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Um novo método para a determinacdo de rodamina B em batom e agua
usando solvente eutético em microextracdo em fase liquida assistida por

ultrassom

Autor: Valéria Oliveira Gongalves
Orientador: Prof. Dr. Valfredo Azevedo Lemos

RESUMO: Neste trabalho, um método envolvendo uma nova abordagem de
microextracdo em fase liquida assistida por ultrassom (UA-LPME) com solvente
eutético (DES) foi desenvolvido. O procedimento foi aplicado na determinagéo
de rodamina B (RB) em amostras de batom e 4guas naturais por colorimetria por
imagem digital. As variaveis que influenciam na extracdo de RB nas amostras
foram estudadas, tais como: tipo e composicédo do DES (fenol:cloreto de colina,
1:2), pH (5,75), volume do solvente dispersor (600 (L) e volume da amostra (7,5
mL). Sob condi¢Bes otimizadas, o método apresentou limites de deteccdo e
quantificagdo de 3,7 ug L* e 11,3 pg L7, respectivamente, e fator de
enriquecimento foi de 75. O procedimento foi aplicado a analise de amostras
reais de diferentes marcas de batons e aguas coletadas em diferentes regifes
da cidade de Jequié-BA. O método de UA-LPME com DES e colorimetria por
imagem digital apresenta-se como uma alternativa eficiente, simples, rapida e de

baixo custo, para a determinacdo de RB a quantidades-traco.

Palavras-chave: rodamina B, solvente eutético, microextracdo, batom, &agua,
colorimetria por imagem digital.

10



A novel method for the determination of rodamine B in lipstick and water
using deep eutectic solvent in ultrasound-assisted liquid-phase

microextraction

Author: Valéria Oliveira Goncgalves
Advisor: Prof. Dr. Valfredo Azevedo Lemos

Co-Advisor: Prof. Dr. Jeferson Alves Barreto

ABSTRACT: A new approach to deep eutectic solvent (DES) ultrasound-assisted
liquid-phase microextraction (UA-LPME) was developed in this work. The
procedure was applied to determine rhodamine B (RB) in lipstick and natural
water samples by digital imaging colorimetry. The variables that influence the
extraction of RB in the samples were studied, such as the composition of the DES
(phenol: choline chloride, 1:2), pH (5.75), dispersive solvent volume (600 (uL)
and sample volume (7.5 mL). Under optimized conditions, the method presented
limits of detection and quantification of 3.7 ug Lt and 11.3 ug L, respectively,
and an enrichment factor of 75. The procedure was applied to analyze samples
of different brands of lipsticks and water collected in the city of Jequié-BA. UA-
LPME with DES and digital image colorimetry are efficient, simple, fast, and low-

cost alternatives for determining RB at trace levels.

Keywords: rhodamine B, deep eutectic solvent, microextraction, lipstick, water,
digital imaging colorimetry.
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1.0 INTRODUCAO

Rodamina B (RB), nome comercial do cloreto de N-[9-(2-carboxifenil)-6-
(dietilamino)-3H-xanten-3-ilideno]-N-ethylethanaminium é uma substancia
pertencente a familia dos compostos organicos xantenos, que estdo entre o0s
mais comumente usados entre todos o0s corantes sintéticos [1-3]. Trata-se de um
composto fluorescente e solavel em agua. Inicialmente, a RB foi utilizada nas
industrias téxtil e alimenticia, mas o seu uso foi ampliado para outras aplicacoes,
tais como: rastreamento de agua, tingimento de produtos petroliferos, impresséao
de papel, tecnologia forense e fabricacdo de produtos cosméticos [1]. Os
corantes da classe rodaminas sdo prejudiciais se ingeridos por humanos ou
animais e podem causar danos se inalados ou em contato com a pele e os olhos.
Como os produtos cosméticos sao aplicados na pele, o contato direto com RB
pode causar irritacdo das mucosas e da pele [4, 5]. Além disso, RB tem efeitos
carcinogénico e cronico, ainda apresenta neurotoxicidades para células vivas [4-
7]. RB foi anunciado como cancerigeno pela agéncia FDA (Food and Drug
Administration), que encerrou o uso do corante para fins farmacéuticos e
cosmeéticos [8]. Assim, seu uso como corante em alimentos, medicamentos e
produtos cosméticos é proibido [8, 9]. No entanto, devido ao seu baixo preco,
boa solubilidade em agua e cores brilhantes, continua a ser usado como corante.
Dessa forma, a determinacao precisa e sensivel de RB em amostras ambientais
€ uma tarefa importante e desafiadora para os cientistas [9, 10]. A férmula

estrutural da Rodamina B € apresentada na Figura 1.

