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RESUMO

O corante azul de metileno bem como outros compostos sdo lancados nos corpos
hidricos diariamente, sendo provenientes de distintas fontes como a indastria téxtil e a
aguicultura. Apds passar por varios processos de purificacdo nas estacdes de tratamento, a
agua destinada ao consumo humano pode ainda conter residuos de espécies indesejaveis,
chamados de contaminantes emergentes e que causam prejuizos a saude. Diante disso, um
sistema de eletroextragdo multifasico para grandes volumes de amostra, com suporte solido
para a fase aceptora, foi desenvolvido e otimizado para extrair e pré-concentrar o corante azul
de metileno presente em amostras de agua tratada. O sistema de eletroextracdo fez o uso de
uma base multipocos, a qual permitiu multiplas extra¢des simultdneas, com posterior andlise
por espectrofotometria de absor¢cdo molecular na regido do visivel e espectroscopia Raman.
O sistema usou algoddo como suporte da fase aceptora, uma vez que esse material
apresentou melhores resultados nos testes de sorgédo/dessorcédo. A melhor configuracdo do
sistema foi obtida com o filtro orgénico livre e sem a presenca da agitagdo. Um planejamento
do tipo Box-Behnken foi empregado para a otimizacdo das variaveis: tempo de extracéo, pH
e porcentagem de acetonitrila na fase doadora. Os parametros escolhidos para o sistema de
eletroextracdo foram: fase aceptora constituida de 0,0300 g de algoddo embebido em acido
acético 0,50 mol L2, fase doadora composta de tampao Mcllvaine, pH = 5,00 com 35% (v/V)
de acetonitrila, 3,00 mL de 1-octanol usado como filtro orgénico livre, com aplicacdo de uma
diferenca de potencial elétrico de 300 volts por 25 minutos. Empregando a espectrofotometria
de absor¢cdo molecular na regido do visivel, construiu-se uma curva matrizada e essa
apresentou-se linear na faixa de 0,030 a 0,375 mg L'* em termos da concentracdo da amostra.
O método proposto foi validado, apresentando-se preciso com desvio padréo relativo entre
3,0 e 9,9% e teve sua faixa de recuperagdo entre 99-105%, com limite de detecgéo e de
quantificacdo de 0,001 e 0,004 mg L™, respectivamente. Ndo foi observado efeito de matriz e
a eficiéncia de extracdo calculada foi de 31% com uma pré-concentracdo de 10 vezes. A
andlise qualitativa dos espectros Raman permitiu a deteccdo do corante azul de metileno na
ordem de 5 x 10° mg L. O método apresentou agilidade nas andlises uma vez que pdde-se
fazer mdltiplas extracdes de forma simultanea, além de permitir a andlise de amostras com
baixas concentracfes de azul de metileno, devido a seu elevado poder de pré-concentracao

e seletividade.

Palavras-chave: agua potavel, EAM-UV/Vis, SERS, preparo de amostra, contaminante
emergente.



ABSTRACT

Methylene blue dye and other compounds are released into water bodies daily and
primarily originate from the textile industry and aquaculture. After going through several
purification processes at the treatment plants, water intended to be released to the
environment or for human consumption may still contain residues of undesirable species,
referred to as emerging contaminants, which can cause serious health effects. Therefore, a
multiphase electroextraction system for large sample volumes, with a solid support for the
acceptor phase, was developed and optimized to extract and pre-concentrate methylene blue
dye present in treated water samples. The electroextraction system utilizes a multi-well base,
allowing for multiple simultaneous extractions with subsequent analysis by molecular
absorption spectrophotometry in the visible region and Raman spectroscopy. The system uses
cotton as a support for the acceptor phase, because it showed excellent results in
sorption/desorption tests. The best system configuration was achieved with a free organic filter
without stirring. A Box-Behnken-type plan was used to optimize the following variables:
extraction time, pH, and acetonitrile percentage in the donor phase. The parameters for the
electroextraction system were as follows: acceptor phase, 0.0300 g of cotton soaked in
0.50 mol L acetic acid; donor phase, Mcllvaine buffer, pH 5,00, 35% (v/v) acetonitrile,
3,00 mL of 1-octanol used as a free organic filter; application of 300 V for 25 min. Using
molecular absorption spectroscopy in the visible region, a matrix-matched curve was obtained
and linearity was demonstrated in the range of 0.030 to 0.375 mg L. The proposed method
was validated, achieving precision with a relative standard deviation between 3,0 and 9.9%
and a recovery range between 99 and 105%, with detection and quantification limits of 0.001
and 0.004 mg L%, respectively. No matrix effects were observed and the calculated extraction
efficiency was 31% with a 10-times pre-concentration. Qualitative analysis of the Raman
spectra allowed the detection of methylene blue dye at concentrations as low as
5x 10° mg L. The newly developed method showed agility because multiple extractions could
be performed simultaneously, which allowed the analysis of samples with low concentrations

of methylene blue due to the high pre-concentration power and selectivity.

Keywords: potable water, UV/Vis absorption spectrophotometry, SERS, sample preparation,
emerging contaminant.
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1  INTRODUCAO

A intensa atividade industrial e o descarte inadequado de lixo e esgoto em cursos
d’agua contribui diretamente para a poluicdo de ambientes aquaticos, com a eliminacao de
efluentes contendo vérios poluentes, dentre os quais pode-se citar 0s corantes sintéticos.
Esses podem estar presentes em distintos processos como: industria téxtil, fabricacdo de
plasticos, producéo de alimentos, dentre outros * .

Outro emprego dos corantes € como agente antimicrobiano, com aplicacdo na
aquicultura, a qual € susceptivel a diversos impactos, como desastres naturais, condicdes
econdmicas e doencas. A doenca infecciosa € um risco sempre presente nesse setor, com 0
potencial de causar grandes perdas de estoque e problemas de bem-estar animal. Devido a
isso, se faz necessario 0 uso de medicamentos veterinarios, porém poucos farmacos séo
regulamentados para uso na aquicultura, o que abre caminho para o uso irregular de
substancias antimicrobianas baratas e de facil acesso, como por exemplo 0os corantes, 0s
mesmos usados no setor téxtil, como azul de metileno (AM), verde malaquita (VM) e verde
brilhante (VB) 2.

A presencga de corantes nos corpos d”agua pode ocasionar problemas de natureza
estética. Além disso, em sua maioria esses compostos ndo sao biodegradaveis, e causam
reducdo da penetracdo da luz na agua, afetando a atividade fotossintética. Muitos deles
podem ser prejudiciais, uma vez que alguns sdo carcinogénicos e mutagénicos, tanto para
organismos aquaticos quanto terrestres >,

As estacdes de tratamento de agua possuem limitacdes no processo de remogéao
de algumas espécies poluidoras e consequentemente, a agua destinada para consumo
humano pode conter substancias indesejadas, mesmo ap6s passar por todo o processo de
purificagdo. Sendo assim, corantes sintéticos, provenientes das mais diversas fontes podem
causar danos a saude, podendo ainda estar presentes na agua potavel, mesmo em baixas
concentracdes "8, Diante disso, faz-se necessario o desenvolvimento de um método capaz
de pré-concentrar essa espécie de forma a permitir sua deteccéo e quantificacédo, tendo em
vista a promocao da satude humana e animal.

No presente trabalho foi proposto o desenvolvimento de um dispositivo de
eletroextracdo multifasico, para extrair e pré-concentrar o corante azul de metileno em

amostras de 4gua tratada destinadas ao consumo humano. As técnicas analiticas
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empregadas para deteccao e quantificacdo foram a espectrofotometria de absor¢éo molecular

no visivel e a espectroscopia Raman.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Contaminacdo de 4guas por corantes

Os diversos residuos provenientes das atividades industriais podem causar sérios
impactos ao meio ambiente, em especial aos corpos hidricos. Dentre esses rejeitos,
destacam-se 0s corantes presentes em varias vertentes da cadeia produtiva. Cabe ainda
ressaltar que dentre as diversas fontes de contaminacao de aguas por esses compostos estao

a industria téxtil e a aquicultura.

2.1.1 Industria téxtil

A industria téxtil esta presente em todo o mundo e tem um significado importante
nos ambitos social, cultural, econémico e politico devido a necessidade humana de vestuario
e outros artigos Uteis, como itens para casa, hospitais, decora¢ao, dentre outros. Sendo assim,
ao longo dos anos, a sociedade desenvolveu uma infraestrutura produtiva para fazer frente a
uma demanda de larga escala no mercado interno e externo. Esta infraestrutura constitui uma
grande rede de segmentos independentes, tais como o beneficiamento das fibras naturais,
sua fiacdo e seu tingimento ° .

No Brasil a industria téxtil teve seu inicio no periodo colonial e apresenta grande
importancia para o pais. Atualmente, o Brasil € uma referéncia mundial em design de moda
praia, jeans e roupas para casa, apresentando grande crescimento nos segmentos fitness e
lingerie, 0 que permite ao pais ocupar a quarta posicdo na producéo de malhas no mundo.
Dados de 2017 da Associagdo Brasileira da Industria Téxtil e de Confec¢des (ABIT) mostram
que o faturamento anual da cadeia téxtil e de confeccéo foi de 51,58 bilhdes de ddlares®*!.
Para suprir toda a demanda dessa cadeia produtiva, cerca de 10000 toneladas de corantes
sdo consumidas pelo setor téxtil anualmente, em &mbito mundial, e sdo descarregados em
agua corrente aproximadamente 100 toneladas por ano!?13

Muitos pesquisadores tém se empenhado na busca de métodos de
remocao/degradacdo de corantes para tratamento dos efluentes téxteis. Dentre os Varios
trabalhos encontrados na literatura, pode-se citar o uso da fotocatalise para degradacao do
azul de metileno feita por Ferrari et al. (2019) e também por Satdeve e Bhanvase (2019); o
uso do processo de adsorcdo, do mesmo corante, usando residuos de fibra de algodao,
descrito por Tenev et al. (2019); a aplicacao da ultrafiltracéo realizada por Parakala et al. (2019)

com o intuito de remocéo do azul de metileno, dentre outros. 141/
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A agua residual é também constituida de outros componentes, tais como sais,
agentes de limpeza, compostos clorados, surfactantes, dentre outros. No entanto, os corantes
sdo os principais constituintes desses efluentes e os problemas a eles relacionados, séo
varios, dentre os quais pode-se citar a dificuldade de transferéncia de oxigénio, dificuldade de
penetracdo da luz nos corpos d’agua, com consequente interferéncia no processo
fotossintético, afetando o equilibrio do ecossistema aquético. Além disso, geram problemas
de natureza estética bem como interferem na satde animal e humana, uma vez que muitos
corantes téxteis e seus metabdlitos sdo toxicos e carcinogénicos®®®. Tendo em vista os
problemas supracitados, é imprescindivel remover os corantes de aguas residuarias, antes

gue essas se misturem aos corpos d’agua receptores.

2.1.2 Aquicultura

A Organizagéo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO, na
sigla em inglés) introduziu em 1988 a definicdo para o termo aquicultura como o cultivo de
organismos aqudticos incluindo peixes, moluscos, crustaceos e plantas aquaticas. Esse
cultivo leva em consideracdo intervencfes feitas no processo de criagdo das espécies
aquéticas, com o objetivo de melhorar a producdo, como alimentagcéo, protecdo contra
predadores, incluindo também a aplicacéo de remédios no combate a doencas?*°,

Dados da FAO de 2018 mostram que a aquicultura mundial é gerida
principalmente pelos paises da Asia, sendo a China o maior produtor, seguida pela América
com 4,2% e da Europa com 3,7%. No Brasil, a aquicultura tem-se desenvolvido fortemente
nos ultimos anos e estima-se que o pais deve registrar um crescimento de 104% na produgéo
da pesca e aquicultura em 2025. Mesmo estando longe da producéo da Asia, a América Latina
e o Caribe vem mantendo uma das taxas de expansdo aquicola mais elevadas do mundo?2t,

O aumento no consumo de pescados tem sido motivado pelos beneficios que
geram a saude, uma vez que fornece varios nutrientes importantes, como vitaminas D, A e
B, minerais como calcio, zinco, ferro, além de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa,
EPA (acido eicosapentaenoico) e o DHA (acido docosaexaenoico), 0s quais ndo sdo gerados
pelo nosso organismo e precisam ser obtidos a partir de uma dieta saudavel #%. Por
conseguinte, percebe-se a grande importancia da manutencéo da qualidade dos alimentos
pelos produtores, mantendo-os adequados para o consumo humano. Logo a aplicacdo de
antimicrobianos nas aguas se faz necessario para garantir a salde dos animais aquaticos.
Porém, isso abre margem para o uso indiscriminado de produtos veterinérios ndo permitidos,

como 0s corantes, 0s quais podem causar consequéncias a salide humana 222 ,
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Devido a grande preocupacdo com 0s riscos inerentes a contaminacdo por
corantes em aguas de aquicultura, muitos trabalhos tém sido publicados propondo novas
formas de deteccdo desses compostos, tanto nas aguas quanto nas espécies cultivadas nelas
e que sao destinadas ao consumo humano. Como exemplo desses trabalhos, tem-se a
publicacdo de Xu et al. (2018) que detectaram o corante verde malaquita em agua de
aquicultura utilizando a pré-concentracdo eletroquimica associada ao espalhamento Raman
intensificado pela superficie (SERS). Amelin et al. (2017) quantificaram o azul de metileno em
diversos produtos aquaticos para fins alimenticios como truta, carpa, lagosta, dentre outros,
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de

massas.>423-26

2.1.3 O azul de metileno como um contaminante

O azul de metileno (Ci6H1sCIN3S), representado na Figura 1, é um corante
catibnico da classe das fenotiazinas, se apresentando como um pé escuro e cristalino de
massa molar igual a 319,8 g mol - com pKa 1 =5,5 e pKa 2 = 6,0 ?’. Possui alta solubilidade
em agua, 43,6 g L a 25 °C e tem absor¢do maxima na regiéo do visivel em 664 nm 28, O azul
de metileno (AM) embora ndo tenha toxicidade elevada, pode causar vérios efeitos
prejudiciais & saude humana, como periodos rapidos de dificuldade de respiragdo por
inalagcdo; enquanto a ingestdo produz uma sensagdo de queima e provoca hauseas, vomito,
diarreia e gastrite. A ingestdo de altas doses provoca dores no abddmen e torax, dor de

cabeca severa, transpiracdo abundante, confusdo mental dentre outros sintomas 62°,

TH3 THs
Cl .

