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RESUMO

A busca pelos principios da quimica verde tem crescido bastante, é valido citar
algumas: evitar substancias nocivas ao meio ambiente e ao ser humano, a
diminuicdo de residuos gerados durante ensaios quimicos e a substituicdo de
solventes. Um solvente precisa atender a diferentes critérios, para ser qualificado
como um meio verde, como disponibilidade, baixa toxicidade, biodegradabilidade,
entre outros. Neste trabalho, um sistema alternativo de microextragdo em fase
liguida foi desenvolvido para determinagcdo de verde brilhante (BG), utilizando um
equipamento produzido com materiais de baixo custo e facil de aquisicdo. O
processo de microextracdo € baseado em um solvente de hidrofilicidade comutavel
(acido octandico), solvente pouco miscivel na fase aquosa em uma forma, mas
completamente miscivel na fase aquosa em outra forma. A alternancia entre essas
duas formas hidrofébica e hidrofilica pode ser obtida pela alteracdo na composicdo
da solucéo, onde foi empregado o carbonato de sédio (NazCO3) e o &cido sulfdrico
(H2S04). Os fatores como pH, volume de amostra, volume de solvente comutavel e
proporcao acido x base foram otimizadas para fornecer a melhor resposta analitica
para a pré-concentracdo de BG. O limite de deteccdo obtido foi de 1,4 ug L. Ja o
fator de enriqguecimento foi de 250. A validacdo do método de extracdo de BG, foi
promovida pela comparacdo com a técnica de espectrofotometria, o método
desenvolvido foi aplicado para determinacdo de BG em amostras de aguas,
mariscos e peixes. O novo método criado é em associacdo a colorimetria por
imagem digital, um método de detec¢cdo com um futuro promissor, ja que € possivel
a andlise de diversas matrizes. Esse método alternativo, € uma ferramenta

sustentavel, inovadora, efetiva, de baixo custo e ecologicamente correto.

Palavra-chave: imagem digital; pré-concentracao; verde brilhante; agua; peixe
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Solvent-based liquid phase microextraction with switchable hydrophilicity for

determination of brilliant green in water, shellfish and fish samples

Author: Joselanio de Jesus Coutinho

Advisor: Valfredo Azevedo Lemos

ABSTRACT

The search for the principles of green chemistry has grown a lot, it is worth
mentioning a few: avoiding substances that are harmful to the environment and
human beings, the reduction of waste generated during chemical tests and the
replacement of solvents. A solvent needs to meet different criteria to be qualified as a
green medium, such as availability, low toxicity, biodegradability, among others. In
this work, an alternative liquid phase microextraction system was developed for the
determination of brilliant green, using equipment produced with low cost and easy to
acquire materials. The microextraction process is based on a switchable
hydrophilicity solvent (octanoic acid), a solvent that is poorly miscible in the aqueous
phase in one form, but completely miscible in the aqueous phase in another form.
The alternation between these two hydrophobic and hydrophilic forms can be
obtained by changing the composition of the solution, where sodium carbonate
(Na2COs3) and sulfuric acid (H2SOa4) were used. Factors such as pH, sample volume,
switchable solvent volume and acid to base ratio have been optimized to provide the
best analytical response for the BG preconcentration. The detection limit obtained
was 1.4 ug Lt. The enrichment factor was 250. The validation of the BG extraction
method was promoted by comparison with the spectrophotometry technique, the
developed method was applied to determine BG in samples of water, shellfish and
fish. The new method created is in association with colorimetry by digital image, a
detection method with a promising future, since it is possible to analyze several
matrices. This alternative method is a sustainable, innovative, effective, low cost and

eco-friendly.

Keywords: digital image; preconcentration; brilliant breen; water; fish.
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1- INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, tem-se observado uma crescente busca por
substancias ndo téxicas e ecologicamente correta, a fim de evitar substancias
nocivas ao meio ambiente e ao ser humano, além da diminuicdo de residuos
gerados durante ensaios quimicos e a substituicdo de solventes que possam emitir
compostos organicos volateis (VOC’s), estes fatores tém chamado muita atencao da
sociedade de quimica nacional e internacional, pois sdo aspectos relevantes na
Quimica Verde [1, 2].

O conceito de Quimica Verde esta ligado ao desenvolvimento sustentavel, na
literatura, os primeiros vestigios dessa utilizagéo feita por quimicos, esta relacionada
a processos industriais e de produtos, relatado em 1999 [3-5]. O principio desse
novo ramo da quimica, deu-se originalmente devido ao uso de “Orgéanicos Verdes”,
sintetizados em diferentes areas industriais da quimica, sendo, a industria
farmacéutica uma das principais [6].

Na Figura 1, é observado algumas caracteristicas abordadas nesse ramo da
quimica, especialmente em Quimica Analitica, na qual € comum o uso de reagentes
organicos ou inorganicos em sintese e em procedimentos experimentais. Entédo
métodos e procedimentos analiticos tem buscado o uso de novos solventes para
substituir solventes orgéanicos convencionais. Neste contexto, solventes de
hidrofilicidade comutavel, liquidos ibnicos, e solventes eutéticos, entre outros, sao

substancias ou misturas que vem sendo bastante exploradas em quimica.

Menor tamanho e nimero

Amostra

Seguranca Nao tdxicos, seguros, de

Reagente fontes renovaveis

Analista

Menor volume,
adequadamente Residuos
tratados

Método Automatizados, in-situ,
andlise direta

Equipamento

Miniaturizados, eficiéncia
energética

Figura 1. Caracteristicas de um experimento em quimica analitica verde [6].
12
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Abrangem também muitas questdes relativas a minimizacdo da geracdo de
residuos, ao consumo de energia, a miniaturizacdo dos procedimentos e técnicas
experimentais de pré-concentracdo [7-9]. A miniaturizacdo, garante algumas
vantagens, como por exemplo: pequenos volumes de amostras e solventes de
extracdo utilizados nos experimentos, capacidade de automacdo do sistema,
facilidade de operacdo, baixo custo de anadlise, reducdo ou extingdo do uso de
solventes organicos volateis, e também, resultados livres de interferéncia, ja que o
preparo de amostras € de fundamental importancia para a compatibilizacdo com a
técnica de analise escolhida [10, 11].

