferença 

significativa entre os coeficientes angulares das curvas, comprova-se o efeito matriz.  

 

 
b Apesar dos analitos serem pouco hidrofílicos, é possível extraí-los eficientemente, da mesma forma 
como é realizado com as amostras aquosas de chá, devido à eficaz interação dos HPAs com a fase 
extratora. 
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4.7. APLICAÇÃO DA METODOLOGIA 

 

A metodologia otimizada foi empregada no preparo de amostras de chá mate 

industrializado, infusões de chá preto, chá verde, chá mate, chá de camomila e chá 

de hortelã, avaliadas em quadruplicatas. Com fins comparativos, também foram 

preparadas amostras por infusão de folhas de hortelã de procedência domiciliar. Os 

chás comerciais foram preparados através da infusão em 250 mL de água potável 

fervente, por aproximadamente três minutos. Todas as infusões de chás comerciais 

mencionadas referem-se à infusão de matéria vegetal seca, comercializada em 

porções para preparo individual. 

No caso do chá de hortelã in natura, a amostra foi preparada pela imersão de 

15 g de folhas frescas de hortelã em 250 mL de água potável fervente, por 

aproximadamente três minutos. Essa massa de folhas de hortelã representa uma 

proporção aproximada do material vegetal utilizado para obtenção de cerca de 3,0 g 

de hortelã seco, normalmente o conteúdo presente em uma porção individual de chá 

comercial para infusão.  

Vale ressaltar que, devido a viscosidade dos DES, estes podem ficar retidos 

nas colunas ou canais dos equipamentos, causando aumento de pressão e presença 

de contaminação nas quantificações de outras amostras. Assim, em todas as etapas 

deste estudo, das otimizações à aplicação em amostras, a pressão do equipamento 

foi monitorada e, quando necessário, um protocolo de limpeza foi realizado. Para 

limpeza foi utilizado a própria eluição por gradiente utilizada na determinação dos 

HPAs (Tabela 4). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

5.1. OTIMIZAÇÃO DO DES COMO FASE EXTRATORA 

Pela avaliação do sinal individual dos oito DES preparados (Figura A-1), 

observou-se que ácido levulínico:timol, timol:cânfora, cânfora:C10 e C12:C10 

apresentaram apenas alguns ruídos e poucos sinais quantificáveis nos tempos de 

retenção dos analitos. Em seguida, os quatro DES que demonstraram melhores 

resultados na análise individual, foram avaliados quanto a sua eficiência de extração 

dos analitos em amostra fortificada de chá de camomila. A Figura 6 apresenta uma 

comparação visual do desempenho de cada DES, e a eficiência de extração da 

membrana sem o DES. Devido as características hidrofóbicas da membrana, ela é 

capaz de extrair os analitos da amostra mesmo sem um solvente extrator. No entanto, 

é possível observar uma melhora na resposta quando o DES é utilizado, que supera 

o emprego da membrana sozinha.  

 

Figura 6. Eficiência de extração de HPAs em chá dos 4 DES pré-selecionados. 

 
Fonte: Autoria própria (2024). 
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A seleção do solvente extrator foi realizada mediante testes estatísticos 

(Tabela B-1). Timol:cânfora apresentou a melhor taxa de extração, além de ser 

significativamente diferente dos demais DES avaliados, sendo selecionado como 

solvente extrator otimizado. A eficiência de extração apresentada por timol:cânfora, 

pode ser atribuída principalmente por interações π-π do anel aromático do timol com 

as estruturas dos analitos, ou dos elétrons π da carbonila da cânfora com os analitos. 

Além disso, a estrutura deste DES (Figura 7), mantida principalmente por ligações de 

hidrogênio, interações dipolo-dipolo e forças de dispersão43, difere dos demais DES 

que possuem cadeias carbônicas abertas e extensas em pelo menos um constituinte. 

A presença destas cadeias carbônicas pode dificultar a interação dos analitos com o 

DES; enquanto timol:cânfora possui uma estrutura que, deste ponto de vista, facilita 

as interações entre fase extratora e analito. 