Figura 1. Férmula estrutural da Rodamina B

Diversas técnicas analiticas, como cromatografia liquida de alto

desempenho [1, 11-14], espectrofotometria [9, 15, 16], fluorescéncia molecular

13



[10], e cromatografia de camada delgada [17, 18] tém sido usadas para a
determinacdo de RB. Existem diversas técnicas que oferecem vantagens
importantes, com operacdo simples, baixo custo de andlise e alta preciséo.
Entretanto, devido aos baixissimos niveis de RB no meio ambiente e a
complexidade de diferentes matrizes, o uso direto de alguns destes métodos é
limitados por sua sensibilidade e seletividade [1]. Assim, o pré-tratamento da

amostra é uma etapa valiosa nos métodos analiticos precedendo as analises.

O preparo de amostra € uma das fases criticas encontrada no processo
analitico e tem sido uma das principais dificuldades para a obtencdo de
resultados congruentes em termos de preciséo e exatiddo. Nos ultimos tempos,
0 uso das técnicas classicas de preparo de amostras como, por exemplo, a
extracdo em fase soélida (SPE) e a extracao liquido-liquido (LLE) tem decaido,
devido as diversas desvantagens apresentadas, como alto custo, alto consumo
de reagentes e solventes organicos, riscos ao operador e geracao de residuos.
Estas desvantagens tém sido suprimidas devido ao apreciavel esforco feito pelos
cientistas, para encontrar métodos alternativos, econémicos, miniaturizados e
eco-sustentaveis, ou seja, sistemas e métodos que requerem o0 uso de
microquantidades, atendendo assim, aos requisitos da quimica verde [19-22] .
Nesse caso, as técnicas de microextracdo podem ser bastante eficazes. A
microextracdo em fase sélida (SPME) e a microextracdo em fase liquida (LPME)
foram, entdo, originadas, com base nas vantagens da reducdo do volume de
solventes e amostras. A miniaturizacdo da extracdo em fase liquida convencional
deu origem a diferentes abordagens de microextracéo, que podem ser divididas
em trés categorias principais: microextracdo com gota suspensa (SDME) [23,
24], microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) [25-33] e microextracao
liquido-liquido com fibra oca (HF-LPME) [34-36].

Recentemente, surgiram novas modalidades baseadas nos principios
dessas trés categorias, tais como microextracdo com gota organica solidificada
(SFODME) [37], microextragdo com gota Unica e headspace (HS-SDME) [38,
39], microextragao com emulsificacdo assistida por ultrassom (USAEME) [40] e
microextracdo em fase liquida com liquido ibnico e controle de temperatura (TC-
IL-LPME) [41]. A microextragdo em gota suspensa (SDME) é uma técnica

baseada na extracdo do analito através da formacao de uma microgota imiscivel
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em agua. Nesta técnica, os analitos de elevado coeficiente de particdo podem
atingir altas concentracdes, uma vez que sao transferidos por difusdo de um
expressivo volume de amostra para um pequeno microextrato [23, 24].
Microextragdo com gota suspensa € um processo de baixo custo, simples e de
baixo impacto ambiental. Existem varias abordagens de SDME, entre as quais
imersdo direta (DI-SDME), headspace (HS-SDME) e gota solidificada
(SFODME) [23, 24, 42].

A microextracdo em fase liquida assistida por ultrassom (UA-LPME) é
uma abordagem baseada na DLLME, que utiliza ondas ultrassonicas para
facilitar a emulsificagdo entre duas fases imisciveis [40, 43, 44]. O ultrassom
acelera a transferéncia de massa a partir da solucdo aquosa para a fase
aceptora, melhorando a eficiéncia da extracdo. Uma das vantagens da UA-LPME
€ a eliminacdo do uso de solvente dispersor como na DLLME convencional, o
gue evita perdas do analito por dissolugéo suprido pelo ultrasson cujo o principal
efeito é a fragmentacdo de uma das fases para formar uma emulsédo, o que
aumenta a superficie de contato entre os dois liquidos. Combinando o beneficio
da microextragao e do ultrassom, tornou-se possivel estabelecer uma técnica de

pré-concentracao eficiente para determinar analitos a quantidades-traco [45-47].