O uso de técnicas miniaturizadas desenvolveram-se a partir dos anos de
1990, empregada no trabalho sobre microextragdo em fase sélida com dessorcéo
térmica usando fibra éptica de silica fundida [12].

Novas metodologias e técnicas analiticas sdo capazes de analisar espécies
em micro quantidades em inumeros tipos de matrizes, como: aguas, sedimentos,
alimentos de forma geral, entre outros, vem sendo desenvolvidas. Para conhecer a
concentracdo ou até mesmo diagnosticar a(s) espécie(s) presente(s) nessas
matrizes. No entanto, esbarra-se nos obstaculos, devido estarem em concentracées
infimas, problemas com contaminacdo, ou interferentes presentes na matriz, bem
como, perda do analito por adsorcdo ou degradacdo durante 0s ensaios
experimentais.

Derivada da tradicional extracdo liquido-liquido (LLE), a microextracdo em
fase liquida (LPME) é um método de preparo de amostras, no qual € necessario
apenas alguns microlitros de solvente para efetuar a pré-concentracao/extracao de
diversos tipos de analitos em inUmeras matrizes. Essa metodologia oferece alguns
beneficios, destaca-se, a rapidez na andlise, simplicidade e baixo custo de
operacéo, além de oferecer alto fator de enriguecimento e recuperacao

Ha relatos na literatura sobre a diversidade do uso da LPME em sistemas,
gue podem ser utilizados em juncdo a técnicas de deteccdo, como : um sistema de
injecdo em fluxo para determinagdo espectrométrica de elementos tragos [13]. A
LPME é dividida em trés classes principais: microextracdo em fase liquida de gota
suspensa (SD-LPME); microextracdo em fase liquida de fibra oca (HF-LPME) e a
microextracao dispersiva liquido-liquido (DLLME) [14, 15].

13
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1.2 - Solvente com hidrofilicidade comutavel (SHS)

Nos ultimos anos a comunidade cientifica tem se empenhando na busca por
novos solventes, com menos impacto ao meio ambiente e com caracteristicas
adequadas aos processos de pré-concentracdo, no qual os SHS tém atraido a
atencdo de muitos pesquisadores, devido as suas propriedades, bastante
adequadas para uso em processos de microextracao [16].

A alternancia entre as duas formas (hidrofébica e hidrofilica) pode ser obtida
por uma mudanca na composicao da solucdo. A mudanca entre as formas torna
essas substancias bastante adequadas para uso em sistemas que envolvem a
disperséo do solvente extrator [17, 18].

Os primeiros relatos sobre o estudo de SHS envolveram amidinas e aminas
secundérias [19]. Essas substancias podem ser alternadas entre as duas formas
adicionando CO:2 e, em seguida, revertidas a sua forma néo ibnica por nitrogénio,
gas inerte ou a adicao de hidréxido de sédio. A aplicacdo de um SHS em sistema de
LPME foi realizada em 2015 empregando o solvente imiscivel em &gua, N,N-
dimetilciclohexilamina, que foi solubilizado na propor¢cdo de 1:1 usando CO2 como
reagente [20]. Apds a extracdo, a separacao das fases foi induzida pela adicdo de
hidréxido de soédio.

Acidos carboxilicos também apresentam propriedades de SHS. Alteracdes na
miscibilidade dessas substancias podem ser induzidas, promovendo-se reacgdes
acido-base apos ajuste do pH do meio de extracdo. Esse processo conduz a
formacdo de uma grande area superficial entre o solvente de extracdo e a fase
aquosa, resultando em um rapido equilibrio, seguido por separacdo de fases. A
Figura 2 ilustra o mecanismo de um &cido graxo como solvente de hidrofobicidade
comutavel em um sistema de microextracao [18, 21-23].

Nos ultimos anos, a busca por solventes verdes no desenvolvimento de
metodologias sustentavel, ganhou alta propor¢do em seu uso nas extracfes. Essas
substancias devem apresentar algumas caracteristicas ideais para a pre-
concentracdo, como: Ter boa miscibilidade na fase organica e imiscivel na fase
aguosa, densidade baixa e, seletivo para a extracdo do analito de interesse. Por
possuirem toxicidade baixa, e como o residuo gerado é pequeno, 0 descarte pode
ser efetuado no meio ambiente com seguranca, levando em comparacdo aos
solventes tradicionais (organicos) que ndo devem ser descartados da mesma
forma[16].

14
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Figura 2. Mecanismo de interacdo de moléculas entre um &cido graxo e a fase

aguosa.

Alguns sistemas LPME também tém empregado SHS. Um sistema foi
desenvolvido para a determinacdo da ofloxacina em amostras de urina humana [21].
A conversdo do &cido graxo em forma hidrofilica foi realizada com carbonato de
sédio. Em seguida a injecdo de acido sulfarico na solucdo diminuiu o valor do pH do
meio, gerando microgotas de acido graxo.

O desenvolvimento dos solventes de hidrofilicidade comutavel é fundamental
para alcancar aplicacdes quimicas, seguras e ambientalmente corretas. O uso
destes solventes atualmente é focado em aplicacdes como extracdo, separacdo e
reagdo. As principais vantagens do uso de SHS em sistemas de microextragdo sao a
execucao do processo em fase homogénea sem dispersao por solventes ou energia

externa, e a facil separagdo de fases sem equipamentos adicionais [21, 24-26].

1.3 - Microextragdo em fase liquida em gota suspensa (SD-LPME)

Na microextracdo em fase liquida em gota suspensa ocorre a formagéo de
uma peguena microgota, ou seja, um volume diminuto da fase aceptora que é
submersa na amostra liquida (fase doadora) e o sistema fixo para que a gota seja

formada na ponta de uma seringa ou tubo capilar, outros trabalhos também utilizam

15
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uma microseringa (seringa cromatografica). Em seguida, quando a gota € formada e
permanece estavel, ocorre a extracdo do analito da fase aquosa para a fase
aceptora [27, 28].