HJC——N@SUN
N/

Figura 1. Estrutura molecular do corante azul de metileno.?®

CH,

O AM é um dos corantes mais usados na industria para tingir algodao, papel, seda,
|4, dentre outros, além de ser usado para coloracdo temporaria em cabelos 282°, Na
aquicultura tem sido aplicado como antifungico, devido a seu baixo custo frente a outros

medicamentos veterinarios 3. Como consequéncia do vasto uso desse corante, ha geracédo
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de efluentes aquosos com quantidades consideraveis de azul de metileno, o que pode
ocasionar problemas aos animais e aos seres humanos.

Os efluentes de origem doméstica e/ou industrial, sdo destinados as estacdes de
tratamento de esgoto (ETES) as quais tratam as aguas residuais, para depois serem escoadas
para o mar ou rio. Porém, segundo Starling et al. (2019), no Brasil essas estacdes de
tratamento tratam até o estagio secundario e levam a uma remocao limitada de contaminantes,
consequentemente as ETEs tem sido as principais fontes de contaminantes emergentes para
0 meio ambiente, uma vez que as aguas saem dessas estacdes e sdo langcadas nas aguas
superficiais ou corpos receptores. Além disso, segundo dados do Sistema Nacional de
Informacgbes sobre o Saneamento (SNIS, 2018), apenas 46% do esgoto gerado no Brasil
passa por tratamento. Isso quer dizer que 0s outros 54% sdo despejados diretamente nos
corpos d’agua, onde estacdes de tratamento de agua (ETAs) fazem captacao para tratamento
e distribuicdo. Portanto, o descarte direto € outra fonte de contaminacao dos corpos hidricos
e como consequéncia a agua destinada ao consumo humano pode conter residuos de
poluentes, mesmo apds passarem por tratamento 7831, Nao existem regulamentos oficiais ou
leis sobre contaminantes emergentes em matrizes ambientais no Brasil. O Conselho Nacional
do Meio Ambiente (CONAMA) estabelece condi¢bes e padrdes de lancamentos de efluentes
em geral, porém muitos compostos como corantes, plastificantes, hormbnios e outros
geralmente néo sdo regulamentados 83233,

A qualidade da agua destinada ao consumo humano tem sido uma das
preocupacdes apresentadas por diversos pesquisadores. Sanchez (2018) investigou e
detectou parabenos em agua tratada e mineral e Becerra-Herrera et al. (2018) analisou os
mesmos compostos em agua de torneira. Campestrini e Jardim (2017) encontraram cocaina
e seu metabolito em 100% das amostras de 4gua potavel e Rozas et al.(2016) encontraram
residuos de cafeina, atrazina e triclosan em agua de torneira 323437,

Uma vez que a purificacdo da agua nas estagdes de tratamento, nao é totalmente
eficaz na eliminacdo de contaminantes, o azul de metileno pode estar presente na agua para
consumo humano. Esse corante pode servir como um marcador para outros compostos
contaminantes persistentes na agua tratada, ou seja, se houver residuos desse composto,
pode haver outros até mais prejudiciais a saude e que nao foram removidos apds o

processamento da agua, como farmacos e horménios por exemplo®?,
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2.1.4 Preparo de amostra e técnicas analiticas para analise de azul de

metileno em matrizes aquosas

Amostras de composigédo complexa como matrizes ambientais bem como aquelas
com analitos em nivel tragco requerem um preparo prévio minucioso, de forma a possibilitar a
eliminacd@o dos interferentes e a pré-concentragdo da espécie de interesse. Sendo assim, 0
preparo da amostra contribui consideravelmente para o aumento da sensibilidade e da
seletividade de uma andlise % . Métodos de pré-tratamento de amostras como extragdo em
fase sélida (SPE), extragéo liquido-liquido (LLE), cromatografia de permeacéo em gel (GPC),
microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME), extracdo por ponto nuvem (CPE), e
extracdo acelerada por solventes (PLE), tem sido empregadas para a andlise de corantes
sintéticos em diversas matrizes, inclusive em amostras de interesse ambiental como corpos
d’agua 3°% | Aliadas a esses diferentes métodos de preparo de amostra, diversas técnicas
analiticas podem ser utilizadas para a determinagdo de corantes em aguas. No entanto, a
técnica de maior destaque € a espectrofotometria de absor¢do molecular na regido do
ultravioleta e visivel (EAM-UV/Vis), relatada em varios trabalhos 294547 |

Na literatura, predomina as publicagcbes com diversas propostas de novas
tecnologias e materiais adsorventes para a retirada/degradacdo do azul de metileno de
matrizes aquosas, em detrimento daquelas que sao relativas ao preparo da amostra, que tem
0 objetivo de pré-concentrar, determinar e/ou quantificar esse corante 614-17:45.46.4849 - Apesar
do vasto numero de trabalhos publicados com o intuito de remediar o problema da
contaminacado da agua pelo azul de metileno, o preparo da amostra seguido da deteccao e
guantificacdo desse corante ndo é muito explorada na literatura, como pode ser visto na
Tabela 1, a qual apresenta trabalhos dos ultimos nove anos, em que os autores fazem a

gquantificacdo desse corante em diversas matrizes aquosas.
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Tabela 1.Trabalhos descritos na literatura que determinam o corante azul de metileno em matrizes aquosas.

) Preparo de o N L
Amostra de dgua Técnica analitica LD (mg L) LQ(mgL? Faixa linear (mg L) Ref
amostra
Residual SALLE EAM-UV/Vis 0,20 0,06 0,20 — 7,00 50
Efluente industrial SPE UPLC-MS/MS 1,00 x 10 4,00 x 104 1,00 x 10°— 5,00 x 103 51
Residual, rio, chuva, torneira, i
| DLLME EAM-UV/Vis 7,90 x 104 2,60 x 103 5,00 x 10 - 3,00 42
ago
Rio, efluente e agua
MSPE-DLLME HPLC-UV 5,00x 105 1,60 x 104 2,00 x 10*-1,00 x 102 52
engarrafada
Residual doméstica, rios. DSPE-CPE EAM-UV/Vis 6,50 x 104 2,05 x 103 2,00 x 10 - 3,00 x 101 53
Agua tridestilada fortificada - SERRS 7,47 x 10 2,27 x 104 1,60 x 10°- 4,50 x 102 27
Agua tridestilada fortificada - EAM-UV/Vis 0,19 0,58 0,20 - 6,80 2

LD: limite de deteccao; LQ: limite de quantificacdo; Ref: referéncia; SALLE: extragdo liquido-liquido assistida pelo efeito salting out ; EAM-UV/Vis: espectrofotometria de absorc¢ao
molecular na regiao do ultravioleta e visivel; SPE: extracdo em fase sélida; UPLC-MS/MS: cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial;
DLLME: microextracéo liquido-liquido dispersiva; MSPE: extrac@o em fase solida magnética; HPLC-UV: cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de ultravioleta e

visivel ; DSPE: extracdo em fase sélida dispersiva, CPE: extragdo em ponto nuvem; SERRS: Espalhamento Raman ressonante intensificado pela superficie.
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2.2  Eletroextragéo

Nos ultimos anos, o emprego de campo elétrico combinado com as técnicas de
pré-concentracdo convencionais tem sido proposto para auxiliar os processos de extragao,
gerando reducdo do tempo de preparo de amostras e um aumento da eficiéncia. Séo
exemplos de técnicas que utilizam essa abordagem: a eletroextracdo em fase sélida (E-SPE),
a eletrodialise, a qual é uma das técnicas pioneiras de eletroextracao utilizada em preparo de
amostras, a eletroextracdo em membrana (EME) e as eletroextracées multifasicas que néo
utilizam nenhum suporte fisico para a camada organica como as apresentadas nos trabalhos
de Raterink et al. (2013), Orlando et al. (2019) e Sousa et al. (2020), as quais baseiam-se na
migracdo eletroforética seletiva, de espécies eletricamente carregadas, de uma solucdo
doadora (amostra) para uma solucdo aceptora 385456,

A extracao liquido-liquido impulsionada por campo elétrico foi introduzida no inicio
da década de 1990 por Stichlmair et al. (1992). Porém, a maior exploracéo da aplicacdo de
uma diferenca de potencial em preparo de amostras se deu a partir do trabalho de Pedersen-
Bjergaard e Rasmussen (2006), os quais descreveram a extracdo de espécies ionizadas de
uma amostra aquosa passando através de uma fase organica imiscivel, para uma outra fase
aquosa aceptora pela acéo do potencial elétrico com uma corrente continua. Essa técnica foi

denominada eletroextracdo em membrana (EME) °7-%8.

2.2.1 Eletroextracdo em membrana

A EME foi desenvolvida a partir da microextragdo em fase liquida de fibra oca
(HF-LPME) na qual os analitos sao transferidos da amostra para a fase aceptora devido a
acao de forcas difusivas e convectivas. A EME por sua vez, é uma técnica hibrida que envolve
eletroforese e particdo, ja que com a aplicacdo do campo elétrico, as espécies carregadas
migram em direcdo ao polo de carga contraria, devido a suas respectivas mobilidades
eletrocinéticas®°

Na EME os analitos presentes na amostra aquosa devem estar na forma ionizada,
0 que geralmente é obtido pela acidificacdo do meio quando o analito € basico ou pela
alcalinizacdo quando as espécies a serem extraidas sdo &cidas. As espécies, uma vez
carregadas, migram da amostra para a fase aceptora aquosa, através de uma fase organica
imiscivel, a qual é impregnada em uma membrana porosa de polipropileno, que recebe o
nome de membrana liquida suportada ou SLM (supported liquid membrane). Quando as

espécies ionizadas atingem a interface entre a fase doadora e a SLM, elas migram para essa
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segunda fase por particao e por acdo do campo elétrico aplicado. Os analitos extraidos deixam
entdo a SLM e sao liberados na fase aceptora aquosa a qual deve também estar acidificada,
no caso de analitos basicos, para que as espécies de interesse se mantenham em sua forma
protonada e sejam entdo pré-concentrados nessa fase, evitando a ocorréncia de uma
retromigracdo. Componentes da matriz como ions e proteinas, bem como outras espécies
interferentes de baixa e alta massa molecular, sdo eficientemente retidos na SLM,
proporcionando um processo de clean-up . Na Figura 2 esta representado o esquema da
EME para espécies bésicas (a), as quais estdo positivamente carregadas, e as espécies
acidas (b), negativamente carregadas °.

a) + | = b) - ! +
! 1
i o
| | | |
& © 1O
@ | | @ @ ! [ @
D —t—t ® - —_— ©
@1 1 D@D On 20
e B
| |
Amostra :SLM! Solugdo aceptora Amostra !SLM: Solugdo aceptora

Figura 2. Esquema ilustrativo da EME para a) cations e b) &nions. SLM: membrana liquida suportada.
Fonte: Adaptado de Huang et al (2017)%°.

A EME é um processo misto de eletroforese e particdo, porém a transferéncia de
massa é devida principalmente a migracdo eletrocinética ®!, nesse sentido dois modelos
matematicos foram introduzidos para descrever a transferéncia de analitos carregados na
EME. O primeiro proposto por Gjelstad et al. (2007) é um modelo de transferéncia de massa
em estado estacionario o qual descreve o fluxo dos analitos através da SLM na EME. No
entanto, este ndo revela o impacto do tempo de extracéo na eficiéncia da eletroextracdo em
membrana 2. Posteriormente, foi proposto um modelo dependente do tempo para simular a
transferéncia de massa através da SLM, e esse baseia-se em trés suposicdes: 1) existe um
tempo de atraso na extracdo, que é determinado pelo tempo de permanéncia do analito na
SLM; 2) a conveccdo da amostra para a solugéo aceptora € eficiente sendo que o gargalo da
transferéncia de massa é a travessia na SLM; e 3) a migracdo de analitos na SLM é

unidirecional. Esse ultimo modelo, estd de acordo com a maioria das observacdes
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experimentais e indica que a afinidade da SLM com os analitos e a area de contato entre as
fases afeta fortemente a eficiéncia da EME®®61-3,

Diante disso, o0 processo de eletroextragdo, como uma funcdo do tempo (t) pode
ser descrito pela Equagéo 1 e Equagéo 2 , em que (4 (t) € a concentragéo, dependente do
tempo, do analito i na fase aceptora e o tempo de residéncia desse na SLM € t;,,. Para
t <ty aconcentragdo do analito na fase aceptora € zero, e para t > t;q, a concentragao
na fase aceptora é regida pela Equagado 2 , em que V, € o volume de amostra na fase
doadora; Cgl. € a concentracdo original do analito na amostra; Cp,(t) € a concentragdo do
analito na amostra em fungdo do tempo; k; € o coeficiente de distribuicdo do analito

dependente da voltagem ;V,,, é o volume da SLM; ¥, é o volume da fase aceptora .
Ca(1) =0  parat <tyg Equagéo 1

VDCBi - CDl(t) (VD + k;;Vm)

CAl' (t) = VA

parat = tygg Equacao 2

Na Equacéao 3 é mostrado o célculo para o coeficiente de distribuicdo, o qual esta
diretamente relacionado a Aj¢ que é a diferenca de potencial de Galvani entre a solugéo da
amostra e a SLM e Ao por sua vez, é proporcional a diferenga de potencial (E) aplicada
entre a fase doadora e aceptora ; Z; € a carga do analito i; F é a constante de Faraday; R é a
constante dos gases ideais; T é a temperatura absoluta; AY¢? é uma propriedade da

hidrofobicidade relacionada ao analito i °.

* ZiF w w 0 2
k} = exp =7 (A0p — A ®?) Equacéo 3

Por fim, Cp (t) que também aparece na Equagéo 2 é a concentracdo do analito na
amostra em fun¢é@o do tempo, a qual € calculada de acordo com a Equagédo 4. Onde A e

PP~4 s&o a area superficial ativa da SLM e a constante de permeabilidade do analito nessa,

respectivamente .

_A, pPA
Cp,(t) = Cp. exp (% t) Equacéo 4
D
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Diante das equac¢fes aqui expostas, verifica-se que a eficiéncia de extracdo na EME
aumenta com: 1) o tempo de extracdo até certo tempo de equilibrio; 2) aumento da diferenca
de potencial elétrico, até um certo nivel; 3) diminuicdo do volume da amostra; 4) aumento da
area superficial da SLM .