Uma nova classe de solventes verdes, denominados solventes eutéticos
(DES) tém sido bastante usados em diversas aplica¢des, nos ultimos anos [48].
DES consistem em misturas que apresentam ponto de fusdo muito baixo a
mistura € obtida utilizando-se dois ou mais componentes para interagir através
de ligacdes de hidrogénio [49, 50]. Um DES é geralmente composto de uma
mistura de um receptor de ligacdo de hidrogénio (HBA), como um sal
quaternario, como um doador de ligagdo de hidrogénio (HBD), a diferentes
proporcdes. DES apresentam preparo simples, baixo custo, e a sua producao
geralmente requer matérias-primas facilmente acessiveis e obtidas a partir de
fontes renovaveis. Além destas vantagens, apresentam baixa volatilidade,
viscosidade ajustavel, e alto poder de solubilizacdo de compostos polares e
apolares [51]. Muitos estudos envolvendo LPME usam DES como fase
receptora. Na maioria desses estudos, varias combinacées de HBA com HBD
sao testadas, pois muitas interacdes podem ocorrer entre o DES e o componente
extraido [52-54].
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Atualmente, existe um esfor¢o para inserir novos tipos de procedimentos
analiticos e ensaios portateis para fornecer equipamentos simples e confiaveis
para as andlises de campo e laboratorial [55-59]. O desenvolvimento de
ferramentas de diagnéstico é outro desafio da quimica analitica. As cameras
digitais sdo amplamente disponiveis e de baixo custo, podendo, portanto, serem
usadas como sensores para a construgcdo de meétodos analiticos e de
diagnostico. Em geral, cameras integradas em smartphones podem ser

facilmente convertidas em ferramentas analiticas [60-62].

O advento de melhores tecnologias, como computadores pessoais de
bolso, tablets e celulares inteligentes tornou possivel o uso destes dispositivos
como ferramentas analiticas, substituindo os espectrofotdmetros, fotbmetros de
chama e outros equipamentos de deteccdo, em diversas areas [61, 63].
Evidentemente, este uso apresenta desvantagens 6bvias, pois os dispositivos
ndo sdo projetados para fins analiticos. Assim, 0 seu uso inclui algumas
dificuldades técnicas, como luz policromatica, radiacdo nao colimada, presenca
de reflexos e menor precisdo. No entanto, a colorimetria de imagem digital vem
ganhando destaque em diversas aplica¢des, como andlises clinicas, alimenticias
e farmacéuticas, pois torna alguns processos extremamente viaveis para
execucdo em laboratério e campo, devido ao seu baixo custo, rapidez e

facilidade de automatizacéo [62, 64-66].

O modelo RGB € o mais utilizado em imagem digital, dentre os modelos
CMY (C: ciano, M: magenta, Y: amarelo), CMYK e HSV [56, 62, 66]. O padréo
RGB é formada por trés planos de cor; sendo R para vermelho (red), G para
verde (green) e B para azul (blue). O cubo RGB com trés coordenadas permite
gerar uma matriz (mxnx3) de 24 bits, sendo 8 bits para cada elemento. A mistura
das cores aditivas RGB geram as subtrativas CMY, podendo assumir CMYK,
pois a juncéo de todas as cores subtrativas gera a cor preta, onde k representa
o tom preto. O modelo de cor HSV representa a matiz (H), que esta relacionada
ao comprimento de onda dominante da radiacéo espectral de uma cor; saturacao
(S), que representa a pureza da cor; e valor (V), relacionado a luz presente na
cor. Cada cor é composta de uma célula chamada pixel que vai de 0 a 255, ou 0
a 1 normalizado variando em 256 niveis de tonalidades, gerando 16,7 milhdes

de cores [56].
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Neste trabalho, um método empregando microextracdo em fase liquida
com solvente eutético foi empregado para a determinacdo de RB com deteccao
por colorimetria digital. As variaveis que afetam a microextracdo foram
otimizadas. O meétodo foi aplicado a determinacdo de RB em amostras de

amostras de aguas e batom.

