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RESUMO

Este trabalho propGe a aplicacdo da Microextragdo Liquido-Liquido Dispersiva
utilizando liquidos i6nicos (IL-DLLME) como solventes extratores para a pré-
concentracdo e extracdo dos analitos 2,6-dicloroanisol, 2,4,6-tricloroanisol, 2,3,5,6-
tetracloroanisol e 2,3,4,5,6-pentacloroanisol em amostras de vinhos. Propde-se tambem,
tratamento quimiométrico dos resultados cromatograficos usando a Resolucdo
Multivariada de Curvas com Minimos Quadrados Alternantes (MCR-ALS) para a
eliminacdo dos sinais interferentes através da vantagem de segunda ordem. Na avaliagédo
dos parédmetros, o volume de bis(trifluorometilsulfonil)imidato de acido 2(2-(3-
metilimidazolio-1- il)etoxi)carboil) benzoico que proporcionou a maior eficiéncia de
extracao foi de 40 pL juntamente com o pH 8 e adicdo de NaCl 10% (m/v). O maior fator
de enriquecimento encontrado foi de 19,8 e a eficiéncia de recuperacao foi de 15,8 %. Foi
possivel constatar a eficiéncia do tratamento quimiometrico na recuperacdo qualitativa e
quantitativa dos sinais dos analitos para as andlises que apresentaram interferéncia
proveniente do liquido i6nico. Também foi proposto o uso de nanofibras de poli-imida
para adsorcao e determinacdo de verde malaquita (VM) em &gua por analise de imagem
como deteccdo. O método empregou as nanofibras como adsorvente e obteve-se limite de
detecgdo de 0,013 mg L de VM intervalo linear de 0,05 a 0,3 mg L de VM (R? =
0,9970) e o desvio padréo (n = 9) variou de 1,01 a 3,92 %. A exatidao foi medida através
de estudo de recuperacdo em amostras de agua e foram obtidas porcentagens de
recuperacdo que variaram de 96,6 a 102,0 %. Nos ensaios de seletividade, os resultados
indicaram a interferéncia apenas para compostos (corantes) da mesma familia do VM,
como o cristal violeta. O método se mostrou robusto e adequado para 0 monitoramento

rapido e confidvel do VM em agua.

Palavras-chave: MCR-ALS; cromatografia liquida; analise de imagens.



ABSTRACT

In this work, a chemometric approach based on an analytical curve resolution
algorithm was used for mathematical cleanup to eliminate the interferences from the ionic
liquid (IL) used in the extraction method (IL-DLLME). Where the in-situ synthesis of the
IL and the extraction of the analytes occurred simultaneously. The chemometric approach
makes possible the use of many ionic liquids as extractor solvents regardless their
interference on the analytical signals and has been applied successfully for the
mathematical separation of the haloanisoles' analytical signals in spiked samples of wine
from the interferences of the IL with high predictability, presenting linear correlation
coefficients of about 0.999.

Malachite green (MG) is a triphenylmethane cationic dye used in aquaculture
practice, although it has been banned in several countries. The illegal use by fish
producers, however, persists due to its effectiveness, ready and cheap supply. To prevent
indiscriminate applications, strict control measures with simple analytical approaches are
therefore necessary. With this purpose, a novel, cheap and simple method applying elec-
trospun polyimide nanofibers was developed and validated for MG control in water by
color image analysis. For detection a simple apparatus and ImageJ® software to treat
images captured by common smartphones were used. Detection limit of 0.013 mg L-1
with a linear analytical response range within the concentration of 0.05 to 0.3 mg L-1 of
malachite green (MG) with a correlation coefficient of 0.997 and standard deviation (n=9)
varying from 1.01 to 3.92 % was achieved with the proposed method. Accuracy was
assessed by recovery assays in water samples and percentages of 96.6 to 102.0 % were
obtained. The method is robust and suitable for the rapid and reliable monitoring of MG

in water.

Keywords: MCR-ALS; liquid chromatography; image analyses.
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1 INTRODUCAO

Analises quimicas geralmente constituem processos complexos envolvendo varias
etapas. Apesar da diversidade de métodos analiticos e analitos a serem determinados, a
maioria desses métodos requer o uso de reagentes que podem ser mais toxicos e produz
um montante significativo de residuo. Algumas alternativas a esses métodos podem ser
aplicadas ndo somente no sentido de serem mais ambientalmente amigaveis, mas também
por serem mais sensiveis, apresentarem baixo custo, simplicidade e agilidade. Nesse
sentido, 0 uso de métodos miniaturizados se torna importante para o tratamento de
amostras que podem ser complexas, como amostras de aguas e bebidas (GALUSZKA,;
MIGASZEWSKI; NAMIESNIK, 2013).

1.1 Haloanisbis em vinhos

Os chamados vinhos tropicais sdo produzidos em latitudes mais baixas, entre 0s
tropicos de cancer e capricérnio, e definidos como aqueles obtidos de uvas produzidas
em regides onde € possivel obter mais de um ciclo anual da videira com uma ou mais
colheitas por ano. A producéo explora a tropicalidade de cada regi&o produtora e se adapta
a suas caracteristicas tropicais. Mais de dez paises em diferentes continentes usufruem da
producdo de vinhos tropicais, destacando-se, na América do Sul, Brasil, Venezuela, Peru
e Equador (MORAIS et al., 2022).

Os defeitos sensoriais do vinho sdo 0s principais responsaveis pelas perdas
econbmicas ocorridas na industria vitivinicola (SEFTON E SIMPSON, 2005). Os
principais defeitos sensoriais estdo relacionados a problemas microbiol6gicos e quimicos,
tais como o “gosto a rolha” ou, mais corretamente, aromas fungicos (mofo). Este defeito
sensorial ocorre quando o vinho entra em contato com produtos ou atmosferas
contaminadas por organohalogenados como cloroanisois, bromoaniséis e 0s seus
precursores, os clorofendis. Os principais haloanisois identificados como agentes
contaminantes do vinho séo os cloroanisois e os bromoanisais, entre eles o triclorianisol
(2,4,6-TCA), o tetracloroanisol (2,3,4,6-TeCA), o pentacloroanisol (PCA) e o
tribromoanisol (2,4,6-TBA) (COQUE et al., 2006a; COQUE et al., 2006Db).

1.2 Corantes em agua
O tingimento de tecidos é uma pratica muito antiga que inicialmente utilizava
corantes extraidos de fontes naturais de origem vegetal ou animal (KAMMRADT, 2004).

A procura por maior variedade de corantes com propriedades especificas e mais baratos
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levou ao surgimento dos corantes sintéticos, que hoje formam um grupo de mais de 8 mil

compostos ou substancias associadas a industria téxtil (OLIVEIRA, 2007).

Entre os corantes sintéticos e de baixo custo estd o verde malaquita (4-[(4-
dimetilaminofenil)-fenil-metil]-N,N-dimetilanilina) que é um pigmento catidnico
sintético classificado como trifenilmetano e usado para tingir seda, 13, juta, couro, algodao
e papel. Também é usado em baixas concentracbes como agente fungicida e
antiprotozoario na aquicultura desde o inicio da década de 1930 (BILANDZIC et al.,
2012).

O verde leucomalaquita é formado pela reducdo metabolica do verde malaquita e
é encontrado no tecido adiposo de animais expostos ao corante, geralmente peixes. Esse
metabdlito € excretado, e, consequentemente, pode ser também encontrado na dgua. Além
disso, este composto tem toxicidade semelhante aquela apresentada pelo seu precursor, 0
verde malaquita (CULP et al., 2006).

O corante possui biodegradabilidade baixa e pode causar intoxica¢do aguda a um
vasto grupo de animais, tanto aquaticos quanto terrestres, o que resulta em riscos a satde
publica e um potencial problema ambiental. Alguns efeitos toxicologicos ja foram
reportados em peixes, como carcinogénese, teratogénese, reducdo da fertilidade e
insuficiéncia respiratdria (BILANDZIC et al., 2012; MIRZAJANI; AHMADI, 2015).

Em mamiferos, além de efeitos teratogénicos e carcinogénicos pode-se citar:
alteracdes renais em coelhos; reducéo do crescimento e da fertilidade em ratos; danos ao
figado, baco, rim e corago; lesdes de pele, olhos, pulmdes e 0ssos (BILANDZIC et al.,
2012; SRIVASTAVA; SINHA; ROY, 2004).

Este trabalho teve como objetivo principal investigar a presenca e concentracao
de haloaniséis nos vinhos produzidos no Vale Submeédio do S&o Francisco atraves da
técnica de microextracao liquido-liquido dispersiva empregando liquidos ibnicos como
solventes extratores (IL-DLLME) com determinacdo por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia e deteccdo com arranjo de diodos (HPLC-DAD). Foi também avaliada a
eficiéncia da calibragdo multivias por resolucdo multivariada de curvas por minimos
quadrados alternantes (MCR-ALS) na resolucdo de interferéncias nas analises
cromatograficas. E, com o intuito de unir as vantagens da extracdo em fase sélida e da

andlise por imagem, neste trabalho também foi proposto um método de pré-concentracéo
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do verde malaquita, na superficie de nanofibra de poli-imida com posterior determinagéo

em amostras de &guas, por anélise de imagem.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Haloanisois em vinhos

O cultivo da uva e a producdo de vinho no semiarido brasileiro ndo se fazem
importantes apenas pela sua grande capacidade de producdo anual e melhoramento da
qualidade dos vinhos produzidos. Além desses aspectos econdémicos, deve-se vislumbrar
a importancia desse tipo de producéo para o desenvolvimento social e cientifico da regido
e o fato de existirem vastas areas verdes de plantacdes de uvas onde existiam apenas as
vegetacOes tipicas e improdutivas. Além disso, essa producao surpreendente no meio do
semiérido e desperta a curiosidade de brasileiros e estrangeiros que visitam a area para
conhecer e usufruir de passeios e visitas técnicas pelas vinicolas da regido (TV
BRASILGOV, 2019).

A regido do Vale do S&o Francisco, situa-se entre Pernambuco e Bahia, Figura 1,
e é responsavel por 99% da exportacdo da uva de mesa e pela producédo de cinco milhdes
de litros de vinho por ano, o que corresponde a 15% do mercado nacional. A regido,
emprega cerca de 30 mil pessoas (ARRUDA, 2019) e abrange os municipios de Casa
Nova, Petrolina, Juazeiro, Santa Maria da Boa Vista, Curaca e Irecé, sendo os trés

primeiros em Pernambuco e os demais na Bahia.

Figura 1- Mapa da regido vinicola do vale do Sdo Francisco.
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Fonte: (ACADEMIA DO VINHO, 2022).
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2.1.1 A origem dos contaminantes

Inicialmente atribuia-se que a rolha era a Unica fonte de contaminacéo dos vinhos
por haloaniséis. No entanto, alguns estudos (CSERJESI; JOHNSON, 1972), (FLODIN;
WHITFIELD, 1999) realizados sobre a origem desses contaminantes no ambiente
revelaram que a rolha é um dos destinos finais dos contaminantes e que deve ser levado

em conta todo o ciclo de contaminacao.

O aroma fangico ou gosto de mofo dos vinhos é uma consequéncia da interagdo
de micro-organismos presentes no ambiente com o0s halofendis (pesticidas altamente
toxicos). Os micro-organismos (principalmente fungos filamentosos) executam um
mecanismo de defesa conhecido como biometilacdo. A reacdo acontece quando esses
fungos entram em contato com os halofendis (principalmente clorofendis e bromofendis),
que sdo amplamente usados como pesticidas e fungicidas. O resultado da biometilacédo é
a transformac&o dos halofendis em haloanisois, que sdo compostos ndo-toéxicos (COQUE
et al., 2006).

Os clorofendis, em geral, ndo sdo compostos naturais e a principal razdo de sua
presenca em adegas e nas placas de cortica é o intenso uso do pentaclorofenol (PCF) e do
triclorofenol (TCF) como pesticidas. Depois dos clorofendis, os compostos mais comuns
sdo os bromofendis, que podem ser encontrados em ambientes marinhos, uma vez que
sdo sintetizados por algas marrons (FLODIN; WHITFIELD, 1999). Os bromofendis séo
também largamente produzidos por inddstrias quimicas e sdo aplicados como agentes
antifungicos e retardadores de chamas em madeiras, plasticos e tintas (CHATONNET;
DUBOURDIEU, 1995).

A Figura 2 mostra um esquema de contaminacdo de vinhos considerando aspectos
ambientais e os ciclos de biodegradacdo dos compostos primarios. Todos esses fatores
sobre a formacao e o ciclo natural dos haloanisois sugerem duas principais maneiras de

contaminacéo do vinho:

1- Contaminacdo da cortica nas arvores de carvalho ou a contaminacéo das placas de
cortica nas instalagdes industriais;

2- Contaminacdo do vinho, ou da rolha, durante o armazenamento nas adegas. Nesse
caso, a contaminacdo geralmente € oriunda das estruturas de madeira como parede,

telhado, chao, barris e estantes.
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Figura 2- Origem ambiental dos clorofendis e cloroaniséis contaminando a cortica, a

madeira e outros materiais. PCF: pentaclorofenol, TCF: triclorofenol, TCA:
tricloroanisol.
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Fonte: (COQUE et al., 2006).
Os haloanis6is podem ser considerados como derivados do anisol

(metoxibenzeno) contendo na molécula pelo menos um atomo de halogénio, 0 nome do

composto &, entdo, dado em funcdo dos halogénios presentes na estrutura e de suas

respectivas quantidades. A Figura 3 mostra a estrutura dos principais haloanisois

encontrados no ambiente.

Figura 3- Estruturas dos principais haloaniséis encontrados no ambiente.
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Os haloaniséis sdo poluentes muito significativos, capazes de suprimir 0s
bons aromas e sabores do vinho. Eles produzem odores indesejaveis semelhantes ao mofo
e ao sabor azedo-mofado. No caso do tribromoanisol, para nivel de contaminagdo acima
de 20 ng L™, além do intenso odor a mofo, o vinho também pode exibir caréter fendlico
ou iodizado (CHATONNET et al., 2004). Outro fator importante sobre esses compostos
€ 0 baixissimo limiar em solu¢Bes hidroalcoodlicas suficiente para influenciar
negativamente o sabor da bebida no intervalo de ng L™, o que faz com que pouquissimas
quantidades desses compostos sejam suficientes para diminuir a qualidade da bebida. Até
a escrita deste texto, ndo foi encontrado literatura que estabeleca os limites maximos

permitidos de haloaniséis em vinhos.

A investigacdo dos compostos causadores do sabor e odor a mofo nos vinhos
iniciou-se em 1981 quando Tanner e colaboradores realizaram estudo utilizando
microextracdo em fase sélida com determinagdo por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas (GC-MS), tendo o tricloroanisol como analito alvo (TANNER
et al., 1981). Um pouco mais tarde, em 1982, 0 mesmo grupo realizou novo trabalho
identificando o tricloroanisol como o principal causador do “gosto de rolha”, utilizando
0 método tradicional de extracdo liquido-liquido também com determinacdo por GC-MS
(BUSER; ZANIER; TANNER, 1982). Em seguida, Amon e colaboradores em 1989,
também indicaram o tricloroanisol como principal contaminante dos vinhos (AMON et
al., 1989).  Além dos vinhos, os haloanisois podem ser encontrados em diversos outros
tipos de bebidas e alimentos. Em 1966, ENGEL e colaboradores detectaram tetracloanisol
(2,3,4,6-TeCA) em ovos. O pentacloroanisol foi encontrado em cama de galinha (do
inglés, pulp chips) por CSERJESI E JOHNSON (1972). Tricloroanisol e tetracloroanisol
foram também reportados como responsaveis pelo odor a mofo em frutas secas
(WHITFIELD et al., 1985).

Naturalmente, com o passar do tempo, diferentes técnicas vém sendo utilizadas
para a extracdo e pré-concentracdo de haloanisois, aléem da mudanca das matrizes
investigadas. Taylor e colaboradores realizaram trabalho de extracéo de tricloroanisol em
rolhas utilizando extragdo com fluido supercritico e determinagéo por GC-MS (TAYLOR
et al., 2000). Soleas e colaboradores investigaram a presenca de triclorocompostos tanto
em rolhas quanto em vinhos com o objetivo de elucidar a causa potencial do sabor a mofo
atribuido a certos vinhos (SOLEAS et al., 2002). Em 2004 e 2005 os grupos de Campillo,
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Martinéz-Urufiuela e Goméz-Ariza ampliaram a gama de trabalhos e métodos de
investigacao de haloanisois. Diferentes estratégias de extracdo tem sido empregadas para
determinar haloanisdis, como métodos de extracdo que utilizam pervaporizacdo
(GOMEZ-ARIZA; GARCIA-BARRERA; LORENZO, 2004), liquido pressurizado
(GOMEZ-ARIZA et al., 2005), sistemas de pré-concentracdo de purga e armadilha
(CAMPILLO et al., 2004), microextracdo por fase solida (headspace) (MARTINEZ-
URUNUELA; GONZALEZ-SAIZ; PIZARRO, 2004), microextracdo liquido-liquido
dispersiva (PIZARRO et al., 2010), sorcdo por barra de agitacdo (CACHO et al., 2014),
microextracao por fase sélida (headspace) assistida a vacuo (VAKINTI et al., 2019; PATI
et al., 2021), microextracdo por fase solida (headspace) e microextracao liquido-liquido
dispersiva (CACHO et al., 2016), uso de filme para sor¢io (GONZALEZ-CENTENO et
al., 2021) e nariz eletrénico (SANTOS et al., 2022).