E importante ressaltar que a composicdo da SLM é um dos parametros determinantes
para uma extracao eficiente e para a seletividade do processo extrativo. Um solvente ideal
deve ter baixa solubilidade em solu¢Bes aquosas, para que haja estabilidade operacional e
evite vazamentos da SLM durante a extracdo. Além disso, o solvente ndo pode ser volatil,
para evitar perdas durante o processo da EME, deve possuir baixa viscosidade para permitir
o transporte dos ions, possuir afinidade adequada pelos analitos de maneira a propiciar uma
boa extracdo e deve possuir ainda baixa condutividade de forma a evitar uma alta corrente no
sistema. Uma corrente elétrica excessiva deve ser evitada, uma vez que altos valores podem
ocasionar instabilidade no sistema, como a formacgéo de bolhas na superficie dos eletrodos
proveniente do processo de eletrélise, como mostrado nas equagdes quimicas representadas
na Equacéao 5 e Equacao 6. A eletrélise sempre ocorre na EME e depende da corrente elétrica
gerada, porém seu aumento indiscriminado, afeta significativamente o desempenho da
eletroextracdo, devido a alteracdo notavel do pH das fases. No entanto, para evitar essas
alteracbes de pH, solugbes tampdo podem ser usadas tanto na fase doadora quanto na
aceptora. Valores controlados de corrente elétrica e consequente reducao da eletrélise podem
ser obtidos com a selecdo adequada do solvente da SLM, o qual é a parte mais resistiva do

sistema e também pelo controle do potencial elétrico aplicado %9¢°
Anodo: H,0 (1) » % 0,(g) + 2H*(aq) + 2e~ Equacdo 5

Catodo: 2H* (aq) + 2e~ —» H, (g) Equacdo 6

2.2.2 A evolucao da eletroextracao

Com o intuito de melhorar a recuperagéo e / ou a taxa de transferéncia dos analitos,
véarias configuracdes de EME ja foram desenvolvidas ao longo dos anos e um dos arranjos
proposto é aquele que n&o inclui nenhum suporte fisico para a camada organica . O primeiro
aparato desenvolvido desse tipo, foi publicado no ano de 2013 por Raterink e colaboradores
e ficou conhecido como eletroextracao trifasica o qual usa uma arquitetura vertical e uma

diferenga de densidade entre solventes para formar uma camada orgéanica ®
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Raterink et al. (2013) desenvolveram um novo método de purificacdo e enriqguecimento
de acilcarnitinas em amostras bioldégicas em uma eletroextracdo liquido-liquido de trés fases,
sem a utilizacdo de membrana para suportar o filtro organico, conforme mostrado na
Figura 3. Neste trabalho, os autores desenvolveram um sistema que consiste em aplicar uma
diferenca de potencial entre dois eletrodos, um posicionado na solu¢do aquosa doadora
(amostra) e o outro na solucao aceptora (gota suspensa por uma ponteira condutora). Entre
a fase doadora e aceptora foi colocado um solvente orgénico que funcionou como filtro,
impedindo, por exemplo, a migragéo de interferentes entre as fases. O campo elétrico aplicado,
promoveu a eletromigracdo do analito para a gota e essa foi diretamente analisada por
espectrometria de massas com ioniza¢ao por nano eletronebulizagéo (nanoESI-MS) em um
sistema automatizado. O aparato desenvolvido por Raterink et al. (2013) foi eficiente para
preparacdo de amostras em bioandlises, uma vez que a fase organica impediu que as

proteinas fossem transportadas para a fase aceptora, conferindo seletividade ao sistema 5.

Ponta de uma ponteira

condutora

Fase aceptora

Filtro orgéanico

Fase doadora

Figura 3. llustracdo esquematica do sistema de eletroextracao trifasica para extracdo de analito
catibnico. Fase aceptora: solugdo aquosa constituida de 33% de metanol e 5% de acido férmico; Filtro
organico: mistura de acetato de etila e acetato de metila (3:2); Fase doadora: plasma humano fortificado
com acilcarnitinas, diluido dez vezes em 33% de metanol e 5% de acido férmico Fonte: Adaptado de
RATERINK et al. (2013).
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Apesar das vantagens que o sistema proposto por Raterink et al. (2013) apresenta,
esse dispositivo também possui uma série de limitacées, como por exemplo, baixa capacidade
extrativa, baixa estabilidade quimica e fisica da gota constituinte da fase aceptora, pequeno
volume capaz de ser sustentado pela ponteira e impossibilidade de aplicacéo de altos valores
de potencial, o que reduz o poder de recuperacdo dos analitos. Diante disso, no ano de 2017,
Orlando e colaboradores do LaMS (Laboratério de microfluidica e separacbes) do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) desenvolveram
e patentearam um novo sistema com a finalidade de contornar essas limitacoes. Nessa nova
configuracdo os pesquisadores utilizaram um cone odontoldgico feito de papel como suporte
para a fase aceptora, 0 que visou substituir a gota suspensa proposta no sistema de Raterink
et al. (2013), conferindo maior capacidade sortiva devido a maior area superficial e maior
estabilidade a fase aceptora, 0 que permite a aplicacdo de potenciais maiores. Além dessas
vantagens, o formato em cone com uma extremidade pontiaguda do sorvente, auxilia na
concentracdo de cargas, o que faz com que o campo elétrico fique mais efetivo nessa regido

e consequentemente proporcione melhor extracao®.

O uso de um suporte sélido para receber o analito em um sistema de extracdo
aplicando campo elétrico ainda ndo é bem difundido na literatura, porém posteriormente a
patente de Orlando et al. (2017), outros dois trabalhos foram publicados recentemente,
usando o mesmo sistema. Orlando et al. (2019) procedeu a eletroextracdo do corante
catidnico violeta de genciana em extrato de tecidos de peixe, e esse analito foi posteriormente
quantificado por analise de imagens digitais. Pouco tempo depois, Sousa et al. (2020) realizou
a eletroextracéo de cocaina em saliva e fez a quantificacédo, por UHPLC-MS/MS %556, Portanto,
o uso do material sorvente na fase aceptora, para as extragées assistidas por campo elétrico
possibilita que apds a extragéo dos analitos, o suporte solido seja usado para leituras diretas,
como no caso das imagens digitais, feitas por Orlando et al. (2019) ou ainda que seja
transportado, armazenado e dessorvido quando necessario, para posterior analise por
técnicas analiticas apropriadas, como cromatografia, por exemplo. A Figura 4, ilustra o
sistema desenvolvido por Orlando e colaboradores no ano de 2017 e utilizado nos dois ultimos

trabalhos supracitados %%
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Eletrodo superior

= = == =3 Sgrvente sélido

Filtro organico

Fonte de potencial -

+|I-

Fase doadora (amostra)

'] ' Eletrodo inferior

Figura 4. llustracdo esquemética do sistema multifsico utilizando suporte sélido na fase aceptora.
Fase aceptora: cone odontolégico embebido em acido acético; Filtro organico: 1-octanol; Fase doadora:
saliva:ACN (50:50, v/v); Fonte: Adaptado de Sousa et al. (2020).

A evolucao da técnica de extracao aplicando campo elétrico com a introducéo de
um suporte solido na fase aceptora abriu novas possibilidades para o preparo de amostras,
uma vez que esse material sélido, apos receber o analito, pode ser armazenado, transportado,
dessorvido para posterior analise ou ainda usado para leitura direta, fazendo uso de analise
de imagens digitais, por exemplo. As extragfes feitas nessa nova configuragdo, destacam-se
pela capacidade de clean-up, maior cinética de extracdo, poder de pré-concentracdo e
seletividade, além de permitir miltiplas extracdes %6, No entanto, o sistema apresentado por
Sousa et al. (2020) e Orlando et al. (2019) possui algumas desvantagens, como: suporte
sélido limitado ao cone odontoldgico, impossibilidade de agitacdo, além de estar restrito a
pequenos volumes de amostra (2 mL) %56,

Diante do crescente aprimoramento das pesquisas nessa area, 0 presente
trabalho apresenta uma nova configuracdo do sistema de eletroextracdo multifasica, a qual é
parte da patente de nimero BR 10 2019 017861 2 desenvolvida e depositada durante a
pesquisa de mestrado referente a essa dissertacdo . Diferentes aplicacdes da tecnologia
patenteada podem ser consultadas também nos trabalhos de Resende (2019) e

Viana (2019) 6768, O trabalho aqui proposto refere-se ao desenvolvimento de um novo sistema,
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que permite a analise de grandes volumes (35 mL) de amostra, com a possibilidade do
emprego da agitacdo magnética, utilizando um suporte sélido para a fase aceptora, além de

permitir multiplas extracdes simulténeas.

2.3 Espalhamento Raman Intensificado por Superficie

A espectroscopia Raman baseia-se no uso de uma fonte monocromatica de luz
visivel ou no infravermelho préximo (NIR), a qual ao ser irradiada sobre um material é
espalhada em todas as dire¢des, de forma eléastica e em menor proporcgéo de forma ineléstica,
ou seja, com energia igual ou diferente da energia da luz incidente. Com o espalhamento
inelastico é possivel obter informacdes importantes sobre a composicdo quimica da amostra
sobre a qual se aplica o laser. A diferenca entre a energia da radiacdo incidente e a espalhada
corresponde a energia com que atomos presentes na amostra em estudo estédo vibrando e
essa frequéncia de vibragéo diz como os atomos estéo ligados, fornecendo informacées sobre
a geometria molecular e as interagbes das espécies, permitindo assim sua identificacdo
inequivoca. O espectro Raman, o qual € como a impressao digital da amostra, é representado
como a intensidade da radiagcéo espalhada em funcdo de sua energia (dada em uma unidade
chamada de nimero de onda e expressa em cm?) 6970,

A intensidade (/) de um sinal Raman é determinada por alguns pardmetros como
a intensidade da radiacdo do laser incidente (1;), nimero de espalhadores (N), energia da
radiagdo incidente (v) e taxa de variacdo da polarizabilidade com a vibracdo molecular

((6a/ 9Q )o), como explicitado na Equagéo 7 .

4 da 2 ~
[ ocly . N.v*.( ﬁ)o Equagéo 7

Um dos entraves da espectroscopia Raman ordindria como técnica analitica € a
baixa probabilidade de que um féton seja espalhado inelasticamente. Em geral apresenta
secdes de choque de espalhamento inelastico baixa (cerca de 10° cm? Sr'! molécula) o que
a torna pouco sensivel. Além disso, esta técnica é sujeita a interferéncia causada pela
fluorescéncia da amostra, a qual compete com o sinal Raman 273,

Observando-se a Equacao 7, vé-se que a intensidade do sinal pode ser ampliada
aumentando-se energia da radiacao incidente (/;), ou o nimero de espalhadores (N) ja que
(v) e ((0a/ 9Q )o) séo invariantes para uma dada linha de laser. Preparando-se solugfes mais
concentradas por exemplo, pode-se aumentar (N), porém nem sempre é possivel e/ou

desejavel e 0 aumento de (I)) pode gerar degradacdo da amostra. Diante dessa limitacdo
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inerente a técnica é clara a necessidade de se buscar formas de intensifica¢éo do sinal Raman.
Neste sentido, uma das maneiras de se promover essa melhoria é através do efeito de
intensificacdo do espalhamento Raman por superficie (SERS — Surface Enhanced Raman
Scattering). O efeito SERS é observado quando uma espécie quimica esta proxima ou
adsorvida sobre uma superficie metélica rugosa com a qual a amostra pode interagir quimica
e fisicamente, permitindo um aumento significativo da intensidade Raman’72,

Os mecanismos de intensificacdo SERS sao bem complexos, mas podem ser
simplificadamente mostrados em termos de duas contribuicdes, uma do modelo quimico e
outra decorrente do modelo eletromagnético. O primeiro é devido as mudancas na
polarizabilidade molecular, associada a transferéncia de carga entre as moléculas
espalhadoras e a superficie metalica. O segundo é decorrente da grande intensificagdo do
campo elétrico proximo a superficie do metal devido a ressonéncia com o plasmon de
superficie desse . Apesar de ambos os mecanismos contribuirem para a intensificacéo, é
consenso na literatura que a contribuicdo do mecanismo eletromagnético € substancialmente
maior’?.

Os metais sdo caracterizados pela presenca de elétrons livres, 0s quais oscilam
com uma certa frequéncia de forma que na interface desse metal com um dielétrico (ar ou
agua por exemplo) essas oscilagcdes adquirem uma frequéncia tal, denominada frequéncia de
plasmon de superficie. Para que o efeito SERS seja observado, esses plasmons de superficie
devem ser excitados pela radiacao eletromagnética incidente e devem estar localizados em
superficies nanoestruturadas. Sendo que as nanoestruturas ou a rugosidade superficial no
caso de substratos continuos, tem a funcdo de permitir a interacao entre o féton incidente e o
plasmon de superficie. Diante disso, com a ressonancia, o campo elétrico local nas
vizinhangas das nanoparticulas ou da superficie metalica rugosa, € intensificado em grande
proporcdo. Assim, a presenca de superficies metalicas nanoestruturadas proporciona a
intensificacdo do sinal por fatores da ordem de 10° vezes, permitindo o uso da espectroscopia
Raman de forma muito mais abrangente, possibilitando a analise de espécies em
concentracdes nas escalas de nano-, pico- e fentograma 73, Os metais nobres, como prata
e ouro, sdo dominantes como substrato material para SERS devido aos enormes fatores de
intensificacdo induzidos pelo efeito eletromagnético. O uso do efeito SERS para a
investigacdo de corantes em matrizes alimenticias, moléculas de interesse biolégico,
poluentes ambientais como corantes e pesticidas em agua, dentre outros, ja foram relatados
na literatura, mostrando a potencialidade dessa técnica com base em sua sensibilidade e
capacidade de diminui¢do da fluorescéncia?®397>-78,

A espectroscopia Raman permite que se explorem efeitos especiais de

intensificacdo do sinal pelo uso do efeito SERS, além de n&o requerer tratamentos laboriosos
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da amostra e nem grandes quantidades dessa. Permite curtos tempos de andlise e ndo exige
gasto com solventes organicos com consequente geracdo de residuos, como em outras

técnicas utilizadas para estudo de corantes, como a cromatografia.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento de um método para
deteccao e quantificacdo do azul de metileno em agua tratada, utilizando um novo dispositivo
de eletroextracdo multifasica para grandes volumes de amostra, como técnica de extracao e

pré-concentracdo do analito e EAM-UV/Vis e SERS como técnicas de andlise.