2.0 Objetivo Geral

Desenvolver um método utilizando UA-LPME com o uso de solvente eutético
para pré-concentracdo de rodamina B em amostras de batons e aguas com

determinacao por Colorimetria por Imagem Digital

2.1 Objetivos Especificos
v' Otimizar e validar o sistema de microextracdo em fase liquida assistida
por ultrassom com o uso de solvente eutético ;
v' Comparar a eficiéncia de extracao e pré-concentracdo dos métodos de
pré-concentracdo desenvolvidos;
v' Aplicar o método proposto em amostras de aguas e batons para

determinar o teor de rodamina B.

3.0 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos

A dispersdo do solvente em fase aquosa foi realizada em um banho
ultrassénico Unique (ldaiatuba, Brasil) banho, modelo USC 1450, com
frequéncia de 25 kHz e 135w de poténcia. Uma centrifuga SP foi utilizada em
uma das etapas do procedimento, para sedimentacdo da fase aceptora. Um
medidor de pH Quimis modelo Q400AS (Diadema, Brasil) foi usado para o ajuste
e monitoramento do pH das solugdes. Um agitador vortex Lab Dancer (IKA,

Campinas, Brasil) foi utilizado para auxiliar a mistura das fases.

As imagens digitais foram obtidas empregando-se um microscépio portatil
multifuncional (Supereyes modelo B0O07, Shenzhen, China). Um sistema para

captura de imagens digitais foi desenvolvido, construindo-se uma caixa com
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dimensdes (17x9x14 cm) de medium-density fiberboard (MDF) de cor branca
para inibir os efeitos de interferéncia da luz e reflexdo. A iluminacéo do sistema
(caixa), é composta por seis LEDs (light-emitting diode) (5W) na cor branca, que
foram fixadas na parte superior da caixa, para uniformizar a iluminacao no interior

do sistema e assegurar a reprodutibilidade da imagem durante os experimentos.

2.2 Reagentes e solucdes

Os reagentes utilizados sao de grau analitico, e as solucdes preparadas
com agua ultrapura processada por um sistema Elga modelo Purelab Classic
(High Wycombe, Reino Unido). Solucdes de trabalho de RB foram preparadas
por dissolucdo do reagente analitico (Sigma, Aldrich, Sdo Paulo, Brasil). Fenol
(Sigma, Aldrich), xilitol (Sigma, Aldrich) e cloreto de colina (ChCl, Sigma, Aldrich)
foram empregados no preparo do solvente eutético. Tetrahidrofurano (Vetec, Rio
de Janeiro, Brasil) foi utilizado como solvente dispersor. Uma solugcéo de KCI/HCI
(pH 2,0) 0,1 molL* e solugdes-tampéo de acetato (pH 4,0 a 5,0) 1,0 molL;
fosfato (pH 5,75 a 6,0) 0,1 molLt; borato pH (7,0) e (pH 8,0) 0,1 molL? e
amoniacal (pH 9,25) e (10,0) 0,1 mol L foram preparados para ajustar o pH do
meio de extragdo. A vidraria usada nos ensaios experimentais, foi
antecipadamente descontaminada com solugdo de &cido nitrico (Vetec) a 10%

mv! por 24 h e enxaguada com agua desionizada.

2.3 Sintese e solventes eutéticos

Os solventes eutéticos profundos (DES) foram preparados utilizando
algumas combinacfes de reagentes, timol - mentol e cloreto de colina (ChCI) -
fenol. A seguir segue a descricdo dos preparos. O solvente eutético xilitol —
cloreto de colina foi testado em varias propor¢des, no entanto, nao foi possivel a
sua utilizagdo no processo de extragao, pois a combinacgéo solubilizava na fase
aquosa, em pequenas quantidades de xilitol e, cristalizava em grandes

guantidades.
e Cloreto de Colina-Fenol

Foram preparados 04 combinagdes do cloreto de colina (ChCI) - fenol nas
seguintes proporc¢des: 1:1, (1,3963 g) e (0,9411 g) em razbes molares; 1:2,
(1,3963 g) e (1,8822 g); 1:3, (1,3963 g) e (2,8233 g); 1:4, (1,3963 g) e (3,7644
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g). A mistura foi agitada no vortéx (por aproximadamente 1 min), seguida de

sonicacao (por aproximadamente 20 s) a temperatura ambiente.
e Timol — mentol

O solvente eutético timol — mentol foi preparado em uma proporcao de 1:1.
Misturou-se (0,1502 g) de timol e (0,1562 g) de mentol sob temperatura de 50 °C
até a dissolucdo durante 10 minutos.