2.1.2 Liquidos idnicos

Diferentes defini¢bes sdo encontradas na literatura para os liquidos idnicos (LI),
mas, geralmente sdo considerados como sais liquidos a temperatura ambiente que
apresentam ponto de fusdo abaixo de 100 °C ou sais fundidos que apresentam ampla faixa
de temperatura na qual sdo liquidos (superior a 250 °C) (CONSORTI et al., 2001). Podem
também, ser descritos como compostos que apresentam estrutura cristalina idnico-
covalente (DUPONT; CONSORTI; SPENCER, 2000).

Grande quantidade de liquidos idnicos pode ser encontrada na literatura em funcao
da variedade de céations e anions que podem ser utilizados com sucesso na sintese destes
compostos. Os cations geralmente sdo organicos como alquil-amdnio, fosfénio, dialquil-
imidazélio, trialquil-imidazolio e n-alquil-piridinio, enquanto que os anions podem ser
organicos ou inorganicos tais como [CI], [BF4], [PFe], [NOz], [CF3COO], [SbFe],
[N(Tf2)], etc. Pelo fato de serem constituidos por cations e anions relativamente grandes,
os liquidos idnicos sdo capazes de dissipar a carga do composto, e, dessa forma,
diminuirem efetivamente a energia da rede cristalina de um possivel sélido e se manterem
no estado liquido mesmo a temperaturas abaixo de 100 °C (FREIRE et al., 2007). Na

Figura 4 sdo mostradas algumas estruturas desses ions.
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Figura 4- Estruturas de alguns cations e anions usados na sintese de liquidos iénicos.
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Os liquidos i6nicos podem ser usados como solventes em processos de extracao e
sdo considerados como solventes verdes que substituem vantajosamente os solventes
organicos por possuirem caracteristicas como: capacidade de permanecerem no estado
liquido em grandes intervalos de temperaturas, baixa pressao de vapor, densidade maior
gue a da a&gua e alta capacidade de solvatar compostos organicos, inorganicos e
organometalicos. Além disso, atraves do estudo de sua estrutura e de suas propriedades
podem-se desenvolver liquidos i6nicos ajustaveis as condicdes de trabalho e as
necessidades requeridas. A escolha por diferentes substituintes alquila e/ou anions
possibilita grande mudanca nas propriedades destes compostos como, hidrofobicidade,
viscosidade, densidade, ponto de fusdo e estabilidade quimica e térmica (CARDA-
BROCH; BERTHOD; ARMSTRONG, 2003).
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Os liquidos idnicos baseados no cation 1,3-dialquil-imidazélio sdo os mais
estudados e podem ser preparados de diferentes maneiras. A grande maioria das sinteses
baseia-se em dois processos chamados de quaternizacdo e metatese.

A Figura 5 mostra um esquema resumido das diferentes rotas de sintese de
liquidos idnicos baseados no cétion 1,3-dialquil-imidazolio.

Figura 5- Rotas das reac6es para formacéo de liquidos idnicos.
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Fonte: (DE LIMA, 2011).

Na quaternizacdo é realizada a etapa de alquilacdo do metil-imidazol, que
geralmente é o composto de partida, reagindo-o com um haleto de alquila formando o
haleto de 1,3-dialquil-imidazdlio. A metatese consiste na etapa de troca de anions
reagindo o haleto de 1,3-dialquil-imidazolio com um sal metélico do anion desejado
(LECOCQ et al., 2005).

A sintese ainda pode ocorrer por alquilacdo direta, onde o metil-imidazdlio reage
com um éster sulfénico ou sulfato de alquila. Pode ocorrer também num sistema chamado
de reacdo de pote unico (reacdo de 3 componentes), onde os trés reagentes (haleto de
alquila, metil-imidazdlio e sal metalico do anion desejado) séo colocados juntos para
reagir de uma s6 vez (DE LIMA, 2011).

Os processos de extracdo seletiva que utilizam liquidos i6nicos, valem-se das
interacOes preferenciais estabelecidas entre o solvente e o soluto. Compostos aromaticos

tém se mostrado mais solliveis em liquidos idnicos dada a ligacdo de hidrogénio
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estabelecida entre ligacdes pi e hidrogénios acidos do anel imidazolio (MATSUMOTO;
INOMOTO; KONDO, 2005).

A capacidade dos liquidos idnicos em absorverem um composto é sensivel tanto
a estrutura do cation quanto a do &nion. Em trabalho de extracéo de benzeno em n-octano
(CASSOL., 2007) observou-se tendéncia crescente de extracdo dependente da natureza
dos anions, na seguinte ordem [BF4] < [CF3SO3] < [PFe] < [N(Tf)2] < [PF3(CF2CF3)3] .
Esta tendéncia pode estar relacionada a forca da ligacao de hidrogénio, maior para [BF4]
e menor para [PF3(CF2CF3)s].

Os liquidos ibnicos derivados do cation 1,3-dialquil-imidazoélio sdo estaveis ao ar
e a umidade e podem ser utilizados em multiplos ciclos em processos de extracao apds
serem recuperados. A constatacdo da pureza dos liquidos i6nicos recuperados pode ser
determinada por espectroscopia de 'H RMN para verificar auséncia de alteracio da
estrutura e auséncia de impurezas (CASSOL., 2007).

2.1.3 Solubilidade dos liquidos idnicos

As propriedades de coordenacdo e solvatacdo dos liquidos idnicos sdo
dependentes tanto do anion quanto do cation que formam o composto. A interacdo
eletrostatica é o tipo de interacdo mais forte entre o cation e o anion que formam o LI.
Em liquidos i6nicos onde esta presente o cétion imidazélio, as ligacGes de hidrogénio
entre os ions também desempenham papel importante em suas propriedades, como por
exemplo, na solubilidade (FREIRE et al., 2007).

A solubilidade em agua de liquidos idnicos baseados no cétion imidazélio é
largamente determinada pela natureza do anion, ou seja, liquidos idnicos com anions
hidrofilicos sdo geralmente solGveis em agua, ja aqueles com anions hidrofobicos
apresentam baixa solubilidade, dependendo da temperatura. E importante salientar que a
medida que a cadeia alquila ligada ao cation aumenta, a solubilidade do liquido i6nico
diminui consideravelmente. Alguns anions podem ser agrupados em ordem crescente de
hidrofobicidade, como por exemplo, [BF4]~ < [CH3(C2H10)2S04]” < [C(CN)3]~ < [PFe]”
< [N(SO2CF3)2]". Seguindo esta sequéncia associada ao tamanho da cadeia alquila do
cation imidazdlio é possivel sintetizar liquidos idnicos com diferentes solubilidades em

agua que podem ser usados para diferentes fins (FREIRE et al., 2007).

Os liquidos i6nicos podem agir tanto como aceptores de ligagdes de hidrogénio

(anions) quanto como doadores (cation) e interagem com qualquer solvente que seja
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doador ou aceptor de ligacdes de hidrogénio. Em sistemas bifasicos envolvendo agua e
liquido ibnico, certamente as interacdes ion-ion e agua-agua sao mais fortes que as
interacOes agua-ion (FREIRE et al., 2007).

Liquidos ibnicos baseados nos anions tetrafluoroborato (BFs) e
hexafluorofosfato (PFs") sdo sensiveis a umidade e sofrem hidrdlise na presenca de &gua,
produzindo, entre outros produtos, o fluoreto de hidrogénio. Esses liquidos idnicos serdo
cada vez menos sensiveis a umidade a medida que a cadeia alquila do cation imidazolio
aumenta. O tetrafluoroborato associado a cations com cadeias alquila contendo menos de
cinco carbonos sdo completamente sollveis em &gua. (SWATLOSKI; HOLBREY;
ROGERS, 2003; FREIRE et al., 2007).

Os liquidos i6nicos ditos hidrofébicos, insollveis ou muito pouco solveis em
agua, sdo surpreendentemente higroscopicos e a solubilidade da agua neles estd muito
acima do que se pode considerar diluicdo infinita. Nos LIs estudados por Freire et al
(2007) a fracdo molar de &gua variou de 0,19 a completa miscibilidade a temperatura
ambiente, dependendo sempre do cation e do anion, sendo o papel do &nion o mais

importante.

E importante observar que a tendéncia de solubilidade dos liquidos iénicos em
agua é o oposto daquela observada para alcoois, mesmo que estes sejam capazes de doar
e receber ligacOes de hidrogénio. A solubilidade do liquido i6nico em alcool aumenta de
acordo com o aumento de sua cadeia alquila devido a maior intensidade de interacGes de
Van der Waals com a cadeia alquila do alcool (FREIRE et al., 2008).

Percebe-se que existem varias possibilidades de sintese para os liquidos iénicos
em relacdo a sua solubilidade, devendo-se considerar primeiramente o anion, seguido do

cation e ambos relacionados ao solvente com o qual o liquido i6nico possa interagir.

2.1.4 Microextragdo Dispersiva Liquido-Liquido baseada em Liquido I6nico (IL-
DLLME)

A DLLME é uma técnica simples, rdpida e econémica para a extracao de analitos
de matrizes aquosas, usando solvente imiscivel com agua (solvente extrator) e
modificador organico (solvente dispersante) que é miscivel tanto com a &gua quanto com

o solvente extrator. A Figura 6 mostra em detalhes a formacg&o das goticulas em solucéo.
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Figura 6- Esquema da formagc&o de goticulas do solvente extrator em solucao.
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Fonte: (MARTINS; PRIMEL E CALDAS, 2012).

Conforme mostra a Figura 6, o solvente dispersor ajuda na disseminacdo de
goticulas do solvente extrator na solucdo da amostra. A grande area de superficie entre o
solvente extrator e a fase aquosa resulta em réapida transferéncia de massa, de modo que
os analitos migram para as goticulas do extrator em um tempo muito curto. Depois disso,

0 solvente extrator é separado, geralmente por centrifugacdo (HO et al., 2014).

O fator de pré-concentracdo e a eficiéncia do método séo altos, assim a DLLME
tornou-se uma técnica popular de preparo de amostras que tem atraido muita atencédo
durante a Gltima década. Normalmente sdo utilizados como solventes dispersantes o
metanol, o etanol, a acetonitrilae a acetona. Hidrocarbonetos halogenados sao
frequentemente aplicados como extratores devido a sua alta densidade, facilitando a
separacdo da fase enriquecida pelo analito (MARTINS; PRIMEL; CALDAS, 2012). O

esquema do procedimento € mostrado na Figura 7.
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Figura 7- Representacdo esquematica das etapas do procedimento de extracéo IL-
DLLME
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Fonte: (PLOTKA-WASYLKA et al., 2017).

Conforme mostra a Figura 7, a solucdo contendo a amostra recebe o solvente
dispersante + extrator (LI), apos ocorrer a dispersdo a mistura é centrifugada e a fase
contendo o analito decanta no recipiente junto com o extrator (LI). Em seguida, com uma
seringa, retira-se o LI contendo o analito.

A utilizacdo de liquidos i6nicos como solventes extratores em DLLME foi
introduzida pela primeira vez em 2008 (XIA et al.,, 2008), para determinar
pesticidas organofosforados em amostra. O emprego de liquidos i6nicos resulta em
aumento da sensibilidade e seletividade do método. Além disso, a quantidade de solventes
organicos toxicos é minimizada, e a densidade do liquido idnico facilita sua separacdo da
solucdo aquosa da amostra (HO et al., 2014). Outra vantagem do uso de liquidos idnicos
como solventes extratores na técnica de DLLME ¢é a possibilidade de eliminar o uso de
solventes dispersantes realizando a reacdo de metatese in situ, ou seja, na solucdo
contendo o analito. Entdo, a medida que o liquido i6nico é formado ocorre o processo de
extracdo dispersiva (MESA et al., 2013).

Ao final do processo de extracdo espera-se que a maior proporc¢do do analito esteja
presente na fase extratora. Quando esta propor¢do € proxima de 100% a técnica é
considerada exaustiva e a exatiddo do método pode ser expressa em termos de

recuperacdo (R), sendo calculada pela Equacéo 1.
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R(%) = %xwo 1)

Onde:
cr € a concentracdo apos a fortificagéo da matriz;
cny € a concentragéo antes da fortificagéo;

cqq € a concentracao do analito adicionado a matriz.

Nos casos em que a transferéncia do analito para a fase orgénica ndo ocorrer em
sua totalidade, o processo de extracdo é considerado uma técnica de equilibrio e a
recuperacdo (R) é definida como a maior quantidade de analito transferida para a fase
organica ao final do processo.

Um parametro comumente utilizado para demonstrar a eficiéncia de processos de
microextracdo em fase liquida € o fator de enriquecimento (E), que informa o quanto um
analito foi pré-concentrado antes da analise. O fator de enriquecimento € dado pela

Equacéo 2:
_ VaR
100 Vorg 2
Onde:
V4 = volume da fase doadora ou aquosa
Vorg = volume de fase organica

R = eficiéncia de recuperacgéo

Algumas variaveis como pH, forca iénica, volume de solvente extrator e volume
de solvente dispersante influenciam na eficiéncia de extracdo dos analitos e dependem
muito das caracteristicas do meio e do analito. Esses fatores geralmente sao dificeis de
serem previstos teoricamente e devem ser estabelecidos experimentalmente com o intuito
de otimizar o deslocamento do equilibrio de solubilidade dos analitos entre as duas fazes
no sentido da fase organica (MARTINS; PRIMEL; CALDAS, 2012).

2.1.5 Tratamento quimiométrico

Em geral, se busca a qualidade dos resultados obtidos nos diferentes métodos
analiticos. Nos métodos cromatogréaficos, seja cromatografia a gas ou a liquido, essa
qualidade esta centrada nos cromatogramas provenientes das analises, principalmente no
que se trata da resolucdo e forma dos picos. Portanto, busca-se alternativas para garantir

confiabilidade na identificacdo e separagdo dos analitos em relacdo a eventuais
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interferentes presentes na matriz. No entanto, obter cromatogramas com boa resolucéo e
forma dos picos nem sempre é possivel, seja pela complexidade da amostra, quando se
tem muitas espécies a serem analisadas ou poucos analitos em meio a muitos
interferentes, ou pela limitacdo instrumental. Os sinais dos analitos nestas situacfes
tendem a se misturar, ou seja, pode ocorrer coelui¢cdo tanto entre os analitos de interesse
quanto entre os analitos e os interferentes. Além disso, alguns picos de interesse podem
ser sobrepostos por outros, mesmo que ndo haja coelui¢cdo. Dessa forma, na falta de
instrumentacao adequada para resolver estes sinais, existe a alternativa do emprego de
ferramentas computacionais para manipular e interpretar as informacgdes obtidas
(PARASTAR; TAULER, 2014).

O método de Resolucdo Multivariada de Curvas (MCR, do inglés Multivariate
Curve Resolution) é uma ferramenta de processamento de sinal analitico amplamente
utilizada, que tem o objetivo de resolver misturas de sinais, ou seja, visa extrair o perfil
puro dos analitos. Esse método € aplicado a dados oriundos de sinais registrados em pelo
menos dois arranjos de sensores e entdo a concentracdo de um analito presente em uma
amostra pode ser relacionada a dados multivias tornando possivel a predi¢do confiavel da
concentracdo mesmo na presenca de interferentes, essa é uma caracteristica conhecida

como “vantagem de segunda ordem” (PINTO et al., 2016)

A andlise de dados por MCR pode ser realizada sobre uma Unica matriz (dados de
primeira ordem) ou sobre matrizes de dados para cada amostra (dados de segunda ordem),
simultaneamente (MARCO et al., 2014).

O modelo geral do MCR pode ser ilustrado pela Equacéo 3.
D=cCsT (3)

Onde D é a matriz de resposta instrumental, C é a matriz de concentracdo relativa

e S é a matriz de espectros puros.

O método de Resolugdo Multivariada de Curvas com Minimos Quadrados
Alternantes (MCR-ALS, do inglés Multivariate Curve Resolution With Alternating Least-
Squares) é um tipo de MCR que realiza a resolucdo iterativa da equacdo 3 por ALS. Todas
aproximacdes iterativas possuem etapa comum na otimizagdo, que se inicia com as
estimativas iniciais de C e ST adaptadas de acordo com as informagdes quimicas e/ou

matematicas incluidas no processo de otimizacdo sob a forma de restrigdes. O método
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MCR-ALS torna possivel a calibracdo pseudo-univariada extraindo ambos pefis
espectrais e perfis de elui¢do e utilizando a area sob os espectros e os perfis dos picos
cromatograficos (scores) para desenvolver uma relacdo linear entre os scores e a
concentracdo dos padrdes utilizados (SANTANA; BREITKREITZ; PINTO, 2021).