3.2 Objetivos especificos

. Construir e avaliar o sistema de eletroextracdo multifasica;

o Avaliar a capacidade de sorcéo/dessorcdo do azul de metileno em diferentes
materiais sorventes para a fase aceptora;

o Avaliar o desempenho e a reprodutibilidade da extracdo do azul de metileno em
diferentes configuragdes do sistema de eletroextragdo multifasica;

o Aplicar um planejamento fracionario para triagem das variaveis significativas na

extracdo do azul de metileno;

o Otimizar as variaveis significativas da eletroextracéo através de um planejamento

do tipo Box - Behnken;
. Validar o método utilizando a EAM-UV/Vis como técnica de analise;

o Fazer uma avaliacdo qualitativa do efeito SERS em diferentes concentracdes de

corante azul de metileno provenientes das solu¢des de dessorcéo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e reagentes

Os materiais sorventes testados foram:

e Silica gel 60-200 mesh (JT Baker)
e Algodédo marca Apollo®
e Florisil® 60-100 mesh (Sigma Aldrich)

e Cone odontoldgico de papel n° 60 (Tanari)

Os reagentes usados foram todos com pureza grau analitico ou superior:

o Azul de metileno (Synth)

e Acido acético glacial (Synth)

e Acido cloridrico (Merck)

e Acido citrico (Synth)

¢ Fosfato de sédio bibasico (Synth)
e l-octanol (Neon)

e 2-etilhexanol (Sigma Aldrich)

e Acetonitrila grau HPLC (Merck)

e Metanol grau HPLC (Merck)

e Etanol (Synth)

e Agua deionizada (18,2 MQ cm) por deionizador Simpak® (Merck)

4.2 Equipamentos

¢ Homogeneizador de solu¢des da marca Kacil modelo HMO1-A

e Bomba a vacuo Dia-Pump®

e Fonte de eletroforese da marca KASVI modelo K33- 300 V

e Agitador do tipo vortex marca Velp Scientifica modelo ZX classic
e Balanca analitica marca Shimadzu modelo ATX224

e Espectrofotdmetro UV-Vis marca Agilent modelo Cary 60
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¢ Microcomputador Pentium (Intel) contendo: sistema operacional Microsoft
Windows XP, programa de aquisicdo de dados Multi Meter Interface (versao
Build 07.12.051339) com uma entrada RS-232.

e Multimetro (Tekpower) modelo TP4000ZC com um comunicador RS-232
(EUA) conectado ao microcomputador;

e Ultrassom da marca Ney ULTRAsonik, modelo 28H

e Furadeira de bancada Motomil 245W Mandril 1/2" FBH 130i

e Centrifuga marca Centribio

e pHmetro JK-PHM-005, marca JKI

e Sistema de eletroextragdo multifasico para grandes volumes de amostras
BR1020190178612

e Espectrbmetro Raman marca Horiba modelo T64000

4.3 Materiais para construcao do sistema de eletroextracdo multifasico

Para a montagem do sistema multifasico de eletroextragdo desenvolvido nesse
trabalho, utilizou-se materiais de baixo custo, facilmente encontrados em laboratorio ou
acessiveis no comércio, como a palha de ago inoxidavel, por exemplo, encontrada em
supermercado e os eletrodos construidos a partir de linha de aco inoxidavel encontrados em
lojas de artigos para pesca. Esses materiais estéo relacionados abaixo e foram usados para

montagem do sistema de eletroextragéao.

e Tubos cbdnicos de polipropileno de 50 mL (Tipo Falcon Cralplast®)
e Ponteiras de micropipetas 100-1000 uL (Tipo Gilson, Olen®);

e Eletrodo de acgo inoxidavel do tipo haste

e Eletrodo de aco inoxidavel do tipo espiral

¢ Mangueira de silicone de didmetro interno 3,2 mm

e Barras magnéticas (0,7 x 1 mm)

e Palha de aco inoxidavel (Scotch Brite®)

e Batoques de vedacao
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4.4 Parte Experimental

4.4.1 Preparo da solucao estoque e intermediaria de azul de metileno

A solucdo estoque de azul de metileno (AM) 1000 mg L™ foi preparada usando o
corante em po6 e diluindo esse em agua ultrapura, sendo armazenada em frasco ambar e
geladeira a 4°C.Todas as solugdes intermediérias de concentracdes menores que a estoque,
necessarias ao trabalho, foram preparadas no momento do uso. Para acompanhamento da
estabilidade do corante, uma solugdo de AM de concentragdo 10,0 mg L™ foi monitorada pelo
seu espectro de absorcdo no UV-Vis durante o periodo de execucao do presente trabalho.

4.4.2 Preparo das solu¢cdes tampao Mcllvaine

A solugbes tampéo Mcllvaine nos diferentes valores de pH testados, foram
preparadas pela mistura de solugdes de acido citrico 0,10 mol L e fosfato de sédio bibasico

0,20 mol L nas proporcdes apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Volumes de fosfato de sédio bibasico e de acido citrico usados para o preparo de 20 mL das

solugdes tampdao nos diferentes valores de pH 7°.

pH 0,20 mol L1 de Na,HPO, 0,10 mol L1 de acido
(mL) citrico (mL)

2,00 0,40 19,60

3,00 4,11 15,89

5,00 10,30 9,70

6,00 12,63 7,37

7,00 16,47 3,53

4.4.3 Montagem e funcionamento do sistema multifasico de eletroextracao

A Figura 5 mostra duas configuracdes do sistema multifdsico de eletroextracao
utilizado nesse trabalho. Em “A” tem-se o sistema com restritor de volume para o filtro organico

e em “B” tem-se o filtro organico livre.
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Figura 5. Desenho esquematico para o sistema de eletroextracdo multifasico para amostras em
grandes volumes (35 mL). (A) configuracdo com restritor de volume para filtro organico; (B)
configuragao com filtro orgénico livre. (a) eletrodo superior; (b) contato elétrico; (c) suporte sélido com
eletrolito (fase aceptora); (d) filtro orgéanico; (e) fase doadora; (f) mangueira de teflon isolante do eletrodo;
(g) eletrodo inferior; (h) barra magnética; (i) fonte de diferenca de potencial.
Adaptado de BR10 2019 017861 2 5.

Para a montagem do sistema visto na Figura 5, colocou-se em um frasco de
polipropileno, uma barra magnética, a fase doadora e o filtro organico. No caso do sistema
com restritor de volume para o filtro, foi usada uma mangueira de silicone de 10 mm de
comprimento e 3,2 mm de didmetro interno, para conter o filtro organico.

Para a montagem da parte superior desse sistema, ponteiras de micropipetas

contendo a fase aceptora, foram montadas conforme mostrado na Figura 6.



Ponteira de micropipeta
com ponta cortada

Insercéo do Imerséo em Adigdode 0,05 g Indércao do
material solugéo de de contato Eletrodo
sorvente eletrolitos elétrico superior
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Figura 6. Desenho esquematico do processo de montagem das ponteiras de micropipeta contendo a

fase aceptora. Adaptado de Resende, 2019. 8

As ponteiras foram cortadas em suas pontas de forma a aumentar a area superficial
de contato do material sorvente com o filtro organico, sendo o didmetro da ponta apés o corte
de 2 mm para a ponteira com restritor de volume e de 3 mm para a ponteira usada no sistema
com filtro livre. Em seguida acomodou-se o material sorvente (suporte solido para a fase
aceptora), previamente pesado, no interior dessa ponteira. Na sequéncia, o material sorvente
foi embebido em 15 pL de solucéo de eletrdlitos e entdo colocou-se um pedacgo de palha de
aco inoxidavel (aproximadamente 0,0500 g) para se fazer o contato elétrico, adicionando-se
por ultimo o eletrodo superior. Apés essa montagem, esse conjunto foi encaixado no frasco
contendo a fase doadora.

Para a realizagdo das eletroextragdes, os frascos representados na Figura 5

foram acoplados nos pogos da base multipogos, representada na Figura 7.
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Figura 7. Esquema ilustrativo do dispositivo multipo¢os para eletroextracdo onde séo apresentados (a)
o dispositivo de agitagdo magnética, (b) a fonte de alimentacdo de energia, (c) 0 poco para
posicionamento do tubo de eletroextragcéo e (d) os terminais elétricos ligados a fonte de diferenca de
potencial. Adaptado de BR10 2019 017861 2 5,

A base multipocos permite 10 analises simultdneas. Ela possui um sistema de
agitacdo magnética, gerada por ventoinhas de computadores, que proporcionam uma rotacédo
de aproximadamente 1400 rpm, que pode ser acionada ou ndo e permite a aplicacdo de uma
diferenca de potencial pela conexao dos eletrodos com uma fonte de eletroforese, utilizando

cabos e conectores.

4.4.4 Processo de dessorcao do corante azul de metileno eletroextraido do

material sorvente.

Ap6s o processo de eletroextracdo, a ponteira contendo a fase aceptora foi
retirada do sistema e, apés a remocao do eletrodo superior e do contato elétrico (palha de
aco), empurrou-se 0 material sorvente com uma haste metélica para dentro de um microtubo
de polipropileno. Ao sorvente foram adicionados 860 uL de solvente de dessorcdo e, em
seguida, levou-se o microtubo ao vortex por 30 segundos numa velocidade de 2000 rpm para
proporcionar a dessorcao. Apos a dessorc¢ao, o liquido foi colocado em uma cubeta de quartzo
de caminho 6tico de 1 cm e analisado em um espectrofotdmetro UV/Vis na faixa de

400-800 nm com resolucao espectral de 1 nm a fim de se obter os valores de absorbancia.
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4.45 Triagem para escolha do material sorvente e de seu respectivo solvente

de dessorcao

Antes de se iniciar o processo de eletroextracao, fez-se testes (n=1) de sorgéo e
dessorcao a fim de se escolher o suporte ideal para a fase aceptora. Os materiais sorventes
analisados foram silica, florisil, algodao e cone odontoloégico de papel e os solventes de
dessorcao testados foram metanol e solu¢des aquosas de acido acético 0,1% e 1% (v/v).

Para o teste de sorcdo foram preparados 10,00 mL de solucdo aquosa
10,0 mg L* de azul de metileno em agua ultrapura e colocada em contato com 150 mg de
sorvente contido em um tubo de polipropileno. A mistura ficou em contato por 30 minutos a
25 rpm em um homogeneizador de solugdes.

Apo6s o periodo de 30 minutos, filtrou-se a solugdo utilizando um sistema de
filtracdo a vacuo, a fim de retirar o excesso de liquido do material sorvente. O liquido foi
recolhido em um tubo de polipropileno, e o material sélido retirado do filtro e colocado em
contato com 10,0 mL do solvente de dessor¢cdo em um tubo de polipropileno. O material solido
com a solugéo, ficou em contato em um homogeneizador de solu¢des a 25 rpm por 30 minutos
e, apos esse periodo, a mistura (sorvente + solvente de dessor¢do) foi centrifugada e o
sobrenadante separado. As solucdes filtradas na etapa de sor¢éo e os sobrenadantes das
dessorcgfes foram analisadas em um espectrofotometro UV/Vis nas condigbes descritas na
secdo 4.4.4.

A porcentagem de sorc¢ao foi calculada de acordo com a Equacgao 8:

%d . AbsdoAM sorvidox 100 c 50 8
o desoreao = Abs da solugdo de AM inicial quacao

Em que a absorbéncia (Abs) do AM sorvido é igual a Abs do AM presente no
filtrado (ou seja, o que nado foi sorvido) subtraida da Abs da solucdo de AM inicial de
concentracédo 10,0 mg L* preparada em agua.

Para o calculo da porcentagem de dessorcdo, primeiramente foram preparadas
soluces de AM de concentracdo 10,0 mg L™ nos respectivos solventes de dessorcéo para
poder se ter a comparacdo das absorbédncias no mesmo ambiente quimico, entdo

procedeu-se os calculos mostrados na Equagao 9 e na Equagéo 10:

AMg,;, x 100

AM sorvido Equacao 9

% dessorgdo =
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Em que:

Absg,p, x 10 mg L™t

AM =
sob ™ Abs da solugao de AM inicial em solvente

Equacao 10

Onde AMsq, € 0 azul de metileno presente no sobrenadante e Abss,, € a absorbancia do
sobrenadante.

4.45.1 Dessorgao com mistura de solventes

Com base nos resultados de sorcdo e dessorgdo supracitados, foram escolhidos
os 3 melhores sorventes. Para a dessor¢édo nessa etapa, foi usada uma mistura de 3 solventes,
constituida de metanol (MeOH) / acetonitrila (ACN) / &cido acético (HAc) na proporgéo
40:40:20 (v/viv) respectivamente. As porcentagens de sor¢cdo e dessor¢cdo também foram

calculadas como supracitado.

4.4.6 Avaliacao de diferentes configuracdes do sistema

Os testes preliminares para o sistema de eletroextracdo sédo abordados nas

secOes a sequir.

4.4.6.1 Eletroextragdo com uso de restritor de volume para o filtro organico -

sob agitacdo magnética.

Os primeiros testes de eletroextragdo multifasica para o corante azul de metileno,
foram feitos utilizando o sistema com restritor de volume de filtro organico, como representado
na Figura 5 (A). Utilizou-se esse restritor com o intuito de reduzir o volume de solvente
organico gasto para as extracdes de grandes volumes de amostra. Esse restritor foi
confeccionado manualmente, a partir de uma mangueira cilindrica de silicone, e seu desenho

esguematico esta representado na Figura 8.
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Figura 8. Desenho esquematico da visao frontal da mangueira de silicone usada como restritor de

volume para o filtro organico.

Apbs acoplar a mangueira de silicone na ponta da ponteira contendo a fase
aceptora, pipetou-se 45 yL de 1-octanol para dentro desse restritor de volume e encaixou-o
no frasco de polipropileno, onde previamente foi adicionado a barra magnética, o eletrodo
inferior e a fase doadora. Estando o0 sistema montado como visto na Figura 5 (A), fez-se as
ligactes na fonte de eletroforese, sendo o eletrodo superior (em contato com a fase aceptora)
conectado no polo negativo e o eletrodo inferior (imerso na fase doadora) conectado ao polo
positivo, de forma que o corante catiénico pudesse migrar em direcdo ao polo com carga
contraria a sua. Apés preparada a montagem, ligou-se a agitacao e a fonte de eletroforese.

As condicbes para essa eletroextracdo estdo expostas na Tabela 3.
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Tabela 3: Condicdes para eletroextracdo multifasica usando o restritor de volume para filtro organico.