2.4 Procedimento de microextracao e deteccao

Em um tubo de ensaio, foram adicionados 7,50 mL da solucdo-amostra
contendo RB (200 pgL™1), cujo pH da solucéo foi previamente ajustado utilizando
3mL da solugéo-tampéao fosfato pH 5,75. Em seguida, acrescentou-se nesta
ordem o solvente eutético (200 pL) e o solvente dispersor THF(600 uL). O
sistema foi submetido a um banho de ultrassom por 3,0 min, a fim de fragmentar
a fase receptora em goticulas, aumentando a superficie de contato entre os dois
liguidos. Nesta etapa, a mistura ficou turva, e gotas de DES foram formadas,
devido a cavitacao transiente proximo a sua interface. Em seguida, foi promovida
a centrifugacdo do sistema durante 6,0 min a 3500 rpm, quando ocorreu a
sedimentacdo da fase enriquecida. Entdo, com o suporte de uma seringa
cromatografica de 50 L, a qual foi adaptado um tubo capilar de PTFE na ponta,
foi coletada uma aliquota da fase enriquecida. A deteccdo de RB na fase
enriquecida foi realizada através da insercao da ponta da seringa no sistema
para captura de imagens descrito na secéo 2.1. Apés a insercdo, uma gota da
aliguota foi formada na ponta da seringa, e a imagem correspondente foi
capturada. Os dados foram registrados como sinais de pixel do modelo RGB e
processado usando o software Chemostat. Uma representacédo esquematica das
etapas do procedimento pode ser observada na Figura 2.

Figura 2: Etapas do procedimento determinacao de RB por UA-LPME e imagem
digital.
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2.5 Preparo de amostras

As amostras de agua foram coletadas no Rio de Contas, em diferentes
pontos, na cidade de Jequié, Bahia, Brasil. Quatro amostras de diferentes
marcas de batons foram adquiridas em lojas de cosméticos. As amostras de
agua coletadas foram usadas apos filtracdo através de filtro de membrana de
celulose de 0,45 ym.Com base na literatura As amostras de batom (0,050 g)
foram pesadas e 50 mL de agua ultrapura foram adicionadas, em um tubo de
ensaio. A mistura resultante foi sonicada durante 15 min e, entdo, agitada por
vortex durante 15,0 min. Posteriormente, a solucao foi filtrada, o procedimento

descrito na secédo anterior foi aplicado.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Canais RGB

O sinal analitico, em absorvancia (A), para cada canal do modelo RGB foi
calculado usando a equacao A= -log (P/Po), onde P representa o sinal, em pixels,
da solucdo contendo RB, e Po representa o sinal, em pixels, do branco. Um

estudo foi realizado para identificar os mais adequados canais para as medicgoes.
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O procedimento de microextracao foi aplicado a solu¢cées de RB de 200,0 ug L-
1, Os sinais correspondentes a cada canal foram medidos em quadruplicata. O
canal verde resultou em maiores sinais analiticos. Deste modo, o canal verde foi
usado em todos os experimentos subsequentes. Solucdes de de RB de 200,0

ug Lt foram utilizadas nos experimentos de otimizacéo.

3.2 Tipo de solvente extrator

Existe um grande interesse nos estudos para o desenvolvimento de novos
solventes verdes, objetivando, principalmente, a substituicdo de solventes
apontados como volateis e de elevada toxicidade e inflamabilidade. Neste
contexto, o preparo e aplicacdo de DES é bastante pertinente, pois muitos destes
solventes enquadram-se fortemente aos principios da Quimica Verde [19, 27].
Considerando estes aspectos, dois DES foram preparados, e a sua aplicacao
em um sistema de pré-concentracdo com UA-LPME foi comparada com o0s
solventes tricloroetileno e acido caprilico. O tricloroetileno foi escolhido para
comparacao devido a sua importancia como solvente tradicional muito usado em
procedimentos de microextracdo em fase liquida (LPME) e a sua toxicidade. Por
sua vez, o acido caprilico merece destaque devido ao seu recente uso como
substituto de solventes tradicionais em LPME, e por ser considerado um solvente
verde. Os solventes eutéticos testados foram fenol-ChCl (1:4) e timol-mentol