 

Figura 7. Estruturas do timol:cânfora, componentes dos demais DES e interações. 

 

Fonte: Autoria própria (2024). 
 

5.2. OTIMIZAÇÕES DOS PARÂMETROS DA HF-MMLLE 

5.2.1. Otimização da Etapa de Dessorção 

 

Com base nos experimentos conduzidos através do planejamento simplex-

centróide, foi gerada a superfície de resposta apresentada na Figura 8. A partir dela, 
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MeOH foi selecionado como solvente de dessorção otimizado para o preparo das 

amostras de chá. 

Considerando a semelhança de solubilidade da cânfora e do timol, bem como 

as dimensões das estruturas dos solventes avaliados (Figura 9), podemos concluir 

que, conforme relatado na literatura43 e assim como na seleção do DES, a estrutura 

com menores impedimentos estéricos, que facilita a interação do solvente de 

dessorção com os constituintes do DES, ou seja, o MeOH, apresentou o melhor 

desempenho na etapa de dessorção. 

 

Figura 8. Superfície de resposta obtida na seleção do solvente de dessorção. 

 

Fonte: Autoria própria (2024). 
 

Figura 9. Estruturas dos solventes de dessorção e interação do MeOH com o DES. 

 
Fonte: Autoria própria (2024). 
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Os resultados da otimização do tempo de dessorção (Tabela C-1), 

demonstram que todos os tempos avaliados diferem entre si. O tempo de 30 minutos 

de dessorção gerou a maior resposta, sendo selecionado como condição otimizada. 

A Figura 10 apresenta uma comparação visual dos tempos de dessorção avaliados.  

 

Figura 10. Otimização do tempo de dessorção. 

 
Fonte: Autoria própria (2024). 

 

O tempo de 20 minutos apresentou a menor resposta, sendo insuficiente para 

a dessorção dos analitos. Também se observa que, após o tempo otimizado, houve 

um declínio do sinal, essa diminuição da concentração dos analitos no solvente de 

dessorção pode ser justificada por uma retroextração dos analitos pela membrana 

microporosa.  

Portanto, um tempo de dessorção muito curto pode resultar na dessorção 

incompleta dos analitos, do mesmo modo que um tempo de dessorção muito 

prolongado, pode propiciar uma retroextração dos analitos para a membrana43. Isto 
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ocorre devido à sua natureza hidrofóbica, a membrana é capaz de reter compostos 

orgânicos, como os HPAs, mesmo sem o DES impregnado.  

 

5.2.2. Otimização da Etapa de Extração  

 

A otimização final envolveu a avaliação dos tempos de extração de 45, 60, 75 

e 90 minutos. Com base nos resultados obtidos (Tabela D-1), o tempo de extração de 

45 minutos, além de apresentar a maior resposta, difere significativamente dos demais 

tempos avaliados, sendo selecionado como condição otimizada.  

Durante esta otimização, também foi observado o fenômeno de retroextração, 

uma vez que, após o tempo otimizado, o sinal sofre um decréscimo. Isso demonstra 

que para tempos de extração superiores a 45 minutos, os analitos podem retornar 

para a amostra. Somado a isso, pode ainda ocorrer uma perda do DES, com o 

solvente extrator também migrando para a amostra. Ou seja, um tempo de extração 

muito curto pode resultar na extração incompleta dos analitos presentes na amostra, 

enquanto um tempo de extração muito prolongado pode propiciar uma retroextração 

dos analitos para a amostra43. 

Os tempos de 60 e 75 minutos, onde ocorre a diminuição de sinal, 

apresentaram uma resposta estatisticamente equivalente. A partir dos 90 minutos de 

extração, o sinal volta a crescer, no entanto, o tempo de 90 minutos difere 

significativamente de 45 minutos de extração. A extração é governada por um 

equilíbrio químico entre os analitos presentes na fase extratora e na amostra, portanto, 

embora o sistema retorne a uma condição de equilíbrio que favoreça a extração dos 

analitos pela membrana, essa resposta ainda será inferior à de 45 minutos devido à 

possível perda do solvente extrator. Portanto, seja em termos de frequência analítica 

ou devido às perdas de analito e fase extratora, a etapa de extração desta metodologia 

deve ser realizada em, no máximo, 45 minutos.  