Fase doadora 35,0 mL de solugéo 4,0 mg L de AM em
5:1 (v/v) de agua e tampao Mcllvaine
pH = 3,00
Eletrélito da fase aceptora Acido acético 0,50 mol L*
Suporte solido da fase aceptora 0,0150 g de algodéao
Potencial elétrico 300 V
Tempo de aplicacdo do potencial 20 minutos
Filtro organico 45 pL de 1-octanol
Agitacéo ~1400 rpm
Numero de replicatas 3
Diametro da ponta da ponteira 2mm

ApOs o processo de eletroextracdo, o algoddo contendo o corante eletroextraido
foi transferido para um microtubo de polipropileno e a esse foi adicionado 860 pL de uma
mistura de MeOH / ACN / HAc na proporgao 40:40:20 (v/viv) e levado em seguida em um
vortex a 2000 rpm por 30 segundos, de forma a dessorver o azul de metileno. As leituras de
absorbancia dos sobrenadantes foram feitas no espectrofotdbmetro UV/Vis na faixa de 400-
800 nm com resolucao espectral de 1 nm e cubeta de quartzo de caminho 6tico de 1 cm. Os
valores de absorbancia usados para os resultados foram o0s encontrados em

654 nm, onde o corante apresenta maxima absorcdo no solvente de dessorcao.

4.4.6.2 Eletroextragdo com o filtro orgéanico livre

A configurac@o sem o uso de restritor de volume para o filtro organico denominada
“eletroextracdo com filtro organico livre”, foi feita diminuindo o volume da amostra (fase
doadora) de 35,0 para 32,0 mL e aumentando o volume de 1-octanol para 3,00 mL, sendo
esse colocado lentamente, sobre a fase doadora, com o auxilio de uma pipeta. O didmetro da
ponta da ponteira onde colocou-se a fase aceptora, foi de 3 mm para essa configuragéo. As

demais condi¢Bes foram idénticas as apresentadas na Tabela 3.
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A montagem necessaria para a eletroextracdo com filtro livre esta ilustrada na
Figura 5 (B). Todos os outros procedimentos necessarios, foram idénticos ao sistema (A).
Para essa configuracao foi feita triplicata da extracdo com aplicacdo da agitacdo com e sem
uso do campo elétrico e triplicata sem agitacdo com aplicacdo de campo elétrico. A fase
doadora para todas as trés condi¢bes consistiu de 32,0 mL de solucdo 4,0 mg L de AM em
5:1 (v/iv) de &gua e tampdo Mcllvaine pH = 3,00. As trés condicBes avaliadas para a

configuracao com filtro organico livre estao dispostas na Tabela 4.

Tabela 4: Condicdes para eletroextragdo multifasica usando o sistema de filtro livre.

Com agitagao Sem agitacgao

Com campo elétrico  Sem campo elétrico Com campo elétrico

Potencial
o 300V ov 300V
elétrico
Agitacao ~1400 rpm ~1400 rpm 0 rpm

ApoOs o processo de eletroextragdo, o algoddo contendo o corante foi transferido
para um microtubo de polipropileno e a esse foi adicionado 860 pL de uma mistura de
MeOH / ACN / HAc na proporgéo 40:40:20 (v/v/v) e levado em seguida a um vortex a 2000
rom por 30 segundos de forma a dessorver o corante azul de metileno. As leituras de
absorbancia dos sobrenadantes foram feitas no espectrofotbmetro UV/Vis na faixa de 350-
800 nm com resolucéo espectral de 1 nm e cubeta de quartzo de caminho 6tico de 1 cm. Os
valores de absorbéancia usados para os resultados foram os encontrados em 654 nm, onde o

corante apresenta maxima absorcéo no solvente de dessorgéo.

4.4.7 Estudo multivariado para avaliacdo das condi¢cfes de eletroextracao

multifasica do corante azul de metileno

Um planejamento exploratério fatorial fracionario foi feito para triagem das
variaveis usadas na eletroextracdo multifasica do corante azul de metileno e em seguida foi

feito um planejamento Box-Behnken para otimizacdo das variaveis significativas.
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4.4.7.1 Planejamento Fatorial Fracionario 2y &3

O planejamento fatorial fracionario 2y ¢ foi usado como uma ferramenta de
triagem para verificar as variaveis significativas, ou seja, aquelas que teriam influéncia no
processo de eletroextracdo do corante azul de metileno, para isso escolheu-se as variaveis
listadas na Tabela 5 com seus respectivos niveis. Os fatores avaliados nesse trabalho foram
baseados em varidveis j4 reportadas na literatura como determinantes no processo de
migracéo de diversos outros analitos em extracdes com aplicacdo de campo elétrico 648081, A
matriz para o planejamento encontra-se disposta na Tabela 6 e os experimentos foram feitos
de forma aleatéria.

Tabela 5: Variaveis investigadas no planejamento fatorial fracionario 2 8-

Variaveis Niveis
-1 +1
Eletrélito da fase aceptora HAc pH = 2,50 HCI pH = 2,50
pH da fase doadora 2,00 7,00
Tipo de orgénico na fase
20% de ETOH 20% de ACN
doadora
Tempo de extragéo 10 minutos 20 minutos
Quantidade de sorvente
0,01504g 0,0300 g

na fase aceptora

Tipo de filtro orgéanico 2-etilhexanol 1-octanol
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Tabela 6: Matriz do planejamento fatorial fracionario 2y 63

Tipo de Tempo uantidade
Eletrdlito pH da P P Q

organico de de sorvente Tipo defiltro
Exp da fase fase .
nafase extracdo na fase orgéanico
aceptora  doadora _

doadora (min) aceptora ()
1 HAC 2,00 etanol 10 0,0300 1-octanol
2 HCI 2,00 etanol 20 0,0150 2-etilhexanol
3 HAc 7,00 etanol 20 0,0150 1-octanol
4 HCI 7,00 etanol 10 0,0300 2-etilhexanol
5 HAC 2,00 ACN 20 0,0300 2-etilhexanol
6 HCI 2,00 ACN 10 0,0150 1-octanol
7 HACc 7,00 ACN 10 0,0150 2-etilhexanol
8 HCI 7,00 ACN 20 0,0300 1-octanol

As eletroextracdes para esse planejamento foram feitas utilizando o sistema de
filtro organico livre, sem o uso da agitacdo e a fase doadora foi preparada diretamente em
tampéo Mcllvaine no pH do respectivo experimento contendo 20% v/v de orgénico, tendo a
concentracdo de 4,0 mg L! do corante azul de metileno nessa solucdo. Como resposta
analitica, utilizou-se os sinais de absorbancia provenientes das dessorcdes e os resultados
experimentais foram analisados no software Design Expert v.11. Nesse tipo de planejamento,
de resolucdo lll, ha o confundimento dos efeitos de segunda ordem com os de terceira ordem.
Os efeitos principais, por sua vez, sdo confundidos com os de quarta ordem, porém seréao

avaliados apenas os efeitos principais.

4.4.7.2 Planejamento de otimizacao do tipo Box-Behnken

A metodologia de superficie de resposta Box-Behnken foi utilizada para otimizar
as variaveis que foram significativas para o processo de eletromigracdo do corante azul de
metileno, previamente detectadas a partir da triagem feita utilizando o planejamento fatorial

fracionario. O planejamento Box-Behnken requer poucas combinagfes de fatores, sendo
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estes estudados sempre em trés niveis (-1, 0 e +1) e o numero de experimentos (N)
necessarios para sua execucdo é dado por N = k2 + k +pc, onde k é o nimero de variaveis e
pc é o nimero de experimentos do ponto central . Sendo assim, tendo 3 variaveis
significativas, as quais sdo apresentadas na Tabela 7, foram feitos 15 experimentos no total,
sendo 3 replicatas no ponto central. A matriz do planejamento de otimizacdo esta

representada na Tabela 8 e os experimentos foram realizados em ordem aleatéria.

Tabela 7: Variaveis otimizadas no planejamento Box-Behnken

Niveis
Variaveis
-1 0 1
Tempo 15 20 25
pH 5,00 6,00 7,00

% ACN na fase doadora 30 35 40
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Tabela 8: Matriz do planejamento experimental Box-Behnken

Experimento Tempo (min) pH da fase doadora % ACN na fase doadora
1 15 5,00 35
2 25 5,00 35
3 15 7,00 35
4 25 7,00 35
5 15 6,00 30
6 25 6,00 30
7 15 6,00 40
8 25 6,00 40
9 20 5,00 30
10 20 7,00 30
11 20 5,00 40
12 20 7,00 40

PC 20 6,00 35
PC 20 6,00 35
PC 20 6,00 35

As eletroextracfes para esse planejamento foram feitas utilizando o sistema de filtro
organico livre, sem o0 uso da agitacdo, como no planejamento de triagem, porém a fase
doadora constitui-se de uma solucdo 0,5 mg L de azul de metileno, com porcentagem de

organico prépria de cada experimento, preparada no tampao Mcllvaine no seu respectivo valor
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de pH. O &cido acético 0,50 mol L foi usado como eletrélito da fase aceptora o qual foi
embebido em 0,0300 g de sorvente e como filtro organico utilizou-se o 1-octanol.
Como resposta analitica, utilizou-se os sinais de absorbancia provenientes das

dessorcdes e os resultados experimentais foram analisados no software Design Expert v. 11.

4.4.8 Avaliacao do perfil da corrente elétrica para a eletroextracdo multifasica

do azul de metileno

Os ions em solucdo possuem diferentes mobilidades eletroforéticas, o que
caracteriza a corrente elétrica que atravessa o sistema. Sendo assim, fez-se um teste para
medir a corrente elétrica durante a extracdo do corante em sistema com filtro livre nas
condigbes otimizadas, utilizando para isso um multimetro, o qual trabalhou como um
amperimetro e foi conectado a um computador, para aquisicdo dos dados, por uma entrada

do tipo RS-232. As condigfes de eletroextracdo estdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9. Condig8es da eletroextracdo multifasica para avaliagédo do perfil de corrente

Sistema Filtro livre sem agitacéo

32,0 mL de solugédo 0,5 mg L de azul de
Fase doadora metileno, preparada em tampéao Mcllvaine

pH = 5,00 com 35% de ACN (v/v)

Eletrdlito da fase aceptora
Suporte s6lido da fase aceptora
Potencial elétrico
Tempo de aplicacdo do potencial
Filtro organico

Diametro da ponta da ponteira

Solugéo 0,50 mol L de HAc
0,0300 g de algodéao
300V
25 minutos
3 mL de 1-octanol

3mm

4.4.9 Figuras de mérito avaliadas para o método

Apos definir as melhores condicBes para a eletroextracdo do azul de metileno,

foram avaliadas algumas figuras de mérito baseando-se nos guias de validacdo do Instituto
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Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro) e do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Parametros como linearidade, efeito de matriz,
repetibilidade, precisdo intermediaria, veracidade em termos de recuperacao, eficiéncia de
extracdo, limite de quantificacdo (LQ) e limite de detecc¢éo (LD) foram determinados usando a
EAM-UV/Vis como técnica de analise para as dessorcdes provenientes das extracbes. As
condicbes para as eletroextracdes foram as mesmas que as apresentadas na Tabela 9
anteriormente, exceto para a concentracdo da fase doadora, porém a partir dessa secao as

concentragdes indicadas serdo as da amostra, as quais serdo indicadas em cada teste.

4.49.1 Linearidade

Para avaliacdo da linearidade construiu-se uma curva analitica, denominada
curva 1, com as concentrac6es da amostra e os sinais analiticos das respectivas dessorcdes
obtidas ap6s o processo de eletroextracdo, o que se chamou de “curva extraida”. Os seis
niveis de concentragées da amostra foram: 0,030; 0,075; 0,150; 0,225; 0,300; 0,375 mg Lt e
fez-se triplicatas independentes em cada ponto, e o tampéo Mcllvaine pH = 5,00 necessario
para a elaboracdo da solucéo foi preparado utilizando-se agua deionizada. Construiu-se uma
segunda curva nas mesmas condigdes em um dia distinto a qual foi designada como curva 2,
essa foi usada para os calculos da precisao intermediaria.

Seguindo a metodologia de Souza e Jungueira (2005) a linearidade foi avaliada
através do método dos minimos quadrados ordinarios em que os dados obtidos para a curva
extraida foram inseridos em uma planilha de célculo do programa Excel especifica para teste
de linearidade, a qual realizou testes estatisticos como : teste do residuo padronizado Jacknife
para a investigacdo e eliminagcdo de outliers; teste Ryan-Joiner, Durbin-Watson e Brown-
Forsythe para verificar a normalidade, independéncia e a homogeneidade da variancia dos
residuos, respectivamente. Nessa mesma planilha foi feita a andlise de variancia (ANOVA)

para averiguar a significancia da regresséo e se havia desvio de linearidade .

4.49.2 Efeito de matriz

Para analisar o efeito de matriz foi repetido 0 mesmo procedimento descrito na
secdo anterior (4.4.9.1), porém para o preparo do tampdo Mcllvaine pH = 5,00, a 4gua
deionizada foi substituida pela amostra real (dgua de torneira). Antes da verificagdo do efeito
de matriz, a curva extraida matrizada teve sua linearidade analisada seguindo 0 mesmo
procedimento para a curva preparada em agua deionizada. A metodologia e a planilha de

calculo propostas por Souza (2007) foram usadas para a avaliagdo do efeito de matriz na qual
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aplicou-se um teste F (Fisher-Snedecor) de homogeneidade das variancias para verificar se
as variancias das amostras matrizadas e ndo matrizadas nado diferiam estatisticamente em
cada nivel de concentracdo e também um teste t (Student) para comparacao das inclinacbes

e intersecdes das curvas 8.

4.49.3 Precisao

A precisdo do método foi verificada em termos de repetibilidade e precisdo
intermediaria, ambas foram avaliadas em trés niveis de concentracdo da amostra, 0s quais
foram 0,030; 0,225 e 0,375 mg L. A repetibilidade foi calculada e expressa em termos do
desvio padréo relativo (% DPR) das concentragfes obtidas, de acordo com a Equagao 11 e
cada nivel foi feito em sextuplicata. Para encontrar os valores de concentragcdo para essa
figura de mérito, construiu-se uma curva extraida, designada curva 1. O DPR foi calculado
para cada nivel fazendo-se a raz&o entre o desvio padrdo das medidas (DP) e a concentragéo

média determinada para essas (CMD).

DP
%DPR = CMD

x 100 Equacao 11

Para o célculo da preciséo intermediaria, 0 mesmo procedimento foi realizado nas
mesmas condi¢des que as extragdes feitas para a repetibilidade, mudando apenas o dia dos
experimentos e construiu-se uma nova curva para comparacdo dos dados obtidos,
denominada curva 2, entdo calculou-se o DPR utilizando o desvio e a média das doze leituras

para cada nivel de concentragéo.