Para que esse método possa ser aplicado, algumas condicGes precisam ser
satisfeitas: o sinal analitico deve obedecer a uma relacdo semelhante a lei de Beer-
Lambert e 0 posto da matriz deve ser igual ao nimero de espécies que produzem sinal
analitico, que é o numero de linhas ou colunas linearmente independentes. Vale lembrar
que nem sempre 0 posto da matriz sera igual ao numero de espécies quimicas ou de sinais
gerados. Nesse caso, métodos que permitem a estimativa do posto sdo necessarios
(MARGCO et al., 2014).

Um bom exemplo de como funcionam os célculos por MCR-ALS séo os sistemas
de HPLC-DAD que fornecem conjuntos de dados bidimensionais, chamados de segunda
ordem (uma matriz D), com duas respostas: uma relacionada aos perfis de eluicao (linhas)
e a outra relacionada aos espectros (colunas) que pode ser desmembrado em analitos A
(Da) e B(Dg) conforme apresentado na Equacdo 4:

Finalmente, todos os perfis de concentracdo e todos 0s espectros podem ser
agrupados nas matrizes C (perfil cromatogréafico) e ST (perfil espectral transposto),
respectivamente. Esta é a forma mais comum de representar a lei de Beer-Lambert em

forma de matriz.

Na resolucdo de curvas por MCR ndo é necessario incluir os interferentes no
modelo de calibracdo, possibilitando a quantificacdo dos analitos na presenca de
interferentes mesmo que eles ndo estejam presentes na calibracdo, além disso, existe a
possibilidade de se utilizar quantidade reduzida de amostras de calibragdo. Assim, o
modelo assume uma forma matematica mais simples e as figuras de mérito podem ser

calculadas como na calibragdo univariada (MARCO et al., 2014).

2.2 Verde malaquita (VM) em aguas
A industria téxtil brasileira € um setor que contribui fortemente com a poluigéo
dos recursos hidricos, cerca de 20% dos corantes usados para tingimento sao descartados
como efluentes (DALLAGO; SMANIOTTO; OLIVEIRA, 2005) e 90% dos produtos
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quimicos empregados no beneficiamento do tecido sdo eliminados (COSTA; CRUZ,
2012). Além do descarte direto de corantes e outros produtos quimicos como efluentes
pela indUstria, ainda existem as fontes de contaminacéo oriundas de varios setores, como

o0 setor de sintese de corantes.

A aquicultura no Brasil mostra crescimento significativo desde os anos 90, com
taxas de crescimento até mesmo superiores as de criacfes de aves e bovinos. Com o
intuito de alavancar a produtividade, os sistemas intensivos de cultura de peixes tém como
consequéncia a maior incidéncia de doencas causadas por virus, bactérias, fungos e

parasitas

O VM ¢ um corante da classe dos trifenilmetanos, toxico para os seres humanos e
que apresenta caracteristica antiparasitaria e fungicida. Estas caracteristicas aliadas ao
baixo custo levaram ao uso indiscriminado do VM na aquicultura (HASHIMOTO et al.,
2011). O verde leucomalaquita formado pela reducdo metabolica do verde malaquita é
também encontrado nas aguas apos ser excretado e possui toxicidade semelhante a de seu
precursor (CULP et al., 2006). As estruturas do verde malaquita e seu metabdlito séo
mostradas na Figura 8.

Figura 8- Representagdo da estrutura do cloreto verde malaquita (a) e do verde
leucomalaquita (b).

(a) P '!‘tE' (b) 'l"x\

=

P P

Fonte: (CULP et al., 2006).

O VM se comporta como um acido de Bronsted-Lowry, tendo valores de pKa

entre 3,7 e 4,8. Devido suas caracteristicas quimicas, torna a solugdo amarela quando o
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pH do meio ¢ inferior a 1, verde para valores de pH entre 2 e 12 e incolor para pH superior
a 12 (APOLONIO et al., 2020).

No aspecto legislativo, o Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes em Produtos de Origem Animal — PNCRC prevé o controle de residuos
em carne, leite, mel e peixe quando decorrentes de acidentes envolvendo contaminantes
ambientais, onde também se enquadra o VM. De acordo com o PNCRC, o limite de
referéncia para peixe de cultivo e camardo é de 2 pg kg™ da soma do VM e do seu
metabolito. O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), por meio da
Resolugdo n°. 430, de 2011, estabelece os padrdes de qualidade de corpos hidricos, bem
como de langamentos de efluentes. Portanto, a determinag&o do VM como contaminante,
justifica-se tanto no caso da produc¢do animal quanto no caso do controle da qualidade da

agua.

Diversas técnicas de deteccdo tém sido utilizadas para determinar o verde
malaquita, entre elas destacam-se os métodos de separacdo por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detec¢do eletroquimica (AFKHAMI; MOOSAVI; MADRAKIAN,
2010) e espectrofotométrica (CHEN et al., 2013), eletroforese capilar (MITROWSKA;
POSYNIAK; ZMUDZKI, 2008) , além dos imunoensaios (ELISA) associados aos
métodos de pré-concentracdo, como a extracdo em fase sélida magnética (MSPE) e a
extracdo em ponto de nuvem (XIE et al., 2013). Embora existam varios trabalhos que
descrevam procedimentos para a determinacdo do VM em tecidos de peixes, poucos
trabalhos relatam métodos de monitoramento desse composto em aguas, sejam essas
oriundas da aquicultura ou de recursos naturais (MIRZAJANI; AHMADI, 2015;
MITROWSKA; POSYNIAK; ZMUDZKI, 2008) (APOLONIO et al., 2020).

2.2.1 Nanofibras e microfibras e suas potenciais aplicagdes

As microfibras e as nanofibras séo fibras poliméricas com diametro, na faixa de
micrémetros e nanémetros, respectivamente e podem ser geradas a partir de diferentes
polimeros e, portanto, apresentam diferentes propriedades fisicas. Devido a reducdo
significativa do diametro, esses materiais possuem elevada area superficial, que somada
as caracteristicas e funcionalidades dos polimeros, torna-os importantes para serem
aplicados nos mais variados campos da ciéncia, como filtracdo, sensores, catalizadores,
liberacdo controlada de farmacos, armazenamento de energia e outros (FANG et al.,

2008). Recentemente esses materiais tem sido empregados com sucesso na quimica
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analitica como substitutos de cartuchos de extracdo em fase sélida (HAKOVA et al.,
2018a, 2018b; SRAMKOVA et al., 2019).

O material possui alta diversidade quimica que depende basicamente do polimero
utilizado em sua fabricacdo, além disso, a estrutura da fibra pode ser modificada para
aplicacdo especifica ou interacdo seletiva com algum analito de interesse (ZHANG et al.,
2008). Algumas modificaces podem ser realizadas para conferir caracteristicas
magnéticas as estruturas (SABZROO et al., 2018), as fibras podem ser impregnadas com
algum material que interage com o analito de interesse (WANG et al., 2012) e também
podem ser modificadas quimicamente (GONZALEZ-CEBALLOS et al., 2020).

A estrutura fisica das fibras também pode ser modificada variando sua densidade
durante a fabricacdo, e também através da fabricacdo de compositos que podem ser do
mesmo polimero ou de polimeros diferentes (HAKOVA et al., 2018b).

Existem varias técnicas que sdo utilizadas na fabricacdo das fibras, entre elas,
modelagem (template), automontagem (self-assembly), separagdo de fases (phase
separation), derretimento (meltblown) e eletrofiagdo (electrospinning). As técnicas mais

utilizadas atualmente séo por eletrofiacdo e derretimento (FANG et al., 2008).

A fabricacdo de nanofibras por eletrofiacdo utiliza fortes campos eletrostaticos
para formacédo de fios com didmetros muito pequenos. A solucdo de um polimero ou um
polimero liquefeito (ELLISON et al., 2007) € depositada numa espécie de seringa, onde
também é colocado um eletrodo. Um jato da solucdo é expelido em direcdo a outro
eletrodo, chamado eletrodo de coleta. A formacdo da fibra ocorre no caminho entre os
dois eletrodos (HUANG et al., 2003).

Quando o fluido viscoso é submetido a alta voltagem, a forca eletrostatica
transforma-o em um jato liquido. A interacdo desse jato com o campo magnético externo
somada a repulsao de cargas dentro do jato, fazem com que 0 mesmo sofra movimentos
circulares, transformando-se num fio mais fino e mais longo. Por Gltimo, a evaporacao
do solvente resulta na formacao de fibras sélidas. No caso de polimeros liquefeitos, o jato
descarregado solidifica no ar. Esta técnica é capaz de produzir nanofibras com didmetros
de 1 a 10 nanémetros (ELLISON et al., 2007). A Figura 9 representa 0 equipamento

utilizado na fabricacdo de nanofibras por eletrofiagéo.
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Figura 9- Esquema da fabricacdo de nanofibras por eletrofiacao.
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- Ja
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Fonte: (HUANG et al., 2003).

As nanofibras fabricadas por eletrofiacdo ndo sdo muito estaveis em relacdo a sua
estrutura tridimensional devido ao seu minusculo didametro e sdo melhor utilizadas na
forma de tecidos bidimensionais (HAKOVA et al., 2019).

A producdo de fibras por derretimento baseia-se na extrusdo do polimero
liquefeito através de um orificio, que em seguida é carreado para baixo com ar quente,
geralmente o ar tem a mesma temperatura do polimero fundido. A forca exercida pelas
correntes de ar quente transforma o polimero liquefeito em fibras que sdo coletadas num
suporte situado abaixo do orificio. O movimento circular das fibras € similar aquele
apresentado na técnica de eletrofiagdo. A Figura 10 mostra um esquema do equipamento
utilizado em na fabricacdo por derretimento. As fibras produzidas possuem diametros
maiores, 1 a 2 micrémetros, e sdo chamadas de microfibras. As estruturas tridimensionais
das microfibras produzidas por derretimento sdo estaveis e podem ser aplicadas em
sistemas que oferecem alta pressdo (ELLISON et al., 2007).
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Figura 10- Esquema da producdo de fibras por derretimento.

4
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Fonte: (ELLISON et al., 2007).

As técnicas de eletrofiagdo e derretimento podem ser combinadas para a
fabricacdo de compdsitos, ou seja, estruturas que podem combinar mais de um polimero
ou nanofibras e microfibras em um Unico tecido resultando em maior resisténcia e maior
area superficial (HAKOVA et al., 2018b, 2019). Um esquema da combinag#o das técnicas

é mostrado na Figura 11.
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Figura 11- Esquema da cominacdo das técnicas de derretimento e eletrofiacdo para a

fabricacdo de compositos.
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Fonte: (HAKOVA et al., 2018b).

2.2.2 O processo de adsor¢ao

A adsorcdo é um processo de transferéncia de massa onde é estudada a habilidade
de certos sélidos em concentrar na sua superficie determinadas substancias que podem
estar presentes em solucdes liquidas, por exemplo, resultando na separacdo e
concentracdo dessas substancias. Como a adsor¢do ocorre na superficie externa,
adsorventes ideais sdo aqueles que possuem grande area superficial por unidade de massa,
destacando-se os sélidos porosos. A espécie que se concentra na superficie do material é
denominada de adsorvato, e o material é, por sua vez, chamado de adsorvente
(NASCIMENTO et al., 2014).

Os processos de adsorcdo podem ocorrer de duas maneiras gerais, pela adsorcao
fisica e pela adsorcdo quimica. A adsorcdo fisica ocorre através de interacfes mais fracas
entre o adsorvente e 0 adsorvato, seria 0 que podemos chamar de interacdo de Van der
Walls. Esse tipo de adsorcdo permite, com mais facilidade, a formacdo de mais de uma
camada na superficie do adsorvente. A adsor¢do quimica ocorre quando existe ligacdo
guimica entre o adsorvato e o0 adsorvente, sendo mais forte e seletiva, uma vez que existira
apenas para compostos capazes de se ligarem ao adsorvente (NASCIMENTO et al.,
2014).

De maneira geral, mesmo que possa ocorrer adsorcdo puramente quimica ou
fisica, os processos de adsorcéo sdo uma soma de interagdes fisicas e quimicas que devem

levar em conta os aspectos gerais do meio. Devem ser consideradas as condic¢des de
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operacdo como, temperatura, pH e natureza do solvente; as caracteristicas do adsorvente,
por exemplo, area superficial, tamanho do poro, densidade e grupos funcionais ativos e
hidrofobicidade; e as caracteristicas do adsorvato como polaridade, tamanho da molécula,
solubilidade, acidez e basicidade (NASCIMENTO et al., 2014).

As carateristicas do adsorvente e adsorvato geralmente permanecem constantes
durante o processo de adsorcéo e, portanto, ndo ha a necessidade de controle das mesmas,
a ndo ser que se pretenda provocar alguma mudanca, principalmente no adsorvente, para
alterar as condicOes de adsorcdo. Sendo assim, 0s parametros mais importantes a serem

considerados no processo de adsorcdo sao a temperatura e o pH do meio.

Os efeitos da temperatura podem ser percebidos tanto em relacdo ao adsorvato
quanto em relacdo ao adsorvente. O aumento da temperatura sobre o sistema ocasiona
aumento de energia cinética e mobilidade das espécies do adsorvato assim como pode
afetar a solubilidade e o potencial quimico do mesmo. Na estrutura do adsorvente, o
aumento de temperatura pode produzir desobstrucdo de poros e permitir a penetracao de
moléculas do adsorvato. Em resumo, a variacdo da temperatura altera o estado de
equilibrio do processo de adsorcdo para um determinado adsorvato (DOGAN et al.,
2006).

O pH afeta tanto o grau de distribuicdo das espécies do adsorvato em solucao
quanto a distribuicdo de cargas na superficie do adsorvente. O grau de distribuicdo das
espécies do adsorvato depende de sua acidez e basicidade. A distribuicdo de cargas na
superficie do adsorvente depende da composicao e das caracteristicas da superficie. Uma
maneira conveniente de avaliar as condi¢Bes da superficie de um adsorvente quanto a sua
distribuicdo de cargas é através da medida do ponto de carga zero (pHezc), que é
executada através da variacdo do pH do meio. Assume-se que 0s prétons (H™) e 0s grupos
hidroxila (OH") constituem ions determinantes em potencial. O adsorvente em solucao
aquosa pode adsorver ions OH- ou H+, dessa forma, a carga superficial do adsorvente
dependera do pH da solucdo. Para valores de pH inferiores ao pHpzc, a carga superficial
é positiva e a adsorcao de anions é favorecida, e para valores de pH superiores ao pHezc,
a carga superficial é negativa e a adsorgdo de cations é favorecida (CEROVIC et al.,
2007).

O pH do ponto de carga zero pode ser usado como parametro para verificar

modifica¢fes quimicas nas superficies dos adsorventes, essas modifica¢cbes podem ser
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realizadas no sentido de remover ou adicionar ligantes a superficie do adsorvente para
aumentar sua afinidade com o adsorvato num determinado sistema. Ligantes que sofrem
modifica¢bes quimicas apresentam deslocamento do pH do ponto de carga zero (SOUSA
NETO et al., 2011).

O equilibrio de adsorgdo € atingido quando um adsorvente é colocado em contato
com uma solucgédo contendo determinado soluto (adsorvato) e parte do soluto se desloca
para a superficie do adsorvente e a concentracdo da solucao permanece constante. Quando

0 equilibrio de adsorcao € atingido, a capacidade de adsorcdo (ge) pode ser calculada.

No equilibrio de adsorcdo as velocidades de sorcdo e dessorcdo sdo iguais e,
portanto, a concentracdo (ce) da solucdo permanece constante, assim como a massa de
soluto adsorvida. A capacidade de adsorcdo (ge) de determinado adsorvente pode ser
calculada ao realizarem-se ensaios de adsorcdo em funcdo do tempo utilizando massa
constante de adsorvente para diferentes concentracdes do soluto de interesse. Assim, um
gréafico de ge versus ce pode ser obtido através de dados experimentais e a relacéo qe versus
Ce pode ser expressa de forma matematica através de modelagens com equacOes de

isotermas.

Isotermas sdo diagramas que representam a variacdo da concentracdo de equilibrio
de adsorcdo em funcdo da concentracdo da fase liquida. Esses diagramas sdo obtidos
através de medidas da variacdo da concentracdo do adsorvato, em contato com massa
constante de adsorvente, em funcdo do tempo para diferentes concentragdes iniciais até
que seja atingida a concentracdo de equilibrio. Entdo, € possivel calcular a capacidade de
carga (ge) e desta forma obter a isoterma para o sistema avaliado. Os valores de ge séo
calculados através da variacao de massa dos ensaios de adsorcao para cada concentracdo
inicial (ci) e concentracdo de equilibrio (ce) de acordo com a Equacdo 5 (NASCIMENTO
etal., 2014).

(ci—c)v

Qe =—— eq.5

Onde:
ge= capacidade de adsorg¢éo parcial
ci= concentracdo inicial

ce= concentracédo de equilibrio
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v=volume de solucéo
m= massa de adsorvente

A partir dos valores de ge e Ce € obtido o diagrama ge versus ce, que de acordo com
sua forma, fornece informacdes sobre o mecanismo do processo de adsorcdo e a
modelagem pode ser realizada utilizando o modelo de isotermas que melhor descreva o
processo (NASCIMENTO et al., 2014). A Figura 12 mostra as formas possiveis para

diagramas (e Versus Ce.