Os primeiros relatos abordando a SD-LPME foi descrito em 1996, a extracao
foi realizada em uma microgota de n-octano utilizado como solvente organico
imisivel em agua para extracéo de 4- metilacetofenona em amostras de 4gua [29].

Essa metodologia de preparo de amostras tem algumas vantagens: baixo
custo, compatibilidade com as técnicas cromatograficas e espectroanaliticas, boa
capacidade na extracdo de espécies inorganicas e organicas e minimiza impactos
ao meio ambiente [30].

Contudo, é relevante citar algumas desvantagens, entre essas estao:
estabilidade da gota que pode ser perdida pela agitacdo vigorosa da amostra, o
tempo e temperatura de pré-concentracdo devem ser bem ajustados; o volume da
gota extraida é proporcional a taxa de evaporacao do solvente [31].

Um sistema de microextracdo em gota suspensa acoplada a um sistema de
deteccdo por imagem digital foi desenvolvido para determinacdo de vanadio em
amostras de aguas [32]. O desenvolvimento da microextracdo em gota suspensa, foi
aplicado para andlise de diversas matrizes e acoplamentos a sistemas

cromatograficos [33].

1.4 - Microextracdo em fase liquida com base em fibra oca (HF-LPME)

A HF-LPME é desenvolvida com uma fibra porosa e oca, e totalmente
preenchida com alguns microlitros de uma solug&o receptora (aquosa ou organica).
A fibra atua como uma barreira fisica entre as fases e serve para suportar o baixo
volume de solucéo receptora utilizada. A membrana preenchida é, entdo, inserida
em uma fase doadora. Entdo os analitos sdo extraidos para a fase extratora e
migram para a solugao receptora.

A fase enriquecida é finalmente recolhida com o auxilio de uma microseringa
e submetida & deteccdo. Os poros presentes na fibra servem como filtros para
moléculas de grande massa molecular [34, 35].

Diversas matrizes usadas para estudo e técnicas cromatograficas que sao
utilizadas para analise, pode-se citar: pesticidas organoclorados em amostras de
tomates, morangos e agua, foi determinado, acoplando a técnica a cromatografia

gasosa com deteccédo por captura de elétrons (CG-ECD) [36]
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1.5 - Microextracao liquido-liguido dispersiva (DLLME)

Na DLLME, ocorre a formacgdo de um sistema trifasico de solventes. Este, é
obtido, através da insercdo rapida de uma mistura contendo o solvente extrator
(hidrofébico) ou seja, imiscivel em agua e um solvente dispersor (miscivel na fase
aguosa e no extrator). A microextracdo € formada pela dispersdo do solvente por
toda a amostra, aumentando a area de contato do solvente extrator com o analito
presente na amostra, dessa forma a eficiéncia de extracdo da espécie de interesse é
maior. Em 2006 a DLLME foi aplicada pela primeira vez em um sistema de pré-
concentracdo de compostos organicos em amostras aquosas [37, 38].

As principais vantagens da DLLME sao: operacao simples, pequenas
quantidades de reagentes, baixo custo e eficiéncia de extracdo. Apesar das
vantagens, muitos procedimentos faz o uso de solventes extratores poluentes e
toxicos. Métodos baseados na DLLME mais corretos, tém sido cada vez mais
desenvolvidos. Alguns solventes tidos como verdes tém sido usados em DLLME.

Um sistema baseado na microextracdo liquido-liquido dispersiva em seringa
para determinacao de niquel em amostras de chocolate foi desenvolvido, utilizando
a colorimetria de imagem digital como deteccdo [39]. A DLLME também foi
associada com analise por imagem digital para determinacéo de cobalto em vitamina
B12 e aguas [40]. Foi desenvolvido um sistema utilizando um separador gas-liquido
miniaturizado para uso em procedimentos de LPME: Determinagdo de mercurio em
alimentos [41].

Alguns solventes alternativos, ndo toxicos tém sido usados em DLLME
convencional, ha também métodos com outros tipos de dispersdao do solvente
extrator, como: ultrassom, agitacdo magnética, efervescéncia e controle de

temperatura.

1.6 — Verde brilhante (BG)

Os corantes trifenilmetanos, como o verde de malaquita, cristal violeta e verde
brilhante sdo exemplos de substancias sintéticas, usados desde o século 20, para
colorir na indastria téxtil, tintas biologicas e, além da producdo de papel, em que
800g a 1,0 kg € capaz de tingir uma tonelada de papel [42, 43]. Por muitos anos, 0
verde brilhante tem sido utilizado de forma ilegal na industria da piscicultura, pelo
fato de possuir agdo antifungica, antiparasitario e antimicrobiana, devido sua
eficiéncia para prevenir feridas causadas por micrébios e no tratamento de certas

anomalias em peixes, e claro o custo beneficio baixo [44].
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A Unido Europeia (EU) e a Administracao de alimentos e medicamentos dos
Estados Unidos da América (US-FDA), condenam o uso de BG, pois é um produto
toxico, tem propriedades carcinogénicas e mutagénicas, prejudicando o ser humano
e causando poluicdo a biota aquatica [45]. Pode provocar queimaduras permanentes
nos olhos dos seres humanos e animais, por outro lado, o consumo por via oral,
pode desencadear uma série de problemas no homem, nauseas, vomitos, diarreia, e
mais, irritacdo no trato gastrointestinal. Outro fato é que em contato com a pele, ele
pode causar dor e vermelhiddo na &rea atingida. Entdo €& pertinente o
desenvolvimento de técnicas e métodos cada vez mais sensiveis e eficazes para
deteccdo de BG em diversas matrizes, pois € importante verificar se ha ou ndo a
presenca dessa espécie nas amostras, jA& que o BG causa poluicdo para 0 meio
ambiente e afeta o bem-estar, saide do homem [43].

Verde brilhante apresenta-se como um sélido verde de brilho intenso possui
formula molecular C27H34N204S e massa molar de 482,62 g/mol e, tem sua absorgéo
maxima em comprimento de onda 625 nm [44]. A estrutura molecular do verde

brilhante é apresentada na Figura 3.
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Figura 3.Estrutura molecular do verde brilhante.