(1:1). A Figura 3 mostra os resultados obtidos a partir deste estudo.
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Figura 3: Estudo do tipo de solvente extrator na determinagdo de RB por UA-LPME e

imagem digital.
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ApoOs a realizacdo do estudo dos solventes pode-se verificar que o ChCl
com fenol apresentou uma melhor eficiéncia de extracdo, ou seja, a separacéo
de fases mais adequada. De forma complementar, o extrato obtido a partir deste
solvente foi mais homogéneo e com um volume mais expressivo. Quando
comparado as outras faces receptoras testadas, o ChCl-fenol apresentou uma
combinacdo ideal para a extracao do complexo de RB das solucfes. Além disso,
a fase enriquecida foi sedimentada na parte superior do meio de extragéo, o que
facilitou a retirada do extrato para a deteccéo. Assim, a fase receptora constituida

de ChCIl e fenol foi escolhida para os proximos experimentos.

3.3 Proporcao molar do DES

As misturas de DES foram preparadas a partir do um sal quaternario de
amonio ChCl como receptor de hidrogénio e fenol como molécula doadora de
hidrogénio. Quatro DES contendo ChCl e fenol com proporg¢des distintas foram
preparados e aplicados ao procedimento de UA-LPME. Os resultados referentes
a este estudo estdo apresentados na Figura 4. O DES com proporgéo 1:1
proporcionou um sinal baixo, devido a insuficiente quantidade de fenol. Melhores

resultados foram obtidos com maiores quantidades de fenol, pois o caréter
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hidrofébico do DES foi aumentado, devido ao acréscimo na quantidade de
moléculas com anéis benzénicos. Quando comparado ao DES (1:2), o sinal
analitico de DES a maiores proporc¢des (1:3 e 1:4) decresce, pois 0 aumento a
concentracdo excessiva de fenol na fase enriquecida pode promover
interferéncia espectral na deteccéo. Entdo, o Des com proporcdo ChCl:fenol 1:2

foi escolhido para os experimentos posteriores.

Figura 4: Estudo da proporcdo do DES ChCl:fenol na determinacdo de RB por UA-
LPME e imagem digital.
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3.4 Quantidade da fase receptora

A quantidade de DES representa o volume da fase receptoraempregada no
sistema de microextracdo. Esta quantidade nao representa exatamente o volume
da fase enriquecida apds a sedimentacdo, pois podem ocorrer perdas por
dissolucéo na fase doadora. Perdas por volatilizacdo do DES s&o infimas, ao
contrario do que ocorre no uso de muitos solventes tradicionais. O volume do
DES ChCl-fenol de proporcdo molar 1:2 utilizado neste experimento foi
examinado na faixa de 25 a 300 pL. Na Figura 5, os resultados correspondentes
a este estudo sdo mostrados. Quando volumes de DES menores ou iguais a 100
uL foram usados, pode ser observado que o sinal analitico cresce a medida que
aumenta a quantidade da fase receptora. Isso indica que os volumes nessa faixa

sao insuficientes para promover a extracdo de uma quantidade maxima de RB
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da fase doadora. Volumes de DES no intervalo entre 150 e 250 pyL promoveram
0s maiores sinais analiticos. O uso de um volume de 300 pL de DES causou um
decréscimo de sinal, provavelmente devido a consequente diluicdo do RB na
fase enriquecida. Portanto, 200 pL do DES ChClI-fenol foi selecionado como

volume ideal para o procedimento de UA-LPME.