A Figura 11 apresenta uma comparação visual dos tempos de extração 

avaliados. Em seguida, a Figura 12 ilustra a metodologia otimizada do preparo de 

amostras de chá para determinação de HPAs.  
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Figura 11. Otimização do tempo de extração. 

 
Fonte: Autoria própria (2024). 

 

 

Figura 12. Metodologia otimizada do preparo de amostras por HF-MMLLE/DES. 

 
Fonte: Autoria própria (2024). 
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5.3. AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS ANALÍTICOS DE MÉRITO 

 

Utilizando a metodologia otimizada em amostras de chá de camomila 

fortificadas por adição de padrão, foram obtidas curvas de calibração para cada 

analito. Os valores obtidos são apresentados na Tabela 7.  

 

Tabela 7. Dados obtidos para os parâmetros analíticos de mérito. 

Analitos 
Parâmetros  

LOQ 
(µg L-1) 

LOD 
(µg L-1) 

Faixa linear 
(µg L-1) R2 F 

NPH 10 3,03 10 – 500 0,9908 752 
FLR 10 3,03 10 – 500 0,9917 713 
PHE 10 3,03 10 – 500 0,9983 4142 
ANT 10 3,03 10 – 500 0,9994 14401 
FA 10 3,03 10 – 500 0,9962 2122 
PY 10 3,03 10 – 500 0,9924 788 

CHR e BaA 10 3,03 10 – 500 0,9989 4382 
BbFA 10 3,03 10 – 500 0,9956 1366 
BaP 10 3,03 10 – 500 0,9969 2230 

DBahA 10 3,03 10 – 500 0,9955 1543 
BghiP 10 3,03 10 – 500 0,9957 1154 

IP 10 3,03 10 – 500 0,9961 1537 

Fonte: Autoria própria (2024). 

 

As faixas lineares de trabalho variam de 10 a 500 µg L-1, com R² superior a 

0,9908, e os valores de LOQ e LOD foram 10 e 3,03 µg L-1, respectivamente, para 

todos os analitos. Os elevados valores de F obtidos corroboram com a obtenção de 

uma excelente relação linear nas curvas.    

A Tabela 8 exibe os resultados da avaliação da precisão e exatidão do método 

propostoc. A precisão intradia variou de 1,55 a 17,72%, enquanto a interdia variou de 

9,85 a 22,63%. A exatidão do método, avaliada pela porcentagem de recuperação 

relativa (%RR), apresentou valores que variaram de 84,78 a 117,50% para a amostra 

de chá mate, e 84,63 a 120,28% para a amostra e chá de hortelã. Os valores obtidos 

tanto para precisão, quanto para exatidão, são considerados satisfatórios, uma vez 

que estão de acordo com as diretrizes da AOAC59 que determina que o DPR na 

precisão deve ser menor que 20%, e a %RR encontre-se entre 80 e 120% para as 

concentrações avaliadas.  

 
c Para garantir que os níveis pré-existentes de HPAs nas amostras de chá não afetassem os dados da 
validação, a concentração de 0 µg L-1 (branco do chá) foi incluída nas análises.  
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Tabela 8. Dados obtidos para precisão e exatidão do método. 