4.49.4 Veracidade

Para os calculos de veracidade em termos de recuperacdo, foram feitas
sextuplicatas de eletroextracdes nos seguintes niveis de concentracdo da amostra: 0,030;
0,225 e 0,375 mg L*. O valor de recuperacéo foi calculado para cada nivel através da
Equacao 1, a partir dos valores de concentracdes encontrados utilizando a curva analitica
denominada curva 1.

concentragdo média experimental x 100

R 30(%) = Equagéo 12
ecuperagao(%) concentracio tedrica quac
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4.4.9.5 Limite de quantificacdo e deteccao

O processo de eletroextracdo foi realizado em sextuplicata para o branco da
amostra e a partir dos valores de desvio padrdo da resposta do branco (s) e do coeficiente
angular (a) da curva analitica, calculou-se os limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ),

como mostrado nas Equacao 13 e Equacao 14 respectivamente.

3,3s "

LD = 3 Equacédo 13
10s ~

LQ = e Equacao 14

4.4.10 Eficiéncia de extracao

Para a eficiéncia de extracdo (EE) preparou-se amostras de 0,225 mg L* de azul de
metileno em sextuplicata e realizou-se todo o procedimento de eletroextracdo. Em seguida,
repetiu-se 0 mesmo procedimento para a amostra branco (agua deionizada), a qual foi
fortificada na mesma concentracéo, no final do processo de eletroextragdo. O calculo esta
representado na Equacdo 15 e foi feito como demonstrado no trabalho de
Sousa et al. (2020) *°. O valor de absorbancia para o analito que foi extraido, foi corrigido
dividindo-se a absorbancia encontrada pelo fator de correcdo (FC), uma vez que o volume
inicial e final sdo diferentes, como mostrado na Equacao 16. O valor de absorbancia média
do analito adicionado refere-se ao valor médio obtido para os brancos eletroextraidos que

foram fortificados no final do processo.

(Abs anahlgc(): extraldo) <100
Abs média do analito adicionado

(%)EE = Equacdo 15

Em que:
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FC = volume da fase doadora (mL) - o 16
"~ volume da solugao de dessorcdo ( mL) quagao

4.4.11 Fator de pré-concentragéo

Para o calculo do fator de pré-concentracdo (FPC), preparou-se amostras de
0,030 mg L* de azul de metileno em sextuplicata e realizou-se todo o procedimento de
eletroextracdo. Com o auxilio de uma curva analitica construida em solvente de dessorgéo,
abrangendo a faixa de concentracdo de 0,25 a 2,00 mg L%, encontrou-se as concentragcoes
das solucdes provenientes da dessorcdo e fez-se a razdo dessas pela concentracdo da

amostra como mostra a Equacao 17.

concentracdo da soluc¢do de dessor¢ao .
FPC = — Equacao 17
concentragdo da amostra

4.4.12 Analise qualitativa da eletroextracdo multifasica do azul de metileno

utilizando o espalhamento Raman intensificado por superficie

Para uma andlise qualitativa utilizando a espectroscopia Raman intensificada por
superficies, preparou-se amostras de cinco concentragées abrangendo uma faixa de 5 x 10?1
a5 x 10° mg L de azul de metileno e fez-se as eletroextracdes nas condicdes otimizadas.
Em uma tampa de frasco do tipo eppendorf de 2 mL, forrou-se papel aluminio e adicionou-se
150 uL da solucao de dessorcao proveniente da eletroextracéo, 200 uL de uma suspensao de
nanoparticulas de ouro (AuNPs) e 30 uL de solucdo de NaCl 0,10 mol L. Apds o preparo
dessa mistura, fez-se a homogeneizacdo e aguardou-se 10 minutos antes de se fazer as
leituras no equipamento.

Para as leituras utilizou-se um espectrébmetro Raman Horiba T64000, com modo
monocromador simples, rede de 600 linhas/mm, excitagdo em 785 nm de um laser Ti:Safira.
Os espectros foram obtidos com 30 mW de poténcia do laser na amostra, objetiva de 50x e 5
acumulacdes de 60s, tendo resolucéo espectral de 1 cm™. A aquisicédo dos dados foi feita pelo

software Labspec 6 e os espectros foram tratados utilizando o programa Origin 2018.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Comparagcédo da sorcdo e dessorcao do corante AM em diferentes

materiais

Antes de se iniciar o processo de eletroextracdo, escolheu-se quatro diferentes
materiais, silica, florisil, algoddo e cone odontolégico, para se fazer testes de adsorcao e
dessorcao de forma a selecionar um suporte para a fase aceptora. A Figura 9 apresenta 0s
resultados de sorgcdo e mostra que a silica e o cone foram os materiais que melhor sorveram
o corante azul de metileno com 96 e 95% de sorcao respectivamente, seguido pelo florisil com

93% e por ultimo o algoddo com 78%.
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Figura 9. Porcentagem de sorcdo do azul de metileno aquoso pelos diferentes sorventes testados.
Condig6es: 10,0 mL de solugdo aquosa de AM 10,0 mg L; 150 mg de sorvente; tempo de 30 minutos

a 25 rpm; (n=1).

A silica gel possui alta capacidade de sor¢éo devido a sua grande area superficial,
fazendo com que haja significativa adsorcao fisica, além disso, ha a adsor¢cdo quimica que
pode ser explicada pela presenca dos grupos silandis, que corroboram para a existéncia de
ligagGes de hidrogénio com o azul de metileno %.

A boa sorcao apresentada pelo florisil (silicato de magnésio), pode ser explicada
pela alta capacidade de adsorcédo dos silicatos alcalinos terrosos frente a corantes catiénicos,

gue é devido a superficie carregada negativamente desse silicato, o que permitiu que o azul
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de metileno (corante catidnico) fosse atraido pelos sitios anidnicos do sorvente; essa sor¢ao
se da fisicamente e por troca idnica .

O algodéao é uma fibra natural celulésica e a boa sorcéo era esperada, uma vez
que o AM é usado para tingimento desse material na inddstria téxtil 287, A celulose possui em
sua estrutura diversos grupos hidroxila livres, o que permite uma forte interacdo com os
elétrons nao ligantes dos atomos de nitrogénio do corante através de ligacdes de hidrogénio.

O cone que também é constituido de celulose, segundo o fabricante, é formado
de papel absorvente esterilizado e de alta absorcao, silicato de s6dio e goma adraganta. A
maior sor¢céo apresentada pelo cone comparado ao algodéo, pode ser devida a presenca do
silicato, em que a superficie carregada negativamente, proveniente dos oxigénios ligados ao
silicio, possuem a capacidade de interagir eletrostaticamente com o corante catidnico,
promovendo uma sorcao adicional, que ocorre com a molécula de azul de metileno e a
celulose. Além disso, como as fibras de celulose no cone sédo enoveladas, elas podem gerar
maior porosidade para a adsorcao fisica das moléculas do corante.

Ap0s a sorc¢do, testou-se a dessorcdo do corante em metanol e solugcdo aquosa
de acido acético 0,1 % (v/v) e 1 % (v/v) para todos os materiais e os resultados foram expostos

na Figura 10.
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Figura 10. Porcentagem de dessorcédo do azul de metileno dos diferentes sorventes testados, utilizando
metanol e acido acético 0,1 e 1 % (v/v), como agentes dessorventes. Condi¢des: 10,0 mL de solvente

de dessorcéo; tempo de 30 minutos a 25 rpm; (n=1).

E possivel perceber que o metanol foi o melhor solvente de dessor¢do para os

materiais sorventes, enquanto o acido acético 1% (v/v) foi o segundo melhor. Apenas para o
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florisil ndo houve diferenca entre os solventes. O maior valor de recuperacao do corante foi
obtido quando se utilizou 0 metanol para dessor¢céo do algodao, com um valor de recuperacao
de 83%.

A melhor dessor¢cdo do corante ocorrida na silica frente ao metanol, ocorre por
que o hidrogénio da hidroxila do alcool esta disponivel para participar de uma atracao dipolo-
dipolo efetiva com os pares de elétrons dos nitrogénios do AM, o que o permite estabelecer
ligacdes de hidrogénio com o corante, fazendo com que o metanol retire o corante da silica
mais efetivamente. J& para o acido acético, o carboxilato formado pela perda do H* pode ser
estabilizado por ressonancia, ndo estando o H da hidroxila tdo disponivel para interagées com
0 corante quanto no metanol. Além disso, a porcdo organica do metanol e do acido acético
permitem a quebra das interag8es hidrofébicas do corante com os materiais sorventes. O que
justifica o fato do metanol ter apresentado melhor performance, comparado as solucbes
diluidas de acido. Uma vez que mais moléculas estavam disponiveis para essa interagdo com
0 corante.

O corante presente no florisil foi pouco dessorvido em todos os casos, indicando
que a sorcdo preponderantemente € quimica. Esse resultado sugere que a interacdo de
natureza eletrostatica estabelecida entre o florisil e o corante é mais forte que a com os
dessorventes testados.

O melhor resultado de dessorcéo foi obtido para o algod&o, incluindo todos os
solventes de dessorcdo, especialmente com o metanol, indicando que esse solvente polar
interage melhor com o corante que com a celulose, tendo entdo a eficacia de retira-lo do
algodéo. Por outro lado, o corante néo foi bem dessorvido do cone de papel, nem mesmo com
metanol, o que indica uma forte interacdo de natureza quimica, provavelmente ligagbes de
hidrogénio, entre o azul de metileno e esse material, favorecida pelas impurezas presentes
no cone e justificavel pelo mesmo motivo que esse apresentou melhor sor¢gdo comparado ao

algodao.

5.2 Dessorgao com mistura de solventes

Com base nos resultados obtidos na triagem para os quatro materiais
dessorventes, selecionou-se trés: a silica, o cone e o algodédo, para um teste de dessorcao
utilizando uma mistura de MeOH / ACN / HAc na proporcéo 40:40:20 (v/viv), de forma a tentar

melhorar o desempenho de dessorcéo do corante, o que pode ser visto na Figura 11.
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Figura 11. Comparagéo entre a porcentagem de sorcdo do AM 10,0 mg L! aquoso e a porcentagem
de dessorc¢do utilizando uma mistura de MeOH / ACN / HAc na proporc¢éo 40:40:20 (v/v/v), como agente

dessorvente; (n=1).

Houve uma significativa melhora nos valores de dessorcao nos trés materiais, com
valores de 91% para a silica, 86% para o cone e 96% para o algoddo. A unido desses trés
reagentes faz com que o corante seja solvatado e facilmente liberado do material sorvente. O
pequeno tamanho das moléculas desses reagentes e o fato deles terem um dipolo parcial
negativo sobre o oxigénio (alcool e acido acético) e sobre o nitrogénio (acetonitrila) possibilita
que essa extremidade negativa circunde o corante catibnico. Além disso, a unido desses trés
solventes propicia um aumento da hidrofobicidade da mistura, o que auxilia na quebra das
interagBes hidrofobicas do corante com 0s materiais sorventes.

Comparando os resultados para esses trés materiais, 0 que apresentou melhor
desempenho na dessorcdo com a mistura de solventes foi o algoddo, com quase 100% de
recuperacdo do AM. Além disso, em comparacdo ao cone e a silica, ele possui maior
facilidade de aquisi¢cdo, menor preco e possui facil acomodacéao na ponta da ponteira utilizada
no sistema de eletroextragdo, sendo assim, se mostrou um 6timo material para ser usado
como suporte da fase aceptora.

O uso de um suporte soélido para receber o analito em um sistema de extracéao
aplicando campo elétrico ainda ndo € bem difundido na literatura, porém tem apresentado
inimeras vantagens. Em trabalho recente, Orlando et al. (2019) usou um cone de papel como
suporte para a eletroextracdo do corante cristal violeta de extrato de peixe e observou que

isso conferiu maior estabilidade ao sistema comparado ao dispositivo com gota pendente
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usado por Raterink et al. (2013), podendo se aplicar potenciais mais altos. Além disso, ap6s
a eletroextracdo o suporte pode ser transportado, armazenado, dessorvido ou ainda pode-se
fazer andlise direta, como no trabalho de Orlando et al. (2019) que usou um scanner para

obtencdo das imagens digitais dos cones °¢¢4,

5.3 Avaliacédo de diferentes configuracdes do sistema

Diferentes configuragfes do sistema de eletroextracdo multifasico foram avaliadas e
comparadas no intuito de se escolher a que proporcionasse maiores extracbes do corante
azul de metileno, com resultados reprodutiveis. ApGs o procedimento de eletroextracdo para
cada configuracdo do sistema, as solucdes provenientes da etapa de dessorcdo foram
levadas ao espectrofotometro UV/Vis e os valores médios de absorbéncia e seus respectivos
desvios foram dispostos na Figura 12.
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Figura 12. Gréfico comparativo dos sinais de absorbéncia média da solucdo de dessorcao para o azul
de metileno em 654 nm para quatro diferentes configuracées do sistema de eletroextracdo multifasico.
(FL= filtro livre).

A eletroextracdo com o uso de restritor de volume para o filtro organico sob
agitacdo magnética esta representada no grafico com o nome de “restritor com agitagéo”
enquanto as configuragdes com filtro livre testadas com e sem agitacdo estdo representadas
como “FL com agitagdo” e “FL sem agitagao” respectivamente. Na situacdo sob agitacdo em

que nao se aplicou campo elétrico, deu-se o nome de “FL com agitagdo e sem campo”.
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Calculou-se também o coeficiente de variacdo (CV) para estimar a variabilidade entre

as replicatas e esses valores estao registrados na Tabela 10.

Tabela 10: Valores de absorbancia média e coeficiente de variacdo para as triplicatas de extracao das

diferentes configuracdes do sistema multifasico.

Abs média CV (%)
Restritor com agitacado 0,120 34
Filtro livre com agitagao 0,032 25
Filtro livre com agitacdo e sem 0,001 104
aplicacao de campo elétrico
Filtro livre sem agita¢éo 0,150 11

O sistema com restritor de volume apesar de apresentar a vantagem de fazer uso
de uma pequena quantidade de filtro organico, apresentou-se pouco reprodutivel em seu
resultado, como facilmente observado pelo valor do coeficiente de variacdo elevado. Isso
pode ser explicado pelo fato do restritor ser confeccionado manualmente, o que dificulta a
padronizagdo das medidas do recorte necessario a seu uso, além de possiveis bolhas de ar
que podem ser geradas ao se inserir o filtro organico dentro do pequeno compartimento. Vale
ressaltar também, que comparado ao FL sem agitacdo essa configuracdo apresentou uma
menor extracdo do AM, o que pode estar relacionado ao menor didmetro da ponteira onde a
fase aceptora faz contato com o filtro organico. Isso pode ser explicado pela resisténcia
elétrica (R) de um meio condutor que depende do comprimento (I) da secao transversal (a)
e da resistividade do meio (p), sendo esse ultimo substituido pelo seu reciproco quando se
trata de solucdes, recebendo o nome de condutividade elétrica do meio (x), como visto na
Equacado 18. Logo, aumentando-se a area referente ao diametro da ponteira, a resisténcia a

passagem de fons diminui, o que favorece a transferéncia do analito para a fase aceptora .