A DLLME associada a liquido idnico foi empregada para determinacdo de
verde brilhante e violeta cristal em amostras de aguas e peixes usando o método de
analise espectrofotométrico de primeira derivada de cruzamento zero [45]. Neste
trabalho é observado a imagem da estrutura molecular das espécies estudadas
pelos autores, além disso, descrevem uma série de técnicas que sdo utilizadas para
analises dessas espécies trifenilmetanos, como, por exemplo, 0 uso da
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espectrofotometria UV-Vis, eletroforese capilar, cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa, eletroquimica, eletroquimioluminescéncia, cromatografia
liqguida com deteccéo visivel e fluorescéncia, ha ainda utilizagdo dos diversos tipos

de técnicas cromatograficas, entre outros.

1.7 - Colorimetria por imagem digital (DIC)

O avanco dos anos, tem proporcionado o desenvolvimento cientifico, a
producdo de novas tecnologias analiticas, capazes de oferecer resultados confiaveis
e de forma rapida, em outras palavras, em tempo real, usando equipamentos
compactos e de baixo custo, promovendo a ciéncia. Nos tempos atuais, ja € possivel
0 uso dessas ferramentas no campo, no momento de coleta ou analise instantanea
das amostras, fornecendo em segundos, as caracteristicas presentes na matriz.

A coloracdo, no campo da ciéncia pode ser uma indicacdo de reacao quimica
ou pela variacdo de pH, ela serve para indicar o ponto final de titulacdes,
identificacdo de compostos ou para separar substancias, além de informar se uma
solucdo é acida ou alcalina através do papel tornassol (medida imprecisa), a cor
também é usada nas analises espectrofotométricas e ainda, na cromatografia em
camada delgada (CCD).

O primeiro indicio do uso da cor em quimica analitica foi na década de 60,
onde os autores avaliaram a cor em indicadores acido-base e em complexos [46]. A
DIC é bastante utilizada para analise de diversos tipos de amostra, € uma técnica
versatil, pois permite ser acoplada a diferentes sistemas analiticos e possibilidade de
ser automatizada, é de baixo custo, facil de operar e possui certa rapidez nas
analises (depende da quantidade de amostras)[47]

Um estudo da quantidade de trabalhos relacionado com o uso imagens
digitais, foi realizado e contabilizou cerca de 587 artigos, foi ressaltado ainda que, de
2005 a 2015, houve um acréscimo de 87,5% no numero de publicacbes e quais
dispositivo eram utilizados para captura de imagens, como: scanners, camera
digitais, smartphones/celulares; webcams, dentre outros [47].

Fazendo uma comparacdo entre as técnicas analiticas de deteccdo, a DIC
vem se destacando, pois ndo precisa de equipamentos robustos, nem utilizacéo de
gases e nem chama para as analises. A qualidade da imagem depende do sistema
de iluminacdo presente no equipamento desenvolvido para aquisicdo das
fotografias. Existem alguns softwares que s&o usados no tratamento dessas

imagens: ImageJ; Matlab e chemostat. Portanto, esses softwares computacionais
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sdo empregados para o fornecimento dos resultados em absorbancia, isso é
garantido devido a variacdo de cor, quando tem-se o analito em diferentes
concentracdes, levando em conta o sinal do branco [48, 49]

Para melhorar a qualidade da imagem e excluir imperfeicdes, é necessario
uma série de calculos matematicos que corrige desfoque, niveis de cinza e reduz
ruidos. O estudo dessas imagens é feito através da escolha das regides de interesse
(ROI), que a cor € produto de reacdes quimicas, como na pré-concentracdo ou em
solucbes coloridas, a cor permite obter diversas informac¢cfes qualitativas ou
guantitativas a respeito do analito. Essas caracteristicas sdo alcancadas pela
calibragdo e por reconhecimento de padrdes, que assimila as cores a uma
determinada concentracao presente da espécie de interesse [47]

Uma foto € composta por uma matriz X linhas e Y colunas, na qual possui
uma finidade de pontos, comumente definido como pixel. A nitidez ou resolucéo de
uma imagem esté relacionada com duas propriedades presente nos pixels, a cor e
posicdo. Dessa forma quanto maior o numero de pixels, que € determinado pela
quantidade de bits da imagem, melhor seré a qualidade [47]

Para conhecer a concentracdo, o tratamento das imagens séo feitas através
de espacos de cores, usado nas andlises, alguns sistemas de cores sao utilizados:
RGB (Red, Green, Blue), CMY (cyan, magenta, yellow), HSI (hue, saturation,
intensity), CMYK (cyan, magenta, yellow, K-Black), entre outros, cada modelo de cor
depende de como as informacdes sdo geradas para formar o pixel, e por isso cada
sistema tem uma maneira de utilizacao diferente [47]

O sistema RGB é composto das cores primarias (vermelho, verde e azul), que
a mistura de duas dessas cores, origina uma nova cor, tida como secundaria (ciano,
magenta e amarelo) formam o sistema CMY, entretanto a soma das cores R+G+B,
resulta na cor branca, como pode ser observado na Figura 4. Ja a mistura das cores
C+M+Y formam a cor preta. Cada cor R, G ou B, contribui com 8 bits, as trés cores
totalizam 24 bits, com intensidade de cor que varia de 0 a 255, para a formacéo de
uma nova cor, gerando 256 niveis, na qual totaliza mais de 16,7 milhdes de cores
[50, 51]
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Figura 4. Representacao esquematica do sistema RGB [50]

Esse sistema € o0 mais utilizado na colorimetria por imagem digital, convém
destacar alguns trabalhos que desenvolveram-se usando essa técnica de deteccao.
Um sistema foi utilizado para a microextracdo em fase liquida baseada em liquido
ibnico assistido por vortex: simples, de baixo custo e método ambientalmente
amigavel para especiagdo de antimdnio em agua [52]. Outro trabalho faz uso da
técnica, que foi criado com um sensor colorimétrico baseado em papel impresso a

jato de tinta acoplado smartphone para determinacdo de mercurio (Hg?*) [53]
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Geral

Desenvolver uma nova alternativa para determinacéo de verde brilhante em
amostras de aguas, mariscos e peixes, utilizando um sistema de microextracdo em
fase liquida com um solvente de hidrofilicidade comutavel, e deteccdo por

colorimetria de imagem digital.