Analitos Concentração 
(µg L-1) 

Precisão expressa pelo DPR Exatidão expressa pela %RR 

Intradia (%) 
(n = 3) 

Interdia (%) 
(n = 9) Chá mate Chá de hortelã 

NPH 

50 8,54 12,38 92,61 (±1,2) 92,87 (±3,9) 

100 6,99 12,03 100,06 (±7,6) 113,46 (±9,7) 

300 2,40 9,85 100,43 (±2,7) 98,96 (±1,7) 

FLR 

50 3,60 12,12 92,15 (±8,2) 90,31 (±7,6) 

100 4,72 14,47 94,67 (±10,2) 102,61 (±8,3) 

300 3,76 10,98 106,48 (±7,1) 94,43 (±9,9) 

PHE 

50 1,55 13,35 85,52 (±10,0) 89,46 (±14,4) 

100 3,20 13,80 89,31 (±11,8) 96,56 (±12,0) 

300 8,07 13,30 106,23 (±6,1) 96,30 (±12,7) 

ANT 

50 13,56 14,13 108,24 (±7,2) 84,63 (±6,3) 

100 4,14 15,99 116,73 (±3,1) 91,24 (±11,8) 

300 12,52 15,80 105,46 (±12,8) 94,07 (±16,9) 

FA 

50 10,99 15,38 105,77 (±1,3) 99,32 (±12,6) 

100 11,64 13,79 90,88 (±9,3) 109,71 (±3,7) 

300 11,30 11,53 106,09 (±7,2) 94,12 (±22,0) 

PY 

50 13,87 14,42 111,33 (±10,7) 108,22 (±20,2) 

100 4,12 11,79 90,72 (±9,1) 97,06 (±13,0) 

300 13,29 12,96 104,16 (±20,6) 92,91 (±15,7) 

CHR e BaA 

50 10,58 16,73 84,78 (±5,2) 91,08 (±15,9) 

100 8,53 20,74 101,05 (±21,0) 116,31 (±0,1) 

300 14,74 19,10 95,60 (±12,6) 103,44 (±17,1) 

BbFA 

50 6,97 17,52 87,80 (±19,8) 90,27 (±1,0) 

100 14,49 20,55 116,69 (±19,9) 111,85 (±17,1) 

300 16,07 21,75 95,06 (±15,0) 104,10 (±20,7) 

BaP 

50 13,45 22,63 110,21 (±8,4) 117,63 (±0,1) 

100 12,86 19,49 117,50 (±7,6) 120,28 (±0,2) 

300 4,03 18,79 92,73 (±13,2) 102,41 (±12,3) 

DBahA 

50 12,56 19,42 108,45 (±8,9) 112,55 (±9,9) 

100 17,05 18,19 110,57 (±15,8) 114,69 (±17,0) 

300 6,73 21,36 95,94 (±15,5) 100,67 (±18,8) 

BghiP 

50 17,72 16,43 115,12 (±11,0) 106,42 (±11,7) 

100 3,90 17,02 112,33 (±5,3) 107,97 (±5,5) 

300 9,29 21,72 99,70 (±5,3) 97,45 (±3,9) 

IP 

50 8,09 20,90 116,16 (±6,9) 105,28 (±6,9) 

100 8,30 16,69 107,90 (±16,3) 111,84 (±12,2) 

300 6,41 19,58 94,80 (±1,8) 102,41 (±18,5) 
Fonte: Autoria própria (2024). 
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5.4. AVALIAÇÃO DO EFEITO MATRIZ 

 

O efeito matriz não é propriamente um parâmetro analítico de mérito, mas é 

uma importante característica a ser considerada na avaliação de um método analítico, 

pois refere-se à influência que a matriz da amostra pode exercer sobre a exatidão e 

precisão das análises. Este efeito, regularmente presente em análises de matrizes 

complexas como as alimentícias, é consequência da natureza química da matriz e dos 

compostos de interesse, podendo acarretar a supressão ou amplificação do sinal 

analítico60. No caso do chá, a composição das amostras inclui uma variedade de 

compostos orgânicos, principalmente polifenóis como flavonóides e catequinas61, que 

podem interferir na análise dos HPAs. 

Após comparar os coeficientes angulares (Tabelas E-1 e E-2) das curvas de 

amostras de chá de camomila, chá mate e chá de hortelã, obtidas na precisão intradia 

e nas recuperações, com os coeficientes obtidos nas curvas em água ultrapura, 

verificou-se a ocorrência de efeito matriz. Esse resultado confirma que a calibração 

por adição de padrão é mais adequada do que a calibração externa na avaliação de 

HPAs em matrizes complexas, como de chás, devido aos interferentes da matriz que 

podem persistir mesmo após o preparo das amostras. Embora esteja presente, o 

efeito matriz não invalida a metodologia proposta, já que os parâmetros validação 

analítica confirmaram a confiabilidade do método.  