Figura 12- Formas possiveis para diagramas ge Versus ce em processos de

adsorcao.
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Fonte: (NASCIMENTO et al., 2014).

A andlise das formas das isotermas é muito importante para decidir em relacao ao
tipo de adsorvente a ser utilizado em fungéo do objetivo do processo de adsorgdo. A
isoterma extremamente favoravel indica que a massa de adsorvato retida por unidade de
massa do adsorvente é alta para baixas concentracGes de equilibrio do adsorvato na
solucdo e pode prever com mais exatidao as condicoes de equilibrio. Esse tipo de processo
de adsorcdo é muito favoravel para estudos de pré-concentragdo, uma vez que a
capacidade de carga é alta. A isoterma favoravel mostra tendéncia similar, porem com
baixa capacidade de prever as condi¢Bes de equilibrio e sua maior capacidade de carga

ocorre para concentragfes um pouco mais altas (MOREIRA et al., 2009).

A isoterma linear mostra que a capacidade de carga do adsorvente é proporcional
a concentragdo do adsorvato em solucéo, processos de adsor¢do com tal caracteristica ndo

sdo os melhores para serem empregados em processos de pré-concentracdo e podem ser
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melhor utilizados para processos que envolvem a determinacéo da concentracédo de certo
analito em funcdo do processo de adsor¢do propriamente dito, como processos que
envolvem mudanca de cor do adsorvente em fungdo da concentracdo do adsorvato em
solucdo (MOREIRA et al., 2009).

Existe uma variedade de isotermas que podem ser utilizadas na modelagem de um
processo de adsorcdo e as duas mais utilizadas sdo a isoterma de Freundlich e a isoterma

de Langmuir.

O modelo de Langmuir é um dos mais utilizados para representar processos de

adsorcéo e leva em consideracao os seguintes aspectos.

e Existe um nimero definido de sitios.
e A cenergiados sitios é equivalente e as moléculas adsorvidas ndo interagem umas

com as outras.
e A adsorgdo ocorre em uma monocamada.
e (Cada sitio pode comportar apenas uma molécula adsorvida.

A Equacdo 6 representa a isoterma de Langmuir.

_ Qmax K1 Ce

1= 1+ K,
Onde:
( = quantidade de soluto adsorvido no equilibrio (mg g*)
(max = capacidade maxima de adsorcio (mg g?)
K = constante de interacdo adsorvente/adsorvato (L mg™)
Ce = concentragdo do adsorvato no equilibrio (mg L)

A Equacdo 6 pode ser rearranjada de diversas maneiras para a construcdo de
gréficos lineares que fornecem os valores dos parametros de Langmuir para um

determinado processo de adsorcdo. A Equacéo 7 é frequentemente utilizada.

Ce 1 + 1 7
— = C eq.
qe Gmax ¢ kL Qmax

ApoOs a realizagdo dos experimentos e calculados os valores de ce e ge, pode-se

1

facilmente construir um gréafico ;—e VErus Ce, onde o valor de é o coeficiente angular
e

Amax
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1

da equacdo da reta e o valor de é o coeficiente linear. Dessa forma, a capacidade

L 9max

de adsor¢cdo maxima e a constante de interacdo adsorvente/adsorvato podem ser

facilmente obtidas.

A constante k; esta relacionada a energia livre de adsorcao, ou seja, a afinidade
entre a superficie do adsorvente e o adsorvato. Portanto, adsorventes eficientes
apresentam alto valor de k; (LANGMUIR, 1916).

O modelo proposto por Freundlich apresenta algumas diferengas importantes em
relacdo aquele apresentado por Langmuir, pois pode ser aplicado a sistemas ndo ideais
que apresentam superficies heterogéneas e adsorcdo em multicamada. Uma distribuicédo
exponencial € utilizada para caracterizar os diferentes tipos de sitios de adsorcdo, que

possuem energias diferentes. A Equacdo da isoterma de Freundlich assume a forma;
qe = krc, eq.8
A Equacdo 8 pode ser linearizada facilmente aplicando logaritmo a ambos 0s seus
termos, tornando-a:

1
log q. = log kf + - logc, eq.9

Em que:

fe = quantidade de soluto adsorvido (mg g™)

Ce = concentragdo de equilibrio em solugdo (mg L)

1/n = constante relacionada a heterogeneidade da superficie
ke = constante de capacidade de adsorgdo (mg 1M g1 -V/m

Assim os parametros da equacdo de Freundlich podem ser calculados por
regressao linear pela construcdo de um grafico de log g, versus log c, que fornecerd uma
inclinacdo de 1/n e um intercepto de log k; (FEBRIANTO et al., 2009).

A equacao de Freundlich ndo impGe exigéncias como a formacgédo de monocamada
a medida que ce aumenta ou a uniformidade dos sitios. A forma da equacdo também
mostra que o valor de ge pode continuar a aumentar a medida que ce aumenta, 0 que se
mostra fisicamente impossivel e, portanto, dados para valores elevados de ce podem néo

ser bem ajustados a equacgéo de Freundlich.
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Uma adsorc¢do favoravel modelada segundo a isoterma de Freundlich tende a ter
valores de n entre 1 e 10. Quanto maior o valor de n, mais forte é a interacdo
adsorvente/adsorvato. Quando o valor de 1/n for igual a 1 a adsor¢&o é linear, ou seja, as
energias sdo idénticas para todos os sitios de adsorcdo. Por fim, quando o valor de 1/n for
maior que 1, o adsorvente tem maior afinidade pelo solvente, sugerindo forte atracdo
intermolecular (DELLE SITE, 2001).

2.2.3 Imagens digitais

Toda imagem € uma representacao espacial e continua de um objeto ou cena, e
pode ser interpretada e observada também de forma continua aos olhos do ser humano.
Porém, em termos de processamento e andlise de imagem, toda imagem precisa ser
convertida em nimeros na forma de matriz como arranjos bidimensionais de pontos. Na
conversdo de uma imagem em nameros, a imagem € subdividida em pequenos quadrados
de igual tamanho, os pixels, e cada um deles é associado a um valor numérico de
intensidade da cor naquele ponto. Os valores desses pixels representam a intensidade
luminosa captada por uma determinada area da imagem, variando em valores ou
porcentagem, o que depende do sistema de cor utilizado (DE ALBUQUERQUE; DE
ALBUQUERQUE, 2000).

A cor é uma percepcao visual que resulta da percepgéo ou deteccdo da luz refletida
apos a interacdo da mesma com um objeto e sua natureza fisica pode ser expressa numa
base formal suportada por resultados tedricos e experimentais. O uso de cores em analise
de imagens é motivado pelo fato de a cor ser um descritor poderoso que facilita e
simplifica a identificacdo de um objeto ou de seu estado qualitativo, e, além disso, o ser
humano é capaz de discernir milhares de tons e intensidades de cores comparado a
cerca de apenas duas duzias de tons de cinza (DE ALBUQUERQUE; DE
ALBUQUERQUE, 2000).

Os seres humanos percebem as mais variadas cores pela combinacéo de trés cores
que séo o vermelho (R), o verde (G) e o azul (B), ou seja, a combinacao dessas trés cores
da origem a todas as imagens coloridas que somos capazes de enxergar, constituindo o
sistema RGB. O sistema RGB (red, green, blue) é o mais comumente utilizado em
sistemas de televisdo e imagens capturadas por cameras digitais. As cores sdo exibidas
através da modulacdo da intensidade de cada uma das trés cores para cada pixel da
imagem (ZHENG; SUN; ZHENG, 2006)
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O sistema RGB pode ser representado por um cubo, Figura 13, que ilustra como
podem ser originadas outras cores através das diferentes misturas das trés cores, que sdo

representadas por coordenadas dentro do cubo e suas intensidades variam de 0 a 255.

Figura 13- Representagéo tridimensional do sistema RGB.
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(o,‘;sf;fm T (255, 255, 0)
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: .| (255, 255, 255)
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(0,0, O)H ,! ____________________ }——m= Vermelho
T . Vermelho
s (255.0,0)
Azal Azul _ Magenta
: (0, 0, 255) (255, 0, 255)

Fonte: (CHENG et al., 2001).

Embora o sistema RGB seja adequado para exibi¢do de cores, ele ndo € muito
recomendado para analises de cores em funcdo da alta correlacdo entres 0os componentes
R, G e B. Isso significa que a variagdo na intensidade da cor reflete na variagdo da
intensidade de todos os trés componentes, tornando dificil vincular a variacdo de
intensidade de um Gnico componente a variacdo de intensidade de uma determinada cor.
Portanto, a analise de cores utilizando esses componentes pode ser mais dificil se houver
a necessidade de eliminar interferentes (LITTMANN; RITTER, 1997; PIETIKAINEN et
al., 1996).

Outros sistemas de cores podem ser derivados do sistema RGB tanto através de
transformacdes lineares quanto ndo-lineares. A transformacdo de uma imagem para
outros sistemas de cores é simples e existem varios softwares que podem ser usados para
0 processo. Informacdes adicionais sobre opera¢des matematicas e as fungbes dos canais

de cores em determinado sistema de cores podem ser encontradas em VIDAL et al., 2018.
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O Quadro 1 mostra resumidamente algumas caracteristicas dos principais sistemas de

cores e informa algumas vantagens e desvantagens em relacdo a analise por

processamento de imagens.

Quadro 1- Caracteristicas dos sistemas de cores derivados do sistema RGB.

SISTEMA

VANTAGENS

DESVANTAGENS

RGB

Conveniente para exibicao

N&o recomendado para
processamento de imagens
devido a alta correlacéo
entre 0s componentes.

YIQ

Pode ser wusado para
codificar informacdes de
cores em sinais de TV do
sistema americano.
Envolve menos tempo de
computacéo.

Correlagdo ainda existe
devido a transformacéo
linear, mas menor que a
existente em sistemas RGB

YUV

Pode ser wusado para
codificar informacdes de
cores em sinais de TV do
sistema europeu. Envolve
menos tempo de
computacéo.

Correlagdo ainda existe
devido a transformacéo
linear, mas menor que a
existente em sistemas RGB

11213

Envolve menos tempo de
computacdo. Pode ser
usado para processamento
de cores em imagens

Correlagdo ainda existe
devido a transformacéo
linear, mas menor que a
existente em sistemas RGB

HSV

Baseado na percepcao de
cor pelo ser humano. Util
em casos em que ha
variagdo de luminosidade.
Util para separar objetos de
cores diferentes

Numericamente instavel a
niveis baixos de saturacdo
devido a transformacéo
ndo-linear. Singularidade
ndo- removivel.

NRGB
(Normalized RGB)

Os componentes
individuais das cores sdo
independentes em relacdo
ao brilho da imagem.
Resiste a mudancas de
iluminagcdo. Conveniente
para representar planos.

Apresenta muito ruido em
baixas intensidades devido
a transformacéo néo-linear.

CIE
(L*u*v* ou L*a*b*)

Capaz de controlar
informacbes de cores e
intensidade

Possui 0S mesmos
problemas de singularidade
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independentemente. devido a transformacéo
Eficiente em medir | ndo-linear

pequenas diferencas de
cores.

Fonte : (CHENG et al., 2001).

Além dos sistemas apresentados acima, sdo também utilizados os sistemas
CYMK e LSI.

A abreviacdo CMYK traz as iniciais de cyan, magenta, yellow e key. Das cores
ciano, magenta, amarelo e a cor chave. Esse sistema é considerado subtrativo, indicando
que é necessario remover cores para chegar ao tom pretendido. Assim, o processo de
identificacdo das cores é realizado atraves do método reticulado meio tom, isso significa
que a cor é aplicada ao substrato através de pontos que ao se misturarem causam ilusdo
de Gtica, fazendo com que cérebro projete as cores de acordo com 0s espacos e tamanhos
dos pontos (PHAM et al., 2007).

Ja o sistema LSI, latent semantic indexing, é método que usa co-ocorréncia de
termos para encontrar semelhangas entre documentos ou imagens presentes em
documentos, como as proprias letras presentes em um documento (WESTERVELD,
2000).

2.2.4 Processamento de imagens digitais

A andlise de imagens é entendida como uma subarea do processamento de
imagens, que consiste no melhoramento visual de uma imagem através da reducédo de
ruido, calibracdo e padronizacdo de pixel, etc. A analise de imagens baseia-se nas
diferentes propriedades da imagem como, cor, morfologia e textura. A anélise de uma
imagem geralmente retorna valores numéricos ou informacdes graficas de acordo com o
objetivo da analise, que pode ser classificacdo de objetos, determinacdo da presenca ou
concentracdo de uma substancia ou até mesmo fazer suposicOes a respeito da qualidade
do objeto fotografado. Em resumo, analises de imagens retornam numeros ou decisdes e

ndo apenas imagens melhoradas (PARK; LU, 2015).

Os trabalhos pioneiros em processamento e/ou anélise de imagens eram limitados
a ciéncia da computacéo, lidando com deteccédo de defeitos, segmentacao e classificacéo.
Com a evolucdo em desenvolvimento de hardwares e softwares também vieram os

avancos em analises de imagens digitais. Além disso, a conveniéncia, a praticidade e a
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capacidade de realizar analises complexas em menor tempo sem o uso de aparelhos muito
sofisticados contribuiu para a expansao dessas anélises para outros campos da ciéncia
(PRATS-MONTALBAN; DE JUAN; FERRER, 2011).

Pode-se dizer que o primeiro passo na evolugdo em andlises de imagens foi dado
em direcdo ao controle de qualidade de produtos alimenticios. Com a demanda por melhor
qualidade e seguranca de produtos alimenticios, essas analises comecaram a ser utilizadas
para o controle de caracteristicas externas, como cor, tamanho, forma e também
caracteristicas internas desses produtos. Foram desenvolvidas técnicas como anélises
multiespectrais e hiperespectrais de imagens eliminando algumas dificuldades e
limitacGes provenientes das técnicas humanas e instrumentais utilizadas até entdo (DU;
IQBAL; SUN, 2016). Essas técnicas se relacionam muito bem a parametros fisicos,
quimicos e sensoriais de qualidade dos alimentos (VALOUS et al., 2009; FRANCO et
al., 2021a).

Recentemente as analises de imagens tém sido aplicadas na determinacdo de
compostos que podem ser quantificados através da analise de cores. Seja de maneira
direta, monitorando compostos naturalmente coloridos ou de maneira indireta, com
compostos que ao interagirem quimicamente com algum reagente produzem cor. A
analise gquantitativa e/ou qualitativa pode ser realizada rapidamente e, na maioria das
vezes, sem 0 uso de solventes organicos toxicos geralmente usados em algumas técnicas
analiticas. As analises relacionam a intensidade da cor a concentracdo do analito. A cor
pode ser proveniente da pré-concentracdo de um determinado composto na superficie de
um suporte (SAFARIK; MULLEROVA,; POSPISKOVA, 2019 c¢) ou de uma determinada
reacdo que também pode ocorrer na superficie de um suporte modificado,. (GONZALEZ-
CEBALLOS et al., 2020; WANG et al., 2012; MONOSIK; BEZERRA DOS SANTOS;
ANGNES, 2015).

Analises de imagens geralmente seguem uma série de etapas desde a aquisi¢do da
imagem até a interpretacao dos resultados. A aquisicdo da imagem, o0 pré-processamento
e a escolha da area para analise, quando ndo se usa a imagem inteira, Sdo 0s principais
passos que levam a resultados reprodutiveis e confidveis provenientes de uma calibragdo

realizada com imagens de alta qualidade.

E recomendado que a captura da imagem seja realizada em ambiente com

iluminacdo controlada para evitar certas interferéncias da luz externa, embora existam
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trabalhos que realizaram a captura da imagem sob a luz do dia (SAFARIK et al., 2019;
SAFARIK; MULLEROVA; POSPISKOVA, 2019). Outros estudos nesse ambito
reportam dispositivos que podem ser descritos como uma caixa fechada que ndo permite
passagem de luz externa, no seu interior é colocada uma lampada que emite luz branca e
também é reservado um espaco para colocar o material que sera fotografado. Um furo na
lateral da caixa permite a captura da imagem do material localizado em seu interior
(WONGTHANYAKRAM; HARFIELD; MASAWAT, 2019; DE OLIVEIRA
KRAMBECK FRANCO; SUAREZ; SANTOS, 2017).

Entre os dispositivos de captura de imagem direcionados para quantificacdo em
processamento de imagens, podem ser utilizados desde equipamentos sofisticados como
cameras hiperespectrais (PARK; LU, 2015) até os equipamentos mais simples como
cameras digitais comuns ou smartphones (DE OLIVEIRA et al., 2020). As cameras
hiperespectrais por serem caras e demandarem, na maioria das vezes, pré-tratamento
complexo de imagens, nem sempre estao disponiveis. As cdmeras digitais demandam pré-
tratamento mais simples das imagens utilizando algoritmos ou aplicativos especificos
(VIDAL et al., 2018). As imagens capturadas utilizando smartphones, geralmente podem
ser tratadas nos préprios aparelhos utilizando alguns aplicativos desenvolvidos para esse
fim (BAUMANN et al., 2019; SAFARIK et al., 2019; SAFARIK; MULLEROVA;
POSPISKOVA, 2019)

No pré-processamento das imagens € onde sdo realizadas as operagdes de
melhoramento das imagens, como remogéo ou diminui¢édo de degradacdes, supressao de
distorces e melhoramento das caracteristicas de interesse para uma posterior aplicacdo
especifica. Esta etapa é importante para garantir um bom desempenho nos processos
posteriores e estd relacionada com o tipo de informacdo que se deseja obter, que

consequentemente demanda dispositivos que possam cumprir com tal objetivo.