2.2 - Especificos

e Desenvolver método de microextracdo em fase liquida com efervescéncia
para extracdo de verde brilhante

e Desenvolver método de baixo custo e simples acoplado a colorimetria de
imagem digital

e Otimizar e validar o método proposto para extracdo e determinacdo de BG
por colorimetria de imagem digital.

e Fazer comparacédo da eficiéncia da pré-concentracdo do método desenvolvido
com a espectrofotometria UV-Vis.

e Aplicar o método otimizado em amostras de aguas de piscicultura, poco, rio,

agua potavel, mariscos e peixes para determinar verde brilhante.
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3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - Aparelhos e equipamentos

Um microscopio portatil multifuncional (Supereyes modelo BO07, Shenzhen,
China), foi utilizado para aquisicdo das imagens digitais. Um sistema para captura
das imagens digitais, foi desenvolvido através de uma caixa com dimensdes
(17x9%x14 cm) de fibra de média densidade (MDF) de cor branca para inibir os efeitos
de interferéncia da luz e reflexdo. A iluminagéo do sistema (caixa), € composto por
seis LEDs (light-emitting diode) (5W) na cor branca, que foram fixados na parte
superior da caixa, justamente, para uniformizar a iluminacdo no interior do sistema e
assegurar a reprodutibilidade da imagem durante os ensaios experimentais.

Bombas de digestdo parr (Moline, EUA) modelo 4745 foram usadas na
digestdo de amostras sélidas. Um medidor de pH modelo Quimis Q400AS (Diadema,
Brasil) foi utilizado para medicdes de pH. A espectrofotometria foi a técnica
escolhida para comparacao das respostas, usando um espectofotdmetro Shimadzu
UV-Vis 1900i (Shimadzu, China) a um comprimento de onda de 625 nm.

A mistura para a realizacdo das sinteses dos DESs, foram preparadas
utilizando-se um agitador vortex Lab Dancer (Ika, Campinas, Brasil). A dispersao do
solvente na fase aquosa foi realizada empregando-se banho de ultrassom Unique
(Indaiatuba, S&o Paulo, Brasil), modelo USC1450, frequéncia de 25 kHz, poténcia
ultrassénica 135 watts RMS. Uma centrifuga SP Labor (modelo SP-32 T, Presidente

Prudente, Brasil) foi utilizada para a sedimentacdo da fase enriquecida.

3.2 - Reagentes e solucgdes

Foram utilizados reagentes de grau analitico e as solu¢Bes preparadas com
agua ultrapura processada por um sistema Elga modelo Purelab Classic. Solucdes
de trabalho de verde brilhante (Baker) foram preparadas por diluicdo da solucdo
estoque (1000 ug mL1) preparadas diariamente.

Os materiais e vidrarias utilizados nos ensaios experimentais, foi-se
previamente descontaminados com solucédo de &acido nitrico (Vetec) a 10% mv-! por
24 h e enxaguada com agua desionizada.

Para sintese do solvente eutético foi utilizado: thymol (Merck), phenol (Sigma-
Aldrich), cloreto de colina (Sigma-Aldrich); menthol (Merck), acido octandico
(Labynth) e tetrahidrofurano (THF, Vetec, Duque de Caxias, Brasil).
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Acido nitrico (Merck, Darmstadt, Alemanha), &cido sulfarico (Merck),
carbonato de sddio (Labynth, Diadema) foram preparadas e Perdxido de hidrogénio
concentrado (Vetec) foram usados no procedimento.

Solucéo de KCI/HCI (pH 2,0) e solucGes-tampéo de acetato de sédio 0,1 molL?
(pH 4,0 a 6,0), fosfato de sédio 0,1 molL? (pH 6,0), borato de sédio 0,1 molL* (pH
8,0), amoniacal 0,1 molL* (pH 9,0) foram usados para ajustar o pH das solucdes de
verde brilhante.

3.3 - Preparo de amostras

Amostras de 4guas de piscicultura foram coletadas na regido de lIbirataia,
Bahia, Brasil. As amostras de &gua potavel, poco e do Rio de Contas foram
coletadas na cidade de Jequié, Bahia, Brasil Estas amostras foram coletadas e
armazenadas em frascos de politetraflouretileno (PTFE). As amostras foram filtradas
em papel filtro de 5um de porosidade, em seguida, as amostras foram transferidas
para um baldo de 25,0 mL, contendo 5,0 mL de solu¢des tampéo de acetato pH 4,0,
foram usadas para ajustar o pH, logo apds, submetidas ao procedimento de pré-
concentracao.

Amostras de mariscos e peixes foram adquiridas no comércio local de
Salvador, Bahia, Brasil. Destas, pesou-se aproximadamente (0,1 g) e transferidas
para o copo de Teflon de bombas de digestédo acida. Em seguida, foram adicionados
0,5 mL de &gua ultrapura, 1,0 mL de acido nitrico concentrado e 0,5 mL de peroxido
de hidrogénio 30%. A bomba de digestéo foi fechada, e o sistema foi mantido a 110
°C em estufa por 6,0 h. Apds resfriamento a temperatura ambiente, o pH foi ajustado
para 4,0 com uma solucédo de NaOH 8,0 mol L™. O liquido resultante foi transferido
para um baldo volumétrico de 10,0 mL. O volume do balédo foi finalmente completado
com agua ultrapura. Brancos de reagentes foram preparados de maneira similar as

amostras.

3.4 — Sintese do solvente eutético

As misturas contendo ChCI e fenol foram agitadas em vortice a temperatura
ambiente até o aparecimento de um liquido incolor e homogéneo. Os DES
preparados foram mantidos em um banho de ultrassom por 5 a 10 segundos para a
eliminacdo de bolhas de ar. O THF foi utilizado como emulsificante ao meio de

extracdo, para a separacgao das fases, pois esse solvente € hidrofilico.
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As misturas dos solventes hidrofobicos como: timol e mentol, timol e CsH1602 e
mentol e CsH1602 foram mantidas a 50°C por 15 minutos até o aparecimento de um
liguido homogéneo [54-56]. Para todos o0s solventes eutéticos foi utilizado o
ultrassom para dispersdo na fase aquosa e a centrifuga para separacdo da fase

enriguecida.