 

Tabela 9. Efeito matriz nas amostras avaliadas. 

Analito Chá de camomila (infusão)  Chá mate (infusão) Chá de hortelã (infusão) 

NPH ✔ ✔ X 
FLR ✔ ✔ ✔ 
PHE ✔ ✔ ✔ 
ANT ✔ ✔ ✔ 
FA ✔ ✔ ✔ 
PY ✔ ✔ ✔ 

CHR e BaA ✔ ✔ ✔ 
BbFA ✔ ✔ ✔ 
BaP ✔ ✔ ✔ 

DBahA ✔ ✔ ✔ 

Legenda: ✔ - há efeito matriz; X – não há efeito matriz. 
Fonte: Autoria própria (2024). 
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5.5. APLICAÇÃO DA METODOLOGIA 

 

A presença dos HPAs em infusões de chá de camomila, chá mate, chá verde, 

chá preto e chá de hortelã, além de chá mate pronto industrializado e chá de hortelã 

de origem domiciliar, foram avaliadas através da metodologia proposta e validada. As 

concentrações dos HPAs nas amostras são apresentadas nas Tabelas 10 e 11. 

 

Tabela 10. Concentração de HPAs em infusões de chás comerciais. 

Analitos 

Concentração dos analitos nas amostras avaliadas (µg L-1) 

Chá mate pronto 
(industrializado) 

Chá mate 
(infusão) 

Chá preto 
(infusão) 

Chá verde 
(infusão) 

Chá de camomila 
(infusão) 

NPH * 51,33 (±3,24) * * 12,46 (±2,58) 

PHE * * * * 10,70 (±0,50) 

ANT 12,13 (±5,38) * 12,92 (±5,99) 16,74 (±2,35) * 

CHR e BaA 32,54 (±1,19) * * 29,69 (±0,86) * 

BaP * * 53,99 (±14,08) * * 

DBahA * * 39,39 (±12,04) * * 

BghiP 116,37 (±12,04) * 171,58 (±6,07) 124,79 (±2,75) * 

Legenda: *não detectado. 

Fonte: Autoria própria (2024). 

 

Tabela 11. Comparativo da concentração de HPAs em chás de hortelã.  

Analitos 

Concentração dos analitos nas amostras avaliadas (µg L-1) 

Infusão de chá de hortelã domiciliar Infusão de chá de hortelã comercial 

NPH * 54,98 (±7,41) 

PHE * 10,39 (±1,28) 

ANT 15,52 (±9,51) * 

CHR e BaA * 26,24 (±3,27) 

Legenda: *não detectado. 

Fonte: Autoria própria (2024). 

 

O chá de hortelã domiciliar apresentou a menor concentração de HPAs, uma 

vez que esta matéria vegetal não foi submetida ao processo de secagem, ou 

transporte para comércio. Contaminações no ambiente domiciliar, bem como a infusão 

em água quente, podem ser os contribuintes responsáveis pela presença, mesmo que 
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baixa, do ANT. Em comparação, a infusão de chá de hortelã comercial apresentou 

cerca de 6 vezes a concentração de HPA do chá domiciliar.  

Ao comparar o chá mate pronto industrializado com a infusão de chá mate 

comercial, observou-se que o primeiro apresenta uma concentração de cerca de 3,14 

vezes maior de HPAs que a infusão de chá comercial. O chá de camomila apresentou 

a segunda menor contaminação entre as amostras avaliadas. Por outro lado, tanto o 

chá verde quanto o chá preto possuem uma presença pronunciada de HPAs, sendo 

este um resultado consistente com relatados da literatura24,26,62, que indicam uma 

predominância de níveis elevados de HPAs nestes chás. 