Figura 5: Estudo do volume do DES ChCl:fenol na determinagcédo de RB por UA-
LPME e imagem digital.
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3.5 Quantidade do agente emulsificante

A maior parte dos DES resulta da associacdo de um HBA e um HBD,
dando origem a misturas hidrofilicas. O carater hidrofilico dessas misturas imp&e
a adicdo de um solvente emulsificante ao meio de extracdo, para reduzir a
interacdo entre o DES e a agua. Entdo, as moléculas de agua se associaréo
melhor com o agente emulsificante, e as moléculas do DES agregar-se-ao,
separando-se da fase aquosa [67]. Neste trabalho, utilizou-se como
emulsificante o solvente aprético THF. A influéncia do volume do agente
emulsificante foi examinado. Os resultados estdo apresentados na Figura 6. As
recuperacoes de RB foram avaliadas a partir de volumes quantitativos de THF
na faixa de 0-1000 pL. Foi observado que na auséncia do agente emulsificante
THF néo ocorreu a separacao das fases. A adicdo de volumes na faixa entre 200
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puL a 500 pL de THF néo é suficiente para promover uma eficiente separacao de
fases. O volume de 600 pL proporcionou as maiores respostas analiticas. Em
contrapartida, quando os volumes acima de 600 pL foram usados, observou-se
uma queda no sinal, devido a excessiva quantidade de THF na fase doadora, o
que prejudicou a extracdo de RB. Desta forma, 600 pL de THF foram

empregados para a emulsificagdo nos experimentos posteriores.

Figura 6: Estudo do volume do agente emulsificante THF na determinacdo de

RB por UA-LPME e imagem digital.
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3.6 Quantidade da fase doadora

O volume da fase doadora no sistema de UA-LPME com DES foi estudado,
utilizando-se valores entre 2,50 e 10,00 mL (Figura 7). Os maiores sinais
analiticos foram obtidos quando um volume de solucdo de RB de 7,50 mL foi
empregado. Valores menores que 7,50 mL proporcionaram baixos sinais
analiticos, devido a menor quantidade de RB nestes volumes. Quando um
volume de fase doadora 10,00 mL foi utilizado, também houve prejuizo na
extragdo, pois ocorre uma dissolugcdo do analito e do DES na fase aquosa,
proporcional ao seu volume. Assim um volume de 7,50 mL de fase doadora foi

empregado em todos 0s experimentos posteriores.
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Figura 7: Estudo do volume de amostra na determinacédo de RB por UA-LPME

e imagem digital.
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3.7 pH do meio de extragao

A influéncia do pH na extracdo de RB da solucéo doadora foi estudado, na
faixa entre 2,0-10,0. Os resultados sédo apresentados na Figura 8. O pH pode
influenciar fortemente a extracdo de analitos, pois este parametro é determinante
na predominancia de espécies quimicas, que podem apresentar afinidades
variadas com a fase receptora. Pode ser observado que a quantidade maxima
de RB extraida € promovida por um meio de pH 5,75. Meios de extragdo com pH
acima deste valor prejudicam a extracao, pois favorecem a dissociacao do préton
carboxilico, formando uma espécie anibnica, que tem pouca afinidade ao DES
hidrofilico [68] . A baixos valores de pH, o DES diminui o seu carater hidrofilico,
diminuindo a quantidade de RB extraida. Entdo, o pH 5,75 foi escolhido para

todos os experimentos posteriores.
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Figura 8: Estudo do pH do meio de extracdo na determinacdo de RB por UA-

LPME e imagem digital.
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Apés otimizacdo, os valores estabelecidos para as varidveis sao

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Valores obtidos ap6s otimizacao das variaveis estudadas no método
proposto

Variavel Valor
Tipo de solvente extrator Fenol-ChCl
pH 575
Razé&o do DES 1:2
Volume do solvente extrator (uL) 200
Volume do agente emulsificante (uL) 600
Volume da amostra (mL) 7,50
Tempo de sonicacgéo (min) 3
Tempo de centrifugagao (min) 6

3.9. Seletividade

A seletividade do método foi estudada a fim de aferir a sua tolerancia a
presenca de outros ions. Neste estudo, uma solucdo de RB 200,0 ug L foi
empregada e a concentracdo do possivel interferente foi variada nesta solugéo.

O método foi aplicado em condi¢cdes otimizadas e o sinal analitico da solucéo de
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RB foi comparado com o da solucdo contendo RB e o possivel interferente. O
efeito de cada ion foi considerado como interferéncia se as espécies

fornecessem uma variacao de + 5% no sinal analitico de rodamina B.