3.5 - Procedimento de pré-concentracao

Uma representacdo esquematica das etapas do sistema utilizado no
procedimento € apresentada na Figura 5. Em um tubo de ensaio, adicionou-se 5,0
mL de uma solucdo de verde brilhante. Logo apds, 70 pL do solvente &cido
octandico (caprilico) foram adicionados. Em seguida, acrescentou-se a mistura, 300
pL de carbonato de sddio (Na2COs) e 400 pL de acido sulfurico (H2SO4). O sistema
foi deixado em repouso por 2 minutos, tempo necessario para a formacao da fase
sobrenadante enriquecida. Entéo, utilizando uma seringa cromatografica de 50 L, a
qual foi adaptado um capilar de PTFE na ponta, foi coletada uma aliquota. Entéo, a
aquisicdo da imagem foi efetuada, através de uma gota gerada na ponta do capilar.

As fotografias foram arquivadas em formato JPEG, com resolucdo de 96 dpi
para avaliacdo de dados RGB. As dimensfes com tamanho de 640mm x 640mm e
32 bits. Entdo, uma regido quadrada de interesse (ROI) foi determinada em um
ponto fixo usando o software de computador Chemostat. O presente programa
promove a obtencdo de informacdes RGB para todos os pixels do ROI. Através
desses dados € possivel calcular o valor médio de cada canal de cor, vermelho (R),
verde (G) e azul (B), devido a organizacdo dos dados ser em histograma de cores. A
curva analitica é caracterizada pela equacao -log (P/Po) versus a concentracdo do
corante, na qual P é o valor médio do canal R, G ou B analisado por solu¢ao padrédo

ou amostra, enquanto Po € o valor médio obtido do branco analitico.
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Figura 5. Representacédo do procedimento de microextragao
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Otimizagao das variaveis

Com o objetivo de obter as melhores condi¢cdes nos ensaios experimentais e,
tornar o procedimento de pré-concentracao de verde brilhante mais eficiente, alguns
parametros foram analisados, dentre eles: tipo de solvente extrator, pH, volume de
amostra, volume de solvente, propor¢do carbonato x acido e interferentes, foram
otimizados. Portanto, em cada experimento, foi utilizada a colorimetria de imagem
digital para decodificar os resultados, empregando-se solugdes de de BG a 200,0 ug
L-t. Um estudo preliminar foi realizado para identificar o canal com maior correlacéo
com a concentracdo de BG. O canal mais adequado a determinacdo foi aquele

referente a cor vermelho, sendo empregado nos estudos posteriores.

4.2 - Tipo de solvente extrator

Nesta etapa usou-se alguns tipos de solventes de extracdo. Os DESs Cloreto
de colina com fenol; timol com mentol; timol com acido octandico; mentol com
octandico, foram preparados em diferentes propor¢cdes para encontrar a possivel
combinacao ideal para a extracdo do complexo de verde brilhante das solugdes.
Também foi analisado o0s solventes, acido octandico e o liquido i6nico
hexaflourfosfato de 1-butil-3-metilimidazdlio [C,MIM][PF]. Na Figura 7, destaca-se
dois solventes, o acido octandico e o DES (mentol com octandico 1:1), este ultimo,
apesar de apresentar boa extragdo do BG 200 ug L*, ndo foi utilizado neste
trabalho, pois, sozinho, o0 acido octandico apresenta excelente extracdo da espécie
de interesse. Mas, o DES em questéo, ndo foi descartado para estudo de outros

corantes trifenilmetano.
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Figura 6. Influéncia do solvente extrator na pré-concentracdo de BG
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4.3 - Efeito do pH na extracéo de BG

O potencial hidrogeniénico (pH) foi estudado para saber como € o
comportamento da fase doadora de verde brilhante em pH alcalino e acido, ou seja,
para identificar em qual meio a extracdo é mais eficiente, promovendo um elevado
sinal de absorvancia. O efeito de pH foi analisado na faixa de 2,0 a 9,0, utilizando
solugbes tampéo. Os corantes trifenilmetanos podem existir de duas formas: uma
cationica colorida e outra alcalina, o carbinol, que ndo dissocia. Em meio &cido, a
espécie de BG tem maior interacdo com o acido caprilico (solvente extrator), como
pode ser observado na Figura 6. A solucao tamponante de acetato de sodio pH 4,0,
foi a escolhida para o estudo, devido apresentar esse fator e apresentar o melhor
sinal analitico. Todavia, em meio alcalino, ocorre diminuicdo na pré-concentracéo,
pois em pH alto (acima de 7,0), ocorre mudancas estruturais na espécie de verde
brilhante, desse modo favorece a formacédo de moléculas carbinol que tem relativa
insolubilidade em agua e ndo apresenta coloracdo[45]. Nos ensaios experimentais

posteriores, foi utilizado pH 4,0.
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Figura 7. Influéncia do pH na na pré-concentracao de BG

4.4 - Quantidade de amostra
Esse parametro foi avaliado para verificar o volume de fase doadora,
suficiente para promover a extracao eficiente e consequentemente obter o melhor

sinal analitico. Diante disso, vale ressaltar que, extragbes com grande volume de
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amostra, contribui para elevar a quantidade de residuo gerado e possivelmente a

extracOes ineficazes. Os resultados dessas analises sdo observados na Figura 8.
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Figura 6. Influéncia do volume de amostras na pré-concentracdo de BG.

No gréfico pode-se observar que houve pouca variacdo do sinal analitico
quando se utilizou volumes de (6,0 a 9,0) mL, isso ocorre devido ao grau de
saturacao do solvente extrator, como sao utilizados apenas 70 uL, volume pequeno
para extragdo de BG e por tanto, extracdo semelhantes nesses volumes citados.

No estudo em destaque, foi utilizado o volume de 5,0 mL de amostra para 0s
susceptiveis ensaios experimentais, pois apresentou boa extracdo e 6timo sinal
analitico, além disso, este volume, proporciona uma pequena quantidade de residuo,

em comparacao com os demais volumes.