 

5.6. COMPARAÇÃO ENTRE METODOLOGIAS  

 

A Tabela 12 apresenta estudos que investigaram HPAs em amostras de chá 

por diferentes técnicas de preparo de amostras e sistemas instrumentais. A literatura 

relacionada a determinação destes compostos em bebidas como o chá, ainda 

predominantemente apresenta técnicas clássicas de preparo de amostras. Contudo, 

o emprego de técnicas de microextração, inclusive associadas aos DES, já 

demonstram o potencial desse solvente alternativo na extração de HPAs. 

Em comparação com os demais, o método desenvolvido neste estudo 

apresenta diversas vantagens. Está entre as metodologias com o maior número de 

analitos quantificados simultaneamente. Em termos de frequência analítica, alcança 

um tempo de preparo de 0,88 minutos por amostrad. Além de ser de fácil manipulação, 

reduz a exposição a solventes tóxicos e faz uso de uma instrumentação relativamente 

simples, o HPLC-DAD. O valor de LOD obtido é superior aos relatados na literatura, 

mas foi alcançado utilizando menores volumes de solvente e, consequentemente, 

gerando menores volumes de resíduos.  

 

 

 

 

 
d Considerando o tempo de impregnação da membrana, extração dos analitos e dessorção, por 96 
amostras simultâneas. 
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Tabela 12. Comparação do método proposto com diferentes metodologias de determinação de HPAs em chás.  

Técnica de preparo de amostras Fase Extratora Analitos Instrumentação LOD 
Tempo de 
preparo 

(min/amostra) 
Referência 

HF-MMLLE DES (timol:cânfora) 
NPH, FLR, PHE, ANT, FA, PY, 

CHR, BbFA, BaA, BaP, DBahA, 
BghiP, IP 

 

HPLC-DAD 3,03 µg L-1 0,88 
Este 

trabalho 

Extração em fase sólida 
magnética (MSPE) Líquido iônico 

PHE, BaA, CHR, BbFA, DBahA, 
BaP e BkFA 

HPLC-FLD 1,0.10-4 – 0,01 µg L-1 12 27 
 

Microextração líquido-líquido 
dispersiva à base de líquidos 

iônicos (IL-DLMME) 
 

Líquido iônico:ACN 
BaA, CHR, BbFA, BkFA, BaP e 

DBahA 
HPLC-FLD 2,0.10-3 – 0,31 µg L-1 20 63 

 

Microextração baseada em 
membrana de seringa (SMME) 

 

UiO-66 (Zr)-MMMs FA, ANT, PY, BbFA e BaP HPLC-DAD 0,02 – 0,08 µg L-1 *15 65 

Procedimento semelhante ao 
QuEChERS + SPE e limpeza 

em MIPs 

AcEt 

 

BaA, BaP, BbFA, BkFA, BghiP, 
DBahA, CHR, IP, BcFLR, CPP, 

MCH, BjFA, DBalP, DBaeP, DBaiP, 
DBahPY 

GC-GC/TOFMS 0,16 – 0,67 µg kg-1 <6 26 

 

Microextração líquido-líquido 
assistida por ar baseada na 

solidificação de DES 
(AA-LLME-SFDES) 

 

DES (mentol:C12) NPH, FLR, PHE e ANT HPLC-UV 0,16 – 0,75 µg L-1 *11 66 

Extração líquido-líquido com 
ultrassom 

Hexano 

 

ACN, ACY, ANT, BaA, BaP, BbFA, 
BghiP, BkFA, DBahA, FA, FLR, IP, 

NHP, PHE e PY 
 

GC-FID 0,30 – 0,90 µg kg-1 >30 67 

 

Microextração líquido-líquido 
dispersiva (DLMME) 

 

DES:ACN 
(timol:lidocaína) 

BaA, CHR, BbFA, BkFA, BaP e 
DBahA 

UHPLC-FLD 6,0.10-3 – 0,04 µg L-1 11 56 

Legenda: **sem informação; *tempo aproximado 
Fonte: Autoria própria (2024). 
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6. CONCLUSÃO 

 

Identificar fontes relevantes de contribuição dietética na contaminação por 

HPAs auxilia no monitoramento da qualidade e segurança dos produtos alimentícios. 