Trabalhos mais simples de quantificacdo por imagem que procuram relacionar a
intensidade de uma determinada cor a concentracdo de uma substancia, na maioria dos
casos, apenas tém o compromisso de obterem uma superficie homogénea da qual sera
capturada a imagem e um dispositivo que possa fornecer informagdes que verifiquem a
variacdo da intensidade da cor naquela superficie de acordo com a variagdo da
concentracdo da substancia. (SAFARIK; MULLEROVA; POSPISKOVA, 2019).
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Boa parte dos trabalhos em processamento de imagens e analise de cores utiliza
softwares livres como 0 XnView®, usado para processar e ajustar imagens; o ImageJ®
que € um programa para processamento de imagem desenvolvido para analise de imagens
(SAFARIK et al., 2019; SAFARIK; MULLEROVA; POSPISKOVA, 2019; DE
OLIVEIRA et al., 2020; GONZALEZ-CEBALLOS et al., 2020).

Aplicativos de smartphones também sdo muito utilizados, embora possam ser
mais limitados em relagdo ao melhoramento da imagem. Softwares como o Imagel®
permitem analise mais completa da imagem por lancarem méo de plugins como o Color
Inspector 3D que pode reduzir o intervalo original de cores antes de ser aplicado o sistema
desejado para a obtencdo dos respectivos pardmetros. (SAFARIK; MULLEROVA;
POSPISKOVA, 2019; DE OLIVEIRA et al., 2020; GONZALEZ-CEBALLOS et al.,
2020). A imagem ¢é carregada no programa, onde é possivel selecionar o tamanho e a
forma da parte da imagem que sera analisada. Em seguida é aplicado o comando, analyze-
histogram, para obter os valores médios dos canais RGB e L(grey) através dos seus

respectivos histogramas. A Figura 14 ilustra os comandos mencionados.
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Figura 14- Esquema de como obter os valores para os histogramas dos canais R, G e B
utilizando o programa ImageJ®.
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Fonte: (SAFARIK et al. 2019).

A Figura 14 mostra os valores maximos, minimos e o valor médio dos histogramas
de cada canal. O valor médio de cada canal ¢ utilizado na calibracdo e determinacdo das

concentracdes dos analitos de interesse.

Os histogramas descrevem distribuicBes estatisticas dos pixels selecionados
como uma fungéo da componente da cor gravada. Quanto mais a forma de um histograma
se aproxima da forma gaussiana, mais homogénea € a superficie da imagem em analise,
como mostra a Figura 15 (SAFARIK; MULLEROVA; POSPISKOVA, 2019; DE
OLIVEIRA et al., 2020).
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Figura 15- Histograma em forma de sino de uma imagem homogénea (a). Histograma de

uma imagem heterogénea (b).

@ ®)

Fonte: (SAFARIK; MULLEROVA; POSPISKOVA, 2019).

2.3 Parametros analiticos

A calibracdo, de uma maneira geral, € uma operacao que relaciona uma resposta
a um estimulo causador dessa resposta para um sistema de medidas sob determinadas
condi¢des. Em processos de medidas quimicas, o estimulo € dado pela quantidade ou
concentracdo de um analito, que entdo sdo relacionadas a uma resposta ou sinal.

Em resumo, em quimica analitica a curva analitica, também chamada por alguns
autores de curva de calibracdo, refere-se a relacdo entre uma fungdo analitica que
representa o analito e uma funcdo medida que pode ser representada por um espectro, um
cromatograma, etc. (DANZER, 1998).

A calibragdo com padrdo externo envolve solugdes padrdo em diferentes
concentragdes que sdo utilizadas para a construgdo da curva analitica do instrumento, que
é obtida pela resposta do instrumento como uma func¢do da concentracdo conhecida do
analito.

A maneira mais comum de se obter a curva de calibracdo é através da construcéo
de um grafico da resposta do instrumento versus as concentragdes conhecidas do analito.
E desejavel que a curva analitica, seja linear no intervalo de concentracdo no qual se
deseja trabalhar. Esse modelo linear é entdo utilizado para prever concentracdes
desconhecidas do analito presente nas amostras.

Esse tipo de calibragcdo é mais comumente utilizado em anélises onde se garante

auséncia do efeito de matriz, interferéncias, influéncia das caracteristicas da amostra
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sobre a resposta do analito, ou em analises em que as caracteristicas da amostra possam
ser representadas sinteticamente para o preparo das solucgdes padrdo. Métodos estatisticos
sdo utilizados para encontrar a equacdo matematica que descreve o modelo de calibragéo
(MENDHAM, 2002).

2.3.3 Validagdo

O processo de validacdo de um método leva em conta a avaliacdo de diversos
parametros em funcdo da finalidade do método e dos possiveis pré-requisitos
estabelecidos. Além disso, 0s requisitos minimos para a validacdo de um método
dependem do guia a ser seguido, que geralmente é escolhido em fungdo da metodologia
aplicada e tipo de amostra a ser analisada. Alguns cuidados prévios a valida¢do do método
devem ser considerados para garantir a confiabilidade dos resultados como, verificar a

qualificagdo analitica do equipamento e a estabilidade das solucbes padrdo e amostras.

A qualificacdo analitica do equipamento diz respeito as condi¢cdes de uso,
calibracdo, manutencao e capacidade de fornecer os requisitos de analise demandados
pelas condigdes reais em que se encontram o0s analitos e amostras. A estabilidade das
amostras e a maneira de conserva-las deve ser conhecida e executada de maneira correta
para evitar resultados inconsistentes em relacdo a qualificacdo e a quantificacdo dos
analitos em questdo (PASCHOAL et al., 2008).

A seletividade é um dos parametros que s&o avaliados na validagéo. E a etapa de
eliminacdo de interferéncias provenientes da matriz e também de compostos semelhantes
aqueles a serem analisados. E onde as técnicas adequadas sdo utilizadas para que certo
analito seja determinado de maneira independente. A seletividade do método é verificada
a partir da comparacgéo entre a resposta instrumental para a matriz fortificada e para o
analito puro em solvente, com o objetivo de demonstrar que o resultado da andlise ndo é
afetado por compostos similares ao analito que podem estar presentes na matriz e eluir
com tempo de retencdo semelhante. Para garantir a resolugdo dos picos cromatograficos
e certificar que determinado pico representa um unico analito, testes de resolucdo podem
ser realizados utilizando, por exemplo, detector de arranjo de fotodiodos ou
espectrometria de massas (MAPA, 2011).

A sensibilidade relaciona-se a variagdo minima na concentragcdo ou massa de um
analito que pode gerar uma significativa variagcdo no sinal obtido, como por exemplo,

intensidade do pico em um cromatograma. Dessa forma, um método € sensivel se uma
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pequena varia¢do na concentracdo do analito originar grandes alteracfes nas respostas
obtidas. Essa figura de mérito é definida pela inclinacdo, coeficiente angular, da reta
gerada pela curva analitica (MESQUITA et al., 2009).

A linearidade é a faixa de concentracdo em que é possivel trabalhar e é dada pela
resposta obtida em funcao da concentracdo ou massa do analito. A relacdo entre a resposta
obtida e a concentracdo ou massa do analito é expressa por uma equacdo matematica
proveniente da curva analitica, que deve ser construida no minimo com 5 pontos sem
incluir o ponto zero. Para isto, € utilizado mais comumente o modelo linear dos minimos
quadrados por onde a linearidade é frequentemente testada pelos valores do coeficiente
de correlacdo (r). Quando o valor de r se aproxima de 1, significa que todos 0s pontos
estdo sobre uma linha reta. Por outro lado, quando os valores de r se aproximam de zero,
indica a falta de correlacdo entre a resposta obtida, area do pico, por exemplo, e a
concentracdo ou massa do analito (ARAGAO et al., 2009).

O efeito de matriz é tambem um estudo de seletividade, que visa averiguar
interferéncias causadas por substancias presentes na prépria matriz e que podem causar
diminuicdo ou ampliacdo da resposta instrumental. O estudo desse efeito € indispensavel
quando se pretende trabalhar com a curva de calibracdo do analito em solvente puro
(MAPA, 2011).

A precisdo representa o grau de dispersdo ou repetibilidade entre ensaios
independentes de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢bes
idénticas (RIBANI, 2004; ANVISA, 2003). A precisdo, Equacdo 10, em validacdo de

métodos analiticos é avaliada pela estimativa do desvio padrdo absoluto (s).

L(Xi—X)?
= e (0

X é amédia aritmética do nimero de medicdes,

Onde:

X; é o valor individual de cada medicéo e
n € o numero de medicGes.
Outra equacdo bastante utilizada para mensurar a precisdo € o coeficiente de
variacdo (CV), Equacéo 11.
cV = %xlOO (11)
A precisdo de um método analitico pode ser avaliada em trés niveis distintos:

repetibilidade, precisdo intermediéria e reprodutibilidade.
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A repetibilidade expressa a concordancia entre os resultados obtidos de repeticdes
de analises realizadas sob condicGes definidas: Unico analista, curto periodo de tempo,
mesmo laboratdrio, equipamento, método, etc. E medida através da estimativa do desvio
padrdo relativo ou coeficiente de variacdo. Recomenda-se como procedimento de
determinacédo dessa figura de meérito a analise de um conjunto de amostras constituidas
de matrizes brancas fortificadas em pelo menos trés niveis de concentracdo e de 6 a 15
repeticGes para cada nivel (MAPA, 2011), (EURACHEM, 2014).

O calculo da precisdo intermediaria segue as mesmas regras relacionadas ao
estudo de repetibilidade e como objetiva estudar as variagdes dentro do laboratorio,
propde mudancas como: andlise em dias diferentes, analistas diferentes ou uma
combinacdo dos mesmos. Tem a finalidade de verificar que no mesmo laboratorio o
método fornecera resultados idénticos. E também expressa pela estimativa do desvio
padrdo relativo (RIBANI, 2004). Seu procedimento de determinacdo € equivalente ao
estudo de repetibilidade realizado em pelo menos trés dias diferentes e com possiveis
mudangcas de analistas, instrumentos, condigdes ambientais, etc. (MAPA, 2011).

A reprodutibilidade tem o objetivo de conferir e garantir a reproducdo do méetodo
em diferentes laboratorios, medindo o grau de concordancia entre os resultados das
medicBes de uma mesma amostra em diferentes laboratorios. Alguns érgdos, como a
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), recomenda a realizagéo do
estudo em oito laboratérios diferentes. Esta € uma etapa recomendada apenas para
métodos que serdo usados em laboratdrios diferentes daquele onde foram realizados os
estudos de repetitividade e precisdo intermediaria. Métodos desenvolvidos para serem
utilizados em apenas um laboratério ndo necessitam de passar por essa etapa de validagédo
(RIBANI, 2004).

Geralmente, para fins de aceitacdo, métodos que quantificam macro quantidades
requerem coeficiente de variacdo de 1 a 2% e para analises de tracos ou impurezas, sdo
aceitos coeficientes de variagéo de até 20% (RIBANI et al., 2004). Ha ainda uma relagéo
matematica estabelecida por Horwitz et al para expressar a dependéncia entre os valores
do coeficiente de variagdo e a concentragdo da substancia, os valores obtidos por essa
relacdo matematica sdo introduzidos em gréfico, originando a trombeta de Horwitz
(HORWITZ, 1995).

A exatiddo mede a concordéncia entre a média de valores individuais encontrados

e um valor de referéncia aceito como verdadeiro. A determinacdo da exatiddo pode ser
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feita por meio da fortificacdo de matrizes brancas. Recomenda-se para seu estudo, a
andlise de trés niveis de concentragcdo com, no minimo, trés repeti¢des cada.

O fator de recuperacéo (f;...) pode ser calculado da seguinte maneira, Eq. 12:

f;’ec = S ns x100 (12)

Cad

Onde:
cy € a concentragdo apos a fortificagdo da matriz;
cny € a concentragdo antes da fortificagéo;
cqq € a concentracao do analito puro adicionada a matriz. (MAPA, 2011).

Os valores de recuperagédo considerados adequados sdo estabelecidos em fungéo
da concentracdo de fortificacdo. Geralmente, para os valores de concentracdo médios e
superiores em relacdo a curva analitica aceita-se entre 85 e 115% e para o valor inferior
aceita-se entre 80 e 120% (PASCHOAL et al., 2008).

O limite de deteccéo (LD) representa a menor quantidade do analito que pode ser
detectada, mas ndo quantificada (RIBANI, 2004). A maneira mais comum para calcular
o limite de deteccdo e também recomendada para métodos de separacédo € utilizando o
método baseado em parametros da curva analitica que pode ser expresso como mostra
Eq. 13:

LD = 3,3% (13)

Onde:

s é estimativa do desvio padrdo do branco, da equacédo da linha de regresséo ou do
coeficiente linear

SEN é o coeficiente angular da curva analitica (RIBANI, 2004).

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor quantidade do analito que pode
ser quantificada, e como consequéncia disso, a determinacdo do limite de quantificacdo
demanda compromisso entre a concentracao, precisdo e exatiddo. Os mesmos parametros
adotados para determinar LD podem ser adotados para calcular o LQ mudando apenas a

proporcao, como mostra a Equacao 14 (RIBANI, 2004).
LQ = 10— (14)

SEN
A robustez mede a sensibilidade que um metodo tem em relacdo a pequenas
variacOes em seus parametros. Um método cromatogréafico, por exemplo, pode ter sua
robustez avaliada pela variacdo do pH da fase movel em 0,1 unidades, variagdo da
temperatura da coluna em £5 °C, variacao da proporcao da fase movel em +2%, etc. Séo

mudancas que ilustram as varia¢des que podem ocorrer quando 0 método é executado por
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analistas diferentes, usando equipamentos diferentes ou transferido para outros
laboratorios (RIBANI, 2004).

Se resultados de precisdo, exatiddo e seletividade satisfatérios forem obtidos sob
tais condicbes de variagdo, 0 método possui robustez e as variacbes podem ser
incorporadas ao mesmo (ARAGAO et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver um método para determinar haloanisois em vinhos empregando
microextracdo dispersiva liquido-liquido baseada em liquido idnico (IL-DLLME) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por UV-DAD. Além de
desenvolver um dispositivo baseado em nanofibras de poli-imida para determinacéo de

verde malaquita por analise de imagem digital.

3.2 Especificos

Avaliar a solubilidade dos LIs em amostras de vinho;

Avaliar a eficiéncia de extracdo em funcgéo do volume de L1 utilizado, do pH e da
forga idnica da solugédo da amostra;

Estabelecer as condi¢cdes cromatogréficas para realizar a separacdo e deteccdo dos

haloanisois;

Construir dispositivo de nanofibras de poli-imida para a adsor¢do do verde

malaquita;

Avaliar influéncia do pH na adsor¢do do verde malaquita em nanofibras de poli-

imida;
Elucidar as interacdes fisicas de adsorcdo entre o verde malaquita e a nanofibra;

Obter os principais parametros para validacdo dos métodos cromatograficos e

analise de imagem;

Determinar haloaniséis em amostras reais de vinhos produzidos no vale do Sao

Francisco e verde malaquita em amostras reais de aguas.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos do primeiro trabalho envolvendo IL-DLLME foram desenvolvidos
no Laboratério de Espectroanalitica Aplicada (LEA) na Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). O segundo trabalho foi desenvolvido durante o doutorado
sanduiche, no Laboratorio de Quimica Aplicada, Sensores & Biosensores, da Faculdade
de Farmécia da Universidade do Porto (FFUP) como parte do Projeto Institucional de

Internacionalizagéo (Print) das Universidades com apoio da CAPES/UFPE.

Todas as solucdes foram preparadas a partir de reagentes analiticos de alta pureza
e agua destilada-deionizada com resistividade especifica de 18,2 MQ cm (Milli-Q,
Millipore, EUA).

Os padrdes de dicloroanisol (2,6-DCA), tricloroanisol (2,4,6-TCA),
tetracloroanisol (2,3,5,6-TeCA) e pentacloranisol (2,3,4,5,6-PCA) foram adquiridos na
Sigma-Aldrich (99%). Para cada solucdo padréo de haloanisol foi pesada massa de 10,0
mg em balanca analitica seguida de diluicdo em 25,0 mL de etanol, resultando em

solugBes de 400 mg L™ que foram estocadas em freezer.

O padrdo de oxalato de verde de malaquita foi adquirido na VWR Chemicals (95
a 100%). A solucdo padrao foi preparada dissolvendo-se 5,0 mg do oxalato em 500 mL
de agua ultrapura, resultando em solucéo estoque de 10,0 mg L. A solugéo estoque foi

mantida sob refrigeracéo.

As solucdes de trabalho das solucdes padréo foram preparadas a partir da dilui¢éo

das solucgdes estoque.