R=— Equacgéo 18

Uma vez que o sistema com restritor de volume ndo ofereceu resultados

reprodutiveis, a configuracado com o filtro livre foi testada. Primeiramente fazendo-se o uso da



62

agitacdo, com e sem aplicacdo do campo elétrico, isso porque a transferéncia de massa em
um sistema de eletroextracdo pode ser realizada tanto por difusdo como pela eletromigracéo
e facilitada pela conveccdo. Sendo assim, a agitacdo pode favorecer o transporte das
espécies carregadas e o campo elétrico aplicado promove a eletromigracao dessas.

Yamini et al. (2014) publicaram um estudo para um sistema de eletroextracdo em
membrana com agitacdo para alguns analitos basicos, os quais sdo colocados em diferentes
volumes e diferentes agitacdes. Neste trabalho os autores concluiram que, de uma forma
geral, a medida que se tem maiores volumes de amostra, a importancia da agitagcdo aumenta,
uma vez que ela passa a ser necessaria para favorecer o processo de transferéncia das
espécies carregadas®. A necessidade de agitacdo é explicada pela dupla camada de ions
que se forma no inicio do processo de eletroextracdo, tanto na interface entre a fase doadora
e o filtro organico como entre esse Ultimo e a fase aceptora. Esse fendmeno provoca um
aumento da resisténcia a corrente elétrica nas interfaces dos liquidos imisciveis e
consequentemente dificulta a transferéncia de massa. Logo, a agitacdo pode ajudar a evitar
a formacdo dessa dupla camada e consequentemente melhorar o processo extrativo ©°.
Porém, os resultados obtidos no presente trabalho, mostram que a agitacao nao favoreceu o
processo de migracdo do analito para a fase aceptora. Yamini et al. (2014) também
observaram que um analito no volume de 24 mL teve sua recuperacdo diminuida quando a
agitacdo passou de 1000 para 1250 rpm , sendo assim, a necessidade ou ndo de agitagcdo
dependera de cada espécie quimica em questdo e das condigbes empregadas.

Com relacéo ao teste sem aplicacdo do campo elétrico, esse foi feito para mostrar
a contribuicdo da aplicagdo de uma diferenga de potencial elétrico em processos extrativos
de espécies carregadas. Os baixos valores de absorbancia para a condicdo sem campo
elétrico, confirmam que o azul de metileno nas condicdes estabelecidas é transferido para a
fase aceptora majoritariamente por eletromigracéo. A agitacdo na configuracao filtro livre fez
com que a quantidade de azul de metileno eletroextraida diminuisse, assim, optou-se por
utilizar o sistema de filtro livre sem agitacdo com aplicacdo do campo elétrico, que além de
gerar resultados mais reprodutiveis, proporcionou maiores valores de extragdo, como visto na

Figura 12.

5.4 Estudo multivariado para avaliacdo das condicdes de eletroextracao

multifasica do corante azul de metileno

Nessa sec¢do os resultados para os planejamentos, exploratério do tipo fatorial e

de otimizacdo Box-Behnken, foram discutidos.
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5.4.1 Planejamento Fatorial Fracionario 2y 63

Os resultados para o planejamento fatorial fracionario estdo apresentados na
Figura 13, onde vé-se que as variaveis significativas para o processo de eletroextracdo do
azul de metileno em ordem de importancia foram: o tipo de organico presente na fase doadora

(C), o tempo de extracéo (D) e o pH da fase doadora (B).

0
©
|

C-ORGANICO DOADORA

95_5
—  90d Bp-TEMPO
3 E Bp-pH
= 80 O A-FASE ACEPTORA
g 70 =
=]
=
_g 50 ¢
@ ©
= 30 2 O Efeito positivo
E 20 _ Or_FiLTRO ORGANICO B Efeito negativo
,_,% 10
5 OAD

RN AT m

OE QNT ADSORVENTE

-
I

I I T ] T I T
-0.07 0,04 0,14 0,25 0,35 0.45 0,56

Efeitos

Figura 13. Grafico dos efeitos versus probabilidade normal para o planejamento fatorial
fracionario 2m 3. Condicdes: diferenca de potencial elétrico de 300 V; concentracdo do azul de

metileno na fase doadora 4,0 mg L.

Todos os fatores significativos apresentaram efeitos positivos, ou seja, um
aumento no nivel dessas variaveis ocasiona um aumento nos valores da resposta, que nesse
caso é a absorbancia, indicando maior extragdo. Esses efeitos principais que foram
significativos, se afastam da reta normal. Com relacdo aos efeitos nao significativos, esses
seguem uma distribuicdo normal e sdo os que estdo sobre a reta, sendo os efeitos principais
a fase aceptora (A) e o filtro organico (F). A quantidade de adsorvente (E) foi pouco
significativa e teve um efeito negativo. Diante desses resultados as variaveis escolhidas para
um planejamento de otimizag&o foram a acetonitrila como solvente organico na fase doadora,
o tempo de extracdo e o pH da fase doadora. Quanto as variaveis que foram fixadas para o

processo de otimizagdo o 1-octanol foi escolhido por ser economicamente mais acessivel e
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possuir menor toxicidade. O &cido acético foi escolhido como eletrdlito da fase aceptora uma
vez que as extracdes com HCI estavam gerando um leve aquecimento. Por fim, a quantidade
de adsorvente que se apresentou pouco significativa, foi fixada em seu maior nivel, mesmo
apresentando um efeito negativo, para garantir material sorvente suficiente quando em
condicbes de altos valores de extracdes no planejamento de otimizacdo. O efeito negativo
para a quantidade de adsorvente pode ser explicado pela elevacdo da resisténcia elétrica
conferida pelo crescimento da coluna de material sorvente ao aumentar sua massa,

diminuindo, dessa forma, a eficiéncia da eletroextracéo.

5.4.2 Planejamento de otimizac¢ao do tipo Box-Behnken

Ao iniciar os primeiros ensaios para execucdo do planejamento de otimizacéo
Box-Behnken, diminuiu-se a concentracdo da fase doadora de 4,0 mg L para 0,5 mg L, de
forma a garantir fase aceptora suficiente no processo de eletroextragdo, uma vez que nas
novas condi¢des, a extracdo do corante teve um grande aumento. Como 0 processo extrativo
com aplicacdo do campo elétrico ocorre com a troca de ions entre as fases aceptora e
doadora, para se evitar um esgotamento dessa primeira, com consequente ruptura do
processo de eletroextracdo, se faz necessario que haja uma maior concentracdo ionica na
fase aceptora comparada a fase doadora.

Para avaliag&o estatistica da influéncia dos fatores porcentagem de acetonitrila na
fase doadora, tempo de extragéo e pH da fase doadora, utilizou-se o software Desing Expert
v. 11, o qual ajustou um modelo pelo método dos minimos quadrados para as absorbancias

obtidas, gerando os resultados obtidos na Tabela 11.
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Tabela 11: Valores de p, coeficientes estimados e coeficiente de determinacdo para o modelo ajustado.

Fonte de variacao p-valor da falta de ajuste Coeficiente
estimado
A - Tempo < 0,0001 0,1163
B-pH < 0,0001 -0,1196
C-%ACN < 0,0001 0,0439
AB < 0,0001 - 0,0496
AC 0,0033 - 0,0270
BC 0,0383 0,0178
A? 0,5137 0,0063
B? < 0.0001 - 0,0564
C? < 0.0001 - 0,1003
Falta de ajuste 0,2259 -
Modelo < 0,0001 -

Variacdo explicada (R?) = 0,9855

A qualidade do ajuste do modelo foi avaliada por ANOVA e o modelo n&o
apresentou falta de ajuste em 95% de confianca, com valor de p maior que 0,05, sendo a
regressao significativa, com valor de p para o modelo menor que 0,05 e a variancia explicada
pelo modelo foi de 98,55%. O coeficiente estimado representa a mudanca esperada na
resposta quando todos os fatores restantes sdo mantidos constantes e pelos valores vé-se
que o tempo e a porcentagem de ACN tiveram um valor positivo, ou seja, em niveis mais altos
dessas varidveis ha um aumento da resposta, enquanto que o pH apresentou um coeficiente
negativo, ou seja, um aumento na resposta quando esse fator esta em um nivel mais baixo.

As interagBes entre os fatores estudados estdo representados pelas superficies

de resposta da Figura 14.



66

36 C:% ACN
38

17

A: Tempo 15 40

e 34 C:%ACN
6

- 32
6,5
B: pH 7 30

Figura 14. Superficies de resposta para o planejamento Box-Behnken avaliando interagdo entre: (A)
tempo e porcentagem de organico na fase doadora; (B) pH da fase doadora e tempo de extracéo; (C)
pH e porcentagem de organico ambos da fase doadora. Condi¢des: diferenga de potencial elétrico de

300 V; concentragdo do corante na fase doadora de 0,5 mg L1; fase aceptora constituida de 0,0300 g
de algoddo embebido em solucéo 0,50 mol L de acido acético.
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Ao observar as superficies de resposta, percebe-se que se tem maiores valores
de absorbancia para o tempo préximo do nivel superior (25 minutos) e para concentracdes de
ACN préximas do nivel zero (35%), enquanto que para o pH, tem-se um aumento na resposta
gquando esse se encontra proximo a niveis baixos (pH = 5,00).

O tempo em que o potencial elétrico é aplicado também determina o total de ions
que serao trocados entre as fases doadora e aceptora, porém ha um tempo limite para que
ocorra uma extracdo maxima, e isso ocorre quando ha o esgotamento dos ions constituintes
da solugéo eletrolitica da fase aceptora #4.

O efeito positivo na resposta com o uso de ACN na fase doadora pode ser
explicado por dois fatores. Um deles é que na presenca desse solvente ha uma diminuicdo
da condutividade da solucdo, o que faz com que haja um aumento do campo elétrico e
consequentemente um acréscimo na cinética de migracdo dos ions, gerando maior
extracdo %. Além disso, o solvente organico presente na fase doadora proporciona uma menor
tenséo interfacial entre essa e o 1-octanol constituinte do filtro orgénico, facilitando assim o
transporte do analito para a fase aceptora.

Para que o azul de metileno migre em dire¢do ao catodo por eletromigracéo, ele
precisa estar positivamente carregado, logo, o pH da fase doadora precisa estar em um valor
tal que garanta que o corante esteja protonado. Isso explica por que o pH 6timo foi igual a
5,00 uma vez que, nessa condi¢cdo o corante assume duas cargas positivas tendo, portanto,
sua extracdo regida preponderantemente pela eletromigracdo. Em valores de pH maiores que
6,00 ele assume a neutralidade e nessa ultima condig&o sua migragéo passa a ser comandada
majoritariamente por difusdo. A Figura 15 mostra as estruturas do azul de metileno em

diferentes valores de pH Z’.
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Figura 15. Estruturas do azul de metileno em diferentes valores de pH. Fonte: Adaptado de
Anastapoulos (2017)?.

Diante dos resultados supracitados, as condicbes O6timas para o0 método
desenvolvido foram fase doadora composta de tampéo Mcllvaine pH = 5,00 com 35% (v/v) de
ACN e tempo de 25 minutos para a eletroextracao.

5.5 Avaliacdo do perfil da corrente elétrica para a eletroextracdo multifasica

do azul de metileno.

Durante a aplicagdo do campo elétrico ao sistema de eletroextragdo multifasico, a
corrente elétrica individual do sistema, foi monitorada e o resultado esta apresentado na
Figura 16.
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Figura 16. Perfil da corrente elétrica para o sistema otimizado. Condi¢8es: fase doadora composta por
32,0 mL de AM 0,5 mg L* em tampado Mcllvaine pH = 5,00 com 35% (v/v) de ACN; filtro organico
formado por 3,00 mL de 1-octanol; fase aceptora constituida por acido acético 0,50 mol L* imobilizado

em 0,0300 g de algodao e diferenca de potencial elétrico de 300 V aplicado durante 25 minutos.

Ao analisar a Figura 16 percebe-se que hd um aumento na corrente elétrica nos
primeiros minutos e com o passar do tempo essa atinge um patamar estavel ao longo do
tempo de aplicagdo do campo elétrico®.

Esse aumento da corrente elétrica nos primeiros minutos, pode ser explicado pela
migracgao inicialmente rapida dos ions presentes em diregdo aos eletrodos de carga oposta,
quando um campo elétrico é aplicado. Porém, com o tempo esses ions tendem a se acumular
nas interfaces da fase doadora com filtro orgénico e desse com a fase aceptora, formando
uma dupla camada de ions a qual oferece resisténcia a transferéncia de massa fazendo com
gue a corrente cesse seu aumento &,

O perfil apresentado na Figura 16 comprova a estabilidade do sistema durante o
tempo da extragdo, uma vez que, uma corrente elétrica muito alta inviabiliza o sistema de
extracao por causar instabilidade no sistema. Seja por processo de eletrélise na superficie do
eletrodo ou sobreaquecimento por efeito Joule, o que acarreta degradacéo do analito bem
como do suporte solido usado na fase aceptora. O valor da corrente elétrica varia pra cada
sistema, uma vez que é dependente de diversos fatores, como por exemplo, das
caracteristicas fisico-quimicas do analito estudado, da condutividade dos solventes presentes

e da concentracao total de eletrdlitos nas fases doadora e aceptora. A leve queda apresentada
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préximo dos 25 minutos pode ser devida a passivacdo do eletrodo ou até mesmo por

esgotamento ou secagem da fase aceptora-8889,

5.6 Figuras de mérito avaliadas para o método

A seguir sdo apresentados e discutidos os resultados para algumas figuras de

meérito do método desenvolvido.

5.6.1 Linearidade

Foram construidas duas curvas extraidas em dias distintos, as quais foram

designadas curva 1 e curva 2, expostas na Figura 17 e Figura 18, respectivamente.
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Figura 17. Curva analitica extraida (curva 1) para solu¢des de azul de metileno em tampao Mcllvaine
pH = 5,00. Absorbancia em 654 nm.
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Figura 18. Curva analitica extraida (curva 2) para solucdes de azul de metileno em tampao Mcllvaine
pH = 5,00. Absorbancia em 654 nm.