Conforme os resultados obtidos, o método é tolerante a presenca dos ions
testados em concentracgdes, pelo menos, cinco vezes superiores a concentracao
de rodamina B. Os resultados estédo representados na Tabela 2. O limite de
tolerancia de ions estranhos e corantes foi tomado como o valor que causou um
erro nao superior a + 5% na absorvancia. Esses resultados revelam que, o

método de microextracdo proposto pode ser aplicado a matrizes complexas.

Tabela 2: Avaliacao dos possiveis interferentes tolerados na determinacéo de

RB empregando o método proposto.

) Concentracdo maxima
Corantes e lons
tolerada (ug L?)

Brilhante Green 200
Verde de Malaquita 200
Ponceau 200
Cu? 200

Mg 200

S04 200

Zn?* 300

Na* 300

Ca?* 300

K* 300

Crl 300
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3.10 Caracteristicas analiticas

Os parametros analiticos sob condi¢cbes otimizadas do método foram
obtidos. Os limites de deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram calculados
como 3,3sv/S e 10su/S, respectivamente, onde sp € 0 desvio padrdo de 10
medidas da solucao do branco e S é a inclinacédo da curva analitica utilizada na
calibracdo do método proposto. O fator de enriquecimento (EF) foi obtido
utilizando-se as razdes entre o volume da amostra (Va) e da fase extratora (Vo),
Va/Vo. A precisdo do método foi tomada como o desvio-padrao relativo de sete
medi¢bes de uma solugdo aquosa de 200 ug L de RB submetida a analise pelo
método proposto, nas condigbes otimizadas. A Tabela 3 apresenta as
caracteristicas analiticas do método.

Tabela 3: Resumo dos parametros de mérito do método proposto.

Parametro Valor
Limite de deteccéo 3,7 ug L
Limite de quantificacédo 11,3 pg L1
Precisdo (%) 3,3 (200 pg L)
Fator de enriquecimento 75
Equacao de calibracdo y = 2,6x103x + 2,5x1072

3.11 Aplicacao

A validacdo do método desenvolvido foi realizada por experimentos de
recuperacdo de adicdo para as amostras reais enriquecidas. Para essa
finalidade, foram acrescentadas concentracfes conhecidas de RB em varios
tipos de amostras (agua de poco, agua de rio e diferentes tipos de batons) e
experimentos de recuperacdo com o metodo. Os resultados de recuperacéo
obtidos estédo representados nas tabelas 4 e 5. Os valores encontrados para
amostras reais mostraram que as recuperac¢des do método foram de 92 a 107%
com desvios padréo baixos. Os dados obtidos para validagdo comprovaram que
o método nao foi afetado pela matriz de amostras e aplicavel para pré-

concentracéo e determinagéo precisa de RB em diferentes amostras.
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Tabela 4: Resultados da determinacdo de RB em amostras de batons

Conc. de RB (ug g9

Amostra Rec. (%)
Adicionada Encontrada
0,0 29,1+ 0,2
Amostra 1 103,0
30,0 60,0
0
Amostra 2 29,6+0.1 92,7
30,0 57,4
0 28,7+ 0,3
Amostra 3 107,0
30,0 60,8
0 30,5+ 0,3
Amostra 4 96,3
30,0 59,4

Tabela 5: Resultados da determinacdo de RB em amostras de aguas

Conc.de RB (ug L)

Amostra Rec. (%)
Adicionada Encontrada
i 0,0
Agua de Poco 1 98,0
20,0 19,8+0,1
, 0
Agua de Poco 2 103,0
40,0 40,1+0,2
, 0
Aguaderio 1 100,0
20,0 20,8+0,3
, | 0
Agua de rio 2 103,0
40,0 40,3+0,1
, | 0
Agua de rio 3 102,0
20 20,1+0,2
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4.0 CONCLUSAO

Um método envolvendo DES com UA-LPME foi desenvolvido para pré-
concentracéo e determinacdo de RB combinado com DIC. O desenvolvimento
do método utilizando DES como uma alternativa aos solventes convencionais
proposto apresentou inimeras vantagens como simplicidade, baixo custo e
eliminacdo de solventes de extracdo nocivos. Além disso, quando comparado
com outros solventes verdes, os DESs podem ser sintetizados a temperatura
ambiente com alta pureza e em pouco tempo. A técnica proporcionou a
determinacao confiavel e precisa de RB em amostras ambientais de agua e
cosméticos (batons), mostrando a possibilidade de uso das técnicas de

microextracao.
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