Na Tabela 1 constam os reagentes/solventes utilizados e suas respectivas purezas

€ marcas.

Tabela 1- Reagentes utilizados no desenvolvimento da pesquisa.

COMPOSTO/SOLVENTE PROCEDENCIA PUREZA (%)
Acetonitrila J.T. Baker 99,98 HPLC
Etanol Exodo cientifica 99,5

Bis(trifluorometilsulfonil)imidato ) )

. Sigma Aldrich 99,95
de litio

Brometo de acido 2(2-(3-
metilimidazolio-1-
il)etoxi)carboil)benzoico
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Acido cloridrico Dindmica -
Hidroxido de sédio Quimex 99,0
Cloreto de sédio Cinética 99,0
Acido citrico Sigma Aldrich 99,0
Alaranjado de metila Merck >90,0
Cristal violeta Riedel-de Haen >90,0

Fonte: (AUTOR, 2022)

As nanofibras de poli-imida, assim como as outras fibras, foram doadas pelo grupo
do Prof. Dalibor Satinskyc, do Departamento de Quimica Analitica da Faculdade de

Farmacia da Charles University, Republica Checa.

4.1 Instrumentacao

As analises foram realizadas no cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia, operando
com um sistema de bombeamento binario de solventes do tipo LC-20AD, amostrador
automatico SIL-20A, detector UV-Vis SPD-20A, forno para coluna CTO-20% O médulo
de comunicacdo entre o HPLC e o computador é do tipo CBM-20A, contendo
desgaseificador DGU-20 A. A coluna cromatogréafica utilizada foi Ascentis Express C18
de 250 mm de comprimento, 4,6 mm de didmetro interno e fase estacionaria com

particulas de 5um.

O dispositivo de nanofibra de poli-imida foi construido usando maquina de
plastificar documentos (Lervia laminator model KH4412). Para os ensaios de adsorcao
foi usado agitador magnético (modelo RT15 Power e RSLab-5C)), espectrofotdmetro
UV-Vis e cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico. Para os ensaios de pH e pHpzc

foi usado pHmetro (Sension + pH 31).

4.2 Amostras

As amostras de vinhos comerciais foram adquiridas no comércio local da regido
metropolitana de Recife e as amostras de vinhos experimentais foram doadas pela
EMBRAPA Semiarido. As amostras foram filtradas em filtro de papel (25 um) para
remover impurezas grosseiras, em seguida foram filtradas novamente a vacuo com

membrana de celulose de 0,45 um e submetidas as condi¢des de analise.
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As amostras de agua foram coletadas em garrafas de vidro &mbar no Rio Douro,
em Portugal, foram filtradas & vacuo com membrana de celulose de 0,45 pm, tiveram seu

pH ajustado para 5 e foram estocadas em camara fria a 4,0 °C.

4.3 Meétodo de extracao utilizando LI (IL-DLLME)

No método de DLLME aplicado neste trabalho, a volume de 10,0 mL de amostra
(pH 8,0) foram adicionados 500,0 mg de NaCl seguidos da adicéo de 50,0 mg do liquido
ibnico (Brometo de &cido 2(2-(3- metilimidazolio-1- il)etoxi)carboil)benzoico) e 70,0 mg
do liquido i6nico (Bis(trifluorometilsulfonil)imidato de litio) contendo o anion de
interesse, entdo o liquido iénico (Bis(trifluorometilsulfonil)imidato de acido 2(2-(3-
metilimidazolio-1- il)etoxi)carboil)benzoico) foi formado na solucdo pela reacdo de

metatese.

4.4 CondicGes cromatograficas

Constituiu-se de uma corrida de 16 minutos com fluxo de 1,0 mL min e eluicéo
isocratica com 90 % B (acetonitrila) e 10 % A (agua ultrapura). A coluna cromatogréfica
utilizada foi uma Ascentis Express C18 de 250 mm de comprimento, 4,6 mm de didametro

interno e fase estacionaria com particulas de Sum.

4.5 Estudos de adsorcdo e otimizagdo de parametros

O estudo de adsorc¢do para a poli-imida foi realizado em triplicata utilizando massa
de 2,0 mg da nanofibras que foram colocadas em contato com 50,0 mL de solugéo de
verde malaquita na faixa de concentragdo de 0,1 a 1,0 mg L. O sistema foi agitado por 4
horas a 150 rpm. Nas primeiras 2 horas foram coletadas aliquotas a cada 15 min e no
tempo restante as aliquotas foram coletadas a cada 30 min, resultando num total de 36

aliquotas para cada triplicata.

4.6 Preparo do dispositivo
Para o preparo do dispositivo a nanofibra de poli-imida foi cortada em pequenos
discos de 5,0 mm de didmetro, que foram impressos em plastico adesivo. A Figura 16

mostra o esquema de impressao dos pequenos discos de poli-imida.



59

Figura 16- Esquema da construcdo do dispositivo para adsor¢do do verde malaquita.
Folha com furos de 3,0 mm (a). Folha com os discos de 5,0 mm sobre os furos (b).
Sobreposicdo da segunda folha (sem furos) sobre a primeira para o selamento (c). Discos

selados antes do processo de adsorcdo (esquerda) e depois (direita) (d).

N R %
®sssccccamoe
[ o "

Fonte: (AUTOR, 2022)

O sistema é constituido de duas folhas que contém um filme, que ao ser aquecido
cola as duas partes fixando o disco de nanofibra. Previamente a impressdo, uma das duas
folhas foi perfurada com circunferéncia de 3,0 mm de didmetro, ligeiramente menor que
a circunferéncia do disco de nanofibras. Parte da nanofibra fica impressa e parte fica

exposta a solucdo da amostra.

4.7 Estudo do efeito da agitacéo

A velocidade de agitacdo foi estudada com o intuito de maximizar a adsorcao do
verde malaquita aos discos de nanofibra. As velocidades estudadas foram 150, 250 e 350
rpm. Os dispositivos foram fixados nas paredes internas dos béqueres com volume fixo
de 50,0 mL de solucéo padréo de verde malaquita 0,1 mg L%, Cada velocidade de agitagio

foi avaliada, em triplicata, por 60 minutos.

4.8 Estudo do efeito do pH
O pH de cada ensaio foi ajustado utilizando 5,0 mL de solucdo de acido citrico
0,1 mol L* e solucdes de HCI 0,1 mol L e NaOH 0,1 mol I'Y. O volume final foi

completado para 50,0 mL com agua destilada e solucdo de verde malaquita de modo a
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obter, no final, solu¢io de verde malaquita 0,1 mg L™ e &cido citrico 0,01 mol L. Os
valores de pH estudados foram 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 12.

4.9 pka do verde malaquita em solugdo aquosa

O pka do verde malaquita foi calculado com auxilio da titulagdo potenciométrica.
Foram utilizados 15,0 mL de solucgdo de verde malaquita na concentragédo de 0,1 mg L™
e 5,0 mL de solucéo de cloreto de sodio 0,5 mol L™ para ajuste da forca idnica. Esta

solucéo foi ajustada a pH 2 e titulada com soluc&o de hidroxido de sédio 0,01 mol L™,

4.10 Ponto de carga zero (Pzc)

O ponto de carga zero foi calculado utilizando 50 mL de solucdes de NaCl 0,01
M e massa de 2,0 mg de nanofibra de poli-imida. O pH nos valores de 2, 4, 6, 8 e 10 foi
ajustado com solugdes aquosas de HCI e NaOH.

4,11 Captura e tratamento das imagens

ApOs os ensaios de adsorcdo e otimizacdo dos parametros, os sensores de
nanofibra ja submetidos ao processo de adsorcdo foram secos a temperatura ambiente
antes de terem suas imagens capturadas. A captura das imagens foi realizada dentro de
uma caixa com a superficie interna pintada de preto, para prevenir excesso de reflexo de
luz. Além disso, a caixa foi iluminada interiormente com fitas de LED de luz branca. As
imagens foram capturadas com smartphone através de um furo feito na tampa da caixa.

A Figura 17 ilustra a caixa utilizada para a captura de imagens.
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Figura 17- Esquema da caixa utilizada para a aquisi¢do das imagens com destaque para
parte interior pintada de preto com fitas de LED e furo na tampa(a). Esquema mostrando
a aquisicao das imagens com aparelho celular e posicionamento do dispositivo com a

nanofibra dentro da caixa (b).

Dispositive
com nanofibra

Fonte: (AUTOR, 2022)

ApoGs a captura, as imagens foram carregadas no software ImageJ® para serem
processadas. Primeiramente foi selecionada a area da imagem a ser analisada e em
seguida foi corrigida a luz de fundo com o intuito de intensificar a cor exibida. A Figura
18 ilustra os passos realizados no ImageJ® para a analise das imagens.

Figura 18- Passos para selecionar a area central da imagem (a) e resultado apos a selecdo
(1). Passos para corrigir a luz de fundo da imagem (b) e resultado apés a corre¢do (2).
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Fonte: (AUTOR, 2022)

Ap0s o tratamento da imagem foram obtidos histogramas para cada canal do
sistema RGB, os valores medios apresentados nos histogramas do canal vermelho foram

considerados para calibracéo.

4.12 Figuras de mérito

Para a obtencdo das figuras de mérito, curvas de calibracdo foram construidas sob
as condicdes otimizadas. Para a calibragcdo, o dispositivo construido foi submetido a
ensaios de adsor¢do em contato com 50,0 mL de solugdes 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25 e
0,30 mg L de verde malaquita, por 60 minutos. Apos o processo de adsorgio os
dispositivos foram secos a temperatura ambiente e suas imagens foram capturadas. A
curva de calibracéo foi construida com os valores das intensidades das cores para cada
concentracdo em triplicata. Os valores para o canal R foram obtidos pelo software
ImageJ® e tratados utilizando a equagao 15.

R=—log— eq. 15
0

Onde | é o valor médio do canal R para cada concentracdo e lo é o valor médio do
branco (valores de R para o sensor em contato com &gua destilada). A equacdo 15

considera a contribuicdo do branco e é utilizada para reduzir a impreciséo.
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5 RESLTADOS E DISCUSSAO
5.1 Parte | — Determinagéo de Haloanisois em Vinhos

5.1.2 Calibragao

A curva analitica, a linearidade e a significancia foram inicialmente avaliadas
usando o método de analise de variancia univariada (ANOVA). Os resultados da
calibracdo univariada foram comparados aqueles obtidos pela calibragdo multivariada. A
Figura 19 mostra os cromatogramas registrados em comprimento de onda de 210 nm para
uma amostra de vinho (branco analitico) fortificada com os padrdes dos haloanisois
estudados. O intervalo linear de concentragio foi de 1 a 25 mg L™ para cada analito,
resolucdo acima de 1,5 e fator de assimetria proximo de 1 foram obtidos para todos os
analitos.
Figura 19- Cromatograma de amostra fortificada com solucdo padrdo dos analitos DCA
(azul), TCA (vermelho), TeCA (verde) e PCA (ciano) a 3 mg L. Eluicéo isocratica com

90 % acetonitrila e 10% agua deionizada. Fluxo de 1 mL min, temperatura de 35 °C e
tempo total de 8 min. Absorbancia em 210 nm.
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Fonte: (AUTOR, 2022)

A andlise estatistica indicou que a equagdo linear ajustada ndo apresentou
significancia para o intercepto de acordo com o teste t (o = 0,05), entdo o intercepto foi

considerado zero. A nova equagdo com o intercepto igual a zero apresentou significancia
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para regressdo de acordo com o teste F (a = 0,05) e ndo significancia para falta de ajuste
F (a=0,05). Além disso, constatou-se homocedasticidade para os residuos das curvas de
calibragdo univariadas. A equacéo linear e a variancia explicada (R?) para cada analito
DCA, TCA, TeCA e PCA foram, respectivamente, Y= 1,28*10° X, R?= 0,998; Y=
2,49*10° X, R?=0,999; Y= 3,95*10 X, R?= 0,999 e Y= 4,29*1073 X, R? = 0,999. Onde
Y é a area dos picos em ua.min e X representa a concentracdo dos respectivos analitos,

emmg L

5.1.3 Preparacao do LI por reacdo de metatese in-situ

Como descrito anteriormente, os reagentes foram adicionados diretamente a
amostra para gque ocorresse, a0 mesmo tempo, a reacao de metatese in situ e 0 processo
de extracdo, a medida que o liquido idnico (Bis(trifluorometilsulfonil)imidato de acido 2-
(2-(3-metilimidazolio-1-il)etoxi)carboil)benzoico) se formasse. A Figura 20 mostra o
liquido i6nico depositado no fundo dos frascos apds centrifugacéo.

Figura 20- Liquido i6nico formado em solucdo hidroalcéolica (10% etanol) (a) e em
amostra de vinho tinto (b).

Fonte: (AUTOR, 2022)

O liquido idnico apresentado na Figura 20 (b) é de coloracdo roxa porque foi
formado em solucdo de vinho tinto, indicando que o LI adsorve também parte dos
pigmentos da solucéo.

5.1.4 Estudo dos fatores que influenciam a extracgéo

O estudo foi realizado visando alcancar tanto o melhor fator de enriquecimento
como a melhor porcentagem de recuperacao. As variaveis consideradas mais relevantes
foram, o volume de LI gerado no processo de extracdo, o pH das amostras e a adi¢do de

sal (NaCl) para avaliar a influéncia da forca i6nica da solucéo.



65

5.1.4.1 Efeito do volume de liquido idnico

O volume do liquido i6nico é um fator importante que pode influenciar no
desempenho do enriquecimento. Foram testados trés volumes de LI (20, 40 e 60 pL),
mantendo fixo o volume da amostra em 50 mL e foram avaliados o fator de
enriquecimento (FE) a eficiéncia de extracao (%Rec). A Tabela 2 mostra os valores para
cada analito em relacdo apenas ao volume de 40 pL. O volume de 20 pL teve eficiéncia
de extracdo relativa muito baixa e o volume de 60 pL de LI apresentou intensa
interferéncia, impossibilitando a recuperacdo dos sinais (picos) dos analitos mesmo
usando as ferramentas quimiométricas.

Tabela 2- Fatores de enriquecimento (FE) e eficiéncia de recuperacéo (%Rec) para cada
analito utilizando volume de LI de 40 pL.

Analito FE % Rec
DCA 10,3 8,2
TCA 10,6 8,5
TeCA 16,0 12,8
PCA 20,5 16,5

Fonte: (AUTOR, 2022)
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A Figura 21 mostra os cromatogramas em 3D para os analitos DCA, TCA, TeCA
e PCA nos trés volumes estudados.

Figura 21- Cromatogramas em 3D para os padrdes (a), extragdo com volume de 20 pL
(b), 40 pL (c) e 60 pL de L1I.
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Fonte: (AUTOR, 2022)

Observa-se, na Figura 21 (c), que o volume de 40 uL foi o Unico que apresentou

"Tenipo ('\min‘l)

'Tem7po (min)

sinais relacionados aos analitos. Para este volume, pode-se dizer que existiu um equilibrio
entre a interferéncia do LI no processo de extracao e a eficiéncia de recuperacao.

O volume de 20 pL (Figura 21b) ndo foi o suficiente para promover a extracao
dos analitos e, portanto, 0 cromatograma, mesmo apresentando baixa interferéncia do LI,
apresenta também auséncia dos sinais dos analitos em funcdo da baixa eficiéncia de
recuperacdo. Ao utilizar 60 pL de LI houve intensa interferéncia no processo de extragéo,
ao passo que nao foi possivel recuperar bem os sinais do TCA e do TeCA que eluem entre
5 e 6 minutos, através do tratamento quimiométrico. Fez-se uma analise quimiométrica
do perfil recuperado do DCA e PCA da eluigdo usando 40 pL e 60 pL de LI e observou-
se que a diferenca ndo é tdo significativa quando comparado ao ganho em recuperagdo
entre 20 puL e 40 pL de LI. Por isso optou-se por usar o volume de 40 pL de LI por

apresentar um bom compromisso entre eficiéncia de extracéo e interferéncia.
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A queda da eficiéncia de extracdo com o aumento de volume do LI formado pela
reacdo de metatese pode estar relacionada a maior quantidade de LI que se forma
rapidamente na solugdo e acelera o processo de deposicdo no fundo do recipiente.
Processo de deposicao muito rapido impede o contato das goticulas do LI com os analitos
em solucdo (ZHANG et al., 2012).

5.1.4.2 Efeito do pH

O efeito do pH no fator de enriquecimento e eficiéncia de extracdo (recuperacéo)
foi avaliado na faixa de 2 a 10. Os resultados, Figura 22, mais satisfatorios foram
alcancados quando as amostras foram submetidas ao processo de extracdo a pH 8. Os
analitos que foram estudados ndo tém tendéncia de sofrer influéncia do pH do meio em
que estdo inseridos, uma vez que sua basicidade e/ou acidez podem ser desconsideradas
por possuir nenhum atomo ionizavel. O LI, mais exatamente o cation que o constitui,
apresenta uma terminacdo de acido carboxilico podendo ser a ele atribuida tal influéncia

do pH no processo de extracdo. O pH 8 foi 0 escolhido para as analises posteriores.