Neste contexto, a metodologia proposta para a determinação de NPH, FLR, PHE, 

ANT, FA, PY, CHR, BaA, BbFA, BaP, DBahA, BghiP e IP, que consiste na utilização 

de DES como fase extratora na técnica HF-MMLLE, com quantificação por HPLC-

DAD, demonstrou resultados satisfatórios. A integração da HF-MMLLE com o sistema 

de 96 poços de amostragem, permitiu ganho significativo em termos de frequência 

analítica; além disso, a abordagem apresenta vantagens do ponto de vista ambiental, 

alinhando-se aos princípios da Química Analítica Verde. A metodologia foi otimizada 

e validada com êxito, destacando o potencial dos DES como substitutos eficazes dos 

solventes orgânicos tradicionalmente empregados. Os parâmetros analíticos de 

mérito foram avaliados de forma satisfatória, evidenciando a confiabilidade do método 

proposto, com LOQ e LOD de 10 e 3,03 µg L-1, respectivamente, além de coeficientes 

de determinação e valores de F satisfatórios para todos os analitos. A avaliação da 

precisão intradia e interdia, assim como a exatidão avaliada por meio de ensaios de 

recuperação relativa, apresentaram resultados dentro das faixas estabelecidas pelas 

diretrizes da AOAC. E por fim, a aplicação da metodologia em sete amostras foi 

realizada com êxito, alcançando concentrações condizentes com as já relatadas na 

literatura. 
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APÊNDICE A – CROMATOGRAMAS INDIVIDUAIS DOS 8 DES 

Figura A-1. Cromatogramas individuais dos DES avaliados 
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APÊNDICE B – DADOS DOS TESTES ESTATÍSTICOS UTILIZADOS PARA 

SELEÇÃO DO SOLVENTE EXTRATOR 

 

 

 

Tabela B-1. Estatística da seleção do solvente extrator 

ANOVA de dois fatores para medidas repetidas 

Fonte da variação SS df MS F   F crítico  

Entre grupos 85954,33 44 1953,51 18,52 1,48 

Dentro dos grupos 12660,26 120 105,50   

Total 98614,59 164    

Comparação pareada usando teste de Tukey 

Solvente extrator Solvente extrator p-valor 

Membrana 

Cânfora:C10 0,499 

Ácido levulínico:timol 0,071 

C12:C10 0,011 

Timol:cânfora <0,0001 

Cânfora:C10 

Ácido levulínico:timol 0,572 

C12:C10 0,100 

Timol:cânfora 1,65.10-4 

Ácido levulínico:timol 
C12:C10 0,635 

Timol:cânfora 6,50.10-4 

C12:C10 Timol:cânfora 0,003 
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APÊNDICE C – DADOS DOS TESTES ESTATÍSTICOS UTILIZADOS PARA 

SELEÇÃO DO TEMPO DE DESSORÇÃO  

 

 

 

Tabela C-1. Estatística da seleção do tempo de dessorção 

ANOVA de dois fatores para medidas repetidas 

Fonte da variação SS df MS F   F crítico  

Entre grupos 6520,97 33 197,60 6,52 1,56 

Dentro dos grupos 2907,86 96 30,29   

Total 9428,83 129    

Comparação pareada usando teste de Tukey 

Tempo de dessorção Tempo de dessorção p-valor 

20 minutos 

30 minutos < 0,0001 

40 minutos < 0,0001 

50 minutos < 0,0001 

30 minutos 
40 minutos < 0,0001 

50 minutos < 0,0001 

40 minutos 50 minutos 0,00182 
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APÊNDICE D – DADOS DOS TESTES ESTATÍSTICOS UTILIZADOS PARA A 

SELEÇÃO DO TEMPO DE EXTRAÇÃO 

 

 

 