4.5 - Volume de &cido octandico

Nos procedimentos de pré-concentracdo, a quantidade ou volume de solvente
utilizado, pode interferir na eficiéncia da extragéo, bem como, no volume da fase rica
extraida. Foi investigado o efeito da aliquota do solvente extrator, na faixa de 50,0 a
150,0 pL como é observado na Figura 9. Quando se utilizou volume de 50 pL, foi
observado baixo volume da fase enriquecida que foi extraida, sendo uma extracao
ineficiente, resultado da quantidade do solvente usado e, portanto, esse volume
diminuto dificulta o recolhimento da fase enriquecida para a microseringa e uma

perda na precisao.
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Figura 7. Influéncia do volume de acido octandico na pré-concentracdo de BG.

E observado, também, que o sinal analitico diminuiu com o aumento do
volume do &cido octandico, devido aos efeitos de diluicio. Com base nesses
resultados. Nos experimentos seguintes, foi utilizado 70,0 pL de solvente de
extracdo, esse volume é ideal para pré-concentracdo eficiente do complexo formado

com o analito verde brilhante, tendo uma boa precisdonas extracoes.

4.6 - Proporcéo &cido versus carbonato

O acido octandico é insoluvel em agua, porém, ao utilizar uma espécie
alcalina, como o carbonato de soédio, ira promover a formacdo da fase ibnica do
solvente, sendo ela hidrofilica e consequentemente uma solucdo homogénea é
gerada. Outras caracteristicas que podem ser alteradas séo: polaridade; forca
ibnica; hidrofilicidade e superficie de contato do solvente extrator com a amostra.

A extracdo do BG é promovida pela alteracdo do pH da solucédo, essa
diminuicdo, € capaz de converter o octanoato de sodio em &cido octandico. Por
conseguinte, a reacdo do acido sulfurico com o excesso de carbonato de sddio,
produz efervescéncia (bolhas) na solucao, devido a formacao de dioxido de carbono,
assim permitindo a separagdo das fases de forma rapida e eficiente na pré-
concentracdo. Esses dois processos acontecem de forma simultanea na solucao.

A conversao do solvente, imiscivel em agua, a sua forma i6nica (hidrofilica) foi
realizada através da adicdo de um agente alcalino, solugdo de carbonato de sodio a
2,0 mol L. Apés a adicdo desses agentes, forma-se uma mistura homogénea, pois

ocorre a passagem do acido octandico a sua forma ionizada. Em seguida, uma

solucéo de &cido sulfarico 2,5 mol L. Foi empregado como doadores de hidrogénio.
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O volume de carbonato de sédio (agente alcalino) e acido sulfarico (doador de
hidrogénio), foi estudado em diversas proporgdes (200 a 600 pL), a fim de conhecer,
qual o volume que ambos potencializam a extracdo de BG da amostra. Dessa

maneira, na Figura 10, estdo descritas essas variagoes.
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Figura 8. Influéncia da proporcdo &cido sulfdrico X carbonato de sédio na pré-

concentracéo de BG.

Através do grafico, é possivel observar que o aumento da substancia alcalina
(Na2COsg), promove um maior consumo do agente doador de préton (H2SOa4), ideal
para formar a efervescéncia, esta, garante a dispersdo do solvente organico
(extrator) na fase aquosa, facilitando a extracdo do analito para a fase hidrofébica
(organica). Assim, o volume de carbonato e acido utilizado nos ensaios

experimentais foram de 300 e 400 pL, respectivamente.

4.7 — Caracteristicas analiticas e validacao

O desempenho analitico do método foi avaliado sob condi¢des otimizadas.
Faixas lineares de calibracdo, equacéo da curva de calibracdo, limite de detecgéo
(LoD), e limite de quantificacdo (LoQ) foram calculados. As curvas de calibracéao
foram construidas para a determinacdo de BG a uma faixa de concentracéo de 20,0
a 400,0 uyg Lt como é observado na Figura 11.
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Figura 9. Curva de analitica de verde brilhante (0; 20; 50; 100; 200 e 400 ug L™1).

A Figura 12 apresenta as curvas analiticas correspondentes aos canais RGB.
Observa-se que a curva analitica referente ao canal Vermelho apresentou maior
inclinag&o, proporcionando maior sensibilidade. Os resultados deste canal foram,
portanto, processados para obtencdo de sinais analiticos.
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Figura 10. Curvas analiticas correspondentes aos canais RGB.

Os dados do canal vermelho apresentaram maior sensibilidade, conforme
observado na Figura 12. Por isso, o canal vermelho foi utilizado para obter os sinais
analiticos. A equacdo da curva de calibracdo do canal vermelho foi obtida pelo
método de regressdo linear e é A = 2,5x103 C - 8,6x107%, onde A é o sinal de
absorcdo, e C é a concentracdo de BG, em ug L. LoD e LoQ foram calculados
utilizando-se as expressodes LoD = 3,30 / s € LoQ = 100 / s, respectivamente, onde &
€ o desvio padrdo de dez medidas do branco analitico e s é a inclinagdo da curva
analitica. LoD e LoQ foram 1,4 e 4,3 ug L. A precisdo do método foi de 1,9 %,
calculada em termos de desvio padréo relativo (RSD) de nove medidas de uma
solugcdo BG a 200,0 ug L. O fator de enriquecimento foi calculado considerando o
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guociente entre os coeficientes angulares da curva analitica e o relacionado a
medicdo direta (A = 1,0x10° C - 4,79x107?) [57]. O fator de enriquecimento em
relacdo ao DIC foi de 250. O método também foi comparado com espectrofotometria
em termos de fator de enriquecimento. Se a curva analitica em relacdo a medicéo
direta do sistema em um espectrofotdmetro (A = 1,4 x10° C — 1,5x10) for um valor
aproximado, considera-se, o fator de enriquecimento obtido é de 179 como bom. O
indice de consumo (IC) é definido como o volume da amostra consumida para
alcancar uma unidade fator de enriquecimento. O IC pode ser calculado pela razéo
entre o volume da fase aquosa (v) e o fator de enriquecimento (EF): IC = v / EF.
Neste método, obteve-se um IC de 0,02 mL. Um resumo dos parametros analiticos é

apresentado na Tabela 2.