Figura 22- Variacdo do fator de enriquecimento e da eficiéncia de recuperagdo em funcao
do pH do meio.
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Fonte: (AUTOR, 2022)

5.1.4.3 Efeito da forca ibnica
A forca ibnica pode aumentar a particdo dos analitos no solvente de extracao, o

que melhora o fator de enriquecimento. Para o estudo da forca idnica, foi adicionado 5,
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10, 15 e 20 % (m/v) de NaCl nas amostras fortificadas de vinhos. A Figura 23 ilustra os
cromatogramas em 3D provenientes dos resultados para as adi¢cdes de NaCl a 5, 10, 15 e
20 % (m/v).

Figura 23- Cromatogramas em 3D para a adi¢cdo de NaCl a 5 (a), 10 (b), 15 (c) e 20 %
(m/v) (d).
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Fonte: (AUTOR, 2022)

Conforme observa-se na Figura 23, para os valores de 15 e 20 % (m/v) de NaCl
ndo foi possivel recuperar o sinal dos analitos, o que pode ser atribuido & diminuigéo da
solubilidade do LI no meio fazendo com que seu volume final fosse superior a 40 L.
Volume maior de LI representou maior interferéncia, como mostrado para o volume de
60 pL.

Constatados os resultados satisfatorios apenas para as adi¢des de NaCl a5 e 10 %
(m/v), foi realizado também um estudo com adicdo de NaCl 7,5 % (m/v). O gréfico da

Figura 24 mostra a comparacéo entre os trés valores de adi¢cdo de NaCl.
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Figura 24- Variacédo do fator de enriquecimento e da eficiéncia de recuperacdo em funcao
da adigéo de NaCl.
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Fonte: (AUTOR, 2022)

O estudo adicionando NaCl a 7,5% (m/v) foi realizado com o intuito de comparar
com os resultados obtidos para a adicdo de NaCl a 10% (m/v), uma vez que este ja havia
sido mais satisfatério comparado a adicdo do sal a 5% (m/v). Entretanto, como pode ser
observado, a adicdo de 10% continuou sendo a mais satisfatoria e consequentemente a
escolhida para as andlises posteriores.

Em resumo, conforme mostra a Tabela 3, de acordo com os resultados
provenientes da otimizacdo foi estabelecido o volume de LI de 40 pL, o pH 8 e a adicdo
de sal de 10% (m/v). Dessa forma, as analises posteriores foram realizadas utilizando

estes parametros.

Tabela 3- Resumo dos parametros estudados e selecionados na eficiéncia de extragédo IL-
DLLME de DCA, TCA, TeCA e PCA em amostras de vinhos.

Pardmetros Faixa estudada Selecionado
Volume de LI (pL) 20a60 40
pH 2al0 8
Adicédo de NaCl (% m/v) 5a20 10

Fonte: (AUTOR, 2022)
Considerando os estudos isolados o maior valor médio para o fator de

enriquecimento foi de 19,8 proveniente do estudo de adicdo de NaCl (10% m/v). Neste
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mesmo estudo de adicdo de sal, foram obtidos para os analitos tricloroanisol (TCA) e
pentacloroanisol (PCA) valores de 21,2 e 28,3 para fator de enriquecimento,
respectivamente.

Lai e colaboradores obtiveram fator de enriquecimento de, aproximadamente, 30
na determinacdo de ocratoxina em vinhos de arroz utilizando o liquido i6nico
hexafluorofosfato de hexilmetilimidazolio (([HMIM] [PFs]) como solvente extrator (LAI
etal., 2014).

Fatores de enrigquecimento elevados sdo alcancados ao passo que se obtém
elevados valores para a eficiéncia de recuperacdo, mas esses fatores também levam em
consideracdo o volume de LI utilizado no processo de extracdo. Zhang e colaboradores
obtiveram valores de 244 a 268 para o fator de enriquecimento em trabalho de extragéo
de pesticidas de fenilureia em amostras de 4gua, com eficiéncia de recuperacdo variando
de 93,1 a 106,1 (ZHANG et al., 2012).

Gure e colaboradores em estudo para determinacédo de herbicidas de sulfonilureia
utilizando o mesmo LI, [HMIM] [PFe] empregado por Lai e colaboradores (2014) como

solvente extrator, obtiveram recuperacao de 79 a 104 % (GURE et al., 2015).

5.2 Modelo quimiométrico usando MCR-ALS

Previamente a analise das amostras, foi avaliada a capacidade de predicdo da
concentracdo dos analitos em amostras fortificadas em triplicata tomando como
referéncia uma simples curva analitica por padronizacao externa. Os dados em relacdo as

figuras de mérito e a predicao das concentracdes sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4- Figuras de mérito e concentracGes preditas dos analitos.

Desvio LD LQ

_ Fortificacdo Cogiigﬁzgéo ?rig[al? (ml(‘)] o (ml? o i "2:“:11 °
Analito  (mgL) (mgL) 9L%)
DCA 3,00 2,96 0,09 0,37 1,12 10,9992 1,0-25
TCA 3,00 3,00 0,12 045 1,37 09994 1,0-25
TeCA 3,00 2,91 0,14 0,32 095 09964 10-25
PCA 3,00 2,97 0,09 0,30 0,91 10,9969 1,0-25

Fonte: (AUTOR, 2022)
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A Tabela 4 apresenta dados satisfatorios tanto em relacdo as figuras de mérito
quanto aos valores das concentracbes recuperadas pelo tratamento quimiométrico,
evidenciando a confiabilidade do mesmo para a execucdo do estudo em questdo. E
importante lembrar que os valores de concentracdo recuperados apresentados na Tabela
4 ndo sao referentes a eficiéncia de recuperacdo do método de extracdo, e, sim, referentes
a capacidade de predicdo das concentracGes pelo algoritmo utilizado no tratamento

matematico.

5.2.1 Analise de amostras reais

As analises em amostras reais foram conduzidas com o principal objetivo de
comparar os resultados obtidos com a calibracgéo univariada aos resultados obtidos com a
calibracdo multivariada proposta. Para esse estudo, foram analisadas 3 amostras de
vinhos, dois vinhos tintos e um vinho rosé. As amostras foram submetidas ao método de
extracdo com aplicacdo dos parametros otimizados anteriormente.

Para a analise univariada os picos de cada analito foram integrados e suas
respetivas areas foram utilizadas na quantificagdo. A Figura 25 mostra os cromatogramas
das amostras fortificadas a 3,0 mgL™* com os padrdes dos analitos.

Figura 25- Cromatogramas tipicos para as trés amostras de vinho fortificadas com 3,0
mgL* de todos os analitos (DCA, TCA, TeCA e PCA). Vinho rosé (azul), vinho tinto 1
(vermelho) e vinho tinto 2 (verde).
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Fonte: (AUTOR, 2022)
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O corte realizado no cromatograma, Figura 25, foi utilizado para facilitar o
tratamento quimiométrico. Uma vez que boa parte do interferente que estd fora do
intervalo de reten¢do dos analitos foi removida e ndo precisa ser computada nos calculos

realizados pelo algoritmo.

A Tabela 5 mostra a concentracdo média predita, os valores de eficiéncia de
recuperacdo (R) e os fatores de enriquecimento (FE) para a quantificagdo dos analitos nas
trés amostras usando a calibragdo univariada.

Tabela 5- Eficiéncia de extracdo (R) e fator de enriquecimento (FE) para cada amostra
obtidos por calibragdo univariada. Fortificagdo com 30 mg L.

Amostra Rosé Tinto 1 Tinto 2

Analito CO(nranlt_r_ ?;?éo R(%) FE Co(r‘rﬁznlt_r_ ?;?éo R(%) FE Co(r‘rggnlt_ﬁ?fé" R(%) FE
DCA 2,35 783 11,75 4,55 1516 22,76 3,98 1327 19,89
TCA 4,33 1443 21,63 5,48 1827 27,42 6,27 2090 31,35
TeCA 6,04 2012 30,19 8,56 2853 42,81 9,33 31,10 46,65
PCA 13,33 4443 66,64 15,68 5227 7839 15,23 5077 76,17

Fonte: (AUTOR, 2022)

Os mesmos cromatogramas tratados utilizando calibracdo univariada foram
também tratados com MCR-ALS. Nesse caso, 0s cromatogramas em 3 dimensdes foram
modelados. As diferencas nas interferéncias, espectros dos analitos e tempos de retencéo
permitem a separacdo matematica e torna possivel a quantificacdo de cada analito. A
Figura 26 mostra as regides modeladas com aplicacdo do algoritmo. A regido 1,
delimitada pela linha azul, foi eliminada uma vez que é uma regido onde nao ha picos dos
analitos. A regido 2, regido de maior interferéncia sobre o DCA entre a linha azul e a linha

vermelha, foi utilizada para separar o DCA dos demais analitos.

A Figura 26 mostra os resultados ap6s a modelagem por MCR-ALS onde as
interferéncias foram separadas matematicamente. A linha cinza representa o sinal da
interferéncia e mostra que a amostra de vinho tinto 2 apresentou a maior interferéncia e
consequentemente a maior diferenga no valor predito de concentragéo quando comparado

ao tratamento univariado, observar Tabelas 5 e 6.
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Figura 26- Cromatogramas para as 3 amostras de vinho rose (a), tinto 1 (b) e tinto 2 (c)
fortificadas a 3,0 mg L™ dos analitos DCA (azul), TCA (vermelho), TeCA (verde) e PCA
(ciano). A linha cinza representa a interferéncia. Foi utilizada eluicdo isocratica com 90
% B e 10% A e tempo total de 8 min. Fluxo de 1 mL min™* e temperatura a 35 °C.
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Fonte: (AUTOR, 2022)

Pelos perfis recuperados na Figura 26 e pelas diferencas nas concentragdes
preditas quando comparado o tratamento univariado ao tratamento multivariado, é
possivel destacar a interferéncia do LI sobre as areas dos analitos, principalmente para o
DCA. Os resultados mostram que é possivel aplicar tanto o tratamento univariado quanto
o multivariado, este sendo utilizado para eliminar as interferéncias e aquele para quando

a interferéncia ndo estiver presente.

A Tabela 6 mostra os valores médios preditos para a eficiéncia de recuperacéo e
o fator de enriquecimento para a quantificacdo dos analitos nas 3 amostras utilizando
MCR-ALS.

Tabela 6- Eficiéncia de extracdo (R) e fator de enriquecimento (FE) para cada amostra
de vinho, obtidos por calibragdo multivariada. Fortificagdo 30 mg L™

Amostra ‘ Rosé ‘ Tinto 1 ‘ Tinto 2

Analito Co(r‘rﬁznlt_r_ ?;?éo R(%) FE Co(”rflznlt_r_ ?;?50 R(%) FE CO(”;‘;”Er_?féo R(%) FE
DCA 2,18 727 10,90 4,20 1401 21,01 4,57 1524 22,85
TCA 4,15 1384 20,75 5,96 1985 29,78 6,56 2188 32,82
TeCA 6,07 2024 3035 9,16 3052 4578 1025 34,16 51,24
PCA 13,49 4496 67,43 16,97 5657 84,86 1560 5201 78,02

Fonte: (AUTOR, 2022)

A utilizacdo do tratamento quimiométrico, além de possibilitar uma eluicéo
cromatografica mais simples e econdmica em funcdo da elimina¢do dos interferentes
matematicamente, ela também torna possivel o uso de variados tipos de liquidos ibnicos
em analises por HPLC-DAD. Um exemplo da restricdo de trabalhos que podem ser

executados com liquidos i6nicos utilizando HPLC com detector por fluorescéncia (FLD)



74

foi o trabalho realizado por Lai e colaboradores. Os autores ndo puderam utilizar o LI,
hexafluorofosfato de octilmetilimidazolio ([OMIM] [PFs]), como solvente extrator por
causa de severa interferéncia com o pico da ocratoxina (LAI et al., 2014). Possivelmente,
com tratamento quimiométrico teria sido possivel apresentar mais esta op¢do de solvente

extrator.

5.3 Parte 2 - Determinacdo de verde malaquita em aguas

5.3.1 Estudos preliminares das nanofibras

Foi realizado teste de coloracéo das fibras com o objetivo de excluir dos ensaios
posteriores aquelas que ndo apresentassem coloracdo. As fibras foram mergulhadas em
100 mL de solugdo padrdo de verde malaquita 0,1 mg L*, considerada como a
concentracdo minima esperada para lagoas de criacdo de peixes. Os ensaios foram
realizados em triplicata sob agitacdo a 150 rpm por 60 min em agitador magnético. A
Tabela 7 mostra os resultados dos testes de coloracéo.

Tabela 7- Resultado dos ensaios de adsorcdo para as nanofibras de diferentes materiais
poliméricos e a presenca ou nao de coloracao.

Material Coloracéao
PID sim
PAD* nao
PVDF nao
PVDF + PCL nao
PCL nao
PCL + PCL nao
PP néo

*Apresentou coloracdo satisfatoria apenas enquanto estava umedecida.
Fonte: (AUTOR, 2022)
Pode-se concluir da Tabela 7 que apenas a nanofibra de poli-imida (PID)
apresentou coloracdo intensa e favoravel a determinacdo do verde malaquita por analise

de imagens, portanto para os estudos posteriores apenas a poli-imida foi utilizada.

5.3.2 Estudo de adsorcéo do verde malaquita

O estudo de adsorgéo do verde malaquita em nanofobras de poli-imida se fez
necessario para a compreensao do processo de adsor¢do e para a avaliacdo da qualidade
da fibra para tal finalidade.
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A Figura 27 mostra uma curva caracteristica dos estudos de porcentagem de
adsorcdo em funcdo do tempo para a poli-imida.

Figura 27- Porcentagem de adsor¢do em funcéo do tempo utilizando massa de 2,0 mg de
poli-imida para a concentragéo de 7 mg L de verde malaquita. Temperatura 20 °C.
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Fonte: (AUTOR, 2022)

A aparéncia de escada da curva mostrada na Figura 27 indica adsorcéo superficial
pela poli-imida e também a formacdo de mais de uma camada de adsorvato, pode-se
imaginar que cada queda na porcentagem de adsorcdo seja provocada pela instabilidade
das camadas externas de adsorvato que se desprendem e voltam para a solugéo
periodicamente, o nimero de camadas é imprevisivel e serd maior para concentracdes
maiores (NASCIMENTO et al., 2014).

A isoterma de adsorcdo € uma maneira complementar de se extrair informacdes
do processo de adsor¢éo e de calcular os parametros de acordo com o modelo de melhor
ajuste. A Figura 28 mostra as isotermas obtidas para adsorcdo do verde malaquite pela

nanofibra de poli-imida de acordo com o modelo de Langmuir (a) e Freundlich (b).
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Figura 28- Isotermas obtidas para o processo de adsorcédo de 50 mL de solucdo verde
malaquita em contato com 2,0 mg de poli-imida. Temperatura 20 °C de acordo com a
modelagem de Langmuir (a) e Freundlich (b).
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Fonte: (AUTOR, 2022)

A Tabela 8 mostra os parametros das modelagens de Langmuir e Freundlich para

a isotermas da Figura 28.

Tabela 8- Parametros das modelagens de Langmuir e Freundlich para o processo de
adsorcéo de verde malaquita em nanofibras de poli-imida.

Modelo Parametros
(max KL R2
Langmuir (mg g_l) (L mg_l)
13,26+0,02 0,87 +0,12 0,69
1/n ke(mg g) (L mg )Y R?
Freundlich
0,67 + 0,06 13,26 + 0,45 0,95

Fonte: (AUTOR, 2022)

De acordo com os dados da Tabela 8, pode-se observar que o0 processo de adsor¢ao
se ajustou melhor ao modelo de Freundlich, ja que para esse modelo o ajuste linear
apresentou maior coeficiente de correlacdo linear. O valor de 1/n entre 1 e 10 esta
relacionado a adsorvente que possui superficie heterogénea e a distribuicdo heterogénea
de energia entre os sitios de adsorcéo. O Kr é a constante de Freundlich e esta relacionado
a forca de adsorcdo e também a distribuicdo de energia entre os sitios (AFKHAMI;
MOOSAVI; MADRAKIAN, 2010).Efeito da velocidade de agitagédo

O efeito da velocidade de agitacdo foi realizado para avaliar a influéncia da
intensidade de agitacdo sobre a eficiéncia de transferéncia de massa da solucdo para o
adsorvente. A velocidade de agitagdo com melhor resultado foi selecionada em funcéo da

intensidade de coloragdo apresentada pela nanofibra ao final do estudo. A Figura 29
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representa os resultados para o canal vermelho do sistema (RGB) para as diferentes

velocidades de agitacéo.

Figura 29- Resultados para os canais (RGB) em func¢do da velocidade de agitacdo de

solugéo padrdo 0,1 mg L de verde malaquita para adsorg&o em poli-imida a 20 °C.
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Fonte: (AUTOR, 2022)

A velocidade de agitacdo a 250 rpm apresentou melhor resultado de coloracdo da
nanofibra, quanto menor os valores para os canais R, G e B, maior a intensidade da cor

observada.