Tabela D-1. Estatística da seleção do tempo de extração 

ANOVA de dois fatores para medidas repetidas 

Fonte da variação SS df MS F   F crítico  

Entre grupos 57945,74 33 19315,25 3,98 1,56 

Dentro dos grupos 55161,28 96 394,01   

Total 113107,02     

Comparação pareada usando teste de Tukey 

Tempo de extração Tempo de extração p-valor 

45 minutos 

60 minutos < 0,0001 

75 minutos < 0,0001 

90 minutos 6,9.10-4 

60 minutos 
75 minutos 0,9851 

90 minutos 0,0273 

75 minutos 90 minutos 0,0189 
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APÊNDICE E – DADOS UTILIZADOS NA AVALIAÇÃO DO EFEITO MATRIZ 

 

Tabela E-1. Coeficientes angulares avaliados na determinação do efeito matriz 

Analito 
Coeficiente angular  

A 
Coeficiente angular  

B 
Coeficiente angular  

C 
Coeficiente angular 

D 

NPH 3053,686 1967,838 3254,742 3131,719 

FLR 249,972 296,830 535,897 1080,233 

PHE 413,912 623,029 1239,809 456,297 

ANT 188,281 361,230 621,823 575,959 

FA 283,651 361,665 727,449 612,246 

PY 314,401 368,748 873,718 749,571 

CHR e BaA 632,754 398,580 1101,172 1181,115 

BbFA 274,883 97,798 438,840 495,296 

BaP 275,272 120,779 432,028 486,786 

DBahA 469,031 129,536 705,787 743,496 

BghiP 260,971 870,620 936,210 926,204 

IP 407,870 123,338 124,299 139,198 

Legenda: A – Curva em água ultrapura; B – Curva de calibração em chá de camomila (precisão 
intradia); C – Recuperação em chá mate; D – Recuperação em chá de hortelã (comercial).  

Fonte: Autoria própria (2024). 
 

 

Tabela E-2. Dados das estatísticas utilizados na avaliação do efeito matriz 

Analitos 

 

chá de camomila 
 

chá mate 
 

chá de hortelã 𝑡𝑡𝑎𝑏𝑒𝑙𝑎𝑑𝑜 𝑡𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜  p-valor 𝑡𝑡𝑎𝑏𝑒𝑙𝑎𝑑𝑜 𝑡𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 p-valor 𝑡𝑡𝑎𝑏𝑒𝑙𝑎𝑑𝑜 𝑡𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 p-valor 

NPH 2,13 11,56 7,18.10-9 2,26 2,84 1,93.10-2 2,31 0,88 4,02.10-1 

FLR 2,20 2,72 0,020 2,45 15,97 3,83.10-6 2,45 8,71 1,26.10-4 

PHE 2,16 11,44 3,71.10-8 2,36 19,43 2,38.10-7 2,36 32,16 7,28.10-9 

ANT 2,16 17,17 2,58.10-10 2,45 16,08 3,68.10-6 2,45 39,18 1,85.10-8 

FA 2,14 5,99 3,31.10-5 2,36 10,31 1,75.10-5 2,36 8,46 6,37.10-5 

PY 2,18 3,75 2,76.10-3 2,36 9,94 2,22.10-5 2,36 47,8 4,59.10-10 

CHR e BaA 2,20 18,88 9,93.10-10 2,36 9,90 2,28.10-5 2,36 6,48 3,40.10-4 

BbFA 2,20 16,09 5,44.10-9 2,45 3,35 1,54.10-2 2,45 7,88 2,21.10-4 

BaP 2,18 13,73 1,06.10-8 2,45 4,11 6,29.10-3 2,45 7,96 2,09.10-4 

DBahA 2,16 18,45 1,05.10-10 2,36 6,68 2,81.10-4 2,36 7,97 9,31.10-5 

BghiP 2,26 22,98 2,66.10-9 2,57 25,04 1,90.10-6 2,57 23,12 2,82.10-6 

IP 2,16 21,34 1,67.10-11 2,31 21,46 2,34.10-8 2,31 19,48 5,00.10-8 

Fonte: Autoria própria (2024) 
 