Tabela 1. Resumo dos parametros analiticos ap0s o processo de pré-concentracédo
de BG.

Com pré-concentracgéo DIC A =2,5x10%C - 8,6x10®

Equacéo de calibracgéo Medida direta DIC A =1,0x10"° C - 4,79x107?

Medida direta espectrofotémetro A =1,4 x10°C - 1,5x103

Faixalinear (ug L?) 20 a 400
Limite de deteccédo (ug L) 1,4
Limite de quantificacdo (ug L) 4,3
Precisdo (RSD %) 19
Fator de enriquecimento 250
indice de consumo (mL) 0,02

A seletividade do método foi feita através da averiguacao de ions interferentes
gque poderiam causar variacdo no sinal de absorvancia, foi feita usando a
concentragdo de 200 ug L de verde brilhante. Assim, cada ion foi adicionado a
solucbes de BG 200 ug L%, logo, o sinal analitico resultante foi analisado em
comparagcdo ao sinal da solucdo que continha apenas verde brilhante. A
interferéncia foi considerada quando o sinal analitico varia em + 10% em relacdo ao
sinal do elemento. A seguir, na Tabela 1, estdo expressos o0s resultados desse

estudo.

Tabela 2. Estudo de interferéncia causada por ions no processo de extragdo de BG.

33



Dissertacao de mestrado - Joselanio de Jesus Coutinho

Espécies BG:Razao de espécie
Ca(ll), Co(ll), CI(-1), Fe(ll), K(1), Mg(ll), Na(l), SOa(-11) 1:15
Ni(1l), Zn(I) 1:10
Cr(Iln), Cd(ll), Hg, Mn(ll), Pb(I) 1:5
Ponceau, rodamina B, verde malaquita, violeta cristal 1:5

Esses ions foram escolhidos pois sdo encontrados nas matrizes estudadas, e
por isso foi verificado qual o grau de interferéncia que poderiam causar nas analises
de BG.

4.8 —Aplicagdo do método proposto

O método proposto foi aplicado a determinacdo de BG em amostras de
aguas, mariscos e peixes. As amostras foram fortificadas com quantidades
conhecidas do padrdo Backer BG 1000 mg L, adicionando-se 100 ug L de BG em
cada amostra e depois feito o célculo da recuperacado. Os resultados sdo mostrados
nas Tabela 3 e 4. O teste t com base nas analises, mostrou-se que os resultados
obtidos com a metodologia proposta ndo apresentaram diferenca significativa no
nivel de 95%. Os resultados obtidos comprovam a exatiddo do método e sua
aplicabilidade as amostras analisadas.
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Tabela 1. Resultados da aplicacdo do método nas amostras de agua.

Concentragéo BG (ug L?)

Amostra _ Recuperacéao
Adicionada Encontrada
. 0 <LQ
Agua de poco 95,2
100 952+2,1
] 0 <LQ
Agua de rio 93,2
100 93,2+3,8
) 0 <LQ
Agua potavel 110,9
100 110,9 £ 3,6
0 <LQ
Piscicultura 1 108,0
100 108,0 £ 0,5
0 <LQ
Piscicultura 2 98,3
100 98,3+2,0
0 <LQ
Piscicultura 3 108,6
100 108,6 + 2,3
0 <LQ
Piscicultura 4 116,4
100 116,4 + 3,0
0 <LQ
Piscicultura 5 96,6
100 96,6 +2,4

Tabela 2. Resultados da aplicacdo do método nas amostras de peixes e mariscos.

Concentragéo BG (ug L?)

Amostra Recuperacéao (%)
Adicionada Encontrada
0 <LQ
Robalo 111,8
100 111,8+2,1
0 <LQ
Sururu 114,7
100 114,7 £ 0,2
0 <LQ
Ostra 103,3
100 103,3+4,5
0 <LQ
Tainha 98,2
100 98,2+ 0,3
0 <LQ
Siri 101,2
100 101,2+2,1
0 <LQ
Camarao 94,2
100 94,2+ 0,2
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Os resultados observados nas tabelas 3 e 4, retratam que nao foi possivel
quantificar o componente verde brilhante nas amostras de aguas, mariscos e peixes,
sendo assim, precisaria de uma técnica ainda mais sensivel para o diagnostico de
VB nessas matrizes.

As recuperacdes mostraram-se que o método proposto pode ser aplicado
com exatidao e seguranca para mapear os niveis de VB nessas amostras estudadas
e que a metodologia empregada para o controle de qualidade dos produtos

comercializados (agua potavel, mariscos e peixes).

5- CONCLUSAO e PERSPECTIVAS

O desenvolvimento do método de microextracdo utilizando SHS como
solvente ofereceu novas possibilidades para processos ecologicamente corretos e é
essencial para aplicagbes quimicas acessiveis e seguras a partir do aspecto
toxicolégico. O sistema desenvolvido neste método foi aplicado com sucesso para
determinar BG em amostras de aguas, peixes e mariscos.

A separagdo das fases ocorre sem equipamentos adicionais. Além disso, a
extracdo do BG ocorre sem a necessidade do uso de um solvente dispersor ou
energia externa. O método apresenta como novidade a associacao entre um sistema
LPME para determinacao de BG utilizando a detecc¢éo por DIC.

As vantagens obtidas, como baixo custo e eficiéncia, se somam a grande
adequacado do método proposto aos principios da Quimica Verde. As caracteristicas
analiticas deste método o tornam bastante atrativo para uso como uma alternativa
aos procedimentos convencionais que requerem equipamentos mais complexos.

A abordagem deste trabalho pode ser explorada para outros tipos de
sistemas e componentes, como outros corantes, metais, ametais e farmacéuticas.
Criar e automatizar um sistema de extracdo em linha do referido analito, acoplado ao
equipamento de deteccéo por imagem digital.

Outra perspectiva futura € a automatizacdo do sistema, utilizando valvulas
solendides, objetivando a diminuicdo da possibilidade de contaminacdo, de erros
aleatorios.

Possibilidade de aplicar uma analise multivariada para otimizar as variaveis, ja

gue o comportamento do sistema agora € conhecido.
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