5.3.3 Efeito do pH

A adsorcdo na superficie do adsorvente é influenciada pela carga do mesmo e
também pelo estado de dissociacao do analito. Portanto, estudos para avaliar a intensidade
da cor em funcéo do pH da solucdo foram realizados para diferentes valores de pH. A
Figura 30 mostra os resultados para o canal vermelho do sistema (RGB) para cada pH,
onde € possivel observar que no pH 5 obteve-se melhor resposta para a variacdo da

coloracéo.
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Figura 30- Resultados dos valores dos canais (RGB) em funcdo do pH da solucéo padrao
de verde malaquite. Volume de 50,0 mL a 0,1 mg L. Agitagdo de 250 rpm por 60

minutos. Temperatura de 20 °C.
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Fonte: (AUTOR, 2022)

Para melhor compreensdo dos resultados apresentados pelo estudo do pH da

solucéo, foram calculados os valores de pKa e pHpzc. Os valores desses parametros

podem indicar o tipo de interagcdo entre adsorvente e adsorvato em funcéo da previsdo de

suas cargas em determinado valor de pH. As Figuras 31a e 31b mostram a curva de

titulacdo e sua segunda derivada, respectivamente, onde é mostrado o volume de titulante

no ponto final da titulacdo de neutralizacéo.

Figura 31- Curva de titulagio potenciométrica de 15 mL verde malaquita 0,1 mg L™ com
NaOH 0,01 M (a) e segunda derivada representando o volume de neutralizagéo (9,3 mL)
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Fonte: (AUTOR, 2022)
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Através da avaliacdo da curva de titulagdo potenciométrica, o pKa pode ser obtido
como a metade do volume de neutralizacdo do titulado (PEREIRA et al., 2011). A Tabela
9 mostra o valor obtido para o pKa do verde malaquita.

Tabela 9- Valores de pKa para o verde malaquita. Temperatura de referéncia =25 °Ce
temperatura ambiente = 28 °C.

COMPOSTO LITERATURA* EXPERIMENTAL
Verde malaquita 3,7-48 4,68+ 0,02**
*APOLONIO et al., 2020 **Desvio padrdo, n = 3
Fonte: (APOLONIO et al., 2020)

A Figura 32 mostra os resultados para o calculo do pHpzc.

Figura 32- Ponto de carga zero (pHPZC ) da nanofibra de poli-imida como adsorvente.
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Fonte: (AUTOR, 2022)

Na Figura 32 pode-se observar que o valor de pHpzc para a nanofibra de poli-

imida nas condigdes do experimento foi de 6,75.

O pH da solucéo juntamente com o pHpzc séo Uteis para inferir sobre a interacéo
no processo de adsorcdo. Através dos valores desses parametros € possivel prever a forma
dissociada do adsorvato assim como a carga superficial do adsorvente. A pH 5 o verde
malaquita ndo esta protonado, uma vez que seu pKa (4,68) € mais baixo que 5, entdo o
verde de malaquita (MG) permanece na forma de cation ndo protonado (MG*) (DE ASSIS
GONSALVES et al., 2013). Além disso, a pH 5 a superficie da nanofibra possui carga
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positiva, ja que seu pHpzc (6,75) € maior que 5 (SABZROO et al., 2018). Esses resultados
sugerem que a principal interacdo entre o adsorvente e 0 adsorvato ndo € eletrostatica,
uma vez que ambos possuem carga positiva. A estrutura basica de nanofibras de poli-
imida (DING et al., 2016) nao favorecem interacdes por ligac6es de hidrogénio em funcao
da auséncia de hidrogénios acidos. A interacdo mais provavel de ocorrer, nesse caso, € a
interacédo pi-pi.

Para um melhor entendimento foi obtido o espectro de infravermelho com o
intuito de identificar as principais interacdes entre o verde malaquita e a nanofibra de

poli-imida. A Figura 33 mostra 0s espectros antes e apds a interacdo entre o analito e a
nanofibra.

Figura 33- Espectro de infravermelho obtido para o verde malaquita antes da adsorc¢ao

(@) e apos a adsorcdo (b) com a nanofibras de poli-imida.
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Fonte: (AUTOR, 2022)

1628 cm” N

Como pode ser observado na Figura 33 (a), a banda em 1720 cm™ confirma a
presenca de ligagdo C=0 e a banda em 1361 cm™ confirma a presenca de ligacéo C-N do
anel de imida. A Figura 33 (b) mostra a interagdo entre o verde malaquita e a nanofibra
de poli-imida. A banda de C=0 presente na nanofibra foi deslocada para 1628 cm™ apds
a adsorcao, sugerindo que a interacao m-n ente a ligacdo C=0 e 0 anel aromatico presente

na estrutura do verde malaquita é a principal interacdo entre adorvente e adsorvato.

A Figura 34 ilustra como poderia ser esse tipo de interacdo entre a nanofibrae o

verde malaquita nas condi¢fes apresentadas.
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Figura 34- Estruturas moleculares da poli-imida e do verde malaquita e possiveis
interagdes entre 0os mesmos no processo de adsor¢ao por interagdo n-w através do carbono
da amina aromatica (a) e através do anel benzénico (b).
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Fonte: (AUTOR, 2022)

5.4 Figuras de mérito

As figuras de mérito sdo referéncias para assegurar a confiabilidade do método e
foram obtidas através da avaliacdo de alguns parametros como descrito a seguir.

Para o sistema de cores RGB, apenas o canal vermelho apresentou intervalo linear
satisfatorio para quantificar o verde de malaguita com boa confiabilidade. Isso pode ser
explicado pela cor que o analito apresenta ap6s ser adsorvido pela nanofibra sob as
condicBes do trabalho. Apds a adsorcdo os discos de nanofibra se tornam ciano e ndo
verde como se apresenta a solucdo do analito. Como representado na Figura 35, a
intensidade da cor ciano pode variar perfeitamente se apenas a intensidade do canal
vermelho, eixo X, variar, isto &, mantendo os outros dois canais verde e azul constantes.
Neste trabalho os canais verde e azul ndo foram sensiveis a variacdo da cor dos discos,

eles se mantiveram praticamente constantes.
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Figura 35- Variacao da intensidade da cor ciano em funcdo do canal vermelho quando os
canais verde (G) e azul (B) se mantém constantes. A (0,255,255). B (75,255,255). C
(150,255,255). D (225,255,255).

Fonte: (AUTOR, 2022)

Como pode ser observado na Figura 35, quando os canais verdes (direcdo Y) e
azul (direcdo Z) sdo mantidos constantes e o canal vermelho (direcdo X) varia, a
intensidade da cor ciano varia. Os valores entre parénteses indicam a variacdo da cor, 0
primeiro retdngulo representa intensidade maxima (0, 255, 255) e o ultimo retangulo, a
intensidade proxima a minima (250, 255, 255), caso o canal vermelho assumisse o valor
de 255 a cor seria branca. A intensidade méxima para a cor ciano é quando o0s canais
verde e azul sdo iguais a 255 e o canal vermelho igual a 0. A medida que o canal vermelho
aumenta, a intensidade da cor ciano diminui como demonstrado em CHENG et al. (2001).

A curva analitica foi construida com as concentragdes do verde malaquita em
funcdo da intensidade da cor representada pelo canal vermelho obtida através da andlise
de imagens adquiridas utilizando smartphone e dispositivo descrito anteriormente. A

curva é representada na Figura 36.
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Figura 36- Curva analitica para a concentragcdo do verde malaquita em funcdo do canal
vermelho, onde R = —log IL
0

0,05 0.10 0,15 0,20 025 0,30
Concentracdo (mg L)

Fonte: (AUTOR, 2022)

Foi possivel obter um intervalo linear de 0,05 a 0,3 mg L de verde malaquita,
com equacgdo da reta S = 0,253C + 0,0016 (onde S é sinal e C é a concentracdo, em mg
L) e coeficiente de correlagdo de 0,9970 que indica correlacéo linear satisfatoria entra a
concentracdo de verde malaquita e a variacdo da intensidade da cor pelo canal vermelho.
O limite de detecgéo foi de 0,013 mg L™, o limite de quantificacdo foi 0,039 mg Lt e o
desvio padréo variou de 1,01 a 3,92%, conforme mostra a Tabela 10.

Tabela 10- Figuras de mérito do método analitico para quantificacdo de verde malaquita
em aguas

Parametros Resultados
Modelo de regressdo (n = 3) S=0,253C+0,0016
Faixa linear (mg L™?) 0,05a0,3
R? 0,997
LD (mg L?) 0,013
LQ (mg LY 0,039

1,01 (0,1 mg L)
Desvio padrdo % (n = 9) 2,97 (0,2mg LY

3,92 (0,3 mg LY

S= valores do canal vermelho. C= concentragéo de verde malaquita. Desvio padrdo = 3
fotos de cada triplicata. Total de 9 fotos.

Fonte: (AUTOR, 2022)
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Os meétodos para a determinacédo de verde malaquita por analises de imagens séo
escassos na literatura. Para fins de comparacOes, a Tabela 12 apresenta métodos com as
caracteristicas mais importantes para a determinacdo de verde malaquita em dguas. Como
pode ser visto na Tabela 11, devido a alta sensibilidade da nanofibra de poli-imida para
adsorver o verde malaquita e se tornar colorida o método desenvolvido emprega pequena
quantidade de material adsorvente. Além disso, o adsorvente usado é de baixo custo e
facil de ser adaptado ao sistema utilizado. Diferentemente dos métodos de separacéo e
espectrofotométricos indicados, o tempo total de analise € mais curto, uma vez que existe
apenas a etapa de adsorcdo/pré-concentracéo antes do tratamento da imagem, e se mostra
mais amigavel ambientalmente e apresenta limites de deteccdo e quantificacdo
satisfatorios.



85

Tabela 11- Comparacao do método proposto aos métodos encontrados na literatura para determinagédo de verde malaquita em agua.

Massade  Tempo
Métodos Adosrventes Matriz sorvente/ gle_ L_|m|te R? LD Recuperagao RSD Refs
volume de  analise linear (%) (%)
amostra (min)
Agua de 0,5-10 0,67 ng 2,12 —
- b - - _
HPLC-UV MISPE torneira (g LY L 76,8 — 93,7 1009 (Letal, 2008)
A MIP2+CdTe Agua e 0,25 0,36-7,30 0,02 52— (LIN; LEE,
Fluorescéncia quantum dots peixe mg mL* - (mg LY 0,994 (mg L) 94,8 -106,2 0.8 2016)
uv Nanofibras < 80 03-1,8 0,03 i 4,31- (SABZROO et
magnéticas  79%  ygmt 2 mgLy 09 (mgLy 95-103 768  al., 2018)
Anélise de Filme de < 50 0,036 — 0,011 1,79- (APOLONIO
imagem florisil Agua mg mL* 60 0,36 0,996 (mg L?) 102,48 - 123,43 7,08  etal., 2020)
(mg L)
Analise de e Agua 90 g0 003 g997 0018 9666 1020 9% Estetrabalho
imagem Poli-imida g pg mL? (mg L% ’ (mg L™ ’ ’ 2,5

a = polimero impresso molecularmente. b = polimero impresso molecularmente baseado em extracdo em fase solida.
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O estudo de seletividade foi realizado com o objetivo de avaliar a interferéncia de
outros corantes sobre a determinacdo do verde malaquita. O cristal violeta foi escolhido
como um dos interferentes por ser da mesma familia do analito e o alaranjado de metila
foi escolhido por ser de familia diferente e apresentar cor que possivelmente causaria
interferéncia no canal vermelho do sistema de cores RGB. O estudo foi conduzido pela
avaliacdo da porcentagem de recuperagdo do verde malaquita na presenca dos dois
corantes em dois niveis de concentragio (0,05 e 0,3 mg L). As concentracdes do verde
malaquita foram constantes e iguais a 0,1; 0,2 e 0,3 mg L para cada nivel de
concentracdo de cada interferente. Os resultados sdo mostrados na Figura 37.

Figura 37- Porcentagem de recuperacao do verde malaquita (MG) na presenca de cristal
violeta e alaranjado de metila.

C. violeta 0,056 mg L™ m C. violeta 0,3 mg L
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Fonte: (AUTOR, 2022)

A Figura 37 mostra altos valores de recuperacéo do verde malaquita na presenca
do cristal violeta, isso ja era esperado uma vez que o interferente em questdo é da mesma
familia do analito e possivelmente interage com a nanofibra de maneira similar, ocorrendo
uma interferéncia aditiva (soma da contribuicao do analito + interferente) no resultado de
recuperacdo. Por outro lado, o alaranjado de metila ndo apresentou interferéncia

significativa na recuperacgdo do verde malaquita, permanecendo no intervalo permitido.

Em resumo, a Figura 37 mostra que o cristal violeta apresenta interferéncia mais

intensa quando o verde malaquita esta em niveis baixos de concentracédo e o interferente
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estd em niveis altos de concentragdo e que mesmo fora de tal condigdo ainda ha
interferéncia significativa. O alaranjado de metila ndo apresentou interferéncia
significativa em qualquer das condi¢Ges, mantendo a porcentagem de recuperagéo entre
89,6 e 95,4%. Esses resultados sugerem que a nanofibra de poli-imida pode ser seletiva

para compostos da familia do verde malaquita.

5.5 Analise em amostra real

Ap0s avaliar todos os parametros, 0 método foi aplicado em amostra de agua
coletada no Rio Douro, Porto — Portugal. A amostra foi coletada, filtrada a vacuo e
mantida a temperatura de 4 °C apds ter o pH ajustado para 5, utilizando &cido citrico e
solucdes de NaOH e HCI. A amostra foi fortificada com verde malaquita nas
concentracdes de 0,1; 0,2 e 0,3 mg L. A Tabela 12 mostra os valores das porcentagens
de recuperacéo para cada concentracdo em triplicata.

Tabela 12- Teores de verde malaquita adicionado em amostra de &gua de rio,
porcentagens de recuperacéo e desvio padréo relativo (RSD).

Adicionado (mg LY Recuperado (mg L)  Recuperacéo (%) RSD (%) (n=3)

0,10 0,109 + 0,008 99,0 0,6
0,20 0,204 + 0,001 102,0 0,4
0,30 0,290 + 0,007 96,7 2,5

Fonte: (AUTOR, 2022)

As porcentagens de recuperacdo obtidas variaram de 96,7 a 102,0% e o RSD foi de
até 2,5%. Esse desempenho foi satisfatorio e corrobora com resultados obtidos em
trabalhos que se basearam em eficiéncia de recuperacdo usando analises por imagens
digitais (FRANCO et al., 2021b).

Desta forma, os resultados foram satisfatorios e demonstram que € possivel fazer
analise de verde malaquita em amostras reais de aguas e obter resultados confiaveis para

a quantificacdo do corante.
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6 PERSPECTIVAS
Facilitar a aplicacdo de liquidos i6bnicos como solventes extratores, servindo como
referéncia e orientacdo para eliminacao de interferéncias tanto provenientes do liquido

iGnico quando das amostras.

Provocar reflexdo sobre a aplicacdo de métodos simples e faceis de serem aplicados
no tocante a andlise de &guas e bebidas. Principalmente métodos que possam ser
utilizados e aplicados diretamente no campo, sem a necessidade de laboratorios

sofisticados.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel realizar extragdo dos analitos utilizando pequeno volume de LI
devido a sua baixa solubilidade em amostras de vinho.

A eficiéncia de extracdo ndo foi satisfatoria sendo obtido baixo fator de
enriquecimento o que se deve a interacdo entre o liquido idnico utilizado e os analitos.

O método cromatogréafico utilizado foi simplificado devido ao uso de tratamento
quimiomeétrico para eliminar sinais interferentes.

Os estudos realizados permitiram constatar a eficiéncia do tratamento
quimiomeétrico na recuperacao qualitativa e quantitativa dos sinais dos analitos em
detrimento da manipulacéo dos parametros de analise.

O uso do algoritmo para quantificar os analitos permitiu o uso de corridas
cromatograficas menores, resultando em economia de tempo e reagentes, como 0S
solventes utilizados como fases maveis.

Além disso, pdde-se observar que o tratamento quimiométrico permite que
analises de matrizes complexas possam ser realizadas em equipamentos mais simples. E
que muitas vezes alguns interferentes que poderiam impossibilitar a anélise podem ser
eliminados sem a necessidade de serem separados dos sinais dos analitos pelo
equipamento utilizado.

Foi possivel construir um dispositivo usando nanofibra de poli-imida que
funcionou como adsorvente para anélise de imagem do verde malaquita em agua.

A nanofibra mostrou boa estabilidade e sensibilidade no desempenho da fungéo

de adsorvente e suporte para a analise de imagens.

O ponto de carga zero (Pzc) e a analise por infravermelho permitiram concluir que

a interacdo do analito com a nanofibra ndo é eletrostatica e sim por interac6es pi-pi.

O sistema simples, envolvendo uma pequena caixa plastica, um celular
smartphone com pequeno tratamento da imagem pelo imagel® foi o bastante para
calibracdo do método, que mostrou confiabilidade satisfatoria com baixos limites de

deteccdo e quantificacao.

Constatou-se que o dispositivo € confiavel para a determinacédo de verde malaquita
em &gua se ndo ha presenca de compostos de sua mesma familia, que mostraram ser

potenciais interferentes.
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