Foram construidas duas curvas devido ao teste de precisdo intermediaria, que foi
feito em dois dias diferentes e os dados de cada dia foi interpolado com sua respectiva curva.
Essas curvas foram do tipo y = ax + b, em que y é o sinal analitico (absorbancia) adquirido
por EAM-UV/Vis, a é o coeficiente angular, b é o coeficiente linear e x refere-se a
concentracdo do analito. A deteccéo de outliers para as curvas 1 e 2 foi realizada pelo teste
do residuo padronizado de Jacknife. Ndo houve outliers para a curva 1 e houve a necessidade
de remocé&o de um outlier da curva 2. No mais, para as duas ndo houve autocorrelagdo entre
os residuos com p > 0,10 (teste de Durbin-Watson), os residuos seguiram a normal com
p > 0,10 (teste de Ryan-Joiner) e apresentaram homocedasticidade com p > 0,05 (teste de
Brown-Forsythe) e por fim, com uma andlise de variancias (ANOVA) foi verificado que néo

houve desvio de linearidade com p > 0,05 e a regressao foi significativa com p < 0,001.

5.6.2 Efeito de matriz

Para o teste do efeito de matriz, ap6s construir a curva analitica extraida em agua
de torneira, analisou-se a linearidade seguindo o mesmo procedimento para a curva
preparada em 4gua deionizada e obteve-se resultados idénticos aos da curva 1, como descrito
na secdo anterior (5.6.1). Em seguida a homogeneidade das variancias dos residuos das duas
curvas foi testada pelo teste F, encontrando-se p < 0,05, mostrando heterocedasticidade entre

eles. O teste t foi aplicado para comparar as intersecbes e inclinacbes das curvas,
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encontrando-se para ambos p > 0,05 indicando que as intersecdes e inclinacbes nao diferem
entre si. Assim, verificou-se a auséncia do efeito de matriz, o que também pode ser visto

observando a sobreposi¢do das curvas na Figura 19.
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Figura 19. Analise do efeito de matriz para as curvas analiticas extraidas em agua deionizada e em

agua de torneira (matriz).

5.6.3 Preciséao

Para se avaliar a repetibilidade fez-se extracdes da amostra para os niveis 0,030;
0,225 e 0,375 mg L' e substituiu-se os valores de absorbancia encontrados para as
dessorgdes na curva 1 e entdo encontrou-se os valores de concentragfes para os trés niveis
analisados. Em seguida, calculou-se a média, o desvio padrao e o DPR das medidas. Em um
dia distinto, repetiu-se 0 mesmo procedimento feito para a repetibilidade, fazendo-se uma
nova curva, designada curva 2, e os valores de absorbancia encontrados foram lancados na
equacdo dada por essa, para se encontrar as concentracoes.

Para o célculo de DPR para avaliacao da preciséo intermediaria, uniu-se os seis
valores de concentracdes encontrados no dia 1 e os seis encontrados no dia 2, calculou-se a
média, o desvio e o DPR desse conjunto de dados. Os dados estédo dispostos na Tabela 12
e, observando-os, pode-se afirmar que o método é preciso em termos da repetibilidade e da
precisao intermediaria. Uma vez que o desvio padrao relativo em condicbes de repetibilidade
deve situar-se abaixo de 23 % e abaixo de 35% para a precisdo intermediaria, segundo os
critérios de aceitagcdo, para concentracées menores que 1 mg L apresentadas pelo guia de
validagdo MAPA °,



73

Tabela 12. Valores de desvio padrao relativo para avaliagdo da precisao em termos de repetibilidade e

precisdo intermediaria.

Niveis de concentracdes das amostras

DPR (%)
0,030 mg L™ 0,225 mg L* 0,375 mg L*
Repetibilidade 8,6 4,9 3,0
Preciséo 99 8.8 92

intermediaria

5.6.4 Veracidade

Ap6s a execugcdo das sextuplicatas das eletroextracdes para os 3 niveis
selecionados da curva analitica, a veracidade do método foi avaliada em termos da
recuperacao, os resultados estdo apresentados na Tabela 13. Os critérios de aceitacao para
a recuperacdo segundo a AOAC (2016) podem variar de 60 a 115 para analitos em
concentracdes da ordem de 10 ppb (0,01 mg L?') e de 80 a 110 para analitos em
concentracdes da ordem de 100 ppb (0,1 mg L!). Como as concentracées aqui avaliadas

estdo dentro dessa faixa, as recuperagées foram consideradas aceitaveis.®.

Tabela 13. Valores de recuperacéo para o método.

Niveis de concentracfes das amostras

0,030 mg L™ 0,225 mg L? 0,375mg L?
Média 0,031 0,22 0,39
Desvio 0,003 0,01 0,01
DPR (%) 8,6 4,9 3,0

Recuperagao (%) 102 99 105
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5.6.5 Limite de deteccéao e quantificacao

Os limites de quantificacdo e deteccao tedricos foram calculados a partir do desvio
das concentracbes das solucdes de dessorcdo dos brancos da amostra (agua deionizada),

apos passarem pelo processo de eletroextracdo e estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Limites de deteccéo e quantificagdo para o método.

Inclinagdo da _ Desvio (s)
Média (mg L?) LQ(mgL? LD (mg L)
curva (a) (mg L)
1,8707 0,016 0,001 0,004 0,001

Os baixos valores dos limites de quantificacdo e deteccdo, referem-se as
concentracdes das amostras de partida, e indicam que com a pré-concentracdo de dez vezes
oferecida pelo método é possivel detectar e quantificar pequenas concentra¢des do azul de
metileno, mesmo com a utilizacdo da técnica de EAM-UV/Vis. Como exposto na Tabela 1,
Khan et al. (2014) utilizando a extracdo em fase soélida como preparo de amostra e o UHPLC-
MS/MS como técnica de andlise, conseguiu-se um limite de deteccdo de 0,0001 mg Lt e um
limite de quantificacéo de 0,0004 mg L para o azul de metileno em &gua. Esse valor é apenas
10 vezes menor que o0 apresentado na Tabela 14. Isso mostra o potencial do método
desenvolvido nesse trabalho e indica a possibilidade de se alcangar valores muito menores
de limites de quantificacdo e deteccdo que os obtidos por Khan et al.(2014), no caso de
futuramente, se associar técnicas analiticas mais sensiveis a eletroextracdo multifasica

desenvolvida e otimizada nesse trabalho 5.

5.7 Eficiéncia de extracdo

A eficiéncia de extracdo foi calculada para seis amostras de concentracdo de
0,225 mg L™ obtendo-se o valor médio de 31% como pode ser visto na Tabela 15 juntamente

com os desvios para as medidas.

Tabela 15. Valor médio da eficiéncia de extracdo e seus desvios

EE média (%) Desvio padrédo DPR (%)

31 2 4.8
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O valor encontrado € considerado satisfatério, uma vez que, o objetivo desse
trabalho ndo foi ter uma extracdo exaustiva do analito e sim conseguir uma pré-concentracao

capaz de possibilitar a analise de amostras com baixas concentracdes de azul de metileno.

5.8 Fator de pré-concentracéao

ApOs a realizacdo das eletroextracbes das amostras de concentragdo
0,030 mg L, em sextuplicata, encontrou-se as concentracdes das solucdes de dessorcdo
empregando-se a equacdo da curva analitica representada na Figura 20 e fez-se a razédo
dessas pela concentracao inicial da amostra, encontrando-se assim os valores dos fatores de

pré-concentracdo (FPC) para cada replicata.
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Figura 20. Curva analitica do azul de metileno preparada em uma mistura de MeOH / ACN / HAc na

proporcao 40:40:20 (VIvIv).

O valor médio do FPC, bem como o desvio padrao entre as replicatas e o DPR estdo

representados na Tabela 16.

Tabela 16. Valor médio do fator de pré-concentracdo e seus desvios.

FCP médio Desvio padréo DPR (%)

10,3 0,9 8,7




76

Os calculos mostraram que foi possivel pré-concentrar a amostra 10 vezes.
Durante os experimentos, verificou-se que as solu¢cbes com baixas concentracdes do azul de
metileno, que ndo permitiam uma percepcédo visual do corante, ao serem pré-concentradas
no algodao durante a eletroextracdo, se mostraram coloridas e usando um pequeno volume
de solucdo de dessorcao, foi possivel sua determinacéo. Isso confirma o grande potencial do
método de eletroextracdo multifasico aqui desenvolvido, o qual possibilita a deteccdo e
quantificacdo de amostras com concentra¢cdes muito baixas de analito, mesmo utilizando uma
técnica analitica de baixo custo e menor sensibilidade como a espectrofotometria UV/Vis.

A pré-concentracao alcancada nesse trabalho, foi maior que a apresentada por
Raterink et al. (2013) em seu sistema de eletroextragdo multifsico utilizando uma gota
suspensa, o qual conseguiu valores entre 0,7 e 7 para as diferentes carnitinas %. Uma grande
vantagem do método desenvolvido € que associado ao alto fator de pré-concentracao, ele
permite 0 uso de maiores volumes de amostra, comparado aos comumente utilizados na
literatura, para os trabalhos de eletroextracdo. Assim, tem-se a possibilidade do uso de

amostras com menores concentracdes de analito 48092,

5.8.1 Andlise qualitativa da eletroextracdo multifasica do azul de metileno

utilizando o espalhamento Raman intensificado por superficie

ApGs as eletroextracdes realizadas para as amostras de concentracdes de
5x10ta5x10° mgL?de azul de metileno nas condi¢Ges otimizadas, obteve-se as solu¢des
de dessorcdes, nas quais se adicionou uma suspensdo de nanoparticulas de ouro e em
seguida solucéo de NaCl 0,10 mol L, o qual agiu como agente agregante das nanoparticulas.
Geralmente, o colbéide nao é SERS-ativo quando preparado, necessitando ser ativado pela
agregacdo, de maneira que estruturas de maiores dimensfes sejam formadas e mantidas
estaveis durante a aquisicdo dos espectros’?. A agregacao favorece também a criacdo dos
chamados hot spots que sao regides de intensificacdo do campo elétrico o que contribui para

a intensificacdo do sinal Raman. Os espectros obtidos estdo apresentados na Figura 21.
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Figura 21. Espectros SERS das dessor¢fes do azul de metileno com os respectivos valores de
concentragdes em mg L1, referentes as amostras antes da eletroextracdo. Laser de excitagdo em
785 nm.

O efeito SERS se caracteriza por possuir dois mecanismos de intensificagédo, o
quimico e o eletromagnético. Com relagéo ao primeiro, esse depende da polarizabilidade do
sistema metal-molécula e essa polarizabilidade depende do tipo de analito. Como o azul de
metileno é uma molécula de alta polarizabilidade, possuindo grupos aminas e anéis
aromaticos, ha o favorecimento do fendmeno quimico e somado a isso, a adsor¢do das
moléculas do corante as nanoparticulas favorece o segundo mecanismo. Assim, nessa
interagdo de ambos o0s processos ha uma contribuicdo de forma variavel para a intensificacdo
da banda em 1620 cm? caracteristica do AM, observada nos espectros, mesmo em
concentracdes baixissimas como a menor concentracdo apresentada de 5 x 10° mg L?
(0,05 ppb).

Ao analisar os resultados apresentados na Figura 21, percebe-se que o método
€ promissor quando une-se a alta pré-concentracdo da eletroextracdo com as caracteristicas

de intensificacdo de sinal do SERS. Podendo-se conseguir deteccdes e quantificagbes cada
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vez mais baixas, se for realizada uma otimizacdo das condicBes de andlise para a técnica,

uma vez que essa € mais sensivel e seletiva que a EAM- UV/Vis.
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6 CONCLUSOES

Uma nova abordagem de preparo de amostras aplicando campo elétrico foi
apresentada nesse trabalho, que se constituiu de um sistema de eletroextracdo multifasico,
para grandes volumes de amostra, com suporte sélido para a fase aceptora. Para a montagem
desse sistema, fez-se uso de materiais acessiveis e de baixo custo, o que viabiliza seu uso
em laboratérios de analise. Adicionalmente, o dispositivo multipogos, utilizado nesse trabalho,
possibilita multiplas extracdes simultaneas, agilizando o processo extrativo, podendo-se agitar
ou ndo a solucéo, de acordo com a necessidade do sistema em estudo.

Os testes preliminares, mostraram que o sistema de filtro livre sem agitagéo,
proporcionou melhores resultados de extragdo do corante azul de metileno, utilizando como
suporte para a fase aceptora o algodao, o qual € um material de baixo custo, comercialmente
acessivel e de facil acomodagéo na ponteira. O uso do suporte solido, associado as demais
condigbes de analise, possibilitou a aplicacdo de um valor elevado de potencial elétrico,
300 V, sem desestabilizar o sistema, o que pdde ser comprovado pelo perfil da corrente
elétrica em funcdo do tempo. Além disso, permitiu a dessor¢do do algodéo para posterior
andlise por EAM-UV/Vis.

A otimizacdo do sistema de eletroextracao, foi realizada empregando-se métodos
multivariados. As variaveis significativas para o processo de extracdo, bem como as
condi¢cbes 6timas, foram: tampéao pH = 5,00 para a fase doadora com 35% (v/v) de ACN e
tempo de extragdo de 25 minutos.

A pré-concentracdo de dez vezes, apresentada pelo método otimizado, possibilitou a
deteccao e quantificacdo de baixas concentra¢cfes do corante, fazendo-se uso de uma técnica
acessivel como a EAM-UV/Vis, disponivel na maioria dos laboratérios. Ao se fazer uma
andlise qualitativa das dessor¢cBes provenientes das extracdes, utilizando-se o SERS,
verificou-se o grande potencial do método de pré-concentracdo, quando aliado a sensibilidade
dessa técnica, 0s quais juntos permitiram a deteccao de concentracdes ainda mais baixas do
azul de metileno.

O método desenvolvido se mostrou promissor para deteccdo e quantificacdo do
corante azul de metileno em &gua destinada para o consumo humano, servindo também como
um marcador para outros contaminantes emergentes catibnicos, que por ventura possam
estar presentes na dgua apos essa passar pelas estacdes de tratamento. Esse método pode
ser usado para sinalizar as falhas no processo, com o intuito de corrigir e melhorar as
condi¢Bes de tratamento, de forma a garantir a qualidade da agua tratada. Um outro diferencial

do método proposto no presente trabalho, é a possibilidade de analise sem a restricdo de
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volumes menores de amostras, como em outros sistemas apresentados na literatura. I1sso é
um diferencial quando se tem amostras em baixas concentracdes de analito, tendo entdo a
possibilidade de uma pré-concentracdo e deteccao dessas espécies.

Como uma perspectiva futura, o uso do suporte sélido se apresenta também favoravel,
por possibilitar a leitura direta do algodao no espectrdbmetro Raman, sem a necessidade de
gasto com solventes de dessor¢ao, trazendo economia e agilidade no processo, o que nao foi

demonstrado nesse trabalho, por questdes de disponibilidade do equipamento.
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